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L’activité antibactérien d’extrait méthanolique (d’Arthrophytum scoparium)
Résumé :

Les extraits naturels issus des végétaux contiennent une variété de métabolites secondaires
auxquelles on attribue un pouvoir inhibiteur des microorganismes. Le présent travail est
consacré essentiellement a 1’étude de ’activité antibactérienne des extraits phénoliques de
la partie aérienne de I’espece Arthrophytumscoparium, récolté pendant trois périodes de
I’année a savoir la période de floraison, de fructuration et de dormance.Le test
antibactérien sur différentes souches de bactéries référenciées a montré que nos
extraitspolyphénoliques sont dotées d’un pouvoir antibactérien, limite pour Staphylococcus
aureus ATCC 25923 (extrait d’acétate d’éthyle)de la période de dormance et nulle dans la
période de floraison; etaussi limite pour la méme souche devant les trois périodes
(extraitsbutanoliques), et nulle pour staphylococcusaureus ATCC 43300 pour la période
de floraison.

Mots clés :Arthrophytum scoparium, extrait poly phénolique, activité antibactérienne,
Staphylococcus aureus (souvage), Staphylococcus aureus

Antibactérian activity of méthanolic d’extracs (d’Arthrophytum scoparium)

Abstract :

The natural extracts resulting from the plants contain a variety of secondary metabolites
which have an inhibiting capacity of the micro-organisms. This work is devoted
primarily to the study of the antibactérienne activity poly phenolic extractsof theaerial part
of the species Arthrophytumscoparium, collected from three periods of the year knowing
as the period of flowering, fructuration and of dormance. The antibacteriantest, on various
stocks of referenced bacteria, showed that our poly phenolic extracts are equipped with
anantibacterian power, limit for Staphylococcus aureus ATCC 25923 (extracted from
ethyl acetate) of romance period and null in flowering period; and also limit for same stock
in relation to the three periods (extracted butanolic), and null for staphylococcus aureus
ATCC 43300 period of flowering.

Key words : Arthrophytum scoparium, Polyphenolic extraict, antibactérienne activity,

Staphylococcus aureus (souvage), Staphylococcus aureus.
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Introduction générale

Les propriétés antimicrobiennes des plantes aromatiques et médicinales sont connues de
puis Iantiquité. Toutefois, il aura fallu attendre le début du 20°™ siécle pour que les
scientifiques commencent a s’y intéresser (Athamina, 2009).

L’¢tude de la chimie des plantes est toujours d’une brilante actualité malgré son
ancienneté. Cela tient principalement au fait que le regne végétal représente une source
importante d’une immense variété de molécules bioactives (Athamina, 2009).

La science a confirmé que les composés poly phénoliques sont dotés d’un pouvoir
antibactérien tres puissant. Elles peuvent donc constituer une alternative trés efficace et
valable, surtout que la résistance des bactéries aux antibiotiques, depuis plusieurs années,
s'est réveléun important probléme (Djaballah et Brahimi, 2011).

Cependant, 1’évaluation des propriétés phytothérapeutiques comme antimicrobienne,
demeure une tache trés intéressante et utile, en particulier pour les plantes d’une utilisation
rare ou moins fréquentes ou non connues dans la médecine et les traditions médicinales
folkloriques. Ces plantes représentent une nouvelle source de composés actifs. En effet, les
métabolites secondaires font et reste 1’objet de nombreuses recherches in vivo comme in
vitro, notamment la recherche de nouveaux constituants naturels, tels que les composés
phénoliques, les saponosides (Bahorun, 1997).

L’Algérie possede une richesse floristique considérable. Ce potentiel de plantes
médicinales comporte des milliers d’especes présentant des intéréts divers, notamment dans
ledomaine de la recherche des substances biologiquement active (Djaballah et Brahimi,
2011)

C’est pour ces raisons que nous nous sommes intéressé a étudier une plante a vertu
médicale, abondante dans les régions steppiques et sahariennes et qui est connu par les
populations locales : Arthrophytum scoparium.

Le but recherché de ce présent travail est consacré a 1’étude de I’activité antimicrobienne
des extraits poly phénoliques de la partie aérienne de cette plante récoltée de La région de
kheneg de la wilaya de Laghouat (7km au sud de Laghouat) et de La région de Boutkafrine
de la wilaya de Laghouat (40 km vers Ghardaia).

Notre mémoire est reparti en deux parties : bibliographique et expérimentale. La partie
recherche bibliographique englobe 1’étude de la partie botanique de I’espéce choisi, tout en
citant, certains de ces propriétés, ainsi que la composition, la biosynthese et les effets
biologiques de métabolite secondaire des plantes (chapitre 1), suivi par 1’étude de I’activité

antimicrobienne des poly phénols (chapitre 11).
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La partie pratique présente les méthodes et les techniques utilisées pour la réalisation de
ce travail (chapitre II1), les résultats et discussion (chapitre 1V). Enfin, le mémoire est

cléturé par une conclusion générale.
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Chapitre I Plantes médicinales et métabolites secondaires

I.1. PLANTES MEDICINALES

Des plantes médicinales ont été employées pendant des siécles comme remedes pour les
maladies humaines parce qu'elles contiennent des composants de valeur thérapeutique.
Récemment, I'acceptation de la médecine traditionnelle comme forme alternative de santé
et le développement de la résistance microbienne aux antibiotiques disponible a mené des
auteurs a étudier I'activité antimicrobienne des plantes médicinales (Nostro et al., 2000) et
en raison d'une conscience croissante des effets secondaires négatifs infligés par les
drogues modernes., beaucoup cherchent les remedes normaux sans effets secondaires et

bien sdr sans codt élevé de médecine conventionnelle (Schnaubelt, 1998).

L'observation liée a I'expérience et la transmission des informations recueillies au cours
du temps font que certains hommes deviennent capables de poser un diagnostic, de

retrouver la plante qui soigne et finalement de guérir le malade (Fouché et al., 2000).

L’action de la phytothérapie sur 1I’organisme dépend de la composition des plantes. Ces
dernieres contiennent des dizaines, voire des centaines de substances chimiques. Souvent,
déterminer en détail ’action d’une plante est tres difficile. Une plante n’est pas une recette
magique dotée d’une action unique, mais un ensemble complexe pourvu de principes actifs
qui ont une influence sur les différents systemes de régulation du corps. En associant la
recherche scientifique sur les constituants actifs, 1’observation clinique et la connaissance
traditionnelle des plantes, il est possible de dresser un inventaire de leurs usages
thérapeutiques et traditionnelle comme la pigdre de scorpions et le refroidissement et le

hypertension artérielle (Maiza ,1993).

Les plantes sahariennes algériennes par exemple, sont des plantes d’origine terrestre qui
au cours de leur évolution se sont adaptées aux écosystemes du sud algérien. Par leur
position écologique et évolutive particuliére, il est possible que ces plantes endémiques
aient également sélectionné des métabolites secondaires spécifiques avec des
caractéristiques chimiques et biologiques originales. Sur la base de cette hypothese, notre
étude s’est attelée a 1’investigation de plante Arthrophytum scoparium presente dans les

régions sahariennes de 1’Algérie (Quzel et Santa, 1963).



Chapitre I Plantes médicinales et métabolites secondaires

1.2. DOMAINES D'APPLICATION DES PLANTES MEDICINALES

Les substances naturelles issues des végétaux ont des intéréts multiples mis a profit dans
I’industrie : en alimentation, en cosmétologie et en pharmacie. Parmi ces composes on
retrouve dans une grande mesure les métabolites secondaires qui se sont surtout illustrés en
thérapeutique. La pharmacie utilise encore une forte proportion de médicaments d’origine
végétale et la recherche trouve chez les plantes des molécules actives nouvelles, ou des
matiéres premieres pour la semi synthése (Bahorun, 1997) utilisés en médecines en tant

que médicament pour I’homme, nous citons comme exemple :

» en urologie, dermatologie, gastrites aigues, toux, ulcéres d’estomac, laxatifs, sommeil
et désordres nerveux, (Svoboda et Hampson, 1999).

» systemes cardiovasculaires, exemple : Flavoce est un médicament constitué par la
flavone non substitué en combinaison avec la rutine et isoquercetine est utile dans le
traitement de 1’athérosclérose (Narayana et al., 2001).

> les maladies du stress, des activités antioxydantes; tels le thé noir, le thé vert et le
Cacao sont riches en compose phénoliques, parmi lesquels theaflavine, le resveratrol,
le gallate et epigallocathechine procyanidine, trés étudié en raison de leur réle en tant

qu’ basés sur leurs capacités antioxydantes (Lee et al., 2003).

Activité antimicrobienne, antivirale, antiparasitaire: Les produits naturels des plantes
depuis des peériodes trés anciennes ont joué un rdle important dans la découverte de

nouveaux agents thérapeutiques exemple :

» la quinine obtenue a partir du quinquina "Cinchona™ a été avec succés employée pour
traiter la malaria (Dastidar et al., 2004) ;

» larbre de thé (Melaleuca alternifolia) est renommé pour ses propriétés
antibactériennes,  anti-infectieux,  antifongiques, antivirales (Svoboda et
Hampson,1999).

.3.PRSENTATION DE LA PLANTE ETUDIEE

La flore saharienne apparait comme trés pauvre si I’on compare le petit nombre des
especes qui habitent ce désert a 1’énormité de la surface qu’il couvre. L’étude de cette flore
présente pourtant un intérét considérable. C’est pour le Sahara septentrional que le nombre
total des especes de plantes est le moins précis. Il n’atteindrait pas 500 especes toujours
avec la réserve gue les espéces adventices et les pénétrations steppiques sont exclues de ce
chiffre (Ozenda, 1991).
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1.3.1. Description botanique

L Arthrophytum scoparium est une espéce méditerranéenne trés communs au Sahara
Septentrional, se développant dans les bioclimats des lesquels s’étendre le haut aride au

sahara

» Noms : Arthrophytum scoparium (Pomel) llgin
» Arabe : R’emth.

» Francais : Haloxylon.

1.3.1.1. Caractéres morphologiques

Selon Quezel et santa (1963), cette plante posséde les caracteres suivants (voir figure 1) :

Arbrisseau a tiges gréles dressées, trés rameuses.

Rameaux articulés.

Rameaux secondaires rapidement érigés, verts foncés noircissant sur le sec.
Entre nceuds allongés (0,8-3 cm pour les inférieurs).

Inflorescences courtes, groupées au sommet des rameaux.

vV V.V V V VY

Périanthe a 5 sépales accrus aprés I’anthése d’une aile transversale, 2-5 étamines
insérées sur un disque lobé (staminodes de certains auteurs).

» Périanthe fructifere a ailes en général striées de rose ou de pourpre de 7 mm de
diametre.

> Grains horizontale.

Sk & i 2 ™
.l
Hal . $

Source :www.saharanatur.com

Figure 1. La plante médicinale Arthrophytum scoparium (pomel) ligin


http://www.sahara/
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A B C

Figure 2. A : Arthrophytum scoparium en période de floraison. B : Arthrophytum scopariumen

période de fructuration. C : Arthrophytum scopariumen période de dormance
1.3.1.2. Classification
Selon Quezel et Santa (1963), la classification de cette espéce est la suivant :

Embranchement : spermaphyte
Sous-embranchement : angiosperme

>

>

» Famille : Chénopodiacées

» Genre : Arthrophytum Schrank (= Haloxylon Bunge)
>

Espece : Arthrophytum scoparium (Pomel) llgin
Nous notons existence de plusieurs synonymes, parmi les quells:
Anabasis tamariscifolia L.
Halogelon tama riscifolia (L.) C.A.Mey
Haloxylon articulatum Bonn.et Barr

Haloxylon tama riscifolium (L.) pau

Hammada tamariscifolia (Pau) lljin

YV V V V V V

Salsola tamariscifolia (L.) Cav
1.3.2.Usages traditionnels

D’aprés les références bibliographiques Arthrophytum scoparium montre un large
spectre d’utilisation de ses rameaux, ses feuilles et ses fleurs pour les traitements des
indigestions, des piqures de scorpion et des dermatoses (Quezel et Santa, 1963).

Ainsi, (Maiza, 1993) ajoute que I’utilise pour refroidissements, indigestion,
hypertention arterielle, dorsalgies, dermatose, jambes enflées et odontalgies.
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1.3.3. Habitat et répartition géographique

Selon Benkheira, (2005); Mezghani-jarraya et al., (2009), Arthrophytum scoparium
recouvre en Afrique du Nord, de vastes superficies sous forme d’une bande allongée

depuis la région du zemmour en Mauritanie jusqu’en Tunisie.

En plus, (Medjahed, 2006) indique qu’elle colonise divers types d’habitats (hamadas et
regs) aux confins du Sahara septentrional et Nord-occidental.

Ce groupement est lié a un bioclimat aride inférieur a saharien (variante chaude a
fraiche) avec des précipitations annuelles comprises entre 100 a 300 mm avec une tres
forte variabilité. Du point de vu géomorphologique et édaphique, le groupement a
Arthrophytum scopariumse développe sur des sols calcima génésiques xériques a texture
moyenne. Ces sols correspondent aux habitats caractérisés par un développement sur des
croutes calcaires souvent en forme de dalles et sur des glacis d’érosion plats, pierreux et
rocailleux, souvent encroutés en surface, sur des regs caillouteux et sur des hamadas
(Benkheira, 2005).

1.3.4.Climat de régions de la récolte

Tableau 1. Climat, I’altitude et la précipitation de région de la récolte.

Régions climat AI‘_citudes Preapﬂa(f:}or:)annue“e
(métre/au niveau de la mer)

Laghouat Aride 790 238

Ghardaia Avride 450 o4

http://freemteo/Algeria.dz
1.4. SUBSTANCES BIOACTIVES

Les métabolismes secondaires sont des molécules qui ne participent pas directement au
développement des plantes mais plutdt interviennent dans les relations avec les stress

biotiques, abiotiques ou améliorent I’efficacité de reproduction.

Au contraire les métabolites primaires ce sont des molécules organiques, qui se trouve
dans toutes les cellules de I'organisme pour y assurer sa survie. Ces composés sont classés
en quatre principaux groupes, les glucides, les protéines, les lipides et les acides nucléiques
(Leland et al., 2006).
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Les plantes produisent un vaste groupe de composés organiques appartenant aux
métabolites secondaires, qui font une des originalités majeures des végétaux en
synthétisant des substances naturelles tres diversifiées, par exemple les alcaloides les

terpénes et les composes phénoliques (Macheix et al., 2005; Leland et al., 2006).

Ces métabolites secondaires représentent une source importante de molécules utilisables
par I’Homme dans des domaines aussi différents que la pharmacologie ou

I’agroalimentaire (Macheix et al ., 2005; Leland et al., 2006. ).
1.5. CLASSES DES METABOLITES SECONDAIRES

Selon Lelande et al., (2006), on trouve des métabolites secondaires dans toutes les
parties de plants, mais ils sont distribués différemment selon leurs réles. Cette distribution
varie d’une plante a 1’autre. Parmi les principales familles de métabolites secondaires

trouvées chez les plantes on distingue :

» Les composés phénoliques qui interviennent dans les interactions plante-plante
(réponses allélopathiques, inhibition de la germination et de la croissance). Parmi ces
composés, on citera les composés phénoliques, les lignines, les stilbénes, les
flavonoides, les phénylpropanoides, les anthocyanes et les tannins , renferme un atome
d’azote dans la structure. Parmi ces derniers, certains relarguent de 1’acide
cyanhydrique, quand les plantes sont abimées. Ils sont synthétisés a partir d’acides
aminés. On citera la nicotine, 1’atropine, la codéine, la lupinine.

» les mucilages : ceux sont des polyméres complexes de fructose, d’acide glucorinique
et d’acide manuronnique. Les mucilages sont des mélanges colloidaux qui gonflent
avec I’eau (agar agar).

» Les gommes et les résines: ceux sont des substances produites par la plante a la suite
d’une blessure.

» les huiles essentielles : ceux sont des liquides concentrés et hydrophobes des composés
aromatiques (odoriférants) volatils d’une plante, ces essences sont tres volatiles et non
miscibles a 1’eau.

> les latex : ceux sont des substances sécrétées ou fabriquées par des cellules laticiféres

(vraies ou anastomosées) et qu’ont la particularité de se solidifier au contact de 1’aire.
1.6. LES COMPOSES PHENOLIQUES

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires végétaux. lls

peuvent étre définis comme des molécules indirectement essentielles a la vie des
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plantes (d’ou la dénomination de métabolites secondaires). Par opposition aux
métabolites primaires qui alimentent les grandes voies du métabolisme basal, mais ils

sont essentiels dans I'interaction de la plante avec son environnement.

Ce composés ont tous en commun la présence d’un ou de plusieurs cycles
benzéniques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles (Urquiaga et Leighton,
2000). La structure des composés phénoliques naturels varie depuis les molécules simples
(acides phénoliques simples) vers les molécules les plus hautement polymeérisées (tanins
condensés) (Macheix et al., 2005). Avec plus de 8000 structures phénoliques identifiées

(Urquiaga et Leighton, op. cit.).

Les composés phénoliques participent activement aux interactions de la plante
avec son environnement en jouant soit le rbéle des signaux de reconnaissance entre
les plantes (Allélopathie), entre les plantes et les symbioses, ou bien lui permettant
de résister aux diverses agressions vis-a-vis des organismes pathogénes. lls participent
de maniere tres efficace a la tolérance des végétaux a des stress variés, donc ces
composés jouent un role essentiel dans 1'équilibre et ’adaptation de la plante au sein de

son milieu naturel (Macheix et al., 2005).

D'un point de vue appliqué, ces molécules constituent la base des principes actifs que
I'on trouve chez les plantes médicinales, alliées a leur difficulté de production. Chez
I'nomme, ces molécules traces jouent un rdle important en agissant directement sur la
qualité nutritionnelle des fruits et légumes et leur impact sur la santé des consommateurs
(effet antioxydant, effet protecteur contre I'apparition de certains cancers...) (Macheix et
al., 2005).

1.7. LES REGULATEURS DE LA DIVERSITE DES COMPOSES PHENOLIQUES
Les végétaux produisent une grande varieté de métabolites secondaires, et en particulier
des composés phénoliques, dont I’intérét est souvent important pour ’homme dans les

domaines pharmacologique et agroalimentaire (Bellebcir, 2008)

Différent facteurs physiques, chimiques et biologiques, externes ou endogeénes, jouent
un réle important dans la modulation de 1’expression du métabolisme phénolique: lumiére,
température, potentiel osmotique, nutrition de la plante, régulateur de croissance
(Bellebcir, 2008).
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1.7.1. les enzymes des métabolismes phénoliques

Une des caracteristiques communes de toutes les enzymes du métabolisme secondaire
réside en la difficulté de les étudier et de les purifier car elles sont toujours trés faiblement
représentées parmi les protéines des organes végetaux. De plus, elles sont facilement

inhibées lors du broyage et de 1’extraction (Bellebcir, 2008).
1.7.1.1. La phénylalanine-ammonialyase (PAL)

Permet la formation de I’acide cinnamique a partir de la phénylalanine. Il a ét¢ montré
maintenant qu’elle est codée par une famille multigénique s’exprimant de maniere
différentielle selon les tissus et dans le temps. Ainsi, certaines formes de PAL pourraient
avoir des fonctions différentes dans la plante : la PAL 2 interviendrait dans la lignification
du xyleme alors que la PAL 3 serait mise en place en réponse aux blessures et participerait
aux réponses de défense de la plante. Le niveau d’expression d’activité PAL pourrait

réguler quantitativement 1I’accumulation des composés phénolique (Macheix et al., 2005).
11.7.1.2. CoA-ligases

Permettent la mise en place des formes activées des acides hydroxycinnamiques avec le
CoA. Les différentes isoformes enzymatiques jouent a ce titre un réle clé dans la
diversification des composés phénoliques en intervenant dans la distribution des esters
CoA vers différentes voies. Il pourrait en résulter un effet sur la composition qualitative

des produits accumulés, en particulier des lignines (Bellebcir, 2008).

1.7.1.3. La chalconesynthase (CHS)

Intervient dans une étape clé du métabolisme phénolique puisqu’elle permet 1’entrée
dans la voie des flavonoides, par condensation de phénylpropanoides avec des maillons
acétate (Bellebcir, 2008).

Elle est donc a I’origine de la mise en place de nombreuses molécules ayant une grande
importance dans la vie de la plante (pigments anthocyaniques des fleurs et des fruits,
nombreuses phytoalexines, flavonoides protecteurs contre les UV ou jouant un réle dans la
physiologie de la plante ou ses interactions avec les micro-organismes) ou dans 1’industrie

(tanins condensés, colorants naturels, antioxydants...) (Bellebcir, 2008).

De nombreux autres enzymes du métabolisme phénolique ont été caractérisés chez les
végetaux et dans un certain nombre de cas, les génes ont été clonés. Cela concerne en

particulier des O-méthyltransférases, des glycosyltransférases, des hydroxylases qui
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interviennent dans la formation des lignines, des tanins condensés et des différents groupes
de flavonoides (Bellebcir, 2008).

1.7.2. Action des facteurs physiques, chimiques et biotiques
1.7.2.1. Lalumiére
Il a été remarqué depuis longtemps que le métabolisme phénolique est particulierement

sensible a 1’action des facteurs externes comme la lumiére et la température.

En effet, des observations au champ ont montré I'importance de la lumiére (spectre
visible mais aussi UV contenus dans le rayonnement solaire) sur 1’accumulation des
anthocyanes des fleurs et des fruits. Deux parameétres interviennent, d’une part, 1’intensité
du flux lumineux, et d’autre part, la nature des radiations constitutives. La lumicre agit
directement, par intermédiaire des radiations bleues et rouges et du pigment végétal
phytochrome, sur I’induction de la synthése de plusieurs enzymes du métabolisme
phénolique et tout particulierement de la PAL qui a été tres étudiée a ce point de vue
(Bellebcir, 2008).

1.7.2.2. La température

Elle est également un facteur de régulation de I’expression du métabolisme phénolique,
souvent en interaction avec la lumiére. Ainsi, un abaissement de la température associé a
un traitement lumineux adéquat induit fréquemment une accumulation des anthocyanes

chez de nombreux fruits (pomme, raisin...) (Macheix et al.,1990).

La régulation pourrait intervenir au niveau de la PAL elle-méme, des inhibiteurs de
I’enzyme pouvant étre mis en place sous Deffet des températures élevées. Des
perturbations du métabolisme phénolique peuvent, quelquefois, apparaitre a la suite de
traitements d’organes végétaux au froid, conduisant alors a des brunissements. Chez la
tomate ou I’ananas par exemple, le séjour au froid entraine la synthése de plusieurs
enzymes conduisant & une forte accumulation d’acide chlorogénique ou de composés
voisins ce qui entraine alors des désordres physiologiques lors du retour a une température
normale (Bellebcir, 2008).

Sont des molécules produites en général par des micro-organismes et qui vont
déclencher chez la plante a I’expression de génes de défense conduisant a la mise en place
de molécules antibiotique dénommées phytoalexines, parmi lesquelles certains groupes de
composés phénoliques sont bien représenté: coumarines, stilbenes, isoflavonoides, etc.
(Bellebcir, 2008).
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D’une manicre générale, I’infection par micro-organisme ou I’apport d’un éliciteur

d’origine biologique dans des suspensions cellulaire est tres efficace pour déclencher la

synthese des enzymes du metabolisme phénolique en particulier de la PAL.

Beaucoup d’autres facteurs peuvent moduler la teneur de la plante en composés

phénoliques. Il s’agit souvent de traitements qui sont appliqués par ’homme, soit au cours

de la croissance, soit au cours de la conservation des organes végétaux: traitements

hormonaux, application de fertilisants, irradiations (Macheix et al., 2005).

1.8. L'EXTRACTION DES COMPOSES PHENOLIQUES

L'extraction, la séparation, la caractérisation et le dosage des composées phénoliques se fait
selon plusieurs méthodes (voir tableau 2) qui suit:

Tableau 2 .principales méthodes d'études des composées phénoliques

Technique principe
Extraction par les | Le contacte entre le solvant (liquide) et la matiére
solvants végétale (solide) a pour but de libérer les polyphénols
(macération) présents dans les cellules par rupture du tissus végétale
et par diffusion.
Extraction par | Elle consiste a absorber sur une résine du type C18
chromatographie pour les polyphénols et flavonoides des extraits
sur colonne végétaux puis a éluer sélectivement les substances
Extraction polyphénoliques au moyen d’éthanol ou méthanol
agqueux.
Extraction Le CO2 supercritique, utilisé comme solvant
supercritiques d’extraction, du fait de sa faible viscosité lui confére
une grande capacité de diffusion lui permettant d’avoir
(SFE) accés a des composées phénoliques liés a la paroi
cellulaire et sa densité relativement élevé lui confére
un pouvoir de solvatation ce qui permet un meilleur
taux d’extraction procédé non dénaturant.
Séparation (?hr(_)matographie L’échantillon a analyser est poussé par un liquic?e
liquide haute | (appelée phase mobile) dans une colonne remplie
et R performance d’une phase stationnaire de fine granulométrie
purification . 5 S
(HPLC) (les grains sont de trés petite taille).
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caractérisation

Chromatographie
phase gaz (CPG)

Chromatographie
sur couche mince
(CCM)

Les différents solutés gazeux vont se séparer par
migration différentielle le long de phase stationnaire

Les constituants du mélange se séparent par migration
différentielle : chacun d'eux est d'autant plus entrainé
par I'éluant qu'il est plus soluble dans celui-ci et moins
adsorbé sur la phase stationnaire.

Spectrophotométrie

Méthode analytique quantitative qui consiste a
mesurer la densité optique d'une substance chimique

Dosage

UV-visible donnée en solution. Plus cette espéce est concentrée
plus elle absorbe la lumiére dans les limites de
proportionnalités énoncées par la loi de Beerlambert.

Dosage par

Spectrophotométrie

Par méthode de folin (non spécifique)

Dosage par HPLC

Séparation sur colonne phase inverse C18 et détection
a l'aide d'un spectrophotomeétre UV 171

Source . Ferahat, 2009.

1.9. CLASSIFICATION DES COMPOSES PHENOLIQUES

Les composés phénoliques peuvent étre regroupés en de nombreuses classes qui se

différencient d’abord par la complexité du squelette de base (allant d’un simple C6 a des

formes trés polymérisées). Ensuite par le degré de modification de ce squelette (degré

d’oxydation, d’hydroxylation et de méthylation, etc.). Enfin par les liaisons possibles de

ces molécules de base avec d’autres molécules (glucides, lipides, protéines, etc.) (Macheix

et al., 2005).

Les formes phénoliques les plus simples présentent des structures chimiques allant de

simple phénol en C6 aux flavonoides en C15 et a des molécules proches (voir tableau 03).

13




Chapitre I

Plantes médicinales et métabolites secondaires

Tableau 3. Les principales classes de composés phénoliques.

Squelette Classe Exemple Origine
C6 Phénols simples Catéchol
C6-C1 Acides hydroxybenzoiques | p-Hydroxybenzoique Epices, fraise
Acideshydroxycinnamiques | Acides caféique, Citrus
C6-C3 | Coumarines ferulique .
- - Citrus
Scopolétine, esculétine
C6-C4 Naphtoquinones Juglone Noix
C6 -C2 - C6 | Stilbénes Resvératrol Vigne
Flavonoides Kaempférol, quercétine | Fruits,
- Flavonols Cyanidine, légumes, fleurs
- Anthocyanes pélargonidine Fleure, fruits
C6-C3-C6 | - Flavanols Catéchine, épicatéchine | rouges
- Flavanones Naringénine Pomme, raisin
Déidzéine Citrus
Soja, pois
(C6 -C3)2 | Lingnanes Pinorésinol Pin
- Bois, noyau
- Lignin .
(C6-C3)n 'gnines des fruits
(C15) n Tannins Raisin rouge

Source : Macheix et al., 1990.
1.10. EFFETS BIOLOGIQUES DES POLYPHENOLS

Les polyphénols sont associés a de nombreux processus physiologiques interviennent
dans la qualité alimentaire, impliqués lorsque la plante est soumise a des blessures
mécaniques. La capacité d’une espéce végétale a résister a I’attaque des insectes et des
microorganismes est souvent corrélée avec la teneur en composés phénoliques
(Benmoussa, 2008).

Ces composés montrent des activités anti-carcinogenes, anti-inflammatoires,
antiatherogénes, anti-thrombotiques, analgésiques,antibactériens, antiviraux,

anticancéreux, anti-allergénes, vasodilatateurs et antioxydants (Benmoussa, 2008).
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Tableau 4. Activités biologiques des composés poly phénoliques

Polyphénols

Activités

Auteurs

Acides phénols
(cinnamiqueet

Antibactériens
Antifongiques

(Didry et al., 1982)
(Ravn et al., 1984)

benzoique) Antioxydants (Hayase et Kato, 1984)

Coumarines Vasoprotectrices (Mabry et Ulubelen, 1980)
et antioedémateuses

Flavonoides Antitumorales (Stavric et Matula, 1992)
Anticarcinogénes (Das et al., 1994)
Anti-inflammatoires (Bidet et al., 1987)
Hypotenseurs et diurétiques | (Bruneton., 1993)
Antioxydants (Aruoma et al., 1995)

Anthocyanes Protection des veines et (Bruneton, 1993)

capillaires

Proanthocyanidines

Effets stabilisants sur le
collagene

Antioxydants
Antitumorfales
Antifongiques
Anti-inflammatoires

(Masquelier et al., 1979)
(Bahorun et al.,1997)
(DE Oliveira et al., 1972)
(Brownlee et al., 1992)
(Kreofsky et al., 1992)

Tanins galliques et
catéchiques

Antioxydants

(Okuda et al., 1983)
(Okamura et al., 1993)

Source : Benmoussa 2008
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Chapitre 11 Activité biologique des poly phénols

11.1. INTRODUCTION

Les propriétés antimicrobiennes des plantes aromatiques et médicinales sont connues
depuis l'antiquité (Bremness, 2005). Toutefois, il aura fallu attendre le début du 20°™

siecle pour que les scientifiques commencent a s'y intéresser (Zhiri, 2006).

Les composés phénoliques regroupent un vaste ensemble de molécules naturelles qui
se caractérisent par une diversité fonctionnelle. A cette multiplicité de structures,
s'associent les différentes propriétés bio-physicochimiques de ces composés (Rodriguez
Vquero et al., 2007).

Vu les éventuels bénéfices (citées dans le chapitre I) que pourraient apporter a la
santé humaine, les composés phénoliques intéressent particulierement deux domaines :
(i) la phytothérapie puisque I'explication de l'efficacité supposée de nombreuses plantes
médicinales repose en tout ou partie sur la présence de composés phénoliques dans ces
plantes et (ii) I'nygiéne alimentaire car de plus en plus d'études indiquant que les poly
phénols pourraient diminuer le risque de survenue d'un certain nombre de pathologies
(Hennebelle et al., 2004).

11.2. ACTIVITES DES POLYPHENOLS
11.2.1. Effets des poly phénols sur la santé
11.2.1.1. Prévention des maladies cardio-vasculaires

Au niveau des arteres, les polyphénols préviennent I'oxydation des lipoprotéines de
faible densité (Low Density Lipoproteins ou LDL), qui est I'un des facteurs clé du
processus physiopathologique de I'athérosclérose (épaississement des artéres qui
contribue a réduire le flux sanguin et peut conduire a I'asphyxie des tissus irrigués). Les
polyphénols agiraient aussi en inhibant l'agrégation plaquettaire impliquée dans le
phénomene de thrombose qui peut conduire a l'occlusion des artéres. Des études ont
montrées que les poly phénols améliorent aussi le fonctionnement de I'endothélium, la
couche cellulaire qui tapisse les surfaces des vaisseaux sanguins et qui joue un réle
essentiel dans le contréle du bon fonctionnement du systéeme vasculaire en réduisant les

risques d'athérosclérose (Khiri et Lalaoui, 2007).
11.2.1.2.Prévention des cancers

Les poly phénols sont actifs contre de nombreux cancers (colon, estomac, foie, sein,

prostate, poumon, peau, vessie ...etc.) a tous les stades de la cancérogenése. Au stade
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d'initiation, ils agissent comme agents bloquants en empéchant ['activation de
procarcinogenes, en piegeant les mutagénes électrophiles ou en stimulant la réparation
des ADN mutés. Au stade de promotion et de progression, ils agissent comme agents

suppresseurs de tumeurs (Khiri et Lalaoui, 2007).
11.2.1.3.Prévention de I'ostéoporose

En modulant la réponse aux oestrogénes endogeénes. Certains polyphénols et plus
particulierement les isoflavones, ont une affinité remarquable pour les récepteurs des
oestrogenes et sont qualifiés pour cela de phyto-oestrogenes. La quercétine qui posséde
des propriétés pseudo-oestrogéniques inhibe la perte osseuse chez la rate ovariectomisée
(Khiri et Lalaoui, 2007).

11.2.2. Activité antioxydante des poly phénols

Les radicaux libres sont des espéces chimiques présentant un ou plusieurs électrons
célibataires (le radical hydroxyle OH:, I'anion superoxyde O2-, I'oxyde nitrique NO:,
H20-...), ils sont produits naturellement dans I'organisme.

L'intérét métabolique des antioxydants alimentaires fait a I'heure actuelle I'objet d'un
grand nombre de travaux, et parmi ces antioxydants les plus puissants, les flavonoides
qui préviennent efficacement la peroxydation lipidique puisqu'ils peuvent réagir
avec la plupart des radicaux libres susceptibles d'arracher un hydrogéne sur le
groupement CH> situé entre les deux doubles liaisons des acides gras poly insaturés
pour former des espéces radicalaires intermédiaires peu réactives. De plus, ils pourraient
agir en chélatant les métaux de transition tels que le cuivre et le fer. Les flavonoides et
en particulier la quercétine sont susceptibles de reagir avec la plupart des espéces
réactives oxygénées. caractéres puissants d’inhibition de l'oxydation des LDL (Low

Density Lipoprotein) (Milane, 2004).
11.2.2.1. Activité antioxydante des flavonoides

Les flavonoides possédent une forte activité antioxydante qu’est le principe de

plusieurs activités biologiques douées par ces molécules (Djemai-Zoghlache, 2009).

L’activité du piégeage des radicaux libres est I’'un des mécanismes importants
del’activité antioxydante, pour les flavonoides, ce mécanisme est lié a leur structure et

de I’arrangement des groupements hydroxyles (Djemai-Zoghlache, 2009).
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Par ailleurs, I’inhibition des enzymes présente un autre mécanisme de [’activité
antioxydante, les flavonoides peuvent agir sur I’activité de la xanthine oxydase et
parconséquent, peuvent faire régresser la maladie de la goutte en réduisant a la fois les
concentrations d’acide urique et celle du radical superoxyde dans les tissus humains

(Djemai-Zoghlache, 2009).

Une étude faite a montré que les flavonoides sont aussi des bons inhibiteurs d’autres
enzymes responsables de la production des radicaux libres comme la cyclooxygénase et

la lipooxygeénase (voir figure 3) (Djemai-Zoghlache, 2009).

OH o |O 0
R" RH R RH
oLt

guinone

Djemai-Zoghlache, 2009.

Figure 3. Piégeage des especes réactives oxygénées par les flavonoides
11.2.2.2. Activité antioxydante des tanins

Les tanins ont de grandes capacités antioxydantes dues a leurs noyaux phénols .Elles
ont la particularité d’inhiber la peroxydation des lipides, en agissant comme donneur de
proton et accepteur de radicaux libres, stoppant ainsi le mécanisme d’auto oxydation
(Djemai-Zoghlache, 2009).

Les tanins hydrolysables et condensés sont 15 a 30 fois plus efficace que les phénols
simples. De méme, il a été démontré in vitro que les tanins sont plus actives que les
vitamines .Des études faites monterent que les procyanidines B1 et B3 sont des
antioxydants pour 1’acide linoléique, et ils ont une activité¢ antioxydante supérieure a

celle de I’acide ascorbique et I’a tocophérol (Djemai-Zoghlache, 2009).
11.2.3. Activité antimicrobienne des polyphénols

Les plantes médicinales et aromatiques produit certaines molécules bioactives suite a
leurs réactions aux agents pathogenes (champignons, bactéries, insectes, nématodes....)
qui existent dans leurs environnements (Sengul et al., 2009). La résistance des végétaux
a ces pathogeénes se fait par la synthése des phytoalexines, des métabolites secondaires
de nature phénolique généralement de faible poids moléculaire et présentant une activité
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antimicrobienne nette (Macheix et al., 2005). Parmi les phytoalexines phénoliques, on
trouve des coumarines, des ptéroarpanes qui dérivent des iso flavonoides, des stilbénes

(resvératol de la vigne) et autre.

En plus de leur capacité antioxydante; beaucoup d'études ont montré les effets
antimicrobiennes des composés phénoliques (Ganan et al., 2009).Par exemple les
propriétés antioxydante et antimicrobienne de la vanilline ont été trés discutées ces
dernieres années (Karathanos et al.,2007)., ce qui permet son utilisation comme

conservateur des aliments.
11.2.3.1. Activité antibactérienne des flavonoides

Les flavonoides sont des composés naturels qui peuvent étre rencontrés dans une
large variété de fruits et léegumes. En plus de leur r6le de pigmentation., les flavonoides
présentent des activités biologiques d'intérét (Portet, 2007). Leur grande variété de
structures (plus de 6000 molécules identifiées) et d'activités biologiques fait des
flavonoides un objet d'étude particulierement complexe. Les flavonoides sont synthétiseés
par les plantes en réponse aux affections microbiennes (Rauha, 2001) ce qui explique
leurs effets antimicrobiennes prouvés dans beaucoup d'études et le nombre important de
publications concernant I'étude in vitro et in vivo de leur activités biologiques et

particulierement antimicrobiennes (Tim Cushnie et Andrew, 2005).

Des travaux reliés a I'étude de 1’activité antimicrobienne des extraits de plantes
contenant des flavonoides (Taleb-Continil et al., 2003), ont montrés I'activité significative
de ces molécules vis-a-vis plusieurs souches tels que: staphylococcus aureus,
streptococcus faecalis et Escherichia coli. Les flavones naturelles comme tangeérétine
isolée de l'oranger doux, posséde des activités physiologiques remarquables pour
I'nomme et I'animal et notamment des propriétés antimicrobiennes et virales (Isorez,
2007).

L’administration orale des flavonoides protége des cobayes contre une infection de
Shigella a raison de 142,9 mg/kg de quercetin ou de 214,3 mg/kg de quercetrine et
I’injection de 1,58 mg/kg sophoraiso flavone A ou 3,16 mg/kg de 6,8- diprenylgenisteine
donne une grande protection a des souris affectées par Salmonella typhimurium (9,5
x108 UFC /ml) (Tim Cushnie et Andrew, 2005).

Une étude récente a montré l'effet bactéricide de différents flavanones sur I’espéce

Staphylococcus aureus en inhibant son enzyme ADN gyrase (Milane, 2004).
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11.2.3.2. Effet antimicrobien des tannins

Les études et les expériences apportées, in vitro, sur les effets des tannins sur la
croissance, la morphologie et le métabolisme ont démontré une activité inhibitrice vis-a-
vis des especes « Streptococcus gallolyticus (S. caprinus) » et « Streptococcus bovis ».
L’acide tannique déstabilise leurs divisions cellulaires en augmentant le nombre de
cellules mal formées qui présentent des lésions ce qui suggére que les cellules subissent
une division incompléte. Le méme mode d’action est observé pour les especes
bactériennes du rumen (Donovan et Brooker, 2001). Les tannins hydrolysables montrent

une activité bactericide contre Hylicobacterpylori
11.2.3.3. Effet antimicrobien des coumarines

Certaines coumarines pourraient exercer un effet protecteur vis-a-vis de quelques
pathologies. Cela se manifeste par la résistance des plantes contre les infections virales
ou fongiques. Une activité antifongique significative a été confirmée pour certaines
coumarines. Dans leurs études, in vitro, montre que les coumarines inhibent la
croissance de Saccharomyces servisiaet retardent ou bloquent la germination des spores
d’Aspergillus niger et de Penicillium glaucum & fortes concentrations a raison de 100-
1000 ppm. Cependant, la scopolétine se rencontre en traces dans certaines plantes saines
(tabac, pomme de terre), mais, sa concentration augmente remarquablement autour des

blessures résultantes d’une infection virale (Djemai-Zoghlache, 2009).

Pour I’activité antibactérienne, il y a lieu de noter que les coumarines sont efficaces

contre les bactéries Gram + a des concentrations élevées a raison de 300 a 500 ppm, telle

que I’inhibition de la croissance de Polyanigum cellulosum, bactérie responsable de la

décomposition de la cellulose (Djemai-Zoghlache, 2009).
11.3.MECANISMES D'ACTIONS ANTIMICROBIENNES DES POLYPHENOLS

Le mécanisme des effets antimicrobiens des poly phénols est sans doute tres complexe.
Parmi les hypothéses avancées, il faut citer lI'inhibition des enzymes extracellulaires
microbiennes, la séquestration de substrat nécessaire a la croissance microbienne ou la
chélation de métaux tels que le fer et I’inhibition du métabolisme microbien. Parmi ces
modes et sites d’action vis-a-vis des microorganismes (Djemai-Zoghlache, 2009), on

site :
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11.3.1. Inhibition de la synthése d’acides nucléiques

Par I'utilisation des précurseurs radioactifs, des études ont montré que la synthése
d’ADN a ¢été inhibée fortement par les flavonoides (robinetin, myricetin et
I’epigallocatechin) chez Proteus vulgaris, et que la synthése d’ARN ¢était le plus affectée
chez S. aureus. Et par conséquent, la synthese des protéines et des lipides est aussi
affectée mais a moindre ampleur. Les auteurs ont suggéré que le cycle B des flavonoides
joue un réle dans I’intercalation de bases de I'acide nucléique, et que cela peut expliquer
I’action inhibitrice sur la synthése d’ADN et d’ARN. Cette activité¢ a été démontrée
aussi vis-a-vis de I’enzyme ADN gyrase d’Escherichia coli par quercetine, apigenine et
3, 6, 7, 3,4 — penta hydroxyflavone en suggérant cet effet par ’interaction avec le cycle
B de ces composés. Par contre le flavonolglycosylé, rutin est un inhibiteur tres efficace
de I’enzyme topo isomérase II chez 1’Escherichia coli, une enzyme nécessaire aux
réparations de I’ADN (Djemai-Zoghlache, 2009).

11.3.2. Inhibition de la fonction de la membrane cytoplasmique

L'effet de sophoraflavanone G sur les liposomes (utilisé comme modele) par
interaction au niveau des régions hydrophiles et hydrophobes, en réduisant la fluidité des
couches externes et internes de la membrane. Le naringenin a aussi montré un effet sur
la membrane mais a des concentrations beaucoup plus hautes. En effet, Le
sophoraflavanone G exerce une activité antibactérienne en réduisant la fluidité de la

membrane cytoplasmique des cellules bactériennes (Djemai-Zoghlache, 2009).

Dans le méme sens, 1’epigallocatechin gallate montre une grande activité contre les
bactéries Gram positives que les bactéries Gram négatives. La présence
d'epigallocatechin gallate induit la fuite de petites molécules de I'espace intraliposomal.
Par conséquent d’autres études ont conclu que ces catéchines détruisent la membrane
bactérienne. Il a été suggére que la basse susceptibilité du catéchine envers les bactéeries
Gram négatives peut étre attribué a la présence de lipopolysaccharide qui agit comme

une barriére (Djemai-Zoghlache, 2009).

Des etudes suggerent que galangin induit des dégats au niveau de la membrane
cytoplasmique de S. aureus par la provocation de la fuite du potassium intracellulaire

en entrainant une lyse cellulaire par la pression osmotique (Djemai-Zoghlache, 2009).
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11.3.3. Inhibition du métabolisme d'énergie

Une enquéte sur le mode d’action antibactérienne de deux retrochalcones

(licochalcone A et C) montre une activité inhibitrice de la consommation d'oxygene chez

Micrococcusluteus et S. aureus par 1’action sur NADH-cytochrome-C-reductase, mais

pas le cytochrome-C-oxidase ou NADH-CoQ réductase de la chaine du transport de

I'électron respiratoire bactérienne (Djemai-Zoghlache, 2009).

Tableau 5. Présente d’autres polyphénols avec des modes d’action différents

Les composesphénoliques

Exemples

Mécanisme

Phénols simples

Catéchol
Epicatechine

La privation de Substrat.
L'interruption de la fonction

membranaire

AcidesPhénoliques :

e Quinones

AcideCinnamique
Hypericin
Chrysin

Destruction de la paroi cellulaire

et désactivation des enzymes.

Flavonoides :

e Flavones

Abyssinone

Inhibition de transcriptase reverse
du HIV.

Tannins

Ellagitannin

Liaison aux protéines.
Inhibition desl'enzymes.

Privation de substrat.

Complexe avec la paroi cellulaire.

Interruption de la fonction
membranaire.
Complexe avec les ions

métalliques.

Coumarines

Warfarin

Interaction avec I’ADN des
eucaryotes.

(activité antivirale)

(Djemai-Zoghlache, 2009).
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11.1.MATERIEL

111.1.1.Matériel végétal
111.1.1.1.Récolte des échantillons

La récolte des échantillons a été effectuée aléatoirement de deux régions différentes de

Laghouat a savoir :

1) La région de kheneg de la wilaya de laghouat (7km au sud de laghouat), qui est
caractérisée par un climat continental aride, avec des moyennes de température de -5°C
I’hiver et de plus de 40°C 1’été.

La récolte a été effectuée au cours de deux saisons automne (mois d’octobre2010,
représentant la période de floraison) et hiver (mois de janvier 2011, représentant la période

de fructuration).

2) La région de Boutkafrine de la wilaya de laghouat (40 km sur la route nationale n°1 de
laghouat vers ghardaia) qui est caractérisée par un climat continental aride, avec une
tempeérature moyenne 21,4 °C.la récolte a été effectuer dans un lit d’oued C’est une période

dormance.
I11.1.1.2.Séchage et Conservation

Aprés chague récolte le matériel végétal est nettoyé (débarrassé de ses débris), étalé sur
papier et laissé sécher a température ambiante dans une piéce aéré, a I’abri de la lumiére et

protégé de I’humidité.
111.1.1.3. Préparations des échantillons

Pour obtenir la poudre solide de nos échantillons, un broyage électrique de la partie
aérienne de notre plante collectée a éte effectué. L’aspect de cette derniére est présenteé
dans la figure 4.

Figure 4. Les poudres obtenues aprés le broyage de la partie aérienne de la plante Arthrophytumscoparium

1| R’metha fleur jaune (dormance) — (Dorm)

2 | R’meth a fleur jaune (Fructuration) —» (Fc)

3 R’meth a fleur jaune (Floraison) — (FI)
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111.2. METHODE D'EXTRATION DES COMPOSES PHENOLIQUES

La méthode d’extraction utilisée pour les composés phénoliques est celle d’Amiot
(Hertog et al., 1992) modifiée (Djeridaneet al., 2007). L’objectif de cette étape
d’extraction est de séparer les substances phénoliques de la poudre solide et de les faire

passer en solution. Elle est réalisée en trois étapes :
111.2.1.La macération

La macération et une opération qui consiste a laisser la poudre du matériel végétal en
contact prolongé avec un solvant, pour en extraire les principes actifs. C’est une extraction

qui se fait a température ambiante.

111.2.1.1.Macération a froid avec agitation

La masse choisie est de 10g de chaque poudre de plante, elle est macérée dans un
mélange hydro-alcoolique (méthanol CHsOH/ eau (80/20: v/v)) pendant 48h a

température ambiante et a 1’obscurité. C’est une macération afroid avec agitateur.

111.2.2. I’évaporation

Apreés filtration des extraits hydro-alcooliques, ils subissent une évaporation a vide dans

un rota vapeur a une température de 45 a 50°C a 150 tr/min.
111.2.3. L’extraction liquide-liquide

Les extractions sont parmi les méthodes les plus utilisée en analyse pour séparer les
mélanges. Elles reposent sur la différence d’affinité d’un soluté entre deux phases non
miscibles entre elles. Nous donnons ici le principe de I’extraction liquide-liquide qui
permet de transférer un soluté d’une phase liquide a une autre phase liquide non miscible a
la premiére (Demirdjian et al., 2007).0n utilise pour cela une ampoule a décantation(voir

figure 5).
111.2.3.1 : La dépigmentation

Affrontement par éther de peétrole : ces solvants sert a éliminer les pigments

chlorophylliens, caroténoides et les lipides et tout composé non phénolique.
Mode opératoire :

1) Nous introduisons la solution a extraire et le solvant d'extraction dans I'ampoule a

I’aide d’un entonnoir.
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2) Aprés avoir bouché I'ampoule, nous la tiendrons retournée, et nous agitons
énergiquement. Pour extraire le soluté de facon optimale, il faut atteindre I'équilibre de
partage précedent. Si nous laissons le contenu de I'ampoule sans agitation, I'interface entre

les deux phases est tres faible et la diffusion du soluté d'une phase vers l'autre est lente.

L'agitation énergique de lI'ampoule permet d'augmenter cette interface et d'atteindre
I'équilibre plus rapidement.

Il faut prendre soin de dégazer entre chaque agitation pour éviter une surpession dans
I'ampoule. En effet, I'équilibre de mélange peut étre exothermique et entraine une légére
augmentation de température dans I'ampoule. Cela provoque une vaporisation du solvant le
plus volatil qui met I'ampoule sous pression. Dans le cas de I'éther, tres volatil, il peut étre

prudent de dégazer avant méme la premiére agitation.

3) il faut déboucher I'ampoule lorsqu'on la repose sur son support, toujours pour éviter

une surpression. On doit ensuite laisser décanter les phases.

Le lavage de la phase aqueuse a été effectue trois fois pour I'épuisement total de traces

des composés apolaires (pigments, lipides, etc.).
111.2.3.2. La purification

Affrontement par l'acétate d'éthyle : cette extraction entraine les mono-o-glucosides et

partiellement les di-o-glucosides.

Nous ajoutons deux volumes d'acétate d'éthyle a la phase aqueuse, afin de la séparer de la
phase aqueuse. L'évaporation a sec de la phase d'acétate d'éthyle a été effectuée par un rota
vapeur de type: Buch Rotavapor R-200 a température 45-50°C, 150 tr/min, jusqu'a
I'obtention d'une patte sur la paroi de ballon, de couleur marron caramelle qui est

solubilisée dans du DMSO pur.

Affrontement par le butanol de la phase aqueuse restante : ce solvantva entrainer
essentiellement le reste des di-o-glycosides, les tri-o-glycosides et les C-glycosides et

quelques structures tanniques.

Le lavage de la phase aqueuse de l'acétate d'éthyle par le butanol se fait par un volume
équivalent. Apres I'évaporation a sec de la phase butanolique, les résidus (patte caramelle

foncée) ont été repris par du DMSO.
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(1) Introduire du mélange  (2) Agiter et dégazer (3) Séparation des liquides

Figure 5. Schéma d'un protocole d'extraction liquide-liquide.
Les différentes étapes de notre extraction liquide-liquide sont récapitulées dans le
diagramme suivant (voir figure 6).

111.3. TESTS PHYTOCHIMIQUE PRELIMINAIRES

Les tests phytochimiques préliminaires sont indispensables pour qualitativement les
différentes familles chimiques qui contiennent une plante. Ces tests sont réalisés sur la base
de réalisés sur la base de réaction colorées, effectuées sur la drogue elle-méme entiere ou
pulvérisé ou sur des solutions extractives (infusé, décocté, extrait dans divers solvant

organiques). Les réactions sont caractériser la présence ou I’absence d’une famille.
111.3.1. Tanins

59 de la partie aérienne du matériel végéta est macérée dans 50 ml d’éthanol 50% pendant
une nuit. Filtrer puis prendre quelque ml du filtrat, ajouter 2 a 3 gouttes de chlorure

ferrique.
L’apparition de la couleur vert foncé indique la présence des tanins.
111.3.2. Flavonoides

5g de la partie aérienne du matériel végétal est dans 50 ml d’acide chlorhydrique 1%
pendant une nuit et filtrer, alcaliser 5ml le filtrat par I’hydroxyde d’ammonium,

I’apparition de la couleur jaune clair indique la présence des flavonoides.

26



Chapitre III Matériel et méthodes

La récolte de la plante et le séchage

2 sites de récoltes
A I’abri de la lumiére du soleil et & température ambiante

Le broyage mécanique et la pesé

L’obtention d’une poudre fine

!

10gDe chaque poudre de plante
|
la macération
un mélange hydro-alcoolique (méthanol CH3;OH/eau,80/20 : v/v)
avec agitation a température ambiante, 24 heurs

La filtration

L’évaporation du méthanol

A I’aide d’un rota vapeur

45°C 160 tr/min

L’extraction liquide-liquide

a I’aide d’unfiampoule

La dépigmentation

Par I’éther de pétrole la phase organique éliminée
La phase aqueuse récupérée pour

La 1 ¢ purification

Par I’acétate d’éthyle la phase aqueuse éliminée
La phase organique récupérée

la 2¢™ purification

par butanol la phase aqueuse éliminée
La phase organique récupérée
Les 2 phases organiques de 1% et 2°™ purification sont évaporées a sec et solubilisées dans
DMSO

Figure 6.représentation schématique des étapes de I'extraction.
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111.4. ACTIVITE ANTIBACTERIENNE

Les tests antimicrobiens ont été réalisés, au niveau du laboratoire d’analyse a 1’hopital
H’mida Ben Adjila de Laghouat, sur les extraits phénoliques d’acétate d’éthyle et
butanoliques issus de solvant d’extraction (méthanol/eau), solubilisés dans du diméthyl

sulfoxyde (DMSO).Pour cela, on a adopté la technique décrite par (CseKe et al ., 2006).
111.4.1. Germes cibles

Nos tests antibactériens ont été réalisés sur 6 souches de bactéries, qui ont été procurées

par le laboratoire d’analyse de 1’hdpital de Laghouat sont :

= Staphylococcus aureus (sauvage).
= Staphylococcus aureus (MRSA).

= Enterococcs faecalis.

= Escherichia coli.

» Pseudomonas aeruginosa.

= Klebsiella pneumoniae .

Tableau 6. Références et origines des germes testés utilisés dans notre étude

Souches bactériennes type Références

Staphylococcus aureus (sauvage) Gram (+) ATCC 25923
Staphylococcus aureus (MRSA) Gram (+) ATCC 43300
Enterococcus faecalis Gram (+) ATCC 29212
Escherichia coli Gram (—) | ATCC 25822
Pseudomonas aeruginosa Gram (—) | ATCC 27853
Klebsiella pneumoniae Gram (—) | Souche BLSE

ATCC : American typ culture collection
BLSE : Béta lactamases a spectre élargi
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Tableau 7. les formes et les sensibilités des souches tests a ATB.

.....

Souches bactériennes forme Sensibilité a I’antibiotique

Staphylococcus aureus .
cocci

(ATCC 25925) Sensible a tous les antibiotiques.
Staphylococcus aureus cocci L \ e ,. s,

(ATCC 43300) Résistance a la pénicilline par I’imperméabilité.
Enterococcusfaecalis cocel Sensible a la pénicilline et cephalosporine.

I . bacille | o . ... . .
Escherichia coli Sensibilité a fosfomycine et cotrimoxazole.

. bacille s . L
Pseudomonas aeruginosa Sensiebilité a fosfomycine et colimycin

Klebsiellapneumoniae bacille

Sensible a céphamycines et carbapénémes

Source : interprétation de [’antibiogramme (2000)
Le choix porté a ces souches repose sur les critéres suivants :

» [ls sont trés fréquemment dans I’environnement.

= |ls sont trés fréguemment isolés au niveau du laboratoire (fréquemment responsables de
I’infection humaine).

= Leurs culture est facile et poussent sur des milieux ordinaires simple (ils ne sont pas des
germes exigeants).

= |ls sont des souches de référence c'est-a-dire des souches pathogénes connaissant leurs
caracteres vis-a-vis des ATB.

111.4.2. Les milieux de culture
La gélose nutritive (GN) a servit pour I’ensemencement et la culture des bactéries cibles, le

Mueller Hinton pour les tests antibactériens par la méthode de diffusion, pour la composition

de ces milieux, se référer a I’annexe 1.

La technique utilisée pour les tests antimicrobiens des extraits de notre plante
Arthrophytum scoparium est la technique de contact direct (méthode des disques) qui

compte estimer I’activité antimicrobienne a 1’aide du halo d’inhibition (Djaballah et

Brahim, 2011)
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C’est une Vieille méthode, mais toujours d’actualité puis qu’elle est encore utilisé
fréqguemment dans les laboratoires de bactériologie pour la mesure du pouvoir
antibactérien (Djaballah et Brahim, 2011).

111.4.3. Préparation des disques
Des disques de papier Wattman n°3 de 6 mm de diameétre, stériles (stérilisation a 120°C
pendant 20 min par autoclavage), sont chargés de I'extrait naturel a tester, des disques

imprégnés de DMSO sont également utilisés qui vont servir de témoin négatif.

111.4.4. Préparation des milieux de culture

La gélose de Muller Hinton (MH) stérile préte a 1’usage a été coulée dans des boites de
pétrie stériles de 90 mm de diametre. L'épaisseur de la gélose est de 4 mm répartie
uniformément dans les boites. Ces dernieres doivent étre séchées 30 min a une température

ambiante du laboratoire avant leur emploi.

111.4.5. Repiquage des espéces bactériennes
Les différentes especes bactériennes ont été repiquées par la méthode des stries, sur
milieu de culture gélose nutritif (GN) puis incubées a 37 °C afin d'obtenir des colonies

isolées qui vont servir a la préparation de I’inoculum.

111.4.6. Préparation de I'inoculum

* A partir d’une culture pure de 18 h sur milieu d’isolement, racler a I’aide d’une anse
de platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques.

* Bien décharger ’anse dans 5 a 10ml d’eau physiologique stérile a 0,9%.

» Bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalente a 0,5
Mc Farland ou a une D.O de 0,08 & 0,10 lue & 625 nm.

111.4.7. Ensemencement
Des boites de pétrie stériles préalablement coulées, sont ensemencées par étalage a

I'aide d'un écouvillon stérile, I'ensemencement s'effectue par les étapes suivantes :

= Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne.

= L’essorer en le pressant fermement (en le tournant) sur la paroi interne du tube, afin de
le décharger au maximum.

»  Frotter I’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, séche, de haut en bas, en stries

serrées.
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= Répéter ’opération trois fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois sans oublier de
faire pivoter I’écouvillon sur lui-méme. Finir I’ensemencement en passant 1’écouvillon
sur la périphérie de la gélose

= Dans le cas ou I’on ensemence plusieurs boites de pétri, il faut recharger I’écouvillon a

chaque fois.
111.4.8.Application des disques

Les disques de papier Wattman sont imprégnés ensuite d’une goutte d’extraits
(10ul/disque), puis application équidistante de quatre disque dans chaque boite (deux boite

pour chaque extrait).

Les disques de papier Wattman imprégnés DMSO servant de témoin négatif, sont aussi

déposés sur la surface de la gélose inoculée.
111.4.9. Incubation

= Les boites sont posées dans le réfrigérateur pendant 10 min pour le pre diffusion ; puis
incubées dans 1’étuve pendant 18-24h a 37°C.
= Lactivité antibactérienne est déterminée en terme de diameétre de la zone d'inhibition

produite autour des disques apres 24 h d'incubation a 37° C.
111.4.10. Lecture

A la sortie de I’incubateur, 1’absence de la croissance microbienne se traduit par un halo
d’inhibition auteur du disque qui est relativement circulaire, dont le diamétre est mesuré et
exprimé soit en cm, soit en mm (De Billerbeck, 2007).

Au terme de ces résultats, nous avons noteé les résultats qui ont été exprimé en

trois niveaux d’activité

= Résistant : diametre de colonie < 6 mm.
= Intermédiaire : 6 mm< diamétre de colonie< 13 mm.

= Sensible : diamétre de colonie> 13 mm.
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IV.1. RENDEMENT ET CONCENTRATION

Les calculs de rendements et de concentrations de nos extraits bruts sont représentés

dans les tableaux suivants (voir tableau 8 et 9) :

Tableau 8. Rendement et concentration d’extrait d’acétate d’éthyle (AC Et).

Echantillons Rendements Concentrations d’extrait brut
1 dormance 0,2% 2 mg/ml
2 fructuration 1,6% 16 mg/mi
3 floraisons 1% 10 mg/mi

Tableau 9. Rendement et concentration d'extrait butanolique (Bu OH).

Echantillons Rendements Concentrations d'extrait brut
1 dormance 3,2% 32 mg/ml
2 fructuration 7,4% 74 mg/ml
3 floraisons 3,3% 33 mg/mi

IV.2. RESULTAT DE TESTS PHYTOCHIMIQUES
Les résultats de ces tests hytochimiques préliminaires, mettant en évidence les
flavonoides et tanins, des trois échantillons étudiés, sont représentés dans le tableau 10

suivant :

TableaulO : Résultats des tests phytochimiques.

dormance Fructuration Floraison

Tanins + ++ - + +

Flavonoide + - -

+ + + :riche, + + : moyennement riche, + : faiblement riche, —: pauvre.

D’aprés ces résultats, ils emble, clairement que, 1’*échantillon de la phase de dormance est
plus riche en tannins, suivi de I'échantillon de floraison; I'échantillon de fructuration ne
montre aucun indice de tanins. Pour les flavonoides aucun résultat positif vis-a-vis n’a été
observé a I’exception de I'échantillon de la période de dormance qui est faiblement riche.
Ces résultats semblent avoir issues d’une erreur de manipulation vu les conditions

inappropriés du matériel du laboratoire, et sont en contradiction, au moins pour les
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flavonoides, avec des résultats acquis de la méme plante dans un travail de mémoire de
PFE (Répartition géographique saisonni¢res d’extrait méthanolique d Arthrophytum
scoparium), dont il été indiquer que les échantillons d’El-Kheneg a une teneur en poly
phénols totaux de 0,062 + 0,000lmg AGE/g DW et une teneur en flavonoides de 1,36 +
0,022mg/g.

IV.3. ACTIVITE ANTIMICROBIENNE PAR METHODE DE DIFFUSION

Les résultats de 1’évaluation antimicrobienne des extraits phénoliques d’acétate d’éthyle

et de butanol par la méthode de diffusion sont représentés dans les deux tableaux suivants.

Ces tableaux (11 et 12) sont inclus les valeurs en (mm) de diamétre des zones
d’inhibition, représentant la grandeur du halo formé par les microorganismes (bactéries)

détruits par I’activité antimicrobienne de nos extraits phénoliques.

Les figures (8 et 9) donne une illustration de la capacité antimicrobienne (zone
d’inhibition) de certains de nos extraits vis-a-vis des germes de grams (+) et gram (-) tels

que, les S. aureus, E. faecalis, E. coli...etc.

Tableau 11: les diamétres en millimétre, des zones d’inhibition des extraits d’acétate d’éthyle issus d’une
extraction (méthanol/eau).

Les souches L’extrait Diamétre en mm Témoins
Dorm 10 mm (Intermédiaire)
Staphylococcus
aureus Fe 0 ()
ATCC 25923 ——
Fl 8 mm (Intermédiaire)
Staphylococcus Dorm 0
aureus Fo 0 (9
ATCC 43300
Fl 0

(-) : résultat négative avec témoin

Extraits d'acétate d'éthyle ne révélent aucun résultat positif vis-a-vis d'autres souches
(Enterococcus  faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,Klebsiella

pneumoniae).
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Tableau 12. Les diamétres en millimétre, des zones d’inhibition des extraits de butanol issus d’une

extraction (méthanol/eau).

Souches Extrait Diamétre en mm Témoins
Dorm 14 mm (sensible
Staphylococcus ( )
aureus Fc 10 mm (Intermédiaire)
ATCC 25923 __ (=)
Fl 12 mm (Intermédiaire)
Staphylococcus Dorm 10 mm (Intermédiaire)
aureus Fo 0
(-)
ATCC 4
CC 43300 Fl 8 mm (Intermédiaire)

() : résultat négative avec témoin

Aucun résultat positif vis-a-vis des souches (Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae) n’a été observé (le méme résultat avec
les extraits d’acétate d’éthyle).

Staphylococcus aureus ATCC
23923

Figure 7. Témoins pour staphylococcus aureus (DMSO)
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Figure 8: des photos illustrant I’activité antimicrobienne (antibactérienne) des extraits phénolique d'acétate

d’éthyle (AC Et) pour les bactéries a gram (+).

I |Staphylococcus aureus 2 Stapﬁyfococwg Ureus 3 raphyfoco CCUS AUrENSs
ATCC 43300 ATCC 43300 ATCC 43300

Figure 9 : des photos illustrant I’activité antimicrobienne (antibactérienne) des extraits phénolique
de butanol (Bu OH) pour les bactéries a gram (+).
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Dans ce test, I’extrait diffuse a partir des disques imprégnés. Donc, la présence autour
des disques d’une zone dans laquelle il n’y a pas de croissance des bactéries, dénote la

sensibilité de ceux-ci a notre extrait.

Les résultats de I’activité antimicrobienne des extraits phénoliques (d’acétate d’éthyle et
de butanol) des différentes parties d’Arthrophytum scoparium par la méthode de diffusion,
nous révélent une variation des diamétres des zones d’inhibition de 0 a 14 mm, selon les

souches microbiennes et les différents parties de la plante étudiée.

Pour I’ensemble des extraits, nous remarquons que les fractions butanoliques montrent
une activité plus élevée par rapport aux fractions d’acétate d’éthyle, ou nous avons noté la
présence d’inhibition seulement dans Staphylococcus aureus (ATCC25923) et
Staphylococcus aureus (ATCC 43300).

Globalement, I’activité antimicrobienne des extraits butanoliques s’avére importante

que celle des extraits d’acétate d’éthyle.

A partir des résultats obtenus dans les tableaux (11, 12), nous avons effectué une
analyse de la sensibilité des différentes souches étudiées et de diametre de la zone

d’inhibition provoquée par I’extrait d’Arthrophytum scoparium ( voir figures 10,11).

10

Iy
o
(0]

M Staphylococcus aureus ATCC
25923

H Staphylococcus aureus ATCC

Diameétres des zones
d'inhibition (mm)

——e 43300

o N B O

Ram Fc Fl
Extrait d'acétate d'éthyle (Ac Et)

Figure 10: diamétres des zones d'inhibition (mm) d'extrait AcEt d'Arthrophytum scopaarium vis-a-vis de S.
aureus ATCC 25923 et S. aureus ATCC 43300
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5 14
o
g b 12
o
= 10 10
£
o 10 8
(7]
o € M Staphylococcus aureus ATCC
RE 259323
g~ >
o H Staphylococcus aureus ATCC
g 43300
D 0 T T T
£
© Ram Fc FL
[}
Extrait de butanol (Bu OH)

Figure 11: diamétres des zones d'inhibition (mm) d'extrait Bu OH d'Arthrophytum scopaariumvis-a-vis de S.
aureus ATCC 25923 et S. aureus ATCC 43300

Parmi les bactéries testées, les bactéries a Gram négatif (Esherichiacoli, pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae) ont révélées une résistance plus considérable a
I’extrait hydroalcoolique testées que les bactéries a Gram positif (Staphylococcus aureus,

Enterococcus faecalis).

D’autre part, de nombreuses expériences (Cosentino,S; Tuberoso, C.1.G. et al., 1999)
ont montré que leur résistance est due principalement a la structure complexe de la paroi
des bactéries testées ou le peptidoglycane qui est trés fin et associé a une enveloppe
externe définissant un espace périplasmique ( voir annexe). Cette membrane externe est
une biocouche lipidique asymétrique hydrophobe constituée de phospholipides, de

protéines (porines...) et de lipopolysaccharides (LPS).

L’espace périplasmique est généralement pourvu d’une gamme d’enzymes capable  de
protéger la bactérie en dégradant toute substance chimique toxique pour elle, comme les
antibiotiques, les métaux lourds (Djaballah et Brahimi, 2011).

Contrairement a la bactérie Gram négatif, la bactérie Gram positif a montré une sensibilité
positif vis-a-vis des extraits. Cette sensibilité est due essentiellement a la structure plus
simple de la paroi des Gram positif, reliant la sensibilite des Gram positif aux poly
phénols, soit a I’inhibition des enzymes nécessaires a la production de 1’énergie dans la
cellule bactérienne, soit au changement au niveau de la perméabilité de la cellule et aussi a
I’inhibition de la synthése de I’ARN (Djaballah et Brahimi, 2011).
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Dans une étude sur I’effet antibactérienne des plantes phénoliques sur bactéries causant la
détérioration des aliments, concluent que la sensibilité des microorganismes aux poly
phénols, dépend de I’espéce elle-méme et de la structure du poly phénol (Djaballah et
Brahimi, 2011).
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Conclusion générale

Les plantes médicinales sont une riche source de médicament parce qu’elles produisent
une foule de molécules bioactives, dont la plupart présentent 1’avantage d’une trés grande

diversité structurale et possédent aussi un large éventail biologiques.

Le choix de notre plante Arthrophytum scoparuim rentre dans le cadre de la
valorisation des espéces abondantes dans notre région.

L’objectif fixé par notre travail a été atteint, a savoir I’étude de I’activité
antimicrobienne d’extraits polyphenoliques d’Arthrophytum scoparuim récoltée de deux
régions de Laghouat durant trois stades physiologiques (floraison, fructuration et de
dormance). La méthode de diffusion sur milieu gélosé, vis-a-vis des souches étudiées
(Staphylococcus aureus (sauvage), Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginos, Klebsiella pneumoniae), a révélé une action
inhibitrice limitée uniquement a deux de nos extraits (extraits d’acetate d’éthyle en
période de floraison et la période de dormance) contre les bactéries : Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus ATCC 43300. Par ailleurs, aucune sensibilité

bactérienne n’a été observée vis-a-vis des autres souches.

Il ressort de cette étude que, les extraits phénoliques testés dans notre cas, ou dans
d’autres études, présentaient des propriétés antibactériennes dont I’efficacité varie en
fonction des souches microbiennes, et en fonction des plantes choisies. Cependant, la
recherche d’activité vis-a-vis d’autres souches microbiennes et autres activités biologiques
seront nécessaires. Aussi, il serait intéressant d’isoler et de caractériser les composés
phénoliques des extraits d’acétate d’éthyle et de butanol de 1’espéce Arthrophytum

scoparuim pour une meilleure évaluation.
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Les annexe

L'annexe 1:
La Préparation pour 1 litre

1- La gélose nutritive (GN) :

- Extrait de viande ............. .. 1.09
- Extrait de levure................. 2.0g
-Peptone.............ooil 5.09
- Chlorure de sodium............. 5.0g
-Agar. 15.0g
-pH=7.2a74

Préparation : 28 g/ | (Stérilisation a I’autoclave)
2- Le Mueller Hinton (MH) :

- Infusion de viande de boeuf.... 300 ml

- Hydrolysat de caséine........... 1759
-Amidon...........ooiiiiiiiinl, 15¢g
- Agar-agar...........ccoeiiinnnnnn. 10g
-PH=74

Préparation : 29 g/ | (Stérilisation a I’autoclave)
-Staphylococcus  aureus

-ATCC 25923

-Staphylococcus aureus

-ATCC 43300

-Enterococcus faecalis

-Escherichia coli

-Pseudomonas aeruginosa

-Klebsiella pneumoniae
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L'annexe 2 :

Les annexe
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Figure 2. paroi des bactéries a Gram négatif.
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Figure 3. paroi des bactéries a Gram positif
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