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Résumé

Résumé

Les plantes médicinale restent toujours la source fiable des principes actifs

connus par leurs propriétés thérapeutiques.

Dans ce travail I'extrait méthanolique de la plante Allium sativum a été testé pour

évaluer son activité antibactérienne.

Le screening phytochimique a montré que cette plante contient les flavonoides, des

saponosides, des coumarines et les composeés réducteurs.

A partir de I'analysedes résultas ,la CCM de I'extrait méthanolique a dévoilé que
cette espece est riche en flavonoides surtout de type flvones et flavonols susceptible

d’exprimer I’activité recherchée.

L’analyse quantitative de 1’extrait hydrométhanolique, est représentée par le
dosage des polyphénols totaux et des flavonoides révéelant une richesse et corrélation entre

ses teneur ségaux a381,84ug EA/mg d’extrait et 15.75 ngEQ/mg d’extrait respectivement.

Pour l'activité antibactérienne, un test de sensibilité de quatre souches
bactériennes, deux Gram positif: Bacillus subtilus (ATCC 21332), Listeria monocytogenes
(ATCC 25922) , et deux Gram négatif: Klebsiella oxycota (ATCC 25922) et Salmonella
ssp,est réalisé en adoptant la méthode des disques, les resultants obtenus presentent une
différence significative entre les souches testées et I’effet inhibiteur le plus marquee est

obtenu avec la souche Salmonella ssp par un diamétre 25mm.

Notre espece locale d’Allium sativum est douée d'une activité antibactérienne
remarquable. De ce fait il peut constituer une resource naturelle pour les future etudes
sur les infections bacteriennes.

Mots clés: Activité antibactérienne, Alliumsativum,flavonoides, polyphenols,souches de

référence.
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Abstract

Abstract

The medicinal plants stillremain reliable source of active ingredient sknown for
theirtherapeutic properties. In thiswork the methanol extract of the plant Allium sativum
wastested to evaluateit santibacterialactivity.

The phytochemical screening showed thatthis plant contains flavonoids, saponins,
coumarins and reducing compounds.

From the analysis of results, the TLC of
themethanolextractrevealedthatthisspeciesisrich in flavonoidsespeciallyflvones type and
flavonolsmay express the desire dactivity.

Quantitative analysis of the methanolicextractisrepresented by the measurement of
total polyphenols and flavonoidsrevealing a rich and correlateits contents equal to 381.84

EA ug / mg of extract and 15.75 ug EQ / mg of extractrespectively.

For the antibacterialactivity, sensitivitytesting of four bacterialstrains, both Gram
positive Bacillus subtilis (ATCC 21332),Listeria monocytogenes(ATCC 25922) and two
Gramne gative Klebsiella oxycota (ATCC 25922) and Salmonella ssp isrealized by
adopting the disc method, the results show a significantdifferencebetween the strains
tested and the mostmarke dinhibitory effectisobtainedwith the strain Salmonella ssp witha
25mm diameter.

Our local speciesAllium sativum isendowedwith a remarkable antibacterial activity.

There foreitmaybe a naturalresource for future studies on bacterial infections.

Keywords:Antibacterialactivity, Allium sativum, flavonoids, polyphenols, referencestrains.



Résumé

uaidla

8 & Aadlall Lpatlady 48 5 peall Aadill i sSall G (3 55 sall damaal) Ll dplall i) i
Allium s sl Gl &l ) sell o 3all 4 giliall claliivall U Sl slimall JLE )y Liad can )

. sativum

Gl gliall - il 53 @3l eﬂ\ 4l é}.}m‘ saliinal ¢ gisl ‘"5_\\:»«..35}\..,\53\ j‘as.ﬂ"' Jcdl
A pall LSl 5 ol sST),

g o il i A Lua pead e g gill e o) J il (aldtie (e CCM RS il s (e
stladl) LLall (e Al puae ¢S5 8 ) J 3 838 5 () 82

o€ (s 353 AN 5 skl sl Mmool e Gl 5 3 sllinal) paliinaall o) (il
[ 2 5 500 15,75 5 aliiusall (o in [l 2 5 S0 381,84 o paial) 5 Laa) i ¢y A8DMall 5 sliall e
sl e g

ol adl i ge Laghie () A 53€0 Y day ) Uil Ly Sl slizaal) Jaliall dailly
Bacillus subtilus (ATCC 21332), Listeria monocytogenes (ATCC 25922)
Klebsiellaoxycota (ATCC 25922) et Salmonella ssp o) all dallu Lagia (L

to sy ST USG5 ml il e Lole Aliandl il @ jelal a8V A8 Hha Jlexialy
. pe2500 Japdiil) jhal 508 Cas Bl sallall A3

O350 B &8l gl 1 (e 5 LiSall laliaa  Us sale Walis Allium sativum s sl galiios ac)
Al Al e dlisiall il jall Lada 1y ) 50

A yall YDA 5 ¢ said g0 ey 5353380 CAlljum sativum s sl slcas Llaill: Aalidal) clalsl)

II



Liste des figures

Liste des figures

Numéro Titre Page
Figurel Les principales familles de principles actifs utilisées en phytothérapie : 5
Certains principes actifs sont des métabolites primaires, d’autres sont
des métabolites secondaires.
Figure 2 Squelette de base des flavonoides 9
Figure 3 15
Les caractéristiques botaniques de I'ail (Allium sativum).
Figured Principaux composés soufrés d'Allium sativum. 17
Figure 5 Réaction de transformation de I'alliine en allicine 17
Figure 6 Carte géographique montre la région de la récolte 28
Figure 7 Photo du rotavapeur utilisé pour sécher I’extrait méthanolique 30
Figure 8 Courbe d'étalonnage de I'acide gallique (moyennex SD de trios mesures) 39
Figure 9 Histogramme représente la teneur en polyphénols de la plante 39
Allium sativum
FigurelO Courbed’étalonnage de la quercétine(moyenne£SDde trios mesures) 40
Figure 11 Histogrammere présente la teneur en flavonoides de la plante 40
Alluimsativum
Figurel2 Corrélation entre de la teneur en flavonoides et celle en polyphénols 4l
de la plante Allium sativum
Figure 13 43

Photos des chromatogrammes résultant de 1’analyse

d’extrait méthanolique par chromatographiesur gel silice (révélation a
UV), 365 nm




Liste des figures

Figure 14

Photos montrant I'effet antibactérien de I'EMas contre Salmonella ssp,

Listeria monocytogenes, Bacillus subtilis et Klebsiellaoxycota

45

III




Liste des Tableaux

Liste des tableaux

Numéro Titre Page
Tableaul Structure des squelettes des polyphénols 7
Tableau?2 Variétés d’ail cultivées en Algérie 16
Tableau3 27

Situation geographique de la région de la récolte
Tableaud Le rendement d'extrait méthanolique d’Alliumsativum 37
Tableau5 Analyse phytochimique préliminaire d'extrait méthanolique 38
d’Alliumsativum.,
Tableau6 42
CCM de la fraction méthanolique
Systeme solvant:Butanol, Acide acétique, H20 (4% : 1% :5 %)
Adsorbant: Gel de silice
Tableau7 43
CCM de la fraction méthanolique
Systeme solvant : acétone, H20O
Adsorbant: Gel de silice
Tableau8 Diamétre des zones d'inhibition de I'extrait méthanolique 45

d'Allium sativum

Y




Liste des abréviations

Liste des abréviations

%+ Abs: Absorbance

% AIClI3: Trichlorure d’aluminum

s AMM : L’autorisation de mise sur le marché
% ARN : Acide ribonucléique

s BAW : Butanol, Acide acétique, H.O

% CCM : Chromatographie sur couche mince

% D : Diamétre

%+ DADS : Daily disulfide

s DMSO : Dimethylsulfoxide
s EQ: Equivalent.

% EMAS: Extrait méthanolique d'Allium sativum

% Fecls:chlorure de fer

%+ HDL : High density lipoproteins

% HHDP : acidehexaydroxydiphénique
% H2SOa: Acide sulfurique.

% l2: Diiode

% IPA : Institut Pasteur d'Algérie

X/
*

% LDL : Lipoproteines de faible densité

>

K/
*

Ps : Poids de I'extrait sec en gramme (Q)

D)

X/
X4

L)

Pp : Poids de la poudre en gramme (Q).

7/
*

% Rf : Rapport frontal

>

K/
*

SD : Standard déviation
« UV : ultra-violette
% VIH : Human Immunodeficiency Virus

% ZI : Zones d’inhibition



Table des matiéres

Table des matiéres

(] 0T (0 [=] 11T T I
RESUIMIS .t atuitinieiniiiiietttieeiittteiissetetesessesssssesssssssssssssnsnsasnsnsamenenins 1
LiStE dES FIgUIES. e iniineieeeeitiaeeiieeeeaeiieneeesenssnsessnsensonsessessnsansessnsansansnssnnes i
(I G0 (ST t=1 0] LT T 5 TR v
Liste des abréviationS.....eeeeieieieieieiuiureieruriiiiiniiinieitiniieienenesesesesesesesnses Vi
INtrOdUCTION GEREFALE. ... ...ceuiuineiniiniiniiniieiiiiiieiieeniiiiatiscssnssnsossessnsonnn. 01

Etude bibliographique

Chapitre I: La phyotothérapie

I .La PhytOtnErapie. ... .ot 03
I1.Définition des plantes médicinales........ ..o 03
I11. Les substances naturelles des plantes et leur activités biologiques..................... 04
1. 1.Les metaboliteS Primari€s. .......c.oviniiniiti e 04
[11. 2.Les metabolites SECONAINES. ... .....viiiiiie e 05
I 2.1 POIYPNENOIES. ...t 05
I 2.1 1 BIOSYNINESE. . ..ottt 06
I11. 2.1.2.Classe des polyphénoles. ............oiiiiiiii e 06
I11. 2.1.3.Effets biologiques des polyphénoles. ..............ooooviiiiiiiiiiii 08
I 2.1 4. FIaVON0ITe. ..., 08
I11. 2.1.4.1.Structure et classification.................ccooiiiiiiiiiici ... 08
I11. 2.1.4.2.Localisation et distribution................cooiiiiiiiii e, 09
I11. 2.1.4.3.Intérets et les effets biologiques des flavonoides................................ 09
L 2,15, LS TaNNINS. ... e e e 10
I11. 2.1.5.1. Localisation et distribution.................c.ooii i 10
I11. 2.1.5.2.Structure chimique et classification....................ocoiiiii i 10
1. 2.1.5.2.1.Tanins hydrolysables. ..o, 11
1. 2.1.5.2.2.TaNINS CONUBNSES. ... . uineeteett et et e e aanes 11
] GO =T o] 4 T [ = SRR 11



Table des matiéres

I 2.3 AICAI0IARS. . e e, 12

I11. 2.3.1.Nature etprésence des alcaloides. ............cooviiiiiiiiiiiiii e, 13

Chapitrell: Alluim sativum

l.Géneralités...........ooooiviiiiii e e, 14
1.1.POSItION SYStEMALIQUE. ... .oeeie e 14
1.2.DiSCription DOtANIQUE. .......oeiti i e 15
I.3.Variétés des l'ail cultuvées en AIgErie. ... ..o 16
[.4.Principaux cOmpOSES aCtifs..........coouiiiiiiii i 16
I.5.Effets thérapeutiques de l'ail.............oooi i, 18
1.5.1.Effetssur le systemevasculaire. ..............coooiiiiiii i 18
1.5.2.Effets anti-CanCerigene. ... ......oiiin i 18
1.5.3.Effets antioXydants. .........coooiiiini e 18
1.5.4. Effets hypoglyCemiants. ... .. ..o 19
1.5.5.Effets hypolipmiants. ..........ccoooveeveiiiiiie 19
1.5.6. Effets antifongiqUeS. ... .....ouiiniiri e 19
1.5.7. Effets antiparaSitairesS. .........cccoeevieeierieeieeeesieeeeeeeeeeseeeeesies e e e eees evennnn. 19
[.5.8. EFfEtS aNtIVIFAUX. . ..cvoiviiiiiiieieeeee et 20
[.5.9.Effets antiDaCteriens. ... ...ccooieieeeieeeceeeee et e e e e 20

Chapitre I1I: Les infections bactériens

I.Les iNfeCtions DaCterieNS. ........ouieii e 21
1. Traitement des INTECLIONS.........cuiiiieie e e 21
I1 1.Défénition des antibiotiQUeS. .........ouinieirie e, 21
I1.2.Classifications des antibiotiqUeS. ..ot 22
I1.3.Reésistance aux antimicrobiennes (antibiotiques)..................coooviiiiiiiienn.. 22
I11.Activité antimicrobienne d'extrait de  plante.............cciiiiieiiien e 24
IV.Description des souches bactériennes EtUdIEES.........ccccvvvveeeriereieiene e, 24

IV.1.5aIMONEH A SSP... ..o i et e e e e e e e e e e e e e e a0 24
IV.2.LiSteria MONOCYLOQENES ... ... cee cet it e cet ettt e ettt e et e e een et e e een e eee eeee000a 2D
IV.3.BaCillus SUDLITIS... ... ... oot e et e e e e e et e e e e e e e e e 000 2D

IV.4. Klebsiella.0XyCOota. .. ... .. cuvee e et e et e e e e e et e e e e e ve . 2. 20



Table des matiéres

Etude expérimentale

ChpitrelV: Matériels et méthodes

I, .Matériels et MEthOTES. .. ......coovee e et et e et et e e e et e e iee e 20
I, 1.Matériel DIOIOgIQUE. .......cov e et e et e et e e e e e e e e e e e 20
I, 1.1, Matériel VEQELAle... ... ... oooveie e et et e e e e e e e e e 20
I. 2. Réactifs chimiques et instrumentations...............ccccc oo cev e e e e .. 28

. 3.LeS SOUChES DACEIIENNES. .. ... oot e e e e e e e e et e e et e e e e 29

Il MEINOTES ... 29
I. 1.Préparation de I’extrait méthanolique...............coooiiiiiiiiiiiiiii 29
I1. 2.Détermination du rendement d’eXtraction.............c.ovvvieririiinniniinieinennnn. 30
I1. 3.Screening chimique des plantes...........c.ovuiiiiiriii e, 30
I1. .3.1.Recherche destannins............ouiiiiiiii e 31

I1. 3.2.Recherche des Sapon0SIdEsS ... ..........coveeieeeeiiieiee et et e e e e e a3

I1. 3.3.Recherche des flavonoides. .........c.ooviiiii e 31
I1. 3.4.Recherche des COUMAriNeS. ... ....c.coviririiiti e 31
I. 3.5.Recherche des composes réducCteurs............ooiriniiie e, 31
I1. 3.6.Recherche des alcaloides. ..........covvveiiiiii e 32
1. 4.Etude qualitative ........cooiiii e 32
I1. 4.1.ldentification des flavonoides par chromatographie sur couche mince.......... 32
1. 5.Etude QUaNTItatiVe. ... . ..o, 33
I1. 5.1Dosage des polyphénols....... ..o 33
L 5. L L P INCIPE. .ot 33
1. 5.1.2.Expression des resultants .............cooeviiiiiiiiiii e, 33
I1. 5.2.D0sage des flavonoTades .........ooviuiniiriii e 34
L D 2. L P INCI PR, . ettt e, 34

I1. 5.2.2.Expression des resultants.............coooiiiiiiiiiiii e, 34



Table des matiéres

I11. Etude de ’activité antibactérienne ................oooiiiiiiiiiiiiiie i eiiee e 34
I11. 1.Méthode des disques -Tests d’efficacité...............cooeiiiiiiiiiiiiiiiiiien.. 34
IV, EtUdE StatiStIQUE. .. ..e et et 36

Chapitre V :Résultat et discussion

I. Lerendement de I'eXtrait... ...... .o coeieer it et et et et e e e e et e e 0 3
I. Tests de mise en évidence de certains composes phytochimiques.........................38
1. Résultats de ’analyse quantitative... ... .............ccccoouiiiiie e ieniesees i e .. 38
I11. 1.Dosage des polyphénols totauX.............cccoveeieecei e e e e e e e e ... 38
I11. 2. Dosage des flavonoide... ... oo veees vt iee e e e e e e e e e B0
IV. L'étude qualitatiVe... ........cco oot e e e et e e e e e e e e e e
IV. 1.chromatographie sur couche mince des extraits methanolique de plants Alluim

SAETVUI . s e e e e e et e e e e e e e et et et e e e e e e e e e e e 0]

V. Résultat de I'activité antibactéreinne............cco e e e v enn 44
CoNClUSION Bt PEIrSPECLIVES.cuverteetrerentieserenronssnsssssssssssssnssnsonse 47

Réferences bibliographigUeS..ceeeeeeereereeineerereeteneennrenreneeencencen 48



Introduction génerale



Introduction

Introduction

La phytothérapie a été utilisée de puis des siécles pour traiter les infections.
En Algérie, les plantes sont utilisées de puis long temps et leur utilisation s’inspire
d’expériences des populations ainsi que de la médecine arabe classique. Ce pendant,
cette utilisation ne suit pas des régles précises et ne tient pas compte des nouvelles
nécessitées de la thérapeutique actuelle. Beaucoup d’études se sont intéressées a

I’étude des plantes utilisées en médecine traditionnelle.

La médecine traditionnelle apporte ses propres solutions pour le
traitement des infections bactériennes, fongiques, pour le traitement du
paludisme, des infections opportunistes contractées par les personnes vivant avec
le VIH/SIDA, du diabéte, de I'nypertension artérielle et de la drépanocytose.
Une recherche scientifique sur les plantes médicinales s'avére donc nécessaire pour
améliorer les recettes des tradipraticiens en vue de la production de médicaments
traditionnels améliorés, standardisés et a codts accessibles a un plus grand nombre de

la population [1].

Actuellement, plusieurs questions se sont soulevées concernant la sécurité
et I’efficacité des produits chimiques utilisés en médecine. En effet, durant les
20 dernieres années, il a été prouveé que ’efficacité des antibiotiques a fortement
diminué. Les bactéries en sont devenues de plus en plus résistantes. Face aux limites
thérapeutiques, des antibiotiques classiques ont poussé les scientifiques a orienter
les recherches vers de nouvelles voies et surtout 1’utilisation des principes actifs
des plantes (composées phénoliques, alcaloides, huiles essentielles...) comme agent

antibactérien.

L’ail (Allium sativum) appartient a la famille des Alliacées, tout comme les
oignons, les échalotes et les poireaux. Elle posséde la capacité de produire des
substances naturelles trés diversifiées. A coté des métabolites primaires, elles
accumulent fréqguemment des métabolites dits secondaires qui représentent une source
importante de molécules utilisable par ’homme en particulier dans le domaine

pharmacologique [2].
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Introduction

C’est pourquoi nous nous sommes intéressé¢ a entreprendre ce travail qui est
subdivisé en deux parties essentielles; initié par une synthése bibliographique ou nous
apportons dans le premier chapitre des généralités I’histoire de la phytothérapie et les
utilisations des plantes médicinales, le deuxieme chapitre expose la plante médicinale
choisie «Allium sativum» et élucide sa composition en principes actifs et leurs
activités biologiques et le troisieme chapitre présente les infections bactériennes et les

germes sélectionnés pour cette étude.

La deuxieme partie est expérimentale dans laquelle sont abordés deux
chapitres; le premier présente le matériel et les méthodes analytiques utilisées pour
I’extraction des flavonoides, leur identification par CCM, étude de leurs teneurs en
polyphénols ainsi qu’en flavonoides et 1’évaluation du pouvoir antibacterien de
I’extrait hydroalcoolique de la plante Allium sativum en utilisant la technique de
diffusion en milieux gélosés sur boites de pétri en adaptant la méthode de disques et le

deuxieme chapitre expose les résultats obtenus suivis de la discussion.

Page 2
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Chapitre 1 La phytothérapie

I. La phytothérapie

La phytothérapie, du grec < phyton > qui veut dire plante < therapeia > qui signifie
traitement, étudier 1’utilisation des plantes médicinales en [3].

La phytothérapie, selon [4] .est le traitement par les plantes ; c'est-a-dire par la
consommation ou I’utilisation de produits préparés a partir de plantes sans passer par Une
étape de sélection de molécules, on ne consomme donc pas que le principe actif mais tout
Ce que contient la plante. Par ailleurs la phytothérapie requiert une connaissance parfaite
de Substances chimiques contenues dans un organe végétal et une bonne connaissance de
mode D’emploi.

Aussi une pratique basée sur les avancees scientifiques qui recherche des extraits
actifs des plantes. Les extraits actifs identifiés sont standardisés. Cette pratique conduit aux
phyto médicaments et selon la réglementation en vigueur dans le pays, la circulation des
phyto médicaments est soumise a L’autorisation de mise sur le marché (AMM). On parle

alors de Pharmacognosie ou de biologie pharmaceutique [5].

I1. Définition des plantes médicinales

R/

+ Définition médicale
Ce sont des plantes inscrit a la pharmacopée, et qui sont considéré comme des
médicaments, leur vente est exclusivement réservé aux pharmaciens, et aux herboristes ;
a Dexception de 34 d’entre elles qui sont en vente libre par dérogation qu’est
correspondre souvent aux plantes aromatique utiliser dans la préparation culinaires ex :
antiseptique, antigrippale ... etc [6].
% Définition chimique
Les plantes médicinales sont des plantes possédant des molécules a ’intérieur de
leur organe (feuil, fleures....etc.) et pouvant selon des technique chimique (extraction,

distillation ...) permettent a 1’isolation des principes ¢léments actifs (huiles, alcool...) pour

des buts thérapeutiques [7].

Etude bibliographique Page 3



Chapitre 1 La phytothérapie

+«+ Définition biologique

Les plantes médicinales ce sont des végétaux connus pour leurs pouvoirs
bienfaiteurs ; dont I’un de ces organes comme 1’écorce, fruits ... etc. possédants des vertus
curatives [8].
I11.Les substances naturelles des plantes et leurs activités biologiques

Les produits naturels des plantes peuvent étre classés en deux catégories, les
métabolites Primaires et les métabolites secondaires :

I11.1. Les métabolites primaires

Les plantes utilisent I'énergie du rayonnement solaire, le dioxyde de carbone
présent dans I'atmospheére, I'eau et les éléments inorganiques du sol qu'elles absorbent par
les racines (eau, éléments inorganiques) et par les feuilles (Dioxyde de carbone).
Le processus de base est la photosynthése qui fixe le carbone contenu dans le dioxyde de
carbone atmosphérique, en le combinant aux atomes d'hydrogéne contenus dans les
molécules d'eau. Les premiers produits formés par la photosynthése sont des Hydrates de
carbones, de faible masse moléculaire (oses). C'est a partir de ces oses (ou sucres) que sont
ensuite formés tous les métabolites primaires nécessaires a la survie de la plante : glucides
complexes (polyméres comme la cellulose, I'amidon ou les pectines), acides aminés

(constitutifs des protéines), acides gras (constitutifs des lipides), etc.

Etude bibliographique Page 4
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Figure 1: Les principales familles de principes actifs utilisées en phytothérapie: Certains
principes actifs sont des métabolites primaires, d’autres sont des métabolites
secondaires[4]

111.2.Les métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées
et accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes, ils sont divisés
principalement en trois grandes familles : Les polyphénols, les terpénes, les alcaloides
[9,10].

111.2.1.Polyphénols

Les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire des végétaux,
caractérisés par la présence d’au moins d’un noyau benzénique auquel est directement 1ié
au moins un groupement hydroxyle libre, ou engagé dans une autre fonction tels que :

éther, ester, hétéroside...etc [4,11].

En effet les composes phénoliques, constituent le groupe le plus nombreux et le
plus largement distribué dans le royaume des végétaux, avec plus de 8000 structures
phénoliques connus [11]. Les principales classes de composants phénoliques sont : les
acides phenoliques (acide caféique, acide hydroxycinnamique, acide chlorogénique), les

flavonoides qui représentent plus de la moitie des polyphénols, les tanins, et les
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coumarines [12]. Les polyphénols sont présents dans toutes les parties des végétaux

supeérieurs : racine, tiges, feuilles, fleurs, fruits [13].
111.2.1.1. Biosynthése

L’origine biosynthétique des composés phénoliques des végétaux est proche, tous
dérivant de I’acide shikimique (Figure 1). Cette voie shikimate conduit a la formation des
0ses aux acides aminés aromatiques (phénylalanine et tyrosine) puis par désamination de
ces derniers, aux acides cinnamiques et a leurs trés nombreux dérives : acide benzoiques,

acétophénones, lignanes et lignines, coumarines [14].
111.2.1.2.Classe des polyphénols

Les polyphénols forment un trés vaste ensemble de substances chimiques, ils
peuvent étre classifiés selon le nombre et I’arrangement de leurs atomes de carbones
(Tableau 1). Ces molécules sont généralement trouvés conjuguées aux sucres et les acides

organiques.
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Tableau 1 : Structure des squelettes des polyphénols [15]

Nombrede |Squelette | Classification Exemple Structure de
Carbones Base
1 C6-Cl Acides phénols | Acide gallique @CWH N
8 Co-(C2 Acétophénones | Gallacetophénone )
@ dcr_H{
g C6-C2 Acide Acide p- @_,[HnH_
phénylacétique hydroxyphényl
acétique
9 C6-C3 Acides Acide @_ﬁ:mr_m ]
hydroxycinamiques | Coumarique
9 (o3 Coumarines Esculitine &‘j"’ N
10 C6-C4 Naphthoquinones | Juglone U
%
13 C6-C1-Co | Xanthones Mangiferine m
0
14 C6-C2-Co | Stilbénes Resveratrol [ 2 N
15 C6-C3-Co | Flavonoides Naringénine ﬂ”j@ i
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111.2.1.3.Effets biologiques des polyphénols

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 espece végétale a résister a I’attaque des insectes

et des microorganismes est souvent corrélée avec la teneur en composés phénoliques [16].

Ces composés montrent des activités anti-carcinogénes, anti-inflammatoires,
antiathérogénes,  anti-thrombotiques,  analgésiques,  antibactériens,  antiviraux,
anticancéreux [17], anti-allergénes, vasodilatateurs [18] et antioxydants [19].Les composés
polyphénoliques sont d’ailleurs de plus en plus utilisés en thérapeutique. Ils sont regroupés
dans la catégorie des veinotoniques et des vasculoprotecteurs. Parmi les veinotoniques,
nous citerons le Relvenet ou le Cirkant renfermant du ruténoside, le Daflont ou le Diosmilt
renfermant de la diosmine. Un certain nombre de molécules polyphénoliques sont
également en étude cliniqgue comme des antiagrégants plaquettaire, ou hypotenseur sans
résultats probants [20].

111.2.1.4.Flavonoides

Le terme flavonoide désigne une tres large gamme de composés naturels
appartenant a la famille des polyphénols [21] ils sont considérés comme des pigments
quasiment universels des végétaux, souvent responsables de la coloration des fleurs, des
fruits et parfois des feuilles. A 1’état naturel les flavonoides se trouvent le plus souvent

sous forme d’hétérosides [4 , 22].

Du point de vue structural, les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de

molécules, en effet plus de 6400 structures ont éte identifiées [23].
111.2.1.4.1.Structure et classification

Les flavonoides sont des dérivés benzo-y-pyranne [24].Leur structure de base est
celle d’un diphényl propane a 15 atomes de carbone (C6-C3-C6), constitué de deux noyaux
aromatiques qui désignent les lettres A et B, reliés par un hétérocycle oxygéné, qui désigne
la lettre [25].
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Figure 2 : Squelette de base des flavonoides [26]

De fagon générale les flavonoides se trouvent soit a I’état libre, dans ce cas ils sont
dits aglycones, soit sous forme de C- ou O-glycosides, et dans ce cas ils sont liés a des
sucres tels que le glucose, le rhamnose, 1’arabinose, ils peuvent en outre étre des
monomeres ou des oligomeéres [25] .Les flavonoides peuvent étre subdivisés en plusieurs
classes dont les plus importantes sont : flavones, isoflavandiols, flavanols, flavondiols,
aurones, chalcones, anthocyanins[27].

111.2.1.4.2.Localisation et distribution

Les flavonoides possédent une large répartition dans le monde végétal, ils sont
distribués dans les feuilles, les graines, 1’écorce et les fleurs des [28]. Les formes
hétérosidiques des flavonoides, s’accumulent dans les vacuoles et selon les espéces, elles
se concentrent dans I’épiderme des feuilles ou se répartissent entre 1’épiderme et le

mésophylle. Dans le cas des fleurs, elles sont concentrées dans les cellules épidermiques

[4].
111.2.1.4.3. Intéréts et effets biologiques des flavonoides

Les flavonoides sont presents dans toutes les parties des végétaux supérieurs :
racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines, bois[4,29].Certains flavonoides sont
plus spécifiques de certains tissus. Les anthocyanes sont plut6t localisés dans les parties

externes des fruits, fleurs et feuilles [30].Les chalcones se retrouvent plus fréqguemment
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dans les pétales des fleurs. Ce sont des pigments naturels au méme titre que les
chlorophylles (couleur verte) et les caroténoides (nuances jaunes et orangées). Leur
fonction principale est la pigmentation des plantes (aspect esthétique). Quand ils ne sont
pas directement visibles, ils contribuent a la coloration par leur role de Co-pigments
(certaines flavones et flavonols) [4,30]. Les flavonoides, en particulier les anthocyanes,
sont les seules molécules du regne végétal capables de produire une vaste gamme de
couleurs, susceptibles de donner des teintes allant du jaune-orangé au bleu, en passant par
le pourpre et le rouge[30,31].

Les flavones, aurones et chalcones donnent plut6t des couleurs jaune, beiges voire
blanche, ou participent aux nuances produites par les anthocyanes et les caroténoides
[4] ;[29]. Un des roles de la couleur chez les plantes est d'attirer les insectes et les oiseaux,
qui Jouent un r6le majeur dans la pollinisation et la dispersion assurant ainsi la
reproduction de D’espece [29,32].Les flavonoides, dissous dans les vacuoles a I'état
d'hétérosides, s’accumulent dans les cellules épidermiques, assurant la protection des tissus
contre les rayonnements solaires nocifs. [29,15,33] On préte a certains flavonoides
(phytoalexines), un réle de défense contre les prédateurs et les pathogénes [33].

111.2.1.5.Les tanins

Les tanins sont des substances polyphénoliques de structure variée, de saveur
astringente ayant en commun la propriété de tanner la peau, cette aptitude est lié a leur
propriété de se combiner aux protéines. Leur poids moléculaire est compris entre 500 et
3000 Da [34].

111.2.1.5.1. Localisation et distribution

Les tanins sont trés répandu dans le regne végétal, mais ils sont particuliérement
abondants dans certaines familles comme les coniferes, les Fagacée, les rosacée [35] Ils
peuvent exister dans divers organes : I'écorce, les feuilles, les fruits, les racines et les

graines [36].
111.2.1.5.2. Structure chimique et classification

A la base de leur caractéristique structurale, il est possible de diviser les tanins en 2

groupes:

Etude bibliographique Page 10



Chapitre 1 La phytothérapie

111.2.1.5.2.1. Tanins hydrolysables

Ce sont des oligo ou des polyesters d’un sucre (ou d’un polyol apparenté) et d’un
nombre variable d’acide phénolique. Le sucre est trés généralement le glucose .L’acide
phénolique est soit I’acide gallique dans le cas des tanins galliques, soit 1’acide
hexaydroxydiphénique (HHDP) et ses dérivés dans le cas des tanins éllagiques[4].

- Tanins galliques (Gallo tanins) : lls donnent par I'nydrolyse des oses et de l'acide
gallique.
- Tanins ellagiques (Ellagitanins) : Ils sont scindés par les enzymes en oses et en acide
ellagique [34].
111.2.1.5.2.2.Tanins condensés

Les tanins condensés sont des polymeres flavanolique constitués d'unités flavan-3-ols,
le plus souvent épicatéchine et catéchine [36].Les tanins condensés sont des molécules
hydrolysables, leur structure voisine de celle des flavonoides est caractérisée par 1’absence
de sucre [34].

Ce sont des polyméres ou oligoméres flavanique, constitués d’unités flavan-3-ols,
le plus souvent épicatéchine et catéchine, avec un degré de polymérisation entre deux et
plus de 50 unités[36] .Ces unités liées entre elles par une seule liaison carbone carbone
C4-C8 ou C4-C dans le type B des pro-anthocyanidines ;ou par une liaison
interflavanique double (C4-C68 ou C4-C6) et (C2-O-C) dans le type A [4,37,38]

111.2.1.6.Les coumarines

Elles sont issues du métabolisme de la phénylalanine via un acide cinnamique,

I’acide P-coumarique.

Les coumarines libres sont solubles dans les alcools et les solvants organiques tels
que I’éther ou les solvants chlorés dans lesquels ils sont extractibles. Les formes
hétérosidiques sont plus ou moins solubles dans I’eau. Elles ont un spectre UV
caractéristique, fortement influencé par La nature et la position des substituant. En lumiére
ultra-violette, les CCM présentent des taches dont la coloration varie du bleuau pourpre en
passant par jaune..

Les coumarines sont cytotoxiques, antivirales, immunostimulantes, tranquillisantes,
vasodilatatrices, anticoagulantes (au niveau du cceur), hypotensives ; elles sont également

bénéfiques en cas d’affections cutanées.
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L'odeur de foin fraichement coupé de la coumarine est trés utilisée en parfumerie

Elle est aussi utilisée dans les produits cosmétiques [39].
111.2.2. Les terpénes et stéroides

Les terpénoides sont une vaste famille de composes naturels prés de 15000 de
molécules différentes et de caractére généralement lipophiles, leurs grandes diversités due
au nombre de base qui constituent la chaine principal de formule (C5H8) n selon la
variation de nombre n, dont les composés monoterpénes, sesquiterpenes, diterpenes,

triterpénes[40].

Ces molécules présentent en forme des huiles essentielles ; parfums et golt des

plants, pigments (carotene), hormones (acide abscissique), des stérols (cholestérol) [41].

Les stéroides sont des triterpen est étracycliques, possedent moins de 30 atomes de
carbone, synthétisés a partir d'un triterpéne acyclique [41].

Chez toutes les plantes on trouve ces composés liées avec un groupement alcool
qu'ils nommeés les stérols ; prenant une forme plane, glycosylée, analogues du cholestérol
qui ne different de celui-ci que par leur chaine latérale comme : B-Sitostérol, Stigmastérol
[41].

111.2.3. Alcaloides

Les alcaloides figurent parmi les principes actifs les plus importants en
pharmacologie et en médecine [42].Ce sont des substances organiques azotées, a propriétés
basiques ou amers et ayant des propriétés thérapeutiques ou toxiques [43].1ls ont des
structures tres diverses et dérivent de différents acides aminés ou de 1’acide mévalonique
en passant par différentes voies biosynthétiques[44].De nombreux poisons dangereux
comme |’atropine par exemple, sont extraite de la belladone mortellement toxique (Atropa
belladona) et qui peut cependant étre utilisée a faible dose dans une optique thérapeutique.
Les alcaloides sont utilisées comme anti cancer, sédatifs et pour leur effet sur les troubles

nerveux (maladie de Parkinson) [45].
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111.2.3.1. Nature et présence des alcaloides

La source principale des alcaloides était auparavant les plantes florales mais
plusieurs composés de cette famille ont été récemment extraient des regnes animaux a
savoir les insectes et les poissons. Malgré cet avancement, les alcaloides floraux restent les
plus importantes par Rapport aux restes [14, 46]. En général les alcaloides ne se
concentrent pas dans une seule partie de la plante. Ils se présentent avec des concentrations
différentes dans les tiges, les fleurs, les racines et les feuilles. Cette méme concentration se
differe selon la période de récolte.

Signalons que la présence des alcaloides dans une partie de la plantes ne prouve en
aucun cas sa naissance dans ce milieu. La présence des alcaloides est généralement
associée a un acide organique ou a une autre entité avec un pourcentage variant entre 1 et 3
% du poids sec de la plante. Dans des cas trés particuliers, notamment dans les quinquinas,
ils dépassent les 10 % [4 ,47]. Le role des alcaloides dans la plante reste encore moins
clair. Probablement ils sont considérés comme une réserve d'azote en cas de son manque

dans le sol.

Etude bibliographique Page 13



Chapitre I
Allium sativum



Chapitre I1 Allium sativum

I.Généralités
I.1.Position systématique:Selon Fritsch et Friesen I'ail (Allium sativum I).appartient a
[48]:

Classification classique

% Regne:Plantae

¢+ Sous régne:Tracheabionta
+« Division:Magnoliophyta
¢ Laclasse:Liliopsda

% Sous classe:Liliidae

¢+ Super ordre:Liliianae
< Ordre: Liliales

% Famille: Alliacées

% Sous famille:Allioideae
% Tribu:Allieae

% Genre:Allium

v Classification phylogénétique
Nomscientifique: Allium sativum L
Nom commun:Ail,ail cultivé, ail a tige tendre, thériaque des pauvres.
Nomvernaculairearabe:s st
Partiesutilisés: Bulbe

Les liliaceae sont des monocotylédones cosmopolites, comprenant plusieurs
milliers d’especes le plus souvent caractérisées par un rhizome ou par un bulbe, surtout
dans les pays tempérés (ex : tulipe, jacinthe, muguet, oignon, ail, scille), elles sont parfois

un port d’arbre ou de liane dans les pays chauds (ex : aloes, yucca, dragonnier).

Le genre Allium comprend plusieurs centaines d’espéces (ex : poireau, oignon, ciboule)

originaire de I’hémisphere Nord [49].
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1.2. Description botanique:

L’ail cultivé, ou Allium sativum est une plante monocotylédone, vivace, donnant
des caieux (gousses d’ail, bulbilles) appréciés dans le domaine culinaire pour leur godt et
leur odeur caractéristiques .La figure 3représente la plante. La partie souterraine se
compose d'un bulbe composé de nombreuses radicelles fibreuses. Le bulbe se prolonge a la
surface en une tige entourée de feuilles engainantes, linéaires, planes et lisses, mesurant 1 a
2,5 cm de large et 302 60 cm de long. Les inflorescences sont des ombelles. De petites
bulbilles sont produites dans Les inflorescences. Les fleurs sont variables en nombre et
parfois absentes. Rarement ouvertes, elles peuvent se défraichir dans le bourgeon. Les
fleurs sont installées Aubut de pédicelles minces et se composent d’un périanthe de 6
pieces d’environ 4-6mm de long, rosatre ou blanc, en cloche ; de 6 étamines ; et d’un
ovaire supére triloculaire. Le fruit est une petite capsule déhiscenceloculaire. Les graines
sontrarement produites. Les gousses rassemblent 12 a 16 bulbilles. Ces derniers ont un
diametre de 5 a 10 mm et sont composées d’une enveloppe externe, d’un
épidermerenfermant un mésophile nonchlorophyllien ; de parenchyme et d’une assise des

cellules épidermiques inférieures[50].

Figure03.Les caractéristiques botaniques de I'ail Allium sativum [51]
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1.3. Variétés du I’ail cultivées en Algérie

Le tableau N°2 représente les variétés de I’ail qui peuvent étre cultivée avec succes

en Algérie.

Tableau N°02 : Variétés d’ail cultivé en Algérie[52]

Variétés Grosseur | Nombre | Coul- | Conservati- | Précocité | Consomm

de bulbe de eur on -ation
caieux

Blanc de la | 70a120gr | 7al2 Jauneiv | Faible Bonne Vert  ou
drome S oire demi-sec
Messidrome | 10a135gr | - Ivoire | Idem Bonne Idem

S
Rose Lautrec | 6a80grs 10a12 Rose Bonne Demi -

précoce

Violet de | 70all5gr | 10al15 Violet | Moyenne Bonne -

Kadours S

Rose Kabylei | 80a90grs | 10415 Blanc | Bonne Demi-sec | -
rose
Rose 80a90grs | 10al2 Rose Bonne Demi _
d’Espagne précoce

Thermidrome | Sélection de la meilleure qualité du blanc de la drome plus rustique que

messidrome

1.4 Principaux composés actifs

L' ail est riche en glucides , sélénium et vitamines ,A ,B ,Cet E.Il renferme des
composés soufrés,(allicine,ajoene) .On attribue a certaines de ces composés plusieures
roles c' est le cas entre autre des composés sulfurés, associés a la fois a la présentation du
cancer et des maladies cardiovasculaires.Soulignons que les molécules phytochimiques de
I'ail ne sont pas toutes actives dans l'organismes et que certaines restent encore a étre
découvertes.Mentionnons que les principes actifes contenus dans l'ail travaillent de fagon

synergique afin de produire différets effets sur la santé [53].
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Figure04. les principaux composés soufrés de I’Allium sativum

Les composés sulfurés sont des substances nommeées ainsi car elles contiennent un

ou des atomes de soufredans leur structure chimique.Les composeés sulfurés sont libérés

lorsque l'ail est coupé ,broyé ou écrase .Ace momont ,l'alliine (une molécule, inactive et

inodore de l'ail) entre en contacte avec un enzyme et se transforme en allicine, que est
lamolécule responsablede I'odeur caractéristique de I'ail[54].

U
+ 2 CH, C.COO + 2NH,

Fyruvate

O o
* ALLINASE
2 HaG=CH-CH-5-CHy-CH-CO0" ——————== H.C=CH-CH;-S-§-CH, CH=CH,
! 1
All * H
i NH; MO Allicin
Q

Figure05. Réaction de transformation de I'alliine en allicine

L'allicine est un des composés sulfurés prédominants dans I'ail (responsable de son

odeur caractéristique et de son action physiologique).ll est produit lors d'une réaction

enzymatique de l'alliine , que est un produit chimique inerte en réponse a une agression (ail

coupé, broyeé ou écrase) cette substance a été isolée par des chercheurs suisses en 1920 .Par

la suit ,lI'allicine est transformée en d'autre composés sulfurés tels que diallylsulfide, le

diallylsulfide et I'ajoéne.Ce sont principalement ces composés qui pourraient empéche
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certaines cellules cancéreuses de se multiplier et ainsi protéger l'organisme contre de

potentiels agents cancérigenes[55].
1.5. Effets thérapeutiques de I’ail
1.5.1. Effets sur le systéeme vasculaire

Il a récemment été prouvé que 1’ail contenait de 1’ajoéne qui tout comme 1’aspirine
augmente la fluidité et diminue la tension artérielle [56]. Ainsi,[57]ont observé chez le
lapin, que I’injection systémique de fractions purifiées d’ail déclenche une diminution
progressive de la fréquence cardiaqgue sans modification de la pression
artérielle[56].[58]considérent que des extraits d’ail peuvent prévenir [’altération du

systeme vasculaire, en particulier I’endothélium vasculaire.
1.5.2.Effets anti-cancérigénes

On a méme attribué al’ail,de puis quelques annees, une action anticancérigéene.Des
études ont montré qu’il y avait moins de personnes atteintes par des cancers dans les
populations faisant une grande consommation du bulbe[59]. L’extrait d’ail peut aussi
augmenter le taux de combativité du systeme immunitaire pour le protéger notamment
contre certains types de cancer comme celui de 1’estomac, du colon et de la peau [60]. Le

Dailydisulfide (DADS) peut inhiber la croissance des cellules du cancer du sein [61].
1.5.3. Effets antioxydants
L’ail contient différents composés antioxydants tels que des flavonoides et des

Tocophérols, en plus des composées sulfurés qui contribuent aussi a son action anti-
oxydante [62;63;64].

La consommation d’ail frais augmenterait 1’activité anti-oxydante dans le plasma
chez les rats [63].

Des recherches ont démontré que I’allicine possédait un pouvoir anti-oxydant
puisqu’elle augmente les taux sanguins de la catalase et du glutathion peroxydase, deux

enzymes anti-oxydantes tres puissantes [64].
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1.5.4. Effets hypoglycémiants

L’ail aide a diminuer le taux d’insuline et assure un meilleur stockage du glycogéne

hépatique et ce en raison de 1’un de ses composants soufrés, le S-allyl cystéine.[65].

En effet, son administration diminue significativement la lipidémie, la glycémie
ainsi que certaines activités enzymatiques du sang telles que la Phosphatase acide, la
Lactate déshydrogénase et la Glucose-6-phosphatase [65].

1.5.5.Effets hypolipémiants

L’ail a des effets sur le taux de cholestérol sérique grace aux propriétés de
I’allicine. Il est capable d’abaisser le taux du LDL cholestérol (mauvais cholestérol)
néfaste et d’augmenter le HDL cholestérol (bon cholestérol) [67,68,69]. Une prise d’extrait
d’ail durant un mois stabilise le taux de cholestérol & 0.03-0.45 mol/l (1.2-17.3 mg/1)[70].

1.5.6.Effets antifongiques

L’extrait d’ail posséde un effet fongicide et il peut aussi empécher la formation des
mycotoxines comme 1’aflatoxine pour Aspergillus parasiticus .Cette inhibition est
essentiellement due al’allicine. Un extrait concentré d’ail, contenant 34% d’allicine, 44%
de thiosulfinates totaux et 20% de vinydithiins, semble posséder une activité fongicide
contretrois isolatsdifférents deCryptococcusneoformansin vitro. La concentration minimale
inhibitrice de 1’extrait concentré d’ail contre 10 organismes de C.neoformansest de 1’ordre
de 6 a 12ug/ml. L’allicine pur s’est révélée trés efficace contre les espéces de Candida,
Crytococcus, Trichophyton, Epidermophyton et Microsporuma une faible concentration et

avec une CMI qui varie de 1,57 & 6, 25ug/ml. [71]
1.5.7. Effets anti-parasitaires

Entamoebahistolytica, protozoaire parasite de I’intestin de ’homme s’est révélé
étre trés sensible a I’allicine. Seulement 30 pg/ml d’allicineinhibe totalement la croissance
de la culture d’amibe [72] Cet effet est d0 & son action inhibitrice des enzymes thioliques
présentes chez ce micro-organisme comme la cysteine-protéase et 1’alcool-déshydrogénase
[73].
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1.5.8 .Effets anti-viraux
L’allicine et ses produits de transformation semblent étre efficaces contre 1’Herpes
simple x virus type 1let type 2, le Parainfluenzavirustype 3, le virus de la variole, le virus de
la stomatite vésiculaire et le rhinovirus humain type 2[74] Le produit de condensation de
I’allicine, 1’ajoéne, semble avoir en général une activité anti-virale plus importante que
celle de I’allicine.En effet, il s’est avéré capable de bloquer le processus integrin-dépendant
des cellules infectées chez I’ Homme immun déficient[74]. 1l semble protéger les cellules

CD4+contre l'infection par le VIH lors des stades précoces du cycle viral.
1.5.9. Effets antibactériens

Les effets de 1’ail sur les bactéries sont connus depuis longtemps. Des préparations
d’ail se sont averées avoir une activité antibactérienne contre les bactéries & Gram positif et
a Gram négatif:Staphylococcus, Streptococcus, Klebsiella,Proteus,Bacillus, Clostridium, .
Les bactériesacidoEscherchia coli, Salmonella-résistantes comme

Mycobacteruimtuberculoses sont aussi sensibles a 1’ail [75].

Dans une étude réalisée sur une population d’une région de Chine, une
consommation élevée d’ail (plus de Skg par année par personne, soit I’équivalent d’environ
quatre acinq gousses d’ail par jour) a été associée a une diminution des infections a
Helicobacterpylori[76].En effet I’extrait d’ail a un effet contre Heliobacterpylori,mise en

cause dans des ulcéres gastriques [77,78].
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I. Les infections bactériennes

Une infection bactérienne est un ensemble de troubles qui résultent de la pénétration

d’une bactérie pathogene dans un organisme.
Elle peut étre:
v" Locale, lorsqu’elle se manifeste uniquement au niveau ou les germes ont pénétré.

v Générale, lorsqu’un germe franchit les barrieres opposées par I’organisme a son entrée
(Peau, muqueuses) ou au niveau des ganglions; il pénetre dans le sang et se dissémine par

celui- ci dans tout I’organisme.

v’ fécale : c’est I’infection en foyer dans les tissus ou organes ou les germes sont apportés

par la circulation sanguine [79].
I1. Traitement des infections bactériennes par les antibiotiques

11.1.Définition des antibiotiques

On appelle « Antibiotique »toute substance naturelle d’origine biologique élaborée par un
organisme vivant, substance chimique produite par synthése ou substance semi synthétique
obtenue par modification chimique d’une molécule de base naturelle ayant les propriétés

suivantes :

v' Activité antibactérienne

v Activité en milieu organique

v" Une bonne absorption et bonne diffusion dans 1’organisme

Les antibiotiques ont la propriété d’interférer directement avec la prolifération des micro-

organismes a de concentrations tolérées par 1’hote [80].
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11.2.Classifications des antibiotiques
La classification des antibiotiques peut se faire selon :

Origine : élaboré par un organisme (naturel) ou produit par synthese ou (synthétique semi-
synthétique)

Mode d’action : paroi, membrane cytoplasmique, synthése des protéines, synthese des

acides nucléiques

Spectre d’activité : liste des espéces sur lesquelles les antibiotiques sont actifs (spectre
étroit ou large)

Nature chimique : trés variable, elle est basée souvent sur une structure de base (ex :

cycle B lactame) sur laquelle il y a hémisynthése [81].
11.3.Resistance aux antimicrobiens « antibiotique »

On parle de résistance d’une bactérie a un antibiotique lorsque cette bactérie est capable
de continuer a se développer en présence de I’antibiotique en question. Il existe une grande
variété de mécanismes d'action que l'on peut regrouper dans les grandes catégories

suivantes :
v La mutation de la cible de I'antibiotique

Chaque antibiotique agit en se fixant sur une cible précise dans la cellule : paroi,

ribosome...

La présence d'une modification consécutive a une mutation modifie le site de fixation et

empéche ainsi la liaison de I'antibiotique [82].
v" La modification de la cible de I'antibiotique.

Une enzyme spécifique effectue une modification chimique covalente de la cible, par
exemple une méthylation, ce qui inhibe la fixation de I'antibiotique, comme dans le cas
précédent, mais sans qu'il y ait altération du genome. Ce type de mécanisme est rencontré
dans la résistance aux macrolides, ou il existe une méthyles qui confére la résistance en

modifiant I'ARN ribosomique au niveau du site de liaison de I'antibiotique.[82]
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v Lasur-expression de la cible de I'antibiotique

En produisant d’avantage de la macromolécule ciblée, la bactérie arrive a maintenir
suffisamment d'activité biologique pour se développer, malgré la présence de
I’antibiotique. [82]

v Le contournement métabolique

La bactérie active une voie métabolique alternative qui prend le relai de voie métabolique
bloquée par I'antibiotique. La fonction biologique est ainsi maintenue.[82]

v' La modification de I'antibiotique.

De nombreuses souches résistantes fabriquent une enzyme qui modifie ou qui clive la
molécule d'antibiotique, la rendant inactive. C'est le mécanisme principal de résistance aux
B-lactamines (famille de la pénicilline et des céphalosporines) qui implique les enzymes de

la famille des B-lactamases[82].
v La réduction de la perméabilité membranaire.

La bactérie « ferme » les pores par lesquels I'antibiotique pénétre dans la cellule. Ces
pores sont normalement constitués par des protéines qui forment de canaux et que l'on

appelle des porines. Les bactéries résistantes réduisent leur nombre de porines[82]
v' L'efflux des antibiotiques

Les bactéries sont capables d'éliminer les antibiotiques par pompage actif hors de la
cellule, qui « recrache » littéralement les composés toxiques au dehors. C'est I'un des
principaux mécanismes de résistance de Pseudomonas aeruginosa, pathogene opportuniste

responsable de nombreuses infections nosocomiales [82].
v’ Défense altruiste

Des bactéries tres résistantes sont capables de synthétiser ’indole en trés grande
quantité pour subvenir aux besoins des bactéries sensibles. Ce composé organique posséde

une double fonction de résistance : efflux des antibiotiques et activation d’une voie
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métabolique empéchant la synthese de radicaux libres qui peut étre favorisée par

I’antibiotique [83]
I11. Activité antibactérienne des extraits des plantes

L’utilisation des antibiotiques conduit dans la trés grande majorité des cas a la
sélection de populations microbiennes résistantes. Cette résistance est due a des mutations
chromosomiques ou a l’acquisition de geénes de résistance portés par des éléments
génétiques mobiles (plasmides, phages, transposons, intégrons). Ces résistances ont
conduits a chercher de nouveau agents antimicrobiens possédant une efficacité plus
importante que les drogues synthétiques d’une part et bien accepté par I’organisme d’autre
part (sans exercer des effets délétéres sur la santé humaine)[84]. Beaucoup de groupes de
recherches ont étudié 1’activité antimicrobienne des extraits de plantes médicinales telles
que Fennell(Foeniculumvulgaire), peppermint (Menthapiperita), thyme (Thymus vulgaris),
ils ont trouvé que ces extraits sont actifs non seulement contre les bactéries mai aussi
contre les champignons, les levures et les virus[85]. D’autres groupes de chercheurs ont
franchi une étape plus loin, ils ont isolé et identifié les métabolites responsables de
I’activité antimicrobienne des extraits de plantes, cette étape constitue une plateforme pour
plusieurs implications incluant I’industrie pharmaceutique, la médecine alternative, et la

thérapie naturelle [86].

IVV.Description des souches bactériennes etudiées

IV.1.Salmonella ssp

Les salmonelles(Salmonella) forment un genre de protéobactéries appartenant a la
famille des entérobactéries. Elles mesurent 0,7 a 1,5 pym de diameétre, pour 2 a 5 pm de
longueur avec un flagelle. Elles provoquent des maladies telles que la fievre typhoide, la

fievre paratyphoide et la toxi-infection alimentaire.
v" Classification

Régne: Bacteria

Embranchement: Proteobacteria

Classe: Gamma Proteobacteria

Ordre :Enterobacteriales

Famille:Enterobacteriaceae
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Genre: Salmonella ssp
IV.2.Listeria monocytogenes

Listeria est un petit bacille & Gram positif, régulier, non sporulant, de 0,4 & 0,5 pm
de diamétre sur 0,5 a 2 pm de longueur, aux extrémités arrondies, quelques cellules
peuvent étre incurvées. Les cellules sont isolées ou regroupées en courtes chaines, elles
font parfois des angles V entre elles, non acide-alcoolo résistantes, non capsulées, aérobies

anaérobies facultatifs.

Peu ou pas mobiles a 37° C, Listeria est toujours mobile a 22- 25° C. Cette particularité est
un caractére important dans le diagnostique bactériologique. La ciliature est de type péri
triche, avec un nombre de flagelles compris entre 1-5 et la mobilité est caractéristique car

la bactérie semble tourner sur elle-méme.
Cette mobilité a 22° C permet également de différencier Listeria des bactéries immobiles
comme Erysiplothrixet la plupart des Corynebacterium[87,88, 89]
v' Classification
Régne:Bacteria
Embranchement:Firmicutes

Classe:Bacilli

Ordre:Bacillalles
Famille:Listeriaceae
Genre:Listeria[90]

1V.3.Bacillus subtilis

C'est une bacterie a Gram + salongueurvarie de 2 a 4 um et sa largeur de 0, 5 a 2 um.
Elle a pour formecellulaire des batonnetsdroids a bout arrondis. Elle est. mobile grace a
une ciliature péritriche (un systeme de flagelle qui recouvre tous les cotés de la surface
d'une bactérie). Elle est aérobiestricte, sa temperature optimal est de 40°C
(especemésophile) et son type trophiqueestchimio-hétérotrophe. Enfin, son temps de
generation est d'environ 26 minutes. Les conditions optimales de croissance de cette
souche se situent pour un pH compris entre 5,5 et 8,5, et a une température de 10 °C a
50 °C.[91]

Etude bibliographique Page 25


https://fr.wikipedia.org/wiki/Ciliature_p%C3%A9ritriche

Chapitre IT1

Les infections bactériennes

v' Classification:
Régne:Bacteria
Embranchement:Firmicutes
Classe:Bacilli
Ordre:Bacillules
Famille:Bacillaceae
Genre: Bacillus

IV.4. Klebsiella oxycota

Le genre Klebsiella rassemble des bacilles a Gram négatif de 0.3 a1.0 um de diametre

sur 0.6 a6 um de longueur, se présentant demaniere isolée,ou groupés par deux ou en court

chaine et présentant les caractéres généraux de la famille des Enterobacteriaceae [92]

v" Classification

Régne :Bacteria
Embranchement :Protéobactéria
Classe :Gamma proteobacteriales
Ordre :Enterobacteriales
Famille :Enterobacteriaceae

Genre:Klebsiella
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I.Matériel et Méthodes

Notre travail expérimental ayant pour objet I’investigation phytochimique
et I’étude de I’activité antibactérienne de I’extrait méthanolique brut de I’Allium
sativum. L’étude expérimental a été effectuée au sein du laboratoire de Biochimie,

Université Abbés Laghrour - Khenchela.
I.1. Matériel biologique

1.1.1. Matériel végétal

Le matériel végétal est constitué d'une racine a bulbe d‘ail,cette derniere
est récoltée de la région d’Elharrouche de la wilaya Skikda (Algerie) durant le
mois de juin de l'année 2015, la plante fraichement récoltée est conservée a

I'ambre dans un en droit sec et aéré.

La situation et la carte géographique de la région de la récolte sont

illustrées dans le tableau 03 et figure 06.

Tableau 03. Situation géographique de la region de la récolte

Région Altitude latitude Longitude Etat

bioclimatique

EL Harrouche | Entre 200 et | 36°et 37°N 6°et 7°W Hiver : tempéré

250m
Eté: chaud et

sec

Ftude expérimentale Page 27




Matériel et Méthodes

Chapitre IV :

Figure.06 Carte géographique montre la région de la récolte[93]

1.2. Réactifs chimiques et instrumentations

Plusieurs réactifs chimiques et solvants ont été utilisés dans nos expériences,
parmi ces produits: FeCls, acide sulfurique (H2SO4),Dimethylsulfoxide (DMSO),
HCI, acide acétique, NaOH, Plaqgue CCM, NHsOH, KI, Iz, Toluéne , acide
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formique, NaCl, NaxSos, AICls, méthanol, chloroforme, acétone,quercétine, acide

gallique.
1.3.Les souches bactériennes

Afin de tester le potentiel antimicrobien de 1’extrait d’Alluim sativum in
vitro, quatre souches bactériennes, deux Gram positif Bacillus subtilus(ATCC
21332),Listeria monocytogenes (ATCC 25922).et deux Gram négatif:Klebsiella
oxycota (ATCC 25922)et Salmonella ssp sont utilisées. Les souches utilisees sont
largement rencontrées dans diverses pathologies chez I'Homme, les quartes
bactéries testées proviennent de la collection American types culture collection
ATCC Fourmies par I'Institut Pasteur d'Algérie (IPA).

Parmi I’appareillage utilisé : Rotavapeur (HAHNVAPOR),
Spectrophotomeétre UV-Vis a double faisceau (JENWAY 6305 UV/VIS),Chambre
d’observation UV, Bain Marie (MEMMERT), Etuve (MEMMERT), Autoclave
(SANO.CLAV),agitateur magnétique (SCILOGEX), vortex(VELP)et balance de
précision (OHAUS).

1. Méthodes

I1.1.Préparation de I’extrait méthanolique

L’extrait est préparé en fragmentant rapidement ’ail (flocons d’environ 5
mm d’épaisseur) et en le séchant a 1’air libre dans un endroit sec et aéré, puis

pulvériseé en poudre.

La méthode de Markham [94]était suivie pour la préparation d'extrait
méthanolique,175g de la poudres ont mise a macérer dans un mélange
méthanol/eau(7 :3V/V)pendant 24 heures a température ambiante. Cette opération
est répétée trois fois avec renouvellement du solvant. L’extrait hydro alcoolique
est récupéré dans un premier temps apres filtration du mélange, le méthanol est
éliminé du filtrat par évaporation sous pression réduite en utilisant un rotavapeur
(HAHNVAPOR) a la température 50°C permettant ainsi d’obtenir 1’extrait

méthanolique qui est conservé a +5°C.
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Figure 07 .photodu rota vapeur utilisé pour sécher 1’extraitméthanolique
I1.2.Détermination du rendement d’extraction

Le rendement de I’extrait méthanolique est le rapport entre le poids de I'extrait sec
et le poids de la plante en poudre utilisée. 1l est exprimé en pourcentage selon la

formule suivante :

|Eendement d’extraction (%) = Ps / Pp x 100!'

Ou:
Ps: Poids de I'extrait sec en gramme (@)

Pp : Poids de la poudre en gramme (Q).
11.3. Screening chimique des plantes

Le screening chimique est un ensemble de réactions chimiques qui
permettent d’identifier la présence des principales catégories des substances
chimiques naturelles contenues dans une plante et responsables de propriétés
pharmacologiques.

Les tests phytochimiques sont réalisés sur  D’extrait  brut

méthanoliquedel’ Alliumsativumet les résultats obtenus ont été évalués comme suit
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+ : Franchement positif ; - : Négatif ; ND : Non déterminé.

11.3.1. Recherche des tanins

2 a 3 gouttes de la solution de FeCls a 2%, sont ajoutées a 2 ml de ’extrait brut
méthanolique. La solution obtenue est reposée pendant quelques minutes et le test
est considéré positif s’il ya I’apparition d’une coloration bleue-noire et un

précipité[95].
11.3.2. Recherche des saponosides

-Test 1 : 5 ml de I’extrait brut méthanolique sont mélangés avec 10 ml d’eau
distillée pendant 2 min. La formation d’une mousse persistante aprés 15 min

confirme la présence des saponosides[95].

-Test 2 : 5 ml de I’extrait sont mélangés avec 2 ml de chloroforme et 3 ml
d’acide sulfurique concentré. Une couleur rouge-marron de la ckjyouche

d’interface indique la présence des tri terpenes hétérosidiques| 96].
11.3.3. Recherche des flavonoides

5 ml de I’extrait méthanolique sont traités avec quelques gouttes d’AlCl3
(1%). La présence des flavonoides est confirmée par 1’apparition d’une couleur

jaune [97].
11.3.4. Recherche des coumarines

Les résidus secs sont dissous dans ’eau distillée par chauffage. Aprés
refroidissement, la solution obtenue été répartie dans 2 tubes a essai. Le premier
sert de témoin et on ajoute 05 ml de NH4OH 10% dans le 2éme tube. L’ apparition
d’une fluorescence bleue ou verte a la lampe UV 365 nm indique la présence des

coumarines[98 ; 99].
11.3.5. Recherche des composés reducteurs

Ce test est basé sur la réaction de Keller-Kilian, 5 ml d’acide acétique
contenant des traces de FeClz et 5 ml d’acide sulfurique contenant des traces de
FeCls sont ajoutés a 1 ml de I’extrait. La présence des composés réducteurs est
confirmé par la formation de deux phases, une colorée en brun rouge (acide

acétique) et la deuxiéme en bleu-vert (acide sulfurique) [96].
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11.3. 6. Recherche des alcaloides

Ce test est fait pour révéler la présence ou I’absence des alcaloides sels. 5
ml d’HCI (2N) sont ajoutés a 1’extrait et chauffer dans un bain marie. Apres la
Filtration, le filtrat est trait¢ avec le réactif de Wagner (2g de KI et 1,27g d’I>
solubilisé dans 100 ml d’ecau distillée). La présence de turbidité ou de

précipitation indique la présence des alcaloides sels [97].

11.4. Etude qualitative

11.4.1. Identificationdes flavonoides par chromatographie sur
couche mince (CCM):

Cette méthode se repose sur la séparation des différents constituants d’un
extrait selon leur force de migration dans la phase mobile qui est en générale un
mélange de solvant, adapté au type de séparation rechercher, et leur affinité, vis-a-
vis la phase stationnaire qui peut étre un gel de silice ou de polyamide. Les
techniques chromatographiques ne sont pas suffisantes pour identifier un produit
mais elles apportent des renseignements (Rapport frontal -Rf- et coloration)

susceptibles d’orienter vers une hypothése de structures.[100].
» Protocole de CCM sur gel de silice

Les analyses par CCM ont été effectuées avec des plaques de silica gel, sur

support rigide en aluminium 20/20 Cm.

- L’extrait est déposé a I’aide d’une micropipette (2 pnl) a des points reperes
a 1.5 cm du bord inférieur de la plaque.

- les plaques sont placées dans les cuves de développement, a environ 0,5
cm de hauteur. dans les quelles se trouve 2 systemes de migration appelés

phase mobile constitué de :
BAW : Butanol, Acide acétique, H2O (4:1:5).
Acétone, H20 (1 :1).

Apres développement, les plaques sont séchées ,puis visualisées

séparément par une révélation physigque sous lampe UV a 254 et 365 nm.
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Pour chaque spot on a calculé le facteur de rétention qui est égal a la
distance parcourue par le constituant/ la distance parcourue par le solvant. Les
rapportsfrontauxdesspotssontcomparés  aceuxdestémoins  permettant  ainsi

I’identification des constituants de différents extraits.[101].

11.5. Etude quantitative

11.5.1. Dosage des polyphénols :

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué avec le reactif

colorimétrique Folin Ciocalteu selon la méthode cité par [102].
11.5.1.1. Principe

La teneur phénolique totale est habituellement déterminee
colorimétriquement avec le spectrophotométre UV-Vis en utilisant 1’essai de
Folin-Denis ou généralement Folin-Ciocalteu .Ces essais sont basés
principalement sur la réduction du réactif acide phosphot ungstique
phosphomolybdique(réactif Folin) dans une solution alcaline[ 103]Briévement
200 ul de chaque extrait (dissous dans le méthanol)ont été ajoutés a 1ml de réactif
de Folin-Ciocalteu 10 fois dilué. Les solutions ont été mélangées et incubées

pendant 4 minutes .

Apreés I'incubation 800 pl de la solution de carbonate de sodium Na,CO3
(7,59 /1) a été ajoutée .Le mélange final a été secoué et puis incubé pendant 2
heures dans ’obscurité et température ambiante. L’absorbance des extraits a été

mesurée par un spectrophotometre a 765 nm.
11.5.1.2. Expression des résultats

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation
de régression de la gamme d’étalonnage établie avec le standard étalon 1’acide
galliqgue (5-200ug /ml) et exprimée en microgrammes d’équivalents d’acide

gallique par milligramme d’extrait (ug EAG /mg).
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11.5.2.Dosage des flavonoides

La méthode de trichlorure d’aluminium (AICl3) cité par Djeridane [104]
est utilisée pour quantifier les flavonoides dans nos extraits.

11.5.2.1.Principe

1ml de chaque extrait et du standard (dissous dans le méthanol) avec les
dilutions convenables a été ajouté a un volume égal d’une solution d’AlC13(2%
dans le méthanol).Le mélange a été vigourecusement agité et 1’absorbance a 430

nm a été lue apreés 10 minutes d’incubation.
11.5.2.2.Expression des résultats

La quantification des flavonoides a été Fait en fonction d'une courbe
d'étalonnage linéaire (y=ax+b) réalisée par un standard et a I'on la quercétine "a
différentes concentrations(1.75-40ug/ml).

Dans les mémes conditions que 1’échantillon .Les résultats sont exprimeé

en microgrammes d’équivalent de quercétine par milligramme d’extrait
(LEQ/mQ).

111. Etude de Pactivité antibactérienne

Dans le présent test, nous avons utilisé la technique de diffusion en milieu
gélosés sur boites de pétri en adaptant la méthode de disques décrite par Bauer
[105]. Pour les résultats montrant un effet positif contre les souches bactériennes
testées.

I11.1. Méthode des disques -Tests d’efficacité

L’¢étude du pouvoir antibactérien par cette technique a été identique a celui de
I’antibiogramme, la seule différence c’est le remplacement des antibiotiques par

I’extrait d’Allium sativum.

v Préparation de I’inoculum
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A partir d’une culture pure sur milieu gélosé des bactéries a tester (ayant au
maximum 24h), racler a I’aide d’une anse de platine quelques colonies bien
isolées et parfaitement identiques. Décharger 1’anse dans S5ml d’eau physiologique
stérile a 0.9%. Bien homogénéiser la suspension bactérienne. L’ensemencement

doit se faire en moins de 15 min apres la préparation de 1’inoculum.
v" L’ensemencement

Le milieu de culture utilisé est Muller-Hinton, qui est le milieu le plus
employé pour les tests de sensibilité aux agents antibactériens. Couler 20ml de la
gélose Muller-Hinton dans chaque boite de pétri et laisser solidifier. Tremper un
écouvillon stérile dans la suspension bactérienne, l'essorer en le suspension
bactérienne, I’essorer en le pressant fermement, en tournant sur la paroi interne du
tube, afin de le décharger au maximum. Frotter 1’écouvillon sur la totalité¢ de la
surface gélosée, séche, de haut en bas, en stries serrées. Répéter I’opération deux
fois, en tournant la boite de pétri 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.

NB. Dans le cas de I’ensemencement de plusieurs boites de pétri il faut recharger

I’écouvillon a chaque fois.
v Préparation des disques d’aromatogramme

- Stériliser du papier Wattman n°3 coupé en disques de 6mm de diametre a

I’autoclave a 121°C pendant 15 minutes ;

- Imprégner les disques avec 30ul de différents extraits repris dans le méthanol
pour a raison de 200 mg/ml (6mg par disque). Finalement on prépare des disques
imprégnés de DMSO (le contrble négatif).

- Les disques imprégnés de notre extrait sont ensuite délicatement déposés a la

surface de la gélose. Il en est de méme pour les disques de controle.
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v"Incubation et lecture
-Les diametres des zones d’inhibition(ZI) sont mesurés au tour des disques apres
une pré-incubation de 30minutes & la température ambiante suivie d’une

incubation a I’étuve a 37°C pendant 24 ou 48 heures selon le germe;

-Les expériences sont réalisees en trois répétitions et les résultats sont exprimés en
moyenne + SD (standard déviation). La souche ayant un diamétre D< 8mm, 9 <D
14mm, 15<D < 19mm, D>20mm est considérée respectivement comme souche

résistante (-), sensible (+), trés sensible (++), extrémement sensibles (+++).
IV.Etude statistique

Chaque experience est répétée trois fois et les valeurs sont représentées par les

moyennes + cart type.
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Résultats et discussion

Résultats et Discussion

Le présent travail porte sur lI'investigation phytochimique et I'évaluation de I'activité

antibactérienne de I'extrait méthanolique d’une espéce locale de la plante médicinale

Allium sativum.

I.1.Le rendement d’extraction

L'extrait méthanolique a été préparé a partir de la poudre d'Allium sativum dont le

rendement est représenté dans le tableau ci-dessus:

Tableau04.Le rendement d'extrait méthanolique d’Allium sativum

La plante Le poids du matériel Le poids de Le rendement en (%) | Couleur et
vegétal en (g) aspect
I'extrait en (Q)
Allium sativum 174,701 (9) 31.22 (9) 17.87 (Q) Marron
visqueux

L'opération de I'extraction du matériel végétale de 1I’Allium sativum a l'aide du
solvant polaire (hydroalcoolique) méthanol-eau (7/3) a permis d'obtenir un résidu sec
d'extrait brut de 31.22 g [106].

La macération est une méthode discontinue, le solvant devrait étre remplacé jusqu'a
ce que la matiére végétale soit épuisée [107], il est difficile de comparer ces résultats avec
ceux de la bibliographie de matiere générale. En effet, le rendement n'est pas relatif; il
varie en fonction de la localisation géographique de I’espéce végétale, le degré de
maturité, la génétique, le climat, la période de récolte 1’organe utilisé dans 1’extraction, les
conditions de séchage, le contenu de chaque espéce en métabolites (de son métabolisme)
et de la nature du solvant utilisé dans I’extraction ou fractionnement et de sa polarité
[107].
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I1. Tests de mise en évidence de certains composés phytochimiques

Le screening phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence des
metabolite secondaires au niveau des tissus végétaux de notre extrait brut. La
détection de ces composés chimiques est basée sur des essais de solubilités des
constituants, des réactions de precipitation et de turbidité, un changement de couleur
spécifiqgue ou un examen sous la lumiére ultraviolette. Les résultats expérimentaux des
tests phytochimiques réalises sur le matériel végétal broyé (bulbes) sont mentionnés
dans ( le tableau 05).

Tableau05. Analyse phytochimique préliminaire d'extrait méthanolique d’Alluim sativum

Extrait méthanolique d’Alluim sativum
Famille chimique Test Remarques
Les saponosides (+) Formation d’une mousse persistante apres 15 min
Les flavonoids (+) Apparition d’une coloration jaune
Les tannins O] Apparition d’une coloration jaune
Les composes (+) Apparition de deux phases séparées (colorée rouge et
réducteurs ’autre en bleu vert)
Les alcaloides ) Apparition d’une coloration jaune
Les coumarines (+) Apparition d’une fluorescence bleue ou verte sous la
lampe UV

Les résultats sont interprétés comme suit:(+) réaction positive, (-) réaction négative.
La richesse de cet extrait en composés chimiques peut expliquer son utilisation
traditionnelle pour traiter les troubles digestives, la diarrhée, le rhumatisme,...etc.

I11. Résultats de I’analyse quantitative

111.1. Dosage des polyphénols totaux

La quantification des composés phénoliques a été faite en fonction d’une courbe
d’étalonnage linéaire (Y=0.00523+0.0296) réalisée par une solution étalon (1’acide
gallique) a différentes concentrations(Figure 08) dont la teneur en polyphénols totaux est
exprimée en microgramme équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (g
EAG/mg d’extrait). (Figure 09)
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y=0.00523x +0.0296
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Figure08. Courbe d'étalonnage de I'acide gallique (moyenne + SD de trois mesures
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Figure 09. Histogramme représente la teneur en polyphénols en function de la
concentration
Suivant la figure ci-dessous (Figure 08), La teneur en polyphénols totaux estimée par la
méthode de Folin- Ciocalteu pour 1’extrait a été rapportée en g équivalent d’acide
gallique/mg du matériel végétal sec. Les résultats montrent que 1’extrait méthanolique de la
plante Alluim sativum contient une forte teneur en phénols totaux (296,73+166,97) qui est

dose dépendate.
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111.2. Dosage des flavonoides

La quantification des composés phénoliques a été faite en fonction d’une courbe

d’étalonnage linéaire (y= 0,035x +0,288) réalisé par une solution étalon (la quercétine) a

différentes concentrations. (Figure 10)

La teneur en flavonoides est exprimée en microgramme equivalent de

quercétine par milligramme d’extrait (Ug EAG/mg d’extrait). (Figure 11)

2

y=0035x+0.288
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Figure 10. Courbe d’étalonnage de la quercétine (moyenne + SD de trois mesures).
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Figure 11. Histogramme représente la teneur en flavonoides en function de la

concentration
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Suivant la figure ci-dessus (Figure 10), Les teneurs en flavonoides déterminées par
la méthode au trichlorure d’alumiunm pour chaque extrait a été rapportée en g équivalent
de quercétine /mg extrait. Les résultats montrent que 1’extrait méthanolique de la plante
Allium sativum a une forte teneur en flavonoides (16,2+9,6066) susceptible d’exprimer le

pouvoir antibacterien.
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Figurel2: Corrélation entre de la teneur en flavonoides et celle en polyphénols de la
plante Allium sativum
Suivant la figure ci-dessous (Figure 12), Nous pouvons suggérer, qu’il y a une
corrélation linéaire significative entre les teneurs en flavonoides et celles en polyphénols

de la plante étudiée avec (r>=0,97).
IV. L'étude qualitative

VI1.1.Chromatographique sur couche mince de P’extrait methanolique

d’Alluim sativum

La CCM nous a permis davoir les empreintes flavoniquesde 1’extrait brut
méthanolique de la plante, deux systémes de solvant ont été utilisés, les chromatogrammes
résultants comportent une série de spots illustrés dans les figure (01,02), I’identification
des composés était basé sur la comparaison des Rfs dont les rapports frontaux sont calculés

selon 1’équation suivante :
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distance parcourue par l'echantillo
Rf = —
distance parcourue par le solvant

Les tableaux (03, 04,).comporte les Rfs des différents spots apparus qui ont été visualisés

sous une lampe UV a la longueur d'onde 365 nm avec les différents systémes solvants

utilisés.

IV.1. Composés identifiés dans la fraction méthanolique (Allium sativum)

Quatre spots ont été segregués des dépdts de la fraction méthanolique par le
systeme de solvant: Butanol, Acide acétique, H20 (4 %: 1% : 5%). Tableau 06 et figure
13 illustre les spots appartenant aux différentes classe; flavonols ,flavones, isoflavones,

flavanones, acide phenol .

Tableau 06. CCM de la fraction méthanolique
Systeme solvant: Butanol, acide acétique, H2O (4% : 1% :5 %)
Adsorbant: Gel de silice

Couleur sous UV Rapport frontal(cm) Type de flavonoide
X possible
a 365 nm
Spotl: jaune 0.25 Flavonols
Spot2: bleu vif 0.47 Acid phenol
Spot3: bleu 0.65 Acide phenol
Spot4: bleu blanc fluorescent 0.77 Flavonols, flavones,
pota: ' isoflavones, flavanones

IV.2.Composés identifiés dans la fraction méthanolique (Allium sativum)

Trois spots ont été ségrégués des dépbts de la fraction méthanolique par le systéme de
solvant utilisé Acétone, H20 (1% :1%). Les tableaux 7 et figure 12 illustre les spots

appartenant aux différentes classes, flavanones, anthocyanidine 3-glycosides, acid phenol
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Tableau07.CCM de la fraction méthanolique
Systéme solvant : Acétone, H>0O

Adsorbant: Gel de silice

Les spots Rapport frontal (cm) | Type de flavonoide possible
Spotl: bleu 0.40 acide phenol
Spot2: violet 0.50 Flavones
Spot3:mauve 0.91 anthocyanidine 3-glycoside

Figurel3. Photos du chromatogramme résultant de I’analyse d’extrait méthanolique
(révélation a UV), 365 nm par le systéme solvant:

(A): BAW : Butanol, acide acétique, H.O (4 :1 :5)
(B): Acétone, H20 (1:1)
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v. Résultats de I'activité antibactéreinne

La méthode des disques ou méthode de diffusion solide a pour but d'étudier
I'activité antimicrobienne des substance naturelles d’extrait méthanolique de la plante
medicinale Allium sativum . Elle a permis d'obtenir les résultats mentionnés dans le
tableau 8 et la figureld

Tableau08. Diamétre des zones d'inhibition de I'extrait méthanolique Allium sativum

Les souches étudiées Diameétre des zone d'inhibition ( mm)
de I'extrait Me (OH)
Salmonella ssp: 25
Listeria monocytogenes 10
Bacillus subtilis 11
Klebsiella oxycota 17

Diamétre D<8mm, 9<D<14mm ,15<D<19mm, D>20mm est considérée respectivement

comme souche résistant(-), sensible (+), trés sensible (++),extrément sensible(+++)
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Figureld. Photos montrant I'effet antibactérien de I'EM As contre Salmonella ssp, Listeria

monocytogenes, Bacillus subtilis et Klebsiella oxycota

Les resultats obtenus avec I’extrait méthanolique d’Allium sativum montre une
activité antibactérienne sur Salmonella ssp, Listeria monocytogenes, Bacillus subtilis,
Klebsiella oxycota La Salmonella ssp présente une sensibilité extréme (25mm) a I'EM As
dont le D>20 alors que les résultats obtenus avec les deux souches Listeria monocytogenes
et Bacillus subtilis ont montré une sensibilité (10mm), (11mm) contre cet extrait dont
le9<D<14mm ainsi que Klebsiella oxycota qui est trés sensible avec un diametre de 17mm
contre cet extrait dont le1 5<D<19mm.

Les résultats de I'effet antibactérien de I'extrait Me (OH) de I’Allium sativum
ont été efficaces avec la plupart des souches testées selon le diamétre de zone d'inhibition
correspondant a chaque souche.

Le mécanisme de toxicité des polyphénols contre les microbes pourrait étre di a

I’inhibition des enzymes hydrolytiques (protéases et carbohydrolases) ou a d’autres
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interactions pour inactiver 1’adhésine microbienne, les protéines de transport de
I’enveloppe cellulaire et D’interaction non spécifique avec les carbohydrates. Ces
mécanismes d'inhibition peuvent se situer a plusieurs niveaux, les polymeéres
polyamides des bactéries peuvent favoriser la réactivité de leurs protéines, mais aussi
les composés phénoliques peuvent étre a la base de la privation de fer ou des liaisons

hydrogénes des protéines vitales c'est-a-dire les enzymes bactériennes [ 108].
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Conclusion et perspectives

Notre travail fait partie d’un long et important axe de recherche dont le but est de
valoriser d’avantage nos ressources locales, notamment [’utilisation des plantes
aromatiques etmédicinales dans plusieurs domaines, parmi lesquels la technologie
agro-alimentaire,l’amélioration des différentes qualités des aliments ainsi que leur
conservation. Dans cet axe,nous continuons le travail sur 1’'une des plantes a usage

traditionnel alimentaire et médicinale,qui estl’ail (Allium sativum).

Les résultats du criblage préliminaire a montré que /’extrait méthanolique
d’Allium sativum contient beaucoup des composés chimiques a savoir les flavonoides,

saponosides, coumarines et aussi les composés réducteurs .

L’analyse quantitative de I’extrait hydrométhanolique, est représentée par le
dosage des polyphénols totaux et des flavonoides révélant une richesse et corrélation
entre ses teneurségaux a381,84ug EA/mg d’extrait et 15.75 HQEQ/mg d’extrait

respectivement.

L’étude qualitative par CCM de I’extrait de deux plantes a montré une diversité

remarquable des composés flavoniques susceptibles d’exprimer 1’activité recherchée.

Notre espece d’Allium sativum présente un effet antibactérien intéressant vis-a-vis
des différentes souches de référence qui sont Salmonella ssp, Listeria monocytogenes,

Bacillus subtilis et Klebsiella oxycota.

A la suite de ces résultats et sachant que le but ultime de ce travail est la
valorisation de la plante Allium sativum et la recherche de son intervention dans la
phytothérapiehumaine, I'évaluation de I'existence d'une éventuelle potentialité

génotoxique issue de la plante serait necessaire.
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