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Introduction

Introduction

Depuis des milliers d'années, I'humanité a toujours utilisé diverses plantes trouvées dans son

environnement, afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies. Ces plantes ont I’aptitude de
synthétiser de nombreux composés appelés métabolites secondaires, elles constituent donc un
immense réservoir de composés d’une grande diversité chimique, possédant un large éventail
d’activités biologiques. Ainsi, l'évaluation de ces activités demeure une tache trés intéressante
qui peut faire l'intérét de nombreuses études (Jaccot et Campillo, 2003).
Aujourd'hui les plantes sont de plus en plus utilisées par l'industrie pharmaceutique, il est
impossible d'imaginer le monde sans la quinine qui est employée contre les maladies paludisme
(Iserin et al, 2001). Au début de XXI “™ siécle. L’évolution des connaissances scientifiques,
médicales et pharmacologiques conduit sur un chemin fort éloigné de ces remedes. Les progres
de la pharmacologie permis d’avoir des produits de plus en plus puissants, de plus en plus ciblés,
mais avec leurs effets secondaires possibles(Christian et al, 2002).

L’ Algérie recéle d’un patrimoine végétal important par sa richesse et sa diversité dans les
régions cotieres, les massifs montagneux, les hauts-plateaux, la steppe, la hamada et les oasis
sahariennes. Parmi ces ressources naturelles les plantes aromatiques et médicinales occupent une
large place et jouent un grand rdle dans I’économie nationale. Elles sont utilisées dans différents
domaines : industrie alimentaire, conserverie, pharmaceutique et phytothérapie (Duraffourd et
al, 1997).

Aujourd'hui les principes actifs (les terpenoides, les composés phénoliques et les alcaloides)
des plantes sont des composants essentiels d'une grande partie de nos médicaments et produits de
soins (Hans, 2007). Selon OMS plus de 80% de la population mondiale, surtout dans les pays
sous-développés, ont recours au traitement traditionnel pour faire face aux problemes de la santé
et de soins primaires (Farnsworth, 1994).

Les recherches récentes sur les composés phénoliques en générale et les flavonoides en
particulier sont trés poussées en raison de leurs divers propriétés physiologiques comme les
activités antiallergique, anti-artherogenique, anti-inflammatoire, hépatoprotective
antimicrobienne,  antivirale, antibactérienne, nanticarcinogénique, anti-thrombotique
cardioprotective et vasodilatoire (Middleton et al., 2000; Ksouri et al., 2007).

C’est pourquoi nous nous intéressé a étudier une plante endémique et spontanée dans la région
d’Aures et qui est moins fréquemment utilisée par la population.

L’objectif de cette étude est d’estimer le dosage des flavonoides dans les graines d’une
plante endémique Pituranthos scoparius et d’évaluer Iactivité antibactérienne des extraits

obtenus avec différents méthodes d’extraction.




Introduction

Dans le cadre de la valorisation rationnelle des plantes médicinales a usages traditionnel,
notre mémoire est constitué¢ de deux parties :

La premicre partiec est consacrée a I’étude bibliographique et botanique de la plante
Pituranthos scoparius, les métabolites secondaires et a la fin de cette partie un apercu général
sur les souches bactériennes testées ou utilisées pour la mise en évidence du pouvoir
antibactérien des extraits.

La deuxieme partie : la partie expérimentale, avant de présenter les résultats obtenus, on a
décrira le matériel et la méthodologie suivie dans cette étude dans le quatrieme chapitre, ensuite

on a discuté les résultats obtenus dans le cinqui¢me chapitre.




Chapitre 1 Présentation de I’espéce Pituranthos scoparius

I.1. Description botanique

Le nom scientifique du « Gezzah » est Pituranthos scoparius. C’est une plante herbacée,
aphylle, a tiges souvent trés ramifiées. Ombelle a involucre, ovoide a 6 bandelettes.

C’est une plante herbacée, formant des touffes : tiges floriféres érigées bien plus longues, a
ombelles latérales, a pédoncule court (1 - 3 cm). Les fleurs est de couleurs blanches (Quzel et

Santa, 1963).

S

Figure 1 : Pituranthos scoparius.

Quezel a décrit le genre Pituranthos comme une plante vivace, totalement aphylle, a tige
trés ramifiées deés la base, plus ou moins dichotomes et portant des ombelles longuement
pédonculées a involucre et involucelles polyphylles est des péricarpes ovoides a six bandelettes
pétales verdatres a nervures dorsales pubescentes et larges, fruits poilus (Ozenda, 1958 ; Quezel

et Sanata, 1963).

I.2. Classification de la plante
D’apres, Quzel P .et Santa S., 1963, Pituranthos scoparius (Coss. & Dur.) Benth. &

Hook est class¢ comme suit :

Régne : Plantae (végétal)

Embranchement : Spermaphytes

S/embranchement : Angiosperme

Classe : Magnoliopsida (Eudicote)

Ordre : Apiales

Famille : Apiacées

Genre : Pituranthos

Espéce : scoparius

Nom binomiale : Pituranthos scoparius




Chapitre 1 Présentation de I’espéce Pituranthos scoparius

I.3. Origine et répartition géographique
Le genre Pituranthos posséde plus de vingt espéces, dont certaines sont spécifiques a

I'Afrique du nord (Quezel et Sanata, 1963; Kaabeche, 1990) et sont souvent rencontrées dans
les régions arides ou désertiques (comme en Algérie elle est abondante dans les Aurés et au
Sahara Central, le plateau du Tassili des Ajjers et dans le Hoggar (Ozanda, 1991).
Le potentiel floristique algérien de ce genre comporte les especes suivantes:

» Pituranthos scoparius, espece abondante dans les Aures.

» Pituranthos chloranthus, endémique au Sahara Algerienne.

» Pituranthos battandieri (Mair): endémique au Sahara marocain et l'oranie (Bellakhdar.,
1997).

1.4. Propriétés thérapeutiques et emplois

Le décocté des feuilles est efficace dans le traitement de 1’asthme, alors que le macérat
aqueux des feuilles est préconisé en cas d’ictére. Contre les morsures des viperes et les piqures
des scorpions, certains recommandent I’application locale de la poudre des feuilles ; cette

derniere en cataplasme soulagerait également les douleurs rhumatismales (Boukef (a), 1986).

I.5. Usages traditionnels
La plante est notamment utilisée comme médicament contre (Hammiche et al; 2006) :

*Les spasmes, Les douleurs du diabete, I'hépatite, les infections urinaires, et les

difficultés digestives.
“#L'espece Pituranthos Chloranthus est employée, en cataplasmes sur la téte, contre les
céphalées (Nait Said., 2007).

* Les especes triradiatus et tartuosus, sont utilisées par la population bédouine

contre les douleurs d'estomac, les parasites intestinaux ou comme agent régulateur de la

menstruation chez les femmes (Nait Said., 2007).




Chapitre IV Matériel et Méthodes

IV.1. Matériel

IV.1.1 Matériel biologique
IV.1.1.1. Matériel végétal

L’espéce sélectionnée Pituranthos scoparius, leurs graines ont été récolté en période de
florescence dans la région d’ARRIS Wilaya de Batna a la fin du moi d’Octobre 2014. La
détermination de I’espéce a été faite a 1’aide de la flore de Quezel et Santa (1963) et validée par
Mr ZERAIB Azzeddine enseignant du Département d’Agronomie, Faculté sciences de la nature

et de la vie, Université Abbes Laghrour de Khenchela.

Figure 12 : les graines du Pituranthos scoparius.

IV.1.2. Réactifs chimiques et instrumentations

Plusieurs réactifs chimiques et solvants ont été utilisés dans nos expériences, parmi ces
produits:
FeCls, acide sulfurique (H2SO4), HCL, NaOH, NH4OH, KI, L,,, AICl;, quercétine, méthanol,
Parmi ’appareillage utilisé :
Rotavapeur (HAHNVAPOR), spectrophotométre UV-Vis a double faisceau (JENWAY 6305
UV/VIS), Chambre d’observation UV « 264/365 nm » (VILBER COURMAT), Bain Marie
(MEMMERT), pH métres (Hanna), Agitateur magnétique (SCILOGEX), vortex (VELP), et
Balance (OHAUS).

F
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Les autres produits et matériels
- une gélose Mueller-Hinton en boite de Pétri.
- disques d'antibiotique, ou un distributeur permettant la dépose standardisée des disques  sur
la gélose.
- des souches pures des bactéries a étudier.
- un rateau ou un écouvillon.
- une micro pipette de 500 pl.
- tubes a essai.
- pipette pasteur.
- Eau physiologique stérile...

- Vortex.

IV.1.3. Stérilisation du matériel
L’eau distillée, le milieu de culture, les tubes a essai utilisés dans la préparation des
solutions bactériennes et les disques en papier Wattman (6 mm de diamétre) enrobés dans du

papier aluminium ont été stérilisés a ’autoclave a 121°C pendant 15 minutes.

IV.2. Méthodes
IV.2.1. Technique de séchage

Apres la récolte, le matériel végétal (les graines) est débarrassé des débris. Pour s’assurer de
la bonne conservation de notre plante, un séchage a I’air libre et a I’obscurité pendant une
dizaine de jours a été réalisé. Elle est, ensuite, broyée par un broyeur et conservée dans des
enveloppes de papier CRAFT.
IV.2.2. Préparation de I’extrait brut

Dans le présent travail, nous avons ciblé les composés phénoliques. Des extraits hydro-
alcooliques sont préparés par macération de la poudre végétale a une température ambiante dans
le méthanol a 70% a raison de 1/5 (P/V) pendant 24 heures.

20 g de poudre végétal ont été repris avec 100 ml de méthanol a 70% dans un erlenmeyer
de 200 ml. Le mélange a été laiss€¢ macérer pendant 24 heures a la température du laboratoire.
Cette opération a été répétée trois fois successivement. Apres filtration sur papier filtre, le filtrat
est concentré au rota vapeur (HAHNVAPOR) sous vide a la température de 40 °C. On obtient

donc I’extrait hydro-alcoolique brut (EBR).
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IV.2.3. Screening phytochimique des extraits végétaux

1V.2.3.1. Définition

Le screening phytochimique est un ensemble de méthodes et techniques de préparation et
d'analyse des substances organiques naturelles de la plante.

Le but final de I'é¢tude des plantes médicinales est souvent d'isoler un ou plusieurs
constituants responsables de 'activité particuliére de la plante. De ce point de vue, les techniques
générales de screening phytochimique peuvent étre d'un grand secours. Ces techniques
permettent de détecter, dans la plante, la présence des produits appartenant a des classes de
composés ordinairement physiologiquement actifs (Balegamire, 1987).

a. Détection des composés phénoliques
al. Détection des tanins

Les tanins sont mis en évidence a partir de 1 ml d’extrait placé dans un tube en présence
de quelques gouttes de FeCl3 (1% préparé au méthanol). Apres agitation de I’extrait, la couleur
vire au bleu noir (Karum et al., 2004).
a2. Détection des coumarines

Placer 1 g d’échantillon de la plante humide dans un tube a essai. Couvrir le tube avec un
papier imbibé d’une solution de NaOH et le placer dans un bain marie pendant quelques minutes.
Ajouter 0.5 ml de NH40OH (10 %). Mettre deux taches sur un papier filtre et examiner sous la
lumiére ultraviolette. La fluorescence des taches confirme la présence des coumarines (Rizk,
1982).
a3. Détection des flavonoides

Un mélange de quelques gouttes de mg2+ et de gouttes d’HCL concentré, placé dans un
tube, est ajouté a 2ml d’extrait. L’apparition de la coloration rose, orange ou rouge indique la
présence des flavonoides (Malecet Pamelio, 2003).
a4 . Détection des saponosides

Pour la détection des saponosides, 10 ml d’extrait placé dans un tube a essais sont agités
pendant 15 secondes puis déposés durant 15 minutes. Une hauteur de mousse persistante,

supérieure a 1 cm indique la présence de saponosides (Koffi et al., 2009).
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b. Détection des terpenes
b1. Détection des stéroides

Les stéroides sont révélés apres addition de 5 ml d’anhydride acétique a 5 ml d’extrait a
chaud. Le mélange est ajouté a 0,5 ml d’acide sulfurique concentré. Apres agitation I’apparition,
a l’interphase, d’un anneau pourpre ou violet, virant au bleu puis au vert, indique une réaction
positive (Bruneton, 1999).

c. Détection des alcaloides
Les alcaloides ont été caractérisés a partir des réactifs de Mayer ou Wagner. 10 ml

d’extrait sont évaporés jusqu'a ’obtention d’un volume de 0,2ml, sur lequel 1,5 ml de HCI a
(2%) sont ajoutés. Aprés agitation de la solution acide, 1 a 2 gouttes du réactif de Mayer ou
Wagner sont ajouté. L’apparition d’un précipité blanc jaunatre ou brun indique la présence
d’alcaloides (Mojab et al., 2003).
Réactif de Mayer : la préparation de ce réactif s’effectue comme suit :
» Dissoudre 1,358 g de HgCI2 dans 60 ml d’eau ;
» Dissoudre 5 g de KI dans 10 ml d’eau ;
» Meélanger les deux solutions puis ajuster le volume total a 100 ml d’eau.
Les alcaloides donnent avec ce réactif un précipité blanc
Réactif de Wagner : ce réactif a été préparé comme suit :
» Dissoudre 2 gde Kl et 1,27 de 12 dans 75 ml d’eau ;
» Ajuster le volume total a 100 ml d’eau.
Les alcaloides donnent avec ce réactif un précipité brun.
IV.2.4. Fractionnement de ’extrait brut et extraction des composés phénoliques
(Extraction liquide- liquide)

L’extraction des composés phénoliques est réalisée selon la méthode décrite de
(Bruneton, 1993) avec des modifications.

L’extrait brut (EBR) est fractionné en utilisant une série de solvants a polarité croissante
(Figure 13). L’extrait brut est initialement mélangé¢ avec 1’acétate d’éthyle (V/V), apres
décantation la phase organique supérieure est récupérée. Cette étape est refaite trois fois.
L’acétate d’éthyle est par la suite évaporé sous pression réduite a sec a 40°C par un évaporateur
rotatif, et I’extrait résultant est considéré comme étant la fraction de 1’acétate d’éthyle (FAC), La
phase aqueuse inférieure est soumise a un autre fractionnement par le butanol pour donner

fraction butanolique (FBU), La phase aqueuse inférieure est soumise a un autre fractionnement
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par l'éther de pétrole (FEP), en suivant les mémes étapes que le premier fractionnement par

I’acétate d’éthyle. Le raffinat qui en résulte représente la fraction aqueuse (FAQ) résiduelle.

Chaque fraction est pesée pour calculer le rendement de 1’extraction, exprimé en gramme de

I’extrait par 20 g de la maticre seche.

\ 10 g de broyat \

Macération dans le méthanol/eau(70/30:V/V)
trois extraction successives avec
renouvellement solvant chaque 24 h.

Filtration

Evaporation a 40°C

Dissolution dans I’eau

i Dissolution dans le méthanol

Extrait aqueux

Extrait Brut

Extraire avec l'acétate d'éthyle

Fraction de l'acétate
d'éthyle

=i
Résidu
Phase aqueuse

Extraire avec le butanol

Fraction de butanol |'<

Résidu
Phase aqueuse

Extraire avec 1'éther de pétrole

Fraction d'éther de
pétrole

Résidu
Phase aqueuse

Figure 13 : Les étapes du fractionnement de I’extrait brut de plante étudiée.
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Figure 14 : le rota vapeur utilisé.

Calcul du rendement
Le rendement en extraits de la plante est le rapport entre le poids de I’extrait est le poids de la
plante (Carré, 1953). Le rendement qui est exprimé en pourcentage a été calculé par la formule
suivante :
R=Py/P,X100
R : rendement de I’extrait en pourcentage
Px : Poids de I’extrait (g)
P4 : poids de la plante (g)

IV.2.5. Dosage des flavonoides

La quantification des flavonoides a été effectuée par une méthode basée sur la formation
de complexes entre les composés phénoliques et le trichlorure d'aluminium. Les complexes
produits sont de couleur jaune absorbé dans le visible a 430 nm. (Alyafi, 2007)

les flavonoides d'extraits, acétate d'éthyle, butanolique et éther de pétrole ont été
quantifiés par la méthode du trichlorure d'aluminium (Gazin,1996) ; Iml de chaque extrait

(préparés dans le méthanol pour avoir des concentrations convenables) a été ajouté a 1 ml de la

E
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solution d' AlICl; (2%, dans le méthanol). Aprés 10 minutes d’incubation, ’absorbance a été lue a
430 nm. La concentration des flavonoides dans les extraits a été calculée a partir d’une courbe
d’étalonnage y=ax établie avec la quercétine a différentes concentrations (0-40 pg /ml, chacune
a été préparée dans le méthanol) pratiquée dans les mémes conditions opératoires que les extraits
servira a la quantification des flavonoides. La teneur en flavonoides a été exprimé en

milligrammes équivalents de quercétine par grammes du poids d’extrait (mg EQ/gE).

1,8
1,6
1,4

1,2

0,8

Densité optique
(Y

0,6
0,4
0,2

0 10 20 30 40 50 60

conentration de la quercétineen g

Figure 15: La courbe d’étalonnage de la quercétine.

e Procédure expérimentale
Des volumes égaux de l'extrait et une solution AICl; (2%) sont mélangés. L'absorbance
est mesurée a 430 nm, apres incubation a température ambiante pendant 40 min. Dans les mémes
conditions et de la méme facon, sont mesurées les absorbances de la série des solutions standards
de catéchine préparées a partir d'une solution mére de concentration égale a 1 mg/ml. Toutes les
manipulations sont répétées 3 fois.

IV.3. Activité antibacltérienne

L’évaluation de I’activité antibactérienne des composées phénoliques a été réalisée par la

méthode de diffusion par disque. Bien que cette méthode soit reconnue comme fiable et

26
y
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reproductible, elle est surtouts utilisée en étape préliminaire a des études plus approfondies, car
elle permet d’accéder a des résultats essentiellement qualitatif.
Le test de sensibilité a été effectué selon la méthode de diffusion des disques décrite par
(Dulger et Gonuz, 2004 ; Parekh et Chanda, 2007 ; Rota et al., 2008).
Les souches bactériennes étudiées dans notre expérimentation ont été fournies par le
laboratoire de Microbiologie a I’hdpital de la wilaya de Khenchela.
IV.3.1. Les souches bactériennes utilisées
Les souches utilisées sont des souches de référence de 1’ American type culture collection
(ATCC), gracieusement fournies par le de Microbiologie a I’hdpital de la wilaya de Khenchela
puis conservées a 4 °C dans des tubes a essais contenant de la gélose inclinée.
IV.3.2. Repiquage des espéces bactériennes
Les différentes especes bactériennes ont été repiquées par la méthode des stries, puis
incubées a 37 °C afin d'obtenir des colonies isolées qui vont servir a la préparation de 1'inoculum.
IV.3.3. Préparation de l'inoculum
des colonies bien séparées des espéces bactériennes concernées ont été prélevées a l'aide
d'une anse de platine stérile et homogénéisées dans 10 ml de bouillon nutritif puis portées a
l'incubation pendant 24 heures a 37°C.
1V.3.4. Préparation des disques
Des disques de papier Wathman n°1 de 6 mm de diameétre, ont été stérilisés et injectés par les
différentes concentrations des extraits phénoliques.
IV.3.5. Test antibactérien
Le Muller Hinton contenant I’inoculum a été coulé dans des boites de pétri stériles. Ces
derniéres ont été séchées 30 min a une température ambiante du laboratoire avant leur emploi,
par la suite, les disques injectés par le principe actif ont été appliqués.
e Test de diffusion sur ’agar
L’activité antibactérienne des extraits aqueux et méthanolique de Pituranthos scoparius est
évaluée par la technique de diffusion sur I’agar (méthode des disques) selon la méthode décrite
par Falleh et ses collaborateurs (2008) vis-a-vis de quatre souches bactériennes (& Gram-:
Pseudomona aeroginosa et Escherichia coli et a Gram+: 2 souches de Staphylococcus
aureus). Les différentes especes bactériennes sont d’abord repiquées par la méthode des
stries dans des boites de Pétri contenant le milieu Mueller Hinton, puis incubées a 37 °C
pendant 24 h. Une ou plusieurs colonies de chaque culture pure sont prélevées et

transférées dans 1’eau physiologique a une turbidité équivalente a 0,5 McFarland. Un

prélevement a partir de cet inoculum sert a ensemencer de nouvelles boites de Pétri

| 4
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contenant le milieu Mueller Hinton par technique d’écouvillonnage. Des disques de
papier filtre de 6 mm de diamétre, stériles, sont chargés de 15 pl des extraits aqueux ou
méthanolique et placés a la surface de ces boites. Les disques des contrdles négatifs sont
imprégnés d’eau distillée. Des disques standards contenant 1’antibiotique de référence
(oxacilline, 15 pg par disque) servent de controles positifs. Les boites de Pétri sont
incubées a 37°C pendant 24h. Les résultats sont exprimés en diametres des zones
d’inhibition produites autour des disques (Lesueur et al., 2007 ;Boulekbache et al.,

2012) (figurel6).

U

Séchage de la
boite 30 min

¥ —

la culture (bactérie)  Ensemencement par écouvillon

(107UFC/ml)
Séchage 30 min et incubation 24 h 4 37°C
< -

Les disques imbibés de 15 pl

la lecture des résultats se fait par la
mesure du diametre, en mm, de la zone

d’inhibition.

de P’extrait

Figure 16 : Méthode de diffusion sur agar (méthode des disques) (Boulekbache et al., 2012).

E
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IV.3.6. La lecture

Apres incubation les diametres d’inhibition ont été mesurés, avec précision, en
millimetre. La zone d’inhibition détermine la sensibilité bactérienne vis-a-vis des
composées phénoliques (Vila et al., 1998).

La sensibilité aux différents extraits est classée selon le diameétre des zones d’inhibition
comme suit : non sensible (-) pour le diamétre moins de 8 mm ; sensible (+) pour un
diametre entre 9 a 14 mm; trés sensible (+ +) pour un diamétre entre 15 a 19 mm et
extrémement sensible (+++) pour le diamétre plus que 20 mm (Moreira et al., 2005).

NB: dans la méthode d’aromatogramme en utilise aussi un disque imprégné par Spul de méthanol

(test négative) et un disque imprégné par Sul d’antibiotique Oxaciline (test positif).

IV.3.7. Les souches bactériennes testées

Tableau 9 : Caractéristiques des souches bactériennes étudiées.

Souches Familles Type Pouvoir pathogen
microbiennes
Pseudomonas | Pseudomonacea Gram | Infection pulmonaire peut étre primitive ou
aeruginosa négatif secondaire a une septicémie.
Staphylococcus |Micrococcacea Gram |Staphylococcie cutanées, sous-cutanées et
aureus positif muqueuses, osseuses, pulmonaire, toxi-

infection alimentaire, entérocolites aigue.

Esherichia coli | Enterobacteriacea | Gram |Différentes formes de diarrhées, dysenterie,
négatif role des enterotoxines, de l'endoxine, des

adhesine, certains de ces facteurs sont

¢galementimpliqués dans des infections des

tissus profonds.

.
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Analyse statistique des données

Les analyses de variance des résultats du dosage des flavonoides et les résultats de
I’activité antibactérienne ont été réalisées par le logiciel statistique MINITAB.

Les différences considérées hautement significatives a p < 0.01.
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V.1. Screening phytochimiques

Les tests phytochimiques consistent a détecter les différentes familles de composés
existantes dans la partie étudiée (les graines) de la plante par les réactions qualitatives de
caractérisation.

Les résultats des tests phytochimiques effectués sur les graines de la plante étudiée
Pituranthos scoparius épuisés par 1’eau, méthanol et I’acide sulfurique sont regroupés dans le
tableau 10.

Tableau 10: Résultats des tests phytochimiques sur les graines de Pituranthos scoparius.

Classes recherchées Couleur Résultat trouvé
Flavonoides coloration jaune +
Tanins Une coloration vert ++

brunitre ou bleu-noir.

Stéroides coloration violette ++

Alcaloides Absance d’un précipité -

blanc jaunatre ou brun

Saponosides L'apparition d'une -

mousse stable

Coumarines fluorescence des taches ++

- : Test négatif ; ++ : Test positif ; + : Test faiblement positif.

Dans les graines de la plante étudiée Pituranthos scoparius, la recherche des alcaloides
et Saponosides s'est montrée négative. Par contre, les flavonoides, les tanins, les stéroides et les
coumarines sont présents en quantités considérables. La mise en évidence de cette dernicre
classe a été prouvée par (Halim et al., 1995) sur le méme espéce de la plante Pituranthos
scoparius.

Nous notons que les Flavonoides sont présents en faible quantité.

D’autres résultats reportés par (Cushnie et al ., 2005) sur trois plante de la famille des
Apiacées : Prangos ferulacea, Chaerophyllum macropodum et Heracleum persicum ont montré

que ces plantes contiennent les mémes classes des métabolites secondaires.
V.2. Rendement des extraits secs

Apres avoir effectué la préparation des extraits de 20g des graines de la plante, on les

récupere et on calcule leur rendement, le tableau 11 résume les différents résultats.




Chapitre v Résultats et discussion

Tableau 11: Rendement (%) en extrait bruts des graines de Pituranthos scoparius.

Extraits Rendements (%)
Extrait méthanolique brut 0.024
Extrait aqueux 2.8
Fraction I'éther de pétrole 0.024
Fraction d’acétate d’éthyle 0.55
Fraction butanolique 0.055

Les résultats montrent que le rendement en extrait aqueux de I’ordre de 2.8% est supérieur
par rapport aux autres extraits, suivi par 1’extrait de la fraction d’acétate d’éthyle a raison de
0.55%.

Les rendements en fraction butanolique et les fractions I'é¢ther de pétrole et I’extrait
méthanolique brut sont de I’ordre de 0.055, 0.024 et 0.024% respectivement.

Nous expliquons cette variation du rendement entre les extraits bruts dans notre étude est
due a la nature du solvant d’extraction ainsi que la nature des polyphénols présents dans notre

plante.

V.3. Dosage des flavonoides

L’étude  quantitative de Dextrait —méthanolique au moyen des  dosages
spectrophotométriques, selon la méthode de trichlorure d’aluminium avaient pour objectif la
détermination de la teneur totale des flavonoides. Une courbe d’étalonnage (Figurel7) a été
tracée pour cet objectif, établie avec la quercétine a différentes concentration. Des mesures de
densité pour chaque fraction réalisées a 430 nm. Les quantités des flavonoides correspondants
ont été rapportées en équivalent milligramme de quercétine par gramme d’extrait et déterminés

par I’équation de type: y=a x : y=0.037x

. Analyse de la variance
Les résultats de 1’analyse de variance du dosage des flavonoides sont illustrés dans le

tableau ci-dessous.

=
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Tableau 12: ’analyse de variance du dosage des flavonoides des fractions des graines du

Pituranthos scoparius

Résultats et discussion

source DDL SC CM F P
Extraits 4 41.976 10.494 36.89 0.000
Dosage 2 0.388 0.194 0.532 0.544

Erreur 8 2.276 0.284

Total 14 44.640 1.47

L’analyse de variance des résultats du dosage des flavonoides en fonction des extraits
présente une différence significative entre les extraits des fractions avec p=0.000, et il n’y a pas
une différence significative entre les doses des flavonoides dans ces extraits ( p=0.544)

Les résultats du dosage des flavonoides totaux dans nos extraits sont représentés dans la

(figure 17).

Sériel
2,33 T

Qté des flavonoides mg EQ/g E

EBR FAQ FEP FAC FBU

les fractions des extraits

Figurel7:Teneur en flavonoides totaux (mg EQ/gE).

Suivant la (figurel7) ci-dessus, les teneurs en flavonoides, exprimés en mg équivalent
quercétine par g extrait sont : 2.33mg, 2.30mg, 1.42mg, 1.03mg, 0.58mg. respectivement avec
les extraits méthanolique brut, fraction butanolique, fraction I'éther de pétrole, fraction aqueux et
fraction d’acétate d’éthyle. I’extrait méthanolique brut, représente la teneur la plus élevée,

tandis que la teneur la plus basse a été obtenue avec [’extrait fraction aqueux.

| 4




Chapitre v Résultats et discussion

Nous observons que les teneurs élevées en flavonoides sont enregistrées dans I’extrait
méthanolique brut avec des concentrations de 2.33 mg EQ/gE, suivi par I’extrait fraction
butanolique 2.30mg EQ/ g E.

Pour I’extrait aqueux, les teneurs obtenus sont faibles.

Les résultats de (Bouaziz et al., 2009) ont révélé que I’extrait aqueux de P. chloranthus
posseéde une teneurs élevée en flavonoides par rapport a celle de I’extrait méthanolique avec des
valeurs de 0.38 mg équivalent de rutine/ g et 0.19 mg/ g respectivement.

L’étude portée sur les graines de cumin (Cuminum cyminum) de la famille des Apiacées
reportée par (Ho et al., 2008) a révél¢ une teneur en flavonoides de ’ordre de 241.1 mg EC/ g
qui est supérieure par rapport a nos résultats.

Cette différence trouve probablement son explication dans la différence d’un certains
nombres de facteurs intrinséques et extrinséques a savoir la méthode d’extraction, I’origine de la
plante et le cycle végétatif de la plante ainsi que I’influence des facteurs climatiques de la zone

de récolte sur ’accumulation et les teneurs des métabolites dans la plante.
V.4. Activité antibactérienne

V. 4.1. Analyse de la variance
Les résultats de 1’analyse de variance de I’activité antibactérienne sont illustrés dans le
tableau ci-dessous.

Tableau 13: Aanalyse de variance du diamétre de la zone d’inhibition (cm).

source DDL SC CM F P
Souches 3 269.94 89.98 61.12 0.000
Extraits 5 2206.83 441.37 299.80 0.000

Interaction 15 226.06 15.07 10.24 0.000

Erreur 48 70.67 1.47

Total 71 2773.50

L’analyse de variance des résultats de ’activité antibactérienne en fonction des extraits et
des souches testées présente une différence significative entre les extraits testés ( extraits brut,
I’extrait alcaloidique, test négatif et test positif) avec p=0.000, et une différence significative
entre les souches testées avec Pseudomonas Aeruginosa (G-), Escherichia coli (G-),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) (G+) et Staphylococcus aureus (ATCC 43300) (G+)

p=0.000, ainsi que I’interaction entre les souches et les extraits( p=0.000).
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V.4.2. L’activité antibactérienne des extraits

L’activité antibactérienne des extraits (Extrait méthanolique brut, Fraction 1'éther de
pétrole, Fraction d’acétate d’éthyle et Fraction butanolique) de Pituranthos scoparius est testée

vis-a-vis quatre souches bactériennes via la méthode de diffusion sur ’agar.

La moyenne du diamétre d'inhibition a été calculée a partir de trois répétitions pour
y p p p

chaque concentration.

Les résultats qu'on a pu obtenu indiquent que la zone d'inhibition est différente d'un

extrait a ’autre, d'une souche a I’autre.

I’aromatogramme est le résultat de I'étude de la sensibilité d'un micro-organisme aux
divers extraits. Il renseigne sur les activités bactériostatiques des extraits.

La sensibilité ou la résistance de la bactérie est appréciée en mesurant autour du disque
contenant l'antibiotique c’est le diamétre de la zone d'inhibition de sa croissance. Le diametre
varie avec la concentration (ou I’extrait) et le pouvoir de diffusion des antibiotiques employés
(Delafontaine. P et al., 1966).

Selon le diametre de la zone d'inhibition :

» La zone d'inhibition est claire, c'est que les bactéries sont sensibles et leur développement
est inhibé par le principe actif.

» La zone d'inhibition avec colonies c'est-a-dire que certaines bactéries sont sensibles et
d'autres résistantes. Celles-ci sont des mutants sélectionnés pour lesquels le principe actif
ne présente pas l'effet inhibiteur.

» Absence de la zone d'inhibition, c'est-a-dire I'antibiotique ou I’extrait n'a aucune action
sur les bactéries. Malgré la présence de I'antibiotique ou I’extrait, les micro-organismes

se développent autour du disque.

Les résultats de ’activité antibactérienne sont illustrés dans le tableau ci-dessous

)
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Tableau 14 : Diamétres des zones d’inhibition de la croissance bactérienne induites par les

extraits de Pituranthos scoparius .

Diameétres des zones d’inhibitions (mm)
Microorganismes Contréle | EBR FEP Oxa FAC FBU
négatif
Pseudomonas 08 07.5 15.5 07.5 07
aeruginosa - - - ++ - -
(ATCC 27853)
Staphylococcus aureus 12.5 08 21.5 17.5 14
(ATCC 25923) - + - +++ ++ +
Staphylococcus aureus - 13 08 20 16.5 10
(ATCC 43300) + - ++ ++ +
Escherichia coli - 07.5 07.5 20.5 09 07
(ATCC 25922) - - +++ + -

Non sensible (-) ou résistante : diamétre < 8mm.
Sensible (+) : diameétre compris entre 9 & 14 mm.

Trés sensible (++) : diamétre compris entre 15 a 19 mm.
Extrémement sensible (+++) : diamétre > 20 mm.

l'extrait méthanolique brut (EBR) a manifest¢é une activit¢é modérée contre
Staphylococcus aureus (ATCC 25923 et 43300 ) avec des zones d’inhibition de 12.5 mm et 13
mm respectivement, et une faible activité contre Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli
avec des zones d’inhibition de 8 mm et 7,5 mm respectivement.

L’extrait Fraction d’acétate d’éthyle (FAC) du Pituranthos scoparius semble avoir
I’effet inhibiteur le plus puissant, parmi les cinq extraits, en présentant des zones d’inhibition de
croissance surtout sur les souches Staphylococcus aureus(une zone d’inhibition > 17mm), et un
faible effet sur Pseudomonas aeruginosa (7.5 mm) et Escherichia coli (9mm).

L’antibiotiques Oxacilline (Oxa) a des zones d’inhibition supérieures a toutes les
souches testées (de 15 a 21.5mm).

Pour F. Ether de pétrole (FEP), nous avons obtenu les diametres moyens des zones
d'inhibition suivants : 7.5 mm sur Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) et sur Escherichia
coli, et 8 mm sur Staphylococcus aureus (ATCC 25923 et 43300).

L’extrait Fraction butanolique (FBU) les diamétres moyens des zones d'inhibition
considérable sont 14 et 10 mm sur Staphylococcus aureus (ATCC 25923) et sur (ATCC43300)

respectivement et des diametres courts sont 7 mm sur Escherichia coli.
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Figure 18: Distribution des diamétres des zones d’inhibition en fonction des extraits

testés sur Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853).
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Figure 19 : Distribution des diamétres des zones d’inhibition en fonction des extraits

testés sur Staphylococcus aureus (ATCC 25923).
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Figure 20 : Distribution des diamétres des zones d’inhibition en fonction des extraits

testés sur Staphylococcus aureus (ATCC 43300).
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Figure 21 : Distribution des diamétres des zones d’inhibition en fonction des extraits
testés sur E. coli (ATCC 25922) .

Toutes les souches bactériennes testées se sont révélées sensibles a l'extrait méthanolique.
Les souches Pseudomonas aeruginosa et E. coli possédent un potentiel de résistance tres

¢levé contre I’action antibactérienne des 4 extraits du Pituranthos scoparius.

@
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L’hypersensibilit¢ de la souche Staphylococcus aureus (ATCC 25923) et la souche
Staphylococcus aureus (ATCC 43300) peut s’expliquer par la probabilité de la sensibilité des
bactéries Gram (+) aux changements environnementaux externes, tels que la température, le pH,
et les extraits naturels due a I'absence de la membrane externe (Balentine et al., 2006).

L’antibiotique sont également plus actifs sur les bactéries a gram positif que sur les
bactéries a gram négatif (Kolter et al., 1997).

La paroi des bactéries Gram+ est riche en protéines tandis que chez les souches Gram—,
elle est surtout assemblée en lipopolysaccharides (LPS), la membrane extérieure de ces dernicres
constitue une barri¢re de perméabilité efficace. Le LPS, grace a ses charges négatives de surface,
empéche la diffusion des molécules hydrophobes, et les protéines excluent le passage des
molécules hydrophiles de poids moléculaire élevé. Alors que les bactéries Gram+ sont moins
protégées contre les agents antibactériens, le peptidoglycane n’entrave que la diffusion des
molécules supérieures a plus de 50 000 D (Ousslah et al., 2007) . Cela semble avoir une nette

corrélation avec nos résultats obtenus.
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Figure 23 : L’effet des extraits de pituranthos Figure 22 : L’effet des extraits de
scoparius sur staphylococcus Pituranthos scoparius sur pseudomonas

aureus (ATCC 25923). aeruginosa (ATCC 27853).

Figure 25 : L’effet des extraits de Pituranthos Figure 24 : L’effet des extraits de
scoparius sur E.coli (ATcc 25922 ). Pituranthos scoparius sur Staphylococcus

aureus (ATCC 43300).
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Conclusion

Les propriétés médicinales des plantes sont dues a des produits chimiques. Les plantes
synthétisent de nombreux composés appelés métabolites secondaires. qui sont des «antibiotiques
» au sens large, car ils protégent les plantes contre les champignons, les bactéries, les animaux et
méme les autres plantes.

Toutefois, il ne s'ensuit pas nécessairement que les mémes composés sont aussi toxiques
ou bénéfiques lorsqu'ils se trouvent dans la plante que lorsqu'ils en sont extraits, car il peut y
avoir des effets synergiques des composés chimiques dans la plante.

Le screening phytochimique a révélé que dans les graines de la plante étudiée
Pituranthos scoparius, les flavonoides, les tanins, les stéroides et les coumarines sont présents
en quantités considérables. Par contre, la recherche des alcaloides et les Saponosides s'est
montrée négative. L’analyse quantitative des extraits du Pituranthos scoparius est représentés
par le dosage. L’extrait polaire (aqueux) est ’extrait a teneur considérable en métabolites est le
plus riche, alors les extraits apolaires (ethérique et dichlorométhanique) sont les extraits en
teneurs faibles.

Au cours de cette étude nous avons réalisé un test antibactérien vis-a-vis de quelques
germes pathogénes, les résultats ont montré que tous les extraits testés sont actifs donc les
graines de Pituranthos scoparius peut étre utilis¢é dans une préparation thérapeutique et la
fraction acétate d’éthyle a une parfaite illustration au regard de son I’activité antibactérienne in
vitro contre la souche Staphylococcus aureus. En effet, ce solvant concentre mieux le principe
actif que tous ceux utilisés au cours de cette étude et donne I’espoir qu’une purification plus
poussée placerait ce principe actif a la hauteur des spécialités pharmaceutique couramment
utilisées. Cette étude, au dela de ses objectifs a terme qui consistent a révéler de nouvelles
molécules anti-infectieuses.

Comparés a I’oxacilline qui est un antibiotique synthétique destiné spécialement a
combattre ce genre de bactéries, les composés actifs des plantes testées ont montré une bonne
aptitude a prendre le relais de cet antibiotique, cette aptitude est surtout notée sur Staphylococcus
aureus (ATCC 25923)et (ATCC 43300) ou I’action était treés proche de celle de 1’antibiotique.

Sachant que notre pays posseéde une biodiversité immense et chaque plante se caractérise
par un réservoir assez important de métabolites secondaires avec des caractéristiques
thérapeutiques et pharmacologiques particulieres qui nécessitent d’étre exploitées par les
recherches. Dans ce contexte, et comme perspective on propose de :

» Déterminer de nouvelles substances bioactives naturelles pourront répondre aux

différents problémes de la santé et d’étre un alternatif des médicaments synthétiques.




Conclusion

» En ce qui concerne l’activité antibactérienne il serait intéressant de définir le
mécanisme d’action des substances végétales de la plante sur les micro organismes.

» la synthése de médicaments a base de ces plantes ne sera que bénéfique surtout pour
les patients qui manifestent des signes d’allergie pour les produits de synthése.

» la synthése de médicaments est efficace dans le traitement de 1’asthme, cas d’ictére,
les morsures des viperes et les piqures des scorpions, cataplasme et soulagerait les

douleurs rhumatismales.
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Annexes

Annexe I : Composition du milieu Mueller-Hinton :
Extrait de viande de boeuf : 2.0g.
Peptone de caséine : 17.5g.
Amidon de mais : 1.5g.
Agar : 17.0g.
pH:7.4.

Annexe II : Réactifs de caractérisation
Alcaloides
La caractérisation des alcaloides se fait par :
Réactif de Mayer : la préparation de ce réactif s’effectue comme suit :
» Dissoudre 1,358 g de HgCI2 dans 60 ml d’eau ;
» Dissoudre 5 g de KI dans 10 ml d’eau ;
» M¢élanger les deux solutions puis ajuster le volume total a 100 ml d’eau.
Les alcaloides donnent avec ce réactif un précipité blanc
Réactif de Wagner : ce réactif a été préparé comme suit :
» Dissoudre 2 gde Kl et 1,27 de 12 dans 75 ml d’eau ;
» Ajuster le volume total a 100 ml d’eau.

Les alcaloides donnent avec ce réactif un précipité brun
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Résumé

Résumé

Les extraits naturels issus des végétaux contiennent une variét¢ de molécules
biologiquement active. La présente étude a porté sur les flavonoides et les fractions flavoniques
des graines de Pituranthos scoparius qui appartient a la famille des Apiacées, une des familles
la plus importante de la flore d’ Aures algérienne.

Le secreening phytochimique, nous avons pu mettre en évidence la présence des tanins,
des flavonoides, des stéroides et des coumarines.

Les rendements les plus élevés sont de I’ordre de 02.8 % pour I’extrait aqueux et 0.55 %
pour la fraction d’acétate d’éthyle. Pour les Fraction butanolique, Fraction I'éther de pétrole et
I’extrait méthanolique brut, les rendements sont de 0.055, 0.024 et 0.024 % respectivement.

La quantification des flavonoides dans les extraits (EBR, FAQ, FEB, FAC et FBU) égale
a(2.33,0.58, 1.42, 1.03, 2.3 mg EQ/ g E) respectivement.

L’évaluation de ’activité antibactérienne, est réalisée en adoptant la méthode des disques
par un test de sensibilité de quatre souches bactériennes, deux gram positif : Staphylococcus
aureus (ATCC 25923),  Staphylococcus aureus (ATCC 43300) et deux gram négatif:
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) et Escherichia coli (ATCC 25922), elle a révélé une
puissante activité des différents extraits, surtout ’acétate est la fraction la plus importante dont le
diamétre d’inhibition le plus ¢élevé (17.5 et 16.5mm) est observé pour Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), Staphylococcus aureus (ATCC 43300) respectivement .

A partir de ces résultats, nous retiendrons que les extraits des graines de Pituranthos
scoparius exercent un effet antibactérien. Donc, la plante peut étre une source prometteuse de

nouvelles substances antibactériennes.

Mots clés : Pituranthos scoparius, activité antibactérienne, flavonoides.




Abstract

Abstract

The natural extracts Plants from contain a variety of biologically active molecules. The
present study focused on flavonoids and flavonoid fractions seeds Pituranthos scoparius which
belongs to the Apiaceae family, one of the largest families of the Algerian Aures flora.

The phytochemical secreening, we were able to demonstrate the presence of tannins,
flavonoids, steroids and coumarins.

The highest yields are of the order of 02.8% for the aqueous extract and 0.55% for the ethyl
acetate fraction. For butanol fraction, Fraction petroleum and crude methanol extract, yields are
0.055, 0.024 and 0.024%, respectively,.

Quantification of flavonoids in extracts (EBR, FAQs, FEB, FCC and FBU) equal to (2.33,
0.58, 1.42, 1.03, 2.3 mg EQ / g E) respectively.

The evaluation of the antibacterial activity is carried out by adopting the method of the discs
by susceptibility testing of four bacterial strains, two gram-positive: Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), Staphylococcus aureus (ATCC 43300) and two gram-negative Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853) and Escherichia coli (ATCC 25922), it showed potent activity of
different extracts, especially acetate is the most important fraction, the highest inhibition
diameter (17.5 and 16.5mm) is observed at Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Staphylococcus aureus (ATCC 43300) respectively.

From these results, we will retain the extracts of the seeds of Pituranthos scoparius exert an

antibacterial effect. So the plant can be a promising source of new antibacterial substances.

Keywords: Pituranthos scoparius, antibacterial activity, flavonoids.
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Résumé
Les extraits naturels issus des végétaux contiennent une variété de molécules biologiquement active. La présente
¢étude a porté sur les flavonoides et les fractions flavoniques des graines de Pituranthos scoparius qui appartient a la famille
des Apiacées, une des familles la plus importante de la flore d’ Aurés algérienne.

Le secreening phytochimique, nous avons pu mettre en évidence la présence des tanins, des flavonoides, des stéroides
et des coumarines.

Les rendements les plus élevés sont de I’ordre de 02.8 % pour I’extrait aqueux et 0.55 % pour la fraction d’acétate
d’éthyle. Pour les Fraction butanolique, Fraction I'éther de pétrole et 1’extrait méthanolique brut, les rendements sont de 0.055,
0.024 et 0.024 % respectivement.

La quantification des flavonoides dans les extraits (EBR, FAQ, FEB, FAC et FBU) égale a (2.33, 0.58, 1.42, 1.03, 2.3
mg EQ/ g E) respectivement.

L’évaluation de I’activité antibactérienne, est réalisée en adoptant la méthode des disques par un test de sensibilité de
quatre souches bactériennes, deux gram positif : Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus aureus (ATCC 43300)
et deux gram négatif : Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) et Escherichia coli (ATCC 25922), elle a révélé une puissante
activité des différents extraits, surtout I’acétate est la fraction la plus importante dont le diamétre d’inhibition le plus élevé
(17.5 et 16.5mm) est observé pour Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus aureus (ATCC 43300)
respectivement .

A partir de ces résultats, nous retiendrons que les extraits des graines de Pituranthos scoparius exercent un effet
antibactérien. Donc, la plante peut étre une source prometteuse de nouvelles substances antibactériennes.
Mots clés : Pituranthos scoparius, activité antibactérienne, flavonoides

Abstract
Plants from the natural extracts contain a variety of biologically active molecules. The present study focused on
flavonoids and flavonoid fractions seeds Pituranthos scoparius which belongs to the Apiaceae family, one of the largest
families of the Algerian Aures flora.

The phytochemical secreening, we were able to demonstrate the presence of tannins, flavonoids, steroids and coumarins.

The highest yields are of the order of 02.8% for the aqueous extract and 0.55% for the ethyl acetate fraction. For butanol
fraction, Fraction petroleum and crude methanol extract, yields are 0.055, 0.024 and 0.024%, respectively,.

Quantification of flavonoids in extracts (EBR, FAQs, FEB, FCC and FBU) equal to (2.33, 0.58, 1.42,1.03,2.3 mg EQ /g
E) respectively.

The evaluation of the antibacterial activity is carried out by adopting the method of the discs by susceptibility testing of four
bacterial strains, two gram-positive: Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus aureus (ATCC 43300) and two
gram-negative Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) and Escherichia coli (ATCC 25922), it showed potent activity of
different extracts, especially acetate is the most important fraction, the highest inhibition diameter (17.5 and 16.5mm) is
observed Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus aureus (ATCC 43300) respectively.

From these results, we will retain the extracts of the seeds of Pituranthos scoparius exert an antibacterial effect. So the plant
can be a promising source of new antibacterial substances.

Keywords: Pituranthos scoparius, antibacterial activity, flavonoids.
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