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Résumé

Zygophyllum album est une plante médicinale appartenant a la famille des
Zygophyllaceae. Connue sous le nom vernaculaire de «Aggaya », elle est trés répandue dans

le Sahara septentrional, et largement utilisée en médecine traditionnelle algérienne.

Dans le présent travail trois extraits (d’alcaloides totaux, aqueux, éthanolique) ont été
préparés, a partir de la partie aérienne de cette plante. Les rendements en extraits bruts secs

sont de ’intervalle 0.045% a 18%.

Les tests phytochimiques permet de détecter la présence des Flavonoides, Tanins,
Anthocyanines, Coumarines, Saponosides, Alcaloides, Terpénes, Glucosides. L’estimation
quantitative des flavonoides et des phénols totaux par le dosage spectrophotométrique, a
révélé des teneurs de 0.00402 mg EQ/mg d’extrait et 3.938 mg EAG/mg d’extrait

respectivement.

L’activité antimicrobienne a été déterminée sur cing souches microbiennes, selon la
méthode de diffusion de disque. La concentration minimale inhibitrice (CMI) manifestée par
les trois extraits (éthanolique, des alcaloides totaux, extrait aqueux) sur nos souches.

L’extrait éthanolique n’a aucun effet sur I’ensemble des bactéries et de la levure testés,
d’autre part Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis présentent les meilleures actions
inhibitrices pour 1’extrait aqueux qui sont 16 mm et 18 mm respectivement. Et méme pour
I’extrait des alcaloides totaux une activité inhibitrice non nigligeable a ét¢ décelé, et surtout
sur Bacillus subtilis qui est de 16mm. E. Coli a été la souche la plus résistante.

Mots clés:  Zygophyllum  album, flavonoides, Polyphénols, alcaloides, activité

antimicrobienne.



Abstract

Zygophyllum album is a medicinal plant belonging to the family of Zygophyllaceae.
Known under the vernacular name of " Aggaya ", she is very wide-spread in northern Sahara,

and widely used in Algerian traditional medicine.

In the present work three extracts (total alkaloids, aqueous, Ethanolique) were
prepared, from the aerial part of this plant; The yields of dry crude extracts are in the range
0.045% to 18%. The phytochemical tests have allows to detect the presence of Flavonoids,
Tannins, Anthocyanines, Coumarines, Saponosides, Alkaloids, Terpenes, Glucosides. The
quantitative estimation of flavonoids and the total phenols by the spectrophotometric dosage

revealed contents of 0.00402 mg EQ / mg extract and 3.938 mg EAG /mg extract.

The antimicrobial activity was determined on five microbial stumps, according to the
method of distribution of disk. The inhibitive minimal concentration ( CMI) shown by three
Extracted (ethanolic, total alkaloids, aqueous extract) on our stumps.The ethanolic extract has
no effect on all the bacteria and the yeast tested, on the other hand Staphylococcus aureus and
Bacillus subtilis presents the best inhibitive actions for the aqueous extract which are 16 mm
and 18 mm respectively. And even for the extract of the total alkaloids a remarkable inhibitive
activity was revealed; specially on Bacillus subtilis who is of 16mm. E. Coli was the most

resistant stump.

Keywords: Zygophyllum album, flavonoids, Polyphenols, alkaloids, antimicrobial activity.
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Introduction

Depuis des milliers d'années, I'humanité a utilisé diverses ressources trouvées dans son
environnement afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies, et méme aujourd'hui, les
plantes médicinales constituent la base des pratiques systématiques de médecine traditionnelle
dans le monde entier.

Les plantes et les autres organismes peuvent étre considérés comme des bibliothéques
de petites molécules de métabolites secondaires, des composés organiques avec une diversité
structurale qui, autrement, ne pourraient pas étre disponibles dans un laboratoire chimique de
synthése (Bindseil ef al, 2001; Koehn et Carter, 2005). Le nombre total de produits naturels
synthétisés par les plantes a été estimé a plus de 500000 (Mezouar, 2012).

L’¢étude de la chimie des plantes est toujours d’actualité malgré son ancienneté. Cela
tient principalement au fait que le régne végétal représente une source importante d’une
immense variété de molécules bioactives (Ferrari, 2002). En effet, cette maticre végétale
contient un grand nombre de molécules qui ont des intéréts multiples. Parmi ces composés on
retrouve, les coumarines, les alcaloides, les acides phénoliques, les tannins, les lignines, les
terpenes et les flavonoides (Bahorun, 1997).

Les propriétés antimicrobiennes des plantes aromatiques et médicinales sont connues depuis
I’antiquité. Toutefois, il aura fallu attendre le début du 20°™ siécle pour que les scientifiques
commencent a s’y intéresser (Yano et al., 2006).

De plus, la recherche de produits naturels est nécessaire, en raison de leur remarquable
diversité de structures et d'activités, de leur utilit¢ en tant que sondes biochimiques, des
méthodes d'analyse originales et sensibles, des améliorations dans l'isolement, la purification
et la caractérisation, et de nouvelles méthodes de production utilisées (Mezouar, 2012).
L'é¢tude de l'utilisation de ces plantes pour la thérapeutique des populations fait partie de
I’ethnobotanique (Iwu et Jacqueline, 2002). Aujourd'hui, la découverte de médicaments a
partir des plantes est basée principalement sur 1’isolement des molécules bioactives, et pour
entreprendre cette recherche, plusieurs domaines importants comme : la biochimie, la chimie
médicinale, la pharmacologie, la pharmacie, la toxicologie ont été étudié avec précaution
(Kinghorn, 2001; Butler, 2004; Koehn et Carter, 2005; Jones et al, 2006).

Zygophyllum album est une plante halophyte de la famille des Zygophyllaceae, se
présentant sous forme d’un buisson ramifié, reconnaissable a ses feuilles opposées, réduites et
gorgées d’eau. Elle est répandue dans les régions arides et présahariennes et colonise les sols

a encroltements gypseux des bordures des chotts et des sebkhas. C’est une plante aux vertus
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médicinales utilisée dans la médecine traditionnelle. Elle est appréciée pour ses propriétés
anti-oxydantes, antimicrobiennes, antidiabétique. Cette espeéce fait I’objet de récentes
recherches dans le domaine de la thérapeutique.

Notre travail s’inscrit dans une problématique globale qui est celle de 1’amélioration
de la production en métabolites secondaires d’intéréts thérapeutique en ayant recours aux
biotechnologies végétales ; ainsi, 1’objectif de la présente étude est :

-La réalisation d’une analyse phytochimique qualitative de la partie aérienne de
zygophyllum album.

-Dosage quantitaf, par spectrophotométrie des polyphénols totaux et des flavonoides.

-Etude de I’activité antimicrobienne (bactérie, levure) en utilisant deux méthodes :

e Technique de diffusion sur gélose.

e Technique de micro-dilution (concentration minimale inhibitrice CMI).
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Etude phytochimique de la partie aérienne de Zygophyllum album et I’évaluation de ses
activités antimicrobiennes

1.1. Généralités sur ’espece Zygophyllum album

Zygophyllum album est une espéce du genre Zygophyllum, de la famille des
Zygophyllaceae (El Ghoul et al, 2011). Cette famille comprend approximativement 27
genres et 285 especes (Hussein ef al, 2011), elle est représentée principalement dans les

régions arides et semi arides.

Au Sahara Algérien, on observe 7 genres et 27 especes. Cette famille constitue plus
de 3% de la flore du désert dont plus du tiers est endémique (Ozenda, 1977 ;0zenda, 1991).
Le genre Zygophyllum est le plus répondu de la famille des Zygophyllaceae. Ce sont des
plantes trés adaptées au milieu désertique par leur systéme de racines horizontales qui

parcourent de longues distances et absorbent la moindre goutte d’eau (Hussein ez al., 2011).

La partie aérienne de Zygophyllum album est utilisée depuis longtemps en médecine
traditionnelle pour des usages thérapeutiques contre le diabéte, 1’indigestion, les dermatoses,
le rhumatisme, la goutte, 1'asthme, et 1'hypertension (Ould El Hadj et al., 2003). Elle est
¢galement utilisée comme agent désinfectant, analgésique, diurétique, anesthésique local,

antihistaminique, carminative, antiseptique et stimulant (Atta et Mouneir, 2004).

EREOIEN OIS IRRRONE constatent que le décocté de Z. album a une action anti-

hyperglycémiante qui serait due a une potentialisation de la sécrétion de I’insuline par les
cellules B ainsi qu’a une augmentation de [’utilisation du glucose par les organes

périphériques.
1.2. Systématique de Zygophyllum album

Régne : Plantac

Phylum : Angiospermes

Superdivision : Spermatophyta

Division : Magnoliophyta

Classe : Eudicotylédones

Sous-classe : Rosidae 11

Ordre : Zygophyllales

Famille : Zygophyllaceaes

Genre : Zygophyllum

Espece : Zygophyllum album L (Judd et al., 2002)
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Nom vernaculaire : Aggaya
1.3. Description botanique

Zygophyllum album est une plante vivace (figure 01) organisée en petit buisson tres
dense, atteignant fréquemment 1m de hauteur. Les feuilles petites deviennent oranges en
séchant, elles sont succulentes, opposées deux a deux folioles cylindriques charnues. Les tiges
sont trés ramifiées. Les fleurs blanchatres ou jaunatres, sont axillaires a base élargie possédant
10 étamines. L'ovaire anguleux a 5 lobes plus ou moins saillants. Le fruit est une capsule
portée par un pédoncule court (Quezel et Santa 1962 ; Ozenda 1977 ; Sahki 2004). La

floraison se fait en Mars —avril (Ozenda, 1983).

Figure 01. Zygophyllum album. A : Partie aérienne - B : Feuille et Fruit. (1)
1.4. Distribution et Ecologie

La famille des Zygophyllaceae est distribuée dans les régions arides, semi-arides des
terrains salés et les paturages désertiques (Ayad, 2008). Le genre Zygophyllum est représenté

par sept especes en Afrique du Nord dont quatre sont endémiques au Sahara (Ozenda, 1977).

L’espéce Zygophyllum album est commune dans le sud-tunisien, moins fréquente en
Algérie (Ozenda, 1977). On la trouve principalement dans les régions arides du Sahara

septentrional au Tidikelt et au Touat. Au Sahara central, elle est signalée dans 1'Ahaggar, a

Fort-Polignac et dans la région d’El Goléa (Sahki et Sahki, 2004).
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Cette espéce pousse sur les sols a encrolitements gypseux dont la teneur en sel soluble
est assez variable en surface. Elle présente une grande amplitude écologique. Elle pousse dans
les sols ou le pH est fortement basique. Elle pousse sous des précipitations allant de 3 mm / an

a 158 mm / an (Fahmy et Ouf, 1999 ; Quezel et Santa, 1962).
1.5. Composition chimique

Les principaux constituants décrits de l'espéce de Zygophyllum sont zygophyllin,

l'acide quinovic et des glucosides (Smati ez al., 2004).

Sept flavonoides avec deux acides phénoliques ont été isolés de Zygophyllum album
et identifiés comme la quercétine, (Moustafa et al., 2007 ; Hussein et al., 2011).Concernant
les alcaloides, B-carboline, I'harmine est identifi¢, comme constituant majeur. L’harmine
(C13H12N>0), est un tranquillisant (antidépresseur), il est actif contre les stimulants de la

tuberculose (Mycobacterium tuberculosis), et est efficace pour le traitement de la paralysie et

la maladie de Parkinson _

Zygophyllum album fait partie des plantes médicinales qui constituent un groupe de plantes
¢conomiquement importantes. Elles contiennent des composants actifs utilisés dans le

traitement de diverses maladies (Stary, 1992).
1.6. Usages thérapeutiques traditionnelles de la plante

Beaucoup d’especes du genre Zygophyllum posseédent des effets biologiques qui sont
exploités par la médecine traditionnelle : le Z. coccineum est utilisé contre les rhumatismes et
I’hypertension (E1 Hamsas et al, 2010), le Z. gaetulum est connu pour ces propriétés
antidiabétiques, antispasmodiques et il est utilisé aussi contre I’eczéma (Smati et al., 2004).
En Algérie, Z. album est utilisée pour le traitement du diabéte, des spasmes et des dermatites

(El Hamsas et al., 2010).
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2. Les métabolites secondaires
Les métabolites sont des molécules issues du métabolisme des végétaux ou d’animaux.
Les plantes présentent deux catégories de composés organiques:

B Les métabolites primaires (glucides, lipides et amino-acides) qui sont nécessaires et
vitaux a la survie de la cellule ou de I’organisme (Badiaga, 2011).

B Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées et
accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes (Lutge et al., 2002 ;
Abderrazak et Joél, 2007). IIs jouent d’une facon générale un rdole fondamental dans
le métabolisme et la reproduction des cellules (Badiaga, 2011).

Ces molécules ont de nombreuses applications pharmaceutiques. De facon générale, les
métabolites secondaires sont caractéristiques des plantes supérieures. Ils sont répartis en trois
grandes familles chimiques:
¢ Les composés aromatiques (phénoliques, 1’acide shikimique ou les dérivés d’acétate).
¢ Les terpénoides et stéroides.
¢ Les composés azotés ou alcaloides.
2.1. Les polyphénols

Les polyphénols sont des produits fournis par le métabolisme secondaire des végétaux,
caractérisés par la présence d’au moins un noyau benzénique auquel est directement li¢ au
moins un groupement hydroxyle libre, ou engagé dans une autre fonction tels que : éther,
ester, hétéroside...etc (Bruneton, 1999 ; Lugasi et al., 2003).

Les composés phénoliques, constituent le groupe le plus nombreux et le plus
largement distribué¢ dans le régne des végétaux, avec plus de 8000 structures phénoliques

connues (Lugasi et al., 2003).

Les polyphénols sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs: racines, tiges,
feuilles, fleurs, fruits (Boizot et Charpentier, 2006).
2.1.1. Classification
Les polyphénols sont répartis en plusieurs classes tableau 01:
¢ Les flavonoides
¢ Les tanins
¢ Les stilbénes
¢ Les lignanes et les coumestanes

¢ Autres phytoestrogenes
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¢ Les saponines (triterpenoides)

¢ Les phytostérols et lesphytostanols

Bien qu'ils ne soient pas des polyphénols, on ajoute ordinairement a cette liste les

isothiocyanates, qui dérivent de I'hydrolyse des glucosinolates (Dacosta, 2003)

Tableau I. La classification des composés phénoliques (Sarni-Manchado et Cheynier,

2006).

Squelette
carboné

Ct

C6-C1

Ce6-C3

Ce-C3-C6

(C8-C3)3

(C8-C3),

Classe

Phénols simples

Acides
hydroxybenzoigues

Acides
hydroxycinnamiques

Coumarines

Flavonoides lato
sensu

Isoflavonoides

anthocyanes

Lignanes

Lignines

Exemple

hydroquinone

acide
parahydroxybenzoigue

acide p-coumarique

Ombelliférone

Kaempférol

Daidzeine

Dalphiniol

Entérodiol

COMPOSES PHENOLIQUES

Formule

vo—(_)—or

8]
H‘D—{: :)—4
OH

Origine

Busserole

Epices,
fraises

Tomates,
all

Carottes,
coriandre

Fraises

Graines de
soja

Daibergia
Siss00

Bactéries
intestinales

Bois. fruits
a noyaux

Etude bibliographique

Page 7



Etude phytochimique de la partie aérienne de Zygophyllum album et I’évaluation de ses
activités antimicrobiennes

2.1.2. Biosynthese des polyphénols
Les polyphénols sont synthétisés par deux voies biosynthétiques :
- Celle de I’acide shikimique.
- Celle issue de I’acétate.

De plus la diversité structurale des composés polyphénoliques, due a cette double origine
biosynthétique, est encore accrue par la possibilité d’une participation simultanée des deux
voies dans [’¢laboration de composés d’origine mixte, les flavonoides (Martin et
Andriantsitohaina, 2002).
2.1.3. Effets biologiques des polyphénols

Les polyphénols sont associés a de nombreux processus physiologiques. Ils
interviennent dans la qualité alimentaire et sont impliqués lorsque la plante est soumise a des
blessures mécaniques. La capacité d’une espece végétale a résister a 1’attaque des insectes et
des micro-organismes est souvent corrélée avec la teneur en composés phénoliques
(Bahorun, 1997).
Ces composés montrent des activités anti-carcinogenes, anti-inflammatoires, anti-athérogenes,
anti-thrombotiques, analgésiques, antibactériens, antiviraux, anticancéreux (Babar Ali et al.,
2007), anti-allergénes, vasodilatateurs (Falleh et al., 2008) et antioxydants (Gomez-
Caravaca et al., 2000).

Les composés polyphénoliques sont d’ailleurs de plus en plus utilisés en thérapeutique
(figure 02). IIs sont regroupés dans la catégorie des veinotoniques et des vasculo-protecteurs

(Martin et Andriantsitohaina, 2002).
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Figure 02. Effets biologiques des polyphénols (Martin et Andriantsitohaina, 2002).
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2.2. Les flavonoides

Le terme flavonoide désigne une trés large gamme de composés naturels appartenant a
la famille des polyphénols (Seyoum et al, 2006). Ils sont considérés comme des pigments
quasiment universels des végétaux, souvent responsables de la coloration des fleurs, des fruits
et parfois des feuilles, méme si le terme flavonoide signifie jaune en latin. A 1’état naturel les
flavonoides se trouvent le plus souvent sous forme d’hétérosides (Ghestem et al., 2001;
Bruneton, 1999 ).

Du point de vue structural, les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de
molécules, en effet plus de 6400 structures ont été identifiées (Harborne et Wiliams., 2000).
Les flavonoides ont une origine biosynthétique commune et par conséquent, possedent tous
un méme squelette de base a quinze atomes de carbones (figure 03), constitué¢ de deux unités

aromatiques, deux cycles en C6 (A et B), reliés par une chaine en C3 (Bruneton, 1999)

)

Figure 03. Squelette de base des flavonoides.
2.2.1. Classification

Les flavonoides peuvent étre regroupés en différentes classes selon le degré
d’oxydation du noyau puranique central, le noyau B relié a I’hétérocycle C dans les positions
2,3
¢ Dans la position 2: le flavonoide est appelé Flavane.
¢ Si la position 4 de la flavane porte un groupement carbonyl la flavane est appelé
Flavanone.
¢ Si la liaison C2-C3 dans le squelette de la flavanone est insaturée le compos€ est nommé
Flavone.
¢ Si le squelette est substitué en position 3 par un groupement hydroxyle il est désigné par le
nom de Flavonol.

Dans la position 3: le flavonoide est désigné par le terme Isoflavane (Athamena, 2009).

Etude bibliographique Page 9



Etude phytochimique de la partie aérienne de Zygophyllum album et I’évaluation de ses
activités antimicrobiennes

2.2.2. Substitution de squelette flavonique

IL existe différents processus de substitution du squelette flavonique et qui sont a
I’origine de I’extraordinaire diversité des structures flavoniques.

A. O-substitution
A.1. Hydroxylation

Les hydroxyles 5 et 7 viennent s'introduire avant la formation du noyau A. De ce fait,
ils sont considérés comme hydroxyles originels. II est de méme pour 1’hydroxyle en 4'du
noyau B, tous les autres seront des extra-hydroxyles (Athamena, 2009).

L’hydroxylation du noyau B dans la position 3' se fera aprés la fermeture de
I’hétérocycle C. Les positions 2' et 6' du cycle B sont rarement hydroxylées (Athamena,
2009).

A.2. Méthoxylation

C’est la métylation des hydroxyles aussi bien originels que les extra-hydroxyles
(Athamena, 2009).

A.3. O-glycosylation

Les flavonoides sont souvent présentés comme O-ou C glycosides. La liaison O dans
les flavonoides se produit fréquemment plus que la liaison C.

Pas moins de 90% de flavonoides isolés des plantes sont glycosylés (Athamena, 2009),

La plupart des flavonoides sont glycosylés excepté la catéchine (Rice-Evans, 2001). L’O-
glycosylation se fait préférentiellement avec 1’hydroxyle de la position 7 qui constitue le site
préférentiel de la glycosylation dans le cas des flavones et les flavanones et en position 3 chez
les flavonols (Athamena, 2009).

B. C-substitution

B.1. C-méthylation

Le méthyle est directement li¢ au cycle benzénique par une liaison carbone-carbone, cette
liaison est rencontrée en position 6 ou en position 8, ou encore en position 6 et 8 (Athamena,
2009).

B.2. C-glycosylation

Le sucre est li¢ directement au cycle benzénique par une liaisoncarbone-carbone.Dans
cette glycosylation la liaison s’établit entre le carbone du sucre et celui en position 6 ou 8§ de

la génine (Athamena, 2009).
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La rupture de la liaison génine-ose est plus difficile dans le cas des C-hétérosides que dans
celui des O-hétérosides. Dans certains composés les deux modes de glycosylation coexistent
(Athamena, 2009).

2.2.3. Origine biosynthétique

Les flavonoides possédent tous le méme €élément structural de base, car ils dérivent
d’une origine biosynthétique commune. Le cycle A est formé a partir de trois molécules de
malonyl-coenzyme A (malonyl-CoA), issues du métabolisme du glucose. Les cycles B et C
proviennent eux aussi du métabolisme du glucose, mais par la voie du shikimate via la
phénylalanine qui est convertie en p-coumarate puis en p-coumaroyl-CoA.

Le p-coumaroyl-CoA et les 3 malonyl-CoA se condensent en une seule étape
enzymatique pour former une chalcone, la 4, 2’,4°, 6’-tétrahydroxychalcone (réaction
catalysée par la chalcone synthétase). Le cycle C se forme par cyclisation de la
chalcone,réaction catalysée par la chalcone-isomérase qui induit une fermeture
stéréospécifique du cycle conduisant a une seule 2(S)-flavanone : la naringénine. Ce cycle
s’hydrate ensuite pour former les différentes classes de flavonoides (Athamena, 2009).

Des étapes ultérieures surtout de glycosylation et acylation aménent les flavonoides a

la forme définitive dans laquelle elles se trouvent in vivo (Athamena, 2009) (Figure 04).
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Figure 04. Voie de biosynthese des flavonoides (Athamena, 2009).
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2.2.4. Propriétés biologiques

La principale propriété initialement reconnue aux flavonoides est d'étre "veino-actifs",
c'est-a-dire capables de diminuer la perméabilité des capillaires sanguins et de renforcer leur
résistance. Les propriétés des flavonoides sont largement ¢tudiées dans le domaine médical ou
on leur reconnait des activités anti-virales, anti-tumorales, anti-inflammatoires, anti-
allergiques, anti-cancéreuses, activit¢ anti-oxydante, et ils possédent des propriétés
antifongiques et antibactériennes Inhibition enzymatique on peut citer a titre d’exemple,

la chrysine et la quercétine (Bruneton, 1999).

2.2.5. Consommation des flavonoides

La consommation quotidienne des flavonoides est de 14.4 mg dont (35.2%) viennent
des fruits, (19.1%) des légumes, (16.9%) du vin et (16.0%) du th¢ (Ramassamy, 2006).
La quercétine est régulicrement consommeée par I’homme car c'est le flavonoide principal
trouvé dans le régime alimentaire (Tieppo et al. ,2007).
2.2.6. Diversité et distribution des flavonoides

Les flavonoides peuvent se trouver sous différentes formes dans les plantes, ces
formes sont modifiées par une additionnelle hydroxylation, méthylation et plus généralement
la glycosylation (Iwashina, 2000). Cette derni¢re peut changer la polarité de la molécule et
méme ses propriétés biologiques, et sensiblement accroitre le poids moléculaire des

flavonoides (Harborne, 1986).

La distribution des flavonoides dans les plantes dépend de plusieurs facteurs,
notamment la variation en fonction de la phylogénétique, 1’ordre, la famille de la plante, et la
variation des populations a I’intérieur des espeéces (Harborne, 1986). Ces composés sont
largement abondants dans: les fleurs, les végétaux, les céréales, les noix, les graines, les tiges
et, et méme dans le thé et le vin (Dewanto et al., 2002). D’autres travaux ont signalé la
présence de ces composés dans le miel et dans de nombreuses plantes médicinales (Grange et

Davey, 1990).

Leur mode de répartition dépend de leur degré d’accessibilité a la lumiére car la
formation des flavonoides les plus oxydés est accélérée par la lumicre. En effet, les flavonols
sont presque exclusivement présents dans les 1égumes a feuilles et les fruits a 1’état glycosylé.
Ils sont situés principalement dans les feuilles, les fleurs, et les parties extérieures de la plante

comme la peau. Cependant, les flavonols sont trouvés sous forme de traces dans les parties de
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la plante au-dessous de la surface du sol a I’exceptiond’oignons (Harbone, 1986 ; Kuhnau,

1976 ; Hertog et al., 1992 ; Crozier et al., 1997).

2.2.7. Role des flavonoides chez la plantes

Les flavonoides sont des pigments susceptibles d’assurer la protection des tissus
contre les effets nocifs du rayonnement UV (Hadi, 2004), la coloration n'est alors percue que
par les insectes qui sont ainsi efficacement attirés et guidés vers le nectar et donc contraints a
assurer le transport du pollen (Bruneton, 1994). On peut également noter que les flavonoides,
en repoussant certains insectes par leur golt désagréable, peuvent jouer un rdle dans la
protection des plantes.

Les flavonoides montrent d’autres propriétés intéressantes dans le contrdle de la
croissance et du développement des plantes en interagissant d’une manic¢re complexe avec
diverses hormones végétales de croissance. Certains d’entre eux jouent également un role de
phytoalexines, c’est-a-dire des métabolites que la plante synthétise en grande quantité pour
lutter contre une infection causée par des champignons ou par des bactéries (Marfak, 2003).
De plus ils sont impliqués dans la photosensibilisation, la morphogenése, la détermination
sexuelle, la photosynthése et la régulation des hormones de croissance des plantes
(Athamena, 2009).

Les flavonoides jouent un role important dans 1’interaction symbiotique entre bactéries
de la famille des Rhizobiaceae et leurs plantes hotes de la famille des légumineuses. Les
bactéries reconnaissent des flavonoides et d’autres molécules sécrétées par la plante, ces
molécules induisent la production de facteurs Nod par les Rhizobia, qui déclenchent le

programme de nodogenése chez la plante hote (Mergaert et al., 2001).

2.2.8. Emplois thérapeutiques des flavonoides

L'utilité thérapeutique de ces composés a été démontrée dans les hémorragies gastro-
intestinales, avortement habituel, ménorragie, cystite saignante, tuberculose hémoptysie, la
maladie de Méniére, épistaxis,rétinopathie, hémorroides et syndrome de Raynaud. IIs ont été
fréquemment combinés avec la vitamine K et I’acide ascorbique.

Une étude clinique a permis de montrer une activité¢ anticancéreuse de la quercétine,
administrée par voie intraveineuse chez des patients atteints du cancer. Le resveratrol est

actuellement en phase I d’étude clinique pour son utilisation dans le traitement du sida. Il est
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¢galement en phase d’études préclinique et clinique pour son utilisation dans le traitement de

divers cancers (Martin et Andriantsitohaina, 2002).

2.3. Les terpénes

Les terpénes ou terpénoides sont une classe d'hydrocarbures, hydrosolubles, quelque fois
volatiles et unis par une origine commune. Les précurseurs de tous les isoprénoides, le
pyrophosphate d'isopentényle (IPP) et son isomére allylique pyrophosphate diméthylallyl

(DMAPP), sont synthétisés dans les plantes supérieures, Les terpénes se rencontrent

¢galement chez les  M¢étazoaires (ex:  phéromones et hormones sesquiterpéniques
des Hexapodes).
(Modolo et al, 2009).

Selon le nombre d’unités isopréniques qui les constituent, on distingue : les terpénes ou
monoterpenes en Cio, les sesquiterpenes en Cis, les diterpenes en Coo, les triterpénes C3o, et
les tétraterpenes C4o (Badiaga, 2011; Cowan, 1999).

Les monoterpénoides sont des composants majeurs des aromes de plantes. Ces produits
naturels volatiles, appelés huiles essentielles, constituent la base de l'industrie de la
parfumerie et des ardmes (Badiaga, 2011).

Les stéroides sont dérivés de triterpénes tétracycliques et posseédent un squelette
cyclopenta-perhydro-phénanthréne. La disponibilité, la cristallinité et la conformation bien
définie des stéroides signifient qu'ils sont devenus des substrats appropriés pour étudier
l'influence des facteurs stériques sur les taux de réaction et les mécanismes.

Beaucoup de stérols se produisent sous forme de glycosides caractérisés par les saponines
stéroidiens. Ceux-ci sont responsables de la formation de mousse produite par de nombreuses
plantes. Un certain nombre de stéroides végétaux possédent une activité pharmacologique
intéressante. Il s'agit notamment des glycosides digitaliques (cardénolides) de la digitale

Digitalis lanata. Ceux-ci sont utilisés dans le traitement de 1'insuffisance cardiaque.

2.4. Les alcaloides

2.4.1. Définition des alcaloides

Le terme alcaloide a été utilisé par le pharmacien allemand W. MEISNER au début du
19¢me siecle pour désigner les substances naturelles réagissant comme des bases, comme des
alcalis de I’arabe al kaly, la soude et du grec eidos, 1’aspect).

Ils sont chimiquement des matic¢res organiques composées de carbone, d’hydrogene,

d’azote et d’oxygeéne (Badiaga, 2011).
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Pelletier (1983) a défini le terme alcaloide de la manicre suivante: « un alcaloide est un
composé¢ cyclique qui contient de 1’azote dans un état d’oxydation négatif qui est de
distribution limitée parmi les organismes vivants ».

Pour Hemingway et Phillipson, (1980) «un alcaloide est une substance organique
azoté (appartenant au vivant) d’origine végétale, a caractere alcalin et présentant une structure
complexe ». Plusieurs auteurs pensaient que ces alcaloides avaient pour origine le seul régne
végétal. Mais, au fil du temps un certain nombre d’alcaloides a été isolé¢ chez certains
animaux (Badiaga, 2011; Mann et al., 1994).

2.4.2. Différents types d’alcaloides

D’aprés Bruneton (1999), les alcaloides sont divisés en trois genres :
¢ Alcaloides vrais: représentent le plus grand nombre d’alcaloides. Ils sont toxiques et
disposent d’un large spectre d’activités biologiques importantes. D’apres certains auteurs, ils
sont issus du seul régne végétal. Ils existent a 1’état de sels et I’on peut ajouter qu’ils sont bio
synthétiquement formés a partir d’un acide aminé.
¢ Pseudo-alcaloides: représentent le plus souvent toutes les caractéristiques des alcaloides
vrais, mais ne sont pas dérivés des acides aminés.
¢ Proto-alcaloides: ce sont des amines simples dont 1’azote n’est pas inclus dans un systéme
hétérocyclique. Ils ont une réaction basique et sont élaborés in vivo a partir d’acides aminés.
2.4.3. Source d’alcaloides

De nos jours, on évalue a plus de 10.000 alcaloides différents déja isolés (ou détectés)
a partir de sources végétales, animales ou de micro-organismes (Waller et Nowacki, 1978).
A. Les végétaux

Les alcaloides sont des composés présents pour I’essentiel dans les plantes supérieures
comme les Angiospermes. Certaines familles botaniques comme les Papaveraceae, les
Papilionaceae, les Ranunculaceae et les Solanaceae ont une tendance marquée a élaborer
des alcaloides : c’est vrai aussi bien chez les Monocotylédones que chez les Dicotylédones
(Badiaga, 2011).

Les plantes les plus connues, dont sont issus les alcaloides les plus utilisés, sont la
belladone (atropine), le pavot (morphine) et la pervenche de Madagascar.

Cependant, des investigations récentes ont démontré que plusieurs familles de plantes en
contiennent également. C’est notamment le cas des Rubiaceae a laquelle appartient Nauclea

latifolia (Hemingway et Phillipson, 1980; Adegoke et al., 1968).
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B. Autres sources d’alcaloides
On rencontre exceptionnellement les alcaloides chez les bactéries, mais sont

assez rares chez les champignons (Badiaga, 2011).
Pendant longtemps, les alcaloides ont été¢ considérés comme des produits du métabolisme des
seuls végétaux. En réalité, certains animaux renferment des structures alcaloidiques (Badiaga,
2011).
2.4.4. Classification par structure des alcaloides

Une des classifications possible concerne le nombre de cycles (Tableau II) contenant
I’atome d’azote (Badiaga, 2011).
*] seul cycle contenant 1I’atome d’azote
» 2 cycle contenant I’atome d’azote

» Hétérocycles aromatiques

Etude bibliographique Page 17



Etude phytochimique de la partie aérienne de Zygophyllum album et I’évaluation de ses
activités antimicrobiennes

Tableau II. Principales classes d’alcaloides (Badiaga, 2011; Springob et Kutchan, 2009).

Classe

Deérives du tropane

L
8

s
T T

|
E-:I

Dérivés de la pyridine

=

o |

N

Dérives
1soquinoléiniqu es et

alcaloid es associés

Dérives de purine

N/“' N
L L >
%N/““*H

Diterpénes

e

Principaux groupes

Atropines

cubstitution en positions

a2, 6 ou
Cocaines

Substitution en positions

2et3

Drériveés simples de la
pyridine

Dérivés polyoycliques de
pyridine non condensé

Dériwés de 1 - et 2-

benzyl-izoquinolines
Protoberbenines

MMorphines

Juinines

Lycoctonine

Examples

Atropine, scopolamine,

hyoscyamine

Cocaine, ecgoning

Trigonelline

Micotine

Papaverine

Eerberine

MMorphine, codéine

Cinines, quinidines

Caféine, théobromine

Aconitine
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2.4.5. Origine biosynthétique des alcaloides

Nous avons noté précédemment que 1’origine des alcaloides vrais remonte aux acides
aminés entre autres : I’ornithine, la lysine, la phénylalanine, la tyrosine, le tryptophane,
I’histidine et 1’acide anthranilique (Figure 05).

O, H

nH.,

N Ty o T COyH HNHN T OO H R’
COrnithine Lysing Phenylalanine ! Tyrosine
Coll

i H Cir

NH, Y
o, alis
i H
Tryplophans Hiztidine Acide anthraniligiea

Figure 05. Une image représente I’origine de biosynthétique des alcaloides.
2.4.6. Localisation des alcaloides

Les alcaloides sont rarement libres dans la plante, ils existent sous forme de glycosides
ou de sels d’acide citrique, malique, tartrique, etc... Ou sont combinés avec les tanins.
(Badiaga, 2011).

2.4.7. Fonction des alcaloides

Le role des alcaloides dans les végétaux est encore largement inconnu. Certaines
théories prédisent que certains alcaloides interviennent dans les relations plantes / prédateurs
en protégeant les premicres contres 1’agression des seconds.

Plusieurs alcaloides sont trés toxiques et offrent, par conséquent, un arsenal chimique
de défense des plantes contre ’attaque des herbivores et des micro-organismes (Badiaga,
2011 ; Bhat et al., 2005). Par exemple, la nicotine empéche la croissance des larves du tabac.
En outre, certains alcaloides protégent les plantes contre les dommages provoqués par la
lumiére UV. Ils constituent aussi une réserve de substances capables de fournir 1’azote ou
d’autres fragments nécessaires au développement de la plante.

Les alcaloides sont impliqués dans une chimie de communications inter et intra-
espece. Dans les relations inter-espece, le gout amer est une approche non négligeable souvent
suivie de la toxicité, si le gout repousse, la toxicité affaiblit puis tue les herbivores (Badiaga,

2011; Bhat et al., 2005).
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2.4.8. Utilité et usages pharmacologique des alcaloides

Les alcaloides sont recherchés pour leurs effets physiologiques constituant ainsi des
substances particulierement intéressantes pour leurs activités pharmacologiques qui s’exercent
dans les domaines les plus variés:
Au niveau du systéme nerveux central, qu’ils soient antidépresseurs (morphine, scopolamine)
ou stimulants (strychnine, caféine); Au niveau du systtme nerveux autonome:
sympathomimétiques  (éphédrine) ou  sympatholytiques, parasympathomimétiques,
anticholinergiques et ganglioplégiques. On notera aussi [’existence de curarisants,
d’anesthésiques locaux, d’antifibrillants, d’antitumoraux, et d’antipaludiques qui sont utilisés

dans d’autres domaines (Bruneton, 1999).
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3.1. Activité antimicrobienne des extraits des plantes

L’utilisation des antibiotiques conduit dans la trés grande majorit¢ des cas a la
s¢lection de populations microbiennes résistantes. Cette résistance est due a des mutations
chromosomiques ou a I’acquisition de génes 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 1’organisme d’autre part (sans exercer des effets
déléteres sur la santé humaine) (Garcia-Ruiz ef al., 2008 ; Boudjouref, 2011).

Beaucoup de groupes de recherches ont étudié¢ 1’activité antimicrobienne des extraits
de plantes médicinales telles que le fenouil (Foeniculum vulgare), la menthe poivrée (Mentha
piperita), le thym (Thymus vulgaris).lls ont trouvé que ces extraits sont actifs non seulement
contre les bactéries mai aussi contre les champignons, les levures et les virus (Jiirgen et al.,
2009).

D’autres groupes de chercheurs ont isolé et identifi¢ les métabolites responsables de
I’activité antimicrobienne des extraits de plantes. Cette étape constitue une plateforme pour
plusieurs implications incluant 1’industries pharmaceutique, la médecine alternative, et la

thérapie naturelle (Huang et al., 2008).
3.1.1. Les bactéries

Les bactéries sont des micro-organismes unicellulaires classés parmi les procaryotes,
car ils ne posseédent pas de membrane nucléaire. Ce caractére les distingue des autres
organismes unicellulaires classés parmi les eucaryotes (champignons, algues, protozoaires).
Elles sont divisées en bactéries proprement dites (Bacteria) et bactéries primitives (Archaea).
Toutes les bactéries rencontrées en pathologie appartiennent aux Bacteria. Les bactéries ont
généralement un diamétre inférieur a 1um. On peut les voir au microscope optique, a 1’état
frais ou apres coloration. Leur forme peut étre sphérique (cocci), en batonnet (bacilles),
incurvée (vibrions) ou spiralée (spirochetes). Les détails de leur structure ne sont visibles
qu’en microscopie ¢lectronique (Nauciel et Vildé, 2005).

3.1.2. Culture des bactéries

On utilise habituellement pour cultiver les bactéries des milieux complexes a base
d’extraits ou d’hydrolysats enzymatiques de viandes. Ces milieux peuvent étre liquides
(bouillons) ou solides. La solidification des milieux est obtenue par I’addition de 1’agar, un
extrait d’algues qui a la propriété de fondre a 1’ébullition et se solidifier a des températures

inférieures a 40°C.
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En milieu liquide, les bactéries se dispersent librement et leur multiplication se traduit

par un trouble, le plus souvent homogeéne. Sur un milieu solide, lorsque la quantit¢ de

bactéries est faible, chaque bactérie va pouvoir se multiplier sur place jusqu’a former un amas

de bactéries visible a I’ceil nu, que ’on appelle colonie (Si la densité bactérienne est trop

¢levée dans I’échantillon ensemencé, les colonies sont confluentes et forment une nappe.).

L’emploi de milieux solides permet ainsi le dénombrement des bactéries viables dans un

¢chantillon (Nauciel et Vildé., 2005).

3.2. Description des microorganismes étudiés

Tableau III. Description des microorganismes testés.

Candida albicans

a bourgeonnement multiple,

une sorte de champignon

saprophyte

endogene. Dans certains cas,

microscopique,

elle peut devenir pathogene et

est alors responsable de

candidose.

Les Type de | Caracteéres Référence
microorganismes microorganismes
Levure Est une levure non pigmentée, | Moulinier, 2003

Sarcina lutea

bactéries de cocci a

Gram-positif

Plusieurs membres du genre
sont dans la flore humaine et
peuvent étre trouvés dans la
peau et le gros intestin. Ils ont
un agencement de cellules

cubiques.

Crowther, 1971

bactérie catalase-
positive (bactérie
a gram +)

On la trouve habituellement
dans le sol, mais c'est surtout

une espece ubiquitaire.
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Bacillus subtilis

Elle a pour forme cellulaire
des batonnets droits. Elle est
mobile grace a une ciliature
périt riche. Elle est aérobie
stricte.  Elle n'est pas
considérée comme pathogene

pour I'homme.

Escherichia coli

Est un bacille a gram

négatif

De forme non sporulée, de
type anaérobie facultative,
généralement mobile grace
aux flagelles. Les bactéries
appartenant a 1’espece E. coli
constituent la majeure partie
de la flore microbienne
aérobie du tube digestif de
I’homme et de nombreux

animaux.

Patrick et al .,
1988

Steven et al., 2004

Staphylococcus

aureus

Sont des cocci a Gram

positif

Sa forme est sphérique. Elles
sont regroupées en
diplocoques ou en petits
amas, ce type de bactéries
sont immobiles, asporulées.

S. aureus provoque des
maladies telles que la
méningite, I’ostéomy¢lite et la

diarrhée.

Patrick et al., 1988

Steven et al., 2004
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Notre stage pratique a été réalisé sur une durée de quatre mois (avril-juillet), au sein
du laboratoire d’extraction des huiles essentielle de I’institut national de la recherche
forestieres (INRF, Bainam) pour la réalisation de la partie d’extraction .le dosage des
plyphénols et des flavonoides ainsi que I’activité anti microbienne ont été réalisés au niveau
du laboratoire de physicochimie et de microbiologie de « SAIDAL » Méd¢a.

Les objectifs de ce travail :

-la réalisation d’une analyse phytochimique qualitative de la partie aérienne de
zygophyllum album.

-dosage quantitatif, par spectrophotométrie des polyphénols totaux et des flavonoides.

-¢étude de I’activité antimicrobienne (bactérie, levure) en utilisant deux méthodes :

e Technique de diffusion sur gélose

e Technique de micro-dilution (concentration minimale inhibitrice CMI)

IV.1. Matériel
A. Matériel biologique

A.1. Matériel végétal

Notre étude est réalisée sur la partie aérienne (feuilles, fleurs et tiges) de Zygophyllum
album. Cette dernicre est récoltée dans la région de I’Ahaggar (wilaya de Tamanrasset,
Algérie). Elle est séchée a ’ombre, broyée en poudre puis stockée dans un flacon en verre

pour qu’elle soit préte a I’utilisation (Figure 06).
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Figure 06. Partie aérienne de Zygophyllum album (Récolte, 2015)
A.2. Souches microbiennes
Les souches utilisées pour déceler 1’activité antimicrobienne des trois extraits

(I’extrait éthanolique, I’extrait aqueux, 1’extrait des alcaloides totaux) de Zygophyllum album
sont :

B Souche fongique
Candida albicans,référentielle de 1’american type culture collection (ATTCC10237),elle a été
fournie par le laboratoire de microbiologie «SAIDAL- Média ».

B souches bactériennes
Sont au nombre de quatre souches, repertonées dans le tableau 03 :

Tableau IV. Souches bactériennes utilisées pour 1’étude de I’activité antibactérienne.

Type de bactérie Les souches bactériennes | Code des souches bactériennes
Bacillus subtilis ATCC6633 Fournie par le laboratoire de
microbiologie SAIDAL

Les bactéries a

Gram positif Sarcina lutea 1S Pasteur

Staphylococcus aureus | Fournie par I’institut Pasteur

Les  bactéries a

Gram négatif Escherichia coli Fournie par I’institut Pasteur
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B. Matériel non biologique (Voir annexe 10)

Récolte de la parie acrienne de zygophyllum album
Séchage
Broyage

v

Poudre
}

Extraction

' I )

Extrait aqueux | Extrait Extrait des

] ¢thanolique alcaloides totaux
Screening Dosage de

phytochimique polyphénols et ]

\ 4 v v

Activité anti microbienne

Technique de diffusion sur Technique de micro-dilution (concentration

gélose minimale inhibitrice CMI)

Figure 07. Diagramme des différentes méthodes expérimentales.
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IV.2. Méthodes
IV.2.1. Préparation des extraits de Zygophyllum album

a. Préparation de extrait éthanolique

L’extrait ¢thanolique est préparé par macération de 100g de poudre végétale dans
500ml d’éthanol (96%), a raison de 20 % (P/V), a température ambiante pendant 24 heures.
L’agitation est assurée par un agitateur magnétique pendant 15min.

Apres 24 heures, ’extrait est filtré. Le filtrat est évaporé¢ a 40°C. Le résidu pateux

obtenu est pesé puis conservé a 4°C (Babu et al., 2003) (Figure 08).

100g de poudre végétale

-Extraction par 1’éthanol

-filtration

-¢vaporation a 40°C

\ 4

Extrait éthanolique

Figure 08. Protocole expérimental de 1’extrait éthanolique.

b. Extraction des alcaloides

L’extraction des alcaloides consiste a prendre 200mg de poudre végétale séchée dans
une ¢tuve a 40°C pendant 48heures. Elle est ensuite épuisée avec 20 ml d’acide chlorhydrique
(HCI de 0,1N) pendant 20 minutes sous agitation magnétique. Apres filtration (sur papier
filtre), le surnageant est alcalinisé avec de I’ammoniac(NH4OH) jusqu’a pH 9,5.

La solution aqueuse obtenue est épuisée 3 fois par le chloroforme (CHCIl3) a volumes
égaux (v/v). (Figure 09)

La solution du chloroforme obtenue est évaporée a sec, le résidu sec obtenu

correspond aux alcaloides totaux (Amdoun et al, 2008) (Figure 10).
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Figure 09. Epuisement de La solution aqueuse obtenue par le chloroforme (CHCl3) a volumes

égaux (V/v).

Séchée a 40°C pendant 48heures

Agitation pendant 20 minutes

+

Filtration

Evaporation a sec

Figure 10. Protocole expérimental d’extraction des alcaloides totaux d’aprés Amdoun, 2008.
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c. Préparation de ’extrait aqueux

L’extrait aqueux de la partie aérienne de Zygophyllum album a été préparé par la
méthode traditionnelle" infusion" de la maniére suivante : Une pesée de (20g) de la poudre de
la plante est ajoutée a un volume de 100ml d’eau distillée bouillie. Le mélange est laissé
pendant 30min en infusion avec une agitation de temps en temps. L’extrait aqueux est ensuite
centrifugé a 1000 tours/min pendant 10 min puis filtré sur papier Wattman. Le filtrat a 20%
est récupéré dans un flacon en verre.
d. Calcul du rendement de I’extrait éthanolique et des alcaloides totaux

L’équation permettant de calculer le rendement des extraits est la suivante :

__ (P1-P2)

R * 100

Avec :
P, : Poids du ballon apres évaporation,
P, : Poids du ballon avant évaporation (ballon vide),

P5 : Poids de la matiére végétale de départ (Mechernene, 2014).

IV.2.2. Analyse phytochimique

C’est un ensemble de réactions colorimétriques, qui permet de mettre en évidence la
présence ou 1’absence de certains composés chimiques recherchés (les métabolites
secondaires) responsables de l'activité particuliere de la plante. Les tests phytochimiques sont
réalisés soit sur poudre ou sur extrait aqueux. Les résultats obtenus ont ét¢ évalués comme
suit : (+): Test Positif ; (-) : Test Négatif ; ND : Non déterminé.

IV.2.2.1. Protocoles utilisés

Différents protocoles ont été utilisés pour mettre en évidence les différents constituants de
Zygophyllum album. Ainsi pour :

% Les flavonoides

Mettre 10g de poudre dans 150 ml d’HCL concentré (37%), dilué a 1% pendant 24h
puis on filtre et on procéde au test suivant :

Prendre 10 ml du filtrat, le milieu rendu basique par I’ajout de 5 ml du NH4OH concentré
(30%). Un test positif est révélé par ’apparition d’une couleur jaune dans la partie supérieure

du tube a essai (N’Guessan et al, 2009).
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% Les tanins

La présence des tannins est mise en évidence en ajoutant a 1ml d’extrait aqueux de
20%, 1 ml d’eau et 1 a 2 gouttes de solution de feCI3 diluée 10% (10 g dans 100 ml d’eau
distillée). L’apparition d’une coloration verte foncée ou bleu-vert indique la présence des
tanins (Karumi et al, 2004).

% Les alcaloides

Prendre 5ml d’extrait aqueux de 10% auquel on ajoute 3 ml d’acide sulfurique
concentré (96%) (H2SO4) et Sml d’une solution d’iodo mercurate de potassium (réactif de
valder mayer). La formation d’un précipité blanc et marron respectivement indique la
présence des alcaloides (Majob et al., 2003).

% Les coumarines

Prendre 2 g de la poudre + 20ml d’éthanol absolu, bouillir pendant 15 min a reflux
puis refroidir et filtrer. Prendre 2 a 3 ml de filtrat, ajouter 10 gouttes de KOH dilu¢ dans
I’éthanol 10% (10 g de poudre dans 100 ml d’éthanol) et quelques gouttes de HCL concentré
(37%) dilué a (10%). Le mélange prend une couleur rouge (Gherib, 1988).

&  Les anthocyanines

Prendre 5ml d’extrait de 20% mélangé avec 4ml d’hydroxyle d’ammoniac(NH4OH)
concentré (30%). L apparition d’une coloration rouge indique la présence des anthocyanine
(Gherib, 1988).

& Les glucosides :

M¢élanger 2g de poudre de plante avec quelques gouttes d’acide sulfurique (H,SOj).
Concentré (96%), le mélange prendre un couleur rouge-bleue (Gherib, 1988).

%  Les Terpénes :

Prendre 5ml d’extrait de 20% mélangé avec S5Sml d’acide phosphomolypdique
(H3PMo0,,040) et Sml d’acide sulfurique concentré (96%) (H,SO4). L’obtention d’une couleur
bleue indique la présence des terpenes (Gherib, 1988).

% les saponisides :

On entend par saponoside des hétérosides a aglycones de structure stéroide ou tri
terpénique qui tiennent une grande place parmi les substances d’origine végétale. Pour leur
extraction, on prend 2ml d’extrait de 20 % auquel on ajoute 2 ml d’une solution d’acétate de
plomb (Pb(C,H30,);). On s’est bas¢ sur I’indice de mousse, on reléve la hauteur de la
mousse en cm. Si elle est supérieur & 1 cm cela indique la présence de saponosides

(N°’Guessan et al, 2009).
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IV.2.3. Etude quantitative par spectrophotométrie

Le principe repose sur l’absorbance de la lumicre par les espéces chimiques.
L’appareil comporte une source de lumicre blanche, un systéme dispersif permettant de
s¢lectionner la longueur d’onde de la radiation et un systéme détecteur permettant la mesure
de I’intensit¢ lumineuse de la radiation monochromatique traversant la solution. Le
spectrophotométre effectue une comparaison entre les intensités lumineuses incidentes et
transmises et permet par I’intermédiaire d’un circuit électronique d’afficher 1’absorbance.
Ceci se traduit par une loi d’absorption appelée loi de Beer-Lambert (Di denedetto et al.,

2007).
A=¢.l.c

A : Absorbance sans unité
e: Coefficient d’absorption moléculaire (1.mol-1.cm-1) ou coefficient d’extraction
molaire (cm”.mol-1).

C : Concentration de la substance dans la solution (mol/l)
1V.2.3.1. Dosage des polyphénols totaux

A. Principe

La teneur en phénols totaux de notre extrait a été déterminée par la méthode de
Singleton (Singleton et Rossi, 1965) en utilisant le réactif de Folin—Ciocalteu. Ce réactif est
constitué d’'un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW,04) et d’acide
phosphomolybdique (H3PMo0;,04).

Le réactif de Folin-Ciocalteu est réduit lors de 1’oxydation des phénols en un mélange

d’oxyde bleus de tungsténe (W30O,3) et de molybdéne (MogO3).

Les phénols sont estimés a l'aide d'un Spectrophotométre ultraviolet-visible, dont

’acide gallique est utilis¢ comme un standard a une longueur d’onde A =765nm. (Figure 11)
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Figure 11. Structure de I’acide gallique

B. La courbe d'étalonnage de I'acide gallique:

A partir d'une solution mére aqueuse d'acide gallique, de concentration massique de
0,2 mg/ml, une gamme ¢étalon de solutions filles en milieu aqueux a été préparée.

(0.10/0.12/0.14/0.16/0.18mg/ml).

A l'aide d'une micropipette, 200 pl de chaque solution fille sont mis dans un tube a
essai puis on ajoute 200 pl du réactif de folin-Ciocalteu a 10 % (10 fois diluée dans de I'eau
distillée). Apres deux minutes d'incubation, 4 ml de carbonate de sodium Na,CO; a 2 % sont
ajoutés. Les tubes sont ensuite agités et placés a 1'obscurité pendant 30 minutes a température

ambiante.

La lecture de l'absorbance de chaque solution préparée est mesurée a l'aide d'un
Spectrophotometre ultraviolet-visible, a une longueur d'onde de 765 nm contre un blanc
préparé de la méme maniere sauf qu'il ne contient pas d'acide gallique mais de 1’éthanol. Les
valeurs de I'absorbance de chaque concentration nous ont permis de tracer la courbe

d'é¢talonnage de l'acide gallique.

Pour la quantification de phénols totaux dans I’extrait éthanolique, nous avons suivi la

méme procédure décrite précédemment.

La concentration des polyphénols totaux présents dans 1’extraits éthanolique exprimée

en mg équivalant d’acide gallique/mg d’extrait est calculée selon la formule suivante :

[Polyphénols] = a.f /b
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a = concentration des polyphénols en mg/ml déterminée a partir de courbe étalon.
f= facteur de dilution.

b= Concentration initiale de ’extrait éthanolique (0.5mg/ml) (Mechernene, 2014).
1V.2.3.2. Dosage des flavonoides

A. Principe

Les teneurs des flavonoides ont ét¢ mesurées par une méthode utilisant le trichlorure
d'aluminium (AICl;) comme réactif, qui forme un complexe trés stable avec les groupements
hydroxydes (OH) des phénols. Ce complexe jaune absorbe la lumiére visible a une longueur
d’onde a 430 nm. La quantité des flavonoides dans notre extrait, a été calculée a partir d'une

courbe d'étalonnage d'un flavonoide étalon (la quercétine) (Figure 12).
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Figure 12. Structure du Quercétine.
B. La courbe d'étalonnage de la Quercétine

Djeridane et al. en 2006, ont déterminé le flavonoide contenu dans I’extrait de
Zygophyllum album. Un standard de calibration a ¢été préparé en utilisant des solutions de

Quercétine de différentes concentrations (10/20/40/80/100ug/1).

Iml de chaque solution fille est placé dans un tube a essai, suivi par l'addition d'l ml
du trichlorure d'aluminium (AICls) a 2 %. Les tubes sont ensuite agités 1égerement et incubés
a l'obscurité pendant 15 minutes a température ambiante. La lecture de I'absorbance de chaque
solution préparée a été mesurée dans le méme spectrophotomeétre a une longueur d'onde de
430 nm contre un blanc. Les valeurs de 1'absorbance ainsi obtenues nous ont aidés a tracer la

courbe d'étalonnage de la Quercétine.

Le dosage des flavonoides dans notre extrait a été effectué¢ de la méme manicre que la

courbe d'étalonnage.
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La concentration des flavonoides en pug équivalant quercétine /mg d’extrait présents

dans notre extrait éthanolique est calculée selon la formule suivante :

[Flavonoides totaux] = a.f /b
a = concentration des flavonoides totaux en pg/l déterminée a partir de la courbe étalon.
f= facteur de dilution.

b= Concentration initiale de 1’extrait éthanolique (0.5mg/ml) (Mechernene, 2014).

1V.2.4.Test de I’activité antimicrobienne sur différents milieux

L’activité antimicrobienne des extraits (éthanolique, des alcaloides totaux et aqueux) de
Zygophyllum album a été déterminée par la méthode de diffusion en milieu gélosé et a été
¢valuée par deux techniques :

B Technique de diffusion sur gélose (méthode de disques ou antibiogramme).

B Technique de micro dilution (concentration minimale inhibitrice ou CMI).

1V.2.4.1. Technique de diffusion sur gélose
a. Préparation de standard de Mc farland 0.5%

Dans une fiole on a mélangé 0.5ml d’une solution de chlorure de baryum dihydraté
(BacCl, 2H20) a 1% avec 99.5ml d’acide sulfurique H,SO4 a 1%. L’étalon de Mc farland
doit présenter une densité optique de (0.08 a 0.1) a 625nm.

b. Préparation de I’inoculum

L’inoculum est préparé a partir d’une culture jeune de 18 a 24 heures sur milieu gélosé
non sélectif. On a choisi 4 & 5 colonies bien isolées avec une anse de platine. Ces colonies
sont transférées dans un tube de solution d’eau physiologique 0.9 %. La suspension
bactérienne est bien homogénéisée avec un vortex afin d’avoir une densité cellulaire initiale
ou une turbidité voisine a celle de Mc Farland 0,5. Cette comparaison est mesurée a 1’aide
d’un spectrophotomeétre a 625 nm qui correspond a une densité optique de 0.08 — 0.1. Donc,
la suspension bactérienne contient approximativement 1 a 2 x 108 UFC/ml. L’inoculum ainsi
préparé ne doit pas €tre utilisé au-dela de 15min.
¢. Ensemencement

Dans les 15 minutes suivant 1’ajustement de la turbidité de la suspension servant

d’inoculum, on a trempé un écouvillon dans la suspension et on a étalé la surface entiere de la
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gélose (TSA, SA, SAB, PDA) par des stries serrées tout en tournant apres chaque application
la boite a 60° pour avoir une distribution égale de 1’inoculum. Enfin, on a écouvillonné

partout autour du bord de la surface de la gélose.

d. Dépot des disques
Des disques de papier filtres stériles Wattman de 9 millimétres de diametre sont imprégnés
(50ul) de différentes solutions des extraits (éthanolique, des alcaloides totaux et aqueux)
préalablement dissouts dans le diméthylsulfoxyde (DMSO). A 1’aide d’une pince stérile, les
disques sont déposés a la surface d’un milieu ensemencé (étalé¢) par une suspension
microbienne d’une densité optique de 0.5 McFarland.

Le principe de dépdt des disques reste le méme pour I’ensemble de nos trois extraits

et des cinq souches.

d.1. L’activité antimicrobienne de I’extrait éthanolique

L’extrait éthanolique a été séché dans 1’étuve pour évaporer le solvant (1’éthanol), et
pour ¢liminer son effet antimicrobien. On a obtenu une pate, qu’on a récupérée avec le
(DMSO).
La premicre étape est la préparation de 1’extrait mere concentré a 1%. On I’obtient en versant

1g de pate avec Iml de DMSO dans un flacon injectable (Figure 13).

Figure 13. Flacon injectable contient I’extrait éthanolique a 1%.

La deuxieme étape est le dépdt des disques. Ils sont imbibés avec 50ul de I’extrait
¢thanolique, puis déposés stérilement a 1’aide d’une pince sur la surface de la gélose
préalablement ensemencée.

B Pour Candida albicans, on a utilisé les milieux sabouraud (Annexe 03) et PDA

(Annexe 04).
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B Pour les quatre souches bactériennes on a utilisé les milieux TSA (Annexe 01) et SA
(Annexe 02).
d.2. L’activité antimicrobienne de ’extrait aqueux
L’extrait aqueux de la partie aérienne de Zygophullum album a été préparé par la
méthode d’infusion, 10g de la poudre de notre plante est ajouté a un volume de 20ml d’eau
distillée bouillie, le mélange est laissé pendant 30 min en infusion avec une agitation de temps
en temps. L’extrait aqueux est ensuite centrifugé a 1000 tours/min pendant 10 min puis filtré
sur papier Wattman. Le filtrat est récupéré dans un flacon en verre.
Les disques sont imprégnés (50ul) de I’extrait aqueux, puis déposés a la surface de la
gélose préalablement ensemencée.
B Pour Candida albicans, un seul milieu PDA a été utilisé.

B Pour les 04 souches bactériennes, nous avons utilisé les milieux SA et TSA.

d.3. L’activité antimicrobienne de ’extrait des alcaloides totaux
On a imprégné les disques par 50ul de I’extrait aqueux et procédé de la méme maniére soit :
sous les mémes conditions, avec la méme méthode qu’on a utilisé dans les tests précédents.

B Scul le milieu PDA est utilisé pour la levure

B [es milieux SA et TSA pour les 04 souches bactériennes.
I1 est a signaler que le DMSO n’a pas un effet antimicrobien.
e. Incubation

Apres 15 min de I’application des disques, les boites sont incubées pendant 18 a 24 heures
a 35 °C pour les bactéries et 48h a 25°C pour la levure. L’effet des extraits se traduit par
I’apparition autour de disque d’une zone circulaire transparente correspondant a I’absence de
la croissance. Plus le diamétre de cette zone est grand plus la souche est sensible (Choi ez al.,
2006). Des disques imprégnés de DMSO et d’éthanol sont aussi utilisés (t€émoins négatifs)
pour voir I’effet antimicrobien du solvant utilisé pendant I’extraction.
f. Expression des résultats

L’activité antibactérienne a été déterminée en mesurant a I’aide d’une regle le diamétre de
la zone d’inhibition, déterminé par les différentes concentrations des différents extraits autour
des disques. Les résultats sont ainsi exprimés (Keshavarz et al., 1996):

B Fortement inhibitrice : le diamétre de la zone doit étre supérieur a 28mm.

B Modérément inhibitrice : le diamétre de la zone doit varier entre 16 et 28mm.
B [égeérement inhibitrice : le diamétre de la zone doit varier entre 10 et 16mm.
|

Non inhibitrice : le diamétre de la zone doit étre inférieur a 10mm.
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IV.2.4.2. Technique de micro-dilution (concentration minimale inhibitrice

CMI)

Dans le présent test, nous avons utilisé la technique de CMI, cette technique a pour
but de déterminer la concentration minimale inhibitrice, qui est la plus faible concentration de
I’agent antimicrobien qui inhibe la croissance des microorganismes (Mezouar, 2013).

Le principe est de diluer I’extrait a plusieurs concentrations. La concentration doit étre
en cascade (décroissante) sachant que I’extrait mére est le plus concentré.

La méthode suivante a été appliquée :
Selon les dilutions, 3 a 4 tubes pour chaque extrait sont préparés. Deux extraits sont dilués par
le DMSO (extrait éthanolique, 1’extrait des alcaloides totaux), et on utilise I’eau distillée pour
la dilution de I’extrait aqueux. La dilution se fait comme suit :
B Onprend Iml de I’extrait mere (le plus concentré) et on ajuste le volume a 10ml avec
le diluant (DMSO, eau distillée) avec une concentration de 90%. C’est le tube numéro

« 01 ».

B Mettre 1ml de solution du tube « 01 » auquel on rajoute 9ml de diluant. On obtient le

tube numéro « 02 » concentré a 80%.

B On prend Iml de solution du tube « 02 » qu’on complete par 9ml de diluant. C’est le

tube numéro « 03 » concentré a 70%.

Remarque :
L’extrait éthanolique concentré a 100% a été dilué 03 fois (70% - 80% - 80%).
L’extrait aqueux concentré a 50% a été dilué 04 fois (10% - 20% - 30% - 40%).

L’extrait des alcaloides totaux concentré a 0.9% a été dilué 02 fois (0.7% 0.8%).
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2.1. Analyse phytochimique

Les essais phytochimiques effectués sur 1’extrait aqueux de la partie aérienne de
Zygophyllum album ont révélé la présence des coumarines, des saponosides et les
anthocyanines. Les composés les plus abondants sont les alcaloides, les tanins, les flavonoides
et les glucosides. Le test de recherche des terpénes a été négatif sur notre extrait (tableau V).
D’aprés Touari (2014), ces tests ont pour but de détecter les différents métabolites secondaires dans la
partie aérienne de cette espéce par des réactions qualitatives, qui sont basées soit sur des phénoménes

de précipitation ou bien de coloration par des réactifs spécifiques (Annexe 06).

Tableau V. Résultats de 1’étude phytochimique.

Famille chimique L’extrait aqueux
Les substances | Flavonoides +
poly-phénoliques Tanins +
Anthocyanines +
Coumarines +
Saponosides +
Alcaloides +
Terpenes -
Glucosides +

(+) : Test positif'; (-) : Test négatif.
Nos résultats sont renforcés par des travaux de Sameh et al en 2011, qui ont démontré la
présence des flavonoides dans les extraits de deux espéces Z. album et Z. simplix.
En 2012, Touari a révélé la présence des flavonoides, les terpenes, les saponosides, les
alcaloides et les glucosides chez Z. album, d’autre part elle a trouvée des résultats négatifs
pour les anthocyanines et les coumarines. Cette différence de résultats est peut étre due a :

B La différence des conditions de croissance de chaque plante.

B La différence des conditions de conservation de la plante.

B Les conditions de manipulation dans le laboratoire.
Medjdoub et al., 2013 ont détecté la présence de tanins, saponosides, flavonoides,
glucosides, et les alcaloides chez 1’espéce de Z. geslini coss, d’autre part, les dosages qu’ils
ont fait montrent que la plante contient 7,72 % de flavonoides, 26,5 % de tanins et 13,55 % de
saponosides et a partir de ses résultats on peut supposer que la présence des ces métabolites

dans 1’extrait donne une certaine toxicité.
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2.2. Détermination des caractéristiques physiques et les rendements des

extraits de Zygophyllum album.

Apres extraction et récupération des extraits sous forme de poudre ou de pate, le
rendement, la couleur, I’aspect physique ainsi que la solubilit¢ de chaque extrait ont été

déterminés. Ils sont représentés dans le tableau VI.

Tableau VI. Caractéristiques des extraits préparés a partir de la partie arienne de

Zygophyllum album.

Extrait Aspect physique | Couleur Rendement (%) | Solubilité

Ethanolique Pate Marron foncé 18 Ethanol (96%)
(v/v)

Alcaloide Poudre Blanche 0.045 DMSO (v/v)

2.3. Analyse quantitative des polyphénols et flavonoides

2.3.1. La teneur de I’extrait éthanolique en polyphénols

La teneur de I’extrait éthanolique en polyphénols a été déterminée par la méthode du
Folin-Ciocalteu et exprimée en mg EAG/mg d’extrait (mg équivalant acide gallique sur mg
d’extrait). La figure (14) représente la courbe étalon de ’acide gallique et le tableau VII

représente les différents absorbance par rapport au concentration d’acide gallique.
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Figure 14. Droite d’étalonnage de I’acide gallique
(Annexe 08).

Tableau VII. Les différents absorbance par rapport a la concentration d’acide gallique

Absorbance 0,1706 0,1613 0,1970 0,2284 0,2616
nm
Concentration | 0.10 0.12 0.14 0.16 0.18

on mg/ml de

I’acide galique

Le dosage quantitative a permis de quantifier le taux des polyphénols dans 1’extrait
éthanolique de Zygophyllum album. Les quantités de polyphénols ont été rapportées en

¢quivalent gramme de I’étalon utilisé.

Ainsi pour notre essai, la teneur en polyphénols totaux obtenus dans I’extrait
¢thanolique de la partie aérienne de Zygophyllum album est de 3.938 mg EAG/mg d’extrait.
Chouih (2012) a obtenu 1.9 ng EAG/g par méthanol pour les polyphénols pour les feuilles
de cette espece. Belguidoum (2012), rapporte que la teneur en polyphénols obtenue pour la
plante entiére de Zygophyllum album est de 2.355 mg/g par n-butanol et de 1.79 mg/g par
acétate d’¢éthyle.

Quant a la plante entiere de Zygophyllm cornutum, ce méme auteur obtient les teneurs

de 4.75 mg/g par n-butanol et 1.98 mg/g par acétate d’éthyle pour les polyphénols.
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2.3.2. La teneur de I’extrait éthanolique en flavonoides

La teneur en flavonoides est quantifiée par la méthode au trichlorure d’aluminium (AICl;) et
exprimée en mg EQ /g de poudre (mg équivalant quercétine sur gramme de poudre). La figure
15, représente la courbe étalon de la quercétine, tableau VIII représente les différents

absorbance par rapport au concentration de la quercetine.
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é 0,08 ¢ y =9.160679e-04 x
< R?=0,984758
= 0,06
-5}
=
= 0,04
=
S 002 | o
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concentration de la quercétine (ug/l)
Figure 15. Courbe d’étalonnage de la Quércetine
(Annexe 09).

Tableau VIIl.les différents absorbance par rapport a la concentration de la quércetine

Absorbance nm | 0,0184 0,0208 0,0352 0,0507 | 0,0776 | 0,0898

Concentration 10 20 40 60 80 100
de la quercetine

on pg/l

Le dosage quantitative a permis de quantifier le taux de flavonoides dans 1’extrait
¢thanolique de Zygophyllum album. Les quantités des flavonoides ont été rapportées en

¢quivalent gramme de I’étalon utilisé.

Ainsi pour notre essai, la teneur en les flavonoides obtenus dans I’extrait éthanolique
de la partie aérienne de Zygophyllum album est de 0.00402 mg EQ/mg d’extrait. Chouih
(2012) a obtenu 1.1 pg EQ/g pour les feuilles de cette espece. Belguidoum (2012), rapporte
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que la teneur en flavonoides obtenue pour la plante entiere de Zygophyllum album est de

1.945mg/g n-butanol et de 0.805 par acétate d’éthyle.

Quant a la plante entiere de Zygophyllm cornutum, ce méme auteur obtient les teneurs

de 585 mg/g par n-butanol et 074 mg/g par acétate d’éthyle.

3,5 A

2,5 A

1,5 A

teneur equivalent (mg/mg)

0> 7 -

Polyphénols Flavonoids

Figure 16. Histogramme comparative entre la teneur des polyphénols et des flavonoides.
2.4. Résultat de ’activité antimicrobienne sur différents milieux

2.4.1. Activité antimicrobienne de I’extrait éthanolique

L’antibiogramme consiste a chercher la sensibilité des souches vis-a-vis des extraits.
Les valeurs en mm des zones d’inhibitions, révélées par 1’extrait éthanolique représentent les
différentes souches étudiées. Les résultats de 1’effet antimicrobien de 1’extrait éthanolique
(100%) sont résumés dans le tableau IX.

Tableau IX. Zones d’inhibition en mm, obtenues pour l’extrait éthanolique a 100%, de

Zygophyllum album.
es souches Escherichia | Staphylococcus | Sarcina lutea | Bacillus subtilis | Candida albicans
coli aureus
Milieu
de culture
SA 9 9 9 9 -
TSA 10 9 9 10 -
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SAB - - - _ 9

PDA - - - - 9

L’extrait ¢éthanolique obtenu par macération ne montre pas une activité
antimicrobienne forte sur les quatre milieux de culture. Pour les souches suivantes :
Staphylococcus aureus, Sarcina lutea, Candida albicans, les résultats sont nuls donc 1’extrait
n’as aucun effet sur ces souches.

D’autre part, 1’extrait éthanolique a donné une activité l€gerement inhibitrice de 10mm sur
Escherichia coli et Bacillus subtilis. Nous remarquons que [’extrait éthanolique donne
presque les mémes résultats sur différents milieux de culture, toutes les souches montrent une
forte résistance (Annexe 07).

2.4.2. Résultat de activité antimicrobienne de I’extrait aqueux

Les résultats de I’effet antimicrobien de I’extrait aqueux a 50% sont résumés dans le tableau
X:

Tableau X. Zones d’inhibition en mm, obtenues pour 1’extrait aqueux a 50%, de Zygophyllum

album.
Les souches | Escherichia | Staphylococcus | Sarcina lutea | Bacillus subtilis | Candida albicans
coli aureus
Milieu
de culture
SA 15 12 20 17 -
TSA 18 11 18 15 -
PDA - - - - 10.5

Les résultats montrent une activité antibactérienne variable entre les différents extraits
vis-a-vis des souches microbiennes. a 0.5% I’extrait aqueux montre une activité légerement
inhibitrice pour les souches suivantes : Escherichia coli, Staphylococcus aureus appliquées
sur le milieu soja agar et Bacillus subtilis sur le milieu trypticase soja agar.

Par contre, une activité modérément inhibitrice a été détectée sur Sarcina lutea et
Bacillus subtilis (diametre d’inhibitions 20 et 17 respectivement en mm). D’autre part
Escherichia coli et Sarcina lutea présentent une zone d’inhibition avec un diameétre de 18mm
sur le milieu TSA.

Le résultat obtenu pour I’activité antifongique de Candida albicans, montre une activité

légérement inhibitrice (Annexe 07).
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Les plantes sont riches en une grande variété de métabolites secondaires tels que les tanins,
les terpénes, les alcaloides, les flavonoides, peuvent étre responsables de [’activité
antimicrobiennes. Puisque ces métabolites sont reconnus par leur toxicité vis-a-vis des

microorganismes (Cown, 1999).

2.4.3. Activité antimicrobienne de ’extrait des alcaloides totaux

Les résultats de I’effet antimicrobien de 1’extrait des alcaloides totaux a 0.9 % sont résumés
dans le tableau XI :

Tableau XI. Zones d’inhibition en mm, obtenues pour 1’extrait alcaloides totaux a 0.9% de

Zygophyllum album.

Les souches | Escherichia | Staphylococcus | Sarcina lutea | Bacillus subtilis | Candida albicans

coli aureus
Milieu

de culture

SA 12.5 11 10.5 11.5 -

TSA 10 9 14 9 -

PDA - - - - 11

D’apres les résultats obtenus, 1’extrait des alcaloides totaux de la partie aérienne
semble avoir une action légeérement inhibitrice sur toutes les souches microbiennes. Par
contre aucun effet antibactérien n’a pu étre détecté sur le milieu TSA pour les souches

suivantes: Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis.

L’activité antibactérienne a ¢été testée sur des extraits obtenus par différentes méthodes
d’extraction : infusion et macération. Les meilleurs résultats ont été obtenus pour I’extrait
aqueux qui a réagi avec toutes les souches microbiennes sur les différents milieux de culture.
Par contre I’extrait éthanolique macéré a montré une faible activité (diametre d’inhibition ne
dépasse pas le 10 mm) et aucun effet fongique sur candida albicans. L’extrait des alcaloides
totaux, a présenté¢ un effet un peu fort contre la levure et d’autres souches bactériennes.
L’étude phytochimique de la partie aérienne de Zygophyllum album que nous avons réalisée,
nous a permit de suggérer que les effets antimicrobiens obtenus peuvent étre dus a 1’action des
flavonoides, les composés phénoliques, les tanins et les alcaloides (Touari, 2012 ; Rojas et

al., 1992).
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Naili et al (2010), ont étudié Pactivité antibactérienne de 1’extrait méthanolique des
feuilles d’A. campestris. 1ls ont utilisé plusieurs souches dont Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, les résultats obtenus dans cette étude ont montré
que cet extrait possede un effet inhibiteur sur toutes les bactéries étudiées. Nous avons
remarqué que malgré 1’utilisation de différents milieux de culture pour I’activité fongique et
bactérienne qui a pour but de voir la différence entre ces milieux les résultats obtenus restent
plus ou moins proches et similaires (Annexe 07).

2.4.4. Détermination de la concentration minimale inhibitrice

Sur la base des résultats obtenus pour la technique des disques, nous avons déterminé
la concentration minimale inhibitrice des différents extraits actifs sur les cinq souches
microbiennes.

A. La concentration minimale inhibitrice de I’extrait éthanolique

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) en mm de I’extrait éthanolique de la
partie aérienne de Zygophyllum album vis-a-vis des souches microbiennes sont consignées
dans le tableau XII.

Tableau XII. Variation de la zone d’inhibition (mm) de 1’extrait éthanolique, a différents

concentration.

Les concentrations
de P’extrait
éthanolique

70% 80% 90%

Les souches
Microbiennes

Milieu de culture pour SAB SAB SAB
les levures

Candida albicans 9 9 9

Milieu de culture pour
les bactéries SA TSA SA TSA SA TSA

Escherichia coli 9 9 9 9 9 9

Staphylococcus 9 9 9 9 9 9
aureus

Sarcina lutea 9 9 9 9 9 9

Bacillus subtilis 9 9 9 9 9 9
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Les CMI obtenus pour 1’extrait éthanolique sont nulles a 100%, donc nous supposons que soit
I’extrait n’a pas un effet antimicrobien ou alors, les souches microbiennes sont résistantes.
Ces résultats sont confortés par les résultats du test de I’activité antimicrobienne de la poudre
de Z.cornutum coss et d’extrait méthanolique de Zygophyllum cornutum qui ont été négatifs
sur les 5 souches (Boumaza, 2009).

B. La concentration minimale inhibitrice de I’extrait aqueux

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) en mm de I’extrait aqueux de la partie
aérienne de zygophyllum album vis-a-vis des souches microbiennes sont représentées dans le
tableau XIII :

Tableau XIII. Variation de la zone d’inhibition (mm) de I’extrait aqueux a différents

concentration.

Les concentrations

de ’extrait
aqueux
10% 20% 30% 40%

Les souches
Microbiennes
Milieu de culture pour PDA PDA PDA PDA
les levures
Candida albicans 9 11 14 9
Milieu de culture pour
les bactéries SA TSA SA TSA SA TSA SA TSA
Escherichia coli 12 12 9 9 9 9 9 9
Staphylococcus 12.8 10 16 12 13 11 12 9
Aureus
Sarcinalutea 10.5 11 9 12 9 12 10 15
Bacillus subtilis 12.7 13 10 18 10 17 9 15

C. La concentration minimale inhibitrice de I’extrait des alcaloides totaux
Les concentrations minimales inhibitrices CMI en mm de 1’extrait des alcaloides
totaux de la partie aérienne de zygophyllum album vis-a-vis des souches microbiennes sont

représentées dans le tableau XIV :
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Tableau XIV. Variation de la zone d’inhibition (mm) de ’extrait des alcaloides totaux a

différents concentration.

Les concentrations
de ’extrait
alcaloides
totaux 0.7% 0.8%
Les souches
Microbiennes
Milieu de culture pour PDA PDA
les levures
Candida albicans 14 9
Milieu de culture pour
les bactéries SA TSA SA TSA
Escherichia coli 9.5 9.5 9 10
Staphylococcus 15 13 16 12.8
Aureus
Sarcina lutea 15 13 14 14
Bacillus subtilis 11.8 12 14 16.5

Les CMI de I’activité antifongique obtenue pour I’extrait aqueux sont comparables a
celles de ’extrait des alcaloides totaux. La levure montre une CMI la plus élevé de 14 mm (a
30% pour ’extrait aqueux et 0.7% pour 1’extrait des alcaloides totaux respectivement).

Bacillus subtilis a présente une meilleure action inhibitrice, la CMI est modérée, elle
est de 18 mm pour L’extrait aqueux a 20%. Cette bactérie a présenté le meilleur résultat, soit
une CMI la plus élevée pour I’extrait des alcaloides totaux a 0.8%, ceci montre que c’est une
souche la plus sensible aux extraits.

Cependant, 1’extrait des alcaloides totaux et I’extrait aqueux ont montr¢ une CMI
légere lorsque le diamétre de la zone d’inhibition est compris entre (10-16 mm) vis-a-vis de
Staphylococcus aureus et Sarcina lutea. Ces derniers sont plus ou moins sensibles aux
extraits. Par contre, la souche bactérienne la plus résistante aux extraits de Zygophyllum
album est Escherichia coli, ou la CMI la plus faible est obtenu pour I’extrait aqueux (environ

9- 12mm).
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Les résultats obtenus de Candida albicans montrent que les extraits (aqueux et des alcaloides
totaux) de Zygophyllum album posseédent une activité antifongique intéressante. D’autre part,

I’extrait éthanolique n’a aucun effet antimicrobien sur toutes les souches (Annexe 07).
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Conclusion

Le présent travail a pour objectif, 1I’¢tude phytochimique de la partie aérienne de
zygophyllum album ainsi que 1’évaluation de ses activités biologiques : antibactériennes et
antifongique.

Afin d’évaluer les effets biologiques de cette espéce, nous avons procédé a des
extractions de la partie aérienne de la plante. L’extraction peut affecter la quantité¢ et la
composition en métabolites secondaires d’un extrait, de plus plusieurs facteurs peuvent
influencer I’extraction : le mode et le temps d’extraction, la température, la nature du solvant
et sa concentration ainsi que la polarité qui permet de solubiliser les composés de polarité

similaire au solvant (Green, 2004 ; Ncube et al, 2008).

L’analyse phytochimique qualitative a révélé la présence d’alcaloides, de tanins, de
flavonoides et de glucosides, les coumarines, les saponosides et les anthocyanines et 1’absence
des terpenes dans I’extrait.

L’analyse quantitative de I’extrait éthanolique macéré de notre plante est représentée
par le dosage des polyphénols totaux et des flavonoides, révélant une concentration de 3.938

mg EAG/ mg d’extrait et 0.00402 mg EQ/mg d’extrait respectivement.

L’activit¢ antimicrobienne des différents extraits éthanolique et aqueux et des
alcaloides totaux a été évaluée vis-a-vis des souches de bactéries Staphylococcus aureus,
Sarcina lutéa, Bacillus subtilis et Escherichia coli et de levure Candida albicans, par la
méthode de diffusion sur gélose, et la détermination de la concentration minimale inhibitrice
CML

La méthode de disque a permis de déterminer 1’action de 1’extrait aqueux et les extraits

¢thanolique des alcaloides totaux de la plante qui dissouts dans le DMSO se traduit par
I’apparition d’une zone d’inhibition autour du disque de papier préalablement imprégné de
I’extrait. Le diametre de la zone d’inhibition différe d’une bactérie a une autre et d’un extrait a
un autre. La variation de I’activité antimicrobienne des extraits explique les variations de leurs
compositions chimiques.
Dans I’activité antibactérienne, I’extrait aqueux infusé s’est révélé le plus actif vis-a-vis des
souches Sarcina lutea, Bacillus subtilis et Escherichia coli suivi de ’extrait des alcaloides
totaux. L extrait éthanolique s’est avéré I’extrait le moins actif. La majorité des bons résultats
de ce test est obtenue sur le milieu SA.

Tous les extraits ont réagi positivement au moins sur une des souches microbiennes
testées ce qui confirme que la plante Zygophyllum album est pourvue de propriétés

antimicrobiennes. Les souches suivantes : Sarcina lutea, Bacillus subtilis et Escherichia coli
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se révelent les plus sensibles pour les extraits aqueux et des alcaloides totaux. La souche de
Staphylococcus aureus est plus ou moins résistante que les souches précédentes.

La CMI a été déterminée pour les différentes souches microbiennes, toutes les
souches ne montrent aucune sensibilité¢ pour I’extrait éthanolique a différentes concentrations,
la souche d’E. Coli a été la plus résistante aux extraits de la plante.

Les souches bactériennes restantes montrent une CMI moyenne ou les concentrations
de I’extrait aqueux et de I’extrait des alcaloides totaux sont faibles. Candida albicans présente
une sensibilité 1égére aux extraits aqueux et des alcaloides totaux ou les concentrations sont
faible (30%, 0.7% respectivement).

Les mécanismes d'action de chaque composé phénolique contre diverses bactéries sont tres
compliqués, il serait donc nécessaire d’étudier et de comprendre le rapport entre I’activité
antimicrobienne et la structure chimique du composé phénolique dans les extraits examinés.

A travers ce travail nous pensons montrer que Zygophyllum album utilisée
traditionnellement par la population saharienne pour traiter certaines infections dont le
diabete est une plante qui constitue un réservoir tres intéressant pour la recherche de nouvelles
molécules. Actuellement, 1’évaluation des plantes médicinales pour leurs activités biologiques
a augmenté¢ considérablement en Algérie.

En effet, les molécules isolées a partir des plantes médicinales sont certainement
intéressantes pour étre utilisées comme thérapie alternative ou comme modele pour la
synthese de nouvelles substances.

Nos perspectifs sont de:
e Confirmer les présents résultats on réalisant une étude phytochimique détaillée.
e Dosage et identification des autres métabolites secondaires (les alcaloides).
e Tester I’activité antimicrobienne on utilisant un panel de microorganismes (bactérie,
levure, virus) et également tester d’autres méthodes d’extraction.

e FEtudie I’activité anti-hyperglycémiant
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Annexe 01 : La composition de milieu TSA (Trypticase Soja Agar)
Peptone de caséine : 17g/1

Peptone de farine de soja : 3g/l

Glucose : 2.5g/1

Chlorure de sodium : 5g/1

Phosphate de dipotassique : 2.5g/1

Eau : 500ml

Ph:7.3

Photo 01 : 500ml d’eau distillée.  Photo 02 : Gélose trypticase soja agar (Milieu TSA).

Annexe 02 : La composition de milieu SA (Soja Agar)
Peptone de caséine : 15 g/l
Peptone de farine de soja : 5g/l

Chlorure de sodium : 5g/1
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Agar-agar : 15g /1

Eau : 1000ml

PH:7.3

Photo 03 : Milieu SA en agitation (1000ml d’eau distillée, 40g de poudre de SA).
Annexe 03 : La composition de milieu SAB (Sabourad Glucose Agar)

D(+) Glucose : 40g/1

Me¢lange de digest peptique de tissu animal et digest pancréatique de caséine (1 :1) :10g/1
Agar: 15g/1

PH:5.6

Annexe 04 : La composition de milieu PDA

50g de pomme de terre.

250ml d’eau distillée.

Glucose : 5g

Agar : 3g
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Photo 04 : Cette photo représente les étapes de la préparation de milieu PDA.

Annexe 05 : L’activité antimicrobienne de 1’extrait (éthanolique, aqueux, d’alcaloides) sur
différents milieu de culture :

Le milieu SA :

Photo 05 : Staphylococcus aureus avec 2 disques Photo 06 : Sarcina lutéa avec 2 disques

De I’extrait aqueux et I’extrait d’alcaloides. De I’extrait aqueux et I’extrait d’alcaloides.
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Photo 07 : Bacillus subtilis avec 2 disques Photo 08 : Escherichia coli avec 2 disques
de I’extrait aqueux et I’extrait d’alcaloides. de I’extrait aqueux et I’extrait d’alcaloides.

Le milieu TSA :

Photo 09 : Staphylococcus aureus avec 3 disques Photo 10 : Sarcina lutéa avec 3 disques de

de I’extrait (aqueux, éthanolique, et d’alcaloides) I’extrait (aqueux, éthanolique,

d’alcaloides)

Page 54



Les annexes

Photo 11 : Bacillus subtilis avec 3 disque de Photo 12 : Escherichia coli avec 3 disques
de Dextrait (aqueux, éthanolique, d’alcaloides). I’extrait (aqueux, éthanolique,
d’alcaloides)

Le milieu PDA :

Photo 13 : Candida albicans avec 2 disque de I’extrait (aqueux, d’alcaloides).
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Annexe 06: les résultats de test phytochimique de quelques métabolites secondaires.

Photo 15: Résultat de test phytochimique des anthocyanines et les coumarines.

Photo 16 : Résultat de test phytochimique des saponosides et les alcaloides.
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Photo 17 : Résultat de test phytochimique des terpénes et les glucosides.

Annexe 07 : les résultats de la concentration minimale inhibitrice (CMI) des différents

extraits (éthanolique, alcaloides totaux, aqueux).

Photo 18 : Les résultats de la concentration minimale inhibitrices de I’extrait éthanolique sur

Sarcina lutea (a gauche) et Bacillus subtilis (a droite).
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Photo 19 : Les résultats de CMI de I’extrait aqueux « 3disque » et 1’extrait des alcaloides

totaux « 2disque » vis-a-vis de Bacillus subtilis sur milieu TSA.

Photo 20 : Les résultats de CMI de I’extrait aqueux « 3disque » et 1’extrait des alcaloides

totaux « 2disque » vis-a-vis de Sarcina lutea sur milieu TSA.
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Photo 21 : Les résultats de CMI de I’extrait aqueux « 3disque » et I’extrait des alcaloides

totaux « 2disque » vis-a-vis de Staphylococcus aureus sur milieu TSA.

Photo 22 : Les résultats de CMI de ’extrait aqueux « 3disque » et 1’extrait des alcaloides

totaux « 2disque » vis-a-vis de Escherichia coli sur milieu TSA.
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Photo 23 : Les résultats de CMI de I’extrait aqueux « 3disque » et I’extrait des alcaloides
totaux « 2disque » vis-a-vis de Candida albicans sur milieu PDA.

Photo 24 : Les résultats de CMI de I’extrait aqueux « 3disque » et I’extrait des alcaloides
totaux « 2disque » vis-a-vis de Sarcina lutea sur milieu SA.
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Photo 25 : Les résultats de CMI de I’extrait aqueux « 3disque » et 1’extrait des alcaloides

totaux « 2disque » vis-a-vis de Bacillus subtilis sur milieu SA.

Photo 26 : Les résultats de CMI de I’extrait aqueux « 3disque » et I’extrait des alcaloides

totaux « 2disque » vis-a-vis de Staphylococcus aureus sur milieu SA.
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Photo 27 : Les résultats de CMI de I’extrait aqueux « 3disque » et I’extrait des alcaloides
totaux « 2disque » vis-a-vis de Escherichia coli sur milieu SA.

Annexe 08 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique

CALIBRATION

Date: 27/05/2015 Time: 15:38:33

Instrument: PerkinElmer Lambda 25  Serial No: 1
Method: concl

Ordinate mode: Single wavelength

Baseline: No correction ( 0,00 0,00)

Analyst:

_ Wavelength(s) Sample ID Concentration Ord. value Comment

Les dilutions de I’acide gallique:
765,0 0,0 concl.A01 0,1000 mg/ml  0,1706
765,0 0,0 concl.A02 0,1200 mg/ml  0,1613
765,0 0,0 concl.A03 0,1400 mg/ml  0,1970
765,0 0,0 concl.A04 0,1600 mg/ml  0,2284

765,0 0,0 concl.A05 0,1800 mg/ml  0,2616
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_Equation de régressions : y = 1.447531e+00 * x

Residual error: 0,014677

Corrélation coefficient: 0,935544

0,300 _ 5
V
0,25 | 4
3
0,20 | 1 2
\%

0,15
A

0,10

0,05

0,000
T T T T T T T T T 1
0,000 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,14 0,16 0,18 0,200
mg/ml

Photo 28: Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique
Annexe 09 : Courbe d’étalonnage de la quercétine
CALIBRATION
Date: 27/07/2015 Time: 16:03:21
Instrument: PerkinElmer Lambda 25 Serial No: 1
Method: concl
Ordinate mode: Single wavelength
Baseline: No correction ( 0,00 0,00)
Analyst
_Wavelength(s) Sample ID Concentration Ord. value Comment
Les dilutions de la Querétine:
430,0 0,0 concl.A01 10,000 ug/l  0,0184
430,0 0,0 concl.A02 20,000 ug/l  0,0208
430,0 0,0 concl.A03 40,000 ug/l  0,0352

430,0 0,0 concl.A04 60,000 ug/l  0,0507
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430,0 0,0 concl.A05 80,000 ug/l  0,0776

430,0 0,0 concl.A06 100,00 ug/l  0,0898

Equation de régression : y = 9.160679¢-04 * x
Residual error: 0,005166

Corrélation coefficient: 0,984758

0,110 _
0,10 | 6
5
0,08 | \%
0,06 | 4
A 3
0,04
1 2
0,02 | v \Y
0’000 T T T T T T T T T T 1
0,0 10 20 30 40 50 60 70 80 ) 100 110,0

ug/l
Photo 29: Courbe d’¢talonnage de la quercétine

Annexe 10 : Matériel non biologique.
1. Milieux de culture
Nous avons utilisé:
B Deux milieux pour I’activité antibactérienne : le milieu TSA (Trypticase Soja Agar)
(Annexe 01) et le milieu SA (Soja Agar) (Annexe 02).
B Deux milieux pour I’activité antifongique : le milieu SAB (sabouraud glucose agar)

(Annexe 03) et le milieu PDA (Annexe 04).

2. Matériel de laboratoire

e Appareils
- Spectrophotometre ultraviolet-visible.
- Etuve.
- Rota vapeur (BUCHI).
- Balance de précision (¢électronique).
-Agitateur magnétique.

- Autoclave.
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-Pompe a vide.

- Appareil ultrason.

Verrerie

- Tubes a essais ; Becher ; Ballons (50ml—2000ml) ; Erlen ; fioles ; Eprouvettes ; flacons,

-Ampoule a décanter ; flacons injectables.

- boites de Pétris.

- Seringue.
- Micropipette, pipette Pasteur, micro filtre.

3. Produits chimiques et réactifs

-Réactif de folin-Ciocalteu

-Acide gallique

-Carbonate de sodium (Na,CO3)
-Quercitine

- Trichlorure d’aluminium (AICls)
-Acide chlorhydrique HCL (37%)
-Hydroxyde d’ammoniac NH4OH (30%),
-Eau distillée

-Acide sulfurique H,SO4 (96%)
-Ethanol absolu (96%)
-Chloroforme (CHCls)

-Méthanol
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