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Résumé

Résumé

Le présent travail a pour objectif d’étudier I’effet de la contrainte saline sur la
variation de la teneur en éléments minéraux (Ca®*, K* et Na*), et les paramétres biochimiques
(polyphénols et flavonoides totaux) ainsi que 1’évaluation de 1’activité antimicrobienne des
extraits méthanolique et aqueux de la partie aérienne de la coriandre (Coriandrum sativum L.).

L’espéce coriandrum sativum L. a été soumise au stress salin par quatre traitements a
différentes concentrations (0 mM/I, 50 mM/I, 75 mM/I et 100 mM/I de NaCl).

Le screening phytochimique, sur la poudre et son infusé & 10% obtenues de la partie

aérienne de la coriandre pour les quatre traitements a permis de mettre en évidence la
présence des Flavonoides, des Tanins Galliques, Quinones libres, Saponosides, Anthocyanes,
Alcaloides et Coumarines par contre I’absence des Tanins catéchiques a été notée seulement
au niveau du témoin Ty Les Quinones combinées, Leuco-anthocyanes et les Glycosides
quand a eux étaient complétement absents.
Le stress salin a induit une variation des teneurs en polyphénols et en flavonoides totaux pour
les extraits méthanoliqgue 358,308 & 467, 077 pg/mg EAG/g MS et de 172,308 &
452,923ug/mg EAG/g MS pour les extraits aqueux, 0,237 & 0,343 pug/mg EQ/g MS pour les
extraits methanolique et 0,072 & 0,153 pg/ mg EQ/g MS pour les extraits aqueux
respectivement. Pour la nutrition minérale le stress salin a provoqué une perturbation au
niveau de I’absorption de Ca®* et K* comparé au témoin.

L’activité antimicrobienne a montré que les extraits méthanolique de la coriandre des trois
traitements comparés au témoin ont un effet antimicrobien sur les 5 bactéries testées. Les
Diamétres des Zones d’Inhibitions les plus élevés ont été obtenus pour 1’extrait méthanolique
T3 (100 mM/I) vis-a-vis Pseudomonas aerogenosa (15 mm), bacillus cereus (20mm). pour
les souches fongiques Aspergillus niger (14 mm) et Candida albicans (12 mm). Par contre

aucune Zone d’Inhibition n’a été observée pour les extraits aqueux testés.

Mot clés : coriandrum sativum L., stress salin, extraits méthanolique, polyphénols, activité

antimicrobienne, nutrition minérale, flavonoide
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The antimicrobic activity of the subjected coriandre (coriandrum

sativum.L) has a salt stress
Abstract

The présent work has for objective of studied the effect of the Salt constraint on the
variation of the content élément transoms( ca2+, K+, and Na+) , And the parameétres
biochemical (polyphenol and flavonoide totals) ansi That the evaluation of the antimicrobien
activity of extracts methanolique and aqueous of the part aerienne some coriander.

The species coriander was subjected to the salt stress by four treatment has different
concentration (OMm/I, 50mM/I, 75mM/I and 100mM/L of Nacl)

screening phytochimic on the powder and itsinfused has 10% obtained air part of thecoriandre
for the four treatments has makes it possible to put in evidance the presence of the flavonoid
tannins gallic, quinones free, saponosides, anthocyanins, alkaloid and coumarin on the other
hand the catechic absence of tannins was noted only on the level of the TO combined
quinones, leucoanthocyanes and glycosides when withthem were completely absent.

The salt stress induced a variation of the contents of polyphenol and flavonoid total for the

methanolic extract 35 8,308 to 467,077 pg/mg EAG/g MS and the 172,308 to 452,923 pg/mg
EAG/g MS for the aqueous extracts 0,237 to 0,343 ug /mg EQ/g MS for the methanolic
extract 0,072 to 0,153 ug/mg EQ/g MS for the extract aqueous respectively.

for the mineral nutrition the saline stress caused adisturbance on the level of ca2+ and

compared to witness the antimicrobic activity showed that the extracts

methanolic of the coriander of the three treatments compared to witness have an effect
antimicrobic on the five bacterium tested, the diameters of the zones of inhibitions highest
were obtained for extract methanolic T3) screw pseudomonas aerogenosa (15mm), bacillus
cereus. for the stocks fungic Aspergillus niger (14mm) and condidat albicans (12mm). on the

other handnone inibition was observed for the extracts aqueous tested.

Key words: salt stress, methanolic extract, antimicrobial activity, mineral nutrition,

coriandrum sativum.L



Introduction

Un grand nombre des plantes, aromatiques et médicinales, possedent des propriétés
biologiques tres intéressantes, qui trouvent application dans divers domaines a savoir en

médecine, pharmacie, cosmétologie et agriculture (Hamidi, 2013).

Les flavonoides constituent un groupe des produits naturels appartenant a la famille des
polyphénols, largement représentés dans la quasi-totalité des plantes, faisant partie intégrante
de notre nourriture quotidienne. Ils possédent potentiellement des activités biologiques, anti-
inflammatoires, anti-cancérigenes et antimicrobiennes (Atik et al, 2007).

Cependant, 1’élévation des teneurs des composés phénoliques pourrait provenir des réactions
de défense des plantes vis a vis de stress abiotique comme le stress salin. Des exemples de
hausses de teneurs des composés biochimiques en réponse a des agressions salines sont bien
connus en biologie (Roudani, 1996). En outre, selon divers auteurs, le stress salin résulte de
la perturbation des fonctions de la nutrition hydrique, minérale et carbonée des plantes
(Levitt, 1980). En effet, la perturbation de la nutrition minérale proviendrait de la compétition
des ions Na* et CI- avec les ions nutritifs (Ca®*, K*, Mg®*....) (Nabors et al., 1980).

Toutefois, les recherches menées en Algérie, se sont surtout intéressées & la composition
chimique des huiles essentielles et a leurs activités biologiques sur de nombreuses plantes
aromatiques et médicinales telles que la coriandre (Coriandrum sativum L). Quant a I’étude
de Dlactivité antimicrobienne des extraits de la coriandre soumise 4 un stress salin, aucun
travail de recherche n’a été entrepris pour son etude. Dans ce contexte, et dans le but
d’explorer I’effet de la salinité sur la variation de la teneur en éléments minéraux et en
polyphénols nous nous sommes intéresses a une glycophyte qui est la coriandre il s’agit d’une
plante aromatique et médicinale. Les objectifs de ce travail s’orientent vers la connaissance
de certains mécanismes li¢ 4 I’adaptation aux contraintes salines 4 savoir le dosage des
éléments minéraux (Ca®*, K* et Na*), celui des paramétres biochimiques (polyphénols et
flavonoides totaux) ainsi que 1’évaluation de [D’activité antimicrobienne des extraits

méthanolique et aqueux de la coriandre (Coriandrum sativum L.) soumise a un stress salin.
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Chapitre I : Syntheses bibliographiques

l. La coriandre
1. Généralités sur la coriandre

1.1 Origine et historique

L'origine de la coriandre est incertaine. Elle poussait a I'état sauvage dans une vaste zone au
Proche-Orient et dans le Sud de I'Europe. Quinze méricarpes desséchés ont été trouvés au
niveau Néolithique que précéramique B de la grotte de Nahal Hamar en Israél, ce qui est peut
étre la plus ancienne trace archéologique de coriandre (environ 6 000 ans av. J.C.)
(Diederichsen, 1996).

La coriandre semble avoir été cultivée dans la Gréce antique au moins depuis le lle
millénaire av. J.-C. Des tablettes en linéaire B provenant de la civilisation mycénienne
mentionnent la coriandre, en quantité importante, comme offrande rituelle ou comme matiére
premiére pour la confection d'onguents et de produits aromatiques a l'usage des temples-palais
(Dodinet et al., 2001).

Une des tablettes retrouvées & Pylos fait référence & la coriandre comme étant cultivée pour la
fabrication de parfums, et elle aurait été utilisée sous deux formes : comme épice pour ses
graines, et pour la saveur de ses feuilles (John Chadwick ,1976).

Une grande quantité de coriandre a été retrouvee dans une couche de I'Age du bronze
ancien & Sitagroi en Macedonia, renforce I'hypothése de la culture de la plante a cette période
(Fragiska, 2005).

1.2. Classification et noms vernaculaires
La Coriandre (Coriandrum sativum) est une plante herbacée annuelle de la famille des
Apiacées (Ombelliferes). Elle comprend plus de 3000 espéces. La classification botanique de
la coriandre selon Quezel et Santa (1963) est la suivante :
Regne : Plantae
Embranchement : Spermaphytes
Sous Embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones
Ordre : Apiales
Famille : Apiaceae
Genre : Coriandrum

Espéce : Coriandrum sativum L.



Chapitre I : Syntheses bibliographiques

Diverses appellations ont été attribuées & C. sativum. Nous citons quelques dénominations
vernaculaires internationales : en arabe, kusbar, en francais, persil arabe, persil chinois et en

anglais, coriander (Baba Aissa, 1999).

1.3. Description botanique

La coriandre est une plante annuelle & racine pivotante. Elle est élancée, ramifiée, mesurant
généralement en floraison de 30 & 60 cm, mais pouvant atteindre 1,4 m (Diederichsen, 1996).
Les tiges, sont vertes, dressées, gréles, cylindriques et striées, parfois avec plusieurs
ramifications latérales au niveau du premier nceud. Chaque ramification se termine par une
inflorescence unique. La base de la tige d'un plant adulte est creuse et peut atteindre 2 cm de
diametre (Diederichsen, 1996).
Les feuilles, sont vert clair, glabres et alternes. Les feuilles basales sont pétiolées, incisées et
dentées. Les feuilles supérieures, sont sessiles, finement découpées en lanieres et pourvues
d’une longue et large gaine (Figure 1) (Coste, 1937).
Les feuilles de Coriandrum sativum L. changent de forme pendant la période de floraison : au
début elles sont belles, bien plates et peu & peu elles deviennent fines rappelant la forme des
fleurs d’aneth. C’est la transformation tout 4 fait normale, qui indique la monté en graines du

plant (Figure 1) (Diederichsen, 1996).

Figure 1 : Feuille de la coriandre A : au stade végétatif, B : au stade de floraison
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L'inflorescence, est une ombelle composée de 2 a 8 rayons primaires de tailles différentes (de
telle sorte que les ombellules soient placées au méme niveau) et 5 & 20 rayons secondaires
(Diederichsen, 1996).

L'involucre a une ou deux bractées foliacées linéaires, mais parfois inexistantes. Les
involucelles ont de 3 a 5 folioles (bractéoles) linéaires, courtes, réfléchies et unilatérales
(Coste, 1937).

Les fleurs, sont radiales réguliéres au centre de I’ombelle, mais irréguliéres a la périphérie.
Elles comportent 5 sépales, 5 pétales blancs ou rosés, 5 étamines, 2 styles relativement longs
et un ovaire super bicarpellaire (Figure 1) (Filliat, 2012)

Les fruits, sont globuleux, parfois légerement allongés, de 3 a 6 mm de diametre
(Diederichsen, 1996).

Les fruits frais sont verts et dégagent la méme odeur que les feuilles. Ils deviennent beige,
puis ocre-brun clair au cours de leur maturation et développent une odeur plus aromatique. Ce
sont des schizocarpes (diakénes) constitués de deux meéricarpes hémisphériques accolés et
surmontés de ce qui reste du stylopode (parfois des styles) et des dents du calice, ne se

séparant qu'une fois treés secs. Chaque méricarpe a 9 cotés : 5 primaires flexueux déprimes, 4

secondaires saillantes et carénées (Figure 2) (Coste, 1937).

A : Fruits verts B : Fruits murs C : Fruits murs et secs

Figure2. Différents stades de développements des fruits du coriandre (Anonyme, 2016)
1.4 Exigences pédoclimatiques
La coriandre pousse bien dans les sols lourds ou moyens, bien drainés, fertiles et profonds.

Eviter de trop fertiliser, car un exces d’azote peut retarder le murissement des akeénes (graines)

et réduire leur saveur. La plante tolere un pH de 4,9 a 8,2 (Dominique, 1999).
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La coriandre s’accommode bien au froid et 4 la chaleur, mais elle exige le plein soleil et doit
étre arrosée en période séche. La coriandre est généralement exempte de ravageurs, mais elle
est sensible aux maladies & champignons, particulierement si le temps est humide et pluvieux
ou si la terre est trop riche en azote. La plante est aussi sujette a la pourriture des racines, si le
sol est mal drainé (Small, 2001).

1.5. Répartition géographique

La coriandre est une plante originaire de la méditerranée et cultivée depuis longtemps en
Europe, en Asie, dans certains pays d’Afrique et en Amérique (Boskabady et al., 2001)
Les principaux exporteurs de la coriandre sont la Turquie, la Tunisie et le Maroc (Wichtelet
al., 1999).

1.6-Composition chimique de la coriandre

Comme beaucoup de végeétaux vert et frais la feuille de coriandre contient : Des pigments
caroténoides (provitamine), des flavonoides antioxydants, des vitamines hydrosolubles
notamment vitamine C et K et des acides phénols antioxydants. Il n’y a pas d’alcaloides
toxique, mais un peu d’huile essentielle (environ 0,7%) 2 dodecenal (environ10%) et 1-

decanol (environ 7%) (Bruneton, 2009).

Les feuilles quand on les froisse libérent les aldéhydes de 1’huile essentielle qui possedent
une odeur trés marquée, plutdt désagréable, évoquant généralement celle de la punaise. Les
racines exhalent une odeur encore plus forte que les feuilles (Filliat, 2012).

Les fruits contiennent une huile essentielle, ils sont la partie véritablement médicinale, mais
seulement quand ils sont bien murs et secs. Les fruits contiennent également des substances
de réserve 20% de lipides et 15% de protide (Filliat, 2012).

1.7. Usages et propriétés thérapeutiques

La coriandre est utilisée comme stomachique, spasmolytique et carminatif en raison de son
huile essentielle, qui exerce de plus une action bactéricide et fongicide, est utilisée dans le
traitement des gastrites subacides, des diarrhées et des dyspepsies d’origines diverses. L'ajout

de coriandre aux préparations médicamenteuses a base d'anthraquinone semble éviter les
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coliques qui accompagnent parfois l'utilisation de ces puissants laxatifs. En outre, dans les
essais menés chez l'animal, la coriandre a démontré exercer des effets hypoglycémiants ainsi
qu'une action stimulante sur la sécrétion d'insuline, des effets connus depuis bien longtemps
dans le cadre de la médecine populaire. Elle est en outre utilisée comme vermifuge et comme
ingrédient de liniments contre les rhumatismes et les arthralgies (Wichtl, 2006).

1.8 Métabolites secondaires

La plante est le sicge d’une intense activité métabolique aboutissant a la synthese de
principes actifs les plus divers. Ce processus metabolique est lié aux conditions mémes de vie
de la plante. Cette derniere doit faire face a de multiples agressions de I’environnement dans
lequel elle vit : prédateurs, microorganismes pathogenes, etc. On concoit donc que la plante
puisse développer un métabolisme particulier lui permettant de synthétiser diverses
substances pour se defendre (Figure 3). Ces substances prennent la nomenclature des

métabolite secondaire. (kansole, 2009)

Les voies de métabolisme
phosphate
| |

— Phospho-énol
Shikimate [$——— pyTuvate

l Voie acétate/
malonate
l Polyacétates
- «—— [ Acétyl-CoA /
Cycle de \
Krebs -
1 l mévalonate

Figure 3 : Interrelation entre les métabolites primaires et les métabolites secondaires
(Bruneton, 1993)
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1.8.1. Polyphénols

Les polyphénols ou composés phénoliques, sont des molécules spécifiques du régne végétal.
Cette appellation générique désigne un vaste ensemble de substances aux structures variées
qu’il est difficile de définir simplement (Bruneton, 1993). lls sont caractérisés par la présence
d’au moins d’un noyau benzénique auquel est directement lié 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 principales classes de composants phénoliques sont : les acides phénoliques (acide
caféique, acide hydroxycinnamique, acide chlorogénique), les flavonoides qui représentent
plus de la moitié des polyphénols, les tanins, et les coumarines (King et Young., 1999 ;
Tapiero et al., 2002). Les polyphénols sont présents dans toutes les parties des végétaux

supérieurs : racine, tiges, feuilles, fleurs et fruits (Boizot et Charpentier, 2006).

1.8.1.1. Propriétés biologiques des polyphénols

La coriandre est une plante aromatique cultivée dans les zones tempérées du monde entier et
employée pour de nombreuses préparations culinaires, particulierement en Asie, en Amérique
latine et dans la cuisine méditerranéenne. Les feuilles sont généralement utilisées fraiches en
accompagnement ou comme condiment. Les fruits secs, souvent confondus avec des graines,
sont utilisés comme épice. Moulus, ils sont un ingrédient de base de nombreux mélanges, tels
que les currys.

La coriandre est également une plante médicinale, reconnue notamment pour faciliter la
digestion. On en tire une huile essentielle utilisée en aromathérapie, dans I'industrie

alimentaire, en cuisine et en parfumerie dans les cosmétiques (Dodinet et al. 2001).

Les recherches sur les composes phénoliques en générale et les flavonoides en particulier
sont tres poussées en raison de leurs divers propriétés physiologiques comme les activités
antiallergique, anti-artherogenique, anti-inflammatoire, hépato protective, antimicrobienne,
antivirale, antibactérienne, anticarcinogénique, anti-thrombotique, cardioprotective et
vasodilatoire (Middleton et al., 2000 ; Ksouri et al., 2007). Ces actions sont attribuées a leur

effet antioxydant qui est due a leurs propriétés redox en jouant un réle important dans la
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destruction oxydative par la neutralisation des radicaux libres, piégeage de I’oxygene, ou

décomposition des peroxydes (Nijveldt et al., 2001).

1.8.1.2. Classification des structures phénoliques

Les composées phénolique peuvent étre regroupés en une dizaine de classes (Harbone
,1990 ;Mancheix et al ,2006) (tableau 1) qui se différencient d’abord par la complexité du
squelette de base (allant d’'un simple C6 4 des formes trés polymérisées) ensuite par le
degré de modifications de ce squelette (degré d’oxydation, d’hydroxylation, de méthylation
...) enfin par les liaisons possibles de ses molécules de base avec d’autres molécules
(glucides, lipides , protéines et autre métabolites secondaires pouvant étre ou non des

composés phénoliques) (Mancheix et al., 2006).

Tableau 1 : Principales classes des composes phenoliques

Squelette carboné | Classe Exemple Origine
C6 Phénol simple Catéchol Nombreuse espéces
C6-1 Acide p-hydroxybenzoique Pomme de terre,
hydroxybenzoiques pomme
C6-3 Aide hydroxynnamique | Acide caféique,
Acide férulique
Coumarines
Scopolétine Citrus
C6-4 Naphtoquinones Juglone Noix
C6-2-6 Stilbénes Resvératrol Vigne
C6-3-6 Flavonoides Kaempférol, quercétine | Fruits, légumes, fleurs
¢ Rlavonols Cyanidine, pélargonidine | fruit rouges
e Anthocyanes Catéchine, épicatéchine | Pomme, raisin
e Flavonols Naringénine Citrus
e Flavanones
Isoflavonoides Daidzéine Soja, pois
(C6-2) 2 Lignanes Pinorésinol Pin
(C6-3) n Lignines Bois, noyau des fruits
(C15) Tannins Raisin rouge, kaki
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(Harbone, 1989 ; Macheix et al., 2006 ; Crozier et al., 2006)
1.8.2. Alcaloides

Les alcaloides figurent parmi les principes actifs les plus importants en pharmacologie et en
médecine, I’intérét qu’on leur porte reposait traditionnellement sur leur action physiologique
et psychologique particuliérement violente chez I’homme. Ce sont des composés azotés au

gout amer qui ont des propriétés chimiques basiques (Raven et al., 2000).

Le r6le des alcaloides est essentiellement celui de phagodétérants : leur amertume et leur
toxicité repousse les herbivores. Aussi, ils jouent un r6le en pharmacopie dans la fabrication
de médicaments comme la morphine de pavot (Guinord, 2000).

1.8.3. Terpénoides

Les terpénoides appelé aussi terpenes, existent chez toutes les plante et representent de loin
la plus vaste catégorie de métabolites secondaires, avec plus de 22.000 composés décrits. Le
térpenoide le plus simple est un hydrocarbure, I’isopréne (CsHg). On peu classer tout les
terpénoides en fonction du nombre de leurs unités isopréne. Les terpenoides jouent de
multiples roles chez les plantes. Certains sont des pigments photosynthétiques (caroténoides)
ou des hormones (les gibbérellines, et I’acide abscissique), tandis que d’autres sont utilisés en
tant que composants structuraux des membranes (les stérols) (Raven et al., 2000).

D’autres composés terpéniques, qui sont les saponosides (saponines), sont des terpenes
glycosyles. lls peuvent étre des stéroides glycosylés, des stéroides alcaloides glycosylés ou

des hétérosides tri terpéniques (Hopkins, 2003).

1.8.3.1.Fonctions biologiques de terpénes

La majorité des composés terpeniques sont des métabolites secondaires sans fonction
directe dans la croissance des végétaux. Ces métabolites sont responsables de la couleur et
I’odeur des plantes et des épices (piments et curies), certains d’entre eux ont des fonctions
écologiques importantes mais la majorité (les mono- et sesquiterpénes) possedent une activité
antimicrobienne contre un large éventail des bactéries et champignons. Par ailleurs, un certain
nombre de terpenes ont des propriétés toxiques, répulsives ou attractives pour d'autres

organismes, ce qui a conduit a la conviction qu'ils ont des roles écologiques dans les
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interactions antagonistes ou mutualistes entre les plantes et plantes-animaux (Langenheim,
1994).

1.9. Stress salin
1.9.1. Définition de la salinité

La salinité est définie selon plusieurs chercheurs comme la présence d’une concentration
excessive de sels solubles dans le sol ou dans I’eau d’irrigation (Baiz, 2000 ; Maatougui,
2001). C’est un facteur environnemental trés important qui limite la croissance et la
productivité (Allakhverdiev et al., 2000 in Bouzid, 2010).

1.9.2. Principaux sels solubles
Les principaux sels solubles qui participent dans la formation des sols salés sont :

v Les carbonates les plus rencontrés sont le carbonate de sodium
(Na;CO0s), bicarbonate de sodium (Na HCOg3), carbonate de calcium (CaCOs3) et le
carbonate de magnésium (MgCOs).

v Les sulfates ce sont les sels de I’acide sulfurique les plus fréquents
sont : le sulfate de magnésium (MgSQ,), sulfate de sodium (NaSQ,) et le sulfate de
calcium (Ca SQOy,).

v Les chlorures principalement le chlorure de sodium (NacCl), le chlorure
de calcium (Ca ClI,) et chlorure de magnésium (MgCl,) ce sont les plus solubles et de
forte toxicité. La présence de sels solubles en quantité importante ou d’un horizon
sodique a structure dégradee, sont des caracteres qui ont une influence néfaste sur le

développement de la végétation ou des cultures (Aubert, 1982).
1.9.3. Définition du stress salin

On désigne par stress, toute condition externe qui affecte la croissance, le développement
ou la productivit¢ d’une plante. On distingue les stress biotiques (causés par d’autres
organismes) et les stress abiotiques (se présentant & chaque fois qu’il y a un excés ou un
déficit dans I’environnement physique ou chimique de la plante). Le stress aussi bien biotique
qu’abiotique, peut réduire la productivité des plantes de 65% a plus de 87%. Un stress est
reconnu par une plante quand il est percu au niveau cellulaire puis transmis a la plante entiere.

Le changement dans DI’expression des genes qui s’ensuit modifie la croissance et le
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développement, et influence les capacités reproductives de la plante ((Flowers, 2004 ;
Davenport et al, 2005)

1.9.4. Effet du stress salin sur la variation de la teneur en polyphénols

La synthese des polyphénols et son accumulation est généralement stimulé en réponse aux
tensions de facteurs biotique/abiotique. Effectivement chez les plantes la synthése et
I’accumulation des polyphénols sont généralement stimulées en tant que réponse des stress tel
que la salinité (Navarro, 2006). Effectivement ’augmentation de la concentration des
polyphénols dans les tissus est une réponse de I’élévation de la salinité. C’est un moyen de
défense adopté pour les plantes face au stress salin. En revanche la production de la biomasse
est réduite (Debreu et al., 2008). Par ailleurs (Treutter, 2006, in Sailaja et Sujatha 2013)
ont constaté une augmentation considérable dans les niveaux des flavonoides lors du stress
salin. En outre (Elharchli et Amrani 2016) ont rapporté que la concentration des tanins

condensés a augmenté avec la contrainte saline.
1.9.5. Effet de la salinité sur la nutrition minérale des plantes

La salinité est susceptible de perturbé la nutrition minérale des plantes en interférant avec le
prélevement de certains éléments essentiels comme le potassium et le calcium et ceci soit par
substitution, soit par compétition au niveau des sites d’absorption (Zid et Grignon, (1991).
De plus, I’augmentation de NaCl diminue I’absorption du potassium et du calcium et interfere
avec leurs fonctions physiologiques (Zhu, 2000 ; Yoshida, 2002). Par conséquent, la capacité
des génotypes & maintenir des niveaux plus élevés de K* et de Ca’" et de faibles niveaux de

+ . , . , - A .
Na" dans les tissus et 'un des mécanismes clés contribuant & 1I’expression de la tolerence au

sel (R’him et al., 2013).
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Ce travail a pour objectif, de déterminé¢ I’effet du stress salin, induit par différentes
concentrations de NaCl ajoutées & I’eau du robinet sur la variation des teneurs en polyphénols
et flavonoides totaux des extraits de coriandre et leur valorisation comme antimicrobien. La
culture de la coriandre a pris une durée de quatre mois du 19 Novembre 2016 (date de semis)
au 13 Mars 2017 (date de récolte).

L’expérimentation a duré trois mois de Mars 4 Juin 2017. au niveau de 4 compartiments :

o Laboratoire de contrble de qualité Facultés des Sciences de la Nature et de la Vie
département de Biotechnologies Universit¢ de BLIDA 1 pour [I’extraction
méthanolique et aqueuse et les dosages des poly phénols et des flavonoides totaux.

o Laboratoire de I’hdpital KOLEA pour le dosage des minéraux Ca®*, Na*, K*

o Laboratoire de physico chimie Saidal Médéa pour le screening phytochimique

o Laboratoire d’hygiénes de BLIDA Pour déterminer les activités antimicrobienne des
extraits méthanolique et aqueux.

1. Matériel
1.1. Matériel biologique
1.1.1 Materiel végétal

Le matériel végétal utilisé est constitué de la partie aerienne (tige, feuille et fleur) de
la coriandre (coriandrum sativum L.). La plantation de cette derniere, a été menée au niveau
de la serre en plastique (figure4) de la station expérimentale du département des
biotechnologies (ex agronomie) de la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie Université
de Blida 1. Située & une latitude de 36° 30’ 36, 34>* N et 2° 52° 26, 05>’ E et une altitude de

343 metres.

Figure 4 : lieu de la plantation
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L’expérimentation a été¢ conduite sur sol dans des sachets en plastique noire de 5 kg de
capacité, dans une serre & aération latérale ou les températures maximales ont oscillé entre 20
et 35°C et les températures minimales ont variées entre 10 et 13 °C durant toute la durée de
plantation. Des opérations de désherbage ont été réalisées au niveau de la serre, ensuite un
paillage en plastique a été étendu sur toute la surface de la serre, afin d’empécher le
développement des mauvaises herbes. Le semis a été effectué directement sur le sol (mélange
de 80% de sol et 20% de terreau). L’irrigation a été faite quotidiennement avec 1’eau du

robinet jusqu’a I’apparition des plantules.

1.1.2 Matériel microbien

Afin d’évaluer le pouvoir antimicrobien des extraits méthanolique et aqueux de la coriandre,
un screening antimicrobien a été effectué in vitro sur cinq (05) souches bactériennes et cing
(05) isolats fongiques. Certaines souches sont de référence ATCC (American Type Culture
Collection). Alors que d’autres ont été isolées a partir des prélevements de malades ayant
contracté différentes infections et sur les aliments stockés au niveau du laboratoire d’hygiene
de Blida. Ces bactéries et champignons ont été conservés et maintenus en vie par repiquage

continus sur des milieux de culture adéquats (Tableau I1).

Tableau Il. Souches microbiennes utilisées

Souches microbiennes Groupe microbien et Gram Référence
Escherichia coli Bacterie a Gram négatif ATCC 25922
Klebsiella pneumoniae Bacterie a Gram négatif Pus
Pseudomonas aerogenosa Bacterie a Gram négatif ATCC 27853
Bacillus cereus Bactérie a Gram positif ATCC 10876
Staphylococcus aureus Bactérie a Gram positif ATCC 25923
Candida albicans Levure ATCC 24433
Aspergillus niger Champignon Alimentaire
Aspergillus braziliensens Champignon ATCC 16404
Fusarium graminearum Champignon Champignon du blé
Verticilium dahliae Champignon Alimentaire

14




Chapitre II : Matériels et méthodes

1.1.3 Matériel non biologique

Le matériel non biologique utilisé (appareillage, verreries, réactifs .....) voir annexe.
2. Méthodes

2.1. Dispositif expérimental

Le dispositif expérimental adopté pour cette étude est un bloc aléatoire complet (Figure 5).
La disposition des traitements a été faite d’une maniére aléatoire. Aprés un mois de plantation
les plantes ont été soumises & quatre traitements différents par arrosage avec 1’eau du robinet &

laquelle a été ajoutée du NaCl. :

a- Le premier traitement est un témoin 0 mM/L= 0 g de NaCl.
b- Le deuxiéme traitement avec une concentration de 50 mM/L= 2,92 g/L de NaCl.
c- Le troisieme traitement ave une concentration de 75 mM/L = 4,38 g/L de NaCl.

d- Le quatrieme traitement avec une concentration de 100 mM/L = 5,85 g/L de NaCl.

Au niveau de chaque traitement nous avons 30 répétitions soit 120 sachets au total, dix
plants par sachets ce qui correspond a 300 plants par traitement.

Figure 5 : Dispositif expérimental

2.2. Echantillonnage

Le matériel végétal récolté est constitué de la partie aérienne (tiges, feuilles et fleurs) de la
coriandre. Il est séché & D’air libre, & I’abri de la lumicre et de ’humidité, pour éviter le

développement des moisissures et & une température ambiante, afin d’éviter la photo-
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oxydation des substances. Il est ensuite, broyé (a ’aide d’un moulin) en poudre et conservé

dans des flacons en verre, dans un endroit sec 4 I’abri de la lumiere jusqu’a utilisation.

2.3. Taux d’humidité « H »
% Mode opératoire

La teneur de ’eau a été déterminée suivant la méthode de (Kane et al., 2010). Nous avons
pesé 5 g de poudre de la partie aérienne de la coriandre de chaque traitement dans des
capsules préalablement séchées et pesées. Ensuite, nous avons placé les capsules dans 1’étuve
a 105 °C. Aprés étuvage, nous avons pesé chaque 3 h jusqu’a ’obtention d’un poids constant.

Le taux d’humidité¢ est calculé par la formule suivante :

H : Taux d’humidité en pourcent.

H = % x 100 Pi : Masse de I’échantillon avant séchage a 1’étuve (g).
P : Masse de I’échantillon apres séchage a I’étuve (g).

2.4. Tests du screening phytochimique

Le but de ces tests, est de connaitre la composition en métabolites secondaires. Ils sont
effectués, soit sur la poudre du broyat, soit sur I’infusé. Le screening phytochimique, est soit
des réactions de colorations ou de précipitations (Paris et Moyse, 1976). Les réactions du

screening phytochimique que nous avons effectué ont été décrites par (Bouyer, 1996).

e Préparation de I’infusé (a 10%)
A 10 g de poudre végétale de chaque traitement, sont ajoutés 100 ml d’eau distillée bouillante,

laissés infuser pendant 10 minutes. Puis filtrer. Le filtrat est ajust¢ a 100 ml avec 1’eau

distillee (Bouyer, 1996).

e Flavonoides

A 5ml de I’infusé de chaque traitement, sont additionnés 5 ml d’HCI, un copeau de Mg et 1
ml d’alcool isoamylique. La réaction des flavanols, flavanones et flavones par le magnésium

métallique donne une couleur rouge orangée, ce qui indique la présence des flavonoides.

e Tannins
e Tannins catéchiques
A 5 ml de I’infusé de chaque traitement, sont ajoutées quelques gouttes de la solution FeCl; a

5%.L’apparition d’une couleur bleue noire indique la présence des tannins catéchiques.
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e Tannins galliques
A 5 ml de I'infusé de chaque traitement, sont ajoutés 2 g d’acétate de sodium et quelques
gouttes de FeCLs.

L’apparition d’une couleur bleue noire indique la présence des tannins galliques.

e Quinones
e Quinones libres
A 2g de poudre végétale de chaque traitement, sont humectées par 2 ml HCI a 1N, le
melange est mis en contact pendant 3 heures dans 20ml de chloroforme puis filtrer. Le filtrat est
agité avec 5ml d’ammoniaque Y. La réaction donne une coloration rouge en présence des
quinones libres.
e Quinones combinés
A 2g de poudre végétale de chaque traitement, additionner 5ml d’acide sulfurique 2N, puis
porter au reflux pendant 2 heures, la solution extractive est filtrée, puis épuisée par 20ml de
chloroforme. La solution chloroformique est évaporée a sec (au bain marie sous la hotte
ventilée), puis ajouter ’ammoniaque. La réaction donne une coloration rouge en présence des

quinones combinées.

e Saponosides
A 2 ml de I’infusé¢ de chaque traitement, sont additionnées quelques gouttes d’acétate de

plomb. L’apparition d’un précipité blanc indique la présence des saponosides.

e Anthocyanes
Quelques gouttes d’HCI concentré, sont ajoutées a 5 ml de I'infusé de chaque traitement.

L’apparition d’une couleur rouge indique la présence des anthocyanes.

e Leuco-anthocyanes
2 g de poudre végétale de chaque traitement, sont additionnés a 20 ml d’un mélange de
propanol /acide chlorhydrique (v/v). Aprés, le mélange est porté a 1’ébullition dans un bain-
marie pendant quelques minutes. L’apparition d’une couleur rouge indique la présence des

leuco-anthocyanes.
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e Alcaloides

5 g de poudre végétale de chaque traitement, sont humectés avec 20 ml d’ammoniaque Y,
puis laisser macérés pendant 24 heures dans 50 ml d’un mélange éther chloroforme (3v /v).
Ensuite, le filtrat est épuisé par HCI a 2N. Apres, quelques gouttes du réactif de drangendroff
sont ajoutées a la solution chlorhydrique. L’apparition d’un précipité rouge indique la

présence des alcaloides.

e Glycosides
A 2 g de poudre végétale de chaque traitement, sont ajoutées quelques gouttes d’acide
sulfurique. Une coloration rouge brique apparait. Aprés agitation, une coloration violette se

forme en présence de glucosides.

e Coumarines
2 g de poudre végétale, de chaque traitement sont mis a I’ébullition dans 20 ml d’alcool
éthylique pendant 15 min dans un bain-marie puis filtrer. Ensuite, 3 a 5 ml de filtrat, sont
ajoutés a 10 gouttes de la solution alcoolique de KOH a 10% jusqu’a I’obtention d’un milieu

faiblement acide avec formation de troubles.

2.5. Méthodes d’extraction méthanolique et aqueuse

2.5.1. Extraction méthanolique

Le protocole que nous avons suivi pour la réalisation de ’extraction méthanolique de la
partie aérienne (tige, feuilles, et fleurs) de Coriandrum sativum L. a été décrit par (Upson et
al., 1999).
10g de poudre végétale de la partie aérienne (tige, feuilles et fleurs) seches des quatre
traitements sont mis dans un bain Marie a 70°C, pendant 5 minutes dans un mélange
méthanol/eau (70%/30%). Puis, les mélanges ont subi une maceération a température ambiante
pendant 24h sous agitation magnétique. Apres, une filtration a été effectuée sur papier
Wattman. Le filtrat est ensuite évaporé a 40°C a sec dans un rotavapor. Le résidu sec obtenu
est :

Repris dans un volume de méthanol, dans le but d’obtenir un extrait, avec une concentration
de 1mg /Iml pour le dosage des polyphénols totaux et de 10 mg/lml pour le dosage des

flavonoides.
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Les différentes étapes de I’extraction méthanolique sont représentées dans la (Figure 6).

Extraction méthanolique

10g de poudre végétale+ 100 ml
de méthanol aqueux 70%

Au bain marie a 70°C pendant

BEmin

Macération 24 h sous
Agitation magnétique

|

Filtration avec
Papier filtre

l

Evaporation a
40°C dansun
rotavapor

1mg /1ml de méthanol

l _— | pour le dosage des
polyphénols totaux

Résidu sec | 5
< 10mg/1ml de méthanol

Pour le dosage des

flavonoides

Figure 6 : Protocole expérimental de I’extraction méthanolique de la partie aérienne

(tiges, feuilles et fleurs) de Coriandrum sativum L.
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2.5.2. Extraction aqueuse

Pour I’extraction aqueuse, nous avons adopté la méthode préconisée par (Boursier et al.,
2011).

Des échantillons de 10 g de poudre de matiére végétale seche de la partie aérienne de
coriandre (tige, feuilles et fleurs) des quatre traitements ont ét¢ mis dans 100 ml d’eau distillée,
puis les mélanges ont subi une macération pendant 30 minutes a température ambiante sous
agitation magnétique. Les surnageant ont été separes par centrifugation (15 minutes 3000 tours/
min). L’opération est répétée trois fois avec le méme matériel végétal, afin d’extraire le
maximum de métabolites secondaires. Aprés chaque centrifugation, les mélanges sont filtrés sur
papier Wattman. Les trois filtrats de chaque traitement obtenu, sont récupérés dans quatre
ballons différents numérotés de 50 ml. Puis diluées avec 1’ Acétonitrile (1 : 1, v/v) et conservés &
4°C jusqu’4 utilisation.

Les différentes étapes de I’extraction aqueuse sont représentées dans la (Figure 7).

Extraction Aqueux

10g de poudre végétale+ 100 ml d’eau distille

l

Macération 30min sous
Aaitation maanétiaue

l

Centrifugation trois fois
(15min 3000tours/min)

}

Filtration par

Papier filtre
| 1mg /1ml de extrait aqueux

50mL dans pour le dosage des polyphénols
chaque ballon 2

on,. 2 >
dilué aveF: ' 10mg/1ml
I’ Acétonitrile

Pour le dosage des flavonoides

=

Figure 7 : Protocole expérimental de I’extraction aqueuse de la partie aérienne (tiges, feuilles et

fleurs) de la coriandre.
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2.6. Rendement de I’extraction méthanolique

Le calcule du rendement de I’extraction méthanolique, est exprimé en pourcentage de la masse
de l’extrait méthanolique de chaque traitement: « C’est le rapport entre I’extrait sec
méthanolique et la poudre végétale ».

Le rendement d’extraction a été calculé selon 1’équation suivante :

Rendement % = (MS/ MV) x 100

MYV : Masse de la poudre végétale utilisée pour I’extraction (g)

MS : Masse de I’extrait sec obtenue apres évaporation (g)

Sachant que :

MS = (poids du hallon avec I'extrait aprés évaporation) — {poids du
bhallon vide)

2.7. Analyse quantitative par spectrophotométrie UV-visible

La spectrophotométrie se définit comme une méthode couramment employé pour la
détermination de la concentration d’un composé qui soit natif ou résultant d’une extraction
méthanolique, ou aqueuse leur principe est basé sur les propriétés de certain composé, qui

absorbent davantage la lumiére 4 des longueurs d’ondes spécifique dans le spectrophotometre
UV-visible.
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2.7.1. Dosage des polyphénols totaux
e Principe

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué selon la méthode de Folin-Ciocalteu. Ce
dernier, forme un complexe redox avec I’acide phosphotungstique et I’acide

phosphomolybdique lors de ’oxydation des phénols (Singleton et al., 1999).

e Mode opératoire :
Le mode opératoire que nous avons suivi a été établie par (Singleton et Rossi, 1965 ;
Singleton et al., 1999).
e Préparation de la solution témoin 250 pl de Folin-Ciocalteu (1 ml + 9 ml de
méthanol) + 50 pl de méthanol incubation 5 minutes + 750 pl de carbonate de sodium
a 7% + 5 ml d’eau distillée incubation & température ambiante pendant 120 minutes.
Essai 1 : extraits méthanolique. Un volume de 50 ul pour chaque extrait est introduit dans des
tubes & essai + 250 ul de Folin-Ciocalteu (1ml +9 ml de méthanol) incubation 5 minutes +
750 pl de carbonate de sodium a 7% + 5 ml d’eau distillée incubation 4 température ambiante
pendant 120 minutes.
Essai 2 : extraits aqueux. Un volume de 50 pl pour chaque extrait est introduit dans des tubes
a essai + 250 ul de Folin-Ciocalteu (Iml + 9 ml de méthanol) incubation 5 minutes + 750 pl
de carbonate de sodium 4 7% + 5 ml d’eau distillée incubation & température ambiante
pendant 120 minutes. L’absorbance est mesurée 4 760 nm par un spectrophotométre UV. Les
résultats sont exprimés en pg/ mg équivalent d’acide gallique/ g de matiere végétale seche en
se référant a la courbe d’étalonnage linéaire (y= ax + b) 4 différentes concentrations d’acide

gallique. Chaque échantillon est répété trois fois.

2.7.2. Dosage des flavonoides

e Principe
La formation par chélation, de complexe entre les composés phénoliques et les métaux est
largement utilisée, pour la réalisation des spectres d’absorption. En effet, le trichlorure
d’aluminium (AICls) fait intervenir les propriétés chélatantes des ions d’aluminium (A1**) &
I’égard des flavonoides. Il se forme soit des complexes labiles avec deux hydroxyles libres en
position ortho, soit des complexes stables avec le carbonyle en position 4 et ’hydroxyle en

position 5 et /ou en 3 (Lauranson, 1989).
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e Mode opératoire

Le protocole que nous avons suivi pour la mesure de ’absorbance a été décrit par (Abdel-

Hameed, 2009).

*Préparation de la solution témoin 100 pl de trichlorure d’aluminium a 20% + une goutte

d’acide acétique + 5 ml de méthanol, incubation 4 température ambiante pendant 40 minutes.

Essai 1 : extraits méthanolique. Un volume de 100 ul pour chaque extrait est introduit dans
des tubes & essai + 100 ul de trichlorure d’aluminium 4 20% + une goutte d’acide acétique. Le
mélange est dilué dans 5 ml de méthanol, incubation & température ambiante pendant 40

minutes.

Essai 2 : extraits aqueux. Un volume de 100 pl pour chaque extrait est introduit dans des
tubes 4 essai + 100 pl de trichlorure d’aluminium 4 20% + une goutte d’acide acétique. Le
mélange est dilué dans 5 ml de methanol, incubation & température ambiante pendant 40
minutes. L’absorbance est mesurée 4 415 nm par un spectrophotomeétre UV. Les résultats sont
exprimes en pg/ mg équivalent de quercétine / g de matiere vegétale seche en se référant & la
courbe d’étalonnage linéaire (y= ax + b) & différentes concentrations de quercétine. Chaque

échantillon est repété trois fois.
2.8. Dosage des minéraux
2.8.1. Analyse des éléments minéraux des feuilles de coriandre

L’analyse des ¢léments minéraux (Na, Ca et K) des feuilles de coriandre soumise 4 un stress
salin a été réalisée selon le protocole décrit par (Morard et Gullo, 1970).

Les feuilles médianes de chaque traitement prélevées sont placées dans des sachets
étiquetées et ramenées le jour méme au laboratoire. Elles sont lavées d’abord soigneusement a
I’eau du robinet pour €éliminer toutes traces de poussiéres, ensuite rincées trois fois a I’eau
distillée, égouttées, séchées sur papier filtre et introduites dans I’étuve ou elles sont séchées
pendant 24 heures a une température de 60-70°C jusqu’a stabilité du poids. Les limbes sont
broyés et tamisés, la poudre obtenue est ensuite homogéenéisée et mise dans des flacons

hermétiquement clos jusqu’au moment des analyses.
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e Mode opératoire

Peser 2 g de poudre végétale de chaque échantillon dans une capsule de platine, disposer la
capsule au four froid, élever la température a 450°C pendant 4 heures ensuite refroidir. Les
cendres obtenues sont humectées avec 2 4 3 ml d’eau distillée et 1 ml d’acide chlorhydrique
concentré lentement ajouté. Puis chauffé sur plaque chauffante jusqu’a apparition des
premieres vapeurs, ajouter quelques ml d’eau distillée. Filtrer par la suite, dans quatre fioles

jaugées de 100 ml, rincer 3 & 4 fois 4 I’eau distillée tieéde pour ajuster jusqu’au trait de jauge.

Le dosage de Ca a été réalisé par spectrometre a absorption atomique. Celui de K et Na a été
effectué par spectroméetre & flamme

2.9. Evaluation de I’activité antimicrobienne des extraits méthanolique et aqueux

e Principe
Ce principe, est celui de la Pharmacopée européenne (2002). La technique, consiste a
utiliser des disques en papier absorbant de 9 mm de diamétre, imprégnés d’une quantité
d’extrait et déposés a la surface d’une gélose inoculée et uniformément ensemencée par la
suspension bactérienne a étudier. La diffusion de I’extrait dans la gélose, permet d’avoir
comme résultat positif une zone d’inhibition aprés incubation. La lecture des résultats, se fait
par mesure des Diametres des Zones d’Inhibitions, obtenues pour chacune des souches

étudiées.

e Mode opératoire
Selon la fiche technique de Saidal (2002), I’activité antimicrobienne est realisée comme
suit :
e Les milieux de culture
Les milieux de culture utilisés pour la réalisation des tests antimicrobiens sont les suivants :
La gélose Nutritive « GN » pour I’isolement et la conservation des souches bactériennes.
La gélose Muller Hinton « MH » pour I’étude de la sensibilité des bactéries aux deux :

extraits méthanolique et aqueux de la partie aérienne de la coriandre des 4 traitements.

La gélose Sabouraud « SAB » pour I’isolement, la conservation et le repiquage des souches

fongiques. Ainsi que, 1’étude de leur sensibilité.

La géelose Trypcace Soja Agar « TSA » pour le repiquage des bactéries.
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e Conservation et repiquage des souches

Les souches, sont conservées a 4°C dans des tubes stériles contenant 10 ml de milieu de
culture incliné. A partir de ces tubes a essai, un repiquage a été réalisé. Les milieux sont
incubés respectivement a 37°C pendant 24h pour les bactéries et a 25°C pendant 48h pour les
souches fongiques.

e Préparation des milieux de culture :

Les milieux Muller-Hinton (pour les bactéries) et Sabouraud (pour les souches fongiques),
sont liquéfiés dans un bain marie a 95°C. Sous une hotte a flux laminaire, les milieux de
cultures gélosés, sont coulés en surfusion dans des boites de Pétri stériles a raison de 15 ml
par boite. Chaque boite de Pétri doit étre étiquetée et porte les indications suivantes : nom du
milieu et date de préparation et/ou date de péremption.

Préparation des suspensions bactériennes et fongiques (inoculum)

A partir d’une culture jeune, de 18 a 24 h pour les bactéries et 48 h pour les souches
fongiques, des suspensions bactériennes, sont réalisées en prélevant quelques colonies isolées,
qui seront ensuite, mises dans 5 ml d’eau physiologique. Ces suspensions, sont agitées au
vortex. Une premicre lecture de la suspension, est réalisée a 1’aide d’un spectrophotometre de
type GENOVA a la longueur d’onde de 620 nm. L’absorbance doit étre comprise entre 0,22 et
0,32 pour les bacteéries et entre 2 et 3 pour les souches fongiques. Les valeurs comprises dans
les intervalles cités ci-dessus, correspondant & une concentration optimale de 107 & 10°
germes/ml. Si une des valeurs trouvées a la premiére lecture, n’est pas comprise dans
I’intervalle, un ajustement réalisé en ajoutant de 1I’eau physiologique. Une nouvelle lecture, est
faite jusqu’a I’ajustement de la suspension aux valeurs désirées. Ils seront incubés, pendant
quelques temps (20 a 30 min) dans une étuve a 37°C pour les suspensions bactériennes et a

25°C pour les souches fongiques.

e Ensemencement par inondation
Dans chaque tube, contenant les suspensions bactériennes ou fongiques, une quantité de 1
ml est extraite, puis déposée et étalée sur le milieu MH ou SAB respectivement. Les boites de

Pétri doivent étre séchées, pendant 15 min a 35°C dans une étuve.

e Dépdt des disques et incubation
A I’aide d’une pince stérile, un disque absorbant de 9 mm stérile est prélevé. Il sera imbibé
avec les résidus secs méthanolique des 4 traitements repris avec le Diméthyle Sulfoxyde

(DMSO) 4 raison de 100 mg/ ml par disque, par simple contact du bout du disque et I’extrait.
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Celui-ci, est absorbé progressivement jusqu’a imprégnation totale de tout le disque. Un autre
disque, sera imbibé des extraits aqueux de la méme fagon. Mais les deux disques sont diffusés
dans deux boites différentes, avec trois repétitions. Donc, il a été nécessaire de préparer pour
chaque souche microbienne deux boites de Pétri. Les disques, sont disposés de telle maniére
que, les Zones d’Inhibition ne se chevauchent pas. Aprés diffusion, dans le milieu pendant 1
h30 a une température de 30°C, les boites sont incubées a 37°C pour les bactéries et a 25°C
pour les souches fongiques. La lecture est effectuée aprés 24 h d’incubation pour les bactéries

et 48 h pour les souches fongiques.

e Lecture des résultats

Les extraits méthanolique et aqueux posseédent une activité antimicrobienne, si le Diamétre
de la Zone d’Inhibition obtenu aprés incubation, dépasse le diamétre du disque absorbant.
Les Diamétres des Zones d’Inhibition (DZI), sont mesurés avec précision a I’aide d’une

regle graduée en (mm). Ils sont classés en 4 classes (Tableau I11) (Moreira et al., 2005).

Tableau I11. Degré de sensibilité des souches microbiennes selon DZI

Degré de sensibilité des souches Diamétre de la zone d’inhibition (mm)
D=9

Souche résistante

Souche sensible 10<D<14

Tres sensible 15<D<19

Extrémement sensible D>20
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Chapitre III : Résultats et discussions

1. Résultats du taux d’humidité « H »

Les résultats du taux d’humidité de la matiere végétale (poudres végétales séchées) de la
partie aérienne (tiges, feuilles et fleurs) de la coriandre des quatre traitements étudiés sont

regroupés dans le (Tableau 1V).

Tableau IV. Effet de NaCl sur le taux d’humidité de la partie aérienne de la coriandre

Traitements To T1 T T3
Taux 10,2 9,4 8,7 8,2
d’humidité (%)

D’apres le Tableau IV nous remarquons que le taux d’humidité de la partie aérienne (tiges,
feuilles et fleurs) de Coriandrum sativum L. soumise & une contrainte saline est de 1’ordre de
10,2% pour le traitement To, 9,4% pour le traitement T3, 8,7% pour le traitement T, et 8,2%
pour le traitement T3. D’apres ces résultats nous remarquons que le stress salin a effet sur le
taux d’humidité des échantillons étudiés. En plus ces valeurs apparaissent nettement
inférieure a 12%. Ce qui indique que ces derniéres répondent aux normes (1SO 662, 1998), et
prouve que le matériel végétal est bien séché et conservé dans de bonne condition, ce qui

pourrait rendre les résultats des analyses phytochimique fiables.
2. Test du screening phytochimique

Le screening phytochimique effectué sur la poudre végétale ou I’infusé pour les quatre
traitements (To, Ty, T et T3) testés nous a permis d’obtenir les résultats suivants. Ces derniers

sont consignés dans le (Tableau V).
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Tableau V. Résultats des différentes réactions du screening phytochimique de la partie

aérienne de la coriandre soumise & un stress salin.

Phytoconstituants | Traitements | Résultats de réaction Etats
To Couleur rouge orangé | Présence
T Présence
Flavonoides T, Présence
T3 Présence
Tannins To Couleur bleu noir Absence
catéchiques Ty Présence
T, Présence
T3 Présence
To Couleur bleu noir Présence
Tannins galliques _
T1 Présence
T, Présence
T3 Présence
To Coloration rouge Présence
Quinones libres T, Présence
T, Présence
T3 Présence
To Coloration rouge Absence
Quinones combineés | T Absence
T, Absence
T3 Absence
To Précipite blanc Présence
T, Présence
Saponosides _
T, Présence
T3 Présence
To Couleur rouge Présence
Anthocyanes T, Présence
T, Présence
T3 Présence
To Couleur rouge Absence
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T, Absence
Leuco-anthocyanes
T, Absence
T3 Absence
Alcaloides To Précipite rouge Présence
T Présence
T, Présence
T3 Présence
Glycosides To Coloration violette Absence
T, Absence
T, Absence
T3 Absence
To Formation de trouble | Présence
Coumarines T1 Présence
T, Présence
T3 Présence

D’apres le Tableau V, nous constatons que le test préliminaire qualitatif, réalisé sur la partie

aérienne de la coriandre (tiges, feuilles et fleurs) des quatre traitements testes, nous a permis

de mettre en évidence la preésence des flavonoides, des tannins galliques et catéchiques &

I’exception du traitement To qui ne contient pas des tannins catéchiques, quinones libres,

saponosides, anthocyanes, alcaloides et coumarines. Par contre, les quinones combinés, les

leuco-anthocyanes et les glucosides sont absents.

3. Rendement de ’extraction méthanolique

Les rendements des quatre extraits méthanolique (Ext To, Ext Ty, Ext T, et Ext T3) de la

partie aérienne (tiges, feuilles et fleurs) de (Coriandrum Sativum L.) soumise & stress salin

sont mentionnés dans la (figure 8).
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Figure 8 : Rendement des extraits méthanolique des quatre traitements de la coriandre

soumise & un stress salin.

Les résultats de la figure 8 montrent que, le traitement T, représente le rendement le plus
élevé (30%) suivi du traitement T, (28,75%) puis le traitement T, (20,85 %). Le rendement le
plus faible est obtenu par le traitement T3 (18,15%). De ce fait, le stress salin a un effet sur les
rendements des extraits étudiés.

A partir des résultats obtenus, nous pouvons constater, que I’extraction méthanolique a
donné des résultats acceptables. Ceci est probablement du 4 la méthode de I’extraction
utilisée : macération dans le méthanol. En effet, Falleh et al, (2008) ont montré que, le
méthanol reste le solvant le mieux choisi pour extraire les polyphénols. Cependant, Vuorela,
(2005) a précisé que le  méthanol aqueux & 70% est deux fois plus efficace que le méthanol

pur.
4. Résultats des analyses quantitatives par spectrophotométrie UV-visible

4.1. Résultats du dosage quantitatif des polyphénols totaux
Les teneurs en polyphénols totaux des extraits méthanolique et aqueux sont obtenues par
des analyses spectrales & 760 nm, déterminées par des équations de régression linéaire d’une
courbe d’étalonnage (y=ax+b) et rapportées par microgrammes par milligrammes équivalent

d’acide gallique par gramme de matic¢re séche (ug/mg EAG/g MS) (Figure 9).
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Figure 9 : courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage de polyphénols totaux

Les teneurs en composés phenoliques totaux des extraits bruts méthanolique et aqueux de la
coriandre des quatre traitements ont été mesurées par spectrophotométre. Les résultats sont
exprimes dans la (figure 10).

500

400
300 M Extrait methanolique
200 B Extrait aqueux
100
0

EXTTO EXTT1 EXTT2 EXTT3

Teneur en pg/mg EAG/gMS

FigurelO : Teneurs en polyphénols totaux des extraits méthanolique et aqueux de la coriandre

D’aprés les résultats obtenus, nous remarquons que les teneurs en polyphénols totaux
varient de 358,308 4 467, 077 pg/mg EAG/g MS pour les extraits méthanolique et de 172,308
a 452,923ug/mg EAG/g MS pour les extraits aqueux. Ces résultats corroborent avec les

travaux antérieurs de Saadaoui et al., (2007) qui ont montré que, la teneur en polyphénols des
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extraits méthanolique de quelques plantes Punica gramatum, Retama ractum, Thymus
capitatus, Rosmarinus officinalis, Ruta halepensis, Ajuva iva, Lawsonia inermis et Agave
americana varie entre 100,68 et 500 pug/mg EAG/g de MS. En outre nous constatons que ces
teneurs sont proportionnelle & la sévérité de la contrainte saline. Effectivement, les extraits
méthanolique et aqueux du traitement T3 dont la concentration en NaCl est de 100 mM/L sont
les plus riches en polyphénols comparés aux autres extraits qui sont issus des traitements dont
la concentration en NaCl est la plus faible. Ceci est en accord avec Taroub, (2010) qui a
souligné que la salinité stimule la synthese des polyphénols.

4.2. Résultats du dosage quantitatif des flavonoides totaux

Les teneurs en flavonoides des extraits méthanolique et aqueux sont obtenues par des
analyses spectrales 4 415 nm, déterminées par des €quations de régression linéaire d’une
courbe d’étalonnage (y=ax +b) et rapportées en microgrammes par milligrammes equivalent

de quercétine par gramme de matiere seche (ng/mg EQ/g MS) (Figure 11).

1,8

y =3,9971x +0,0036

16 R?=0,9994

1,4

1,2

#+ Courbe d'étalonnage de la
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[m]

0,8

——Linéaire (Courbe d'étalonnage de la

0,6 guercetine)

0,4

0,2

0
0 0,2 0,4

Concentration de quercetine (pg/ml)

Courbe d'étalonnage de quercetine

Figure 11 : Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides totaux

Les teneurs en flavonoides totaux des extraits bruts méthanolique et aqueux de la coriandre
des quatre traitements ont été mesurées par spectrophotometre. Les résultats sont exprimés

dans la (figure 12).
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Figure 12 : Teneur en flavonoides totaux des extraits méthanolique et aqueux de la coriandre

D’apres les résultats obtenus (Figure 12), nous constatons que les teneurs en flavonoides
oscillent entre 0,237 4 0,343 pug/mg EQ/g MS pour les extraits méthanolique et 0,072 4 0,153
pHg/ mg EQ/g MS pour les extraits aqueux. Ce qui explique que la contrainte saline a induit
une variation sur la teneur en flavonoides. En effet la teneur en flavonoides la plus élevée est
obtenue au niveau des extraits méthanolique et aqueux qui sont issus du Tz dont la
concentration en NaCl est la plus élevée 100 mM/I. En revanche, la teneur la plus faible en
flavonoides est enregistrée au niveau du témoin 0 mM/I de NaCl. Dans ce contexte Bautista

et al. (2007) signalent que les concentrations en flavonoides dépendent du stade de
maturation, du sol et des conditions climatiques.

5. Résultats du dosage de Na*, K* et Ca**

Les résultats du dosage des éléments minéraux Na*, Ca®* et Na™ de la poudre des feuilles de

la coriandre soumise & un stress salin par quatre traitements différents sont représentés dans

les (Figures 13, 14 et 15).
I I M Feuille
T1 T2 T3

T0

10

o N B OO

Teneurs en Na en % de MS

Concentrations en NaCl en mM/I

Figure 13 : Teneur en Na” au niveau des feuilles de la coriandre soumise & un stress salin
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Figure 14 : Teneur en Ca®" au niveau des feuilles de la coriandre soumise 4 un stress salin
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Figure 15 : Teneur K" au niveau des feuilles de la coriandre soumise 4 stress salin

D’aprés les résultats des (Figure 13, 14 et 15) nous constatons que, le stress salin a affecté
I’absorption de Ca®" et K*. En effet la teneur en Ca®* est de 3,58% de MS pour le traitement
T3 dont la concentration en NaCl est de 100 mM/I comparé au témoin T dont la concentration
en NaCl est de 0 mM/I, sa teneur est de 5,34% de MS. En revanche les teneurs en Na* sont
proportionnelles & la concentration en NaCl de I’eau d’irrigation. Nos résultats obtenus sont
similaires aux travaux de (Levitt, 1980 ; Soltani, 1988) qui ont remarqué chez le blé, tout
comme le riz et la canne & sucre la concentration ¢levée de NaCl diminue 1’absorption de
Ca?". Chez Brassica compestris L., qui est relativement tolérante au sel, ’augmentation de la
concentration en Na* s’accompagne d’une réduction de I’absorption en Mg, K, N, P et Ca

dans la plante. Ce déséquilibre nutritionnel est une cause possible des réductions de
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croissance en présence de sel lorsque des ions essentiels comme K*, Ca?* ou NOs™ deviennent

limitant.

Résultats de I’activité antimicrobienne

Les résultats du test antimicrobien des extraits méthanolique et aqueux de la partie aérienne

(tiges, feuilles et fleurs) de la coriandre soumise a un stress salin sont rapportés dans le

(Tableau VI). A noter que le diamétre du disque (9 mm) est inclus dans le calcul du Diamétre

de la Zone d’Inhibition.

Tableau VI : Résultats de I’activité antimicrobienne in vitro des extraits méthanolique et

aqueux de la coriandre soumise & un stress salin

Souches

bactériennes

Traitements

Extrait
méthanolique

Extrait aqueux

T0 () ()
E. coli T1 10 (-)
T2 10 )
T3 11 )
TO 10 )
P. aeruginosa T1 10 (-)
T2 11 )
T3 15 )
T0 () ()
S. aureus T1 11 (-)
T2 12 )
T3 13 )
T0 () ()
B.cereus T1 10 (-)
T2 10 )
T3 20 )
T0 Q) Q)
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K. pneumoniae T1 11 )
T2 11 )
T3 12 (-)
souches fongiques Traitements Extrait Extrait aqueux
méthanolique
T0 Q) Q)
C.albicans Tl ) )
T2 11 )
T3 12 (-)
T0 Q) Q)
A. niger T1 ) )
T2 Q) Q)
T3 14 )
T0 Q) Q)
A .braziliensens Tl -) )
T2 Q) Q)
T3 Q) Q)
T0 Q) Q)
F. graminearum Tl -) )
T2 Q) Q)
T3 ) Q)
T0 ) Q)
Verticilium dahliae | T1 -) )
T2 ) Q)
T3 ) )

(-) absence de I’activité

D’aprés les résultats, du screening antimicrobien réalise sur les extraits méthanolique et
aqueux de la partie aérienne (tiges, feuilles et fleurs) de la coriandre des quatre traitements
testés (Tableau VI). 1l ressort que les extraits méthanolique sont actifs sur les 5 souches
bactériennes testées mise a part I’extrait To qui n’a été actif que vis-a-vis de P. aeruginosa.
Cependant, les Diametres des Zones d’Inhibitions les plus élevés sont obtenus au niveau de
I’extrait du traitement T3 (100 mM/I) de NaCl pour les bactéries & Gram+ Bacillus cereus (20

mm) et Staphylococcus aureus (13 mm). Pour les bactéries & Gram- Pseudomonas aeruginosa
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(15 mm), Klebsiella pneumoniae (12 mm) et Escherichia coli (10 mm). Concernant les
souches fongiques, I’extrait méthanolique du traitement T3 a exercé un effet inhibiteur sur la
moisissure Aspergillus niger (14 mm) et la levure Candida albicans (12 mm). Par contre

aucune zone d’inhibition n’a été observée au niveau des extraits aqueux des traitements

étudiés.

Klebsiella.
pneumoniae
(T3)

Bacillus cereus
(T3)

Figure 16 : Zone d’inhibition de Bacillus cereus et Klebsiella pneumoniae au niveau de

I’extrait méthanolique T3

Ces reésultats confirment, ce qui a été obtenus lors du dosage des polyphénols et des
flavonoides. En effet la teneur la plus élevée a été obtenue au niveau de 1’extrait méthanolique
du traitement T3 Par ailleurs plusieurs études in vitro et in vivo, ont été focalisées sur
I’évaluation des propriétés antimicrobiennes des polyphénols. Cet effet est certain et démontré
par de nombreuses recherches expérimentales. Les études du pouvoir inhibiteur des
flavonoides sur la croissance bactérienne ont démontré que, de nombreux composés
flavonoidiques (apigenine, kaempferol et autres) sont doués d’un effet important sur
différentes souches bactériennes & Gram- (E. coli) et Gram * (S. aureus) (Sosa, et Tonn,
2007 ; Ulanowska et al., 2007). Par ailleurs, les résultats obtenus dans le présent travail
montrent que, les extraits aqueux de la partie aérienne de la coriandre des différents
traitements n’ont aucun effet inhibiteur envers la croissance de toutes les souches testées. La
méthode d’extraction aqueuse ainsi que la quantité d’extrait mise dans les disques (100
mg/ml) pourraient étre 4 1’origine de ces résultats. En fait, il a été rapporté que les huiles

essentielles des plantes et non leurs extraits, on la plus grande efficacité dans le traitement des
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pathologies infectieuses (Rio et Recio, 2005 in Benbrinis, 2012). En plus, selon Fernandez-
Lopez et al, (2005) in Benbrinis (2012), les composés responsables de [’action
antibactérienne semblent vraisemblablement étre les diterpénoides phénoliques, qui sont les
composés principaux de la fraction apolaire des extraits. Ces composés sont de nature
hautement lipophile et par conséquent sont extraits par des composés de faible polarité tel que
le chloroforme (Albano et Miguel, 2010 in Benbrinis, 2012). Ceci pourrait donc expliquer
I’absence de I’activité antimicrobienne dans les extraits aqueux, ainsi que la modeste activité

des extraits méthanolique envers les souches testées.
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Conclusion

Au terme de cette étude réalisée sur la coriandre (Coriandrum sativum L.), nous avons
déterminé, ’effet du stress salin sur la variation de la teneur en polyphénols, en flavonoides
des parties aériennes (tiges, feuilles et fleurs) ainsi que sur la nutrition minérale au niveau des

feuilles, et ’évaluation de leur activité antimicrobienne.

Le screening phytochimique a révele la présence des Flavonoides, des Tanins Galliques,
Quinones libres, Saponosides, Anthocyanes, Alcaloides et Coumarines, au niveau de la
poudre et de I'infusé 4 10% de la partie aérienne de la plante étudiée. Pour compléter notre
travail, nous avons quantifié¢ les teneurs des éléments minéraux (Ca**, K*, et Na*), des
polyphénols et des flavonoides. D’apres les résultats obtenus nous avons constaté que, le
stress salin a affecté I’absorption de Ca?* et K* surtout au niveau du traitement T (100 mM/I).
Par ailleurs, L’analyse quantitative par spectrométre U-V, a révélé une variation de la teneur
en polyphénols et en flavonoides totaux, en fonction de la concentration en NaCl des
traitements testés. Cette variation pour les polyphénols totaux est de 358,308 a 467, 077
png/mg EAG/g MS pour les extraits méthanolique et de 172,308 & 452,923ug/mg EAG/g MS
pour les extraits aqueux. Pour les flavonoides, elle est de 0,237 & 0,343 pg/mg EQ/g MS pour
les extraits méthanolique et de 0,072 & 0,153 pg/ mg EQ/g MS pour les extraits aqueux. De ce
fait nous avons remarqué que le stress salin a induit une augmentation de la teneur des

polyphénols et des flavonoides totaux et une réduction de ’absorption de Ca?* et K.

L’effet antibactérien des extraits methanolique et aqueux de la partie aérienne de
(Coriandrum sativum L.) pour les quatre traitements testés & une concentration de (100
mg/1ml) par la méthode de diffusion sur gélose a montré que I’extrait méthanolique du
traitement T3 (100 mM/I) a présenté des Diamétres de Zones d’Inhibitions les plus élevés pour
les bactéries Pseudomonas aerogenosa (15 mm), Staphylococcus aureus (14 mm) et pour les
souches fongiques Aspergillus niger (15 mm) et Candida albicans (12 mm). Par contre,

aucune Zone d’Inhibition n’a été observée pour les extraits aqueux testés.

En perspectives, il serait intéressant de poursuivre, ce travail sur les fruits de la coriandre et
leurs huiles essentielles en réalisant des analyses par diverses techniques chromatographiques
quantitatives et qualitatives et en augmentant 1’effectif des souches bactériennes et fongiques

pour mieux évaluer I’activité antimicrobienne.
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