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RESUME

L'objectif de cette étude est I'extraction, la caractérisation de quelques
métabolites secondaires et I'étude de I'activité antioxydante et antimicrobienne de

Rhamnus alaternus L.

Un screening phytochimique des feuilles a été effectué. Il a mis en évidence
la présence des tanins, des flavonoides, des dérivés anthracéniques, des
saponines et des alcaloides. Un extrait méthanolique a été obtenu par extraction
au soxhlet. La teneur en polyphénols totaux et en flavonoides contenus dans
I'extrait a été mesurée. Elle a montré une richesse en polyphénols totaux et en
flavonoides avec des valeurs de 664,10 = 8,89 mg EAG/g dextrait et
158,07 £ 3.57 mg EQ/ g d’extrait respectivement.

L’extrait méthanolique a montré une activité antioxydante vis-a-vis du radical
DPPH avec une concentration inhibitice a 50% (IC 50) estimée a
0,435 + 0.08 mg/ml. L’extrait méthanolique a révélé une activité légérement
inhibitrice seulement sur Echerichia coli, Citrobacter freundii et Staphylococcus
aureus avec des zones d’inhibition de 14.33 + 0.29 mm, 13.17 + 0.76 mm et

14.17 £ 0.29 mm respectivement.

Mot clés: Rhamnus alaternus L.; métabolites secondaires; extrait

méthanolique ; activité antioxydante ; activité antimicrobienne.



ABSTRACT

Our work concerns the extraction and the identification of some secondary
metabolites of Rhamnus alaternus L. as well as the study of its antioxidant and

antimicrobial effects. Rhamnus alaternus L.

The phytochemical screening of the leaves which was performed by the plant
enabled us to identify tannins, flavonoids, anthracene derivatives, saponins and
alkaloids. A methanol extract was obtained by using soxhlet apparatus. Total
polyphénols and flavonoids contained in the extract were measured and revealed
an important quantity of total polyphénols and flavonoids evaluated to 664, 10 £
8,89 mg EAG/g extract and 158,07 £ 3,57 mg EQ/g extract respectively.

The methanolic extract revealed an antioxidant activity towards DPPH with
an inhibitory concentration to 50 % (IC50) estimated to 0,435 £ 0.08 mg/ml. The
methanolic extract showed a significant antimicrobial effect only on Echerichia coli,
Citrobacter freundii and Staphylococcus aureus with zones of inhibition of
14.33 £ 0.29 mm, 13.17 £ 0.76 mm and 14.17 + 0.29 mm respectively.

Key words: Rhamnus alaternus L. ; secondary metabolites ; methanolic extract ;

antioxidant activity ; antibacterial activity.
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INTRODUCTION

La valorisation des ressources naturelles est une préoccupation qui devient
de plus en plus importante dans de nombreux pays. Ainsi, depuis son assemblée
générale, I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) recommande I'évaluation de
linnocuité et de l'efficacité des médicaments a base des plantes en vue de

standardiser leur usage et les intégrer dans les systémes de soins conventionnels

[1].

En effet, le développement de la résistance microbienne aux antibiotiques et
la toxicité des antioxydants synthétiques ont conduit les chercheurs a puiser dans
le monde végétal. Et particulierement les plantes médicinales et culinaires en
quéte de molécules naturelles efficaces qui dans la plupart des cas sont dénuées
de tout effet adverse. Les nombreuses études ont mis en évidence la présence de
meétabolites secondaires doués d'activités biologiques telles que les polyphénols,

les alcaloides et les terpénes [2].

L'Algérie de par son climat et la nature de ses sols, posséde une flore
particulierement riche en plantes médicinales et aromatiques dont la plupart existe
a |'état spontané [3]. Parmi les plantes médicinales se trouve I'espéce Rhamnus
alaternus L., communément appelée nerprun alaterne. Une plante largement
utilisée en médecine traditionnelle. Le choix de la plante étudiée repose
simplement sur une tradition ancestrale d'utilisation et il n'y a que peu de
recherches scientifiques qui expliquent son mode d’action. C’est pourquoi il
semble important de s’intéresser a I'étude de cette plante e. La question posée
serait : la caractérisation de ces métabolites permet- elle d’avoir une idée sur ses

propriétés phytothérapeutiques
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Dans le cadre des activités de recherche du laboratoire de recherche des
biotechnologies, environnement et santé de l'université de Blida 1, notre travail a
pour but de contribuer a la valorisation de la flore algérienne. Nous nous sommes
intéressés a I'évaluation des activités phytothérapeutiques comme antioxydante et

antimicrobienne de Rhamnus alaternus L.
Nous avons mené une recherche qui consiste a :
v L’identification botanique de la plante étudiée,

v’ la détermination des différentes classes chimiques par screening

phytochimique,

v I'extraction des composés phénoliques en utilisant la technique d’extraction
par I'appareil de soxhlet,

v' dosage des polyphénols et des flavonoides contenus dans [I'extrait
meéthanolique,

v’ étude des activités biologiques portant sur l'effet antioxydant par la
méthode du piégeage du radical libre DPPH ainsi que I'effet antimicrobien

vis-a-vis sept souches microbiennes par la méthode de diffusion sur I'agar.
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CHAPITRE 1
BIBLIOGRAPHIE

1.1 Les plantes médicinales

1.1.1 Introduction

Une plante médicinale est définie comme une plante dont au moins une
partie possede des propriétés médicamenteuses. L'utilisation de la plante entiere
est peu fréquente. Le plus souvent une seule partie est utilisée. Elle concerne la
racine, la feuille, la fleur ou la graine. Cette partie, fraiche ou desséchée, est

appelée drogue végétale [4] ; [5].

Plusieurs drogues végétales issues d’'une méme espéce pourront étre
utilisées en phytothérapie : dans ce cas elles auront souvent des indications

distinctes, en raison de la composition chimique différente [5].

Environ 35 000 espéces de plantes sont utilisées dans le monde a des fins
meédicinales. Elles constituent le plus large éventail de biodiversité utilisé par les
étres humains. Les plantes médicinales continuent de répondre a un besoin

important malgré l'influence croissante du systéme sanitaire moderne [6].

1.1.2 Les métabolites secondaires
Une des originalités majeures des plantes réside dans leur capacité a

produire des substances naturelles trés diversifiées. En effet, a coté des
métabolites primaires (glucides, protides et lipides), les végétaux accumulent
fréequemment des métabolites dits « secondaires » dont la fonction physiologique
n’est pas toujours évidente mais qui représente une source importante de
molécules utilisables par ’'homme dans des domaines aussi différents que la

pharmacologie ou I'agroalimentaire [7].
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Les métabolites secondaires sont d’'une variété structurale extraordinaire. lls
sont produits en faible quantité. Ces métabolites marquent de maniére originale,
une espece, une famille ou un genre de plante et permettent parfois d’établir une

taxonomie chimique [8].

1.1.3 Les principales familles de métabolites secondaires
Les métabolites secondaires appartiennent a des groupes chimiques trés

variés parmi eux, les composés phénoliques, les terpénes, les stéroides et les
composés azotés dont les alcaloides. Chacune de ces classes renferme une tres
grande diversité de composés qui possédent une trés large gamme d'activités

biologiques [7]. Quelques exemples représentatifs sont présentés ci-aprées.

1.1.3.1Les composés phénoliques

De trés nombreux composés phénoliques ont été caractérisés a ce jour. lls
ont tous en commun la présence d’un ou plusieurs cycles benzéniques portant
une ou plusieurs fonctions hydroxyles (Tableau 1.1). lls peuvent étre répartis en
plusieurs classes, selon la complexité de leur squelette de base, du degré de
modification de ce squelette et des liaisons possibles de ces composés avec

d’autres molécules [7] ; [9].

Les composés phénoliques sont issus de deux grandes voies
d’aromogénése : La voie la plus courante est celle de I'acide shikimique. L'autre

voie est la voie acétate- malonate [4].

Tableau 1.1:Classification des familles des composés phénoliques [10]
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1.1.3.2Les flavonoides

Les flavonoides sont formés d’un squelette a 15 atomes de carbone (C6-C3-

C6), soit deux noyaux aromatiques (A et B) et un hétérocycle oxygéné (cycle C)

(Figure 1.1) [11]; [12].

Ce sont des composés responsables des colorations
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jaune, orange et rouge des végétaux. lls se subdivisent en différentes classes
dont on peut citer les flavones, les flavonols, les flavanones, les flavanoides, les

chalcones et les anthocyanes [11] ; [13] .

Nous les trouvons, d’'une maniére trés générale, dans toutes les plantes
vasculaires, ou ils peuvent étre localisés dans divers organes : racines, tiges, bois,
feuilles, fleurs et fruits [14]. lls sont reconnus pour avoir un effet anti-inflammatoire,

antioxydant, antiallergique, antithrombotique, antiviral et anti cancérigéne [15].

Figure 1.1 : Structure de base des flavonoides [11]

1.1.3.3Les tanins

Les tanins sont des composés polyphénoliques hydrosolubles dont la masse
moléculaire est comprise entre 500 et 3000. lls ont la propriété de tanner la peau.
Cette propriété est liee a leur aptitude a se combiner a des macromolécules

(protéine, polysaccharides) [5].

Au plan thérapeutique, les tanins ont des propriétés astringentes
prononceées. lls sont utilisés, en usage externe, pour traiter les ulcéres variqueux,
les hémorroides, les engelures e les brilures. En usage interne ils traitent la
diarrhée et I'hypersécrétion des muqueuses intestinales [4]. Tous les organes
végétaux peuvent renfermer des tanins (racines, écorces, feuilles). Toutefois nous
notons une accumulation fréquente dans les organes agés (écorces) et dans les

tissus d’origine pathologique (galles). Leur teneur est souvent élevée (10 a 70 %)

[5].

Sur le plan structural, les tanins sont divisés en deux groupes, tanins

hydrolysables et tanins condensés:

a. Les tannins hydrolysables
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Les tannins hydrolysables sont des oligo- ou poly-esters d’'un sucre, en
général le glucose, et de molécules d’acide-phénol. lls sont classés selon la
nature de I'acide-phénol : les tannins galliques possédent un acide gallique. Alors
que les tannins éllagiques ont un acide hexahydroxyphénique (Figure1.2). Les
tannins éllagiques sont obtenus suite a un couplage oxydatif entre les molécules
d’acide gallique [16].lls sont caractérisés par le fait qu’ils peuvent étre dégradés
par I’hydrolyse chimique (enzymatique) [17].

'O0OH \
(J »—0 /()u

Pl — =
HO—{ —ff )
[ i @) v/fon
HO \( "OH > /

OH OH O \\0

acide gallique acide ellagique

Figure 1.2: Structure chimique des acides gallique et ellagique [5]

b. Tannins condensés ou tannins catéchigues ou proanthocyanidols

lls difféerent fondamentalement des tannins hydrolysables car ils ne
possedent pas de sucre dans leur molécule et leur structure est voisine de celle
des flavonoides. Il s’agit des polyméres flavaniques constitués d’unité de flavan-3-
ols liées entre elles par des liaisons carbone-carbone [4]. (Figure 1.3).

Ces tanins ont la propriété de libérer des anthocyanes en milieu acide a

chaud par rupture de la liaison inter monomerique [18].

2

Figure 1.3 : Structure des tanins condensés [19]

1.1.3.4Les quinones

Les quinones sont des composés oxygénés issues de l'oxydation des

phénols. Quel que soit leur degré d’oxydation, ces composés ont en commun une
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double hydroxylation en C-1 et C-8 (Figure 1.4). On peut citer les benzoquinones,

les naphtoquinones, les anthraquinones [7] ; [20].

o
p-quinone o-quinone MNaphtaquinone

(o]
o

Anthraquinone Anthracyclinone

Figure 1.4: Structures de base des quinones naturelles [21]

Certaines quinones, dérivant de [I'anthraquinone, sont des laxatifs
stimulants. Elles sont présententes dans la bourdaine (Rhamnus frangula L.), les
sénés (Cassia spp.) et les aloés (Aloe spp.). Elles ont des activités
antidépressives, anti-protozoaires, antivirales, antibactériennes, fongicides et
antiallergiques. Toutefois plusieurs molécules de ce groupe ont une toxicité non
négligeable [4] ; [22].

1.1.3.5Les alcaloides

Les alcaloides sont un groupe de composés azoteés faiblement basiques [23].
lls possédent des structures hétérocycliques (Figure 1.5). Environ 20% des

especes de plantes produisent des alcaloides [24].

Les propriétés médicamenteuses des alcaloides font de ce groupe de
métabolites secondaires un intérét particulier. Au niveau du systéme nerveux
central ils agissent comme dépresseurs (morphine, scopolamine) ou comme
stimulants (caféine, strychnine). Certains jouent le rOle d’anesthésiques locaux
(cocaine) et d’antipaludiques (quinine) [23].
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HO: ""T"l w "‘a:'
l . _,;'1 OMe [;_L_
0 m\m_ 0 /N
LI O f
,T H T O
HO' 1
morphing quinine

Figure 1.5: Exemples d'alcaloides utilisés pour leurs activités biologiques [25]

1.1.3.6Les saponosides

Les saponosides ou saponines (Figure 1.6) sont des hétérosides de stérols
ou de triterpénes dont les solutions aqueuses ont des propriétés tensioactives et
un pouvoir moussant. lls libérent par hydrolyse un ou plusieurs oses et une génine

appelée sapogénine [26].

Les saponosides sont utilisés en thérapeutique pour leurs propriétés anti-
inflammatoires, antivirales, antifongiques, antibactériennes, cicatrisantes,

expectorantes, antispasmodiques et diurétiques et en tant que protecteurs veineux

[5].

Spirostane

Figure 1.6: Structure générale des saponosides [27]

1.2 Etude de la plante : Nerprun alaterne Rhamnus alaternus L.

1.2.1 Généralités
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Les nerpruns appartiennent a la famille des Rhamnaceae et plus
précisément au genre Rhamnus regroupant environ 100 especes d’arbustes de 1
a 10 m de haut. Ce sont des espéces originaires des régions subtropicales. Elles

sont présentes principalement en Afrique et en Amérique du Sud [28] ; [29].

1.2.2 Systématique
Régne : Plantae

Sous-régne : Tracheobionta

Embranchement : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Rosidae

Ordre : Rhamnales

Famille : Rhamnaceae

Genre - Rhamnus

Genre et espéce : Rhamnus alaternus L.
[30]

1.2.3 Appellation et étymologie

Le nom de genre ‘Rhamnus’ vient du grec rabdos qui signifie baguette, en

référence a la flexibilité des rameaux [31].

Le nom vernaculaire « Nerprun » est une déformation de « noirprun »,
dérivé du latin populaire niger Prunus, prunier noir, qui évoque l'aspect de
l'arbuste et la couleur de ses fruits. Il est exact que le nerprun cathartique,
Rhamuns cathartica, ressemble beaucoup au prunellier épineux, Prunus spinosa
[32] ; [33].

. Le nom commun : Nerprun alaterne, alaterne, Sanguin blanc,

. Le nom vernaculaire arabe : Qaced, Aoud el kheir, Méliles, ouchbat safar,

° Le nom targui ou berbére : Ajroudj, khalis n’imidekh, Amliles [34]; [31];
[35].

D’autres appellations a travers I'Europe sont attribuées au Rhamnus
alaternus L. Telles que :

o En anglais: Buckthorn ;


http://fr.wikipedia.org/wiki/Tracheobionta
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. En Allemand: Kredilzdorn
o En Espagnol: Aladierna, Cosco Unia, Sanguino de Andalucia ;
o En Italien: Alaterno, Legno Puzzo [36].

1.2.4 Répartition géographique

Le nerprun alaterne se trouve en France, Portugal, Espagne, ex-
Yougoslavie, Albanie, Gréce, Italie, Turquie, Israél, Libye, Tunisie, Algérie, Maroc
et Ukraine [32]. (Appendice B)

L’alaterne caractérise les fourrés méditerranéens sempervirents [37]. Il est
trés connu dans le tell Algérien. Il évolue dans les foréts, les rocailles, les zones

cétiéres, les garrigues et les coteaux calcaires bien ensoleillés [37].

1.2.5 Description botanique de la plante
C’est un arbrisseau haut de 3 a 5 m. Les rameaux sont alternes, glabres et

non épineux [38].
Les feuilles

Les feuilles sont persistantes et luisantes. Elles peuvent étre entiéres a fortement
dentées [39] (Figures 1.7 , 1.8). La disposition des feuilles fluctue en fonction de
I'age des rameaux qui les portent : opposées sur les plus jeunes, alternes sur les
autres [38]. Les nervures sont peu saillantes (4 a 6 de chaque cété de la nervure

principale) [32].

Les fleurs

Les fleurs sont petites et unisexuées. Elles sont de couleur vert-jaunatre [40]
(Figure 1.9). Elles sont groupées en petits glomérules terminaux. Elles possédent
des pétales trés petits ou nuls [38]. Le calice a 5 lobes lancéolés. Ces lobes sont
réfléchis dans les fleurs males et ils sont dressés dans les fleurs femelles [32]. Les

fleurs males ont 4 étamines [38].
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Le fruit

Les fruits sont des baies, de couleur rouge au préalable ensuite elles

deviennent noires [32] (Figure 1.10).

| Feuille ]

Fleurs

Figure 1.7: Représentation de I'espéce Rhamnus alaternus L. [28]
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1.2.6 Culture et exigences
o Rhamnus alaternus L. tolére la sécheresse et les conditions défavorables.

C’est une plante qui colonise le sol car elle est buissonnante que I'on peut

cependant tailler [41].

o Climat : Elle résiste moyennement au froid. C’est une plante héliophile qui
n’évolue de maniére optimale qu'en pleine lumiére [42].
o Floraison : Elle se situe en mars- avril [32].

o Fructification : Elle se situe entre les mois d’octobre a novembre [32].

1.2.7 Parties utilisées
Les feuilles, les tiges, I'écorce et les baies de Rhamnus alatermus L. sont utilisées

en phytothérapie [32].

1.2.8 La multiplication
Rhamnus alaternus L. se multiplie par voie sexuée, comme il peut se

multiplier par marcottage, bouturage, greffage d’'une espéce sur une autre ou par

semis [43].

1.2.9 Propriétés thérapeutiques
La plante Rhamnus alaternus L. est surtout utilisée pour ses propriétés

laxatives, purgatives et astringentes. La décoction des parties aériennes de cette

plante semble étre efficace pour le traitement de l'ictere [32] ; [32] ; [44].

1.2.10 Les principes actifs
Les baies, les feuilles et I'écorce de Rhamnus alaternus L. sont riches en

principes actifs. Principalement en dérivés anthracéniques, flavonoides,

glucosides, alcaloides et en tanins [31].

1.2.11 Effets secondaires et précaution d’emploi
Rhamnus alaternus L. posséde des baies toxiques, émétiques et purgatives.

Pour une action médicale simplement purgative, le jus doit étre cuit afin d’éliminer

les symptdmes du vomissement. Les noyaux sont aussi toxiques [45].

Le nerprun ne doit pas étre utilisé pendant la grossesse ou la lactation (le

laxatif peut étre transféré au nourrisson) [46].
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1.3 Activité antioxydante des polyphénols

1.3.1 Les radicaux libres
Les radicaux libres sont définis comme toute molécule possédant un ou

plusieurs électrons non appariés sur sa couche externe [47]. Cet état leur confére

une instabilité énergétique et cinétique [48].

Du fait de leur caractere trés électrophile, les espéces radicalaires vont
tenter de rapparier leurs électrons célibataires. Elles agressent toute molécule
susceptible de se faire arracher un électron [49]. L'espéce agressée devient a son
tour radicalaire initiant de cette fagon un processus de réaction en chaine. Ce
processus se caractérise par trois étapes ; (i) initiation, (ii) propagation et (iii)

terminaison provoquant enfin une perturbation de la cellule vivante [48].

Parmi les espéces radicalaires les plus intéressantes se trouvent les espéces
réactives de I'oxygéne (ERO) : le radical superoxyde (O2* ~), le radical hydroxyle
(OH™), le monoxyde d’azote (NO*), et aussi certains dérivés oxygénés réactifs non
radicalaires dont la toxicité est importante tels que le peroxyde d’hydrogéne (H,O,)
et le peroxynitrite (ONOO ") [47]. (Appendice C) Ces ERO sont dotées de
propriétés oxydantes qui les ameénent a réagir, dans I'environnement ou elles sont
produites, avec toute une série de substrats biologiques (lipides, protéines, ADN,

glucose) [50].

1.3.2 Définition stress oxydatif
Le stress oxydatif est défini comme étant le déséquilibre entre la génération

des ERO et la capacité du corps a neutraliser et a réparer les dommages oxydatifs
[51].

1.3.3 Les antioxydants
Pour contourner les dommages causés par les ERO, la cellule fait appel a

des systémes de défense appelés antioxydants. Un antioxydant est défini comme
toute substance ayant la capacité de retarder, prévenir ou réparer un dommage
oxydatif d’'une molécule cible [52]. Ainsi, les antioxydants servent a controler le
niveau des espéces réactives pour minimiser le dommage oxydatif [53].
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Ces mécanismes de défense peuvent se résumer a:
» Des systémes enzymatiques spécifiques ou endogénes (la superoxyde
dismutase, la catalase et la glutation peroxydase) ;
» des antioxydants non enzymatiques ou exogénes (la vitamine E, la vitamine

C, les caroténoides et les polyphénols) [54].

1.3.3.1 Les polyphénols antioxydants

Plusieurs études épidémiologiques ont montré qu’il y a un rapport inverse
entre la prise d’aliments riches en polyphénols (les fruits et les légumes) et le

risque des maladies liées a 'dge comme les maladies neurodégénératives [55].

Selon HALLIWELL [56], KETSAWATSAKUL ET al., [57] et GULCIN ET al.,
[58], les composés phénoliques exercent une activité antioxydante via plusieurs
mécanismes:
+ Le piégeage direct des ERO ;
+ linhibition des enzymes génératrices d'EOR,;
+ la chélation des ions de métaux de transitions responsables de la
production des ERO ;

+ l'induction de la biosynthése d’enzymes antioxydantes.

Parmi les polyphénols doués d’activité antioxydante nous citons :

Les flavonoides

Une importance particuliére a été accordée aux propriétés antioxydantes des
flavonoides. Cette importance est liée a leur propriété de donation d’atomes
d’hydrogéne disponibles dans les substituants hydroxyles de leurs groupes
phénoliques [59]. Leur capacité de donation d’hydrogéne augmente avec
'augmentation de [I'’hydroxylation de leurs cycles phénoliques. Cette
caractéristique structurale peut étre observée dans les flavonoles comme le
kaempférol, la quercétine et la myricétine. L’activité antioxydante est croissante en
fonction du nombre des groupements OH dans la molécule [60]._Les flavonoides

exercent des effets antioxydants aussi par la chélation des ions métalliques [61].

Les tanins
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Les tanins inhibent la peroxydation lipidique des mitochondries du foie et des
microsomes. lls sont également responsables de I'oxydation de I'acide ascorbique
et du linoléate lors de la peroxydation. Les tannins donnent des protons face aux
radicaux libres c’est ainsi que des radicaux tanniques stables sont formés. Ce qui

permet de stopper la réaction en chaine de I'auto-oxydation lipidique [62].

Les coumarines

Elles sont capables de prévenir la peroxydation des lipides membranaires.

Elles peuvent capter les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles [63].

Les phénols

Les acides phénoligues, comme [I'acide rosmarinique, sont fortement

antioxydants [63].

1.4 Activité antimicrobienne
La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur

'usage des antibiotiques.

1.4.1 Les antibiotiques
Les antibiotiques sont des substances antibactériennes produites par des

micro-organismes (champignons et bactéries) ou de synthése chimique [64].1ls ont
la capacité soit de détruire les bactéries (effet bactéricide), ou d’inhiber leur

croissance (effet bactériostatique) [65].

Les antibiotiques peuvent étre classés selon l'origine, la nature chimique, le
mécanisme d'action et le spectre d'action [64]. Les principales familles chimiques
des antibiotiques sont: Bétalactamines: péniciline et céphalosporines;
Aminosides: streptomycine, gentamycine; chloramphénicol et thiamphénicol;
cyclines: tétracyclines, doxycycline ; macrolides et apparentés : érythromycine,

oléandomycine [66].

Leur prescription a grande échelle est parfois inappropriée car elle peut
entrainer I'apparition de souches multirésistantes. D’ou I'importance d’orienter les
recherches vers la découverte de nouvelles voies qui constituent une source

d’inspiration de nouveaux médicaments a base de plantes [67].
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1.4.2 Activité antimicrobienne des polyphénols
Les polyphénols sont reconnus par leur toxicité vis- a -vis des

microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut étre lié a l'inhibition des enzymes
hydrolytiques (les protéases et les carbohydrolases). D'autres interactions peuvent
inactiver les adhésines microbiennes, les protéines de transport et I'enveloppe

cellulaire [68].

En effet certaines quinones présentent un effet bactériostatique sur les
bactéries a Gram positif mais pas vis-a-vis des bactéries a Gram négatif [69]. Les
acides-phénols ont des propriétés antiseptiques urinaires, antifongiques et

antibactériennes [4].

Des études ont montré que les coumarines exercent plusieurs activités
antimicrobiennes [70] .Elles permettent [I’inhibition de Ila croissance
de Saccaromyces cerevisiae et de la germination des spores d’Asperqgillus niger.

Elles sont plus efficaces contre les Gram positif [71].

Selon ALAN ET MILLER [72] et MARFAK [73] , les flavonoides avec leurs
différentes classes: les flavones, flavonols, flavonones, flavonones 3-oles,

flavanes-3,4 dioles, et les anthocyanidines ont un grand potentiel antibactérien :

+ en se complexant avec des composants des parois, ils inhibent la

croissance microbienne,
+ en perturbant leurs métabolismes énergétiques.

Les tanins : I'activité antimicrobienne des tanins est importante. La croissance de
plusieurs bactéries, virus, champignons et levures est inhibée par les tanins. Cette

activité serait due a leur capacité a se complexer aux protéines de transport [74].

Le tableau 1.2 représente les différents groupes de composés phénoliques

ayant une activité antimicrobienne décrite.
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Tableau 1.2: Classification des composés phénoliques a activité antimicrobienne
[74]

Phénol antifongique,
OH -
isolé de
Satureja
hortensis L.

simple

Carvacrol

Flavonoides | Flavone P Antibactérien

isolé de

o o Artocarpus
oy heterophyllus

antiparasitaire,
isolé de
Morinda
morindoides

[+]
Flavonone j
m
-]

Quercetin
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Flavononol

2.3-dihydro-3,3'4'5",7-
pentahydroxyflavone

antibactérien
isolé de
Mimusops
elengi L.

Saponines

antibactérien,
isolé de Avena
sativa L.

Tanins

antibactérien,
isolé de
Vaccinium
vitis-idaea L

Quinones

Benzoquinone

antibactérien,
isolé de Pyrus

Spp

Anthraquinone

antifongique,
isolé de
Morinda

lucida
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CHAPITRE 2

MATERIEL ET METHODES

2.1 Matériel

2.1.1 Matériel biologique

2.1.1.1Matériel végétal : Source et conservation

La plante étudiée Rhamnus alaternus L., a été récoltée au mois d’octobre
2013 dans la station de Cherkia, commune de Bouarfa wilaya de Blida, Algérie
(Figure 2.1). La situation géographique de la station de récolte est représentée

dans le tableau 2.1.

Tableau 2.1: Lieu de récolte de Rhamnus alaternus L. et caractéristiques
géographiques  (Original)

Rhamnus Cherkia | Octobre Les 4025455.67 | 480803.03 450
alaternus L. (2013) feuilles
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Les feuilles de Rhamnus alaternus L., fraichement récoltées, sont lavées et
séchées a 'ombre dans un endroit sec et aéré. Ensuite, elles sont conservées
dans des sacs propres. Une quantité de feuilles est récupérée a I'état frais pour la

mesure de la teneur en eau.

2.1.1.2Matériel microbiologique

Sept souches microbiennes référenciées ATCC (American Type Culture
Collection) ont été choisies pour leur pathogénicité. (Appendice D) Elles sont

représentées dans le tableau 2.2.

Tableau 2.2: Les souches microbiennes testées (Originale)

Staphylococcus aureus 28923 +
klebsiella pneumoniae 700603 -
Echerichia coli 25922 -
Pseudomonas aeruginosa 27859 -
Salmonella typhimurium 13311 -
Citrobacter freundii 8090 -
Candidas albicans (ascomycete) 1023

2.2 Méthodes
Nos expérimentations ont été réalisées sur une durée d’une année, du mois

d’Octobre 2013 au mois d’Octobre 2014. Elles ont été effectuées au niveau du :

» Laboratoire de recherche biotechnologies, environnement et santé du
département de biologie, université de Blida 1 ;

» Laboratoire des ressources naturelles de l'université de Mouloud Mammeri,
université de Tizi-Ouzou ;

» laboratoire des biotechnologies liées a la reproduction animale du
département de vétérinaire de 'université de Blida 1 ;

» laboratoire de biotechnologie des reproductions végétales du département
d’agronomie de l'université de Blida 1.
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2.2.1 Identification botanique de la plante
L’identification botanique de I'espece a été réalisée au niveau :

» Du laboratoire de botanique du département d’agronomie de l'université de
Blida 1,
> Ecole Nationale Supérieure d’Agronomie (ENSA) d’El Harrach au niveau

du laboratoire de botanique.

2.2.1.1Aspect microscopique

Des coupes histologiques sont réalisées sur les tiges et les feuilles de
Rhamnus alaternus L. Pour cela nous avons utilisé la technique de la double

coloration.

v" Confection des coupes

Dans les organes végétaux (feuilles et tiges) fraichement récoltés, des coupes
transversales sont réalisées a la main a 'aide d’'une lame de rasoir.
Les coupes ainsi préparées sont mises dans un creusé contenant de I'eau puis

elles sont immergées successivement dans :

= |’eau de javel pendant 15 min, pour €liminer le contenu cellulaire,

» ['eau pendant 20 min pour le rincage,

*» ['acide acétique & 5% pendant 1 min, pour éliminer totalement I'eau de Javel
et assurer la fixation du colorant sur la paroi,

= |'eau distillée pendant 20 min, pour le ringage,

= |e vert de méthyle pendant 10 min, pour la coloration des parois lignifiées,

» ['eau distillée pendant 20 min,

* |le rouge Congo pendant 10 min, pour la coloration des parois

pectocellulosique,

* ['eau pour un dernier rincage des coupes.

Les coupes sont ensuite mises entre lame et lamelle pour l'observation au

microscope photonique.
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2.2.2 Analyses chimiques de Rhamnus alaternus L.

2.2.2 1Détermination de la teneur en eau

Afin de déterminer la teneur en eau, une quantité de feuilles fraiches de masse
Mf =1 g £ 0,0033 a été séchée dans une étuve a 75°C jusqu'a obtention d’'un

poids constant [75].

La masse des feuilles séchées (Ms) a été déterminée a l'aide d'une balance de
précision a 0,0001g. La teneur en eau (T) a été calculée selon la formule

suivante :

MY — Ms
- —J-{f

e =< 100

T : Teneur en eau en pourcentage
Mf : Masse fraiche de I'’échantillon (g)

Ms : Masse seche de I'échantillon (g)

2.2.2.2Détermination du taux d’humidité

Le taux d’humidité TH est déterminé par dessiccation d’1g de poudre séche a
75°C jusqu’a poids constant [75].
Le pourcentage du taux d'humidité de la poudre est donné selon la
formule suivante:
Masse drogue essai — Masse séche

H = - x 100
Masse drogue essai

Ou:
Masse drogue essai = Masse total avant dessiccation (g)
Masse séche = Masse aprés dessiccation (g)

2.2.2.3Détermination de la teneur en cendres

Les cendres d’'un matériel biologique représentent les résidus inorganiques

obtenus apres calcination de la matiére organique. Ces cendres généralement de
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couleur blanchatre donne une idée sur la quantité d’éléments minéraux présents
dans l'aliment. En pratique, la calcination est réalisée dans un four a température
comprise entre 450 et 550°C [76].

v Mode opératoire

Le dosage des cendres est effectué par incinération d’ 1g d’échantillon sec
dans un four a moufle a 550°C pendant 3 a 5 heures (jusqu'a obtention d’'une
poudre blanche). La matiére organique correspond a la différence entre la prise

d’essai et les cendres qui en résultent [77].

v" Expression des résultats

Cette quantité est reportée a 100 g de plante séche par la formule suivante :

masse de cendres

% cendres totales = x 100

masse drogue essai

Masse cendres = Masse total aprés calcination - Tare

Masse drogue essai = Masse total avant calcination — Tare

2.2.3 Screening phytochimique
Dans le but de caractériser les différents groupes chimiques contenus dans la

plante étudiée des analyses qualitatives (marqué positive : + ou négative : -) ont
été effectuées. Nous avons suivi les protocoles de DIALLO [63] et NGUESSAN et
al., [78].

Le principe est basé sur la formation de complexes colorés en utilisant des
réactions de coloration (conjugaison ou insaturation dans une molécule), ou sur la

formation de complexes insolubles en utilisant des réactions de précipitation.

Cette étude permet de mettre en évidence la présence de quelques groupes

chimiques (Tanins, flavonoides, alcaloides, saponines, dérivés anthracéniques).
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2.2.3.1Réaction de révélation des tanins

Dans le but de caractériser les tanins nous avons d’abord préparé un infusé a
5% :

v' Préparation de l'infusé a 5%

o Introduction de 5 g de poudre séche dans un bécher avec 100 ml d’eau
distillée bouillante,

o apres infusion pendant 15 mn, une filtration sur papier et un ringage
avec un peu d'eau chaude est réalisé de maniere a obtenir 100 ml de
filtrat. (Appendice Gy)

v' Caractérisation des tanins par le chlorure ferrique

o Nous avons introduit dans un tube a essai 5 ml de I'infusé a 5% ; puis

nous avons ajouté 1 ml d’'une solution aqueuse diluée de FeCls a 1%.

« En présence de tanins il se développe une coloration verdatre ou bleu

noiratre.

o Pour caractériser la présence de tanins catéchiques, nous avons ajouté
1ml d’acide chlorhydrique concentré a 5 ml d’infusé a 5%, puis nous

avons porté a ébullition pendant 15 min et ensuite filtré sur papier.

s En présence de tanins catéchiques, il y a formation d’'un précipité rouge

soluble dans I'alcool amylique.
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v' Différenciation des tanins

La difféerenciation des tanins (catéchiques et galliques) est obtenue par la réaction

de Stiasny :

> Précipitation par la réaction de Stiasny

o A 30 ml d'infusé a 5%, nous avons ajouté 15 ml de réactif de Stiasny
(10 ml de formol a 40% plus 5 ml HCI concentré) et nous avons chauffé
au bain-Marie a 90°C pendant 15 mn. L'obtention d’'un précipité montre

la présence de tanins catéchiques,

o ensuite nous avons filtré et saturé le filtrat d’acétate de sodium
pulvérisé. Nous avons ajouté 1 ml d’une solution de FeCls a 1%. Le
développement d’'une teinte bleu noire indique la présence de tanins

non précipités par le réactif de Stiasny : Ce sont les tanins galliques.

2.2.3.2 Réaction de révélation des flavonoides

v" Les anthocyanes

o A5 mldinfusé a 5%, nous avons ajouté 5 ml d’acide sulfurique puis 5
ml de NH4OH.
+» Si la coloration s’accentue par acidification puis vire au bleu violacé en milieu

basique, on peut conclure la présence d’anthocyane.

v' La réaction a la cyanidine

o Nous avons introduit dans un tube a essai 5 ml d’infusé, ensuite nous
avons ajouté 5 ml d’alcool chlorhydrique (alcool a 95°, eau distillée, HCI
concentré a parties égales en volume) ; 1 ml d’alcool iso amylique puis
quelques copeaux de magnésium. Il se produit une réaction de

crépitation pendant quelques minutes.

s L’apparition d’une coloration rose orangée (flavones) ou rose- violacée

(flavanones) ou rouge (flavonones, flavanonols) rassemblée dans la couche



38

surnageante d’alcool iso-amylique indique la présence d'un flavonoide libre

(génine),

¢ les colorations sont moins intenses avec les hétérosides flavoniques,

« la réaction est négative avec les chalcones, les dihydrochalcones, les

aurones, les catéchines et les isoflavones.

Nous avons répété la réaction a la cyanidine sans ajouter de copeaux de

magnésium et chauffer pendant 15 mn au bain-Marie :

< En présence de leucoanthocyane, il se développe une coloration rouge

cerise ou violacée ;

+» Les catéchols donnent une teinte brun-rouge.

2.2.3.3Réaction de révélation des dérivés anthracénigues : y compris
les quinones et les anthraquinones

Afin de caractériser les dérivés anthracéniques nous avons préparé les

solutions suivantes :

» Extrait chloroformique : A 1 g de poudre de la plante, nous avons ajouté 10

ml de chloroforme et nous avons chauffé au bain-Marie pendant 3 mn.

Ensuite nous avons filtré a chaud et complété a 10 ml si nécessaire.

» Hydrolyséat : A une partie du résidu de la poudre épuisée par le chloroforme,
nous avons ajouté 10 ml d’eau distillée et 1 ml d’acide chlorhydrique
concentré. Ensuite nous avons maintenu le tube a essai dans le bain-Marie
bouillant pendant 15 mn. Nous avons refroidi sous un courant d’eau et filtré.

A la fin nous avons complété a 10 ml avec I'eau distillée.

v' Caractérisation

» Dérivés anthracéniques libres : A1 ml d’extrait chloroformique est ajouté 1

ml de NH4;OH dilué. Aprés agitation; la coloration plus ou moins rouge

indique la présence d’anthraquinones libres.

> Dérivés anthracéniques combinés
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e (O-hétérosides (anthraquinones)

o Nous avons prélevé 5 ml d’hydrolysat et nous les avons agité en
présence de 5 ml de chloroforme. La phase organique est ensuite
soutirée et introduite dans un tube a essai. Par la suite nous avons
ajouté 1 ml de NH4OH dilué. Aprés agitation, la présence
d’anthraquinones est révélée par la coloration rouge plus ou moins

intense.

e (O-hétérosides a génines réduites

o A 5 ml d’hydrolysat nous avons ajouté 3 a 4 gouttes de FeClz a 10 %,
pendant 5 mn au bain-Marie. Aprés refroidissement, nous avons agité
en présence de 5 ml de chloroforme. Ensuite nous avons soutiré la
phase chloroformique et nous I'avons introduite dans un tube a essai.
Nous avons ajouté 1 ml de NH,OH dilué et agité. En présence de
produits d’oxydation des anthranols ou anthrones, la coloration rouge

est plus intense.

. C-hétérosides

o Nous avons repris la phase aqueuse qui a été conservée au cours
de la caractérisation des O-hérosides par 10 ml d’eau distillée et nous lui
avons ajouté 1 ml de FeCl; a 10%. Le tube a essai est maintenu dans
un bain-Marie bouillant pendant 30 mn. Aprés refroidissement nous
avons agité en présence de 5 ml de chloroforme, ensuite nous avons
soutiré la phase chloroformique dans un tube a essai. Apreés avoir ajouté

1 ml NH4,OH dilué, le contenu a été agité.

« Une coloration rouge plus ou moins intense indique la présence de

génines de C-hétérosides.

2.2.3.4Réaction de révélation des alcaloides

o Nous avons procédé a une maceération sous agitation pendant 24 h de
10 g de la poudre végétale dans 50 ml de HySO4 dilué au 1/10 a la
température ambiante du laboratoire,

o aprés filtration sur un papier, nous avons lavé a l'eau distillée de

maniére a obtenir environ 50 ml de filtrat.
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Caractérisation

1ml du macéré est introduit dans deux tubes a essai puis 5 gouttes de réactif
de Mayer (Appendice G4, G) ont été ajoutées dans le premier tube et 5 gouttes

de réactif de Wagner (Appendice G4, G;) ont été ajoutées dans le deuxiéme.

» La présence d’une turbidité ou d’un précipité, aprés 15 minutes indique la

présence d’alcaloides.

2.2.3.5Réaction de révélation des saponosides

L'indice de mousse (IM) est fourni par le degré de dilution d'un décocté aqueux

de la plante qui, dans des conditions déterminées, donne une mousse persistante.

o Dans une fiole conique de 500 ml, nous avons introduit 100 ml d'eau
bouillante et 1,0 g de poudre grossiére, nous avons maintenu a ébullition
pendant 30 min. Nous avons ensuite filtré. Apres refroidissement le filtrat
est ajusté a 100 ml,

o dans une série de 10 tubes a essai, nous avons introduit successivement 1,
2, 3..., 10 ml de décocté. Le volume de chaque tube est ajusté a 10 ml avec
de l'eau distillée. Aprés agitation de chaque tube dans le sens de la
longueur pendant 15 secondes. Nous avons mesuré la hauteur de la
mousse aprés 15 min de repos.

> Si la hauteur de mousse est inférieure 8 1 cm dans tous les tubes, I'IM est
inférieur a 100 ;
» Si la hauteur de mousse est de 1 cm dans I'un des tubes, la dilution dans ce

tube est I'IM cherché. Si, par exemple, il s'agit du quatrieme tube renfermant 4

mL de décocté a 1 pour cent, soit 0,04 g de drogue, I'IM est :

10x1 _ 250
0.04

» Si la hauteur de mousse est supérieure a 1 cm dans tous les tubes, I'IM est
supérieur a 1 000. Diluez le décocté et recommencez la détermination [79].
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2.2.4 Extraction au soxhlet
La méthode d’extraction par le soxhlet permet d’extraire des quantités plus

importantes de principes actifs, en [l'occurrence les polyphénols et les
anthraquinones, a partir de la poudre séche. C’est une technique couramment
pratiquée [80].

v Principe

Le solvant est porté a ébullition dans un ballon placé dans un dispositif
chauffant et ses vapeurs sont condensées dans un tube réfrigéré. Le solvant
condensé tombe goutte a goutte sur I'échantillon solide placé dans une cartouche
poreuse. Un systéme de siphon permet de vidanger le réceptacle contenant
I'échantillon quand le volume du solvant atteint un niveau donné, le solvant, aspiré
dans le ballon de distillation, entraine les composés organiques extraits. Ceux-ci
restent dans le ballon ou leur concentration dans le solvant augmente

progressivement [81].

v Mode opératoire

L’extraction a été effectuée d’abord par un solvant apolaire, qui est I'éther de
pétrole. Apreés séchage du matériel végétal, une autre extraction a été réalisée par

un solvant polaire, qui est le méthanol.

o 20 g de feuilles, soigneusement lavée et séchée, est introduite dans la
cartouche en papier filtre et placée au niveau du soxhlet (Appendice H);

o 250 ml d’éther de pétrole sont incorporés a un ballon a col rodé a fond plat
qui est lui-méme placé dans un bain-Marie et porté a ébullition ;

o Aprés une douzaine de siphonages, nous récupérons d’une part, le ballon

contenant le solvant enrichi en substances solubles (fraction lipidique)

d’autre part la matiére végétale contenue dans la cartouche de papier filtre
que I'on nommera marc et qu’on laisse sécher a l'air libre ;

o Le marc récupéré et séché est réintroduit dans une seconde cartouche et
soumis a une seconde extraction au soxhlet en utilisant cette fois-ci du
méthanol afin de récupérer les substances polaires solubles dans les

alcools ou autres solvants polaires ;
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o Apreés une douzaine de siphonages, nous récupérons un marc et le ballon
contenant le solvant ainsi que la fraction polaire de la plante (sucres,
flavonoides, tanins, divers glycosides) [83] ;

o Les extraits, méthanolique et éthéré secs sont obtenus par évaporation du
solvant grace a un évaporateur rotatif (Appendice E») ;

o Le ballon contenant lI'extrait méthanolique sec est pesé avant et aprés

extraction afin de déterminer la teneur de la fraction polaire.

v" Rendement d’extraction

Une fois les extraits ont été obtenus, nous avons déterminé leurs
caractéristiques organoleptiques et le rendement (Rdt) de I'extrait méthanolique

par rapport a la quantité initiale de la poudre séche :

— M extrait
Rdt = M poudre X100

M extrait : La masse de I'extrait

M poudre : La masse de la poudre de la plante (M poudre = 20 g)

2.2.5 Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides

2.2.5.1Polyphénols totaux

La teneur en phénols totaux de I'extrait de la plante a été déterminée par la
méthode de SINGLETON ET ROSSI [84] ET SINGLETON et al., [85] utilisant le

réactif de Folin—Ciocalteu (FC).
v Principe

Le réactif de FC est un acide de couleur jaune constitué par un mélange
d'acide phosphotungstique (H3PW1,049) et d'acide phosphomolybdique
(H3PMo012040). Il est réduit, lors de l'oxydation des phénols, en un mélange

d'oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne [86]. La coloration produite est

proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux.

v" mode opératoire
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Les solutions utilisées pendant le dosage sont :

Réactif de FC,
Solution de Na,COs3 a 7%,

Solution standard d’acide gallique (25-50-100-125-150-200 pg/ml)

préparé en utilisant du méthanol a 80%.

Afin de réaliser ce dosage, nous avons suivi les étapes suivantes:

250 ul de FC sont ajoutés a 50 ul de I'extrait ou solution standard d’acide
gallique,

le mélange est laissé au repos a la température ambiante et a I'obscurité
pendant 5 min,

un volume de 750 pl Na,COs3 est ajouté au mélange,

ce mélange est complété avec 5 ml d’eau distillée pure,

ensuite, le mélange est incubé pendant 120 min a une température
ambiante et a 'obscurité,

le blanc est préparé en remplacant 50 ul de I'extrait par du méthanol a 80%,
I'absorbance est mesurée a 760 nm utilisant un spectrophotométre UV,

La teneur en polyphénols totaux est déterminée et calculée a partir d’'une
courbe d’étalonnage établit avec différentes concentrations d’acide gallique.
Elle est exprimée en mg d’équivalent d’acide gallique par gramme (Q)

d’extrait méthanolique (mg EAG/ g extrait).

2.2.5.2Flavonoides

La détermination des flavonoides totaux a été effectuée selon la méthode

décrite par DEHPOUR et al., [87].

v

Mode opératoire

500 ul de I'extrait a analyser sont ajoutés a 1500 ul de méthanola 95 %,
100 ul de AICIl3 a 10 % (m/v), 100 pl d’acétate de sodium 1 M et 2,8 ml

d’eau distillée,

Le mélange est agité puis incubé a l'obscurité et a température ambiante

pendant 30 min,
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o Le blanc est réalisé par remplacement de I'extrait par du méthanol a 95 %
et 'absorbance est mesurée a 415 nm en utilisant un spectrophotométre
uVv.

Les résultats sont calculés a partir d’'une courbe d’étalonnage établit avec de
la quercétine. lls sont exprimés en mg d’équivalent de la quercétine par g d’extrait

méthanolique (mg EQ/ g extrait).

2.2.6 Etude des activités biologiques
Dans cette partie, nous aborderons I'étude de l'activité antioxydante de I'extrait

méthanolique ainsi que l'activité antibactérienne de I'extrait méthanolique et de

I'infusé a 10%.

2.2.6.1L activité antioxydante

La mise en évidence de lactivité antioxydante in vitro de l'extrait a été
réalisée par la méthode de piégeage du radical libre 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle
(DPPH).

v' Principe

La méthode de DPPH, est une méthode simple, rapide et facile a réaliser. Le
DPPH est un radical libre et stable. Il posséde une coloration violette foncée.
Lorsqu’il est réduit, la coloration devient jaune pale. Il posséde une bande
d’absorbance a 517 nm. La méthodologie est basée sur la décroissance de
'absorbance d'une solution méthanolique de DPPH suite a ['addition de

I'antioxydant [88].

v Mode opératoire

Nous avons suivi la méthode de SAHA et al., [89].

> Préparation de I'extrait de DPPH

o 2 mg de DPPH sont solubilisés dans 50 ml de méthanol absolu ensuite sont

conservé a I'abri de la lumiére.

> Préparation de I'extrait
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o Une solution mére est préparée en dissolvant 1 mg d’extrait méthanolique
dans 1 ml de méthanol absolu (1 mg/ml). A partir de cette solution, nous

réalisons une série de dilution de I'ordre du microgramme par ml.

o Dans des tubes a essais secs et stériles, un volume de la solution mére (50
pl, 100 pl, 200 pl, 300ul, 400ul, 500ul) est ajuste a 1 ml de méthanol,
ensuite 2 ml de la solution de DPPH sont ajoutés dans chaque tube,

o les tubes sont laissés incuber pendant 30 minutes a température ambiante
a I'abri de la lumiere,

o Le contréle positif est représenté par une solution d’antioxydants
standards : (quercétine et rutine) dont I'absorbance est mesurée dans les
mémes conditions que I'échantillon test,

o Lalecture de la densité optique se fait a 515 nm.

v" Expression des résultats

v" Calcul des pourcentages d’inhibitions :

Nous calculons ainsi les pourcentages d’inhibition par la formule suivante :

| {%) = [(Abs blanc— Abs test) JAbs contrdle] x 100

Abs blanc : absorbance du blanc

Abs test : absorbance de I'’échantillon
o Le blanc: est composé par 1 ml de méthanol et 2 ml de la solution de
DPPH.

o Les résultats sont exprimés par la moyenne de trois mesures + écart type.

v" Calcul des IC50

La concentration IC50 ou concentration inhibitrice est la concentration de

I'échantillon testé nécessaire pour réduire 50 % de radical DPPH*.
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Les IC50 sont calculées graphiquement par les régressions linéaires des
graphes tracés. Les pourcentages d’inhibition en fonction de différentes

concentrations des fractions testées.

v Etude statistique

Pour chaque essai, 3 mesures ont été réalisées. L'étude statistique a été
établie sur Statistica 7.0 de Statsoft Inc, Tulsa, USA et PASW Statistics 17.0
d’IBM Company, Chicago, lllinois, USA. Le test utilisé est le test non paramétrique
de Kruskal-Wallis.

2.2.6.2 activité antimicrobienne

Cette méthode consiste a évaluer et a mettre en évidence [Iactivité

antimicrobienne de deux échantillons :

1/ Nous avons testé I'extrait méthanolique dilué dans le DiMéthyle SulfOxyde
(DMSO),

2/ nous avons testé un infusé a 10% de la plante.

Le test de susceptibilité a été effectué selon la méthode de diffusion des
disques sur gélose décrite par DULGER ET GONUZ [90], PAREKH ET CHANDA
[91] et ROTA et al, [92]. Elle consiste a déposer un disque stérile, imbibé de
I'extrait, sur un tapis bactérien en début de croissance et de mesurer la zone ou
les bactéries n’ont pas pu se développer. Le diamétre de la zone d’inhibition (ZI),

qui traduit I'activité antibactérienne des extraits, est ainsi déterminé.

Selon MEENA ET SETHI [93] et ELLA et al., [94] I'activité antimicrobienne
est exprimée en ZI comme suit :
e Fortement inhibitrice lorsque le diamétre de la Zl est > a 28 mm.
e Modérément inhibitrice lorsque : 28 mm > g ZI > 16 mm
e Légérement inhibitrice lorsque : 16 mm > g ZI > 10 mm

e Non inhibitrice lorsque : @ ZI< 10 mm
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> Les milieux de culture

1- La gélose Muller Hinton (MH) pour les bactéries.
2-La Gélose de Dextrose de Sabouraud (GDS) pour la levure.

> Coulage des boites de Pétri

La gélose de M H et GDS stérile préte a 'usage sont coulées dans des

boites de Pétrie stériles.

> Repiquage des espéces bactériennes

Les bactéries et la levure sont repiquées en stries, afin d'obtenir des
colonies isolées qui vont servir a la préparation de I'inoculum. Ensuite, les
bactéries sont incubées a 37 °C pendant 24 heures et la levure a 25°C

pendant 48 heures.

> Préparation de I'inoculum

2 a 3 colonies sont prélevées a l'aide d'une anse de platine stérile et
homogénéisées dans une eau physiologique stérile. Elles sont incubées
pendant (18-24) heures a 37°C pour les bactéries et 48 heures a 25° pour la
levure.

La densité optique de chaque suspension doit étre comprise entre 0,08
et 0,1 a la longueur d’'onde de 625 nm. Lorsque la valeur de la transmittance

observée se situe dans cet intervalle la concentration de la suspension est

optimale. En 'occurrence elle contient 10" a10° germes/ml,

> Préparation des disques

Des disques de papier Wathman n°1 de 9 mm de diamétre, stériles
(stérilisation a 120°C pendant 15 min par autoclavage) sont chargés de

I'extrait naturel a tester,
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» De méme les antibiogrammes réalisés avec des disques : contenants des
antibiotiques (témoin positif) appropriés sont préts a I'emploi. lls ont été
utilisés pour la comparaison avec les résultats des extraits testes.

Les antibiotiques utilisés sont :
- Acide fusidique (10 mcg)
- Acide pipemidique (20 mcg)
- Chloramphénicol (30 mcg)
et des disques Wattman imprégnés de DMSO (témoin négatif),

> Ensemencement

Les boites de Pétri stériles préalablement coulées, sont ensemencées a
l'aide d'un rateau stérile. Cet ensemencement assure une distribution

homogéne des bactéries et de la levure,

» A l'aide d'une pince stérile, les disques de papier filtre contenant les produits
a tester sont déposés a la surface de la gélose inoculée préalablement,
» L’incubation

Les boites de Pétri ensemencées par les bactéries sont incubées a une
température de 37°C pendant 24 heures. Et celles ensemencées par la

levure sont incubées 48 heures a une température de 25° C.

> Lecture

La lecture se fait par la mesure des ZI autours des disques a 'aide d’un

pied a coulisse,

» Pour chaque essai, 3 mesures ont été réalisées avec * écart type.
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CHAPITRE 3

RESULTATS ET DISCUSSION

3.1 Résultat de I'étude microscopique
Afin de détecter ou de localiser des structures particulieres (de réserve ou de

sécrétion), des coupes transversales ont été effectuées au niveau des feuilles et

des tiges de Rhamnus alaternus L.

3.1.1 Structure de la tige
- La tige de Rhamnus alaternus L. (Figures 3.1 et 3.2) est une tige de

dicotylédone. Ainsi, elle peut présenter des structures secondaires.

Figure 3.1 : Vue d'ensemble de la coupe transversale de la tige de
Rhamnus alaternus L. vue au MP Gx10 aprés double coloration
(Original)



50

Les coupes transversales ont montré les différents tissus qui la constituent.

Ainsi, de I'extérieur vers l'intérieur, nous observons (Figure 3.2) :

La cuticule striée imprégnant vers I'extérieur les cellules épidermiques,

Un épiderme, constitué de cellules épidermiques. L'épiderme est suivi du
collenchyme, qui est un tissu de soutien vivant. Les membranes des
cellules présentent des épaississements de nature cellulosique,

Les tissus secondaires sont abondants et sous forme d’'un anneau
continu. On observe la production de bois qui est un tissu conducteur
secondaire. Il conduit la séve brute. La séve élaborée est conduite par le
liber qui est aussi un tissu conducteur secondaire. Ces structures
secondaires sont le fonctionnement d’'une année de I'assise génératrice
libéro-ligneuse ou cambium,

Le bois est constitué de vaisseaux, de fibres et du parenchyme : Il est
donc hétéroxyle,

Un parenchyme médullaire, on I'observe au centre de I'organe végétal.

cuticule
Parenchyme cortical

Liber

Bois

Parenchyme médullaire

Figure 3.2: Coupe transversale de la tige de Rhamnus alaternus L.
vue au MP Gx 40 aprés double coloration (Original)
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Certaines cellules de I'épiderme se prolongent vers I'extérieur pour donner

des poils épidermiques. Il s’agit de poils tecteurs (Figure 3.3).

Poilstecteurs

Figure 3.3: Poil épidermique tecteur de la tige de Rhamnus alaternus L.
vue au MP Gx 40 aprés double coloration (Original)

3.1.2 Structure de la feuille
La coupe transversale (Figure 3.4) montre que la feuille se compose des

tissus suivants :

- La cuticule qui enveloppe vers I'extérieur les cellules épidermiques. Son
réle est de protéger ce tissu.

- L’épiderme supérieur constitué par une assise de cellules,

- Un début de parenchyme lacuneux,

- Une nervure principale qui renferme les éléments conducteurs
secondaires : - Le liber

- Le bois

Dans la feuille, nous observons aussi des cristaux. On les appelle aussi
macles, ils présentent une forme « d’oursin». lls sont le résultat d’une

cristallisation de I'acide oxalique et du calcium.
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lacuneux

Figure 3.4 : Coupe transversale de la feuille de Rhamnus alaternus L.
vue au MP Gx 40 aprés double coloration (Original)

Au terme de I'étude microscopique de Rhamnus alaternus L., nous n’avons

pas pu observer de cellule sécrétrice, de poches ou de canaux excréteurs aussi

bien au niveau des tiges que des feuilles.

3.2 Reésultat des analyses phytochimiques

3.2.1 La teneur en eau

Le tableau 3.1 comporte les valeurs des pesées apres dessiccation pendant

48 H.

Tableau 3.1 : Résultats des pesées de la teneur en eau apres dessiccation

pendant 48H

Masse fraiche (g)

1,0064 + 0,0033

Masse séche (g)

0,4136 +0,0045

Teneur en eau (%)

58,9017 £ 0,4319




La figure 3.5 représente la teneur en eau et en matiére séche des feuilles.
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41,10

B Teneuren eau

Matiére séche

Figure 3.5 : Teneur en eau

D’aprés le tableau 3.1 et la figure 3.5, nous constatons que la teneur en eau

contenue dans la plante représente approximativement la moitié de son poids

total. HAMADOU [95] a observé une teneur en eau de 51, 18 % dans les feuilles

de Rhamnus alaternus L. récoltées dans la région d’El harrach a Alger. On

constate que la teneur en eau differe légerement chez les deux espéces.

3.2.2 Le taux humidité de la poudre

Le tableau 3.2 comporte les valeurs des pesées aprés dessiccation pendant

72 H.

Tableau 3.2: Résultats des pesées du taux d’humidité aprés dessiccation pendant

72H

Masse drogue essai (g) 0,974 £ 0,038
Masse séche (g) 0,901 £ 0,04
Taux d’humidité (%) 7,49 £ 0,68

Dans notre étude nous avons obtenu un taux d’humidité de 7,49%. On parle

habituellement d’'un maximum de 10 % d’humidité. Le taux d'humidité, nous

donne une idée sur la dégradation des principes actifs de la plante. Il ne doit

subsister aucune trace d’humidité qui provoquerait des moisissures et rendrait la

récolte impropre a la consommation. Les feuilles de la plante peuvent étre

conservées longtemps en raison de leur faible taux d’humidité.
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3.2.3 Les cendres
Les valeurs moyennes de la teneur en cendres de Rhamnus alaternus L.

sont rapportées dans le tableau 3.3 et la figure 3.6.

Tableau 3.3 : Teneur en cendres de Rhamnus alaternus L.

Masse de la drogue essai

(9)

Masse des cendres Teneur en cendres en %

1 0.1234 + 0.0032 12.34 £ 0.32

12,33

m % Matiére organique

u % Cendres

Figure 3.6 : Le taux des cendres

Le taux de cendres représente la quantité totale en sels minéraux présents
dans la feuille. Nous avons obtenu des cendres de couleur clair. Nous constatons
selon le tableau 3.3 et la figure 3.6 qu’elles représentent 12.33 %. Cette valeur
correspond a celle rapportée par la pharmacopée européenne en 2002 qui est de
10 & 12%.

3.3 Reésultat du screening phytochimique

3.3.1 Groupes chimiques caractérisés
La mise en évidence des différentes familles de métabolites secondaires

constituants une plante, nous permet d’avoir une bonne idée sur ses activités

pharmacologiques.
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Ces analyses sont en relation avec I'intensité du précipité et de turbidité ou la
coloration est proportionnelle a la quantité de la substance recherchée. Les

résultats sont présentés dans le tableau 3.4.

Ainsi :

- Une réaction franchement positive est représentée par : +++
- Une réaction moyennement positive est représentée par : ++
- Une réaction faiblement positive est représentée par : +

- L’absence de la substance est représenté par : -

Dans le tableau: les Dérivés anthracéniques combinés sont symbolisés par :

- O: pour les O-hétérosides
- C: pour les C- hétérosides
- G: pour les O- hétérosides a génines réduites.

Tableau 3.4 : Groupes chimiques rencontrés dans les feuilles de
Rhamnus alaternus L.

Constituants Résultats Interprétation
Tanins Tanins Bleu +++
noiratre
T catéchiques précipité | -
rouge
Galliques Bleu +++
noiratre
Flavonoides Flavonones et -
Flavanonols
Flavones Rouge +++
orangée
" Flavanones -
()]
_S- Leucoanthocyanes -
\8 Catéchols +
-qg’. Anthocyanes -
2 Dérivés Libres Rouge +
3 Anthracéniques | Combinés O | Rouge +++
g- Cc | Rouge +++
8 G Rouge ++
@ Alcaloides Précipité | +
3
2.3
¥
o3
Saponosides Indice de | +
mousse IM=111.11




56

D’aprés le tableau 3.4, les analyses réalisées nous ont permis de constater
la présence de cing familles de métabolites secondaires a savoir : les tanins, les
flavonoides, les saponosides, les dérivés anthracéniques ainsi que les alcaloides.
Ces résultats ont révélé la richesse de cette plante en flavonoides, tanins et

dérivés anthracéniques.

En ce qui concerne les tannins, nous les avons détectés au moyen d'une
solution aqueuse de FeCl; a 1%. L'apparition d’'une coloration bleu-noire dénote la
présence de tanins galliques, alors que les tanins catéchiques seraient absents.

(Appendice G1)

Les feuilles sont trés riches en flavonoides (flavones). Nous notons tout de
méme l'absence totale des flavonoides sous forme d’anthocyanes et

leucoanthocyanes (Appendice Gy).

Elles sont riches en dérivés anthracéniques essentiellement les dérivés
anthracéniques combinés O-hétérosides (anthraquinones) et les C-hétérosides.
Cette présence pourrait expliquer la prescription de la plante étudiée comme

laxative ou purgative [26].

Ces résultats corroborent avec ceux obtenus par BEN AMMAR et al., [96]
(Tunisie). Ces derniers ont rapporté la présence des tanins, des anthraquinones
ainsi que des flavonoides au niveau des feuilles de la méme plante a savoir

Rhamnus alaternus L.

Selon LI et al, [97] , les composés phénoliques comme les acides
phénoliques, les flavonoides et les tannins sont considérés comme les
contributeurs majeurs a la capacité antioxydante des plantes. Ces composés
possédent aussi diverses activités biologiques telles que les activités anti-

inflammatoire, antibactérienne, antivirale et antiallergique [58].
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3.4 Reésultat de I'extraction au soxhlet

3.4.1 Caractéristiques organoleptiques des extraits

Les caractéristiques organoleptiques des extraits, méthanolique et éthéré
obtenus par I'extraction au soxhlet sont représentées dans le tableau 3.5.

Tableau 3.5 : Caractéristiques organoleptiques des concrétes des feuilles
Rhamnus alaternus L.

Caractéristique Ether de pétrol
Méthanol
Solvant
Couleur Vert foncé Vert foncé a noir
Odeur Forte Forte
Aspect Solides pateux Solide, pateux et collant

3.4.2 Rendement de I'extraction
Le rendement de I'extraction des substances non volatiles miscibles dans le

solvant polaire est de 20 %. Dans 'étude réalisée par HARRAR [98] sur la méme

espeéce originaire de Sétif, le rendement obtenu était de 12%.

Le rendement de I'extraction varie en fonction de I'espéce végétale, 'organe
utilisé dans I'extraction, les conditions de séchage, le contenu de chaque espéce
en métabolites et de la nature du solvant utilisé dans I'extraction et de sa polarité
[99].

3.5 Résultats du dosage des polyphénols totaux et des flavonoides

3.5.1 Les polyphénols totaux
La teneur en polyphénols totaux est déterminée a partir de I'équation de la

régression linéaire de la courbe d’étalonnage (Figure 3.7). Elle est exprimée en

mg équivalent d’acide gallique par g d’extrait méthanolique (mg EAG/ g extrait).
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Figure 3.7 : Courbe d’étalonnage de I'acide gallique

La teneur en polyphénols totaux est de 664,100 + 8.89 mg EAG/g d’extrait
méthanolique. Ce résultat montre que [I'extrait méthanolique est riche en
polyphénols. En comparaison a d’autres travaux, nous remarquons que cette

teneur est supérieure a celle obtenue par:

= BEN AMMAR et al., [96] (Tunisie). Ces derniers ont obtenu une valeur de
295 + 23 mg EAG/ g d’extrait méthanolique ;

= |es travaux dirigés par BOUSSAHEL et al, [100] (Bordj-Bou-Ariridj)
montrent une valeur de 33,655 + 2.503 mg EAG/g extrait ;

» une autre étude menée par KRIMAT et al, [101] (Sétif) a montré que
I'extrait méthanolique des feuilles de Rhamnus alaternus L. contient une
teneur de 107,95 % 6,58 mg EAG/g extrait,

e KOSALEC et al., (ltalie) [102] ont obtenu une valeur de 38.4 + 1.56 mg

EAG/ g dans I'écorce de Rhamnus alaternus L.

Ces résultats décalés résultent vraisemblablement de:
+ La faible spécificité du réactif de F C. Il est l'inconvénient principal du
dosage colorimétrique car le réactif est extrémement sensible a la réduction
de tout les groupes d’hydroxyles des composés phénoliques, de certains

sucres et des protéines [103] ; [104],
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+ le solvant d'extraction piége des substances non phénoliques comme les
sucres, les protéines et les colorants. Ces derniers peuvent interférer
pendant toute I'évaluation phénolique [105],

+ la solubilité des polyphénols est en fonction du type de solvant utilisé, leur
degré de polymérisation ainsi que leur interaction avec d’autres
constituants et la formation de complexes insolubles [106],

+ la teneur phénolique d'une plante dépend d'un certain nombre de facteurs
intrinséques (génétique) et extrinséques. Les facteurs extrinséques sont les
conditions climatiques (la température élevée, exposition solaire,
sécheresse, salinité), les pratiques culturelles, la maturité a la récolte et les
conditions de stockage ainsi que les différentes maladies pouvant affecter
la plante [106] ; [107].

3.5.2 Les flavonoides
Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode au trichlorure

d’aluminium (AICl3). Nous avons utilisé la quercétine comme étalon. Le taux des
flavonoides de I'extrait a été obtenu a partir de la courbe d’étalonnage (Figure 3.8)
avec R?=0,99.
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Figure 3.8 : Courbe étalonnage de la quercétine

La teneur en flavonoides contenue dans notre extrait méthanolique est de
158,07 £ 3,57 mg EQ/g extrait méthanolique :
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e Le taux de flavonoides obtenu par BEN AMMAR et al., [96] (Tunisie) est
élevé par apport a notre résultat. Il est de 423 + 19 mg EQ/ g d’extrait

meéthanolique,
Nous avons obtenu un résultat plus élevé en flavonoides par apport a :

e KRIMAT et al., [101] dont le taux est de I'ordre de 26.84+ 1.18 mg EQ/g
extrait, et BOUSSAHEL et al., [100] dont le taux est 61.127 + 1.217 mg
EQ/g extrait,

e D’autres résultats obtenus par KOSALEC et al., [102], sur la méme espece

au niveau de I'écorce, ont trouvé un taux de 33,4 + 1.50 mg EQ/ g extrait.

Cette différence peut étre due au temps et aux saisons de la récolte, aux
conditions climatiques et aux méthodes d’extraction et dosage. Selon RAWEL et
ses collaborateurs [108], les méthodes de conservation et d’exposition a la lumiére
des plantes peuvent affecter la teneur en flavonoides. En effet, les flavonoides

sont sensibles a I'oxydation.

3.6 Reésultats de la mise en évidence de I'activité antioxydante
L’activité antioxydante de I'extrait, de la quercétine et de la rutine vis-a-vis du

radical DPPH a été évaluée spectrophotométriquement. La réduction de ce radical
s’accompagne par son passage de la couleur violette a la couleur jaune

mesurable a 515 nm.

A partir des figures 3.9, 3.10 et 3.11, nous avons calculé les pourcentages
d’inhibition. Nous avons déterminé graphiquement les IC 50. La IC 50 et I'activité

antioxydante de I'extrait testé sont inversement proportionnelles.

La figure ci-dessous (Figure 3.9) montre les résultats de mesure du
pourcentage d’inhibition du radical DPPH en fonction de concentration de I'extrait

méthanolique.
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Figure 3.9 : Pourcentages d’inhibition du radical DPPH en fonction des différentes
concentrations utilisées pour I'extrait méthanolique de Rhamnus alaternus L.

D’aprés la figure 3.9, nous remarquons que le pourcentage d’inhibition du
radical libre augmente avec l'augmentation de la concentration de [I'extrait
méthanolique testé. Ces résultats réveélent que I'extrait a présenté un pourcentage
d’inhibition égale 58.96%.

Les résultats de ce test ont montré également que 50% des radicaux libres
ont été éliminées par les polyphénols totaux de [I'extrait a partir d’une
concentration de 1C50 :0.435 + 8,04 mg/ml.

L’activité antioxydante de la rutine, un flavonoide glycosylé, et celle de son
homologue aglycone, la quercétine, a été évaluée. Une représentation graphique

est représentée dans les figures 3.10 et 3.11.

Quercétine
120,00% -~

100,00% | R®*=1
80,00% -
60,00% -
40,00% -
20,00% -

0,00%

0 5 10 15 20 25

Figure 3.10 : Pourcentages d’inhibition du radical DPPH en fonction des
différentes concentrations utilisées pour la quercétine
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comparer l'activité antioxydante, entre la forme glycosylée et la forme aglycone,
nous avons calculé le pourcentage d’inhibition ainsi que la IC50 de chacune des
deux a partir des courbes de régression. Les valeurs de I'lC50 sont données dans
le tableau 3.6.

Tableau 3.6 : Pourcentage d'inhibition et les IC50 obtenus

MeOH 58.96 434,50 + 8,04
Quercétine 88,7 3,95+ 0.036
Rutine 84,01 180.05 + 0.036

D’aprés les résultats obtenus, il semble que 'activité antioxydante de I'extrait
méthanolique est proche de celle de la rutine. Le test de Kruskal-Wallis
(Appendice 1) révéle 'absence de différence significative entre l'activité de I'extrait

et de celle de la rutine avec un (p > 0.05).

Au contraire, le test de Kruskal-Wallis a révélé une différence significative
entre I'extrait méthanolique et la quercétine avec un (p< 0.05). Cette méme étude
statistique a révélé une différence non significative entre la quercétine et la rutine

(Appendice ).

Ce test de Kruskal-Wallis confirme que les témoins positifs possédent une

activité antioxydante plus forte que I'extrait.

Il est clairement établi que la quercétine qui est un aglycone posséde un

pouvoir anti-DPPH plus important que celui de la rutine qui est gycosylé. Ceci
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pourrait prouver le réle de la fonction hydroxyle ; lorsque celle-ci est libre, elle
contribue a la potentialisation de I'effet biologique de la quercétine, tandis que
lorsque cette méme fonction est bloquée par le sucre (dans la structure de la

rutine) I'activité diminue [109].

Une étude des IC50 de I'extrait méthanolique en comparaison avec d’autres
travaux ( [101]; [100] ; [98] ; [110]) est représentée dans le tableau 3.7. Elle nous
a permis de constater que la valeur IC50 obtenue est supérieure aux autres. Cette
activité antioxydante est tributaire de la mobilité de I'atome d’hydrogéne du

groupement hydroxyle des composés phénoliques de I'extrait méthanolique [31].

Tableau 3.7 : Comparaison de la IC 50 de MeOH avec d’autres travaux

Espéce Extrait Région de récolte | Valeurs IC 50 | Références
(mg/ml)
Blida 0.434 Original
Rhamnus Sétif 0.054 + 0.80 EF({)I1I\]/IAT et al,
alaternus L. Bourdj-Bou-Arriridj | 0.082 + 0.006 | BOUSSAHEL et al., [100]
MeOH Sétif 0.071 HARRAR [98]
Tunisie 0.019 BEN AMMAR et al., [110]

3.7 Résultats de I'évaluation de I'activité antimicrobienne
L’évaluation in-vitro de [lactivité antimicrobienne a été réalisée par la

technique de diffusion sur milieu solide. Elle est déterminée par le diametre de la

ZI (en mm).
v Les bactéries Gram négatif
Les résultats de I'étude qualitative de l'activité antimicrobienne de l'extrait

méthanolique et de l'infusé a 10% sur les bactéries Gram - sont illustrés dans
le tableau 3.8.

Tableau 3.8 : Diamétres des ZI (mm) obtenus dans le cas des bactéries Gram -
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Diamétres ZI
Extrait
Les souches Disque | Disque | Disque M Control
oyenne -
1 2 3 mm négatif
mm mm mm (DMSO)
Echerichia coli MeOH 14 14.5 14.5 14.3310,29 | <9
Infusé <9 <9 <9 <9 <9
Pseudomonas aeruginosa | MeOH <9 <9 <9 <9 <9
Infusé <9 <9 <9 <9 <9
Klebsiella pneumoniae MeOH <9 <9 <9 <9 <9
Infusé <9 <9 <9 <9 <9
Salmonella typhimurium MeOH <9 <9 <9 <9 <9
Infusé <9 <9 <9 <9 <9
Citrobacter freundii MeOH 14 13 12.5 13,17£0.76 | <9
Infusé <9 <9 <9 <9 <9

Selon I'échelle citée par MEENA ET SETHI [93] et ELLA et al., ( [94] nous

pouvons déduire que :

= L’extrait méthanolique a montré une activité légérement inhibitrice sur

Echerichia coli et Citrobacter freundii,

» Les souches Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae et

Salmonella typhimurium sont remarquablement résistantes. Aucune ZI

n’'a été observée autours des disques.

= |'’infusé a 10% s’est montré inactif sur 'ensemble des souches Gram -

testées.

v’ Les bactéries Gram positif

Les résultats de I'étude qualitative de l'activité antimicrobienne de l'extrait

, . ye P ;. + . ,
méthanolique et de l'infusé a 10% sur la bactérie Gram sont illustrés dans le

tableau 3.9.

Tableau 3.9 : Diamétres des ZI (en mm) obtenus dans le cas de la bactérie Gram+
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Diamétres ZI
Extrait
Les souches Disque | Disque | Disque | Moyenne Control
1 2 3 mm négatif
mm mm mm (DMSO)
Staphylococcus aureus MeOH 14 14.5 14 14.17£0,29 | <9
Infusé <9 <9 <9 <9 <9

Selon I'échelle citte MEENA ET SETHI [93] et ELLA et al., [94] nous
pouvons déduire que :

= La croissance de Staphylococcus aureus a été légérement influencée
par I'extrait méthanolique.

= Staphylococcus aureus s’est montrée insensible a I'infusé de 10%.

, y . + = .
Le résultat des ZI obtenus sur les bactéries Gram et Gram sensibles est

représenté par la figure 3.12.

15,50 ~
15,00 -
14,50 -
14,00 -
13,50 -

m E.coli

m C.freundii
13,00 -

12,50 -

12,00 T . )
E.coli C.freundii S.aureus
Les souches bactériennes sensibles

Diamétres
des zones d’inhibition (mm)

m S.aureus

Figure 3.12 : Diamétres des zones d'inhibition des bactéries sensibles au MeOH

La figure 3.13 montre I'effet de I'extrait méthanolique de Rhamnus alaternus L.
sur les bactéries testées. Les résultats sont notés apres 24 heures d’incubation
pour les bactéries testées.



66

S.gursus (MeOH)

S.aureus (MeOH) E.coli (MeOH|

X pneumoniae AfeOH)

K. pneumoniae (MeOH)

Figure 3.13 : Les différentes ZI de croissance de MeOH et de I'infusé sur quelques

souches bactériennes testées (Original)

v Les antibiotiques

L’antibiogramme a pour but de prédire la sensibilité d’'un microorganisme vis-
a-vis d’'un ou plusieurs antibiotiques. Les antibiotiques testés sont : le
chloramphénicol (Ch) (10 mcg), I'acide pipémidique (PI) (20 mcg) et I'acide
fusidique (FA) (30 mcg). Les mesures de celles-ci sont présentées dans le tableau
3.10 et figure 3.14.
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Figure 3.14 : Effet des antibiotiques et du DMSO sur les bactéries étudiées

Tableau 3.10 : Diameétres de la ZI en mm en présence des antibiotiques

Les souches
Staphylococcus aureus
Salmonella typhimurium
Citrobacter freundii

Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae

CH

26.45+0.015

26.93 +0.015

26.1£ 0.1

27.53 £ 0.01
2549 +0.34

Pl

9.86 + 0.01

221+ 01

23.85+0.05

23.7+0.17

17.13 +0.05

FA

29.88 £ 0.05

6.15+ 0.02

7.95+0.005

7.96 £ 0.01
6.5+ 0.005
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La figure 3.15 résume l'effet des antibiotiques sur les bactéries étudiées.

30
25
20
15
10 = Chl
S EP|
0 FA

Figure 3.15 : Effet des antibiotiques sur les bactéries étudiées

+ Nos résultats révélent que I'extrait méthanolique de Rhamnus alaternus L.
a montré une activité légerement inhibitrice sur trois souches bactériennes
a savoir S.aureus, E.coli et C.freundii (Figuer 3.12). Cette activité demeure
faible par rapport a celle du chloramphénicol, de I'acide pipémidique et de

I'acide fusidique utilisés comme antibiotiques de référence :

+ S.aureus s’est montrée sensible a l'action de Il'acide fusidique et du

chloramphénicol. Elle est insensible a I'action de I'acide fusidique.

+ l'acide pipémidique et le chloramphénicol ont donné une activité
modérément inhibitrice avec C.freundii et E.coli.

+ Le diamétre d’inhibition du chloramphénicol est compris entre 27.53 et
25.49 mm pour les 5 souches bactériennes testées. Cela permet de les

classer parmi les microorganismes sensibles a cet antibiotique.
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+ Par ailleurs, l'acide pipémidique a donné une activit¢ modérément
inhibitrice avec Salmonella typhimurium, Citrobacter freundii, Escherichia
coli et Klebsiella pneumoniae. Le diametre d’inhibition est compris entre
17.13 et 23.85 mm. L’activité d’'un extrait est probablement due a la présence
de synergie entre un nombre de composants. Cela est interprété par le fait
que les plantes produisent une variété énorme de petites molécules
antibiotiques ayant un large spectre de structures telles que les térpénoides,
les glycostéroides, les flavonoides et les polyphénols. Cependant, la plupart
de ces petites molécules ont une faible activité antibiotique par rapport aux
antibiotiques communs produits par des micro-organismes (bactéries et
champignons) ou de synthése chimique [111].

+ D’aprés la figure 3.14 le DMSO utilisé comme solvant est approprié et ne
présente aucun effet sur la croissance normale des souches microbiennes.
L’infusé a 10 % n’a cependant produit aucun effet inhibiteur vis-a-vis de

toutes les souches bactériennes testées.

+ La méthode d’extraction aqueuse ainsi que la quantité d’extrait mise dans les
disques pourraient étre a 'origine de ces résultats. Plusieurs études ont
rapporté que les extraits aqueux de certaines plantes ne présentent aucune
activité antibactérienne, alors que les extraits organiques et les huiles
essentielles de ces plantes inhibent trés significativement la croissance des
souches testées [112]. Selon CANDAN et ses collaborateurs [112], les
substances hydrosolubles exercent un effet plus faible comparé a celui des
substances non hydrosolubles. Cela référe probablement a la capacité des
molécules liposolubles de s’intercaler dans les membranes des cellules

bactériennes et les endommager.

+ Nos résultats ne concordent pas avec ceux de HARRAR [98] qui affirme que
I'extrait méthanolique des feuilles et des tiges de Rhamnus alaternus L. ne

présente aucune sensibilité sur les mémes bactéries testées.

+ Il a été montré par KRIMAT et ses collaborateurs [101] que [I'extrait
méthanolique a un effet modérément inhibiteur sur S.aureus avec un
diametre de 14 mm. La souche E.coli s’est montrée résistante et

P.aeruginosa s’est montrée sensible avec un diamétre de 19.5 mm.
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+ La sensibilité de la souche S.aureus a I'extrait méthanolique peut s’expliquer
par la probabilité de la sensibilité des bactéries Gram + aux changements
environnementaux externes, tels que la température, le pH et les extraits

naturels dus a I'absence de la membrane externe [113].

+ D'apres GARRETT ET GRISHAM [114], la plupart des bactéries Gram - sont
généralement plus résistantes que celles a Gram +. Ces résultats pourraient
étre dus a la composition de la membrane des bactéries Gram -. En effet, ces
derniéres possédent une membrane qui présente une permeéabilité sélective;
la surface des lipopolysacharides contient des charges négatives, qui
empéchent la diffusion des molécules hydrophobes et des porines qui
bloquent le passage des molécules a haut poids moléculaire.
P.aeruginosa contient dans sa membrane des porines de faibles

permeéabilités.

+ La méthode utilisée pour I'évaluation de l'activité antibactérienne influe aussi
sur les résultats. NATARAJAN et al., [115] et FAZELI et al., [116] ont constaté
que la méthode de diffusion a partir des puits sur gélose est plus adaptée
pour étudier I'activité des extraits aqueux et organiques que la méthode de

diffusion en milieu gélosé.

v’ La levure Candida albicans
Une activité modérément inhibitrice a été observée vis-a-vis de Candida
albicans a l'action de l'infusé de 10%. La valeur moyenne de leur halo
d’inhibition est supérieure a 15 mm de diamétre. Tandis que I'extrait MeOH

s’est montré inactif sur la méme levure testée.
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CONCLUSION

Le présent travail avait pour objectif de déterminer la composition chimique de
Rhamnus alaternus L., trés utilisée en Algérie, et d’en connaitre éventuellement le ou

les principes actifs lui conférant des propriétés thérapeutiques.

Pour ce faire, nous avons au préalable effectué un screening préliminaire des
différentes familles de métabolites secondaires contenues dans les feuilles de
Rhamnus alaternus L.. Il a démontré sa richesse en métabolites secondaires,
notamment en composés phénoliques tels que les flavonoides, les tanins et les

composeés anthracéniques. Cependant, il y a moins de saponines et d’alcaloides.

L’utilisation du procédé d'extraction par le soxhlet a permis de séparer et de les
molécules polaires et apolaires. Ainsi, nous avons obtenu un extrait méthanolique

avec un rendement moyen de 20% en composés polaires.

La quantification par des méthodes spectrophotométriques nous a permis de
déterminer les teneurs en phénols totaux contenus dans I'extrait méthanolique par le
réactif du Folin-Ciocalteu et en flavonoides par le trichlorure d’aluminium. Les
résultats obtenus nous ont révélé que la plante étudiée constitue une source
prometteuse en polyphénols (664,10 £ 8,89 mg EAG/g d’extrait). La teneur en
flavonoides est de 158,07 + 3.57 mg EQ/ g d’extrait.

L’activité antioxydante de I'extrait méthanolique a été évaluée par la méthode
de piégeage du radical libre DPPH. Elle a montré une concentration inhibitrice de
0,435 £ 8.04 mg/ml.

L’étude de l'activité antimicrobienne a révélé que I'extrait méthanolique de
Rhamnus alaternus L. témoigne d’une activité Iégérement inhibitrice envers les

souches Echerichia coli, Citrobacter freundii et Staphylococcus aureus.
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Le présent travail nous a permis de contribuer a la valorisation de Rhamnus
alaternus L. par le biais de I'étude phytochimique et de l'activité antioxydante et
antibactérienne. Cette étude mérite d’étre complétée par un certain nombre de

travaux. Ainsi, on se propose de :

o faire des études plus poussées, en utilisant des techniques de pointes pour
I'identification des structures de nos composées tel que: I'H.P.L.C couplée a
la masse et la R.M.N ;

e réaliser d’autres études pour évaluer le potentiel antioxydant in vitro,

e Elargir I'étude du spectre de I'activité biologique de la plante étudiée (contre

d’autres bactéries, contre les insectes, contre les champignons).
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APPENDICE A

Liste des abréviations

: Dimethylsulfoxyde

: 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle
: Espéce Réactive de 'Oxygéne
: Folin Ciocalteu

: Grossissement
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: Concentration Inhibitrice 50 %
: Indice de Mousse

: Masse

: Masse fraiche

: Muller-Hinton

: Masse séche

: Microorganismes

: Microscope Photonique

: Organisation Mondiale de la Santé
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: Teneur en eau

: Taux d’Humidité

: Zone d’Inhibition



APPENDICE B

Répartition géographique de Rhamnus alaternus L. dans le monde
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des cascades des proteines lipidique I' ADN

proteines C
de kinases

Espéces réactives oxygénées (ERO)

Radicalaires Non radicalaires

OH* Radical hydroxyle H,O0, Peroxyde d’hydrogéne
RO~ Radical alkoxyl ROOH Peroxyde organique
ROO™ Radical peroxyl HOCI Acide hypichloreux
O,~ Anion superoxide o, 1 oxygéne singulet

NO~ Radical oxynitrique ONOO ~Peroxynitrite

APPENDICE D



Les souches microbiennes

Nom de la _ Principales infections
Gram Famille ]
souche causées
Gastro-entérites ;
Staphylococcus _ _ _ o
+ Micrococcaceae infections urinaires ;
aureus L . , _
I'ostéomyelite et I'arthrite
infections respiratoires
klebsiella ) . (pneumonies, abcés
_ - Entérobacteriaceae _ .
pheumoniae pulmonaires, pleurésies);
infections nosocomiales.
Infections urinaires ;
Echerichia coli - Entérobacteriaceae infections abdominales ;
diarrhées infectieuses.
Infections pulmonaires ;
infections du tractus
P seudomonas - Pseudomonadaceae | urinaires ; infections du
aeruginosa o
sang (bactériémie et/ou
septicémie)
toxi-infections alimentaires
Salmonella - Enterobacteriaceae _
typhimurium collectives
Diarrhées ; une
gastroentérite séveére
Citr obac{er - Enterobacteriaceae suivie parfois d’'un
freundii . _
syndrome hémolytique
urémique
Candidas Lésions cutanées ;
albicans Cryptococcaceae Infections
(levure) cesophagiennes;
Infections génitales
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Appareillages

E.. Liste des appareillages

- Four a moufle

- Balance de précision

- Etuve ventilée

- Plaque chauffante

- Chauffe ballon

- Bain marie

- Evaporateur rotatif

- Hotte chimique

- Porte plaque

- Autoclave

- Etuve bactériologique

- Bec benzéne

- Loupe binoculaire avec caméra
- Microscope photonique

- Spectrophotomeétre de biochimie
- Spectrophotométre UV

- Vortex

- Centrifugeuse de paillasse

E2. Photos de I'appareillage




Vortex étuve de microbiologie

Autoclave Evaporateur rotatif

Four a moufle

APPENDICE F

Verrerie et consommable



Ei.Liste de la verrerie

- Entonnoirs

- Bechers : 100 ml, 250 ml, 500 ml
- Erlenmeyer 100 ml, 250 ml

- Ballon a fond plat a col rodé

- Ampoules a décanter

- Tubes a essai

- Pipettes graduées stériles

- Lames en verre et lamelles

- Pipettes Pasteurs

- Tubes De Préléevement Secs

F,.Liste du matériel consommable

- Anse de platine

- Boites de pétri stériles de 90 mm de diameétre

- Disques d’antibiogramme Stériles de 0,6 cm de diamétre (Sensi-DiscTM)
- Lames de rasoir

- Papier filtre WHATMAN

-Portoirs

- Disques de 0.9 mm de diamétre
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G1. Photos du screening phytochimique

Infusé a 5% de R alaternus L.
chlorure ferrique

Absence des anthocyanes ' Réaction de cyanidine
positive (Aucun virage)

Réactif de Mayer Réactif de Wagner

G,.: Composition des réactifs de caractérisation des alcaloides




Réactif de MAYER :

Chlorure de mercure.........ccooueeeeeeeeiineennn.. 1,36 g
lodure de potassium..........ccoeevvciiiiieieeeiiinnn. 59
Eau distillée........ccooovrreiiiii 100 ml
Réactif de WAGNER :

lodure de potassium..........ccoeevviiiiiierieeiin. 249
[oTo L= TR 1,27 g
Eau distillée........ccooovvreriiiieii 100 ml
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l1. Etude statistique du dosage des polyphénols et des flavonoides

v’ Statistiques descriptives (Polyphénols)



Descriptive Statistics (Spreadsheet1)

Valid N| Mean | Confidence | Confidence | Minimum |Maximum | Std.Dev. | Standard
Variable -95,000% 95,000 Error

Taux polyphénols 3 1664,10C 1642,027 1686,173 1653,840 1669,230 8,885 5,130000

v’ Statistiques descriptives (Flavonoides)

Descriptive Statistics (Spreadsheest1)

Valid N| Mean |Confidence  Confidence|Minimum |[Maximum | Std.Dev. | Standard
Variable -95,000% 95,000 Error

Taux des flavonoide| 3 158,070C 149,2062 166,9338 154,000C 160,6600 3,568151 2,060073

l,. Etude statistique de I'activité antioxydante

v test de Kruskal-Wallis (non paramétrique)

Multiple Comparisons p values (2-tailed); IC 50 (Spreadsheet1)
Independent (grouping) variable: extrait
Kruskal-Wallis test: H ( 2, N=9) =7,200000 p =,0273

Depend.: MeOH Rutine |Quercetine
IC 50 R:8,0000 R:5,0000| R:2,0000
MeOH 0,539137 0,021871
Rutine 0,539137 0,539137
Quercetine | 0021871 0.5639137

v' Comparaison des valeurs des IC 50 obtenues

Boxplot by Goup
Vanaole:- K= 50

Iz 50
)
Q

o hizan
=100 a e
Futine Guecetine Wtz O E :.::.:1 36_33,
Exfrall
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Antiallergique : Qui est utilisé dans le traitement ou la prévention

des allergies.

Antifongique : Médicament utilisé dans le traitement des mycoses

(infections par des champignons microscopiques).

Anti-inflammatoire : Qui fait dégonfler, et diminuer lirritation. La plupart

des anti-inflammatoires sont aussi des antidouleurs.

Antispasmodique : Substance qui permet de lutter contre les spasmes,
agit généralement en empéchant la contraction musculaires de l'intestin et

des voies urinaires.
Antithrombotique : Contre la thrombose.
Antiviral : Médicament utilisé dans le traitement des maladies virales

Arbrisseau : plante ligneuse a tiges ramifiées dés la base. Sa forme est

dite « buissonnante ».
Astringent : qui resserre et raffermit les tissus.

Calice : Enveloppe extérieure d'une fleur, formée des sépales, libres ou
soudés, généralement de couleur verte, trés rarement colorés.

Diurétique : qui favorise I'élimination de 'urine.

Drogues végétales sont essentiellement des plantes ou des parties de
plantes (voire des algues, des champignons ou des lichens) qui sont
utilisées dans un but thérapeutique. Les plantes ou parties de plantes sont
utilisées entiéres ou coupées, le plus souvent aprés avoir été séchées, plus
rarement a 'état frais.

Etamine : Organe reproducteur male d'une fleur ; elle est composée d'une

anthére habituellement a deux loges fixée a un filet.



Expectorant : Fluidifiant bronchique facilitant I'expectoration des sécrétions
produites par les voies respiratoires inférieures (trachée, bronches, alvéoles

pulmonaires).

Glomérules : inflorescence contractée, ayant la structure d'une cyme mais

dont les axes sont trés courts.

Infusions : L'infusion est une méthode d'extraction des principes actifs ou
des arébmes d'un végétal par dissolution dans un liquide initialement
bouillant.

Laxatif : qui purge légérement.

Pétale : partie de la fleur située entre les sépales et les organes
reproducteurs. Les pétales composent la corolle. lIs sont fixés au calice par

un onglet.

Pharmacopée traditionnelle : Une pharmacopée traditionnelle est
une pharmacopée (une liste de produits thérapeutiques) décrivant des
produits utilisés avant l'apparition des médicaments synthétiques

modernes.

Phytothérapie, étymologiquement le traitement par les plantes, est une
méthode thérapeutique qui utilise I'action des médicinales. On peut
distinguer deux types de phytothérapie : Une pratique traditionnelle, parfois
trés ancienne basée sur l'utilisation de plantes selon les vertus découvertes
empiriquement. Une pratique basée sur les avancées scientifiques qui
recherche des extraits actifs des plantes.

Principe actif : est la molécule qui dans un médicament ou dans une
plante posséde un effet thérapeutique.

Purgatif : Se dit d'une substance a I'action laxative puissante et rapide.

Sépale : chacune des pieces formant le calice d’'une fleur. Mois apparents
que les pétales, les sépales sont généralement de couleur verte ou brune.

On les remarque surtout quant la fleur est en bouton.


http://fr.wikipedia.org/wiki/Pharmacop�e
http://fr.wikipedia.org/wiki/Th�rapeutiques
http://fr.wikipedia.org/wiki/M�dicaments
http://fr.wikipedia.org/wiki/Synth�se_chimique
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