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Résumé:

L’expression de criblage ou criblage a haut débit (high-throughput screening, HTS)
désigne dans le domaine de la pharmacologie, de la biochimie, de la génomique et de la
protonique, les techniques visant & étudier et a identifier dans les chimies theoriques et
bibliotheques, des molécules aux propriétés nouvelles, biologiquement actives. Dans ce
travail, nous vison deux plantes endémiques de la région Adrar: Lawsonia inermis et
Zyguphyllum album. Dans le premier temps, nous faisons des extractions avec des solvants
organiques courants. Ensuite, dans un seconde temps, nous évaluons ces extraits

biologiquement sur des bactéries pour mieux valoriser ces extraits.

Mot clé : Lawsonia inermis, Zyguphyllum album, extractions, antibactériens,

Abstract:

The expression screening or high throughput screening (high-throughput screening,
HTS) refers in the field of pharmacology, biochemistry, genomics and protonic, techniques to
investigate and identify in theorical chemistry and libraries of molecules with new properties,
biologically active. In this work, we mink two endemic plants of the Adrar region: Lawsonia
inermis and Zyguphyllum album. In the first, we extracted with common organic solvents.
Then, in a second-time, we evaluated these biologically extracts on bacteria for better use of

these extracts.

Key words: Lawsonia inermis, Zyguphyllum album, extracted, bacterial
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Abréviations, Symboles et Unités utilisées
ADN : Acide désoxyribonucléique.
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Cu®": lon de cuivre.
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HPLC: High Performance Liquid Chromatography.
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mg : Microgramme.

MH: Muller Hinton.
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Na CI : Chlorure De Sodium.

NMU : Nnitroso méthyl urée.

02: Oxygeéne.

OH : hydroxyles.
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Introduction Générale :

Introduction générale

Depuis des milliers d'années, I'humanité a utilisé diverses plantes trouvees dans son
environnement, afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies, ces plantes représentent un
réservoir immense de composes potentiels attribués aux meétabolites secondaires qui ont
l'avantage d'étre une grande diversité de structure chimique et ils possédent un trés large
éventail d'activités biologiques. Cependant I'évaluation de ces activités demeure une tache tres
intéressante qui peut faire I'intérét de nombreuses études. [1]

Le continent africain est doté d’une biodiversité parmi les plantes riches dans le
monde, avec un nombre trés élevé de plantes utilisées comme herbes, comme aliments
naturels et pour des buts thérapeutiques. De nombreuses substances naturelles différentes ont
¢été identifiées et beaucoup d’entre elles se sont utilisées dans la médecine traditionnelle pour
la prophylaxie et le traitement des maladies.

Malgré la nature hétérogene d'une biodiversité immense du continent africain en
général et de I'Algérie en particulier, il y a eu peu d'efforts consacrés au développement des
agents thérapeutiques de ces plantes. [1]

La résistance des microorganismes aux antibiotiques est un probléme majeur de la
santé publique, comme 1°attestent de nombreuses données publiées a 1‘étranger. [2]

A titre d‘exemple Staphylococcus aureus, principal agent pathogéne impliqué dans des
infections nosocomiales, a acquis de nombreux mécanismes de résistance aux antibiotiques
des les années 1960. [3]

Ainsi 1‘augmentation de la résistance des agents pathogénes d'origine alimentaire et
les perceptions négatives des consommateurs concernant l'utilisation de fibres synthétiques
bactéricides, a orienté la recherche des antimicrobiens naturels étant provenant du régne
végétal. [4]

En effet, depuis quelques années, un intérét accru s‘est porté sur des molécules
d‘origine végétal ayant montré des propriétés antimicrobiennes.

Dans ce travail ; notre objectif est d’étudier 1’activité biologique de certaines plantes
endémique de sud ouest algérien, nous avons choisi le Zygophyllum album (aggaya) et le
Lawsonia inermis (hanné). Ces deux plantes sont reconnus dans en thérapeutique
traditionnelle pour leurs propriétés biologiques et cosmétiques remarquables (digestion, maux
d’estomac, diarrhée, ....). Cette information ethnobotanique a été obtenue a travers des
enquétes et vu I’utilisation de ces plantes dans la médecine traditionnelle dans la région

d’Adrar. Pour cela, nous avons subdivisons notre travail a trois grandes parties :
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Introduction Générale :

La premiére partie est consacrée aux généralités et notions sur le métabolite secondaire,
nous présentons un mis en point bibliographique décrivant une théorie et des recherches antérieurs
sur les poly phénols.

Dans la deuxieme partie, on décrivant une description géographique sur la zone d’étude
choisie et une autre description botanique de plantes Zygophyllum album (aggaya) et le Lawsonia
inermis (hanné) et leurs classifications, suivi par une partie expérimentale ou nous faisons
I’extraction méthanolique et aqueux de ces plantes, et leurs testes biologiques afin de valoriser
leur activités en tant que antibactérien vis-a-vis des souches E. Coli, P. aeroginosa et S. aureus.

Nous terminons avec une conclusion générale et perspective jugées utiles pour ce travail
C'est pourquoi nous sommes intéressés a étudier les deux plantes Zygophyllum album et

Lawsonia inermis.
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Géniralités

I-Métabolites Secondaires :

Les metabolites secondaires sont des produits a structure chimique souvent complexe,
on recense plusieurs milliers de meétabolites (au moins 30000 structures caractérisées) et sont
classées selon leur appartenance chimique [5].

Parmi ces substances on trouve les composés phénoliques, les flavonoides, les tanins,
les saponosides, les huiles essentielles et les alcaloides qui ont des intéréts multiples mis a
profit dans 1’industrie alimentaire et pharmaceutique [6].

Les cyanobactéries produisent une grande variété de métabolites qui peuvent étre des
peptides de faibles poids moléculaires, des alcaloides, des trapézoides, des polysaccharides et
des lipopolysaccharides. La, des poly phénols. La plupart de ces métabolites sont accumulés
dans la biomasse cyan bactérienne [7].

I1-Généralités :

Les poly phénols ou composés phénoliques, sont des molécules spécifiques du regne
végétal. Cette appellation générique désigne un vaste ensemble de substances aux structures
variées qu’il est difficile de définir simplement [8]. A I’heure actuelle, plus de
8000 molécules ont été isolées et identifiés [9]. Selon leurs caractéristiques structurales, ils se
répartissent en une dizaine de classes chimiques, qui présentent toutes un point commun : la
présence dans leur structure d’au moins un cycle aromatique a 6 carbones,
lui-méme porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles (OH) [10]. Ces especes sont
des monomeres, des polymeéres ou des complexes dont la masse moléculaire peut atteindre
9000[11].

Ils sont divisés en plusieurs catégories : anthocyanes, coumarines, lignages,
flavonoides, tannins, quinones, acides phénols, xanthomes et autres phloroglucinols ou les
flavonoides Représentent le groupe le plus commun et largement distribué (Figure 1). La
grande diversité structurale des composés phénoliques rend difficile une présentation globale
des méthodes qui permettent leur extraction et leur isolement, des processus mis en jeu au
cours de leur biosynthese, de leurs propriétés physico-chimiques et biologiques [8].

Les poly phénols sont présents partout dans les racines, les tiges, les fleurs, les feuilles
de tous les végétaux. Les principales sources alimentaires sont les fruits et légumes, les
boissons (vin rouge, thé, café, jus de fruits), les céréales, les graines oléagineuses et les
légumes secs.

Les fruits et légumes contribuent environ pour moitié a notre apport en poly phénols, les
boissons telles que jus de fruits et surtout café, thé ou vin apportant le reste [12].
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Géniralités

Les recherches des dix a quinze dernieres années ont démontré que les composes
phénoliques ne sont nullement des produits inertes du métabolisme. lls subissent dans les
tissus végétaux d’importantes variations quantitatives et qualitatives et interviennent dans de
processus vitaux les plus divers. Le mode de leur action et sa signification physiologique ne
sont pas encore toujours claires. Un réle important est attribué aux phénols dans la résistance
des plantes aux maladies, comme c’est le cas de la résistance du cotonnier a la maladie de
flétrissement, la verticilliose. Le phénoméne d’accumulation des substances phénoliques dans
les tissus végétaux infectés ou dans les zones proximales est également observé a la suite de
blessures causées par des facteurs mécaniques [13] et dans le cas de carence en certains
¢léments minéraux comme 1’azote et le soufre [14].

Des travaux plus anciens [15;16] ont montré que les phénols seraient associés a de
nombreux processus physiologiques: croissance cellulaire, différenciation organogene,
dormance des bourgeons, floraison, tubérisation. Les poly phénols sont aussi connu pour
leurs effets protecteurs contre le rayonnement UV, I’effet attracteur sur les insectes et les
oiseaux pollinisateurs et pour ces propriétés antifongique et antibactérienne. [17] Ils
interviennent dans la qualité alimentaire des fruits en déterminant la saveur, nous citons : les
flavanones sont responsables de I’amertume des Cistus et peuvent donner naissance par
transformation chimique a des dihydrochalcones a saveur sucrée, [18] les anthocyanes,
composés de couleur rouge a violet, participent a la coloration des fruits mdrs et les tannins
sont a I’origine de la sensation d’astringence des fruits non mars.

A partir des années quatre-vingt, c’est la découverte du role des radicaux libres dans
les processus pathologiques qui a relancé I’intérét des poly phénols en particulier les
flavonoides dont les propriétés antioxydants sont trés marquées.

I11-Biosynthese :

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

acétophénones, lignanes et lignines, coumarines. [8]
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Géniralités

COOH COOH
NH, =
—
PAL
Phénylalanine Acide cinnamique
C4H
COOH COOH COOH
NH, = =
—
——— ——
OH
OH OH OH
Tyrosine Acide p-coumarique Acide caféique
COOH COOH
/ /
 — ——
OMe OMe OMe
OH OH
Acide féruléque Acide sinapique

Figure (1) : Biosynthése des composés phénoliques le plus largement distribués par la voie de
shikimate. [19] PAL : phénylalanine ammonia-lyase ; C4H : cinnmate
4-hydroxylase.

IV-Les composés phénoliques :
Pour le chimiste, un composé phénolique est caractérisé par la présence d’au moins un

noyau benzénique auquel est lié au moins un groupe hydroxyle, libre ou engagé dans une

autre fonction : éther, ester, hétéroside. Et pour le photochimiste, un composé phénolique est
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Géniralités

un dérivé non azoté dont le ou les cycles aromatiques sont principalement issus du
métabolisme de I’acide chikimique et/ou de celui d’un poly acétate.

Ces deux voies d’aromagenese sont en effet sauf rares exception celles qui permettent
au vegetal de construire le noyau aromatique :

o La voie de I’acide shikimique conduit aux acides cinnamiques et a leurs dérivés :
acides benzoiques et phénylpropanoiques, acétophénones, lignanes et lignines, coumarines.

o La voie de ’acétate conduit par cyclisation d’un poly acétate aux chromons, orcinols
et autres quinones.

o La participation simultanée de ces deux précurseurs a un méme processus conduit pour
sa part [20].

IIs sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs (racines, tiges, feuilles,
fleurs, pollens, fruits, graines et bois) et sont impliqués dans de nombreux processus
physiologiques comme la croissance cellulaire, la rhizogenese, la germination des graines ou
la maturation des fruits [21].

V-Role des composés phénoliques

Le role des composés phénoliques est maintenant reconnu dans différents aspects de
I'utilisation que fait I'hnomme des végétaux.

Les poly phénols sont partiellement responsables des qualités sensorielles et
alimentaires des aliments végétaux (couleur, astringence, amertume, qualités
nutritionnelles...).

L'astringence et I'amertume des nourritures et des boissons dépendent de la teneur en poly
phénols
[22].

Les poly phénols sont également utilisés comme additifs pour l'industrie
agroalimentaire, pharmaceutique et cosmétique.

Les composeés phénoliques représentent un systeme de défense pour les plantes contre
les micro-organismes pathogenes [23].

IIs sont largement utilisés en thérapeutique comme vasculoprotecteurs [24], anti-
inflammatoires [25, 26], anti radicalaires et antioxydants [27], analgésiques [28, 29]
VI-Classification et type de composés poly phénols :

Les poly phénols forment un trés vaste ensemble de substances chimiques, ils peuvent
étre classifiés selon le nombre et I’arrangement de leurs atomes de carbones (Tableau 1). Ces

molécules sont généralement trouvés conjuguées aux sucres et les acides organiques.
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Géniralités

Tableau (1): Structure des squelettes des poly phénols. [19]

Nombre de | Squelette Classification Exemple Structure de base
carbones
7 Ce-Cy Acides phénols Acide gallique ©/COOH
8 Cs-C, Acétophénones Gallacetophénone (|)|
8 Cs-Co Acide phényle Acide p-
acétique hdroxphényl-
acétique
COOH
9 Cs-C3 Acides _ _ Acide p- /\ACOOH
hydroxycinamiques coumarique |
\/
9 Ce-Cs Coumarines Esculitine |/\ O °
NN
10 Cs-C4 Naphthoquinones Juglone O§
NS
o)
13 Cs-C1-Cs Xanthones Mangiferine ()IO l
0
14 Cs-Co-Cs Stilbénes Resveratrol O
® )
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Géniralités

15

C6-C3-Cs Flavonoides Naringenine
l o O

VI-1. Flavonoides :

C’est le groupe le plus représentatif des composés phénoliques. Ces molécules ont des
structures chimiques variées et des caractéristiques propres. Elles sont omniprésentes dans les
fruits, les 1égumes, les graines, les boissons tels le thé et le vin rouge et d’autres parties de la
plante. [30] Elles sont considérées comme des pigments quasi universels des végétaux qui
peuvent participer dans les processus photosynthétiques [31] dans la régulation de géne et
dans le métabolisme de croissance. [32] Actuellement, environ de 4000 composés flavoniques
sont connus [33] et ont tous le méme squelette de base a quinze atomes de carbones qui sont
arrangés a une configuration C6-C3-C6 de type phényle-2-benzopyrane ce qui est synonyme
avec la structure 2-phényle chromane [34] (Figures 2 et 3).

H3(|:
HsC 8
¢ fﬁ%
A B
HaCPxy 4
l Il
HsC O
Figure (3) : Structure générale des

Figure(2):Structuredu2-phénylechromane Flavonoides

La nature chimique des flavonoides dépend de leur classe structurale, de degré
d'’hydroxylation et de méthoxylation, de degré de polymérisation, des substitutions et des
conjugaisons sur le cycle C c'est-a-dire la présence : de double liaison C2-C3, du groupe 3 O
et la fonction 4-oxo [34] ; [30]. En basant sur leur squelette, les flavonoides peuvent étre
divisés en différentes classes : anthocyanidines ; flavonoles; isoflavonoles; flavones;
isoflavones; flavanes; isoflavanes; flavanols ; isoflavanols; flavanones ; isoflavanones ;
aurones [32];[33] (Figure 4).
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Géniralités

Flavonole flavone

isoflavone Isoflavonole

flavanones isoflavanones
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Géniralités

O

flavanols

CHs e
)
H3C
HaC
H,C H;C CHg
HsC
Flavanes isoflavanes
HsC
HsC CHj
R
CH
+ HO O ®
SN CHg
H;C N CHs
= (@]
OH R'
Anthocyanidines Aurone

Figure (4): Structures des squelettes de base des flavonoides [32]
V1-2. Anthocyanosides :

Ce sont des pigments vacuolaires rouges, roses, mauves, pourpres, bleus ou violets de
la Plu part des fleurs et des fruits [8]. Ils sont caractérisés par 1’engagement de I’hydroxyle en
position 3 dans une liaison hetérosidique (les anthocyanosides). Leurs génines (les
anthocyanidols) sont des dérivés du cation 2-phényle-benzopyrylium plus communément
appelé cation flavylium. Ces pigments représentent des signaux visuels qui attirent les

animaux pollinisateurs (insectes, oiseaux) [35].
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Géniralités

OGlucose

Figure (5) : Structure des anthocyanosides

VI-3 .Les saponines :

Les Saponines sont des hétérosides de poids moléculaire élevé, composé d'un
groupement sucre lié a un genine tri terpénique ou de stéroide [36]

La définition classique de saponines est basé sur leur tension de surface; les saponines
ont des propriétés détergentes, donnent des mousses stables dans I'eau et montrent une activité
hémolytique.

Les Saponines représentent une famille de composés naturels fortement intéressants
Pour leurs propriétés pharmacologiques, alimentaires et physiologiques [37].

VI-4. Tannins :

Cette classe désigne le nom général descriptif du groupe des substances phénoliques
polymeériques, ayant une masse moléculaire compris entre 500 et 3000 qui présente, & coté des
réactions classiques des phénols, la propriété de précipiter les alcaloides, la gélatine et
d’autres protéines [38]; [39]. Les tannins sont caractérisés par une saveur astringente et sont
trouvé dans toute les parties de la plante : 1’écorce, le bois, les feuilles, les fruits et les racines
[40].

OH
OH
O~ o_ .
i oPH!
OH
o\C
|\ OH
o)

Figure (6) : Gallate d’épigalocathéchine.
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On distingue deux groupes de tannins différents par leur structure et par leur origine
biogénétique :

V.4.1. Tannins hydrolysables : qui sont des oligo- ou des polyesters d’un sucre et d’un
nombre variable d’acide phénol. Le sucre est trés généralement le glucose et I’acide phénol
est soit 1’acide gallique dans le cas des gallos tannins soit I’acide ellagique dans le cas des

tannins classiquement denommés ellagitannins (Figure 7) [8] ; [39].

COOH

HO OH

OH
Figure (7) : Structure chimique des acides gallique et ellagique
V1.4.2. Tannins condensés ou tannins cat chiques ou proanthocyanidols: qui se différent
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 polymeres
flavaniques constitués d’unité de flavan-3-ols liées entre elles par des liaisons carbone.
Les proanthocyanidols ont été isolés ou identifiés dans tous les groupes végétaux,
Gymnospermes et Fougeéres [41].
VI-5. Phénols simples et les acides phénoliques :

Le terme d’acide phénol peut s’appliquer a tous les composés organiques possédant au
moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. En photochimie, I’emploi de
cette dénomination est réservé aux seuls dérivées des acides benzoique et cinnamique.

VI1.5.1. Acide phénols dérivés de I’acide benzoique : les acides phénols en C6-C1, derives
hydroxylés de I’acide benzoique, sont trés communs, aussi bien sous forme libre que
combinés a D’état d’ester ou d’hétéroside. L’acide gallique et son dimere (I’acide
hexahydroxydiphénique) sont les éléments constitutifs des tannins hydrolysables. D’autres
aldéhydes correspondants a ces acides, comme la vanilline, est trés utilisé dans le secteur
pharmaceutique [8].

V1.5.2. Acide phénols dérivés de I’acide cinnamique : la plupart des acides phénols en C6-

C3 (acides p-coumarique, caféique, férulique, sinapique) ont une distribution tres large ; les
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autres (acides o-coumarique, o-férulique) sont peu fréquents [8]. Les acides cinnamiques et
caféique sont des représentants communs du groupe de dérivés pheénylpropaniques qui differe
par son degré d’hydroxylation et de méthoxylation [39].
V1.5.3. Phénols simples : tels que le catéchol, garacol, phloroglucinol... sont plutdt rares
dans la nature a I’exception de 1’hydroquinone qui existe dans plusieurs familles (Ericaceae,
Rosaceae...). Les deux phénols hydroxylés, le catéchol avec deux groupes OH et le
Pyrogallol avec trois, ont été montré pour sa toxicité vis-a-vis des microorganismes [39].
VI-6. Coumarines :

Les coumarines qui sont aussi les dérives de Ce-Cs, appartiennent au groupe des
composés connus par des benzo-pyrone [42] et toutes sont substituées en 7 par un hydroxyle.
Elles se trouvent dans la nature soit a 1’état libre ou bien combiné avec des sucres. Elles sont

responsables de I'odeur caractéristique du foin [39].
@] % O
A

Figure (8) : Coumarine.
VI1-7. Quinones :

Ce sont des composés oxygénés qui correspondent a 1’oxydation de dérivés
aromatiques avec deux substitutions cétoniques. Elles sont caractérisés par un motif 1,4-
dicétone cyclohexane-2,5-diénique (para-quinones) ou, éventuellement, par un motif 1,2-
dicétone cyclohexane-3,5- diénique (ortho-quinones) [8]. Elles sont ubiquitaire dans la nature,
principalement dans le regne végétal et sont fortement réactifs [39].

VI1-8. Stilbéne :

Les membres de cette famille possédent la structure C6-C2-C6 comme les flavonoides,
ce sont des phytoalexines, composes produits par les plantes en réponse a l'attaque par les
microbes pathogénes fongiques, bactériens et viraux. Les sources principales des stilbénes
sont les raisins, les vins, le soja et les arachides [19].

VI-9. Lignanes :

Ce sont des composés dont la formation implique la condensation d’unités
Phénylpropaniques (C6-C3). Leur distribution botanique est large, plusieurs centaines de
Composés ont été isolés dans environ soixante dix familles.

VI1-10 .Les xanthones
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Les propriétés pharmacologiques reconnues des xanthones sont essentiellement: leur
activité antimicrobienne, leur cytotoxicité et surtout 1’inhibition de la monoamine-oxydase
[43]

La manguiférine est une xanthone qui possede la propriété d’inhibition envers la
peroxydation des lipides, ainsi que des propriétés de capteurs de radicaux libres contre les
anions super oxydes [44]

HO 0 OH

HO ’ ’ 0 —Glc
o)
Figure (9) : Manguiférine.
VII-Distribution des flavonoides :

Les flavonoides se répartissent dans les organes aériens jeunes (jeunes feuilles,
boutons floraux) ou ils sont localisés dans les tissus superficiels (assise palissadique), et
parfois dans les racines [45]. Au niveau cellulaire, les flavonoides de type hétérosides, sont
dissous dans le suc vacuolaire ou localisés dans les chloroplastes et les membranes des
végétaux [8]. Chez les angiospermes la diversité structurale des flavonoides est maximale
avec une trentaine de flavonoides identifiés chez les Astéracées [8] ; [45]. En définitive, les
flavonoides possedent une large répartition dans le monde végétal. Le tableau 2 illustre la

répartition des 4-oxo-flavonoides dans quelques fruits et légumes.
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Tableau (2) : Teneur en flavonoides dans quelques fruits et légumes

Fruits et légumes mg/kg poids Aglycones
Pamplemousse 2700 /6000 Hespérétine

Orange 1700 /2800 Naringénine

Persil 500 Apigénine

Laitue 320 Quercétine

Oignon 300 Quercetine + Kaempférol
Endives 290 Kaempférol

Myrtilles cultivées 165 Quercétine

Chou frisé 150 Quercetine + Kaempférol
Ciboulette 110 Quercetine + Kaempférol
Chou frisé (serré) 105 Quercetine + Kaempfeérol
Poireau 100 Quercetine + Kaempférol
Céleri 100 Apigénine + Lutéoline
Cerises aigres 100 Quercétine + Kaempférol
Cassis 80 Quercetine + Kaempfeérol
Haricots Verts 70 Quercetine + Kaempférol
Choux de Bruxelles 65 Quercetine + Kaempférol
Raisins 50/100 Quercetine + Kaempférol
Abricots 55 Quercétine

Mures 50 Quercétine + Kaempférol
Brocolis 35 Quercétine + Kaempférol
Pommes 30 Quercétine

Groseilles 30 Quercétine + Kaempférol
Framboises 30 Quercétine + Kaempférol
Prunes 30 Quercétine + Kaempférol
Cerises douces 12 Quercétine + Kaempférol
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VI11-Propriétés Biologiques Des Poly phénols :

Les recherches récentes sur les composés phénoliques en générale et les flavonoides
en particulier sont tres poussées en raison de leurs divers propriétés physiologiques comme
les activitées antiallergique, anti-artherogenique, anti-inflammatoire, hépato protective,
antimicrobienne, antivirale, antibactérienne, anticarcinogénique, anti-thrombotique,
cardioprotective et vas dilatoire [12; 46]. Ces actions sont attribuées a leur effet antioxydant
qui est due a leurs propriétes redox en jouant un role important dans la destruction oxydative
par la neutralisation des radicaux libres, piégeage de
I’oxygene, ou décomposition des peroxyde [47].

Les effets bénéfiques des poly phénols intéressent particulierement deux domaines :
la phytothérapie et I’hygiéne alimentaire [48]. D’aprés les études multiples attestant de
I’impact positif de la consommation de poly phénols sur la santé et la prévention des
maladies, les industriels commercialisent maintenant des aliments enrichis en poly phénols ou
des suppléments alimentaires. De plus, leur activité antioxydant assure une meilleure
conservation des denrées alimentaires en empéchant la peroxydation lipidique. Dans
I’industrie cosmétique, les composés phénoliques trouvent leur application pratique en luttant
contre la production des radicaux libres néfastes dans la santé et la beauté de la peau. En
phytothérapie, méme si certaines indications sont communes & plusieurs classes (les
propriétés vasculoprotectrices, sont par exemple aussi bien attribuées aux flavonoides qu’aux
anthocyanes, tanins et autres coumarines), chaque classe chimique semble étre utilisée pour
des bénéfices spécifiques [10].

En ce qui concerne les flavonoides, ces composés peuvent empéchés les dommages
oxydatifs par différentes mécanismes d’actions : soit par capture des radicaux hydroxyles, su
peroxydes, alkoxyles et peroxydes [49];soit par chélation des métaux (le fer et le cuivre) qui sont
d’importance majeure dans I’initiation des réactions radicalaires ; soit I’inhibition des enzymes
responsables de la génération des radicaux libres [50 ; 51].

IIs jouent un rdle trés important dans le traitement du diabéte (inhibant 1’aldose
réductase), de la goutte (inhibant la xanthine oxydase), des inflammations (inhibant la li
oxygénase, le phospholipide et la cyclooxygenase), des hépatites, des tumeurs, de
I’hypertension (quercitrine), des thromboses (flavonols), des allergies et des affections
bactériennes et viraux (anti-HIV) [52];[39];[34].
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Mais, on attribue également aux flavonoides des propriétés Neurosédatives,
antispasmodiques, diurétiques, anti-cestrogenes (isoflavones), contre la sénescence cérébrale
et ses conséquences telle 1’altération de la mémoire et la confusion.

D’autres parts, les citroflavonoides (flavonoides provenant de divers Citrus) et la
fragilité capillaire (insuffisance veino-lymphatique, crise hémorroidaire) [10].

Les anthocyanes sont également utilisés dans les troubles de la fragilité capillaire
(vigne rouge, Vitis vinifera L.), mais aussi comme diurétiques, voire méme antiseptiques
urinaires. Leur plus grande spécificité reste cependant leur propriété d’améliorer la vision
nocturne en facilitant la régénération du pourpre rétinien (myrtille, Vaccinium myrtilles L. ;
cassis, Ribes nigrum L.)[10].Présente comme des couleurs brillant dans les fruits et les
Iégumes, les anthocyanidines ont montré leur effet inhibiteur de la croissance des lignées
cellulaires humaines [53].

Les tanins sont considérés comme des anti-nutriments grace aux divers effets
nuisibles & savoir la digestion réduite des aliments, la faible biodisponibilité des
micronutriments et les dommages du foie [54].

IIs sont dotés d’un certain pouvoir astringent, par lequel on explique leurs propriétés
vasculoprotectrices, cicatrisantes et anti-diarrhéiques (chéne, Quercus spp.).

Les proanthocyanidines diméres de ’aubépine (Crataegus spp.) seraient de bons
sédatifs cardiaques [10]. Concernant le pouvoir antioxydant des tannins, cette propriété est
trés remarquable due a leurs noyaux phénols et la présence des groupes di- ou trihydroxyles
sur le cycle B et les groupes méta 5, 7 dihydroxyles sur le cycle A. Les tannins catéchiques du
thé vert : gallate d’épicatéchine, gallate d’épigallocatéchine et 1’épicatéchine sont des
puissants extracteurs des radicaux libres [55], ils inhibent les ions Cu2+ qui catalysent
I’oxydation des lipoprotéines dans les macrophages in vitro [56].

Les coumarines sont utilisées pour leurs propriétés vasculoprotectrices,
neurosédatives, diurétiques, stomachiques et carminatives [10].

IIs ont la capacité de capter les radicaux hydroxyles, super oxydes, et peroxydes. Ils
préviennent également la peroxydation des lipides membranaires [52].

Les acides phénols et ces derivés sont considérés comme responsables de I’activité
cholérétique de I’artichaut et les propriétés antipyrétiques et anti-inflammatoires des derives
Salicylés [10].

Les composés possedant les activités antioxydants et Anti radicalaires sont ’acide

caféique, I’acide gallique et I’acide chlorogénique [57].
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Pour I’acide caféique, il se montre trés efficace contre les virus, bactéries et
champignons [39].

Alors, I’acide gallique a pour pouvoir de réduire la viabilité des cellules cancéreuse du
poumon chez les souris in vitro et que la combinaison de cet acide avec les médicaments
anticancéreux tels la cis platine peut étre un traitement efficace pour ce type de cancer [58].

Il peut aussi prévenir les dommages oxydatifs d’ADN cellulaire a une faible
concentration et exerce une forte activité antiproliférative tels que la quercitrine sur les
cellules humaines cancéreuses du colon et les cellules épithéliales du foie chez les rats
normaux [59].

Certaines quinones, dérivant de I’anthraquinone, sont des laxatifs stimulants. Elles
sont rencontrées dans la bourdaine (Rhamnus frangula L.), les sénés (Cassia spp.) et les aloes
(Aloe spp.).

D’autres activités antidépressives (hypericin), anti-protozoaires, antivirales,
antibactériennes, fongicides et antiallergiques ont été décrites et plusieurs molécules du

groupe ont une toxicité non négligeable. [8;10].
IX-Pharmacologie des composés phénoliques:

IX -1 Propriétés pharmacologiques des tannins

Plusieurs observations, chez les humains comme chez les animaux de laboratoires
suggerent que les tannins exhibent un large spectre de propriétés pharmaceutiques, thérapeutiques
et chimio protectrices dues a leur propriété anti radicalaire [60].

En effet, les tannins protégent contre les toxicités induites par différents agents (hydrogéne
peroxyde, acétaminophéne, extraits contenus dans la fumés du tabac...), contre
I’hypercholestérolémie et les changements de la formule sanguine (ALT, BUN et CK). Ils jouent
aussi un role dans la prévention contre les deux formes de mort cellulaire connues, apoptose et
nécrose, diminuant ainsi les dommages causés dans I’ADN lors de ces deux derniéres. L’action
cytoprotectrice des proanthocyanidines est supérieure a celle des vitamines C, B et

bétacarotene[61].
IX-2 Propriétés pharmacologique des flavonoides

> Propriétés anti-inflammatoires et immunologiques :
De nombreux travaux semblent indiquer que les flavonoides possedent des propriétés
an inflammatoires et qu’ils sont capables de moduler le fonctionnement du systéme

immunitaire [62; 63 ; 64].
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Les flavonoides sont de puissants inhibiteurs de la prolifération des lymphocytes B et
T [65;66].

Leur effet sur les lymphocytes B ou T peut étre variable: en effet, les flavones
(apigénine, lutéoline et 7,3’,4’ hydroxyflavone) et les flavonols (kaempférol, quercétine et
myricétine) inhibent la prolifération des lymphocytes T alors que la myricétine est active sur
les lymphocytes B [65].

L’effet antiprolifératif des flavonoides pourraient s’expliquer par leur capacité a
inhiber I’activité de certaines protéines kinases (protéine Kinase C ou protéine tyrosine
kinase) [65; 66].

Par ailleurs, les flavonoides sont susceptibles de diminuer la libération d’histamine des
basophiles et des mastocytes [67].

La quercétine a un effet anti inflammatoire en inhibant les enzymes de synthése la
cyclooxygénase (pour les postaglandines) et la li-oxygénase (pour les leucotriénes) des
principaux médiateurs de 1’inflammation [67].

> Propriétés antivirales et antibiotiques :

La stratégie de recherche d’un composé antiviral consiste @ mesurer la réduction de
I’infection virale de cellules en culture. Une substance peut agir a différents niveaux du cycle
viral [45] :

- au niveau de la pénétration du virus dans la cellule hote,
- au niveau de la réplication du virus et la synthése des protéines virales,
- au niveau de I’assemblage et de la sortie du virus hors de la cellule hote.

Les flavonoides sont capables d’agir au niveau de la syntheése des protéines virales
permettant ainsi une bonne protection des souris vis-a-vis d’une infection virale a la suite
d’une administration journaliere de 3-O-méthylquercétine a raison de 20 mg/kg pendant 9
jours [68].

D’autres chercheurs [69] ont également montré une corrélation entre 1’effet inhibiteur
de certains flavonoides sur divers virus de I’herpes et leur capacité a augmenter les taux
intracellulaires en AMPc dans des cellules infectées.

Les travaux de Spedding et al. (1989) ont mis en évidence un impact des flavonoides
sur le rétrovirus HIV responsable du syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA). Ils ont
démontré que les flavonoides sont de bons inhibiteurs de la reverse transcriptase. Cependant,
leur impact semble plus fort sur I’ADN et I’ARN polymérase de la cellule hote que sur la

reverse transcriptase virale [70].
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Certains travaux de recherche [71] ont montré que les flavonoides pouvaient avoir une
action plus sélective en interagissant avec une glycoprotéine de surface du virus HIV (la
gpl20), en empéchant ainsi la liaison du virus a la cellule héte. Enfin, les flavonoides seraient
susceptibles d’inhiber 1’intégrasse rétrovirale du virus HIV-1 qui assure I’intégration du
génome viral a celui de la cellule hote [71;72].

Des études ont apporté 1’évidence de I’effet bactéricide de différents fla anones sur
I’ADN grasse d’une bactérie staphylococcus aureus.

Le mécanisme des effets antimicrobiens des poly phénols est sans doute tres complexe. Parmi
les hypothéses avancees, il faut citer: L’inhibition des enzymes extracellulaires microbiennes ;
la séquestration de substrat nécessaire a la croissance microbienne ou la chélation de métaux
tels que le fer ; ’inhibition du métabolisme microbien [73].

> Propriétés antinéoplasiques :

Des études réalisées chez la souris ont mis en évidences les effets protecteurs des
flavonoides vis-a-vis des promoteurs de tumeurs [74].

La quercitrine, par exemple, est I’un de ces phénoliques capables de diminuer, chez le
rat, I’incidence des tumeurs mammaires induites par le DMBA (7,12 diméthyle(a)anthracéne)
ou la NMU (Nnitrosométhylurée) [75].

Les flavonoides peuvent également interférer avec le métabolisme des cénobitiques
notamment en stimulant les systemes de détoxification [76 ; 77].

En donnant a des rats ou a des souris une alimentation contenant de la flavone ou de la
quercitrine, des chercheurs [78] ont observé des effets chimio préventifs a divers niveaux en
particulier au niveau du foie par une stimulation de la glutathion-Transférase.

Enfin, les flavonoides peuvent inhiber les enzymes intervenant dans 1’activation
des pro carcinogénes en intermédiaires mutagenes et carcinogénes [79 ; 80].

> Propriétés antioxydantes des flavonoides :

Les poly phénols et surtout les flavonoides sont des antioxydants puissants susceptibles
d’inhiber la formation des radicaux libres et de s’opposer a 1’oxydation des macromolécules
[81].

En effet, les flavonoides sont des piégeurs efficaces des radicaux libres les plus pro
oxydants, particulierement impliqués dans la peroxydation lipidique, puisqu’ils la préviennent
comme 1’a-tocophérol. Ils formeraient des especes radicalaires intermédiaires peu réactives
[82; 83].
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De plus, ils ont une activité créatrice des métaux tels que cuivre et fer qui, a 1’état
libre, peuvent étre a I’origine de la production de radicaux libres par les réactions de Fenton et
d’Haber-Weiss [83; 81].

Les flavonoides sont de puissants inhibiteurs de I’oxydation des LDL [82;84].

> Propriétés pro oxydantes des flavonoides :

Les flavonoides sont connus pour avoir des propriétés antioxydants mais ils sont
susceptibles d’avoir un effet peroxydant [85].

En effet, plusieurs d’entre eux ont été décrits comme responsables d’auto-oxydation et
de la génération de radicaux oxygénes actifs, comme le peroxyde d’hydrogéne [82;86].

L’activité pro-oxydante de ces substances est le résultat de leur capacité a réduire les
métaux comme le Fe*® pour donner Fe*? lequel réagira avec O, ou H,O, avec génération
d’initiateurs de I’oxydation [85].

En définitive, certains flavonoides pourraient accélérer la survenue de 1’atteinte
oxydative de I’ADN, des protéines et des glucides in vitro [86;85].

Cependant, le potentiel pro-oxydant de ces composés ne doit pas étre négligé dans le
mécanisme d’action des flavonoides.

X-Critéres de sélection des extraits

Plusieurs méthodes sont mises a la disposition du photochimiste pour évaluer les

extraits bruts. Il s’agit du criblage chimique et biologique.

X-1 Criblage chimique

L’analyse des extraits bruts par chromatographie sur couche mince (CCM) et les
observations sous les lampes UV a 254 nm et 366 nm et apres révélation avec des réactifs
chimiques spécifiques [87], nous permet dans un premier temps d’avoir une idée sur les
classes de composés des extraits testés.
L’analyse par chromatographie liquide a haute performance (HPLC) couplée avec des
méthodes de détection par spectrophotométrie UV et par spectrométrie de masse (MS) des
extraits bruts permet de déduire des informations importantes sur la composition de ces
extraits. En effet, certains composés présentent un spectre UV caractéristique et sont
facilement détectables dans I’extrait brut (flavonoides par exemple). Le spectre SM peut
donner des informations sur la masse moléculaire de ces composés. D’autre part, certains
fragments spécifiques apportent des informations supplémentaires pour déduire la structure de

base de ces substances.
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X-2- Criblage biologique

Pour guider I’isolement de nouvelles molécules actives, chaque extrait est soumis a
une multitude de tests biologiques. Ces tests doivent étre simples, rapides et spécifiques pour
permettre une sélection efficace des extraits. Notons toutefois qu’un résultat négatif, obtenu
pour un extrait testé sur une cible biologique donnée, n’exclut pas toujours la présence de
substances actives dans cet extrait (cas de synergie). Dans certains cas également, la
concentration de ces substances est peut étre treés faible pour que 1’on puisse détecter leur
activité sur plaque CCM. Par conséquent, d’autres tests sont a envisager avant d’écarter tel ou
tel extrait. Dans le cas ou des extraits donnent des réponses positives, on peut passer a des
étapes ultérieures de fractionnement de ces extraits pour rechercher les fractions actives par
priorité, jusqu’a obtention des molécules pures responsable de 1’activité biologique imputés a
I’extrait ou a la plante (fractionnement guidés par I’activité biologique).

Les plantes sont depuis toujours une source essentielle de médicament.

Aujourd’hui encore une majorité de la population mondiale, plus particulierement dans les
pays en voie de développement, se soigne uniquement avec des remédes traditionnels a base
de plantes. De 1’aspirine au Taxol, I’industrie pharmaceutique moderne elle-méme s’appuie
encore largement sur la diversité des métabolites secondaires végétaux pour trouver de
nouvelles molécules aux propriétés biologiques inédites. Cette source semble inépuisable
puisque seule une petite partie des 400.000 especes végétales connues ont été investiguées sur
les plans photochimique et pharmacologique, et chaque espéce peut contenir jusqu’a plusieurs
dizaines a centaines de constituants différents [88].

Dans le cadre de la recherche de molécules ou activités biologiques nouvelles
d’origine végétale, il est donc préférable de ne pas baser le choix des plantes a étudier sur le
seul hasard, mais de le circonscrire selon divers criteres. Le plus utilisé est celui de leur
emploi en médecine traditionnelle ou populaire qui valorise 1’expérience accumulée par les
autochtones dans le monde entier, y compris dans les pays occidentaux. Une autre possibilité
est de considérer 1’écosystéme dans lequel se développent les especes végétales.

La recherche de molécules aux propriétés anti radicalaires dans des plantes de montagne obéit
par exemple a cette logique. En effet, celles-ci sont plus exposées aux rayons UV en altitude
et ont donc di développer des mécanismes de protection, peut-étre basés sur des métabolites

secondaires spécifiques.
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Chapitre -11-Description géographique et botanique
I-GEOGRAPHIQUE :

Le Sahara est le plus grand des déserts, mais également le plus expressif et typique par
son extréme aridité, c’est a dire celui dans lequel les conditions désertiques atteignent leur
plus grande aprete [89; 90].

La région d’Adrar se situe a environ 1500 km d’Alger, a I’extréme sud du pays. La
ville, promue wilaya en 1974 a la faveur d’un nouveau découpage administratif, elle est
limitée au nord par la wilaya d’El Bayadh, au nord-ouest par Béchar, a I’ouest par la wilaya
de Tindouf. Au sud par le Mali au sud ouest par la Mauritanie. Elle a également des frontieres
par le sud-est avec la wilaya de Tamanrasset et Ghardaia par le nord-est.

La région d’Adrar se caractérise par un climat trés sec, Cette climat est connu par sa
température élevée, sa précipitation rare et irréguliere, ses tempétes de sable violentes, ces

conditions rendent la région tres hostile.

Position de la-Wilaya-d’Adrar™

Importance
territoriale de la
wilaya:

18% de I'Algérie

Figure(10): Position de la wilaya d’Adrar

I1-BOTANIQUE :
a- Le Zygophyllum album connu sous le nom « aggaya », est une espece du genre
Zygophyllum de la famille des Zygophylaceae [91],cette famille comprend
approximativement 27 genres et 285 espéces [92], elle est représentée principalement dans
les régions arides et semi arides : ainsi au Sahara Algérien on observe 7 genres et 27
especes [93], elle constitue plus de 3% de la flore du désert dont plus du tiers est

endémique [94].
Les espéces du genre zygophyllum se présentent souvent sous forme de buissons bas,
ramifiés dont les feuilles opposées (Figure N°1), composées en général de 2 folioles

cylindriques, charnues et gorgées d’eau, ont donné le nom a la famille. Le fruit de Z. album
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est une capsule portée par un pédoncule court. Elle est formée d’une partie inférieure
soudée et d’une partie supérieure dont les 5 lobes libres ont a peu preés la méme longueur
que la partie soudée [94].
Elle est considérée comme toxique, mais elle est utilisée, en décoction, en poudre ou
en pommade pour les traitements des diabétes, des indigestions et des dermatoses.
Classification scientifique
Régne Plante

Division  Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Zygophyllales
Famille  Zygophyllaceae
Genre Zygophyllum

Espéce album

Nom Scientifique :  Zygophyllum album

Nom vernaculaire : Aggaya

Figure (11): Photo de Zygophyllum album

b- Lawsonia inermis L. (= L.alba Lamk.) (Henné) est un membre de la famille
Lythraceae qui se compose d'environ 500 especes, largement répandue dans les régions
tropicales avec relativement peu d'espéces dans les régions tempérées [95]. Lawsonia

inermis est généralement considéré comme originaire d'Afrique et d'Asie. Il est largement
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cultivé dans les régions tropicales du monde au Soudan, I'Egypte, la Chine et I'Inde. Les
principaux pays producteurs sont le Soudan, I'Egypte et I'Inde [96].

Plante Henné pousse sur tout type de sol, de loam léger a loam argileux, mais fait de
mieux sur les sols lourds, qui sont rémanentes de I'humidité. Il tolére un peu alcalinité dans

le sol. La propagation est effectuée par les semences et les boutures [97].

Feuilles de henné ont été largement utilisés pendant des siécles au Moyen-Orient,
I'Extréme-Orient et de I'Afrique du Nord comme colorant pour les ongles, les mains et
pieds, les cheveux et textile. Henné est également utilisé dans le traitement des problémes
de peau, maux de téte, la jaunisse, I'amibiase et I'élargissement de la rate [98].

Henna a été utilisé aussi cosmétiquement et médicinal pendant plus de 9000 ans.
Traditionnellement en Inde. Henné symbolise la fertilité. Son utilisation est devenue
populaire en Inde en raison de son effet de refroidissement dans les étés indiens chauds.
Feuilles de henné, fleurs, graines, écorce de tige et les racines sont utilisées en médecine
traditionnelle pour traiter une variété de maladies comme la polyarthrite rhumatoide, des
maux de téte, les ulcéres, la diarrhée, la lepre, fievre, leucorrhées, diabéte, maladie

cardiaque, hépato protecteur et agent colorant. [99-101]

Classification scientifique
Régne Plante

Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida

Sous-classe Magnoliidae

Ordre Myrtales
Famille Lythraceae
Genre Lawsonia

Nom Scientifique : Lawsonia inermis

Nom vernaculaire : Henne [102]
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Figure (12): Photo de Lawsonia inermis
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Introduction

Dans ce travail, nous avons intéressons a I’activité antimicrobienne d’un extrait qui est
testée in vitro par la méthode de diffusion sur gélose. Cette méthode a exactement le méme
principe que celui des tests d’antibiogramme. C'est-a-dire, 1’application de patchs imprégnés
de principes actifs sur des milieux de culture ensemencés de microorganismes. L’activité
antimicrobienne, quand elle était présente, se manifestait alors par des zones d’inhibition
autour des disques. Notre objectif dans ce chapitre est 1’extraction méthanolique et aqueux
d’une part de deux plantes endémiques de sud-ouest algérien (Adrar) Z .album et L.inermis, et

d’autre part I’évaluation biologique de ces extraits en tant que antibactériennes.

Matériels et équipements utilisés

- Autoclave de type Pbi ;

- Etuve ;

- Incubateur ;

- Réfrigérateur (ENIEM, Algeria) ;

- Gaz butane et bec bunzen ;

- Tubes stériles ;

- Pipettes Pasteur ;

- Pipettes graduée et micropipette ;

- Embouts pour micropipette ;

- Boites de Pétri ;

- Erlen Meyer (1000 ml)

- Plaque chauffante (VELP, SCIENTIFICA).
Les produits utilisés

- Extrait des plantes Z .album et L.inermis ;

- hexane;

- éther de pétrole

- Eau distillée ;

- Méthanol,;

I —récolte des plantes :

Dans ce travail ; nous avons utilisé seulement la partie aérienne de deux plantes

Z .album et L.inermis de la région de la wilaya d’Adrar. La récolte était entreprit
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manuellement en pleine Floraison durant le mois de Février 2016. Les fleurs, les feuilles et les

tiges récoltées sont séchées a 1’abri de la lumiére et a la température ambiante.
I1- Extraction des plantes:

Les deux plantes Z. Album et L. inermis ont été séché a 1’abri de la lumiére et broyé au
laboratoire ; puis on prend une masse de 40 g et on les met dans un extracteur de Soxhlet. On
extraire la poudre avec un volume de 250 ml d’une hexane ou essence légere (éther de pétrole
bouillant a 40 - 60°C) jusqu'a ce que le matériel siphonné soit sans couleur.

Apres que les plantes dégraissées, on extrait la poudre demeurant dans I'extracteur de
Soxhlet avec un volume de 250 ml de méthanol / eau jusqu'a ce que le matériel siphonné soit
sans couleur. L’extrait méthanolique/aqueux est concentré a I’aide d’un Rota vapeur. Les

rendements de ces extraits sont récapitulés dans le tableau suivant :
Aprés I’extraction on obtient sur les résultats suivants :

Tableau(3) : Rendement des extrais.

Plante (409) Extraite Rendement(%o)
Zygophyllum album | M 16,65

A 6,45
Lawsonia inermis.L | M 17,39

A 4,46

M : extrait méthanolique, A : extrait aqueuse.
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-
Circuit

Réfrigérant S

—

Extracteur
de Soxhlet

Figure(13): schéma d’un appareil Soxhlet

I11-Activité antibactérienne
111-1-Définition

L’activité antibactérienne des extraits aqueux et méthanolique de Lawsonia inermis et
Zygophyllum album est évaluée par la technique de diffusion sur I’agar (méthode des
disques) selon la méthode décrite par Falleh et ses collaborateurs (2008) vis-a-vis de quatre
souches bactériennes (a Gram- : Pseudomona aeroginosa, et Escherichia coli et a Gram+:
S-aureus,). Les différentes especes bactériennes sont d’abord repiquées par la méthode des
stries dans des boites de Pétri contenant le milieu Mueller Hinton, puis incubées a 37 °C
pendant 24 h. Une ou plusieurs colonies de chaque culture pure sont prélevées et
transférées dans I’eau physiologique a une turbidité équivalente a 0,5 Mc Farland. Un
prélevement a partir de cet inoculum sert a ensemencer de nouvelles boites de Pétri
contenant le milieu Mueller Hinton par technique d’écouvillonnage. Des disques de papier
filtrent de 6 mm de diametre, stériles, sont chargés de 5 pl des extraits aqueux ou
méthanoique (3mg par disque) et placés a la surface de ces boites. Les disques des
controles négatifs sont imprégnés d’eau distillée et de DMSO. Des disques standards
contenant I’antibiotique de référence (gentamycine, 10 pg par disque) servent de controles
positifs. Les boites de Pétri sont incubées a 37°C pendant 24h. Les résultats sont exprimés

en diamétres des zones d’inhibition produites autour des disques. [103]
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La diffusion sur gélose est une méthode in-vitro du pouvoir antibactérien des
composés. La technique utilisée est celle du contact direct, qui compte deux méthodes : la
méthode des puits et la méthode des disques. [104]

a-Méthode des puits

Cette méthode proposee par Barefoot et Klaenhammer (1983) consiste a inoculer la
gélose fondue et refroidie a 45°C avec une pré-culture de la souche indicatrice. Apres
solidification, des puits sont creusés a 1’aide d’un emporte piéce ou un embout, puis remplis
avec le surnageant préalablement stérilisé par filtration sur membrane de la culture a tester.
Une pré-diffusion a 4°C durant 4H est réalisée suivie d’une incubation de 24h a 48h avant
examen des zones d’inhibition. Une modification de cette méthode consiste a remplir les puits
par une gélose contenant la souche a tester [105].

b-Méthode des disques

Dans cette méthode, un tapis de la souche indicatrice est réalisé sur la surface d’un
milieu solide, ensuite des disques stériles de papier Whatman imbibés de surnageant de la
culture a tester sont déposés sur ce tapis. Apres incubation, les boites sont examinées pour la
présence des zones d’inhibition [105].

111-2- Espéce utilisée

> Définitions

e Pseudomonas aeroginosa

Ce sont des bacilles Gram négatif, de forme non sporulée, elles sont aérobies, mobiles
grace a la présence de 1 a 2 flagelles, ce type de bactérie synthétise de types principaux de
pigments pyocyanine : bleue phénazine, pyoverdine: jaune vert, il s’agit de bactéries
résistantes pour plusieurs antibiotiques [106].

Pseudomonas aeruginosa est responsable de 16% des cas de pneumonie nosocomiale,

12% des infections urinaires, 8 % des infections suites aux blessures chirurgicales [107].
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Classification

Régne Bacteria

Division Proteobacteria

Classe Gamma proteobacteria
Ordre Pseudomonadales
Famille Pseudomonadaceae
Genre Pseudomonas

Figure(14): Photo de bactérie Pseudomonas aeroginosa

¢ Escherichia coli (E. coli)

Escherichia coli, également appelée colibacille et abrégée en E. coli, C’est une
bactéric a Gram négatif, commensal du tube digestif de I’homme et de 1’animal, [108] , de
forme non sporulée, de type aérobie facultative, généralement mobile grace aux flagelles, sa
longueur varie de 2 a 6 um, alors que sa largeur est de 1,1 a 1,5 um, E. coli représente la
bactéric la plus impliquée dans les infections aigues d’appareil urinaire, elle provoque

¢galement les diarrhées d’été ,diarrhée infantile et les intoxications alimentaires [106].

Classification

Régne Bacteria
Division Proteobacteria
Gamma
Classe

Proteobacteria

Ordre Enterobacteriales

Famille | Enterobacteriaceae
Figure(15): Photo de bactérie Escherichia coli

Genre Escherichia

e Staphylococcus aureus:
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Ce sont des cocci Gram positif avec un diametre de 0,5 & 1,5 pm, de forme non
sporulée, qui tendent a se grouper en paires, petites chaines, elles sont habituellement non
capsulée, ou possédant des capsules limitées, elles sont anaérobies facultatives.
Staphylococcus aureus représente 1’agent commun des infections postopératoires de

blessures, endocardite aigue, intoxication alimentaire [109].

q
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* :“ba g Division Firmicutes
b Classe Bacilli
. Hyes? 3 10 ym i
» o® o Ordre Bacillales
Figure(16) : Photo de bactérie Staphylococcus aureus .
Famille |Staphylococcaceae
1V- L’étude de Pactivité antibactérienne des extraits Genre Staphylococcus

c. Souche a tester
Dans cette étude, on a utilisé les souches : Staphylococcus aureus, E. coli, Pseudomonas
aeruginosa (laboratoire d’hopital d’Adrar) a testé.
d. Mode opératoire
e Préparation des solutions d’extrait
Des masses de chaque produit ont été dissous dans des volumes appropriés de
MeOH/H,0, pour obtenir une série de 5ul d’une solution correspondant a des quantités de
10mg, 15mg et 20mg des extraits a été utilisée pour imprégner des disques stériles de papier
de diamétre de
6 mm. Les disques ont ensuite été séchées a la température ambiante afin d’éliminer tout trace
de solvant avant le test antibactérien.
e Préparation de milieu de culture (MH) :
La gélose de Muller Hinton stérile préte a I’'usage a été coulée dans des boites de pétrie
stériles de 90 mm de diameétre. L'épaisseur de la gélose est de 2 mm répartie uniformément
dans les boites. Ces derniéres doivent étre séchées 30 min a une température ambiante du

laboratoire avant leur emploi.
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e Evaluation de concentration des colonies par dilution et comptage

A partir d’un erlen contenant 1 L d’eau physiologique (9 g de NaCl), on a mesuré 200
mL dans un autre erlen de 250 mL, puis les deux erlens sont stérilisés avec les matériels
nécessaires (tubes a essais, pipettes pasteur, pipette graduée et embouts) a 1’aide d’un
autoclavage a 121 °C pendant 15 min.

Apres la stérilisation, on ajoute un volume d’eau physiologique stérile a un milieu des
souches de : Staphylococcus aureus, E. coli, Pseudomonas aeruginosa deéja cultivée sur un
milieu de culture de MH, pour obtenir les souches en solution, qu’est considéré comme la
solution mere.

La réalisation de la dilution se fait a 1’aide d’un 1 ml de solution mére des souches
dans les tubes a essais contenant auparavant 9 ml d’eau physiologique. Ensuite, on a inoculé
et ensemencer 100 pL des spores de chaque tube dans des boites pétri contenant MH.
L’incubation de ces boites se fait a 37°C pendant 24 h.

e Mise en test

On prend 0.1 ml a partir de tube & essai qui contient une concentration de colonie
égale 3.2.10° CFU/mL, ce volume a été coulé sur des boites de Pétri contenant le milieu de
culture (MH). Aprés I’inondation de toute la surface du milieu par la suspension bactérie,
chacune des boites a regu 3 disques reconnus par un numéro d’identification des doses et
d’extraits, apposé a la face inférieure de la boite. Les milieux ont été incubés a 37 °C pendant
24 h.

Aprés 24 h d’incubation, les diamétres des zones d’inhibition autour de chaque disque
ont été mesurés en vue d’apprécier 1’activité inhibitrice des extraits synthétisés. Les résultats
obtenus sont récapitulées dans les tableaux (4et 5)

Tableau (4): Résultats de 1’activité antibactérien des extraits de Zygophyllum Allbum

Extraits
Méthanolique Aqueux

T 10 |15 (20 | T 10 15 |20
Escherichia coli 2.2 - - - 24 109 1 1
Pseudomonas aeroginosa 2 - - - 2 - - -
Staphylococcus aureus 2.3 - - - 2 - - -
Témoin: E.coli  AMIKACIN (30ug); P.aeroginosa RIFAMPIN (5ug);
S.aureus RISA MYCINE (5ug).

Page 33



Chapitre 111 : Parti expérimentale

Tableau (5): Résultats de ’activité antibactérien des extraits de Lawsonia inermis

Extraits
Méthanolique Agueux

T 10 15 20 T 10 15 20
Escherichia coli 2 - - - 2 - - -
Pseudomonas aeroginosa 2 - - - 2 - - -
Staphylococcus aureus 25 - - - 1.8 - - -
Témoin: E.coli AMIKACIN (30ug); P.aeroginosa RIFAMPIN (5ug);
S.aureus RISA MYCINE (5ug).

D’aprés le Tableau (4, 5); Nous remarquons I’existence d’un pouvoir
inhibiteur de 1’extrait aqueux de Z. Album contre les souches de E. Coli a différente
concentrations choisies avec des zones d’inhibition a environ de 1 cm. Par contre, nous
observons d’apres ces tableaux que les autres extraits soit méthanoliques ou aqueux n’ont
montré aucune activité inhibitrice vis-a-vis le Pseudomonas aeroginosa et Staphylococcus aureus,

qui peut signifie la forte résistance de ces bactéries.

N

Figurel7 : Photo d’Effet inhibiteur des extraits sur Escherichia coli
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Conclusion générale

Une partie de ce travail a été réalisée dans laboratoire d’université d’Adrar et autre
partie a été effectuée au laboratoire d’hopital d’ Adrar.

Dans notre travail, nous avons commencé avec 1’extraction méthanolique et aqueuse
de la partie aérienne de deux plants endémiques de la wilaya d’Adrar Z .album et L.inermis a
été realisée par soxehlet. Nous avons trouvé un moyen de rendement d’environ 4.46 a 6.45%
pour les extraits aqueux et d’un rendement varié entre 16.65 & 17.39% pour les extraits
méthanoliques.

Par la suite ; nous avons fait I’évaluation biologique de ces extraits méthanolique et
aqueux pour les deux plantes Z .album et L.inermis pour tester leurs activités en tant que
antibactériennes, pour cela, nous avons utilisé la méthode de diffusion sur disque a
différentes concentrations (10, 15 et 20) sur un milieu de culture Muller Hinton. Nous avons
trouvé la souche de E. Coli est sensible a I’extrait aqueux de Zygophyllum Album a divers
doses préparés avec une zone d’inhibition d’environ 1 cm. Cela serait utile pour prévenir
certains types de maladies et des pathologies provoqués par I’E. Coli comme le Diarrhée ou
les maux d’estomac.

Par contre, nous avons remarqué aussi que les autres extraits méthanolique et aqueux
de L.inermis et I’extrait méthanolique de Z .album n’ont montré aucune activité inhibitrice

vis-a-vis les souches a tester.
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