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ABSTRACT

The objective of this work is the evaluation of the antioxidant and antibacterial activity of the
extracts of Pituranthos scoparius , as well as the quantitative study of polyphenols. This
objective is supported by a research of different active ingredients and secondary metabolites of
this plant by phytochemical screening. The Yields obtained of extracts petroleum ether,
dichloromethane, ethyl acetate and methanolic are in the order of 1.2%, 1.4%, 0.3% and 5.2%
respectively. The phytochemical screening revealed the presence of saponins, alkaloids,
flavonoids, terepoids, tannins and cardinolids. The most polyphenol contents are found in the
dichloromethane and methanol extracts. The antioxidant activity against DPPH shows that
methanolic extract present the highest inhibition percentage (63.8%). The antibacterial effect of
methanol extract and petroleum ether of P.scoparius is reported hyper active towards
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, while the sensitivity is average for the two other
extracts. Staphylococcus aureus ATCC 25923 has a limited sensitivity towards the four extracts
of P.scoparius.

Keywords: Pituranthos scoparius, extracts, antioxidant activity, antibacterial activity, total

polyphenols, phytochemical screening.



RESUME

L’objectif de ce travail est I’évaluation de I’activité antioxydante et antibactérienne des
extraits de Pituranthos scoparius, ainsi que I’étude quantitative des polyphénols. Cet objectif est
secondé par une recherche des différents principes actifs et métabolites secondaires de cette
plante par screening phytochimique. Les rendements obtenus des extraits éther de pétrole,
dichlorométhane, acetate d’éthyle et méthanolique sont de I’ordre de 1,2 %, 1,4 %, 0,3 % et
5,2 %, respectivement. Le screening phytochimique a révélé la présence de saponines,
alcaloides, flavonoides, térepoides, tannins et cardinolides. Les teneurs les plus élevés en
polyphénols sont trouvés dans les extraits dichlorométhane et méthanol. L’activité antioxydante
contre le DPPH montre que I’extrait métanolique présente le pourcentage d’inhibition le plus
important (63,8 %). L’effet antibactérien des extraits méthanolique et éther de pétrole de
P.scoparius est signalé hyper actif vis-a-vis Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, alors que
cette activité est moyenne pour les deux autres extraits. Staphylococcus aureus ATCC 25923

présente une sensibilité limitée vis-a-vis des quatre extraits de P.scoparius.

Mots clés : Pituranthos scoparius, extraits, activité antioxydante, activité antibactérienne,
polyphénols totaux, screening phytochimique.
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INTRODUCTION

Les dernieres décennies sont marquées par I’intérét particulier porté sur la mise en valeur
des plantes a intérét médicinal, comme source de substances bioactives naturelles. De ce fait,
de nombreuses études s’intéressent, de plus en plus, aux effets thérapeutiques des molécules
d’origine naturelle. Parmi ces molécules potentiellement intéressantes, les antioxydants et les
antibacteériens, tels que les polyphénols, ont été particulierement étudiés en raison de leur
utilisation dans les domaines pharmaceutiques, cosmétiques et alimentaires pour leurs effets
bénéfiques pour la santé (El-Haci et al. 2012).

L’Algérie possede une flore extrémement riche et variée. Cette richesse spécifique est
associee a une originalité sur le plan systématique (nombreuses plantes endémiques), sur le plan
phytochimique (spécificité des substances biosynthétisées) et sur le plan pharmacologique.
Cette richesse et cette originalité font que I’étude de la flore d’Algérie, présente un intérét
scientifigue « fondamental » pour la connaissance et le savoir dans le domaine de
I’ethnobotanique, de la pharmacopée traditionnelle mais, également, un intérét scientifique «
appliqué » dans le domaine de la valorisation des substances naturelles (Nouioua, 2012).
Partant de ces constats, nous avons envisagé d’analyser le potentiel biologique d’une plante
médicinale Pituranthos scoparius.

Pituranthos scoparius est parmi les plantes médicinales qui sont les moins fréquemment
employeées dans notre pays a cause de la méconnaissance de sa valeur thérapeutique, bien que
les extraits de cette plante médicinale sont utilisés traditionnellement pour le traitement des
diarrhées et de I’eczéma (Boutaghane et al, 2004).

Dans cette présente étude, nous avons fixé les objectifs suivants :

v’ Evaluation du potentiel antioxydant et antibactérien des extraits organiques de la plante.

v Analyse quantitative des polyphénols totaux.

v" Screening phytochimique de la plante.

Notre travail sera structuré en trois parties : synthese bibliographique, matériels et
méthodes, résultats et discussion et se termine par conclusion et perspectives.

L'étude bibliographique est consacrée a la description botanique de la plante d’étude et
aux composés phénoliques.

Dans la partie Matériels et Méthodes, nous décrirons en détail les méthodes utilisées
lors de la realisation du travail expérimental.

Dans la troisieme partie, nous traitons et discutons les résultats obtenus lors de cette

étude et nous terminons par conclusion et perspectives.
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I. Présentation de I’espéce Pituranthos scoparius

I.1. Description botanique

Pituranthos fait partie des ombelliféres sahariennes qui difféerent les unes des autres et
leur détermination n’offre pas de grandes difficultés (Ozenda, 1958).

Le genre Pituranthos possede plus de vingt especes, dont certaines sont spécifiques a
I’Afrique du nord (Quezel et Santa, 1963; Kaabeche, 1990) et sont souvent rencontrées dans
les régions arides ou désertiques. Le potentiel floristique Algérien de ce genre comporte les
especes suivantes :

- Pituranthos chloranthus, espece particuliérement moins presente ;

- Pituranthos scoparius, I'objet de notre travail, espéce abondante dans les Aurés ;

- Pituranthos battandieri (Mair), endémique au Sahara marocain et I'Oranie (Bellakhdar,
1997).

Exclusivement, la distinction entre les especes de Pituranthos est souvent difficile
(Ozenda, 1958). En effet, elles ne se distinguent les unes des autres que par la couleur des
fleurs et la taille de leur pédoncule (Haba, 2002).

Pituranthos scoparius appartient a la famille des Apiacées. C’est une plante vivace,
aphylle, éphédroide, a tiges souvent tres ramifiées, feuilles caulinaires, larges de 2-3 cm. Ses
fruits sont plus longs que larges, hérissés de poils dressés. Les fleurs blanches, avec des
pétales blancs et des veines étroites, groupées en ombelles latérales. La floraison commence a

partir du mois de Février jusqu’a Octobre (Quezel et Santa, 1963).

1.2. Nomenclature

Nom botanique : Pituranthos scoparius (Coss et Dur) Benth. Hook.
Nom frangais : Pituranthos a balai.
Nom vernaculaire : Gozzih, Gouzzih, gouzzah

(http://Iwww.atlasbota.com/wpcontent/uploads/2013/10/pituranthos.pdf)
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1.3. Classification botanique

D’aprés Quezel et Santa (1963), Pituranthos scoparius (Coss. & Dur.) Benth. &
Hook est classé comme suit :
Reégne : Plantae (végétal)
Embranchement : Spermaphytes
S/embranchement : Angiosperme
Classe : Magnoliopsida (Eudicote)
Ordre : Apiales
Famille : Apiacées
Genre : Pituranthos
Espéce : scoparius

Nom binomiale : Pituranthos scoparius.

1.4. Répartition géographique

Pituranthos scoparius est une espéce endémique qui se trouve dans le nord de
I’ Afrique, moins fréquente au Sahara Central, et fréquente sur le plateau du Tassili des Ajjers
et dans le Hoggar (Ozenda ,1991).

1.5. Propriétés thérapeutiques et emplois

En médecine traditionnelle, les tiges et les feuilles de P. scoparius sont utilisées pour
le traitement de la rougeole, le rhumatisme, I’asthme, I’ictere, les troubles digestifs et les
soins post-partum : spasmes des douleurs. Le décocté et I’infusion des feuilles et des fleurs
sont utilises dans le traitement de I’indigestion, maux de I’estomac et de I’abdomen. Elle est
utilisée aussi contre les morsures de vipéres et les piqlres de scorpions, certains
recommandent I’application locale de la poudre des feuilles en cataplasme, qui soulagerait
également les douleurs rhumatismales (Boukef, 1986 ; Didiet et al., 2003).

Les huiles obtenues des tiges et des graines du P. scoparius sont largement utilisées

comme remede contre le rhumatisme et la fievre (Al kadi, 1989).
5
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Selon les botanistes de notre région, cette espéece est utilisée pour abaisser le taux de
triglycérides et de cholestérol. L'espece P. chloranthus est employée en cataplasmes sur la
téte et contre les céphalées (Bellakhdar, 1997). Les especes triradiatus et tartuosus, sont
utilisées par la population bédouine contre les douleurs d'estomac, les parasites intestinaux ou

comme agent régulateur de la menstruation chez les femmes (Novak et al., 1966).

I1. Les métabolites secondaires

Tous les étres vivants ont un métabolisme primaire qui fournit les molécules de base
(acides nucléiques, lipides, protéines, acides aminés et glucides) (Ferrari, 2002). Les plantes
produisent, en plus, un grand nombre de composes qui ne sont pas issus directement lors de la
photosynthése, mais résultent des réactions chimiques ultérieures. Ces composés sont appelés
meétabolites secondaires. lls constituent un groupe de produits naturels qui sont exploré pour
des propriétés tres diverses : antioxydantes, antimicrobiennes, anti-inflammatoires,
anticancéreuses etc... (Epifano et al., 2007).

Les produits du métabolisme secondaire sont en tres grand nombre, plus de 200.000
structures définies et sont d’une variété structurale extraordinaire mais sont produits en faible
quantité (Hartmann, 2007). Ils sont classes en plusieurs composants chimiques dont les plus
répandus sont : les polyphénols, les alcaloides, les terpenes (Cuendet, 1999 ; Vermerris,
2006).

11.1. Les composeés phénoliques

Ce sont des dérivés non azotés dont le ou les cycles aromatiques sont issus de deux
grandes voies métaboliques : la voie du shikimate et celle de I’acétate (Hennebelle., 2006).
Plusieurs milliers ont été caractérisés jusqu'a aujourd’hui. Bien qu’étant tres diversifiés, ils
ont tous en commun la présence d’un ou de plusieurs cycles benzéniques, portant une ou
plusieurs fonctions hydroxyles, auxquelles est directement li¢, au moins, un groupe hydroxyle
libre ou engagé dans une autre fonction : éther, ester, hétéroside (Bruneton,1999 ; Macheix
et al, 2005).
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Ils sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs (racines, tiges,
feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois) a des proportions variables. Les plus
représentés sont les acides phénoliques, les flavonoides et les tannins (Lugasi et al., 2003).

Les composés phénoliques font I’objet de nombreuses recherches en générale et les
flavonoides en particulier, sont tres poussés en raison de leurs diverses propriétés et roles
biologiques.

- Chez les végétaux : Les composés phénoliques participent a deux principaux processus de
I’activité des plantes : la photosynthése et la respiration. De plus, ils interviennent dans
d’autres processus tels que : la croissance, la germination, la morphogénése des tiges et dans
le processus de lignification (Merghem, 2009). Ils jouent un role important dans I’interaction
de la plante avec son environnement, en particulier contre les radiations UV, les attaques
microbiennes, lutte contre les prédateurs (Moheb et al, 2011).

- Chez I’'Homme Les polyphénols présents dans les aliments consommés sont, en effet,
capables d’abaisser la pression artérielle, d’empécher I’oxydation des LDL (lipoprotéines de
faible densité), d’inhiber la prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires,
d’empécher I’agrégation plaquettaire et de stabiliser les cellules immunitaires (Martin et
Andrantsitohaina, 2002). lls ont été decrits comme étant des  antioxydants, des anti-
agrégants plaquettaires, des anti-inflammatoires, des anti-allergenes, des anti-thrombotiques

et des antitumoraux (Hanhineva, 2010).

11.1.1. Les flavonoides

Ce sont des métabolites secondaires ubiquitaires des plantes. Plus de 4000 flavonoides
naturels ont été identifiés a ce jour. Ce sont des pigments responsables de la coloration jaune,
orange et rouge de différents organes végétaux (Milane, 2004 ; Lhuilier, 2007). Tel est le cas
des flavonoides jaunes (chalcones, aurones, flavonols), des anthocyanosides rouges, bleus ou
violets. On distingue 5 groupes majeurs de flavonoides chez les plantes (Larkins et Wynn,
2004) :

- les flavones,
-les flavonols (réputeés les plus antioxydants) et les procyanidines,
- les anthocyanines,

- les hydroxycinnamates (abondants dans les fruits),
7
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- les flavanones.
Ils ont tous le méme squelette de base a quinze atomes de carbones qui sont arrangés a une

configuration C6-C3-C6 de type phényl-2-benzopyrane (Yao et al, 2004).

Figure 01 : Structure de base des flavonoides (Lhuilier, 2007).

Tableau 01: Quelques classes des flavonoides (Narayana et al., 2001; Erdman et al.,

2007).
Les flavones a3 Le groupe le plus abondant des composés phénoliques.
o @) - lls se différent des flavonols seulement par le manque
OL T s d’un OH libre en C3. Ce qui affecte ainsi leur absorption
108 aux UV, mobilité chromatographique et les réactions de
coloration.
Les flavonols Le groupe le plus abondant des composés
phénoliques.

Représentent le groupe le plus important des substances
colorées. Ces pigments hydrolysables contribuent a la
coloration des angiospermes.

Les anthocyanines

Les hydroxycinnamates om a Sont de puissants antioxydants, mais n'ont pas

@f‘“)% d'impact sensoriel sauf lorsque oxydés, ils peuvent
former des pigments bruns qui ont finalement précipité.

Sont caractérisés par I’absence de la double liaison
C2-C3. Le flavanone le plus abondant est la naringénine,
isolée pour la premiére fois a partir des écorces de citrus.

Les flavanones
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Ces composés sont connus pour étre de puissants antioxydants, leurs mécanismes

d’action peut étre directe ou indirecte : piégeant les radicaux libres réactifs et les chélateurs
d’ions métalliques, sont les effets directs les plus importants, réduction de la production de
radicaux libres par inhibition d’enzymes et la regénération d’antioxydants liés a la membrane
tels que I’a. tocophérol sont des exemples de mécanismes indirects (Rita et Farit, 2009).
Ils ont un rdle trés important dans le traitement du diabéte (inhibant I’aldose réductase), de la
goutte (inhibant la xanthine oxydase), des inflammations (inhibant la phospholipase etc...),
des hépatites, des tumeurs, de I’hypertension, des thromboses (flavonols), des allergies et des
affections bacteriennes et viraux (anti-HIV) (Anderson et al, 1996 ; Cowan, 1999 ; Yao et
al, 2004).

Une recherche bibliographique faite sur les especes du genre Pituranthos, nous a
permis de constater que ces plantes sont peu étudiées.

Quatre composes flavoniques : isorhamnétine, chrysoeériol, isorhamnétine3-O-
glucoside et isorhamnétine3-O-rutinoside avec un nouveau flavonoide glucoside, le
glucopyranosyloxy-3 trihydroxy-4", 5,7 méthoxy-3 flavone, 2"-O-a-Dapiofuranosyl 6"-O-f-
L- rhamnopyranosyl, ont été isolés et identifiés dans I’espece Pituranthos tortuosus (Singab
et al., 1998).

11.1.2. Les tannins

Ils sont des composés polyphénoliques, solubles dans I’eau. lls présentent les réactions
caractéristiques des phénols en général, ils sont capables de précipiter les alcaloides, la
gélatine, et les autres protéines (Stevanovic, 2005 ; Merghem, 2009).

D’apres leurs structures et leurs propriétés, deux types de tannins sont distingués: les tannins

hydrolysables et les tannins condensés.

11.1.2.1. Les tannins hydrolysables

Sont des dérives de I’acide gallique ; ils sont des oligo ou des polyesters d’un sucre et

d’un nombre variable d’acide phénol (Figure 02). Le sucre est généralement le D-glucose,
9
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I’acide phénol et soit I’acide gallique dans le cas des gallotannins soit I’acide ellagique dans le

cas des tannins classiqguement dénommeés ellagitannins (Bruneton, 1993 ; Cowan, 1999).
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Figure 02 : Exemple d’un tannin hydrolysable (pentagalloylglucose) (Ignat et al, 2011).
11.1.2.2. Les tannins condensés

Sont distingués en procyanidine (derivé de catéchine, épicatéchine et leurs esters
galliques) et en prodelphinidines (dérivés de gallocatéchine, épigallocatéchine et leurs esters
galliques) (Valls et al, 2009 ; Ignat et al, 2011).

Les tannins sont impliqués dans la protection contre les infections fongiques et
bactériennes. lls favorisent la regénération des tissus et la régulation de la circulation

veineuse, tonifient la peau dans le cas des rides (Kansole, 2009).
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Figure 03 : Exemple d’un tanin condensé (polymere de procyanidine) (Ignat et al, 2011).
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11.1.3. Les coumarines

Les coumarines sont des substances naturelles connues. Il s’agit de composés a neuf
atomes de carbone possédant le noyau benzo pyrannone-2 (Figure 04). Certaines familles
d’Angiospermes élaborent des structures tres variées : Fabaceae, Asteraceae et surtout

Apiaceae et Rutaceae chez lesquelles sont rencontrées les plus complexes (Brenrton, 1993).

5 4

Re S

R (e} O
Rg

Figure 04 : Structure de base de coumarine (lgor, 2002).

Les coumarines sont parmi les composés phénoliques les plus connus ; se trouvent
dans de nombreuses especes végétales et posseédent des propriétés tres diverses. lls sont
capables de prévenir la peroxydation des lipides membranaires et de capter les radicaux
hydroxyles, superoxydes et peroxyles (Igor, 2002). lls sont connues par leurs activités
cytotoxiques, antivirales, immunostimulantes, tranquillisantes, vasodilatatrices, hypotensives ;
ils sont également bénéfiques en cas d’affections cutanées (Gonzalez et Estevez, 1997), se
sont des toniques veineux aux propriétés anticoagulantes (au niveau du coeur) (Lucienne,
2010).

Les travaux réalisés par Haba et al., (2004) sur les racines de I’espéce P. scoparius,
ont permis d'isoler deux nouveaux composés isocoumarinique : hydroxy-6 méthoxy-5 propyl-
3. isocoumarine et diméthoxy-5,7 hydroxy-6 propyl-3 isocoumarine. (Vernin et al., 1999
;Veérité, 2004).

11
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11.1.4. Les quinones

Les quinones ou la benzoquinone (CeH40O2), C'est I'un des deux isomeres de la
cyclohexadienedione. L'orthobenzoquinone est la 1,2-dione, alors que la parabenzoquinone,

est la 1,4-dione.

1.2-Benzoquinone 1.4-Benzoquinone

Figure 05 : Structure de base des quinones (Peter et al., 2003).

Ce sont des substances colorées et brillantes, en général rouges, jaunes ou orange et
possédant deux fonctions cétones. On trouve les quinones dans les végeétaux, les
champignons, les bactéries. Les organismes animaux contiennent également des quinones,
comme par exemple la vitamine K, qui est impliquée dans la coagulation du sang. Les
quinones sont utilisées dans les colorants, dans les médicaments et dans les fongicides
(Kansole, 2009). Elles assurent souvent des fonctions biologiques essentielles chez les étre
vivants, en particulier, le transfert des électrons dans les mitochondries et les chloroplastes
(Macheix et al., 2005).

I11.2. Les alcaloides

Les alcaloides sont un groupe de composés azotés et faiblement basiques issus,
principalement, des végétaux. Ils présentent des réactions communes de précipitation. Aprés
extraction, ils sont détectés par des réactions générales de précipitation fondées sur leur
capacité de se combiner avec des métaux. La caractérisation de la présence d'alcaloide peut se
faire par précipitation a l'aide de plusieurs réactifs (Kansole, 2009).

Les propriétés toxiques ou médicamenteuses des alcaloides font, de ce groupe de

métabolites secondaires un intérét particulier. Au niveau du systeme nerveux central, ils

12
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agissent comme dépresseurs (morphine, scopolamine) ou comme stimulants (caféine, etc...).

Certains jouent le role d’anesthésiques locaux (cocaine) (Kansole, 2009).
11.3. Les terpénoides

Les isoprénoides sont des composés issus de la condensation d’unités de base a 5
carbones de type isopréne. On parle également de composés terpéniques ou terpenoides,
I’unité monoterpene correspondant a des molécules a 10 carbones formées a partir de deux

unités isoprénes (Figure 06) (Bruneton, 1999 ; Harbone, 1998).

/
l,\““‘-:r_fu\

Figure 06 : Structure de base de la molécule isopréne (Malecky, 2006).

Ils existent chez toutes les plantes et représentent, de loin, la plus vaste catégorie de
métabolites secondaires, avec plus de 22.000 composés décrits. Le terpénoide le plus simple
est un hydrocarbure, I’isopréne. Ils sont classés en fonction de leurs unités isopréne (Peter et
al, 2003). On dénombre aujourd’hui 600 classes utilisées de nos jours en aromathérapie dont
I’essor s’étend dans le domaine médical et cosmétique (Lucienne, 2010).
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I. Matériels

I.1. Matériel végétal

I.1.1. Récolte de la plante d’étude

La récolte de la plante Pituranthos scoparius (Figure 07) a eu lieu en pleine floraison
au mois d’Octobre, dans la région de kissa, a 10 km de la wilaya de Tébessa.

Figure 07 : Pituranthos scoparius.
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1.1.2. Conservation des échantillons d’étude
Apres la récolte, la partie aérienne de la plante d’étude est nettoyée, éetalée et sechee a
I’abri de la lumiére et de I’humidité. Apres le séchage, le matériel végétal est broyé et conservé
dans des sacs en papier.
1.1.3. Identification de la plante
L’espéce de la plante d’étude a été identifiée par M™ Hayoun Soraya, MAA au

département des étres vivants, faculté des sciences exactes et des sciences de la nature et de la
vie, université Larbi Tebessi, TEBESSA. (Quézel P., Santa S. 1962-1963)

1.2. Matériels destiné a la réalisation de I’extraction

1.2.1. Appareillage

Le tableau ci-apres présente I’appareillage destiné pour I’extraction.

Tableau 02 : Liste d’appareils utilises pour I’extraction.

Appareil Références
Rotavapeur BUCHI R 210
Balance de précision ALS 286 4N
Etuve Memmert
Balance analytique DHAUS Scout SE

1.2.2. Verrerie et autres

- Ampoule a décanter de 1 L.
- Béchers.
- Eprouvettes graduées.

16



- Entonnoirs.

- Flacons en verre.
- Ecouvillons.

- Coton.

- Papier aluminium.
- Papier absorbant.

— Pissettes.

1.2.3. Solvants et solutés

- Ethanol.

- Méthanol.

- Ether de pétrole
- Dichlorométhane.
- Acétate d’éthyle.

- Eau distillée.

MATERIELS ET METHODES

1.3. Matériels destiné a la réalisation de screening phytochimique

1.3.1. Appareillage

Ci-apres la liste d’appareils destinés pour le screening phytochimique.

Tableau 03 : Liste d’appareils utilisés pour le screening phytochimique.

Appareil

Balance analytique
Bain-marie agitatif

Plaque chauffante agitative

Bain de sable

Références
DHAUS Scout SE
GFL 1083

IKA RH basic 2

WITEG CAT D 7813 staufen

17
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1.3.2. Verrerie et autres

- Tubes a vis 16x160mm.

- Fioles jaugées.

- Béchers.

- Eprouvettes graduées.

- Entonnoirs.

- Erlen Meyers.

- Flacons en verre.

- Pipettes en verre de 1 mL.
- Pipettes en plastique de 5 mL.
- Ciristallisoirs.

- Coton.

- Papier aluminium.

- Papier absorbant.

— Pissettes.

1.3.3. Réactifs et autres

- Réactif de Mayer.

- Acide chlorhydrique HCI.
- Acide acétique C2H403.

- Acide acétique glacial.

- Acide sulfurique H2SOa.

- Chlorure ferrique FeCls.

- Chlorure de mercure HgCl>.
- lodure de potassium KI.

- Hydroxyde de sodium NaOH.

1.3.4. Solvants et solutés

- Ethanol.

18
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- Meéthanol.
- Ether de pétrole.
— Chloroforme

— Eau distillée stérile.

1.4. Matériels destiné a la réalisation du dosage de polyphénols totaux

1.4.1. Appareillage

Le dosage des polyphénols totaux nécessite I’appareillage ci-apres.

Tableau 04 : Liste d’appareils utilisés pour le dosage de polyphénols totaux.
Appareil Références

Spectrophotomeétre UV-VISIBLE 1700 PharmaSpec SHIMADZU

Balance de preécision ALS 286 4N
Plaque chauffante agitative IKA RH basic 2
Etuve Memmert
Micropipettes100- 1000uL Laborgerate GmbH
Vortex VWR VV3

1.4.2. Verrerie et autres

Tubes a hémolyse de 5 mL.

- Embouts jaunes et bleus.

- Eprouvettes graduées.

- Entonnoirs.

- Flacons en verre de 50 et 200 mL.

- Spatules.

- Portoirs.

- Pissettes.
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1.4.3. Réactifs et autres
— Réactif de Folin-Ciocalteu.
— Carbonate de sodium Na, CO:s.
- Acide gallique.
1.4. 4.Solvants et solutés
- Ethanol.
- Meéthanol.
— Eau distillée stérile.
- Diméthyle sulfoxyde.
I.5. Matériels destiné a la réalisation de I’étude de I’activité anti oxydante
1.5.1. Appareillage

Ci-apres la liste d’appareils nécessaire pour I’étude de I’activité antioxydante.

Tableau 05 : Liste d’appareils utilisés pour I’étude de I’activité antioxydante.
Appareil Références

Spectrophotometre UV-VISIBLE 1700 PharmaSpec SHIMADZU

Balance de précision ALS 286 4N
Plaque chauffante agitative IKA RH basic 2
Etuve Heraeus Typ 5042
Micropipettes100- 1000uL Laborgerate GmbH
Vortex VWR VV3

Lampe UV
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1.5.2. Verrerie et autres

Tubes a hémolyse de 5 mL.
Embouts jaunes et bleus.
Béchers.

Eprouvettes graduées.
Entonnoirs.

Verre a montre.

Flacons en verre de 200 mL.

Portoirs.
Spatules.
Vaporisateur.
Plaques CCM.
Papier absorbant.

Papier aluminium.

1.5. 3. Réactifs

2.2 diphényl-1 picryl hydrazyl (DPPH).

1.5.4. Solvants et solutés

Ethanol.
Méthanol.

Eau distillée.

Diméthyle sulfoxide DMSO.

Ether de pétrole.
Dichlorométhane.

Ethyle acétate.

21
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1.6. Matériels destiné a la réalisation de I’étude de I’activité antibactérienne

1.6.1. Appareillage

L’étude de I’activité antibactérienne nécessite I’appareillage listé ci-apres.

Tableau 06 : Liste d’appareils utilisés pour I’étude de I’activité antibactérienne.

Appareil Références

Balance de précision ALS 286 4N

Plaque chauffante agitative IKA RH basic 2

Microscope optique OPTICA AXIOM 2000

Etuve DLAB TECH DAIHAN co LTD
Etuve Heraeus Typ 5042

Bec bunzen

Micropipettes100- 1000uL Laborgerate GmbH
Micropipettes 5-50uL SPINREACT A050804

Vortex VWR VV3

1.6.2. Verrerie et autres

Tubes a vis 16x160mm.

- Embouts jaunes et bleus.
- Eprouvettes graduees.

- Entonnoirs.

- Ecouvillons.

- Pipettes Pasteur.

- Boites de Pétri.

- Cristallisoirs.

- Papier aluminium.
22
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- Papier absorbant.

1.6.3. Réactifs et autres

- Tween 20.

- Milieu solide Mueller-Hinton (MH).
- Gélose nutritive.

- Bouillon nutritif (BN).

- Violet de gentiane.

- Lugol.

— Fushine.

1.6.4. Solvants et solutés

— Ethanol.
- Méthanol.
- Eau distillée stérile.

- Eau physiologique stérile
I1. Méthodes
11.1. Extraction des composés phénoliques par les solvants organiques

Le but de cette extraction est de dissoudre sélectivement les composés phénoliques
contenus dans la poudre végétale par des solvants de polarité croissante : éther de pétrole (EP),

dichlorométhane (DM), acétate d’éthyle (AE), méthanol (ME), et I’eau distillée (H.O D)
(Figure 08).
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EP, DM, AE, ME et H20 D,
successivement

Ampoule a décanter

Plante broyée

1 _— Bécher

Macération.
Filtration (papier filtre, coton).

Evaporation du macérat (a I’air libre et par rotavapeur)
Figure 08 : Extraction de P.scoparius par des solvants de polarité croissante.

EP : Ether de pétrole. DM : Dichlorométhane. AE : Acétate d’éthyle. ME : Méthanol.
H20 D : Eau distillée

Une fois les extraits sont obtenus, les rendements correspondants sont déterminés selon

la formule suivante :

Rend t% = Mo X100
endement % =

MO : Masse en gramme de |’extrait brut sec.
M1 : Masse en gramme de la matiére vegétale initiale seche.

11.2. Screening phytochimique

Le screening phytochimique est un premier pas dans la recherche des principes actifs et

de métabolites secondaires d’une plante ou d’un extrait.

24



MATERIELS ET METHODES

11.2.1. Recherche des Stérols et terpénes

En présence de I’acide acétique et de I’acide sulfurique concentré, I’extrait organique
éthéré contenant les stérols et les terpénes donne une couleur violete ou marron devenant grise
(Figure 09) (Bouquet, 1972 ; Solfo, 1973).

5 g de matériel végétal
+

20 mL d’éther de pétrole

Macération pendant 24h
Evaporation dans un bain de sable

Récupération de résidu avec 0,5 mL d’acide acétique et 1 mL d’acide sulfurique concentré

L apparition d’un cercle violet ou marron devenant gris par la suite, indique la
présence des terpenes et des stérols

Figure 09 : Recherche des Stérols et terpénes (Bouquet, 1972 ; Solfo, 1973).
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11.2.2. Recherche des alcaloides

La mise en evidence des alcaloides consiste a la précipitation a I’aide de réactif de
MAYER (Figure 10) (Bouquet, 1972).

5 g de materiel végétal

+
50 mL d’HCl a 1%

Macération pendant 24h
Filtration

Aiout de quelaues gouttes de réactif de Maver

Y T ,

Un précipité blanc indique la présence des alcaloides.

Figure 10 : Recherche des alcaloides (Bouquet, 1972).
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11.2.3. Recherche des cardinolides

En présence de de I’acide acétique glaciale, le chlorure ferrique et I’acide sulfurique
concentre, I’extrait aqueux meélangé avec I’éthanol et le chloroforme, contenant les cardinolides

donne une couleur verte bleue (Figure 11) (Bruneton, 1999).

1 g de matériel végétal
+

20 mL d’eau distillée

Macération pendant 3h

Filtration

10 mL de filtrat + 10 mL du mélange de la solution
chloroforme, éthanol

Evaporation dans un bain de sable

Récupération de résidu avec 3 mL de I’acide acétique glacial, quelques gouttes de Chlorure
Ferrique (FeCls) et ImL d'H2SO4 concentré sur les parois de tube.

L'apparition d'une couleur verte bleue dans la
phase acide indique la présence de
cardinolides.

Figure 11 : Recherche des cardinolides (Bouquet, 1972 ; Solfo, 1973).
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11.2.4. Recherche des saponines

Par agitation, une mousse persistante dont la hauteur est mesurable apparait dans les

solutions de saponines (Figure 12) (Dohou et al., 2003).

5g de matériel végétal

+
50 mL d’eau distillée

Décoction pendant 30 min

Filtration et refroidissement

Introduction de 5 mL de filtrat dans un tube a essai de 16x16

Agitation
L’apparition d’une mousse persistante indique la présence des saponines

Figure 12 : Recherche des saponines (Dohou et al., 2003).
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11.2.5. Recherche des leucoanthocyanes

En présence de NaOH 1N et de HCL concentre, I’apparition d’une couleur rouge

confirme la présence des leucoanthocyanes (Figure 13) (Dohou et al., 2003).

5 g de matériel vegétal

+
50 mL d’eau distillée chaude

!

Infusion pendant 30min

2 mL de I’infusé est introduit dans un tube & essai
+

1 mL de NaOH + 1 mL d’eau distillé + 1 mL de HCI
concentré cette réaction est effectuée au bain marie

L’apparition d’une couleur jaune et rose indique la présence des leucoanthocyanes

Figure 13 : Recherche des leucoanthocynes (Dohou et al., 2003).
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11.2.6. Recherche des flavonoides

En présence de NaOH 1N, de HCL concentre et des coupeaux de magnesium, les

flavonoides donnent des réactions de coloration caractéristique (Figure 14) (Dohou et al.,

2003).

5g de matériel végétal

+
50mL d’eau distillée chaude

!

Infusion pendant 30min

!

2 mL de I’infusé est introduit dans un tube a essai
+1 mL de NaOH + 1 mL d’eau distillé + 1 mL de HCI
concentré +les coupeaux de magnésium

Le changement de la couleur indique la présence des

flavonoides.

Rouge — anthocyanes
Jaune rougeétre — flavones
Rouge a rouge violacé —ypflavonels
Rouge foncé ou

violet ou bleu — flavonones
Jaune —» isoflavones

Figure 14 : Recherche des flavonoides (Dohou et al., 2003).
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11.2.7. Recherche des quinones

En présence de NaOH a 10%, les solutions des quinones présentent une coloration

caractéristique virant du rouge au violet (Figure 15) (Dohou et al., 2003).

5 g de matériel végetal broyé sont humectes de
guelques gouttes de HCI concentré

+
10 mL d'éther de pétrole

Macération pendant 24h
2 mL de filtrat + 2 mL de NaOH a

Agitation

La coloration rouge virant au violet apparait en présence des quinones.

Figure 15 : Recherche des quinones (Dohou et al., 2003).
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11.2.8. Recherche des tannins

En présences de chlorure ferrique a 1%, les extraits méthanoliques tanniques des

colorations bleues noires ou brunes verdatres (Figure 16) (Rizk, 1982).

1,5 g de materiel végetal

+
10mL de méthanol a 80%

Agitation pendant 15
Ajout de quelques gouttes de chlorure ferriqgue FeClsa 1%

En présence de tannins galliques, on En présence de tannins catéchiques, on

observe une coloration bleue noire. observe une coloration brune verdatre.

Figure 16 : Recherche des tannins (Rizk, 1982).

11.3. Détermination du taux des composés phénoliques totaux

11.3.1. Principe

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué par une méthode adaptée par Singleton
et Rossi (1965) avec le réactif de Folin-Ciocalteu (Marian et Fereidoon, 2004).
Le réactif est formé d'acide phosphotungestique Hzs PW 1204 et d'acide phosphomolybdique
H3z PMo12 O4 qui sont réduits, lors de I'oxydation des polyphénols, en oxydes bleus de tungstene.
(Ws O23) et de molybdene (MosQ3), ce qui nous aide a doser les polyphénols dans le visible, a
une longueur d'onde de I'ordre 765 nm.

32



MATERIELS ET METHODES

11.3.2. Mode opératoire

Un volume de 200 pL des solutions des quatre extraits (0,5 mg/mL) de Pituranthos
scoparius, est ajouté a 1 mL de réactif de Folin-Ciocalteu (dilué 10 fois dans I'eau distillée).
Aprés 4 mn, 800 pL de carbonates de sodium (75 g de Na2COs dans 1 litre d'eau distillée) sont
additionnés. Apres agitation, I'ensemble est incubé a I'ombre pendant 2 heures, puis la lecture
est faite a 765 nm par un spectrophotometre UV.

L’acide gallique (00-167 ug/mL) est le standard utilisé pour etablir la courbe d’étalonnage,
a partir de laquelle la concentration des polyphénols totaux des extraits est calculée (Li et al.
2007). Répéter les opérations en triplicata pour deux expériences.

11.3.3. Méthode de calcul
La concentration en composées phénoliques totaux est déterminée en se référent a la
courbe d'étalonnage de I'acide gallique (y = 0,0095 x - 0,0103).

Les résultats sont exprimés en microgramme d’équivalents d’acide gallique par milligramme

d’extrait (ug EAG/mg d’extrait) et selon la moyenne des valeurs obtenues + I’écart type (SD).

11.4. Tests d'activités biologiques
11.4.1. Détermination de I'activitée antioxydante (Test d'activité anti DPPH)
11.4.1.1. Tests par CCM (Chromatographie sur couche mince)
Réduction du radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle : DPPH
Il s’agit de déposer des extraits sur des plagues CCM de gel de silice en aluminium sans
étre développées. Aprés séchage, les plagues CCM sont giclées avec une solution

méthanolique a 2 mg/mL de DPPH. Des activités antiradicalaires apparaissent sous forme de

spots de couleur jaune-blanc sur fond violet (Cavin, 1999).
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11.4.1.2. Test antiradicalaire contre le DPPH mesuré au spectrophotomeétre

11.4.1.2.1. Principe

La réduction du radical libore DPPH par un antioxydant, peut étre suivie par
spectrophotométrie UV-visible, en mesurant la diminution de I’absorbance a 517 nm,
provoquée par la présence des extraits (Wu, 2007). Le DPPH, initialement violet, se décolore
lorsque I’électron célibataire s’apparie :

DPPH + AH — DPPH-H + A
ou AH est un compose capable de céder un H au radical DPPH.

Cette décoloration est représentative de la capacité des extraits a piéger ces radicaux
libres, indépendamment de toutes activités enzymatiques.

Dans ce test, le substrat est un radical stable qui, en réagissant avec une molécule
antioxydante, se transforme en DPPH-H (2,2-diphényl-1-picrylhydrazine) avec perte de son
absorbance caractéristique a 517 nm. Les réactions ont lieu a température ambiante et en milieu
méthanolique, qui permet une bonne solubilisation de la plupart des antioxydants. Ce test est

tres utilisé car il est rapide, facile et non couteux (Figure 17) (Hadbaoui, 2012).

CHy CHy
H\"c CHy H:,C- CHy
v CHs CHy (o
| CaN OsN
14C HaC
v NO, @ NO
0N Anfi-oxidant o
HiC HiC .
CHy CHy |
CHy CHy
Y o HiC
CHy
< DPPH radicdl < Reduced DPPH >

Figure 17 : Forme libre et réduite du DPPH.

(http://www.naturalsolution.co.kr/tech21e.html)

34


http://www.naturalsolution.co.kr/tech21e.html

MATERIELS ET METHODES

11.4.1.2.2. Mode opératoire

La méthode est réalisée par un test antiradicalaire contre le DPPH mesuré au
spectrophotometre selon le protocole de Loo et al., (2008).
Une solution méthanolique de 3 mL de DPPH (0.037 mg/mL) est mise dans un tube a essai sec
et stérile. Par la suite, 100 puL de solutions des extraits sont ajoutés. Le mélange est
vigoureusement agité pendant 30 secondes a lI'aide du vortex. Apres une incubation pendant 30
mn a I'abri de la lumiére et a température ambiante, les absorbances sont mesurées a 517 nm
contre le blanc, qui contient du méthanol, le contréle contient 100 uL de méthanolet 3 mL
de solution DPPH.

Répéter les opérations en duplicata pour deux expériences.
11.4.1.2.3. Méthode de calcul

L’évaluation de I’activité antiradicalaire est exprimée en pourcentage selon la relation
suivante :

Abs 1 — Abs 2

% d'inhibition = ( Abs 1

)XlOO

Abs 1 : Absorbance du controle, Abs 2 : Absorbance de I'extrait.
Les résultats expérimentaux sont exprimés selon la moyenne des valeurs obtenues +
I’écart type (SD).
11.4.2. Détermination de I'activite antibactérienne (diffusion en milieu gélosé)
11.4.2.1. Principe
Les diametres des zones d’inhibition (DZI) ont été déterminés in vitro sur deux

bactéries, selon la méthode de diffusion en milieu solide sur milieu gélose de Mueller-Hinton,
telle que décrite par Kirby-Bauer et al., (1966) et reprise par Kechkar (2008).
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11.4.2.2. Bactéries d'étude

Dans la présente étude, nous avons utilisé deux souches bactériennes fournies par
I'’American Type Culture Collection (ATCC).

11.4.2.2.1. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (Figure 18) nous a été fournies par le
laboratoire de Microbiologie, université Badji Mokhtar, ANNABA. La souche bactérienne
conservée a 4 C° dans des tubes a vis contenant de la gélose nutritive inclinée.

P. aeruginosa ne sera souvent sensible qu'a quelques antibiotiques : ticaracilline avec
acide clavulanique, gentamycine, ciprofloxacine, ceftazidime, et pipéracilline seule ou avec
ajout de tazobactam et acide borique. En 2008, les fluoroguinolones, la gentamycine ou
I'imipénem sont encore efficaces, mais uniquement sur quelques souches bactériennes. P.

aeruginosa est résistant a un grand nombre d'antibiotiques. (Mann et al., 2000).

Figure 18 : Pseudomonas aeruginosa au microscope électronique a balayage (Mann et
al.,2000).
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11.4.2.2.2. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus ATCC 25923 nous a été fourni par Mr MENASRIA Taha, MAA
au département de Biologie Appliquée, Faculté des Sciences Exactes et des Sciences de la
Nature et de la Vie, Universite Larbi Tébessi, TEBESSA.

Staphylococcus aureus est sensible @ de nombreux antibiotiques : oxacilline,
cloxacilline, cotrimoxazole, amoxicilline- acide clavulanique, certaines cephalosporines de
premiere génération, ciprofloxacine (http://www.em-consulte.com/rmr/article/143522.).

Staphylococcus aureus est résistant a un grand nombre d’antibiotiques : les

glycopeptides, vancomycine, teicoplanine, macrolides, quinolones...etc. (Claire, 2008).

Figure 19 : Staphylococcus aureus au microscope électronique a balayage

(https://www.santelog.com/news/infection-plaies-cicatrisation/un-staphylocogue-dore-d-

origine-communautaire-hautement-pathogene 7510 lirelasuite.htm).

11.4.2.3. Coloration de Gram

La pureté des bactéries a été confirmée par la coloration de Gram.

11.4.2.3.1. Principe

La coloration de Gram permet de distinguer les bactéries Gram positif (+) et les bactéries
Gram négatif (-). Elle doit son nom au bactériologiste Danois Hans Christian Gram qui a mis

au point le protocole en 1884. C'est la méthode de coloration la plus utilisée en bactériologie
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médicale. Elle permet de mettre en évidence les propriétés de la paroi bactérienne et d'utiliser
ces propriétés pour les distinguer et les classifier. Son avantage est de donner une information
rapide sur les bactéries présentes dans un produit ou un milieu, tant sur le type que sur la forme
(Beveridge, 1990).

11.4.2.3.2. Mode opératoire

11.4.2.3.2.1. Préparation et fixation du frottis bactétien

Un ensemencement d'une colonie de la souche a analyser, est fait par une goutte d'eau
physiologique stérile, sur une lame de verre propre. Le frottis obtenu est séché a proximité de

la flamme d’un bec Bunsen, puis fixé par des passages rapides de la lame sur la méme flamme.

11.4.2.3.2.2. Coloration

La préparation est recouverte de colorant (bleu de gentiane) et laissée en contact avec
ce dernier pendant 1 mn. Aprés ringage a I’eau de robinet, la lame est recouverte d’une solution
de lugol (1 %) pendant 1 mn, puis décolorée avec de I’éthanol durant 1 mn. Aprés ringage a
I’eau de robinet, la lame est recolorée par la fushine pendant 1 mn. La préparation est de
nouveau lavee a I’eau de robinet, puis sechée entre deux couches de papier buvard. Elle est
finalement recouverte d'une goutte d’huile d’immersion et observée sous microscope optique
au grossissement x 100.

e Les microorganismes Gram (+) apparaissent violets.

e Les microorganismes Gram (-) apparaissent roses.

11.4.2.4. Préparation des inoculums

11.4.2.4.1. Enrichissement

Deux colonies bien séparées et uniformes des especes bactériennes concernées, ont été

prélevées, al'aide d'une anse de platine, pour &tre homogénéisees dans 5 mL de bouillon nutritif
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(25 g de BN dans un litre d'eau distillée stérile), puis portées a I’incubation pendant 18-24 h a
37°C dans I'étuve.

Pour chaque bacteérie préparer trois tubes a vis.

11.4.2.4.2. Préparation de la suspension bactérienne

Pour les souches bactériennes ATCC enrichies dans le BN, dans 5 mL d'eau
physiologique stérile, mettre 500 uL de la suspension bactérienne de 18-24 h présentant une

turbidité élevée.

11.4.2.5. Ensemencement / Test antibactérien

Mettre 13 mL de la gélose MH dans chaque boite de pétri (épaisseur de 5 mm) et laisser
sécher pendant 15 mn a température ambiante de laboratoire, dans la zone stérile du bec bunsen.
A l'aide d'un écouvillon stérile, ensemencer, sous forme de stries serrees, la bactérie d'étude.
Dans le cas de I’ensemencement de plusieurs boites de pétri, il faut recharger I'écouvillon a
chaque fois. Ensuite, inonder la surface de la gélose avec 1 mL de la suspension bactérienne et
laisser pendant 15 mn a température ambiante. Par la suite, éliminer I'excés de la suspension
bactérienne. C’est la méthode d’écouvillonnage plus inondation. L’ensemencement peut étre
réalisé par écouvillonnage seulement.

Creuser trois puits (diamétre 6 mm) dans chaque boite de pétri, a l'aide d'une pipette
pasteur stérile, dans lesquels 15 pL d'extrait d'étude (10 mg/mL) sont introduits. Laisser a
température ambiante, pendant 30-120 min, pour la prédiffusion et incuber pendant 24-48 h a
37°C dans l'étuve.

Les essais ont été effectués en triplicata pour chaque extrait, vis-a-vis d'une bactérie donnée,

pour deux expériences.

Remarque :

La paillasse de travail ainsi que les mains du manipulateur sont nettoyées préalablement

a I’alcool. Quant aux manipulations, elles sont effectuées autour de la flamme de bec Bunsen.
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11.4.2.6. Lecture

L’ apparition d’une zone claire autour des puits (a l'intérieur de laquelle aucune
croissance bactérienne n'est observée), indique I’action antibactérienne de I’extrait de la plante
vis-a-vis la souche bactérienne testée. Les diamétres sont mesurés a l'aide d'une régle graduée.
Les résultats obtenus sont exprimés en millimétre. Les bactéries seront classées selon le
diametre d’inhibition dans I’une des catégories suivantes : résistance, sensibilité limitée,
sensibilité moyenne et trés sensible (Duraffourd et Lapraz, 2002) comme le montre le
Tableau 07.

Tableau 07: Sensibilité et degré d’activité selon le diamétre d’inhibition (Duraffourd et

Lapraz, 2002).

Diamétre du halo d’inhibition (X) Degré de sensibilité des germes Résultat
X <8 mm Résistante -
8mm< X <14 mm Sensibilité limitée +
14 mm < X <20 mm Sensibilité moyenne ++
X >20 mm Tres sensible +++

11.4.2.7. Test de sensibilité aux antibiotiques : antibiogramme
11.4.2.7.1. Principe
Ce test a éte réalisé pour étudier I’antibiogramme standard de souches utilisées et le

comparer avec I’effet de nos extraits bruts. Les disques d’antibiotiques sont déposés a la surface

d'un milieu gélosé, préalablement ensemencé avec une culture pure de la souche a étudier.
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11.4.2.7.2. Mode opératoire

L'antibiogramme est réalisé sur la bactérie sensible a nos extraits d'étude :
Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 et Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Les antibiotiques utilisés pour Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 sont :
Ticaracilline + acide clavulanique 85 pg, Ceftazidime 30 pg, Gentamycine 10 pg, Amikacine30
ug, Colistine 10 pg, Aztreonam 30 pg, Ampicilline 10 pg et Ceftaxime 30 pg.

Les antibiotiques utilisés pour Staphylococcus aureus ATCC 25923 sont :

Amoxiciline 30 pg, Gentamicine 10 pg, Ticarciline 30 pug, Amikacine 30 pg, Cefotaxine 30
pg et Rifampicine 15 pg.

Déposer les disques d'antibiotiques dans des boites de pétri contenant 13 mL de milieu
de MH gelifié, ensemencée avec la bactérie d'étude. Incuber pendant 18-24 h a 37°C dans
I'étuve. Les résultats obtenus sont exprimés en millimétre (diametres des zones d'inhibition).
Les essais ont été effectués en deux expériences pour chaque antibiotique et pour chaque espéce
bactérienne étudiée. Les résultats expérimentaux sont exprimés selon la moyenne des valeurs

obtenues + I’écart type (SD).
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RESULTATS ET DISCUSSION

I. Teneur en eau de la plante d’étude

Le résultat de la teneur en eau est calculé selon I’équation suivante :

poids frais — poids sec
Teneur eneau = - - X 100
poids frais

Teneur en eau = 49.88 %

I1. Obtention des extraits d’étude

Les parties aériennes de la plante Pituranthos scoparius ont été soumises a une
extraction des composés phénoliques. Cette méthode est basée sur la macération de la poudre
vegétale a froid avec des solvants de polarité croissante : éther de pétrole, dichlorométhane,
acetate d’éthyle, méthanol et eau distillée.

Les macérates obtenus sont récuperés, filtrés et évaporés a I’air libre puis au rotavapeur.
Dans I’étape de I’évaporation a I’air libre, I’extrait aqueux a été contaminé. Ainsi, nous
obtenons quatre extraits (E) d’étude : E.EP, E.DM, E.AE et E.ME dont la couleur et I’aspect

sont présentés dans le Tableau 08.

Tableau 08 : Couleur et aspect des extraits d’étude.

Extrait Couleur Aspect
Ether de pétrole Vert foncé Cire
Dichlorométhane Vert foncé Cire
Acétate d’éthyle Vert claire Cire
Méthanol Vert foncé Cire

I11. Rendements des extraits d’étude
D’une maniére générale, les rendements des extraits varient en fonction des parametres

de I’extraction solide-liquide des polyphénols : la température, le solvant d’extraction, la taille

des particules et le coefficient de diffusion du solvant.
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Les rendements des quatre extraits d’étude de P.scoparius sont mentionnés dans la
Figure 20.

6,0 -
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)
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Y
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Extraits

Figure 20 : Rendements en extraits des parties aériennes de Pituranthos scoparius.

E.EP : Extrait éther de pétrole ; E.DM : Extrait dichlorométhane ; E.AE : Extrait acétate
d’éthyle ; E.ME : Extrait méthanolique.

Les résultats obtenus de I’extraction de la matiére vegétale, montrent que I’extrait
méthanolique de P. scoparius présente un fort rendement de I’ordre de 5,2 % suivi par I’extrait
éther de pétrole et I’extrait dichlorométhane araisonde 1,4%et 1,1 %, respectivement et
en dernier lieu un faible rendement de I’extrait d’acétate d’éthyle de I’ordre de 0,3 %. Donc,
nous pouvons dire que le méthanol est le plus efficace et le plus sélectif pour extraire les
polyphénols du Pituranthos scoparius. Cela est da a I'affinité des composés phénoliques aux
solvants polaires.

Le rendement de I’extrait methanolique de la présente étude, est inférieur a celui de
P.chloranthus 11,07% (Seladji, 2015) d’une part, et il est supérieur a celui de I’extrait
hydrométhanolique de P. scoparius (3,5%) étudié par Tahraoui (2014), d’autre part. Signalant
que leurs méthodes d’extraction sont différentes de la nétre.
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IV. Screening phytochimique

Les tests phytochimiques ont été réalisés sur les parties aériennes de Pituranthos
scoparius, en utilisant des solvants de polarité différente et des réactifs spécifiques de
révélation.

Le screening phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence de 5
métabolites secondaire : les saponines, les alcaloides, les flavonoides (flavones), les
térpenoides, les tannins cathéchiques et les cardinolides. En revanche, nous notons une absence
des quinones, des tannins galliques et des leucoanthocynes. Les résultats des tests
phytochimiques sont résumes dans le Tableau 09.

Nos résultats sont similaires a ceux trouvés par Boussaid (2013), Mellouk (2013) et
Tahraoui (2014), sauf que nous avons trouvé des alcaloides en plus des deux premiers travaux
sur P.chlorathus.

Dans le tableau ci-apres nous présentons les résultats du screening phytochimique

réalisé sur les parties aériennes de P.scoparius.

Tableau 09 : Résultats de screening phytochimique des parties aériennes de P.scoparius.

Meétabolites secondaires Résultats
Saponines ++
Alcaloides ++
Flavonoides ++
Terpénoides +
Carnolides i+
Flavones +
Tanins catéchiques +

Tanins gallique -
Quinones -
Leucoanthocyanes -
(+++) : Test fortement positif ; (++) : Test moyennement positif ; (+) : Test faiblement positive ;

(-) : Test négatif.

V. Teneur des polyphénols totaux

La détermination de la teneur en polyphénols totaux des différents extraits de

P.scoparius, a ete réalisée selon la methode utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. L’acide
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gallique a été utilisé comme standard (Figure 21). L absorbance a été lue dans une longueur
d’onde de 765 nm. La quantité des polyphénols totaux (Figure 22) a été rapportée en
microgramme d’équivalent de I’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg
d’extrait) et déterminée par I’équation de type : y = a x +b.

La spectrophotométrie UV/Visible a permis de quantifier le taux des polyphénols
présents dans les extraits de notre plante d’étude.

y =0,0095x - 0,0103
1,8 Rz=0,996
1,6
’ *
1,4 /ﬁ/
g 12 /
£ /
§ 0,8 'S
Q0
< 0,6
04 / /
0,2
0 74“ T T T 1
0 50 100 150 200
Concentration en acide gallique (pg/mL)
Figure 21: Courbe d’étalonnage de I’acide gallique
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Figure 22 : Teneur des polyphénols totaux des quatre extraits issus de P.scoparius (en pg
EAG/mg d'extrait).
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E.EP : Extrait éther de pétrole ; E.DM : Extrait dichlorométhane ; E.AE : Extrait acétate
d’éthyle ; E.ME : Extrait méthanolique.

Comme le montre le diagramme en barre, la teneur en polypheénols totaux dans les
extraits est variable et differe d’un extrait a un autre. Les extraits DM et ME présentent les
teneurs les plus élevées de polyphénols totaux (70,87 et 61,13 ug EAG/mg d'extrait,
respectivement) et sont presque deux fois plus supérieurs que les extraits EP et AE (35,5 et
33,7 ug EAG/mg d'extrait, respectivement).

Nos valeurs sont plus élevées par rapport aux teneurs de polyphénols totaux
déterminées par Tahraoui (2014) et Adida et al. (2015).

Cette méthode de dosage des polyphénols n’est pas trés spécifique, car elle ne donne

pas d’indication sur la nature des composés phénoliques présents dans I’extrait (Tasioula-
Margari et Okogeri, 2001).
En outre, certaines substances, telles que la vitamine C, les caroténoides, les sucres réducteurs
et les acides aminées aromatiques peuvent, en réduisant le complexe phosphotungstique-
phosphomolybdénique, interférer et conduire a une surestimation de la teneur en composés
phénoliques (Obied et al ., 2005).

V1. Détermination de I’activité antioxydante

La surproduction des radicaux libres dans I’organisme et le déficit du systeme de
défense endogene peuvent engendrer de diverses pathologies ; cancer, vieillissement...etc.
Actuellement, la recherche vise a renforcer ces défenses endogénes par des substances
naturelles issues de plantes, qui sont douées des propriétés antiradicalaires. L'intérét croissant
des effets beénéfiques de lI'antioxydant sur la santé, a mené au développement d'un grand nombre
de tests pour déterminer les capacités antioxydantes des extraits naturels. Le test DPPH est
parmi les plus utilisés dans la littérature.

L activité antioxydante des extraits de Pituranthos scoparius vis-a-vis du radical

DPPH a été évaluee par CCM et par spectrophotométrie UV-Visible.

V1.1. Tests par CCM (Chromatographie sur couche mince)

Le test préliminaire de CCM-DPPH a été réalisé sans précision des concentrations des
solutions meres des extraits d’étude et la concentration de spots, déposés sur plaque CCM, a

été estimée étre identique sous lumiére du jour et lumiére UV. Ce test montre que trois extraits
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sur quatre, présentent une activité antioxydante : EME > E.DM> E.EP (par ordre croissant
d’activité) (Figure 23-A).

Dans le deuxieme test CCM-DPPH, une solution mere de (1 mg/mL) a été préparée pour
chaque extrait. 250 pL de solution mére d’extrait ont été déposés sur plaque CCM. Dans ce cas-
14, les résultats montrent que seuls les extraits ME et EP présentent une activité antioxydante :
EP> ME (Figure 23-B).

Donc, le test antiradicalaire contre le DPPH sera réalisé seulement pour les extraits éther

de pétrole et méthanol.

A- Premier test (concentrations non déterminees)

B- Deuxiéme test (concentrations déterminées 1mg/mL dépdt de 250 pl de solutions

d’extraits)
Figure 23 : Résultats de CCM-DPPH

V1.2. Test antiradicalaire contre le DPPH mesuré au spectrophotometre

Dans ce test, les antioxydants réduisent le diphényl picrylhydrazyle ayant une couleur
violette en un composé jaune, le diphényl picryl-hydrazine, dont I’intensité de la coloration est
inversement proportionnelle a la concentration des antioxydants présents dans le milieu (Adida,
2015).

Les résultats de la capacité des extraits ME et EP (5mg/mL) a piéger le radical libre

DPPH, sont exprimés en pourcentage d’inhibition (Figure 24).
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Figure 24 : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH par les extraits EP et ME de

P.scoparius.

Les résultats montrent qu’a une concentration initiale de solution mére de 5 mg/mL,
I’extrait ME présente un pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH presque trois fois plus
important (63,8%) que celui de EP (21,2%).

Le pourcentage d’inhibition de I’extrait ME de la présente étude, est inférieur a celui
de Adida et al. (2015), malgré que les teneurs en polyphénols de nos extraits d’étude sont

beaucoup plus importants.

VI1I. Détermination de I’activité antibactérienne

L activité antibactérienne des quatre extraits de P.scoparius, ont été testées vis-a-vis
de deux bactéries, via la méthode de diffusion sur gélose.
VI1.1. Coloration de Gram

La pureté des deux bactéries qui ont servi pour ces expériences, a été vérifiée par la
coloration de Gram. Leurs caractéres morphologiques sont consignés dans le Tableau 10 et

la Figure 25.
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Tableau 10 : Caracteres morphologiques des bactéries utilisées comme germes-tests.

Nom des bactéries Morphologie Couleur Gram
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Bacille Rose -
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Cocci Violet +

Figure 25 : Pseudomonas aeruginosa au microscope optique.

Nous avons testé la sensibilité de ces bactéries vis-a-vis des extraits de P.scoparius.

VI11.2. Test de sensibilité aux extraits d'étude

Les résultats révelent que les extraits de P.scoparius, exercent un effet antibactérien
considérable sur Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 et Staphylococcus aureus ATCC
25923 (Tableau 11, Figure 26 et 27).

Tableau 11 : Détermination du diamétre de la zone d'inhibition (mm) des quatre extraits de
P.scoparius.

Bactérie d'étude E.EP E. DM E. AE E. ME
Pseudomonas aeruginosa 219+27 144+1,6 18,2+ 0,7 205+2.3
ATCC 27853 (+++) (++) (++) (+++)
Staphylococcus aureus 124+0,5 12+0,0 12,1+0,2 13,7+0,6
ATCC 25923 (+) +) +) +)
(+) : Sensibilité limitée ; (++) : Sensibilité moyenne ; (+++) : Trés sensible.
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Figure 26 : Effet inhibiteur des extraits de P.scoparius sur Pseudomonas aeruginosa ATCC

27853.

E.EP : Extrait éther de pétrole ; E.DM : Extrait dichlorométhane ; E.AE : Extrait acétate
d’ethyle ; E.ME : Extrait methanolique.

Figure 27 : Effet inhibiteur des extraits de P.scoparius sur Staphylococcus aureus ATCC
25923.
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E.EP : Extrait éther de pétrole ; E.DM : Extrait dichlorométhane ; E.AE : Extrait acétate
d’ethyle ; E.ME : Extrait méthanolique.
Les résultats obtenus montrent que I’effet inhibiteur de la croissance bactérienne n’est

pas le méme pour les quatre extraits de la plante d’étude. Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 présente une hyper sensibilité vis-a-vis des extraits ME et EP de P.scoparius, alors que
sa sensibilité est moyenne vis-a-vis des extraits DM et AE. Quant a Staphylococcus aureus

ATCC 25923, il présente une sensibilité limitée vis-a-vis des quatre extraits de P.scoparius.

VI1.3. Test de sensibilité aux antibiotiques : antibiogramme

L antibiogramme consiste a rechercher la sensibilité des souches vis-a-vis des
antibiotiques (Figure 28 et 29).
Les Tableaux 12, 13 reportent les valeurs (mm) des diameétres des zones d’inhibitions des
antibiotiques rapportés sensibles pour Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 et
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Figure 28 : Effet inhibiteur des antibiotiques sur Pseudomonas aeruginosa.ATCC 27853
(Abidat et Mebarki, 2015).

Figure 29 : Effet inhibiteur des antibiotiques sur Staphylococcus aureus ATCC 25923.
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Tableau 12 : Antibiogramme de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (Abidat et
Mebarki, 2015).

Zones d’inhibition (mm)

GNT AMI TCC CS ATM AMP CTX CAZ
Pseudomonas 154+ 0.00 22.25+ 0.35 27540.35 | 1340.00 30+0.00 15.13+£0.18 30+0.00 2440.00
aerug inosa (++) (+++) (+++) +) (+++) (++) (+++) (++)
ATCC 27853
(+) : Sensibilité limitée ; (++) : Sensibilité moyenne ; (+++) : Trés sensible.
GNT : Gentamycine ; AMI : Amikacine ; TCC : Ticaracilline + acide clavulanique ; CS :
Colistine ; ATM : Aztreonam ; AMP : Ampicilline ; CTX : Ceftaxime ; CAZ : Ceftazidime.
Tableau 13 : Antibiogramme de Staphylococcus aureus ATCC 25923.
Zones d’inhibition (mm)
GNT AUG TC AMI CTX RIF
Staphylococcus 20.75+1.06 = 16.29+0.77  10.7+0.42 20.9+0.14 20.06£15 = 12.37 +0.05
aureus (+++) (++) (+) (+++) (+++) (+)

ATCC 25923
(+) : Sensibilité limitée ; (++) : Sensibilité moyenne ; (+++) : Trés sensible.

GNT : Gentamycine ; AUG : Amoxiciline ; TC : Ticaracilline ; AMI : Amikacine ;
CTX: Ceftaxime ; RIF : Rifampicine.

Nos résultats montrent que les extraits de P.scoparius, possedent un effet inhibiteur
considérable sur Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 et un effet limité sur Staphylococcus
aureus  ATCC 25923.

Par comparaison de nos résultats a I’antibiogramme, nous avons trouvé que les effets
antibactériens des extraits ME et EP vis-a-vis de Pseudomonas aeroginosa ATCC 27833, sont
d’une part, semblables a ceux d’Amikacine, Ticaracilline+ acide clavulanique, Aztreonam et
Ceftaxime et, d’autre part, sont plus meilleurs que ceux de Gentamicyne, Colistine, Ampicilline
et Ceftazidime. Quant aux extraits DM et AE, leurs effets antibactériennes vis-a-vis de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 sont, d’une part, comparables a ceux de Gentamycine,
Ampicilline, et Ceftazidime et, d’autre part, sont plus meilleurs que la Colistine mais ils

demeurent moins efficaces que les antibiotiques restants.
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L’effet inhibiteur des quatre extraits de P.scoparius vis-a-vis de Staphylococcus aureus
ATCC 25923 est, d’une part, comparable a celui de Ticaracilline et Rifampicine et, d’autre part,
demeure moins efficace que les antibiotiques restants.

L’effet antibactérien de I’extrait méthanolique de la présente étude (20,5 £ 2,3 mm) est
supérieur a celui de I’extrait hydrométhanolique de P.scoparius (10,3 + 1,15 mm) étudié par
Adida et al. (2014).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les plantes aromatiques et médicinales sont la source de la majorité des antioxydants

naturels et elles restent encore sous exploitées dans le domaine médical. Dans I’industrie

pharmaceutique, le développement de nouveaux médicaments a base d’antioxydants d’origine

naturelle doit étre a I’ordre du jour.

Notre étude a été axée sur I’évaluation de ['activité antioxydante et antibactérienne

des extraits de la partie aérienne de Pituranthos scoparius aprés avoir réalisé le screening

phytochimique et dosé les composés phénoliques.

La synthese de nos résultats nous a permis de conclure :

>

Le rendement le plus important se retrouve au niveau de I'extrait méthanolique avec
une valeur de 5,2%.

La présence des saponines, des alcaloides, des flavonoides, des térpenoides, des
tannins cathéchiques et des cardinolides.

La quantification des composés phénoliques, montre que les teneurs correspondantes
aux extraits d’études varient entre 33,8 et 70,9 ug EAG/mg d’extrait.

Le pouvoir antioxydant, évalué par le test DPPH, révéle que I’extrait méthanolique
présente le pourcentage d’inhibition le plus important (63,8%).

L'activité antibactérienne, évaluée par la méthode de diffusion sur gélose, revéle que
les deux souches bactériennes testées sont sensibles aux quatre extraits de Pituranthos

scoparius.

Tous ces résultats, obtenus in vitro, ne sont qu'un début dans la recherche des molécules

bioactives de notre plante P.scoparius. Pour cela, nous pourrons envisager d'autres

perspectives, a savoir :

» Approfondir les études sur d’autres activités biologiques afin d’envisager la
formulation d’un médicament traditionnel amélioré dans le futur.
» Elargir le panel des activités antioxydantes et antimicrobiennes in vitro et in

Vivo.
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