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Introduction

u cours des ages, ’homme a pu compter sur la nature pour subvenir a ses besoins de

base : nourriture, abris, vétements et également pour ses besoins médicaux.
L’utilisation thérapeutique des plantes pour le traitement de toutes les maladies de
I’homme est trés ancienne et évolue avec I’histoire de I’humanité. Bien qu’une grande
partie du XXeme siecle ait été consacrée a la mise au point de molécules de synthese, la
recherche de nouveaux agents pharmacologiques actifs via le screening de sources
naturelles a conduit a la découverte d’un grand nombre de médicaments utiles qui
commencent & jouer un rble majeur dans le traitement de nombreuses maladies
humaines (Svoboda et Svoboda, 2000).

La médecine douce, particulierement la phytothérapie, connaissent un succes
considérable dans nombreuses régions d’Afrique, d’Asie et d’Europe. Des enquétes
récentes révelent que 3 a 5% des patients des pays occidentaux (OMS, 2002), 80% des
populations rurales des pays en développement et 85% des populations au sud du Sahara
utilisent les plantes médicinales comme principal traitement (Najjaa et al., 2011).

Dans le domaine des anti-infectieux, la découverte de nouvelles substances est le
but de I'homme depuis toujours, car la cause principale des déces autrefois était les
maladies infectieuses, malgreé les excellentes défenses contre I'infection dont est pourvu le
corps humain (Stanier et al., 1966). Lorsque la penicillothérapie fut pratiquée pour la
premiére fois, I'nomme a cru avoir gagné la bataille contre les bactéries pathogenes.

Cependant avec l'apparition des bactéries pénicillinorésistantes il a eu I'impression
de régression, et avec I'extraction et la synthése de nouveaux antibiotiques assez puissants,
la peur se dispersa devant la volonté humaine de vaincre (Hamza, 1993). Mais comme tout
médicament, les antibiotiques ne sont pas totalement inoffensifs pour l'organisme et
peuvent provoquer, en plus de leur action antibactérienne, un certain nombre d'effets
indésirables (Berche et al., 1989). Ces antibiotiques, qui ont sauvé des vies et soulagé des
souffrances de millions de personnes durant des années et jusqu'a ce jour, sont menaces
aussi par lI'apparition et la propagation des germes multirésistants [9].

Pour cela, le retour vers le naturel est devenu indispensable et doit suivre certaines
conditions en vue de son utilisation dans le monde vaste des anti-infectieux, qui s'élargit
d'un jour a l'autre avec des substances plus puissantes, plus toxiques et plus colteuses. La
condition principale pour ce regain, est une étude scientifique rigoureuse et rationnelle de

I'activité antimicrobienne des différents extraits naturels.




Introduction

Depuis des siécles, les especes d'Allium ont acquis, dans de nombreuses
civilisations, la réputation de formidables agents prophylactiques et thérapeutiques. L'ail
était bon pour tout, et plutét que de dresser une liste fastidieuse de ses vertus, le plus

simple serait d'énumerer ce qu'il ne contribue pas a guérir (Agnes et Mellouki, 1996).

Dans ce contexte s’inscrit le présent travail dont le but principal est d’évalué ’activité
antibactérienne de I’extrait méthanolique d’Allium sativum L, une plante largement utilisée
en medecine traditionnelle en Algérie.

La présente étude a pour objectif d’extraire les molécules bioactives, avec
I’évaluation de la teneur en polyphénols totaux et en flavonoides, comme elle vise a tester
I’activité antimicrobienne de 1’extrait méthanolique des bulbes d’ail sur la croissance in

vitro de certains des germes impliqués dans les pathologies.

Notre travail a été divisé en deux parties ; nous abonderons dans une premiere partie une
étude bibliographique qui regroupe trois chapitres dont le premier concerne les métabolites
secondaires avec description détaillée de la plante étudiée. Alors que le troisieme chapitre

traite le monde microbien.

La deuxiéme partie décrit le matériel et les méthodes utilisées dans ce travail et qui porte
sur :
v' Le screening phytochimique des métabolites secondaires existant dans les bulbes de
la plante ;

v" La préparation de I’extrait méthanolique de I’ail ;

(\

Le dosage des phénols totaux, et des flavonoides,

v" Une évaluation de I’activité antimicrobienne de I’extrait de cette plante, par la
technique de diffusion en milieu solide (I’aromatogramme) et estimation de la
concentration minimale inhibitrice (CMI) et bactéricide (CMB).

Cet apercu expérimental est suivi par la citation des principaux résultats et leurs

interprétations.
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Chapitre | Généralités sur les plantes médicinales

I.1 La phytothérapie

On appelle phytothérapie, la thérapeutique par les plantes (du grec phyto= plante et
therapeia= soin) (Roux et Catier, 2007).

La phytothérapie utilise les plantes médicinales ou, mieux, des parties de plantes
qu’on appelle « drogue », pour guérir ou prévenir les maladies ; c’est une thérapeutique
utilisée par les peuples du monde entier depuis 1’origine de I’humanité. Les scientifiques y

recherchent et y trouvent toujours des molécules actives (Bernard, 2012).

Cette derniere contribue effectivement au bon équilibre d’un organisme
momentanément affaibli, en stimulant ses défenses immunitaires naturelles, sans aucune
crainte d’effets secondaires si le protocole de soins est correctement mené. Bien choisies,
utilisées par des professionnels, les plantes médicinales guérissent ou contribuent a guérir,
parfois méme trés rapidement, des affections courantes et parfois chroniques (arthrose,
rhumatismes, infections urinaires, troubles circulatoires, certaines tumeurs, fatigue du vieil
age...) ou tout au moins récidivantes (rhume des foins, conjonctivites, troubles digestifs...)

(B-Morin, 2008).

L’efficacit¢ des médicaments de phytothérapie repose avant tout sur le choix des
plantes qui entrent dans leur composition. Ces plantes rigoureusement contrblées,
subissent une analyse systématique de bactériologie, de radioactivité, de pesticide, ce qui
assure la garantie de la prise au sérieux de la santé des patients concernés, humains ou
animaux (B-Morin, 2008).

Le patient, en recevant la plante sous toutes ses formes, notamment sous forme de
tisane (infusés, décoctés..), poudre, suspension, réceptionne en réalité les molécules actives

appelées principes actifs ( Boukhobza et Goetz, 2014).
1.1.1 Définition des plantes médicinales

Les plantes médicinales sont définies par la pharmacopée comme des plantes dont
au moins une partie possede des proprietés médicamenteuses. Plus précisément, une parie
de plante ou la plante entiere est explicitement désignée comme pouvant étre utilisée en
thérapeutique, et est appelée «drogue vegétale» (Gazengel, 2013). On appelle drogue
végétale tout matériel végétale utilisé en thérapeutique et n’ayant encore subi aucune
préparation pharmaceutique. La drogue peut étre : la plante entiere, une partie de la plante

(feuille, racine...), un suc (sécretion élaborée par la plante) (Roux et Catier, 2007).
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1.2 Les métabolites secondaires

Chez les plantes, il existe un métabolisme secondaire, ¢’est une exclusivité¢ du
monde végétal. Ces produits, a structure chimique souvent complexe, sont tres dispersés et

trés différents selon les espéces (Cuendet, 1999).

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées
et accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes. En général, les termes,
métabolites secondaires, Xénobiotiques, facteurs antinutritionnels, sont utilisés pour

déterminés ce groupe (Attou, 2010).

Il existe plus de 200 000 métabolites secondaires classés selon leur appartenance
chimique en I’occurrence, les terpenes, les alcaloides, les composés acétyléniques, les
cires, et les composés phénoliques (Cuendet, 1999 ; Vermerris, 2006). lls sont divisés
principalement en trois grandes familles: Les polyphénols, les terpenes, les alcaloides
(Abderrazak et Joél, 2007). Les métabolites secondaires sont reconnus par leurs activités
biologiques nombreuses qui comprennent des activités antibactériennes, anticancéreuses,
antifongiques, analgesiques, anti-inflammatoires, diurétiques  gastro-intestinales,
antioxydantes.... (Harborne, 1989; Akroum, 2011).

1.2.1 Les polyphénols

Les composés phénoliques sont une vaste classe de substances organiques cycliques
trés variées, d’origine secondaire qui dérivent du phénol (C¢HsOH) (Attou, 2011). lls
constituent un des groupes le plus nombreux et largement distribué des substances dans le
royaume des végétaux avec plus de 8000 structures phénoliques présents dans tous les

organes de la plante (racines, feuilles, fruits et I’écorce) ( Lugasi et al., 2003).

Les composés phénoligues sont des molécules hydrosolubles présentes dans tous
les végétaux. lls ont divers effets sur la physiologie végétale de par leurs actions
antibactériennes et antifongiques. Ils participent a la pigmentation des fleurs, des légumes

et de quelques fruits (raisins, agrumes, etc...) (Milane, 2004).

Les principales classes de composants phénoliques sont: les acides phénoliques
(acide caféique, acide hydroxycinnamique, acide chlorogénique), les flavonoides qui
représentent plus de la moitié des polyphénols, les tanins, et les coumarines (Boudjouref,
2011).




Chapitre | Généralités sur les plantes médicinales

1.2.2 Les flavonoides

Le terme « flavonoide » est d0 a leur couleur jaune (= flavus en latin) qu’ils
engendrent (Wilson, 1987). il désigne une trés large gamme de composés naturels
appartenant a la famille des polyphénols (Seyoum et al., 2006), ils sont considérés comme
des pigments quasiment universels des végétaux, souvent responsables de la coloration des
fleurs, des fruits et parfois des feuilles. A 1’état naturel, les flavonoides se trouvent le plus
souvent sous forme d’hétérosides (Ghestem et al., 2001). lls possedent une large
répartition dans le monde végétal, ils sont distribués dans les racines, tiges, feuilles,

graines, écorce et les fleurs des plantes...cetc (Medic et al., 2003).

De nos jours, les propriétés des flavonoides sont largement étudiées dans le
domaine médical ou on leur reconnait des activités antivirales, anti-tumorales, anti-
inflammatoires, antiallergiques, antioxydantes et anti-cancéreuses (Middleton et
Kardasnami, 1993).

1.2.3 Les tanins

Ce sont des substances d'origine organique que I'on trouve dans pratiquement tous
les végétaux, et dans toutes leurs parties (écorces, racines, feuilles, etc.) (Liang-Liang et
al., 2010). Leur structure complexe est formée d'unités répetitives monomériques qui

varient par leurs centres asymétriques, leur degré d’oxydation (Hemingway, 1992).

On distingue habituellement chez les végétaux supérieurs, deux groupes de tanins
différents par leur structure aussi bien que par leur origine biogénétiques: Les tanins

hydrolysables et les tanins condensés (Bruneton, 1999).

Les tanins ont la propriété de précipiter les protéines (fongiques ou virales) et les
métaux lourds. lls favorisent la régénération des tissus et la régulation de la circulation

veineuse, tonifient la peau dans le cas des rides (Kansole, 2009).
1.2.4 Les coumarines

Les coumarines 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 (Belyagoubi, 2011).

Elles se trouvent dans toutes les parties de la plante et notamment dans les fruits et
les huiles essentielles des graines. Elles sont capables de prévenir la peroxydation des
lipides membranaires et de capter les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles
(Boukri, 2014).
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Les coumarines sont connues par leurs activités cytotoxiques, antivirales,
immunostimulantes, tranquillisantes, vasodilatatrices, anticoagulantes (au niveau du cceur),
hypotensives ; elles sont également bénéfiques en cas d’affections cutanées (Gonzalez et
Estevez-Braun, 1997).

1.2.5 Les saponines

Le nom saponine dérive du mot latin «sapo», qui signifie savon, parce que ces
composés moussent une fois agités avec de 1’eau. Ils se composent d’aglycones non
polaires liés & un ou plusieurs sucres. Cette combinaison d’éléments structuraux polaires et

non polaires explique leur comportement moussant en solution aqueuse (Muanda, 2010).

Les saponines sont des glycosides a poids moléculaire élevé, regroupant un
ensemble complexe et chimiquement tres diversifié de molécules triterpéniques ou
stéroides. Elles se composent d’une fraction aglycone hydrophobe (un noyau stéroidique
ou triterpénique) liée a une chaine mono ou polysaccharidique hydrophile (Wallace,
2004).

1.2.6 Les Alcaloides

Un alcaloide est une substance organique azotée d’origine végétale a caractére

alcalin et présentant une structure moléculaire hétérocyclique complexe (Badiaga, 2011).

Chez de nombreuses plantes, les alcaloides se localisent dans les pieces florales, les
fruits ou les graines, ces substances sont trouvées concentrées dans les vacuoles (Krief,
2003). Ce sont des composes relativement stables qui sont stockés dans les plantes en tant

que produits de différentes voies biosynthétiques (Judd et al., 2002 ; Kansole, 2009).

La plupart des alcaloides sont dérivés des acides aminés tels que le tryptophane,
L’ornithine, la lysine, I’asparate, ’anthranilate, la phénylalanine et la tyrosine. Ces acides

aminés sont décarboxylés en amines et couplées a d’autres squelettes carbonés (Boukri,

2014).

Ils sont caractérisés par une solubilité faible dans I’eau, facilement soluble dans
I’alcool et peuvent donner des colorations spécifiques avec certains réactifs (réactifs de
Mayer, de Dragendorf, de Wasicky, de Bouchardat) (Kansole, 2009).

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

métabolites secondaires un intérét particulier. Au niveau du systéme nerveux central ils
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agissent comme dépresseurs (morphine, scopolamine) ou comme stimulants (caféine,
strychnine,...) (Badiaga, 2011).

1.2.7 Les isoprénoides (Stéroides et Terpénoides)

Les terpénoides constituent sans doute le plus vaste ensemble connu des
métabolites secondaires des végétaux, ce sont des molécules polyéniques qu’on trouve
également dans le régne animal. lls sont trouvés dans tous les organes végétaux : fleurs,

feuilles, rhizomes, écorces et fruits ou graines (Touafek, 2010).

Les terpenoides donnent naissance a de trés nombreux metabolites secondaires,
mais participe également a la synthése de composés comme le [-carotene, les

chlorophylles, I'ubiquinone ou la plastoquinone (Harbone, 1998).

Les terpenes non cycliques sont en grande partie responsables de lI'odeur suave des
plantes et des fleurs et dont quelques-unes sont employées en parfumerie. Ces substances
possedent aussi des propriétés pharmaco-dynamiques tres variées, en relation avec les
difféerentes fonctions liées au squelette terpénique. Exemples : Azulene (anti-

inflammatoire), géraniol, linalol, cinéol (antiseptique), ascaridol (vermifuge) (Touafek,

2010).

I. 3 Activité antimicrobienne des extraits des plantes

Si la découverte et I’utilisation des antibiotiques ont été a 1’origine des plus grands
succes de la médecine, aujourd’hui, I’émergence et la diffusion des bactéries multi-
résistantes dans les populations humaines sont devenues des problémes de santé publique
tres préoccupants (Toty et al., 2013).

La progression de la multi-résistance et I’absence de réelles perspectives de
découverte de nouveaux antibiotiques dans les années a venir, nous a conduits a étudier
I’efficacité des plantes a vertus thérapeutiques afin d’en isoler les principes actifs. (Toty et
al., 2013).

Ces derniers doivent posséder une efficacité plus importante que les drogues synthétiques
d’une part et bien accepté par 1’organisme d’autre part (sans exercer des effets délétéres sur

la santé humaine) (Garcia-Ruiz et al., 2008 ).

Beaucoup de groupes de recherches ont étudi¢ Dactivité antimicrobienne des
extraits de plantes medicinales telles que fennel (Foeniculum vulgare), peppermint

(Mentha piperita), thyme (Thymus vulgaris), ils ont trouvé que ces extraits sont actifs non

7
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seulement contre les bactéries mais aussi contre les champignons, les levures et les virus
(Jurgen et al., 2009).

1.4 Activité antimicrobienne des polyphénols

La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur 1’usage des
antibiotiques. La prescription a grande échelle et parfois inappropriée de ces agents peut
entrainer la sélection de souches multi-résistantes d’ou I’importance d’orienter les
recherches vers la découverte de nouvelles voies qui constituent une source d’inspiration

de nouveaux médicaments a base des plantes (Billing et Sherman, 1998).

De nombreuses études in vitro menées sur les composes phénoliques les ont
confirmés comme agents antimicrobiens contre un grand nombre de microorganismes

pathogénes, avec des spectres d'activités variables (Scalbert, 1999).

Les polyphénols sont doués d'activités antimicrobiennes importantes et diverses,
probablement di a leurs diversités structurales. Les sites et le nombre des groupes
hydroxyles sur les groupes phénoliques sont supposes étre reliés a leur relative toxicité
envers les microorganismes, avec 1’évidence que le taux d’hydroxylation est directement

proportionnel a la toxicité (Cowan, 1999).

Parmi les composés phénoliques, les flavonoides avec leurs différentes classes dont
les plus importantes sont : les flavones, flavonols, flavonones, flavonones 3-oles, flavanes-

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

-en se complexant avec des composants des parois avec inhibition de la croissance

microbienne.
- en perturbant leurs métabolismes énergétiques.

D'autre part, les tanins sont largement connus par leurs propriétés inhibitrices des
microorganismes et des enzymes grace a leur pouvoir a former des complexes stables avec
les protéines et en les précipitant. 1ls exercent une activité antibactérienne par interaction
avec la membrane cellulaire qui induit un changement morphologique de la bactérie, en
inhibant l'activité des protéases, des protéines de transport et des adhésines (Djenadi,
2011).
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I1.1.Description de la plante

D’un point de vue botanique, la plante que nous connaissons sous le nom d’ail est
en réalité une des trois cents especes du genre Allium. Son nom complet est I’ail cultivé, de

son nom scientifique Allium sativum (Bock, 2000-2009).

Il s’agit d’une plante herbacée, vivace, glabre de la famille des Alliaceae
(anciennement classée sous les Liliaceae) pouvant atteindre 25-90 cm ; le bulbe solitaire,
déprimé globuleux a ovoide, atteignant 7 cm de diameétre, blanc a violacé, il est formé de
caieux « les gousses » a tunique membraneuse, insérés sur un plateau aplati, entourés d’une
tunique protectrice, blanches, mauves, rouges ou violettes selon les variétés ; la tige est
cylindrique, feuillée jusqu’au milieu, avec des racines adventives en dessous , enroulée en
cercle avant la floraison ; les feuilles sont linéaires, engainantes planes, lisses , & ombelles
globuleuses de fleurs blanches ou rougeatres entourées d’une longue spathe caduque

terminée en pointe tres longues (Grubben, 2004).

L’odeur est faible et se développe (forte et soufrée) deés que les tissus sont 1€sés

(Grubben, 2004).

Allium sativum, L

Figure.01: Allium Sativum L [4,11].
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11.2 Origine et distribution

L’ail est sans doute I’un des 1égumes les plus anciennement cultivés par I’homme

qui 'utilisait autant pour son alimentation que pour sa santé¢ (Bachmann, 2008).

On considére que ce dernier est originaire d’Asie centrale (Kazakhstan,
Ouzbekistan et ouest de la Chine). Cela a été confirmé par des analyses phylogénétiques
basées sur des marqueurs moléculaires et biochimiques, qui indiquent également un centre

secondaire de diversité dans le Caucase (Grubben, 2004).

Son expansion aurait débuté il y a plus de 5000 ans. Sa capacité a étre cultivé aussi
bien dans un climat tempéré que dans un climat chaud a joué un réle majeur dans cet essor.
Il aurait été introduit en Chine par les tribus nomades et se serait propagé jusqu’en Asie du
sud-est.

Vers 2000 ans avant J.-C., il traversa le Moyen-Orient et atteignit I’Egypte, ou
marchands et nomades contribucrent a le répandre dans le sud de 1I’Europe. Les phéniciens
le transportérent plus au nord en Europe méridionale. Les Romains I’introduisirent en
Europe de I’ouest dans les provinces qu’ils conquirent, dont la Grande-Bretagne. Plus tard,
I’ail voyagea sur les mers du globe emporté par les Vikings. C’est lors de la découverte
du nouveau continent par Christophe Colomb, que I’ail arriva en Amérique. Il s’étendit
ensuite au sud et au nord, aprés une période d’acclimatation. Ce sont les écrits qui ont
permis de reconstituer son expansion et son utilisation par les diverses civilisations. L’ail
est mentionné sur des papyrus égyptiens, dans les écrits védiques (textes religieux d’Inde

orientale, considérés comme sacrés dans 1’Indouisme) ou dans la thora [7, 10].

I est aujourd’hui cultivé dans les deux hémisphéres, de I’équateur a des latitudes
de 50°, mais est surtout apprécié en chine, dans la méditerranée et en Amérique latine
(Grubben, 2004).

1.3 Classification et diversité

Allium sativum est une plante monocotylédone appartenant a 1’ordre des Liliales :
groupe de plantes en majorité herbacées, a organes souterrains persistants (bulbe,
rhizomes) et a fleurs trimeres. Selon certains auteurs, cet ordre comporte deux a dix-sept
familles dont la plus représentative du point de vue systématique, numérique et
économique et sans doute celle des Liliacées renfermant 1’ail et I’oignon. La systématique

d’Allium sativum est ainsi résumee dans le Tableau (01) (Saida, 2012).
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Tableau.01 : Situation botanique de 1’espece Allium sativum L (Goetz et Ghédira, 2004).

Régne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Embranchement Magnoliophyta
Sous-embranchement Magnoliophytina
Classe Liliopsida
Sous-classe Liliidae
Ordre Liliales (asparagales)
Famille Aliaceae (ex Liliaceae)
Genre Allium
Espece Allium sativum L

o Varieté

Il n’existe pas une variété¢ d’ail, mais plusieurs dizaines. Elles se distinguent par leur
saison de récolte, la couleur et la grosseur de leurs bulbes, leur saveur, leur durée de

conservation. ..

On distingue principalement deux sous-especes d’ail, en fonction de la saison ou les

plants sont mis en terre :

-L’ail d’automne, planté a ’automne et récolté au début de 1’été. Il est principalement
originaire du sud de la France. Il se présente sous formes de gros bulbes (100 a 130 g). On
trouve dans cette famille de 1’ail violet (qui est trés précoce) et 1’ail blanc (Lefief-
Delcourt, 2012).

-L’ail de printemps, planté a la fin de ’hiver ou au tout début du printemps, et récolté
dans le courant du mois de juillet. Sa téte est plus petite que celle de 1’ail d’automne mais il
se conserve plus longtemps. Il s’agit de 1’ail rose. Cette couleur est celle de la peau qui

recouvre les gousses (Lefief-Delcourt, 2012).
11.4 Condition de culture et récolte

La culture de I’ail se fait dans une large gamme de sols, mais préférablement des
sols légers, bien drainés, riches en matiére organique et en calcaire qui possedent une
bonne capacité a retenir les éléments nutritifs ainsi que 1’humidité. Les sols lourds ne sont
pas recommandés puisqu’ils ont tendance a durcir lors des périodes seéches et a limiter

I’expansion des bulbes qui prennent une forme irréguliére [5]. La grosseur des bulbes est

11
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directement liée a la croissance végétative de la plante : plus la tige sera grande et
développée avant I’initiation du développement du bulbe et des gousses, plus les
rendements seront élevés [6]. Le pH idéal se situe entre 6,5 et 7,0 et le chaulage doit étre
ajusté avant la plantation. Les caieux peuvent tolérer des gels allant jusqu’a -18° C mais il
est important que 1’endroit de la plantation bénéficie d’une bonne couverture de neige pour

assurer un bon taux de survie [5].

L’ail est trés sensible a I’acidité du sol et a la toxicité aluminique, conditions qui
peuvent étre améliorées par 1’application de calcaire finement broyé dans le sillon de

plantation, a raison de 2 t/ha dans des sols a des pH <6 (Grubben, 2004).
e Récolte

Quelque soit la période de plantation (automne ou printemps), la récolte a lieu de juillet
a aoQt, quand les feuilles commencent a jaunir et se dessécher, soit 100-120 jours apres
plantation, selon les cultivars et les conditions de culture ; en altitude, 1’ail peut demander
150 jours pour atteindre sa maturité. Si les tuniques protectrices des bulbes ne sont pas tout
a fait seches a la récolte, on les séchera au champ. Il faudra le conserver dans un endroit

sec et a I’abri de la lumiére pour éviter qu’il ne germe (Grubben, 2004).

Figure.02: Récolte de I’ail [2].
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11.5 Composition chimique

Les constituants les plus représentatifs sont les composés sulfurés primaires (S-
alkyl-L-cystéine sulfixides) incluant I’alliine et les peptides r-glutamylcyctéine (Amagase
et al., 2001).

O NH,
I
S

/\/ | / CO.H

a) alliin

H,C

Figure.03 : structure chimique de 1’ Alliine (O'Gara et al., 2000).
e L’alliine

L’alliine ou sulfoxyde de S-allyle-L-(+)-cystéine est un composant inodore et
représente environ 24% du poids total du bulbe. Lorsque les tissus sont coupés ou broyes,
elle est dégradée par une enzyme, I’alliinase (= S-alkyl-L-cystéine sulfoxyde lyase), en
acide pyruvique et acide-2-propénesulfénique, ce dernier étant aussitét transformé en
allicine (0.3% de la masse fraiche) composant principale du gout de 1’ail cru. L’allicine est
elle aussi instable, en particulier a la cuisson et se convertit en disuflure de diallyle,
composant principal du gout de I’ail cuit. L’oxydation de I’air de I’alliicine conduit au 1.7-
dithiaocta—4,5diene, connu sous le nom de disulfure de diallyl : c’est le constituant

majoritaire de 1’ «essence» d’ail (Bruneton, 2009).
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Figure.04 : Métabolisme de 1’Alliine (Majewski, 2014).
e Les peptides *-glutamylcyctéine :

Un bulbe contient en moyenne plus de 0.9% de r-glutamylcyctéine. Ces peptides
constituent une famille de plusieurs dérivés tels que le r-glutamyl-S-allylcystéine (GSAC),
le »-glutamyl-S-methylcycteine (GSMC) et le r-glutamyl-S- propylcyctéine (GSPC). Ces
peptides sont des intermédiaires de biosynthése pour les cyctéines sulfoxides

correspondants (Saida, 2012).

Outre les composés organosoufrés, 1’ail contient des glucosides stéroidiens, des
lectines, des prostaglandines, des fructanes, des saponosides ( hétérosides de furostanols :
sativosides, proto-érubosides-B...etc), des pectines, une huile essentielle, des vitamines (
B1, B2, B6.E,C), de la biotine, de I’acide nicotinique, des acides gras, des glycolipides, des
phospholipides, des anthocyanosides, des flavonoides et des acides aminés essentiel (goetz
et Ghédira, 2012).

La forme la plus utilisée pour les essais cliniques est la poudre d’ail, 300mg de poudre

étant équivalents a 1g d’ail frais (Bruneton, 2009).
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Tableau.02 : Composition moyenne pour 100g d’ail (Lefief-Delcourt, 2012).

Valeur énergétique | 135kcal Minéraux et oligo- | Vitamines
éléments

Eau 649 Soufre 200mg VitamineC 30 mg

Glucides 27.59 Phosphore  144mg Vitamine B6 1.2 mg

Protides 69 Magnésium  21mg Vitamine B1 0.2 mg

Lipides 0.1g Sodium 10mg VitamineE 0.1 mg

Fibres 39 Fer 1.4mg VitamineB2 0.08mg

11.6. Propriétés et usage thérapeutique

Plusieurs auteurs (environ 7000 travaux publiés) se sont intéressés a 1’étude des
substances bioactives de cette plante et leur mode d’emploi. En raison de 1’ampleur

exceptionnelle de ce corpus d’études, on se limite a quelques notes bibliographiques

(Saida, 2012).

e Pharmacologie

Plusieurs propriétés attribuées traditionnellement a 1’ail ont été vérifiées
expérimentalement : c’est le cas des activités antibactérienne et antifongique mises en
évidence in vitro. L’expérimentation chez I’animal a montré, au cours des vingt dernieres
années, que des extraits d’ail sont susceptibles de diminuer cholestérolémie et
triglycéridémie (lapin, rat) et d’exercer des effets antihypertenseurs (Rat). Par ailleurs, 1’ail
apparait, in vitro ou chez I’animal, anticoagulant, antioxydant, hypoglycémiant... etc. des
propriétés anti-agrégantes plaquettaires, démontrées in vitro, sont liées aux ajoenes,

inhibiteurs de la lypoxygénase (Bruneton, 2009).
e Activités antiinfectieuses de I’ail

Elles sont essentiellement dues aux thiosulfinates et en particulier a l'allicine. Nous

pouvons citer :
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- une action antibactérienne et plus exactement bactériostatique. Si I'activité de l'allicine
sur le Staphylococcus aureus n'est que de 1 % par rapport a celle de la pénicilline, elle est
en revanche plus active sur le Bacillus typhosus. Mais, un des avantages de 1’aliicine est
d’étre active a la fois sur les bactéries Gram - et les bactéries Gram + (Vannereau et
Mellouki, 1996) ; I’é¢tude de I’activité antibactérienne de gousses d’ail frais a été réalisée
vis-a-vis de germes pathogénes alimentaires : Staphylococcus aureus, Salmonella typhi,
Escherichia coli et Listeria monocytogenes. L’effet inhibiteur maximal fut observé contre
E.coli. Le principe actif responsable est 1’allicine dont le mécanisme d’action consiste en
un changement du profil lipidique de la membrane cellulaire bactérienne (Goetz et
Ghédira, 2012).

-l'allicine et d’autres thiosulfinates ont également une action antimicrobienne sur le
Mycobacterium avium qui cause de graves infections pulmonaires sur des sujets atteints du
SIDA. Un extrait contenant 1 mg/ml de thiosulfinates est suffisant pour inhiber

complétement la croissance du Mycobacterium en culture (Vannereau et Mellouki, 1996).

- depuis longtemps I'aliicine est connu par leur activité antifongique contre les Candida, les
Clyptococcus et certains Dermaphytes et leur activité antivirale qui s’exerce aussi bien sur
les virus a ARN que sur les virus a ADN. Il agirait respectivement sur I'enveloppe virale et

la membrane cellulaire (Vannereau et Mellouki, 1996).

e Activites antioxydantes

L’ail est riche en maticres actives antioxydants incluant les composés sulfurés, les
flavonoides et les phénols capables de piéger les radicaux libres. Il contient également du
sélénium indispensable a la glutathion peroxydase. L’allicine est capable d’inhiber la

formation du peroxyde d’hydrogéne (H,O,) (Pédraza et al., 2005).

Allium sativum particulierement cru, stimule la libération des enzymes anti-oxydantes
telles que le superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT) et la glutathion peroxydase
(GPX) (Saida, 2012).

Cette propriété est incontestable dans la réduction des peroxydes lipidique au niveau du
cceur, du foie et des reins (Banerjee et al., 2001 et 2002), la diminution du risque des
cancers induits chimiquement ou par irradiation (Borek, 1997), ainsi que dans la
prévention des Iésions induites par les ROS au niveau de I’ADN, des lipides et des

protéines (Gutteridge, 1993).
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L’administration concomitante par voie cutanée pendant 4 jours du diallyl disulfure a
raison de 50 mg/kg/j avec la gentamycine a raison de 70 mg/kg/j, prévient la diminution

d’enzymes anti-oxydantes (Pedraza et al., 2000).
e Action sur le systéeme cardio-vasculaire

Les résultats d’études menées sur des animaux, et des essais cliniques sur des humains

indiquent que I’ail peut offrir une protection cardiovasculaire (Matsuura, 2001).

Celle-ci est le résultat de la contribution du principal agent, I’allicine dans la prévention
de I’athérosclérose (Rahman, 2001), I’hyperlipidémie (Kann, 1999 ou Kannar et al.,
2001), le diabéte ( Eidi et al., 2006) ; et dans le maintien de I’élasticité des artéres (
Breithaupt-Grogler et al., 1997) ; la gousse d’ail provoque une inhibition de 1’agrégation
plaquettaire en réponse a 1’administration d’un agent coagulant. Chez I’animal, la plante
provoque une diminution du taux de cholestérol modestement et a court terme. Cela étant,
il n’a pas de données sur un éventuel effet a plus long terme, pas plus que sur I’impact de
la consommation d’ail en termes de morbidité et mortalité cardiovasculaire (Germosén-

Robineau et Tramil, 1999).
o Effet préventif des tumeurs cancéreuses

L’ail prévient la formation de tumeurs malignes : des études épidémiologiques
réalisées au Japon et en Chine ont montré qu’une consommation réguliere d’ail (ainsi que
d’oignon et de ciboulette chinoise) provoque une diminution du risque d’apparitions de
cancers de I’estomac ou de I’cesophage. De méme, ’ail améliore la photoprotection et
diminue les risques de cancers de la peau en réduisant les effets pro-oxydants nocifs des
rayons ultra-violets (Goetz et Ghédira, 2014).

Quelques études épidémiologiques (surtout des études castémoins) suggerent sans le
démontrer que la consommation régulicre d’ail cru et / ou cuit, mais pas celles de
suppléments a base d’ail, est inversement corrélée au risque de cancer gastrique et de
cancer colorectal. Ces données recueillis chez ’homme confirmeraient donc ce que montre
la majorité des expériences conduites sur différents organes de plusieurs espéces animales,
en particulier I’inhibition de I’initiation de la cancérogénése chimio-induite et I’induction
de certaines enzymes de phase II par le disulfure d’allyle et d’autres composés soufrés
formés a partir des bulbes (Bruneton, 2009).
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o Toxicité et effets indésirables

Le principal effet indésirable signalé au cours des essais est I’odeur que les composés
soufrés conferent a 1’haleine et a la sueur. On note également, moins fréquents des troubles
digestifs. Quelques cas de saignements et accidents hémorragiques ont été rapportés,
notamment comme complication post-opératoire. Ils sont peut étre liés a I’activité anti-
agrégeante plaquettaire. L’ail, ingéré ou inhalé, peut provoquer (rarement) une réaction
allergique (réaction cutanée, asthme). Une interaction avec les anticoagulants est
envisageable, une observation au moins a d’ailleurs été relatée. Il est sans aucun doute
prudent de s’abstenir d’une consommation exagérée d’ail ou de préparations d’ail dans les

jours qui précedent une intervention chirurgicale (Bruneton, 2009).

L’usage local d’ail ou d’extrait est susceptible de provoquer une nécrose de la peau

(Goetz et Ghédira, 2014).

Neéanmoins, une consommation massive de préparations a base d’ail frais, en poudre ou
en extrait (doses supérieures a 25 ml) peut entrainer des brulures graves de la muqueuse de
I’cesophage et de 1’estomac chez I’homme, des irritations des voies urinaires chez les

personnes présentant une muqueuse digestive sensible (Goetz et Ghédira, 2014).

L’ail en quantité importante est déconseillé aux femmes allaitantes car il donne un gout
prononcé au lait qui risque de déplaire au bébé. L’ail peut modifier la glycémie, les

personnes diabétiques doivent en tenir compte (Lacoste, 2014).

e Posologie

Pour faire baisser la tension : mettez 1 gousse d’ail écrasée a macérer le soir dans 1

verre d’eau, buvez le verre d’eau (sans la gousse) le matin a jeun (Lacoste, 2014).

Pour désinfecter les plaies : préparez un vinaigre d’ail a garder dans votre armoire a
pharmacie. Pilez 30 g d’ail et faites macérer pendant 10 jours dans Y5 litre de vinaigre.
Filtrez et conservez bouché. Utilisez ce vinaigre sur une compresse pour nettoyer les

petites plaies, coupures et écorchures (Lacoste, 2014).

Onguent d’ail : broyez quelques gousses d’ail et mélangez-les avec de 1’huile ou du
saindoux. Avec cet onguent, en massages, vous soulagerez les douleurs musculaires ou les
foulures. Si vous avez de I’asthme ou une bronchite, appliquez-le sur la plante de vos pieds
(ou faites-le appliquer par un tiers si vous n’étes pas assez souple) et sur la colonne

vertébrale pour dégager votre respiration (Lacoste, 2014).
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Maux d’oreilles : En cas de douleurs dans les oreilles et aprés vous étre assuré qu’il ne
s’agit pas d’une otite a traiter au plus vite, rapez une gousse d’ail que vous mettrez dans
une gaze. Introduisez délicatement ce petit «bouchon » dans votre conduit auditif et
laissez agir (Lacoste, 2014).
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1.1 Situation géographique de la région d’étude

Notre étude a porté sur les bulbes dail (Allium sativum) qui ont été achetés au
marché local sous forme de bulbes frais et il provenait de la région d’EL-Harrouch de la
wilaya de skikda (Algérie) durant le mois de février de lI'année 2015, ils ont été conservée a

I’ombre dans un endroit sec et aéré jusqu’a son utilisation.

A partir de ces derniéres, il a été préparé la poudre d’ail qui a servi a la

préparation de I’extrait méthanolique, ainsi qu’a la réalisation du criblage phytochimique.

Apres broyage, Le résidu obtenu est séché a ’ombre, pendant quinze jours a ’air
libre et a une température ambiante. Une fois séché, celui-ci a été réduit en poudre a l'aide
d'un moulin électrique. Puis, conservée dans des flacons stériles en verre fermés pour des

utilisations ultérieures.

Parmi les critéres de choix de cette espece : son importance majeure en médicine et
dans 1’usage quotidien dans la cuisine Algérienne d’une part, et le manque de travaux de
recherche sur les propriétés biologiques, en particulier le pouvoir antimicrobien de leur

extrait d’autre part.
1.2 Criblages phytochimique

L'examen phytochimique est un premier pas dans la recherche des molécules a

activités thérapeutiques dans les plantes (Seladji, 2013).

Le screening phytochimique représente I’ensemble des techniques qualitatives
permettant la détermination des différents groupes chimiques contenus dans un organe
végétal. Ce sont des réactions physicochimiques qui permettent d'identifier la présence des

substances chimiques (Boukri, 2014).

Il permet donc la détection des classes de composés chimiques essentiellement les
polyphénols totaux, y compris les flavonoides, les tannins, les coumarines, les saponosides,

les alcaloides, les isoprénoides qui renferme les terpénoides ...etc (Seladji, 2013).

Ces tests phytochimiques sont représentés par des réactions de coloration et de
précipitation; des essais de solubilités des constituants présents dans la plantes vis-a-vis des

solvants organiques de polarité différente; Des examens sous la lumiére ultraviolette

(Seladji, 2013).
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1.2.1 Tests biochimiques préliminaires

1.2.1.1 Les alcaloides

La présence d’alcaloides est établie par la précipitation de sels et la révélation a
I’aide du réactif de mayer (solution de tétra-iodomercure de potassium) (Soro et al., 2009).
Il a été procédé a une maceration sous agitation pendant 24 h de 10 g de la poudre
végeétale dans 50 ml de H2SOa4 dilué au 1/10 a une température ambiante. Apres filtration
sur un papier lave a I’eau distillée et de maniére a obtenir environ 50 ml de filtrat, 1 ml du
maceré est introduit dans un tube a essai puis 5 gouttes de réactif de Mayer ont été ajouté
dans le tube. La présence d’une turbidité ou d’un précipité, apres 15 minutes indique la

présence d’alcaloides (Khanoun, 2010).
e Test de confirmation

A 5g de poudre d’ail, sont ajoutés 15 ml de H2SO4 a 2%. Aprés une demi-heure de
maceration a une température ambiante, le macéré est filtré. 5 gouttes de réactif de Mayer
sont additionnées a 1 ml du filtrat. La présence d’alcaloides a été mise en évidence par
’apparition d’un précipité blanc-jaune ou jaune clair (Dohou et al., 2003).

1.2.1.2 Les flavonoides
Deux essais ont été effectués:
e Essail

3g de la poudre séchée sont mélangés avec 75ml d’cau distillée dans une fiole.
L’ensemble est porté a ébullition pendant 15 minutes puis le mélange est filtré et laissé
refroidir (Edeogal et al., 2005).

-Coloration en milieu alcalin

En milieu alcalin, les flavonoides se dissolvent facilement en donnant des
colorations allant du jaune au brun (Mboj et Awa, 2003). A 2ml d’extrait, quelques
millilitres de soude au 1/10° ont été ajouté dans un tube a essai (Okmu, 2005). Le test

positif est révélé par 1’apparition d’une couleur jaune orange.
-Coloration par perchlorure de fer (feCl3)

Les flavonoides, du fait de la présence de fonction phénolique dans leur génines,

donnent des colorations variées avec des solutions diluées de FeCI3.

30



Chapitre | Matériel et Méthodes

A 2ml de la solution extractive, 2 a 3 gouttes d’une solution diluée de FeCI3 a 2% ont

¢été additionnée. Le test positif est révélé par 1’apparition d’une couleur verdatre (Okmu,

2005).
e Essaill

A 10g de la poudre séche, sont ajoutés 150 ml d’HCI a 1%, le mélange est laissé
pendant une nuit, puis filtré. 10 ml du filtrat sont rendu basique par 1’ajout du NH;OH.

Un test positif est révélé par I’apparition d’une couleur jaune orangé (Okmu, 2005).

1.2.1.3 Les Saponosides
IIs sont caractérises par leur pouvoir moussant en solution aqueuse (Mboj, 2003).

Dans une fiole jaugée renfermant 80 ml d’eau distillé bouillante, sont introduites 2g de
poudre, I’ébullition sont maintenue de facon modéré pendant 30 min, le mélange est
ensuite filtré. Apres refroidissement le filtrat est agité verticalement (Karumi et al., 2004).

La formation de mousse indique la présence de Saponosides.
La teneur en saponosides est évaluée:

Pas de mousse : test faiblement positif.

Mousse moins de 1 cm = test positif.

Mousse de 1-2 cm = test positif.

Mousse plus de 2cm = test tres positif (Seladji, 2013).
1.2.1.4 Les tanins

Dans un Erlenmeyer, on disperse 5g de poudre dans 100ml d’eau bouillante. Apres
infusion pendant 15 mn, le mélange est filtré et complété avec de I’eau distillée jusqu’a
100ml. A 5ml de filtrat, quelques gouttes d’une solution de chlorure ferrique (FeCl3) a 2%
sont ajoutées, puis le mélange est agité. Le test positif est révélé par 1’apparition d’une

couleur brun-vert (Karumi et al., 2004).
e Différenciation des tanins
-Tanins catéchiques

A 5 ml de solution, on ajoute 5 ml d’HCI concentré. L’ensemble est porté a
ébullition pendant 15 mn puis on filtre. En présence de tanins catéchiques, il se forme un

précipité rouge.
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-Tanins Galliques (Réaction de Stiasny)

A 30 ml de solution, le réactif de Stiasny (10 ml de formol a 40 % et 5 ml d” HCI
concentré), a eté ajouté puis le mélange est chauffé au bain-marie a 90°C pendant 15 mn
environ. Apres filtration, le filtrat a été saturé par 5g d’acétate de sodium. On ajoute 1 ml
goutte a goutte d’une solution de FeCl3 a 1 %. L’obtention d’une teinte bleue noire montre

la présence de tanins galliques non précipités par le réactif de Stiasny.
1.2.1.5 Les coumarines

lg d’échantillon de la poudre d’ail est placé dans un tube a essai en présence de
quelques gouttes d’eau distillée. Le tube est recouvert avec un papier imbibé d’une solution
de NaOH et porté dans un bain marie pendant quelques minutes. Puis on ajoute 0,5ml de
NH40H dilué (10%) et deux taches ont été mises sur un papier filtre. Le papier est ensuite
examiné sous la lumiére ultraviolette. La fluorescence des taches confirme la présence des
coumarines (Rizk, 1982).

11.2.1.6 Les stérols et les terpenes :

5g de la poudre, sont dissoutes dans 1’éther de pétrole, L’extrait éthérique est filtré
puis évaporé a sec. Le résidu résultant est solubilis¢ dans 5 ml d’acide acétique ensuite
dans 5ml de CHCI;.Puis y ajouté 1 ml d’H,SO4 concentré. La formation d’un cercle

marron ou violet indique la présence des stérols terpéniques (Dohou et al., 2003).
|.2 Identification de I’Alliine par chromatographie sur couche mince (CCM)
-Principe

La chromatographie sur couche mince (CCM) est une technique analytique rapide,
simple et peu couteuse. Elle repose principalement sur des phénomeénes d'adsorption ou les
molécules a séparer s’adsorbent a la surface d’un support (phase stationnaire) et seront
entrainées a travers ce dernier par un éluant (phase mobile), donc la séparation est fonction
des différences d’adsorption des composants de 1’échantillon sur la phase stationnaire et

des différences de leur solubilité dans la phase mobile (Braithwaite et Smith, 1999).
-Préparation du solvant de migration

Pour la séparation de 1’alliine, le systéme solvant utilisé est composé de : Acétate

d’éthyle - méthanol - eau distillée (100V : 135V : 10V).
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-Préparation de la cuve

Le solvant est versé dans la cuve au moins 1 heure avant la mise en place du

chromatogramme, de maniere a saturer 1’atmosphere de cette cuve en solvant utilisé.

NB : la cuve ne doit étre ouverte qu’au moment de la mise en place du chromatogramme

(Feddal, 1992).
-Solution & examiner

Mélanger 1 g de la poudre d ail avec 5 ml de méthanol, agiter environ 1 min et
filtrer. Le filtrat obtenu sert de solution & examiner (Severing, 2005).

-Dépot des échantillons

La ligne de dép6t sur laquelle on applique la solution a analyser se situe
habituellement & environ 2cm du bas de la plaque. Le produit est déposé sous forme de
spot en bas de la plaque a 1’aide d’une micropipette (Mendham et al., 2006), (20 pl de
chaque solution a examiner et 10 pl de solution de référence). La distance entre deux
taches voisines doit étre au moins égale a 2cm. Le volume total doit étre effectué en
plusieurs dépdts successifs et non en une seule fois, avec un séchage entre 2 dépdts
(Feddal, 1992).

-Migration

La plaque est placée verticalement dans la cuve contenant un peu de solvant de
facon a ce que la plaque trempe sur une hauteur de 0.5 a 1 cm environ. Laisser le solvant

montrer le long de la plague par capillarité.

Au cours de son ascension, le solvant va entrainer les différents constituants du
mélange déposé en bas de la plaque, les constituants les moins retenus par I’adsorbant étant
entrainés le plus facilement. Laisser le solvant migrer sur une distance de 10cm, en

géneral, puis la plague est séchée (Publications de ’institut francais du pétrole, 1971).
-Réveélation

Au terme de la migration, le chromatogramme est séché soigneusement dans un
courant d’air tiede, ensuite le révélateur (Ninhydrine) est pulvérisé sur la plaque de fagon
homogéne. Le révélateur est un réactif approprié permettant de rendre visible les divers

constituants déposés, et donc d’apprécier la distance parcourue par chacun d’eux. Les
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taches obtenues (spots), correspondent aux plusieurs groupes chimiques caractérisés par
leurs rapport frontaux (RF) (Feddal, 1992).

Le Rf est défini comme étant le :

Déplacement de la substance entrainée

Déplacement du fiont du solvant

1.3 Extraction des composes phéenoliques

1.3.1 Préparation de I’extrait brut méthanolique

L’extraction a été réalisée au niveau des laboratoires de Biochimie et de chimie

analytique de I’université 08 Mai 1945 —Guelma-.

L’extraction des principes actifs est effectuée par la macération, qui est une
opeération consiste a laisser la poudre du matériel végétal en contact prolongé avec un
solvant (méthanol) pour en extraire les principes actifs. Ce type d’extraction est un simple
contact entre le support solide et le solvant, La séparation se fait par filtration (Boukri,
2013).

En effet, 250g de poudre d’ail, sont recouvertes par une solution d’éther de pétrole.
Le mélange est maceré pendant 24 heures et filtré tout en jetant le filtrat. Cette macération

est répétée 2 fois avec renouvellement du solvant a chaque fois.

Au quatrieme jour, le résidu est additionné de 500ml de méthanol a 85% et laissé

maceérer pendant 24 heures. Le jour suivant, filtré et cette fois ci conservé le filtrat.

L’extraction est refaite 2 fois avec renouvellement du solvant en ajoutant 250 ml de
méthanol a 85% pendant deux jours successifs. Tous les macéras sont recueillis dans un

méme récipient et évaporés au rota vapeur a 40°C.

Le résidu est récupéré dans des flacons stériles fermés, puis lyophilisé. Le lyophilisat
est pesé pour calculer le rendement de 1’extraction. Ensuite, 1’extrait sec a été conservé

sous forme de poudre, a 4 °C, dans des boites fermées et a 1’abri de la lumiére.
e Rendement de ’extrait brut :

Le rendement de I’extrait brut est définit comme étant le rapport entre la masse de

I’extrait sec obtenue et la masse du matériel végétal traité. Ce rendement est calculé via

I’équation :
équation [ R % = (Me/Mv) x 100 ]
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R % : Rendement en %.
Me : Masse de I’extrait aprés 1’évaporation du solvant.

Mv : Masse de la matiére végétale utilisée pour I’extraction (Harborne, 1998).

[ Matériel végétal
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( 250g de poudre

v

Screening phytochimique Macération dans I’éther de pétrole 3
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> Fl id , . . .
avonolces Résidus végétal sec + 500
> Tanins I de méthanol a 85%
» Coumarines mi de methanola 8-7o
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Figure.05 : protocole expérimental
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1.4 Dosages quantitatifs des polyphénols :

|.4.1 Dosage des polyphénols totaux :

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué avec le réactif colorimétrique de
Folin-Ciocalteu selon la méthode cité par (Wong et al., 2006).

Ce dosage est basé sur la quantification de la concentration totale de groupements
hydroxyles présents dans l'extrait (Yakhlef, 2009). La teneur phénolique totale est
habituellement déterminée colorimétriquement avec le spectrophotométre UV-Vis en
utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. Les propriétés colorimétriques de ce réactif sont
modifiées lorsqu’il est complexé a certaines molécules. Il réagit avec la fonction —OH des
phénols .Ce réactif est formé d’acide phosphomolybdique H3PMO:,0, et d’acide
phosphotungstique H3PW;,04 qui sont réduits par 1’oxydation des phénols en oxydes
bleus de tungstene WgO,3 et de molybdene MOgOs, cette réaction se traduit par le
développement d’une coloration bleue foncée (Boukri, 2014).

En effet, Un volume de 200 ul de I’extrait est ajouté a 1 ml de réactif de Folin-
Ciolcalteu (10%). Aprés 4 min, 800 pl de carbonates de sodium Na,COj3 (0,75%) sont
additionnés. Le melange est laissé réagir 2 heures a température ambiante, puis la lecture
est faite a 765 nm. L’acide gallique (0-200 pg/ml) est le standard utilisé pour établir la
courbe d’étalonnage a partir de laquelle la concentration des polyphénols totaux des

extraits est calculée (Li et al., 2007).
-Expression des résultats

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de
régression de la gamme d’étalonnage, établie avec le standard étalon 1’acide gallique (0-
200 pg/ml) et exprimée en milligramme d’équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait
(mg EAG/g) (Wong et al.,2006). Ces résultats ont permis de donner des estimations sur les
quantités des polyphénols totaux contenus dans I’extrait méthanolique de I’ail. Chaque
essai a été repété trois fois ainsi que, chaque valeur reportée dans ces tableaux est une

moyenne (Boubekri, 2014).
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4.2. Dosage des flavonoides

La méthode du trichlorure d’aluminium est employée pour déterminer la teneur en

flavonoides totaux dans I’extrait d’Allium sativum (Yi et al., 2007).

Le trichlorure d’aluminium (AICl3) forme un complexe trés stable avec les
groupements hydroxydes OH des phénols. Ce complexe jaune absorbe la lumiére visible a
une longueur d’onde 430 nm. 1 ml de I’extrait et du standard (dissous dans le méthanol)
avec les dilutions convenables a été ajouté a un volume égal d’une solution d’AlCl3; (2%
dans le méthanol). Le mélange a été vigoureusement agité et I'absorbance a 430 nm a été

lue aprés 10 minutes d’incubation (Boukri, 2014).
-Expression des résultats

Une courbe d’étalonnage établie par la quercétine (0-40ug/ml), réalisée dans les
mémes conditions opératoires que les échantillons, servira a la quantification des
flavonoides. La teneur en flavonoides est exprimee en milligramme d’équivalent de

quercétine par gramme d’extrait (mg EQ/g d’extrait) (Yakhlef, 2010).

37



hapitre ||

Tests de I’activité

antibactérienne




Chapitre 11 Tests de I’activité antibactérienne

1.1 Les souches testées

Les tests de I'activité antibactérienne ont été réalisés au niveau du Laboratoire de
Bactériologie —hopital Ibn Zohr guelma, puis au niveau de laboratoire de microbiologie —
université guelma. 7 souches bactériennes ont été isolées a partir de prélevements de

malades ayant des infections urinaires (E.C.B.U).

Les germes qui ont ¢été testés pour déceler 1’activité antimicrobienne de 1’extrait

méthanolique de I’ail sont les suivants :

- deux souches de collection internationale ATCC (American type culture collection) :
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

- cing souches cliniques isolées de patients hospitalisés pour des infections urinaires :
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, klebsiella pneumoniae, Morganella morganii, et

Raoultella ornithinolytica.

Ces bactéries sont conservées et maintenues en vie par des repiquages continus, sur

divers milieux de culture solides et liquides, selon les espéces.
11.2 Milieux de culture

Selon les méthodes utilisées dans 1’essai et selon les souches, nous avons utilisé les
milieux suivants: la gélose nutritive, la gélose Mueller Hinton, bouillon nutritif et milieu

Chapman.
11.3 Test de sensibilité aux antibiotiques (Antibiogramme)

La méthode de diffusion a partir d’un disque solide a été utilisée pour mettre en
¢évidence I’activité antimicrobienne des antibiotiques vis-a-vis des germes pathogénes et la
comparer avec les résultats de I’aromatogramme afin d’évaluer le spectre d'inhibition de

I'extrait méthanolique contre les micro-organismes analysés.
11.3.1 Préparation de la suspension bactérienne

A partir d'une culture pure des bactéries a tester sur milieu d'isolement (ayant au
maximum 24h), racler a l'aide d'une anse de platine ou d'une pipette pasteur scellée,
quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques. Décharger lI'anse ou la pipette
pasteur dans 5 ml d'eau physiologique stérile a 0.9 %. Bien homogénéiser la suspension
bactérienne, son opacité doit étre équivalente a 0.5 Mc Farland ou a une DO de 0.08 a4 0.10

lue a 625 nm. Ajuster I'inoculum, soit en ajoutant de la culture s'il est trop faible ou I'eau
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physiologique stérile, s'il est trop fort. L’ensemencement doit se faire au moins 15 min

apres la préparation de I'inoculum (Benzeggouta, 2005).
11.3.2 Mode d’ensemencement

Le milieu Mueller-Hinton est fondu, coulé en boite de pétri a une épaisseur de
0.4mm, apres la solidification de la gélose tremper un écouvillon stérile dans la suspension
bactérienne, I'essorer en le pressant fermement (en le tournant) sur la paroi interne du tube
afin de le décharger au maximum. Frotter I'écouvillon sur la totalité de la surface gelosee
de haut en bas en stries serrées. Répéter I'opération deux fois en tournant la boite de 60 ° a
chaque fois sans oublier de faire pivoter I'écouvillon sur lui-méme, finir I'ensemencement
en passant I'écouvillon sur la périphérie de la gélose. Dans le cas ou I'on ensemence plusieurs

boites de pétri, il faut recharger I'écouvillon a chaque fois (Rahal et al., 2011).
11.3.3 Application des disques d'antibiotiques

Les disques ont été placés dans les boites a I'aide d'une pince stérile. Il ne faut pas
mettre plus de 6 disques d'antibiotiques sur une boite de 90mm de diamétre. Les disques
d'antibiotiques doivent étre espacés de 24 mm centre a centre. L'incubation dure 18h - 24h
a 37°C (Rahal et al., 2011).

11.3.4 Lecture

Mesurer en millimetre avec précision les diameétres des zones d'inhibition a l'aide
d'un pied a coulisse metallique et comparer les résultats aux valeurs critiques figurant dans
la table de lecture (04) (Rahal et al., 2011).

Tableau.04 : Valeurs critiques des diametres des zones d'inhibitions [1].

Antibiotique Diametres critiques (mm)
S R
-Peénicilline G (P) >29 <18
-Amoxilline /Ac.Clavulanique (AMX) >23 <16
-Chloramphénicol  (C) >23 <19
-Tétracycline (TE) >19 <17
-Acide fusidique  (FA) >22 <15
-Erythromycine (E) >22 <17
- Vancomycine (VA) >17 -

Classer la bactérie dans l'une des catégories: sensible, intermédiaire et résistante
(Andrews J.M., 2001). La figure (06) montre la technique de I'antibiogramme par la

méthode de diffusion en Disque.
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Figure.06 : La technique de diffusion en disque (antibiogramme) [8].
11.4 Méthode de diffusion en milieu gélosé (aromatogramme)

Deux méthodes différentes sont employées pour [’évaluation de 1’effet
antimicrobien de I’ail : la méthode de diffusion a partir d’un disque de papier qui permet
la mise en évidence de 1’activité antimicrobienne de I’extrait. Cette technique est identique
a celui de l'antibiogramme, la seule différence c'est le remplacement des antibiotiques par
des extraits aromatiques, et la méthode de macrodilution qui a pour objectif la
détermination des CMIs (concentrations minimales inhibitrices) a partir d'une gamme de

concentrations de produit dans le milieu de culture (Yakhlef, 2010).
11.4.1 Préparation des disques

Les disques sont préparées a partir du papier wattman de 6 mm de diametre, ensuite
elles sont mises dans un tube a essai, stérilisés a l'autoclave 15minutes a 120°C, puis
stockés a une température ambiante (le tube a essai est hermétiquement fermé) (Goumni et
Salhi, 2013).

11.4.2 Préparation des précultures

Les souches microbiennes a tester ont été cultivées dans des boites de pétrie
contenant de la gélose nutritive et incuber pendant 24 h a 37°C afin d’obtenir une culture

jeune des bactéries et des colonies isolées (Goumni et Salhi, 2013).

Ensuite, 4 a 5 colonies bactériennes identiques sont mis en suspension dans un
bouillon nutritif (ou en eau physiologique a 0,9 % NaCl). Puis cette suspension est ajustée
au standard Mc Farland 0,5 a I’aide d’un spectrophotométre, correspondant a une densité

optique DO entre 0,08 a 0,1 lue a 625 nm, ce qui correspond a une suspension contenant
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environ 10 UFC/ ml (Bonnet, 2010). A partir de I'inoculum ajusté, une dilution au 1/100
éme a été réalisé, pour avoir une suspension de 10° UFC/mI (Akhad, 1998).

Les disques préalablement préparés sont ensuite imbibés de 20ul de la gamme de
concentration d’extrait (10mg, 50mg, 100mg, 150mg, 200mg, 250mg)/ml du méthanol,
puis ils ont été déposé a I’aide d’une pince stérile a la surface de la gélose ensemencée par
la souche a tester. La sensibilité des bactéries au méthanol est appréciée selon le méme
protocole que précédemment, mais avec les disques contenant 20 ul de méthanol pour

servir comme témoin (Lahlah, 2008).

Les boites de Pétri sont laissées sur la paillasse au moins 15 min pour une
prédiffusion de 1’extrait avant d’étre incubées a 37°C pendant 24 h (Belaidi, 2012).

11.4.3 Lecture

La lecture se fait par la mesure du diametre de la zone d’inhibition autour de
chaque disque a 1’aide d’une régle en mm. Le résultat peut étre symbolisé par des signes

d’aprés la sensibilité des souches vis-a-vis de 1’extrait méthanolique (Hamidi, 2013).
Non sensible (-) ou résistante : diameétre < 8mm.

Sensible (+): diamétre entre 9 a 14mm.

Tres sensible (++): diamétre compris entre 15 a 19 mm.

Extrémement sensible (+++): diametre >20mm.
11.5 Technique de dilutions en milieu liquide

11.5.1 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La CMI est la plus faible concentration de la substance pour laquelle il n’y a pas de
croissance visible a I’ceil nu aprés un temps d’incubation de 18 a 24 h. Sa détermination a
été faite par observation du trouble induit par la croissance des germes étudiés dans chaque
tube (Toty et al., 2013).

Dans une série de neuf tubes a hémolyse numérotées de C1 a C9, on a introduit
ImL de I’inoculum. Ensuite, on a ajouté dans les tubes, 1ml d’extrait végétal selon la
gamme de dilution préparée. Cette répartition d’extrait végétal a été faite de sorte que 1ml
d’extrait végétal de 1/64 soit transféré dans le tube C2, le tube C3 a regu 1 ml de 1/32 ainsi

de suite jusqu’au tube C9 qui a acquis 1ml de 9/2. Le tube CI1 a recu au lieu de I’extrait
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végetal, 1 ml de méthanol qui a servi de témoin de croissance. Ces tubes ont été incubés a
37 °C pendant 24 h (Toty et al., 2013).

11.5.2 Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

La concentration minimale bactéricide (CMB) est la plus faible concentration de
substance qui laisse au plus 0,01% de germes survivants. A ’aide d’une anse de platine, les
contenus des tubes dans lesquels aucun trouble n’a été observé ont été prélevés et
ensemenceés sur une gelose en commengant par le tube de la CMI. L’ensemencement a été
fait par stries paralleles a la surface de la gélose. les boites ont été incubées a 1’étuve a 37
°C pendant 24h (Toty et al., 2013).

La CMB correspond a la concentration minimale pour laguelle toutes les bactéries

sont mortes et aucune colonie caractéristique n’est observée sur le milieu (Lalaina et

Blandine, 2009).
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Figure.07 : Présentation schématique de la concentration minimale
inhibitrice et bactéricide
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Chapitre 111 Résultats et Discussions

Dans cette partie expérimentale, deux volets ont été envisageés :

Le premier, concerne ’extraction des composés phénoliques par le méthanol et
I’eau, suivi par la quantification des teneurs de ces composés. Les dosages obtenus
exprimés en mg/ml sont determinés en utilisant les réactifs suivants : le Folin- Ciocalteu
pour les polyphénols, le trichlorure d’aluminium pour les flavonoides. Alors que le

deuxiéme consiste a tester I’activité antimicrobienne de 1’extrait méthanolique de I’ail.

La synthese bibliographique entreprise au début de ce travail a permis de constater
que les connaissances des composés phytochimiques de 1’ail sont trés limitées. Par
ailleurs, une demande croissante en ingrédients d’origine naturelle a été observée ces

derniéres années favorisant par conséquent la recherche de nouveaux composés bioactifs.

II1.1 Résultats de I’analyse phytochimique

La mise en évidence des différentes classes des métabolites secondaires
constituants une plante, a permis d’avoir une bonne idée sSur ses activités
pharmacologiques. Pour cela le screening phytochimique a été réalisé sur le matériel
végétal broyé de I’ail en utilisant des solvants de polarit¢ différente et des réactifs
specifiques de révélation. Les résultats expérimentaux des tests phytochimiques sont

mentionnés dans le tableau (05) et la figure (08) ci-dessous.

Tableau.05 : Screening phytochimique de la poudre d’ail.

Meétabolites secondaires
La Alcaloides | flavonoides | Saponosid | tanins | Tgal | Tcat | Coumarines | Stérols et
plante -es terpénes
Allium +++ + +++ ++ - ++ - +++
sativum

(-) : absence ; (+) : présence en faible quantité ; (++) : présence en quantité moyenne ;

(+++) : Présence en quantité importante
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Saponosides
Flavonoides Alcaloides

Les Stérols et Coumnarines

les terpénes Les tanins tanin gallique tanin catéchique

Figure.08 : Résultats des tests phytochimique de I’ail.

Les résultats expérimentaux du criblage phytochimique mentionnés dans le tableau
(05) et dans la figure (08), montrent la présence des flavonoides, des tanins, des stérols et
triterpénes, des alcaloides ainsi que la présence des saponosides en quantité importante.

Cependant le test des coumarines et tanins galliques produit une inférence négative.

La mise en évidence des flavonoides dans le matériel végétal broyé de la plante est
confirmée par I’apparition d’une couleur jaune orangé en contact avec la soude (milieu
alcalin). Les tanins sont présents avec une intensité importante et sa présence est
confirmée par une réaction positive avec la solution de chlorure ferrique en donnant une

coloration brun-verdatre.

Le test positif des stérols et triterpenes a permet de confirmer leur présence avec

une apparition d’un cercle marron ou violet.
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De facon générale, les familles chimiques détectées dans notre étude viennent
confirmer les travaux de Sofiane et al., (2011) et Hanen Najjaa et al., (2011). Ces

derniers ont permis de mettre en évidence la richesse de 1’ail en composés bioactifs.

De méme les tests phytochimiques réalisés par Mangambu et al., (2014) ont
montré également la présence des métabolites secondaires ce qui est comparable a nos

résultats, a I’exception des flavonoides et des triterpénoides qui sont révelées forte.
II1.1.2 résultats de ’analyse qualitative (CCM)

Pour une caractérisation partielle de I’alliine a partir de la poudre d’ail, une
chromatographie sur couches minces (CCM) a été réalisée par le biais de témoin (alanine)
sur un support en silice en utilisant le systéme solvant suivant : Acétate d’éthyle -
méthanol - eau distillée qui a permis d’avoir une bonne séparation et une visibilité
acceptable des spots. Le résultat de chromatographie sur couche mince est illustré dans la
figure (09).

& |

Figure.09 : Chromatogramme de la poudre d’ail (Allium sativum L).
1-solution de référence : Alanine
2-solution a examiner : poudre d’ail

Aprés révelation de la plague CCM par le biais d'une solution ninhydrinique, le
chromatogramme montre pour la solution de référence (alanine) ; une tache rose violet
avec RF= 0,22 alors que la solution a examiner est caractérisée par deux tache (l'alliine)

avec RF; =0,22 et RF,= 0,24 respectivement.
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En comparaison avec la solution de référence (I’alanine), il a été¢ constaté que

I’alliine correspondait a la premicre tache ayant comme RF=0.22 (tache 1).

L’étude phytochimique effectuée sur le produit , a révélé en plus des métabolites
secondaires cités précédement, la présence de I’alliine. Ce résultat concorde avec celui de
sofian et al., (2011) sur la méme espece (Allium sativum) de provenance de la région de
Chefachefa de la wilaya d'El-Taref, et d'une espéce étrangére (chinoise) vendue sur le

marche algérien.
II1.2 Rendement de I’extraction

La macération de 250 g de la poudre d’ail dans le méthanol a permis d’obtenir un

extrait sec de couleur brune foncée apres avoir été lyophilisé.

Le rendement de I’extrait a ét¢ déterminé par rapport au matériel végétal sec. Les
résultats du calcul des rendements massiques et les pourcentages obtenus sont reportés

dans le tableau (06) suivant :

Tableau.06 : Le rendement de 1’extraction.

Rendement massique Rendement (%)

Bulbes d’Allium sativum 21,18 08,47

Le rendement de I’extrait méthanolique de /’ail obtenu dans cette étude, est
nettement supérieur a celui obtenu par Biljana et al., (2008) et Dziri et al., (2012) qui

variait de 06,01% et 02,2% respectivement.

De facon genéral, Il est difficile de comparer les résultats avec ceux de la
bibliographie, le rendement n’est que relatif et dépend de la méthode et des conditions dans
lesquelles I’extraction a été effectuée. La méthode d’extraction affecte également tout le

contenu total en phénols et flavonoides et 1’activité antibactérienne (Lee et al., 2003).

111.3 Résultats de dosage quantitatif

111.3.1 Dosage des polyphénols totaux

L’¢tude quantitative de I’extrait méthanolique d’Allium sativum, au moyen des
dosages spectrophotométriques, avait pour objectif la détermination de la teneur des
polyphénols totaux, et des flavonoides. L’analyse par le réactif de Folin—Ciocalteu est la

méthode colorimétrique la plus utilisée (Boudjouref, 2011).
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La courbe d’étalonnage (Figure.10) établie a I’aide de différentes concentrations
d’acide gallique, nous a permis d’estimer la teneur en composés phénoliques de I’extrait.
Elle était exprimée en mg équivalent en acide gallique par mL d’extrait (mg EAG/mL
d’extrait) en utilisant 1’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage.

(Y=0,0066x+0,014, R>=0,9982).
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Figure.10 : Courbe d'étalonnage de I'acide gallique.

L’exécution des résultats fait ressortir, la richesse de la plante étudiée en

polyphénols avec une valeur de 2,306 mg EAG/g d’extrait.

Kallel et al., (2014), et Biljana et al., ( 2008) ont dosé les polyphénols totaux de
I’extrait méthanolique d’Allium sativum, la teneur trouvée était 25 mg EAG/g ; 0,05- 0,98
mg EAG/g respectivement. Les résultats de (Biljana et collaborateurs) sont relativement

inférieur, a celui trouvé par la présente étude.

Ces différences dans les teneurs peuvent étre provoquées par la faible spécificité
du réactif de Folin-Ciocalteu qui est I'inconvénient principal du dosage colorimétrique. Le
réactif est extrémement sensible a la réduction de tous les groupes d’hydroxyles non
seulement celles des composés phénoliques, mais également de certains sucres et de

protéines...etc (MVuorela, 2005 ; Gomez-Caravaca et al., 2006).
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En effet, la teneur phénolique d'une plante dépend également d'un certain nombre
de facteurs intrinséques (génétique) et extrinseques (conditions climatiques, les pratiques
culturelles, la maturité a la récolte et les conditions de stockage) (Falleh et al., 2008 ;
Podsedek, 2007).

111.3.2 Dosage des flavonoides

Les flavonoides représentent la sous classe la plus importante et la plus répondue
des polyphénols. Le dosage de ces derniers a été réalisé selon la méthode de trichlorure

d’aluminium (AICI3) ou la quercétine a été utilisé comme étalon (Boudjouref, 2011).

Les résultats obtenus sont représentés dans une courbe d’étalonnage (Figure.11),

ayant I’équation:
Y =0,0058x, R? = 0,996

La quantité des flavonoides a été rapportée en milligramme d’équivalent de la

quercétine par milligramme de poids sec de I’extrait (mg EQ/mg d’extrait).

y =0,0058x
R?=0,996

o
N
(0]

1

o
[N)

0,15

Absorbance a 430 nm
o
=

0,05

0 T T T T 1

0 10 20 30 40 50
Concentration de la Quercétine (ng/ml)

Figure.11 : Courbe d’étalonnage de la quercétine.

L’examen des résultats enregistrés dans le graphe (Figure.11) ci-dessus ont permis
de constater que I’extrait méthanolique renferme une quantité de 0,855 mg EQ/g en

flavonoides.
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Dziri et al., (2012), ont déterminé la concentration des flavonoides dans 1’extrait
méthanolique avec une valeur de 18,9 mg QE/100g . Cependant, Kallel et al., (2014), et
Biljana Bozin et al., ( 2008) ont estimés une valeur de 0,617mg QE/g , et de 4,16ug
QE/g d'extrait respectivement. Ces valeurs sont partiellement inférieures a celle trouvée

par ce travail.
I11.4 Résultats du test du pouvoir antimicrobien

111.4.1 Méthode de diffusion en milieu solide (Antibiogramme)

L’antibiogramme consiste a chercher la sensibilit¢é des souches vis-a-vis des
antibiotiques, le tableau (07) ci-dessous rapporte les valeurs en mm des zones d’inhibitions

manifestées par les antibiotiques sur les différentes souches étudiées.

Tableau.07: Les diamétres d’inhibitions des souches testées vis-a-vis des antibiotiques.

(Diamétre de la zone d’inhibition en mm)

Diameétres des zones d’inhibitions (mm)
ATB C TE E VA P FC | AMC B

30ug | 30pg | 15ug | 30pg | 6upg | 10pg | 30pg | 8pg
Souches
S. aureus ATCC 24 19 12 35 10
25923
S.aureus 33 37 26.5 15 20
P.aeruginosa 06 06 06 06 06
ATCC 27853
E. coli 31 11.5 06 09 06 19
K.pneumoniae 25 14 06 06 06
R.ornithinolytica | 23.5 24 07 06 06
M. morganii 29 06 06 06 06
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Escherichia coli Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa
ATCC 25923 ATCC 27853

o

Raoultella
ornithinolytica

Morganella morganii Raoultella ornithinolytica Klebsiella pneumoniae

Staphylococcus aureus

Figure.12 : Comportements des souches testées aux antibiotiques

D’apres ces illustrations, on peut observer que les différentes souches de bactéries
étudiées réagissent différemment aux antibiotiques testés, méme s’il s’agit de deux souches
d’une méme espéce bactérienne (exemple : S. aureus ATCC 25923 et S. aureus clinique) ce
qui montre le caractére mutagéne de ces souches qui leur permet d’acquérir la résistance

aux antibiotiques.
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Les souches de bactéries a Gram + et a Gram - (Staphylococcus aureus ATCC
25923, Staphylococcus aureus,Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Raoultella ornithinolytica, Morganella morganii ) ont montré des
sensibilités différentes aux antibiotiques standards testés : AMoxilline + Ac. Clavulanique
(AMC), Erythromycine (E), Chloramphénicol (C), Acide Fusidique (FA), Vancomycine
(VA), Tétracycline (TE), Pénicilline G (P), Bacitracine (B). Parmi les souches étudiées

Pseudomonas aeruginosa se révelent multirésistante.

La bactérie E.coli est sensible a Chloramphénicol, avec un diamétre de zone
d’inhibition de 31 mm, alors qu’elle est résistante a la Vancomycine, acide fusidique avec

des diameétres d’inhibitions de 06mm.

La souche S. aureus a manifesté une sensibilité vis-a-vis tous les antibiotiques, sauf
cet effet est plus faible pour 1’antibiotique vancomycine. De méme Staphylococcus aureus
ATCC 25923 se révele sensible aux TE (24mm), VA (19mm), FC (35mm) et résistante a

I’AMC avec un diamétre d’inhibition de 10mm.

Klebsiella pneumoniae, Morganella morganii, Raoultella ornithinolytica ont
montrés une sensibilité a chloramphénicol avec des diamétres de 25mm, 29mm et 24 mm
respectivement, alors que ces derniers sont résistantes aux TE, E, VA, et B a I’exception

que Raoultella ornithinolytica présente une sensibilité au TE (24mm).
111.4.2 Méthode de diffusion en disque (Aromatogramme)

La méthode de diffusion des disques a permis de mettre en évidence le pouvoir
antibactérien de I’extrait méthanolique de 1’ail vis-a-vis des souches bactériennes utilisées,
celle-ci se traduit par I’apparition d’une zone d’inhibition autour du disque de papier

préalablement imprégné de 1’extrait.

Les résultats du test de sensibilit¢é microbienne a I’extrait (aromatogrammes) sont
indiquées dans le tableau (08) et les figures (13, 14, 15). Les valeurs indiquées sont les

moyennes de deux mesures.
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Tableau.08: Diametres des zones d'inhibitions en (mm) de I'extrait méthanolique d'Allium

sativum.
Diameétres des zones d’inhibitions (mm)
Extraits 10mg/ml | 50mg/ml | 100mg/ml | 150mg/ml | 200mg/ml | 250mg/ml
Souches
S.aureus ATCC
25923 12 14 15 13 13 14
S.aureus 07 14 14 15 15 14
P. aeruginosa
ATCC 27853 06 06 06 13 13 12
E. Coli 12 12 15 14 15 17
K.pneumoniae 06 13 14 15 13 13
R.ornithinolytica 06 09 06 10 09 10
M. morganii 06 06 06 12 13 15

g 18 -
=) 16 A
=
= 14 -
.g 12 1 W S. aureus ATCC 25923
.:; 10 - W S. aureus
7.}
g g 8 B P. aeruginosa ATCC 27853
= .
n= 6" m E.coli
)
= 4 B K.pneumoniae
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Concentration de I'extrait (mg/ml)

Figure.13 : Histogramme de 1’aromatogramme de différentes souches testées

Pour I’évaluation du potentiel antibactérien de 1’extrait méthanolique de I’ail, il a
été préféré de le tester contre plusieurs cibles, car chacune d’elles posséde des structures
cellulaires et un metabolisme particulier. Les résultats présentés dans les tableaux et les

figures montrent que :
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La diminution du diamétre des zones d’inhibition correspondant a une diminution

de la concentration de I’extrait appliquée.

L’extrait présente des activités importantes, qui s’étendent sur la totalité des

souches de la collection.

Les souches de Pseudomonas aeruginosa, Morganella morganii, et Raoultella
ornithinolytica possédent un potentiel de résistance €¢levé contre 1’action antibactérienne
de I’extrait par rapport a la totalité des souches testées avec des diametres d’inhibitions qui
varient entre 06 mm et 09mm relatifs aux concentrations 10, 50 et 200 mg/ml. Cependant,
L’extrait méthanolique n’a persisté actif qu’aprés la concentration 150 mg/ml. En
comparant avec les résultats d’antibiogramme mentionnés précédemment, elles sont
apparues résistante a presque tous les antibiotiques testés. Ce qui prouve que I’extrait
méthanolique a une activité antibactérienne plus au moins élevées par rapport aux

antibiotiques utilisés.

S.aureus ATCC 25923, montrent une sensibilité importante vis-a-vis aux différents

concentrations testées avec des auréoles d’inhibitions qui varient entre 12mm-15mm.

A titre comparatif, il y avait une égalité approximative du diameétre d’inhibition de

I’extrait méthanolique (15 mm) et de la Vancomycine (19mm).

Malgré la résistance enregistrée d’E.coli aux antibiotiques testés, elle s’est avérée

sensible a tous les doses employées avec des halos d’inhibition de 12 mm & 17 mm.

Les bactéries S.aureus et K. pneumoniae ont manifestées une sensibilité vis-a-vis
tous les doses utilisées, sauf cet effet est plus faible pour la concentration minimale
(10mg/ml) avec des diameétres de 07mm et 06mm respectivement.

En ce qui concerne les antibiotiques, Quelques zones d’inhibitions importantes ont
été enregistrées avec S.aureus, ce qui permet de constater que les antibiotiques testés
étaient plus actifs vis-a-vis de la souche par rapport a 1’extrait. Par contre, K.pneumoniae
n’étaient sensible qu’au chloramphénicol avec un halo d’inhibition de 25mm, alors que
I’activité antibactérienne de I’extrait s’est avérée faible avec une zone maximale

d’inhibition de 15mm.

En revanche, un test négatif avec le méthanol (20ul) a été effectué afin de montrer

que celui-ci n’a aucun effet a la survie des souches.
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Figure.14 : I’effet de I’extrait méthanolique de 1’ail sur E. coli, M.morganii et K.
pneumoniae
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Figure.15 : L’effet de I’extrait méthanolique de 1’ail sur P. aeruginosa ATCC 27853, S.
aureus, S. aureus ATCC 25923 et R. ornithinolytica.
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Les résultats obtenus prouvent I’existence d’activité antibactérienne contre les sept
souches testés, qui sont des microbes pathogenes. Donc, il est intéressant d’estimer les

CML.

111.5 Méthode de Macrodilution en milieu liquide

Les resultats obtenus par la méthode de diffusion en disque nous a conduits de faire
confirmer quantitativement l'activité antibactérienne de I'extrait vis-a-vis des souches
testées. Cette évaluation quantitative a éte effectuée par la détermination de la CMI en

utilisant la méthode de dilution en milieu liquide.
e Détermination de la Concentration minimal bactéricide (CMB)

L’inoculation sur milieu gélosé a partir des tubes sans croissance bactérienne visible ou
on a pu déterminer une CMI est nécessaire pour déterminer la nature de I’activité

antimicrobienne de 1’extrait (bactéricide ou bactériostatique).

Les résultats de la CMI et la CMB sont mentionnés dans le tableau (09) et les figures
(16, 17) ci-dessous.

Tableau.09 : Détermination de la CMI et de la CMB de I’extrait méthanolique.

CMI (viv) | CMB (v/v) CMB/CMI
S.aureus ATCC 25923 ND ND ND
S.aureus 1/8 1/4 2
P.aeruginosa ATCC 27853 | 1/2 1/2 1
E.coli 1/2 3/2 3
K.pneumoniae 1/4 1/4 1
R.ornithinolytica 1/4 1/4 1
M.morganii 1/4 3/2 6

La concentration minimale inhibitrice (CMI) a été déterminée pour les différentes
souches microbiennes (Tableau.09) La souche S.aureus était la plus sensible a I’extrait
avec une concentration (CMI) de 1/8, tandis que les trois autres Souches K.pneumoniae,
R.ornithinolytica et M.morganii étaient plus au moins résistantes avec des CMI
identiques de 1/4, par contre P.aeruginosa et E.coli semblaient les plus résistantes avec

des concentrations similaires del/2.
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—7 —-

Figure.16 : Présentation de la série de dillutions en milieu liquide des souches testées
(détermination de la CMI).

Il a été difficile de comparer les résultats avec ceux de la bibliographie, du fait que la
méthode utilisée pour la détermination de la CMI en milieu liquide (volume/volume) est
différente par rapport aux recherches antérieurs. En prenant comme exemple, les travaux
de Kkallel et ses collaborateurs (2014), qui ont déterminé les CMI d’extrait méthanolique
d’Allium sativum L sur sept souches microbiennes, notamment : S. aureus (2 mg/ml),

P.aeruginosa, K.pneumoniae et E.coli (10mg/ml).
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e Concentration minimale bactéricide

D’aprés les rapports de CMB/CMI indiqués dans le tableau ci-dessus, qui est compris
entre 1 et 6, on peut déduire que 1’extrait méthanolique posséde un pouvoir bactéricide sur

la plupart des souches testées.

P.aeruginosa i
ATCC 27853
1 P R 12

P. aeruginosa
- ATCC 27853

Figure.17 : Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)
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L’extrait méthanolique de 1’ail a réagi positivement au moins sur une des souches
microbiennes testées ce qui confirme que la plante d’Allium sativum est douée de
propriétés antimicrobiennes tres appreciés et cela justifie son utilisation dans le traitement

traditionnelle comme un remede antibactérien.

Les deux souches de Staphylococcus aureus a gram positif sont plus sensibles que
les autres souches bactériennes testées a gram négatif. L hypersensibilité de celles-Ci peut
s’expliquer par la probabilité de sensibilit¢ des bactéries Gram (+) aux changements

environnementaux externes, tels que la température, et le pH (Balentine et al., 2006).

En contre partie, les résultats viennent infirmés ceux de Dziri et al., (2012) qui ont
trouvé que I’extrait méthanolique de 1’ail n’a aucune activité contre Staphylococcus

aureus.

d’un autre coté, (Tsao et al., 2003 ; Zhou, 2003 et Najjaa et al., 2011) viennent

corroborer nos résultats.

Plusieurs auteurs rapportent la faible sensibilité des souches de Pseudomonas
aeruginosa vis-a-vis de 1’ail (Corzo-Martinez et al., 2007 ; Kallel et al. 2014 ; Harris et
al., 2001). En revanche, Dziri et al., (2012) ont infirmés la sensibilité de cette souche
contre I’extrait méthanolique d’Allium roseum var. odoratissimum, les résultats obtenus
sont beaucoup plus élevés par rapport a ces derniers, cela est di a plusieurs raison,
premiérement, leurs souches sont peut-étre plus résistantes que les notres ; deuxiémement,
au fait que les échantillons de plante (Allium sativum) utilisés sont d’origine géographiques

différentes, ce qui fait intervenir le phénoméne de polymorphisme chimique.

Les résultats obtenus concordent avec ceux de plusieurs auteurs notamment
(Ankri et al., 1999; Santhosha et al., 2013 et Reuter, 1995) qui ont indiqué une activité
considérable contre E.coli et K.pneumoniae. En revanche, ils s’opposent aux résultats de

(Dzirietal., 2012 ; Kallel et al., 2014) qui ont démontré une faible activité contre E.coli.

Trés peu de recherche se sont intéressées a 1’é¢tude de ’activité antimicrobienne de
I’extrait méthanolique de 1’ail vis-a-vis aux deux autres souches testées dans la présente

étude qui sont Morganella morganii et Raoultella ornithinolytica.

Des preuves provenant de plusieurs enquétes suggere que les fonctions biologiques
et médicales de l'ail sont principalement dus & leur teneur élevée en composés organo-
soufrés (Augusti et Mathew, 1974). Cependant, certains composés phénoliques peuvent

également contribuer a cette activité (Griffiths et al., 2002).
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Cowan, (1999) a rapporté que les différentes classes de polyphénols
essentiellement les tanins et les flavonoides peuvent augmenter la toxicité des extraits
envers les microorganismes. Cette toxicité est fonction du site et du nombre de
groupements hydroxyles présents sur le composé phénolique. En outre, il est évident que
I’augmentation de I’hydroxylation conduit a une augmentation de la toxicité. L’effet
antimicrobien de ces phénols peut étre expliqué par D’inhibition de la croissance
bactérienne suite a leur adsorption sur les membranes cellulaires, 1’interaction avec les

enzymes ou la privation en substrats et ions métalliques (Dhaouadi et al., 2010).

L’efficacité¢ optimale d’un extrait peut ne pas étre due a un constituant actif
majoritaire, mais plutot a I’action combinée (synergie) de différents composés (Essawi et

Srour, 2000).

La caractérisation chimique récente sur les composés soufrés de 1’ail a permis

d’indiquer qu'ils sont les principaux agents antimicrobiens actifs (Rose et al., 2005).

L'allicine est l'un des principes actifs de broyats d'ail fraichement écrasé. C’est une
molécule instable, peu miscible dans des solutions aqueuses et qui a I'odeur typique de l'ail.
L’oxydation a I’air de ce dernier conduit au disulfure de diallyle (DADS), sulfure de
diallyle (DAS), trisulfure de diallyle (DTS) et de dioxyde de soufre (Bruneton, 2009).

Selon la littérature, Ces composés bioactifs sont plus puissants sur les bactéries a
gram positif que sur les bactéries a gram négatif. Cela peut étre expliqué par la différence
de la composition chimique de la paroi de deux groupes bactériens. Les bactéries a gram
négatif ont une paroi qui ne permet pas la pénétration des molécules hydrophiles a cause
de la présence des LPS (lipopolysaccharides), tandis que celles a gram positif ont une paroi
constituée essentiellement de peptidoglycane qui laisse passer les molécules hydrophiles
(Benzeggouta, 2005). En fait, cette dissemblance est relié a la capacité des composeés,

influencée par leur taille et leur forme, pour atteindre son site d'action (Kallel et al., 2014).

Ces donneées viennent confirmer nos resultats du fait que les bactéries a gram +
testées sont plus sensibles que les bactéries a gram (-), a ’exception d’E.coli et

K.pneumoniae qui sont révélées sensibles.

Cette sensibilité peut étre due a I’incapacité de la plupart des souches a développer
une résistance a I’allicine parce que le mode d'action de ce dernier est totalement différent
de celui des autres substances synthétiques. Il a été proposé que le développement de la
résistance aux antibiotiques béta-lactamines soit 1000 fois plus facile que le
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développement de la résistance a l'allicine (Ankri et Mirelman, 1999). Selon Cantwell,
(2000) de fortes variations dans les activités biologiques de la poudre d’ail, sont observées
en fonction de leur mode de préparation. Sachant que L’allicine est partiellement soluble
dans l'eau étant plus soluble dans l'alcool. Bruneton, (2009) a également confirmé les
données de Cantwel, (2000) a propos I’analyse fine des extraits alcooliques d’ail en
montrant la présence de produits de condensation de 1’alliicine, les 6-Z et les 6E-ajoénes
(4, 5, O9-trithiadodéca-1, 6,11-trien-9-S-oxyde) et de produits de cycloaddition du
propénethial ( vinyldithiines)

Ce qui justifie le pouvoir puissant de 1’extrait méthanolique contre les souches

testées.

La raisons de la résistance de certaines bactéries testées (Pseudomonas aeruginosa,
Morganella morganii, et Raoultella ornithinolytica) ne sont pas claires. On suppose que les
couches capsulaires hydrophiles ou muqueuses empéchent la pénétration de l'allicine et
d’autres meétabolites bioactifs dans les bactéries, mais cela doit étre étudié de maniere plus

approfondie (Ankri et Mirelman, 1999).

Tout comme les antibiotiques, I’allicine a sa cible au niveau de la bactérie
(Feldberg et al., 1988). Récemment, plusieurs travaux (Ankri et al., 1999 ; Harris et al.,
2001) ont étudié le mécanisme d'action des molécules d'allicine pures en détail. 1ls ont été
trouvés que le principal effet antimicrobien de l'allicine est due a sa réaction chimique avec
des groupes thiol de diverses enzymes, par exemple, l'alcool déshydrogénase, la
thiorédoxine réductase, et I'ARN polymérase. A des concentrations légerement plus
élevées, I'inhibition partielle de ces enzymes pourrait étre mortelle pour le microorganisme
(Ankri et Mirelman, 1999).

En outre, I'allicine, a des concentrations bactériostatiques a été trouvée pour inhiber
partiellement, dans la Salmonella typhimurium, la synthese d’ADN et des protéines, mais

I'effet sur la transcription a été immediat (Ankri et Mirelman, 1999).

L’ARN polymérase d’E-coli, dans sa sous-unité alpha, contient un groupe
sulfhydryle unique qui peuvent réagir avec le dérivé de fluorescéine monomercuric, un
réactif spécifique pour les groupes thiol. Ce qui permet de suggérer que I'ARN polymérase
peut aussi étre une cible principale pour 1’action de l'allicin (Ankri et Mirelman, 1999).
Les constatations qui ont été faite par (Goltz et Ghedira, 2012) suggérent également que

I’allicine agit en provoquant un changement du profil lipidique de la membrane cellulaire.
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Par ailleurs, la prééminence éminence de 1’effet antibiotique des produits de
référence sur celui de I’extrait le plus actif de notre étude pourrait s’expliquer par le fait
que les substances de reférence sont des molécules pures, isolées et de concentrations bien
connue. Ce qui n’est pas forcément le cas avec I’extrait méthanolique brut qui lui est un

concentré de constituants chimiques variés non purifiés.
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Conclusion et perspectives

La majorité des médicaments actuels sont des copies concentrées de remedes
végétaux. L’ Algérie est dotée d’une biodiversité végétale immense, qui reste a découvrir et
une grande partie de cette flore est constitué par des espéces médicinales y compris la

famille des Alliacées qui sont toujours connues par leurs propriétés thérapeutiques.

Ce travail avait pour objectifs d’évaluer ’effet antibactérien de 1’extrait méthanolique

des bulbes d’Allium sativum L sur certaines souches bactériennes.
Dans la présente étude, différents aspects d'Allium sativum ont été étudiés:

Sur le plan phytochimique, les résultats montrent une composition riche et variée en
métabolites secondaires. En outre, I'extraction des composes phénoliques de la plante a
permis d'obtenir un rendement relativement faible, alors que la teneur en composes

phénoliques et en flavonoides était conséquente.

L’activité antimicrobienne a été déterminée sur sept souches bactériennes, selon la
méthode de diffusion sur disque, Les résultats indiquent que I’extrait posséde une activité
antimicrobienne sur toutes les souches testées. La méthode de dilution a confirmé les
résultats de la méthode de I’aromatogramme. Les CMI obtenues sont comprises entre 1/8
et 1/2. De méme, la détermination de la CMB de I’extrait méthanolique de 1’ail nous a
permis de montrer que 1’extrait posséde un pouvoir bactéricide sur la plupart des souches

testées.

Les résultats obtenus au terme de la présente étude apportent une confirmation quant a

I’existence d’une activité pharmacologique antibactérienne inhérente a I’ Allium sativum L.

Cette action antibactérienne, quoique manifeste sur la majorité des souches cliniques
testées, reste tout de méme faible comparativement a celle observée avec les substances de

référence (antibiotiques).
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La plante étudiée se caractérise par un réservoir assez important de métabolites
secondaires avec des caractéristiques thérapeutiques et pharmacologiques particulieres qui
demandent d’étre exploitées par les recherches, de cet effet, et comme perspectives on
propose de :

v" Faire une étude comparative de I’effet antimicrobien de différents extraits
dérivant des autres organes d’Allium stadium.

v' Déterminer de nouvelles substances bioactives naturelles pourront répondre
aux différents problémes de la santé et d’étre un alternatif des médicaments
synthétiques.

v Orienter les recherches scientifiques vers la réalisation des études
approfondies sur I’activité antioxydante des composés polyphénoliques.

v’ faire un screening plus complet des principaux groupes chimiques
potentiellement actifs, d'identifier et d'isoler le ou les principes actifs, ce qui
pourrait, aprés des études complémentaires, renforcer Iantibiothérapie en
pathologie médicale. Cette étude justifie ainsi I'usage traditionnel d’A4.sativum dans
le traitement de bon nombre de maladies.

v 11 serait également intéressant de réaliser d’autres études pour évaluer le
potentiel antimicrobien de I’extrait méthanolique de 1’ail in vivo sur des modeéles
animales.

Sachant que le but ultime de ce travail est la valorisation de la plante d’Allium sativum
et la recherche de son intervention dans la phytothérapie humaine, I'évaluation de
I'existence d'une éventuelle potentialité génotoxique de cet extrait issu de cette plante serait

nécessaire.
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Annexe 1

1.1 Matériel screening phytochimique

1.1.1 Les produits Chimique et les réactifs

e Méthanol, éther de pétrole, H2SO4, FeCls, HCI, NH4OH, Ethanol, la soude, CHClI3
e Reéactif de Folin, Reactif de Mayer, Réactif de Stiasny, Carbonate de sodium, acide gallique,
AICIls, Quercétine, acide ascorbique,

e Acétate d’¢thyle, eau distillée, ninihydrine.

1.1.2 Les équipements

e Rotavapor R-215 (Bdchi).

e Lyophilisateur (ALPHA 1-2 LD plus)

e Spectrophotometre (JENWAY 6305)

e Cuve de chromatographie.

e Balance (BB310) et (Sartorius)

e balance de précision (Explorere Pro)

e \errerie.

e Agitateur Vortex (snijders 34524)

1.2 Matériel bactériologique

1.2.1 Produit utilisés

Méthanol, L’eau physiologique.

Gélose Nutritive, Gelose de Mueller Hinton, Gelose Chapman, Bouillant nutritif.
1.2.2 Les équipements:

Autoclave

Four Pasteur

Etuve

Verrerie

Réfrigérateur
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Annexe 2

2.1 Milieux de cultures solides

2.1.1 Gélose nutritive

e Composition
- Extrait de viande de baeuf...... ... 5a10g
S P0G .. e 109
- Chlorure de SOIUML. ..ot e 59
2 N . 1 159
SEaUu diStIllEe. .. oo 1000 ml

e Préparation
Apres dissolution de tous les ingrédients dans I’eau distillée, ajuster le pH a 7,4 et stériliser a
120°C pendant 20 min.

2.1.2 Gélose Chapman

e Composition
-EXtrait de VIANGe ..o 19
SEXtrait de IeVUIE ..o 39
S Y P N e e 5¢
- Peptone bactériologiqQUE. ........oeeini i 10g
- Chlorure de SOIUM ... e 709
S IMEANNIEOL .o oot 0,025¢g
o - | P 159

e Préparation
Aprés dissolution de tous les ingrédients dans 1’eau distillée, ajuster le pH a 7,4 et stériliser a

I’autoclave 20 min a 120°C.

2.1.3 Gélose Mueller Hinton

e Composition

- Infusion de viande de beeuf.............oooii i 4g
- Hydrolysat acide de caséine...............cooviiiiiiiiiii i, 17,5¢
- AMIAON de Mais. .. .ot e 1,5¢
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e Préparation
Apres dissolution de tous les ingrédients dans 1’eau distillée, ajuster le pH a 7,3 et stériliser a

I’autoclave 15 min & 121°C.

2.2 Milieux de culture liquides
2.2.1 Bouillon nutritif

e Composition

el 2] 0100) 1 1< PP 109
- Chlorure de Sodium ... 59
- Extrait de boeuf ... 5a10g
SEAU dISHIIER. ..o 100ml

e Préparation
Aprées dissolution de tous les ingrédients dans 1’eau distillée, ajuster le pH a 7,3 et stériliser a
I’autoclave 15 min a 121°C.
2.3 Préparation de I’eau physiologique
e Composition
- Chlorure de SOdiUmL. .. .....oouit e 9g
SEau distille. .. ... 1000g
e Preparation
Apres dissolution de Chlorure de sodium dans I’eau distillée, ajuster le pH a 7 et stériliser a

I’autoclave a 121°C pendant 30mn.

2.4 Preparation de la solution 0.5 Mac Farland

e Composition
-BaCladéshydraté @ 190 .....ooviniiniini i 0.5ml
SH2S 04 190, bbbt 99.5ml

e Préparation

Mélanger 1% d’une solution de BaCl; avec 1% de I’acide sulfurique (H2SO4)

-Solution de BaCl2 a4 1%

Dissoudre 1g de BaCl2 dans 100ml d’eau distillée

-Solution d’ H2SO4 a 1%

Prélever 1ml d’acide sulfurique et compléter le volume jusqu’au 100ml par 1’eau distillée.
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Résumé

Les échecs thérapeutiques et les codts de plus en plus élevés des traitements des infections dues aux bactéries résistantes
appellent a trouver d’autres alternatives de soins. Ce travail a été initié dans le but d’évaluer 1’activité antibactérienne de
I’extrait méthanolique de I’ail (Allium sativum L) sur des souches isolées de patients.

L’analyse phytochimique sur le matériel végétal broyé a permis de mettre en évidence la présence des métabolites
secondaires : les saponosides, les alcaloides, les tanins, les flavonoides, les stérols et terpénes ainsi que 1’alliine qui est
le précurseur de I’allicine par chromatographie sur couche mince.

L’extrait méthanolique a été obtenu par macération en utilisant le systéme solvant méthanol/eau. Cette extraction a
permet d’obtenir un rendement de 08,47%.

Quantitativement, 1’évaluation du contenu des polyphénols totaux en adoptant la méthode de Folin-Ciocalteu révéle la
présence des quantités moyennement importantes en polyphénols. De méme, les flavonoides ont été dosés par la
méthode d’AlICI3 ce qui nous meéne & conclure que cette plante contient une quantité considérable de flavonoides.

Les méthodes de la diffusion en milieu gélosé et en milieu liquide ont été utilisées pour tester I’activité antibactérienne
de I’extrait méthanolique et la détermination de la CMI et de la CMB. Les différents tests ont été effectués sur sept
souches dont deux sont des souches de référence. Les concentrations minimales inhibitrices de 1’extrait varient entre 1/8
et 1/2 et les concentrations minimales bactéricides entre 1/4 et 3/2. La plus faible valeur de CMI et de CMB a été
observée avec S. aureus tandis que la plus grande valeur de ces mémes parameétres a été obtenue sur E.coli. Cet extrait a
exercé une activité bactéricide sur la plupart des souches testées a 1’exception Morganella morgani. Ceci pourrait
justifier ’utilisation d’Allium sativum dans le traitement de diverses infections.

Mots clés : Allium sativum L, activité antimicrobienne, Allicine, I’extrait méthanolique, Aliine.

Abstract

Treatment failures and costs of higher and higher treatment of infections due to resistant bacteria induced to find other
alternative treatments. This study was initiated to evaluate the antibacterial activity of the methanol extract of garlic
(Allium sativum L) on bacterial strains isolated from patients.

Phytochemical analysis of the crushed plant material has allowed to highlight the presence of secondary metabolites:
the saponins, alkaloids, tannins, flavonoids, sterols and terpenes and alliin which is the precursor of

Allicin by thin layer chromatography.

The methanolic extract was obtained by maceration using methanol / water solvent system. This extraction enables
ayield of 08.47%.

Quantitatively, evaluating the content of total polyphenols by adopting the Folin-Ciocalteu method reveals the presence
of medium amounts of polyphenols. Similarly, flavonoids were determined by the method of AICI; which leads us to
conclude that this plant contains a considerable amount of flavonoids.

The methods of disk diffusion and liquid medium were used for testing the antibacterial effect of methanolic extract and
the determination of the MIC and MBC respectively. The different tests were performed on seven strains which two are
reference strains. The minimum inhibitory concentrations of the extract varied between 1/8 and 1/2 and the minimum
bactericidal concentrations are between 1/4 and 3/2. The lower value of MIC and MBC was observed with S. aureus
while the greatest value of these parameters was obtained on E. coli. This extract exerted a bactericidal activity against
the most bacterial strains except Morganella morganii. This might justify the use of Allium sativum in the treatment of
various infections.

Keywords: Allium sativum L, antimicrobial activity, Allicin, the methanol extract, Aliine.
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