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Introduction

Introduction

Les plantes médicinales sont extrémement nombreuses. Il existe environ 13000
especes de plantes ayant été utilisées sur de treés longues périodes comme
remedes traditionnels par diverses cultures dans le monde entier, et dans divers
domaines a savoir en médecine, en pharmacie, en cosmétologie et en agriculture
car elles sont connues par leurs propriétés biologiques bénéfiques et
intéressantes (Tyler et VVarro E, 1993).11 est donc vital d'encourager la recherche
scientifique visant a étudier ces plantes et leurs effets biologiques, afin d'etablir
une base scientifique solide pour leur utilisation. Portulacaoleracea L. connue
sous le nom de « redjila » en Algérie se retrouve dans le pourtour
Méditerranéen, dans le centre européen et en Afrique (Lim et Quah, 2007). Le
pourpier commun (Portulacaoleracea L.) est une plante de la famille des
Portulacaceae, avec plus de 100 espéces d'arbustes succulents. Il peut aussi étre
cultivé en tant que mauvaise herbe a I'état sauvage dans de nombreuses regions
du monde, L'OMS I'a classée parmi les plantes médicinales les plus utilisées et
lui a attribué le nom de "Global Panacea" (Demirhan et Ozbek, 2010).1l reste
une tache intéressante et tres utile d'étudier les effets biologiques du pourpier et
de ses substances issues, en vue de leur utilisation dans le domaine de la santé
humaine. En Algérie, en Egypte et en Chine, on utilise cette plante pour
certaines préparations alimentaires traditionnelles en raison de sa teneur élevée
en composés antioxydants comme les Omega-3, les flavonoides, les minéraux,
les vitamines A, C, E et  caroténe (Simopolouset al., 2005).Elle peutaussi étre
ajoutée aux jus de légumes ou encore étre séchée et mise en poudre pour une
utilisation ultérieure. Au niveau medicinal, elle est émolliente en cas
d’inflammation intestinale, pulmonaire et urinaire. C’est dans ce contexte que
s’inscrit la présente étude qui vise a évaluer I’effet antibactérien des graines du
pourpier contre des souches bactériennes issues des infections urinaires. Ce
manuscrit est structuré comme suit : une partie bibliographie contenant deux
chapitres dont 1’'un est généralités sur plantes médicinales et 1’autre se
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Introduction

concentre sur la plante choisie. La deuxieme partie est matériel et méthodes

d’analyses et la derniére est les résultats obtenus ainsi que leurs discussion.
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Chapitre |

Geéenéralités Sur Les Plantes
Médicinales



Généralité sur les plantes médicinales

1.1 Historique des plantes médicinales

Le premier recueil consacré aux plantes médicinales, le papyrus égyptien Ebers, que
I’on fait remonter a 1500 av. J.-C., fait ’inventaire de plusieurs centaines de plantes. Au fil
du temps, les médecins de 1’ Antiquité constituent une pharmacopée (un recueil de remeédes)
relativement développée. Au travers de son ouvrage, De materiamedica (« Sur la matiére
médicale »), qui recense environ 600 plantes, le médecin grec Dioscoride, au premier siecle
apres J.-C., exerce une influence considérable sur la médecine occidentale. Cet ouvrage
demeure ’une des principales références, en Europe jusqu’a la fin du XVIle siecle. Il est
traduit en plusieurs langues. En 512, une version comportant les dessins des plantes citées fait
de De materiamedica le premier herbier illustré.Au Moyen Age, les médecines d’inspiration
gréco-latine ou arabe demeurent fidéles a 1’'usage des plantes. Des archéologues ont pu
établir, a I’occasion de fouilles dans un hopital monastique écossais du Xle siecle, que les
moines utilisaient des extraits de plantes comme le pavot ou le chanvre indien pour lutter
contre la douleur. (Vidal, 2010).

1.2 Définition des plantes médicinales

Une plante médicinale est une plante utilisée pour ses propriétés thérapeutiques. Cela signifie
qu'au moins une de ses parties (feuille, tige, racine etc.) peut étre employée dans le but de se
soigner. Elles sont utilisées depuis au moins 7.000 ans avant notre ére par les Hommes et sont
a la base de la phytothérapie. (Vidal, 2010).

1.3 Origine des plantes médicinales
Il fait référence a deux origines a la fois. En premier lieu, on trouve les plantes spontanées

étiquetées comme« sauvages» ou « cueillies » suivies des plantes cultivées (Boulahiaet al.,
2020).

1.3.1 Plantes spontanées

De nombreuses plantes médicinales essentielles se trouvent a I'état sauvage. Les
plantes spontanées continuent d'avoir une place importante sur le marché, et leur répartition
est liée au sol, en particulier au biotope (humidité, vent, température, etc.).Dans certaines
circonstances, certaines plantes poussent dans des endroits trés éloignés de leur habitat
naturel (naturel ou introduit). L'ampleur de leur croissance est variable, tout comme la

concentration en principes actifs. (Chabrier, 2010).
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1.3.2 Plantes cultivées
Pour approvisionner le marché en plantes médicinales et préserver la biodiversité de la

flore, il est essentiel de reboiser les plantes médicinales.

>

% Cela donne la possibilité de cultiver des plantes qui ne nécessitent pas de se rendre

dans les foréts pour éliminer les espéces sauvages.

X/
°e

Il a un impact considérable sur les revenus des agriculteurs en expansion.

X/
°e

Il garantit une disponibilité prévisible des plantes médicinales en quantité adéquate au
moment opportun.

¢ |l favorise la présence et la préservation de plantes qui sont actuellement rares ou en

danger dans la nature.

Il rend plus facile la vérification de la qualité, de la sécurité et de I'nygiene des équipements.
Les plantes médicinales contiennent différents principes actifs, qui varient en fonction de
I'organe, de I'age, de la saison et de I'heure de la journée. Il y a donc une grande variabilité a
considérer pour obtenir la meilleure récolte au moment le plus agréable. (Bouacherine et
Benrabia, 2017).

1.4 Toxicite des plantes médicinales

Les plantes vénéneuses sont des plantes qui renferment, en totalité ou en partie, des
éléments toxiques pour I'nomme et les animaux de compagnie. Les toxines des plantes sont
habituellement des composés organiques, mais parfois également minéraux. Les dommages
sont généralement causés par l'ingestion de la plante, mais aussi par un simple contact. La
toxicité d'une plante est influencée par plusieurs facteurs, tels que sa variété, sa durée de
contact avec l'individu, sa quantité exposée et son état de santé. L'exotisme de la plante ne
garantit pas qu'il n'y ait aucun poison. Des plantes familieres peuvent renfermer des
substances hautement toxiques. Dans notre étude, nous avons recensé un certain nombre de
plantes médicinales ayant un intérét thérapeutique mais également toxique (Bouacherine et
Benrabia, 2017).

I.5.Classification des plantes médicinales

Dans le but de faciliter leur culture dans des conditions environnementales favorables
a une meilleure production, les PM sont classés en fonction de leurs caractéristiques ou de
leurs propriétés similaires. Par consequent, deux critéres essentiels sont utilisés pour classer

les plantes médicinales.
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1.5.1. - En fonction de morphologie de la plante

Les plantes médicinales sont classées en fonction de la partie de la plante utilisée qui contient

la substance active recherchée.(Bezanger et al., 1975).

e Les plantes utilisées entiéres : Il s'agit de plantes qui renferment des substances
chimiques actives dans plusieurs parties de la plante sans qu'elles ne se concentrent ou
se rassemblent dans un organe végétal spécifique par rapport a un autre

e Les plantes qui utilisent leurs feuilles : Certains produits chimiques actifs sont
présents dans les feuilles de certaines plantes, comme le basilic, la menthe, I'Aloe
Vera et le thé.

e Plantes qui utilisent leurs fleurs : La fleur renferme les principes actifs.

e Plantes qui utilisent écorce : Il s'agit de plantes qui renferment des substances
efficaces dans leur écorce.

e Plantes qui utilisent leurs de graines : Les graines contiennent des substances

chimiques. (Bezangeret al., 1975).
1.5.2. - En fonction physiologique ou thérapeutique

Les plantes peuvent étre classées en fonction de leur utilitée thérapeutique ou de l'intérét
qu'elles peuvent apporter. Il est possible de constater que certaines plantes, telles que le séné
et la réglisse, ont des propriétés laxatives et assouplissantes ; En revanche, il y a d'autres
plantes qui ont des propriétés antalgiques et narcotiques, comme le saule et le coquelicot ; Il y
a aussi des plantes qui peuvent empécher la formation de vaisseaux capillaires, comme le
citrus et le sarrasin ; D'autres peuvent stimuler le cceur, comme le laurier-rose. De plus,
certaines plantes ont des propriétés erythrocytaires localisées, telles que « le moutarde noir ».
(Bezanger et al., 1975).
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Généralités sur la plante Portulaca oleracea L.

11.1 Description et caractéristique de la plante

On connait le pourpier Portulacaoleracea L. sous le nom de « Redjila ». C'est une plante qui
pousse dans la péninsule arabique et les zones voisines (Chan et al., 2000), y compris les
Emirats Arabes Unis et Oman. Dans certaines provinces de la Chine, le pourpier est
également consommé en tant que légumes (Hongganget al., 2014). La partie utilisée est la
partie aérienne, c'est-a-dire la tige ou la feuille. L'un des 25 genres de plantes succulentes et
arbustes de la famille des Portulacacées appartient a cette famille. 1l y a environ 40 espéces
tropicales et des especes de climat chaud dans le genre Portulaca. L'Organisation mondiale
de la santé classe Portulacaoleracea L. parmi les plantes médicinales les plus utilisées, et elle
est désignée sous le nom de "Global Panacea" (Lim et Quah, 2007). D'aprés Belhadje Salah
et Cheml 2004, cette plante a des tiges rampantes qui mesurent de 10 a 30 cm. Différentes
feuilles alternées, rondes, épaisses fleurs jaunes en forme de calice (Figl), solitaires, 5 pétales

libres avec 6-12 étamines. Les grains sont ovales, trés petits et souvent de couleur

noire(Beloued,2009).

Figure 1 .Morphologie de la plante Portulacaoleracea L(Changiziet al 2013).

- Nom vernaculaire arabe(Beloued,2009).

- Regila
- Belabicha
- Brabra

- Bou el kazit

- Nom targui ou berbére (Beloued,2009).

- Arrhilem
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- Bouguel
- Benderaech
- Tafrita (Beloued,2009).
Berzguala est le nom qu'elle porte dans la région de Biskra

11.2 Classification botanique.

11.2.1 Classification de Cronquist 1981

La classification de Conquist,1981 est une approche classique pour classer les
angiospermes. Il se peut qu'elle constitue la derniere évolution des classifications majeures
basées sur les criteres morphologiques, anatomiques et chimiques. Jean-
Francois(2007) ,affirme qu'elle est encore plus ou moins employée dans certains ouvrages et

bases de données.

Selon Conquist, 1981, Portulacaoleracea L. est répertorié comme il est montré dans le

tableau 1.

Tableau 1 : Classification de Portulacaoleracea L(Julve.,2014).
Régne Plantea
Sous-regne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnolipsida
Sous classe Caryophyllidae
Ordre Caryophyllales
Famille Portulacaceae
Genre Portulaca
Espeéce oleracea L.1753

11.3 Composition chimique.

Le pourpier est signalé étre riche en acide gras,en particulier 1’acide alpha linoléique

(acide gras omega-3) dont la concentration dans le pourpier est le plus présent dans les

10
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legumes a feuilles, polysaccharide, I’amidon ,tanins, glycoside d’anthraquinone
I’acideglutamique et 1’a-tocophérol (Abdallah, 2010) ,triterpenoide. Les travaux réalisés sur
I’extrait méthanoique ont permis l’isolement des composées phénoliques totaux qui sont
capables d’inhiber I’activité des radicaux libres (Lim et Quah, 2007). Il contient plusieurs
types de vitamines: Vit B( B1,B2) ,Vit C, et les minéraux tel que: le magnésium , le
manganése , le calcium, le potassium (Amirulet al., 2014) ( Tab 2) ,le fer ,le phosphore ,le
zinc (KmalUddinet al., 2014) .Portulacaoleracea renferme une concentration élevée de L-
noradrénaline (environ 0,25 C/o dans les herbes fraiches), une neurohormone vasopressrice et
des activités anti-hypertensives, ce qui contribue a réduire une hémorragie dans le tissu tissu
adipeux (Anthony et Dweck, 2001).

Tableau 2: Composition nutritionnelle de Portulacaoleracea L

Ciqual , 2008 (valeur nutritive pour 100Q).

Pourpier, cru, feuilles

valeur énergétique :

eau:939¢ cendres totales : g fibres : 0.9 g
76,8 k]

protéines : 1,3 g lipides : 0,1 g glucides : 3 g sucres simples : 2.9 g

'
o

Macroéléments et oligo-éléments

potassium :
magnésium : 68 mg phosphore : 44 mg  calcium : 65 mg
494 mg
sodium : 45 mg cuivre : 0,11 mg fer : 1,99 mg sélénium : 0,9 ug
vitamines
vitamine B2 :
vitamine C : 21 mg vitamine B1 : 40 pg - vitamine B3 : 480 ng
ng
vitamine B9 :
vitamine BS : 0 ug  vitamine B6 : 70 pg - vitamine B12 : 0 pg
2ug
11.4 Habitat

Portulacaoleracea L, peut s'adapter a des conditions défavorables telles que la
sécheresse, la salinité et des sols dépourvus de nutriments. (Uddinet al , 2014).En Algérie, on

retrouve Portulacaoleracea L. dans les champs, jardins, cultures, ainsi que dans les cultures

11
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et les decombres. Elle est répandue dans le tell, les hauts plateaux, les Aureés et les oasis du
Sud. (Beloued, 2009).

I1.5 Utilisation médicinale

Portulacaoleracea L. renferme une quantité élevée de vitamine C, un antioxydant
naturel qui peut aider a combattre le cancer du poumon et de la cavité buccale. En raison de
sa déficience en vitamine C, elle peut également protéger contre le stress oxydatif, Les
molécules de Portulacaoleracea L. sont efficaces pour traiter certaines maladies infectieuses
parasitaires, comme la trypanosomiase et la leishmaniose. (Costa et al.,2007).Par ailleurs,
,Portulacaoleracea L. n’est pas toxique et ¢a jusqu’a des doses superieurs a 1.8 g/lkg  (Musa
et al., 2007).

12
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111.1. Définition des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées et
accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes (Lutge et al., 2002), Exercant un
role majeur dans 1’adaptation des végétaux a leur environnement. Ils assurent des fonctions
clés dans la résistance aux contraintes biotiques (phytopathogénes, herbivores, etc.) et
abiotiques (UV, température...etc). Sur le plan agronomique, le réle de ces composés dans la
protection des cultures est connu (résistance aux maladies cryptogamiques, aux infections
bactériennes, a certains insectes) (Raven et al ., 2000).

Sur le plan pharmacologique, les métabolites secondaires constituent la fraction la plus active
des composés chimiques présents chez les végétaux, et on estime aujourd’hui qu’environ 1/3
des médicaments actuellement sur le marché contiennent au moins une telle substance

vegeétale (Newman et Cragg, 2012).
I11.2. Classement des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires dépassant actuellement 100 000 substances identifiées, Ils

appartiennent a trois grandes familles :

e Les composés aromatiques ou poly phénols (acides phénoliques,
flavonoides,banthocyanidines, tanins) et les quinones.

e Lesterpenoides et leurs dérivés.

e Les alcaloides (Merghem, 2009).

Chacune de ces classes renferme une tres grande diversité de composes qui possédent

une trés large gamme d'activités en biologie humaine (Bruneton, 1993).
111.2.1. Polyphénols

Les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire des végétaux, caractérisés
par la présence d’au moins d’un noyau benzénique auquel est directement lié au moins un
groupement hydroxyle libre, ou engagé dans une autre fonction tels que : éther, ester,
hétéroside...etc (Bruneton, 1999). La grande majorité de composés phénoliques dérivent de
I’acide cinnamique formé par la voie du shikimate (Gorham, 1977). Sont solubles dans la
solution de carbonate de sodium. Chimiquement, ils sont réactifs et donnent souvent lieu a
des liaisons hydrogénes, ou chélater des métaux pour les Odihydroxyphénols (catéchol);

Enfin, ils sont sensibles a I'oxydation (Gorham, 1977).

14



Les polyphénols sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs :racines,

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

111.2.1.1 Classification des composés phénoliques

La classification de ces substances a été proposée par Harborn (1980). On peut
distinguer les différentes classes des poly phénols en se basant d’une part, sur le nombre
d’atomes constitutifs et d’autre part, sur la structure de squelette de base, principales classes

sont largement répandues (Macheix et al., 2006).
111.2.1.1.1 Poly phénols monomériques

A. Acides phénoliques

Les acides phénoliques, ou acides phénols ont une fonction acide et plusieurs fonctions
phénols, Ils sont incolores et plutét rares dans la nature (Haslam, 1994). lls se divisent en
deux classes: les dérives de l'acide benzoique(les acides hydroxycinnamiques) et les dérivés

de I'acide cinnamique (les acides hydroxybenzoiques) (Pandey et Rizvi, 2009).
Remarque
Les acides hydrox cinnamiques sont plus fréquents que les acides hydrox benzoiques et
comprennent essentiellement ’acide p -coumarique, caféique, férulique et sinapique
(Pandey et Rizvi, 2009).

B. Flavonoides

C’est le groupe le plus représentatif des composés phénoliques, ces molécules ont des
structures chimiques variées et des caractéristiques propres (Benhamoud, 2011). En 2003,
environ de 4000 composés flavoniques sont connus (Edenharder et Grunhage, 2003).Certains
sont des pigments quasi-universels des végétaux, ces composes existent sous forme libre dite
aglycone ou sous forme d’hétérosides, c’est a- dire liée a des oses et autres substances (Heller
et Forkmann, 1993). Ont un squelette de base formé par deux cycles en C6 (A et B) relies
entre eux par une chaine en C3 qui peut évoluer en un hétérocycle (Cycle C) (Figure 2)
(Akroum, 2011).

111.2.1.1.2 Poly phénols sous forme de polymeéres
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A. Tanins

Les tanins sont des composes phénoliques complexes, hydrosolubles ayant un poids
moléculaire compris entre 500 et 3000 Da (Kamra et al., 2006). Ces composé naturellement
produits par les plantes se caractérisent par leur facilité a se combiner aux protéines (Mangan,
1988). Grace a la présence de plusieurs groupements hydroxyles phénoliques (Khenaka,
2011), Aussi a d’autre polymeres organiques tels que des glucides, des acides nucléiques, des

stéroides et des alcaloides, pour former avec eux des complexes stables (Haslam, 1998).

Ils sont tres répandus dans le regne végeétal, mais ils sont particulierement abondants dans
certaines familles comme les coniféres, les Fagacée, les Rosacée (Ghesterm et al., 2001). lls
peuvent exister dans divers organes: I'écorce, les feuilles, les fruits, les racines et les grains
(Khanbabae et Ree, 2001). En général, ils sont subdivisés en deux groupes distincts en
fonction du type de I’acide phénolique et du type de liaisons qui déterminent la taille et la

réactivité chimique de la molécule (Rira, 2006).
B. Lignines

C'est I’'un des polymeres bio sources les plus abondants sur Terre, elle constitue de 15 a
40% de la matie¢re séche des arbres et de 5 a 20% des tiges des plantes annuelles. C’est
également le polymere aromatique naturel le plus abondant (Privas, 2013). Subissant les
contraintes de la gravite, la lignine est apparu afin notamment de rigidifier les parois
cellulaires (Cruz et al., 2001).Le role des lignines dans 1’évolution des végétaux, ils forment
une barriére mécanique, de golt désagréable, et réduisant la digestibilité des sucres de la
paroi, les lignines participent a la résistance des plantes aux microorganismes et herbivores,

la lignification est une réponse courante a I’infection ou la blessure (Murry et al., 1982)
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Figure 2. structure chimique des poly phénol
(Ribereau-Gayon,1968 )

111.2.2 Alcaloides

Les alcaloides sont des substances organiques naturelles composés de carbone,
d’hydrogéne, d’oxygene et d’azote (Schauenberg et Paris, 2005).Typiquement comme les
amines primaires, secondaires, ou tertiaires et cela confére la basicité a l'alcaloide, en
facilitant leur isolement et purification comme sels solubles dans I'eau formés en présence des
acides minéraux (Hess, 2002). Ils peuvent étre présents dans tous les organes (Ziegler et
Facchini, 2008). Leur teneur est treés variable, généralement comprise entre 0.1% et 2 a 3 %

du poids sec de la drogue (Roux et Catier, 2007).

Les alcaloides existent rarement a I’état libre dans la plante, mais le plus souvent ils sont

combinés a des acides organiques ou a des tanins (Ziegler et Facchini, 2008).
111.2.3 Terpénoides

Appelés aussi terpénes, constituent une vaste groupe de métabolites secondaires, sont des
hydrocarbures naturels, de structure cyclique ou de chaine ouverte (Hellal, 2011). En effet les
plantes synthétisent plus de vingt-deux milles dérivés isopréniques qui possedent des
structures, des propriétés physiques et chimiques et activités biologiques trés diverses
(Conolly, 1992) . lls répondent dans la plupart de cas a la formule générale ( C5H8)

(Seenivasan., 2006) c’est-a-dire leur particularité structural la plus importante est la présence
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dans leur squelette d'unité isoprénique a 5 atomes de carbone (Hernandez-Ochoa, 2005). Les
précurseurs de tous les isoprénoides, le pyrophosphate d'isopentényle (IPP) et son isomere
allylique pyrophosphate diméthylallyl (DMAPP), avec prés de 40 milles structures
moléculaires (Yu et Utsumi, 2009). lls constituent une importante classe de produits
secondaires, hydrophobes quelquefois volatils et unis par une origine commune (Seaman,
1982)

111.3. Activité antibactérienne

Correspond a la capacité d’une molécule ou d’un composé présent au sein d’un végétal a
trés faible concentration, d’inhiber le développement d’une bactérie ou la tue.La sensibilité
d’une bactérie a un antibactérien vari selon la nature de [’antibactérien, L’activité
antimicrobienne a été réalisée contre les microorganismes pathogénes fréquent qui causent
des problémes dans les milieux médicaux et champs de nourriture. Grace a leur structure
caractérisée par la présence de groupe phénolique, et d’autres fonctions chimiques, les

flavonoides sont considérés de trés bons agents antimicrobiens (Taous, 2009).
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Matériels et méthodes d’analyses

IV.1. Matériel végétal

Le mateériel végétal utilisé est les graines du pourpier : Portulacaoleraceal .l a était
acheté du marché local de Oued Souf,puis nettoyé de tout débris avant d’étre broyés et

stockés pour utilisation ultérieur.

V. 2. Méthodes d’Analyses

IVV.2.1. Préparation des extraits aqueux et méthanolique

Les extraits ont été préparés on utilisant des solvants organiques de différente polarité telle :

le méthanol et 1’eau.

a) Préparation de I’extrait aqueux

La macération implique d’incorporer 160g de graines de PortulacaoleracealLdans 1000ml
d’eau distillée pendant 24h. La filtration est réaliser sur papier filtre et ’eau a été récupérer
du filtrat par lyophilisation (Tianga Y. S et al .2009 ).

b) Préparation de I’extrait hydrométhanolique

250g de poudre de graine sont macérés dans 800ml de méthanol a (80%) pendant 72h.Le
mélange est ensuite filtré, et on récupére le solvant du filtrat en 1’évaporant dans un Rota
vapeur .Apres lyophilisation ,I’extrait est conservée a 4°C jusqu’a I’utilisation ultérieur
(Khosraviet al.,2013).

1VV.3 Détermination du rendement

le rendement de I’extrait brut est définit comme étant le rapport entre la masse de 1’extraitsec
obtenue et la masse du matériel végétal traité . ce rendement est calculé via I’équation :

R (%) = (Me / Mv) x 100

Ou R : le rendement en (%) ;
Me : masse de I’extrait apres 1’évaporation du solvant ;

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

IVV.4.Tests préliminaires de la composition chimique
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L’examen phytochimique est un premier pas dans la recherche des molécules a

activité thérapeutique dans les plantes

Ces tests phytochimiques sont représentés par des reactions de coloration et de
précipitation des éssais de solubilité des constituants présent dans la plante vis-a-vis des
solvants organiques de polarités différentes, des examens sous la lumiére UV

1VV.4.1 Alcaloides

59 des graines sont mélangés avec 15 ml de H2S04a 2% , aprés une demi heure de
macération, le mélange est filtré sur un papier filtre. Au filtrat obtenu, sontadditionnées
quelques gouttes de réactif de Mayer (59 de KI + 1,358g de HgCl> solubilisés dans 100 ml
d'eau distillé).L'apparition d'un précipité blanc jaunatre indique la présence des alcaloides (F.
Haddouchiet al . ,2016).

1VV.4.2 Flavonoides

10g de graines sont macérés dans 150 ml d'HCI dilué a 1% pendant 24h, apres
filtration le test est comme suit : prendre 10 ml du filtrat, le rendre basique par I'ajout du
NH40H.Un test positif est révélé par I'apparition d'une couleur jaune dans la partie supérieure
de tube a essai.(N. Dohouet al.,2003).

IV.4.3 Saponosides

Dans une fiole renfermant 80 ml d'eau distillé bouillante, on introduit 2g des graines,
on maintient I'ébullition modérée pendant 30 min, puis on filtre le mélange. Ares
refroidissement on agite le filtrat verticalement.L'apparition d'une mousse qui dure quelques

instants indique la présence des saponosides(F. Haddouchiet al . ,2016).

IV.4.4 Stérols et terpénes

5g de la graines sont dissouts dans 210 ml d'éther de pétrole, aprés filtration et
évaporation ; le résidu obtenu est solubilisé dans 0,5 ml d'acide acétique et ensuite dans 0,5
ml de CHCIs. les deux solutions sont transférées dans un tube essai, puis 1 ml d'H2S04
concentré est ajouté La formation d'un cercle marron ou violet indique la présence des stérols

terpéniques

1VV.4.5 Tanin
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1 ml de la solution a tester sont melangées avec 2 ml H20 ensuite 2 a 3 gouttes de FeCI3
(2%) sont ajoutées . La coloration verdatre ou bleu - noir indique la présence des tanins. (F.
Haddouchiet al . ,2016).

I1VV.4.6 Composés réducteurs

Dans un tube a essai, ajouter 1ml de liqueur de Fehling (0,5ml réactif A et 0,5ml réactif B) a
1ml d'extrait a tester et incuber I'ensemble 08 min dans un bain marie bouillant. L'apparition
d'un précipité rouge brique indique la présence des composés réducteurs (

1VV.4.7 Coumarines

1 ml d'extrait est introduit dans un tube, puis 0,5 ml de NHs0H a 25 % sont ajoutés.
L’observation est réalisée sous une lampe UV a 366 nm. Une fluorescence intense confirme

la présence des coumarines

IV.4.8 Mucilages

Dans un tube a essai, 1 ml d'extrait est mélangé avec 5 ml d'éthanol absolu. Apres quelques
minutes, I'obtention d'un précipité floconneux dans le mélange, indique la présence de
mucilages

I1V.4.9 Terpénoides

Dans un tube a essai, a 2 ml d'extrait il est ajouté 2ml de chloroforme et 2 ml d'acide
sulfurique concentré. La présence des terpénoides est confirmée par La formation d'un

anneau marron-rouge a l'interphase (F. Haddouchiet al . ,2016).

IVV.5 Chromatographie sur couche mince (CCM)

La méthode implique de séparer les différents constituants d'un extrait en fonction de leur
affinité de migration lors de la phase mobile. (Ekoumou, 2003;Debete, 2005) Généralement,
il s'agit d'un mélange de solvants adapte au type de séparation recherché et a leur affinité pour
la phase stationnaire. (Ferrari, 2002) qui est constituée d'une couche mince et uniforme, de
0,25cm d'épaisseur, de silice séchée, finement pulvérisée et appliquée sur un support

approprié (feuille d'aluminium ou de verre) (Anton et al ., 1998).

IVV.5.1 Préparation du solvant de migration

e Le solvant de migration est préparé selon les proportions suivantes :
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- On utilise un systeme solvant contenant (v/v): Butanol; Acétone ;Eau
(60V :20V :20V)
- I'éluant est versé dans la cuve CCM sur une hauteur de 1.5 cm. Puis on la
recouvrepar une plaque pour que l'air qu'elle contient soit saturée des vapeurs
de I’¢luant. (Sine, 2003).
Le dépot est realise de facon linéaire et ponctuelle en utilisant un capillaire a usage unique. Il
doit étre positionné perpendiculairement et prudemment sur la plaque pour éviter

d'endommager le gel. Un séchage est requis aprés chaque dépot.

IVV.5.2 Migration

La plaque ainsi préparée est introduite dans la cuve a chromatographie, ou se situe I'éluant
adéquat (Publications de I’institut francais du pétrole, 1971). La phase mobile parcourt alors
la phase stationnaire, provoquant ainsi une succession de partage des constituants entre les
deux phases, ce qui permet une séparation des constituants entre les deux phases. La
migration est arrétée lorsque le fait du solvant est de 10 a 15 cm. La plaque est ensuite séchée
(Publications de I’institut frangais du pétrole, 1971) . Une fois que le solvant de migration a
été développé et évaporé, on peut observer les taches sous UV a une longueur d'onde de 254
nm ou 365 nm (Merghem, 1995). Pour dévoiler les taches sur la plaque, on la pulvérise avec
une solution de Ninhydrine de maniere homogene. Une fois que la plaque est révélée, on
obtient des taches colorées (spots) qui se démarquent par leurs rapports frontaux (Rf) (Feddal,
1992).

distance parcourue par lrechantillon

Le Rf est donné par la formule suivante : Rf = distance parcourne par Ie solvant

Rf : Rapporte frontale.

IV.6.Activité antibactérienne

Pour évaluer [l'activité antimicrobienne de deux extraits des graines
dePortulacaoleracea L., nous avons utilisé la méthode de diffusion en milieu gélose, qui suit
exactement le méme principe que celui des tests d'antibiogramme.Lorsqu'il y a une activité

antimicrobienne, cela se traduit par des zones d'inhibition autour des disques.

1VV.6.1.Milieu de cultures
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e la gélose Mueller Hinton est utilisé pour étudier la sensibilité des bactéries a I'extrait
de la plante et La gélose nutritive pour I’isolement des souches

bactérienne.(Boudjouref, 2011).

1VV.6.2 Souches bactériennes

Les souches bactériennes choisis pour cette étude sont :

Souches de référence : Escherichia coli ATCC25922; Pseudomonas aeruginosa
ATCC27853 ; Staphylococcus aureus ATCC 25923
Souches pathogénes : Klebsiella pneumoniae ; Proteus mirabilis; Serratia

marcescens(prélévent de patients atteints d’infection urinaires)

IVV.6.3 Préparation des dilutions de ’extrait de la plante

Pour préparer les différentes concentrations, les dilutions successives ont nécessité de

dissoudre l'extrait de la plante dans le diméthyle sulfoxyde (DMSO)

250 mg d’extrait méthanoliquesontsolubilisés dans 1 ml de DMSO a 20% et 1 g d’extrait
aqueux dans 1 ml de DMSO a 20% et les bien agité dans le vortex pendant 15 min pour
I’obtention d’une préparation homogene. Une série de dilution a été préparée dont les cotions
sont successivement 1/2, 1/4, 1/8et 1/16 (Fatma K et al,.2021).

a) Apres avoir préparer I’inoculum, la suspension bactérienne est pressée soigneusement
contre la paroi intérieur du tube pour extraire le maximum du liquide, cette derniere
est ensuite frottée de maniére verticale sur la surface de la gélose.la répétition de cette
étape impliquait de faire pivoter la boite de 60°trois fois, et de veiller a ce que
I’écouvillon tourne sur lui-méme( DjelloulDaouadji , 2010).Les boites on été incubés
pendant 24h a 37°( Fertout et al., 2016).

b) Ces résultats sont exprimés eu mesurant le diamétre d’inhibition autour des disques,

(Ponceet al.,2003)et ont été interprétés de la maniére suivante :

X3

% Non sensible (-) ou résistante : diametre moins de 8 mm.

>

K/
*

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

)

>

K/
*

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

)

X4

Extrémement  sensible  (+++) : diametre  plus de 20 mm.

L)
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Résultats et Discussions

V.1 Le rendement d’extraits

a) Les extraits obtenus présentent un aspect pateux de couleur marron clair pour I’extrait
méthanolique et marron foncé pour I’extrait aqueux .le rendement d’extraction de les
graines de la plante Portulacaoleracea L .a été déterminé par rapport au poids du
matériel végétal sec rendu en poudre, les résultats ont été exprimés en pourcentage.
Les résultats enregistrés indiquent que les rendements varient en fonction du solvant

utilisé.

Rendement

Rendement

Figure03.Histogramme du rendement des différents extraits de grainesPortulacaoleracea
L.
Les résultats obtenus pour les extraits méthanolique et aqueux sont successivement : 1.028 %

et 1.78% il est bien observé que ces deux valeurs obtenues sont tres faibles.

Le rendement d'extraction est influencé par plusieurs facteurs, tels que le temps, la
température, la partie utilisé de I'échantillon (graines, partie aérienne, racines), la durée de
stockage , legénotype et les conditions agro climatique. Le climat semble étre directement lié
au rendement. (Fatenet al.,2012).Le rendement peut varier au sein d'une méme espéece par
rapport au solvant en raison de la solubilité des composants chimiques dans les solvants
differents (Teugwaet al.,2014) .

V.2 Criblage phytochimique

Les résultats du criblage phytochimique sont illustres dans le tableau 04
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Présence Absence
Alcaloides Composés réducteurs
Flavonoides Stérols et terpénes
Tanins Mucilage
Saponosides Terpenoides
Les coumarines

Le screening phytochimique des graines de la plante Portulacaoleracea L. révéle la
présence des : alcaloides ; flavonoides ; tanins ; saponosides ; les coumarines et 1’absence de
stérols et terpenes ; cardénolides composés réducteursCes résultats sont contradictoire de
ceux publies par (Ojahet al.,2021),qui montrent I’absence des alcaloides ; des tanins ; des
flavonoides et des terpenes dans les racines de la plante étudiée, ils révélent néomoins la
présence des saponosides.Les méme groupes chimique on été obtenus avec (D.wasnik et
Tumane.P.M,2014).Ces composés phytochimique pourraient étre responsable des activités
biologiques exercées par la plante et expliquent son utilisation comme plante médicinale.

V.3 Chromatographie sur couche mince (CCM)

Nous avons employé le systeme de solvant suivant : le chromatogramme obtenu & 254 m

représente :

Figure 04. Chromatographie sur couche mince de L’extrait méthanoique et 1’extrait aqueux

Les rapports frontaux sont calculés selon 1’équation suivante :

distance parcourue par l'echantillon

distance parcourue par le solvant

Le front de solvant = 8
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Rf de latache 1:0.93
Rf de latache 2 : 0.93
Rfdelatache 3:1

La chromatographie sur couche mince qui est effectuée sur I’extrait méthanolique et aqueux
confirme la présence de composés chimiques qui ont migrés d’une distance pareille a celle
de I’acide gallique ; il s’agit de composes de masses molaires identiques a ou de méme

degré de solubilité.

V.4 Evaluation de Pactivité antibactérienne

L’activité antibactérienne de 1’extrait de Portulacaoleracea L. a été évaluée dans cette étude
par la méthode de diffusion des disques sur un milieu gélosé. vis-a-vis six souches
bactériennes 3 souches de référence (Escherichia coli ATCC 25922 ; Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 ;  Staphylococcusaureus ATCC 25923) et 3 souches issues des

infections urinaires ( Klebsiella pneumoniae ; Proteus mirabilis ; Serratia marcescens ) .

L'extrait des graines de la plante étudiée dissout dans le DMSO a été utilisé pour déterminer
son effet sur les différentes souches, créant une zone d'inhibition autour du disque de papier
préalablement imprégné.On classe les diametres des zones d'inhibition de I'activité

antibactérienne en 4 catégories (Ponce et al., 2003), a savoir :

X4

Non sensible (-) ou résistante : <8 mm

L)

‘0

Sensible (+) : diamétre entre 9 — 14 mm

D)

L X4

Tres sensible (++) : diameétre entre 15 — 19 mm

X/
°

Extrémement sensible (+++) : diamétre > 20 mm
Les résultats du test de sensibilité microbienne aux extraits sont indiqués dans les tableaux
N 04 et 05 et les figures N 04 et 05 si dessous
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Tableau N 04. Résultats de ’aromatogramme pour I’extrait aqueux .

Extrait aqueux DMSO
diamétres en mm a20%
Souches
(1/2) (1/4) (1/8) (1/16)
E coli ATCC 25922 23+0,00 18+0.00 17+0.00 14+0.00 0
Staph ATCC 25923 17,5+0,5 15,5+0,5 14,5+0,5 13+0.0 0
Pseudo aeruginosa
ATCC27853 17,5+0,5 13,5+0,5 11,5+0,5 11+0,0
Klebsiella pneumoniae 15,5+£0,5 14,5+£0,5 12,5+£0,5 10,5+£0,5 0
Proteus mirabilis 14,5+0,5 13,5+0,5 12,5+0,5 11+1,00 0
Serratia marcescens 11,5+0,5 11+1,00 10,5+£0.5 08+0,0 0

Les résultats sont la moyenne de deux lectures

Tableau NO5 : Résultats de ’aromatogramme pour I’extrait Hydrométhanolique.

DMSO a

Extrait hydro-méthanolique 20%
souches Diamétres en mm

(1/2) (1/4) (1/8) | (1/16)
E coli ATCC 25922 24+0.00 19+0.00 |20+0.00 17+0.00 0
Staph ATCC 25923 17,5+1,5 15,5+1,5 |14+0.00 13+0,00 0
Pseudo aeruginosa ATCC27853 14+15 14+15 12,5+0,5 |10,5+0,5 |0
Klebsiella pneumoniae 14+0,0 12,5+0,5 |11+1,0 09+1,0 0
Proteus mirabilis 15,5+0,5 145+1,0 |14+1.00 09+1,0 0
Serratia marcescens 14,5+0,5 12+1,0 11,5¢0,5 |[10+1,0 0
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Figure.05 I'effet de I'extrait aqueux et méthanolique de pourpier sur E coli ATCC
25922, Staph ATCC 25923, Pseudo aeruginosa ATCC27853
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Figure 06 |'effet de I’extrait aqueux et méthanolique de pourpier sur Klebsiella pneumoniae,
Proteus mirabilis ; Serratia marcescens
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Résultats et Discussions

Les résultats sont la moyenne de deux lectures

Un test négatif avec le DMSO a 20% a été effectué pour montrer qu’il n’exerce aucun effet
antibactérien.

Les souches bactériennes choisies Gram positif et Gram négatif ont montré des sensibilités
vis-a-vis les antibiotiques, ceci est expliqué par le fait que ces substances sont des molécules
pures de concentration bien connue. Ce n’est pas forcément le ca S avec les extraits brutes

qui sont un concentré de composes chimiques variés non purifies.

Les résultats obtenus montrent que les deux extraits étudies présentent des activités
antibactériennes qui s’étendent sur la totalité des souches testés, ces derniéres se traduisent
par I’apparition des zones d’inhibition autour des disques .d’apres les tableau 4 et 5 et les
figures5 et 6 il est bien remarqué que I’effet est dose dépendant, c’est a dire que les

diamétres des zones diminuent au fur et & mesure que la concentration diminue.

En ce qui concerne I’extrait aqueux, les souches de référence se sont manifestées trés
sensibles avec des diametres qui varient de 17 a 23m, néanmoins, les souches S.aureus et
P.aeuruginosaont montré une sensibilité avec les diametres suivants :13+0.0 mm pour
S.aureus pour la 1/16 dilution et de 11+0,0 a 13,5+0,5 pour les dilutions 1/16 et 1/4.

Pour les souches issues de prélévement, il a été remarqué. Pour I’extrait hydrométhanolique, toutes les
souches de référence s’avérent trés sensible a I’exception de P.aurigenosa qui s’est manifestée
sensibles aux deux derniéres dilutions (1/8 et 1/16). Les autres germes pathogénes étaient sensibles

avec des zones variantes de 09+1,0mm & 14+1,0.

Le criblage phytochimique des graines a révéle la présence des tanins, des alcaloides, des
flavonoides, des saponosides et des coumarines ; ces dernies pourraient étre responsable de
I’activité antibactérienne enregistré. En général les flavonoides possedent des propriétés
antibactériennes, antifongique et activités antivirales (Cowan, 1999).Les tanins sont connus
pour leur propriété astringente et leur activité antimicrobienne. Les alcaloides sont
d'excellents médicaments antibactériens, tandis que les saponines ont des propriétés
antibactériennes (Maatalah et al. ,2012 ; Ramanathan et al., 2013 ; Tim-Cushnie,Benjart et
Andrew 2014). Selon , les métabolites secondaires élaborées par les
plantes augmentent la toxicité des extraits envers les microorganismes. Cette toxicité peut
étre expliquée par 1’inhibition de la croissance bactérienne suite a leur adsorption sur les

membranes cellulaires, I’interaction avec enzymes ou la privation en substrats métalliques.
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Résultats et Discussions

Essawi et Srour, 2000, suggerent que 1’efficacité optimale d’un extrait ne peut pas étre due a
un constituant actif majoritaire, mais plutét a 1’action combinée (synergie) de différents

COMPOSES.
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Conclusion

Conclusion

L’extraction a partir des graines a permis d’obtenir des rendements différent en fonction des
solvants 1.78% pour I’extrait aqueux et 1.028 % pour 1’extrait methanolique.

Le seecrining phytochimique des graines de Portulacaoleracea L. montrent que les extraits
des graines contient plusieurs métabolite secondaires les alcaloides, les flavonoide, les
tanins et les saponosides .

Les résultats de I’activité antibactérienne des extraits de graines montrent que ces deux
dernies présentent une bonne activité antibactérienne dont les bactéries se sont manifestées
sensibles et tres sensible.

En fin, la graine de la plante Portulacaoleraceal.a une valeur médicinale trés importante,

elle est évidente lors de son utilisation pour le traitement des infections urinaires.
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Résumé

L’objectif de cette étude est 1’é¢tude de D’effet cytotoxique de 1’extrait méthanoique des
graines de la plante Portulacaoleracea L. Les extraits méthaloque et aqueux ont été obtenus
par la méthode d’extraction (macération) , le rendement de ces extraits sont 1.78% pour
I’extrait aqueux et 1.028 % pour I’extrait méthanolique . Le screening phytochimique des
extraits des graines montrent la présence des alcaloide , des flavonoides, des tanins, des
saponosides et des coumarines par contre 1’absence des Composés réducteurs ,Stérols et
terpenes ,Mucilage et Terpenoides, ces composées chimique pourrait étre responsable des
activité biologique exercées par la plante. L’activité antibactérienne a été évaluée contre 6
souches bactériennes E.Coli (ATCC 22) ,Staphylococus (ATCC 23) , Pseudomonas (ATCC
53) ,Klebsiella pneumoniae (ATCC 14352) , Proteus mirabilis, serratiamarcescens les
résultats montrent que L’extrait aqueux et méthanolique des graines ont exerce un excellent
effet sur E.coli , cette derniére est révélé sensible vis-a-vis les deux extraits les diamétres
variant de 14 a 23 £ 2 par I’extrait aqueux et 19 a 24 £ 2 par I’extrait méthanolique . Les

autres souches étaient sensible a trés sensible .

Les mots clés : Extrait agueux ; Extrait méthanolique , criblage phytochimique, activité

antibactérienne , Portulacaoleracea L.
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Abstract :

The objective of this study is the study of the cytotoxic effect of the methanoic extract of the
seeds of the plant Portulaca oleracea L. The methaloic and aqueous extracts were obtained by
the extraction method (maceration), the yield of these extracts are 1.78% for the aqueous
extract and 1.028% for the methanolic extract. Phytochemical screening of seed extracts
shows the presence of alkaloids, flavonoids, tannins, saponosides and coumarins, but the
absence of reducing compounds, sterols and terpenes, mucilage and terpenoids, these
chemical compounds could be responsible for the biological activity. exerted by the plant.
The antibacterial activity was evaluated against 6 bacterial strains E.Coli (ATCC 22),
Staphylococus (ATCC 23), Pseudomonas (ATCC 53), Klebsiella pneumoniae (ATCC
14352), Proteus mirabilis, serratia marcescens the results show that the extract aqueous and
methanolic seeds have an excellent effect on E.coli, the latter is found to be sensitive to both
extracts, the diameters varying from 14 to 23 + 2 by the aqueous extract and 19 to 24 + 2 by

the methanolic extract. The other strains were sensitive to very sensitive.

Key words:Aqueous extract; Methanolic extract, phytochemical screening, antibacterial

activity, Portulaca oleracea L.
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