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Introduction

Les plantes occupent une place prépondérante dans la vie de I'Homme. Toutes les
civilisations connues ont utilisé les plantes soit sauvages soit cultivées en plusieurs domaines,
principalement comme reméde a plusieurs maladies telle que les maladies infectieuses

d’origine microbienne [1].

L’évaluation des propriétés phyto-thérapeutiques comme antimicrobien, demeure une tache
trés intéressante et utile, en particulier pour les plantes d’une utilisation rare ou moins
fréquentes ou non connues dans la médecine traditionnelle, car, ces plantes représentent une
nouvelle source de composés actifs. De méme, I’évaluation des plantes déja étudiée peut étre
intéressante en changeant les techniques d’étude comme les techniques d’extraction [2].

En effet, les métabolites secondaires de plantes font et reste 1’objet de nombreuses recherches
in vivo comme in vitro, notamment la recherche de nouveaux constituants naturels tels les
composés phénoliques (tanins, flavonoides,...), les saponosides, les alcaloides, les huiles
essentielles,... [2].

La plupart de ces molécules sont tres intéressantes comme des agents antimicrobiens,

de ce fait, I’étude qualitative et quantitative d’extraits qui contiennent I’ensemble de ces
molécules en variant les solvants d’extraction demeure un pas trés intéressants vers
I’évaluation et la recherche de nouvelles molécules.
C’est dans ce cadre que ce travail est effectué. Les plantes étudiées sont Satureja calamintha
qui est une plante moins connues dans la médecine traditionnelle et Artemisia herba alba qui
est une plante trés étudiée en thérapie traditionnelle, et qui est choisie pour I’étude de ses
extraits bruts variables selon le solvant. La stratégie d’étude de ce travail peut étre divisée en
deux grands volets, le premier représente une étude phytochimique des extraits bruts de
plantes en analysant principalement les différents types de composés phénoliques, le
deuxiéme représente 1’évaluation de 1’activité antibactérienne de ces extraits vis-a-Vvis trois
especes bactériennes isolées au niveau du laboratoire de bactériologie de 1’hopital de Tbn
Zohrde la wilaya de Guelma, il s’agit de deux bactéries a Gram négatif (Pseudomonas
aeruginosa et Klebsiella pneumoniae) et une a Gram positif (Staphylococcus aureus).
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I. Les antibiotiques
1- Définition
Les antibiotiques(ATB) sont des substances chimiques organiques, produites par un

petit nombre de microorganismes ou issus de la synthése chimique et exercant a faible dose

une action toxique envers d’autres microorganismes [3].

2- Principales familles d’antibiotiques et leur mode d’action

Les ATBs sont classés en familles, selon leur structure chimique, leur origine ou

leur mode d’action.

Selon leur structure chimique, les ATBs sont classés en : Béta-lactamines (pénicillines et
céphalosporines), Glycopeptides, Aminosides, Tétracyclines, Sulfamides, Polymyxines et

Quinolones.
Selon leur mode d’action, les ATBs sont classés en :

2-1-Antibiotiques agissant sur la synthese du peptidoglycane

Les bactéries sont entourées d’une paroi contenant une couche plus ou moins
épaisse de peptidoglycane, ce polymere est constitué de chaines glucidiques reliées par des
ponts peptidiques. Plusieurs types d’ATBs ont comme cibles des enzymes intervenant dans
la synthése de cette couche. Les béta lactamines (pénicillines, céphalosporines,
carbapénémes et monobactames) peuvent inhiber la transpeptidase qui catalyse la liaison
entre le sucre et le peptide pour former le peptidoglycane. Les glycopeptides
(vancomycine) inhibent également la synthése du peptidoglycane, mais par un mécanisme
différent, ils peuvent former des liaisons avec la D-alanine en empéchant ainsi, les étapes

de transglycosylation et de transpeptidation nécessaires a la synthése du peptidoglycane

[4].

2-2-Antibiotiques inhibent la synthése protéique

Plusieurs familles d’ATBs peuvent inhiber, par différents mécanismes, 1’¢longation
de la chaine polypeptidique chez les bactéries. Les familles d’ATBs les plus connus pour
cet effet sont : les tétracyclines, les aminosides, les chloramphénicols et les macrolides [6].
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2-3-Antibiotiques agissant sur les acides nucléiques
Ces ATBs appartenant aux familles suivantes : Les sulfamides, les quinolones et les

Rifamycines.

+ Les quinolones : ils interférent dans la synthése d’acide désoxyribonucléique
(ADN), I’ADN en inhibant les ADN gyrases .

+ Les sulfamides : ils agissent sur la synthése de 1’acide folinique, un cofacteur de la
synthése des bases puriques et pyrimidiques qui sont incorporées dans la synthese
des acides nucléiques [5].

2-4 -Antibiotiques agissant sur les membranes

La famille d’ATB la plus connu pour cette action est les polymixines, ces ATBs
peuvent se fixer sur les membranes bactériennes (en particulier la membrane externe des
bactéries a Gram négatif) et les désorganisent. L’ATB le plus utilisé est la colistine, elle
n’agit que sur les bacilles & Gram négatif, cependant, elle est inactive contre Proteus,

Providencia et Serratia [6].

3-La résistance bactérienne aux Antibiotiques

La résistance bactérienne aux ATBs est apparue rapidement apres leur introduction
dans le traitement des maladies infectieuses. Cette résistance est un facteur majeur
compliquant le traitement des infections bactériennes et la dissémination des souches
multi-résistantes.
La résistance bactérienne aux ATBs se caractérise par son caractére naturel ou acquis, son
meécanisme et son support génétique [7].

3-1-Les principaux mécanismes de la résistance bactérienne

Les principaux mécanismes élucidés a ce jour sont principalement, I’inactivation
enzymatique, la modification de la cible de I’antibiotique, la diminution de la perméabilité
de la paroi bacterienne et la mise en place ou la multiplication de systémes d’efflux
(figurel) [6].
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La diminution de la perméabilité
de la membrane empéche
I"antibiotique d’entrer

-
AN _7_‘9‘* . Pompe

Antibiotique
- ) refouleé

Antibiotique //

/ /
D7/

Les antibiotiques sont
décomposés par les enzymes

Figure 1. Les principaux mécanismes de résistances aux antibiotiques [70]

3-1-1-La résistance par inactivation enzymatique

Certaines bactéries peuvent produire des enzymes capables de modifier ou de
dégrader les ATBs. Les principales enzymes produites par les bactéries sontles p-

lactamases.

Les B -lactamases catalysent de maniére efficace et irréversible I’hydrolyse de la liaison
amide du cycle B-lactame donnant un produit biologiquement inactif qui perd totalement
son activité antimicrobienne. La production des B -lactamases est le mécanisme de

résistance le plus répandu, Plus de 290 types de B -lactamases sont décrites [9].
3-1-2-La résistance par modification de cible

» Modification des protéines liant les pénicillines (PLP)
Chez Staphylococcus aureus, la résistance a la méticilline est due a la présence
d’une PLP ayant une faible affinité pour les B-lactamines. Elle est due a I’acquisition du

gene chromosomique mecA [6].

= Modification du précurseur du peptidoglycane
La résistance consiste au remplacement de I’acide aminé D-Alanine terminal du
précurseur du peptidoglycane, par un groupement lactate avec pour conséquence de rendre
les glycopeptides moins actifs [6].
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3-1-3-La resistance par diminution de permeabilité

Ce mécanisme de résistance se procéde soit par ’intermédiaire de mutations de
porines des bactéries a Gram négatif, soit par I’intermédiaire de mutations au niveau de

systémes de transport de I’ATB [6].

Il.  Métabolites secondaires de plantes
Les plantes ont une importance capitale pour la survie de ’homme et des différents
écosystemes. Elles renferment une part importante des composés qui interviennent dans
I’ensemble des réactions enzymatiques ou biochimiques ayant lieu dans 1’organisme. On
distingue ainsi deux groupes de métabolites: les métabolites primaires et les métabolites
secondaires [10].

Les métabolites primaires sont des molécules organiques qui se trouvent dans toutes les
cellules de I’organisme d’une plante pour y assurer sa survie. Les métabolites secondaires
sont des molécules ayant une répartition limitée dans I’organisme de la plante. Ils sont
nécessaires a sa défense contre les agressions extérieures, ils ne sont pas toujours
nécessaires a la survie de la plante [10]. La figure 2 résume les relations métaboliques entre
les principales classes de métabolites secondaires.
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Figure2. Les relations métaboliques entre les principales classes de métabolites

secondaires [11].
1-Les huiles essentielles
1-1- Définition

Les huiles essentielles (HE), connues aussi sous le nom de huiles éthérées ou
essences aromatiques, sont des substances liquides ou, plus rarement, semi solides, ayant

des odeurs aromatiques et parfumées, parfois aussi de saveur agréable [12].

En général, le principe aromatique des plantes est des gouttes minuscules qui se
forment dans les chloroplastes des feuilles, c’est a dire les organites dans lesquelles
s’effectue la photosyntheése. Elle se combine par la suite avec du glucose et sont

transportées dans toutes les parties de la plante. Une HE est donc une sécrétion naturelle
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qui s’effectue dans une partie du corps végétal : feuilles, écorce, fruits, graines, racines ou
fleurs [13].

1-2-Propriétés physico-chimiques des huiles essentielles

Les HE sont généralement incolores ou jaune pale, liquide a température ordinaire,
volatiles, odorantes et inflammables. Leur densité est le plus souvent inférieure a 1, seules
trois HE ont une densité supérieure a celle de I’eau, ce sont les HE de cannelle
(Cinnamomum zeylanicum), de girofle (Syzygnm aromaticum) et de sassafras (Sassafras
albidum). Elles sont solubles dans les solvants ainsi que dans les huiles et la vaseline, mais

pas dans I’eau, trés altérables, elles s’oxydent au contact de 1’air et de la lumiere [14].
1-3-La composition chimique des huiles essentielles

Les HE sont des mélanges complexes pouvant contenir plus de 300 composés
différents. Ces composés sont des molécules volatiles appartenant pour la grande majorité

a la famille des terpénes [15].
1-3-1-Les terpénes

Les terpénes sont des hydrocarbures naturels, de structure cyclique ou de chaine
ouverte. Leur particularité structurale la plus importante est la présence dans leur squelette

des unités isoprene a 5 atomes de carbone (C5H8) (figure 3) [14].

T

_C.__CH,
H.C™ e
|_|

Figure 3. Structure de la molécule d’isopréne [16].

I1s sont subdivisés selon le nombre d’entités isoprénes en : monoterpenes formes
de deux isoprenes (CioH16), sesquiterpénes formés de trois isoprénes (CisH24) (figure 4),

diterpénes formés de quatre isoprénes (CyoHs,), tétraterpénes formés de huit isoprenes et
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polyterpénes (CsHg) navec n situé entre 9 et 30[14].

g g S

farmé: a-zingibéréne burmilene matricine artsarmuing B artémisinine

Figure 4. Structure de quelques sesquiterpenes [11].

Les terpénoides représentent un groupe des terpenes, en plus de 1’unité de base
d’isopréne, ils contiennent une ou plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldéhyde, cétone,
acide,....) (figure5) [14].

Ascaridole Membhaol
: . l:fj\ﬁu

Figure5. Structure de quelques terpénoides [14].

1.3.2. Composés aromatiques

Les dérives du phenylpropane sont moins abondants que les terpénoides [14], cette
classe comporte des composés odorants bien connus comme la vanilline, I’eugénol,
I’anéthol, et d’autre. Ils sont plus fréquents dans les HE d'Apiaceae (le persil, 1’anis, le
fenouil, etc.), ils sont caractéristiques de celles du clou de girofle, la vanille, la cannelle, le

basilic, I’estragon, etc (figure 6) [15].

aldéhyde H
cinnamique eugénol anéthole safrole |
CHO g OCH;
M@l ree e i
apiole
Hy |
aldéhyde H
anisique vanilline

Figure6. Structure de quelques composés aromatiques [15].
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1-4-Propriéetés antimicrobiennes des huiles essentielles

Les HE peuvent rendre stérile une culture de microbe. Plusieurs études ont montrés
que les HE sont capables d’inhiber la croissance de plusieurs microorganismes, tels que,
les staphylocoques, le bacille de koch (responsable de la tuberculose) et le bacille typhique
(responsable de la typhoide) [13].

Les HE peuvent avoir une double action contre les microbes, elles peuvent les tuer (effet
bactéricide) ou arréter leur prolifération (effet bactériostatique). Les HE les plus actives

contiennent principalement des phénols [13].
2-Les polyphénols

Les polyphénols constituent une famille de molécules trés largement répandues
dans le regne végétal. On les trouve dans les plantes, dés les racines jusqu’aux fruits. Les
polyphénols sont des métabolites secondaires, ce qui signifie qu’ils n’exercent pas des
fonctions directes au niveau des activités fondamentales de I’organisme végétal, comme la
croissance et la production [17].

L’expression de « composés phénoliques » est utilisée pour toutes substances chimiques
possédant dans sa structure un noyau aromatique, portant un ou plusieurs groupements
hydroxyles.Un nombre considérable de ces composés sont formés de deux noyaux
benzéniques A et B reliés par un hétérocycle de type pyrane. Ces composes différent les
uns des autres par la position des substitutions sur les noyaux A et B, par la nature de
I’élément central, par la nature et le nombre de molécules de sucre fixées ainsi que par la

nature de la liaison hétérosidique [18].

Les polyphénols sont des produits de la condensation de molécules d’acétyl-coenzyme A et
de phénylalanine. Cette biosynthese a permis la formation d’une grande diversité de
molécules qui sont spécifiques d’une espece de plante, d’un organe ou d’un tissu
particulier [17].

On peut distinguer les différentes classes des polyphénols en se basant d’une part, sur le
nombre d’atomes constitutifs et d’autre part, sur la structure de squelette de base, on peut

ainsi définir : les flavonoides, les tannins, etc.
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2-1-les flavonoides
2-1 -1-Définition

Les flavonoides sont des métabolites secondaires des végétaux. Ils constituent un
des plus vastes groupes de polyphénols naturels et présentent un large champ d’activité

biologique aussi bien chez les animaux que chez les végétaux [19]. Ce sont des substances

colorées et sont responsables de la coloration de nombreux fruits, 1égumes, fleurs, [20] ...

Biochimiquement, les flavonoides appartiennent a la famille des benzopyrones, la sous-

classe des gamma —benzopyrones (figure7) [20].

Les flavonoides sont présents dans différentes parties des végétaux supérieurs, selon
le type de I’espéce ils peuvent se trouver dans : les racines, les tiges, les feuilles, les

fleurs, le pollen, les fruits, les graines, le bois...[20].

Figure7.Structure d’un flavonoide [21].
2-1-2-Biosynthéses des flavonoides

Les flavonoides possedent un squelette de base a 15 atomes de carbone. Ce dernier
est constitué de deux cycles en C6 (A et B) reliés par une chaines en trois carbones, on
parle alors de chalcones. Ces dernieres représentent le précurseur commun de tous les
autres flavonoides. La chalcone est métabolisée sous ’action de la chalcone isomérase en
flavanone. Toutes les voies métaboliques intervenant dans la biosynthese des flavonoides

sont simplifiées dans la figure 8 [22].
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Figure8. Schéma simplifié de la biosynthése de différentes classes de flavonoides [21].

2-1-3- Classification des flavonoides
Les principaux groupes de flavonoides peuvent étre définis et différenciés comme suit :

» Flavones et flavonols

Le cycle A de ces deux types de molécules est substitué par deux hydroxyles
phénoliques en C5 et en C7. Ces hydroxyles peuvent étre libres ou estérifiés. D’autre part,
le cycle B est substitué en C4’ ou di-substitué en C3' et C4' par des groupements OH ou

méthoxyles (OCHB3). Les flavonols se distinguent des flavones par un OH en C3 [23].

11
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» Flavanones et hydroflavonols

IIs se caractérisent par I’absence de la double liaison entre le C2 et le C3 et par la
présence des centres d’asymétrie. Les variations structurales sont ici de méme nature que
celles décrites pour les flavones et les flavonols. Les dihydroflavonols se distinguent des
flavanones par I’hydroxylation de la position C3 [23].

» Flavan-3-ols, flavan-3,4-diols et anthocyanidols

Ces molécules sont toujours hydroxylées en C3 et se caractérisent par 1’absence du
groupe carboxyle en C4. Cette position peut étre libre (flavan-3-ols et anthocyanidols) ou
hydroxylée (flavan-3,4-diols). Les anthocyanosides sont caractérisées par I’engagement de
I’0OH en C3 dans une liaison héterosidique [24].

» Chalcones

Les chalcones ont un noyau pyranique central ouvert et sont constituées par deux
unités aromatiques reliées par une chaine tricarbonée, cétonique et insaturée. Le noyau B
est assez fréquemment non substitué [22].
2-1-4- Propriétés physico-chimiques des flavonoides

Plusieurs travaux ont été realises sur les propriétés des flavonoides vu leur grand
intérét pour la santé. Parmi les propriétés physico-chimiques les plus importantes, elle

figure la solubilité et la stabilité [25].

» Solubilité des flavonoides

La solubilité des flavonoides dépend, en grande partie, de la nature et du nombre
de substituant : plus le nombre d’hydroxyles libres est ¢levé, plus ils sont solubles dans les
solvants polaires et vis- versa [26]. Si en regle générale, les hétérosides sont solubles dans
les alcools et 1’eau, un certain nombre d’entre eux ont une solubilité peu marquée (rutoside,

hespéridoside) [27].

» Stabilité des flavonoides
L’importante réactivité des flavonoides donne a ces molécules une instabilité a

plusieurs conditions environnantes [25].

= Parameétres affectant la stabilité des flavonoides
Les parameétres qui peuvent agir sur la stabilité des flavonoides sont la lumiere, le potentiel

hydrogéne (pH), la température, la nature du solvant, ainsi que la présence d’enzyme, d’ion
12
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métallique et d’oxydant. De ce fait, une élévation de la température et du pH, la présence

d’ions métalliques favorisent la dégradation des flavonoides [25].

= Autoxydation des flavonoides
Les cinétiques et les mécanismes d’oxygénation des flavonoides ont été étudiés par
plusieurs auteurs. Cependant, le pH, la présence d’ion métallique et de borate affectent
I’autoxydation de la catéchine en milieu aqueux. Les produits formés au cours de 1’auto-
oxydation sont trés variables mettant en évidence des voies de dégradation différentes

selon la nature du flavonoide et des conditions de conservation [25].
2-1-5-Activité antibactérienne des flavonoides

Les flavonoides sont reconnus par leur toxicité vis- a -vis des microorganismes. Le
mécanisme de toxicité peut étre lié a I'inhibition des enzymes hydrolytiques (les protéases
et les carbohydrolases) ou d'autres interactions pour inactiver les adhesines microbiens, les

protéines de transport et d'enveloppe cellulaire [28].

L’action inhibitrice des flavonoides sur la croissance bactérienne. Ils ont démontré
que de nombreux composés flavoniques (apigenine, kaempferol et d’autres) sont doués
d’un effet important sur différentes souches bactériennes a Gram négatif (Klebsiela

pneumonia, Escherichia coli ...) et Gram positif (Staphylococcus aureus...) [29].

2-2-Les tanins
2-2-1-Définition

Le terme tanin dérive de la capacité de tannage de la peau animale en la transformant en
cuir. Les tanins représentent un groupe des polyphénols a haut poids moléculaire. 1ls sont
des molécules fortement hydroxylés et ils peuvent former des complexes insolubles en

association avec les glucides et les protéines [30].

2-2-2- Classification des tanins
Selon leur structure, les tanins sont classés en :

» Tanins hydrolysables
Ces tanins sont des diméres d’acide gallique condensés sur un dérivé glycosyle, ils

comprennent 1’acide gallique et les produits de condensation de son dimere, I’acide hexa
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hydroxydiphénique. Comme leur nom I’indique, ces tanins subissent facilement une
hydrolyse acide et basique, ils s’hydrolysent sous 1’action enzymatique et de 1’eau chaude

(figure9) [31].

—— depsides

tanin éllagique
"ellagitanins"

Figure 9. Ester des acides galliques et éllagiques [11]

» Tanins condensés

Appelés aussi pro anthocyanidines ou procyanidines, les tanins condenses sont des
polyphénols de masse molaire élevées. Ils résultent de la polymérisation auto oxydative ou
enzymatique des unités de flavan-3,4-diol liées majoritairement par les liaisons C4-C8
(parfois C4-C6) des unités adjacentes, et ils se nomment ainsi pro anthocyanidines de type
B. Lorsque la condensation se produit entre les unités adjacentes par la liaison C4-C8 et
par une liaison d’éther additionnelle entre C2 et C7, les pro anthocyanidines sont dits de

types A. la figurel0 représente le modéle de structure d’un tanin [32].

14
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(110) R= Il: procyanidine
{111y R= OH: prodelphinidine

Figurel0 .Structure d’un tanin condensé [32].

2-2-3- Propriétés physico-chimiques des tanins
» Solubilité des tanins

La solubilité des tanins dans 1’eau dépend de leur poids moléculaire et de leur degré de
polymérisation. [33] Les tanins sont également solubles dans 1’acétone et les alcools. C’est
pour cette raison que I’extraction des tannins est généralement réalisée par une solution

acétone-eau ou méthanol-eau [34].

> Liaisons aux protéines

Les tanins se fixent a la quasi-totalité des protéines formant ainsi des complexes
insolubles a pH physiologique (pH=7,4). En plus de la formation de ces complexes, les
tanins peuvent établir des «ponts» entre les protéines. La nature de complexes formés entre
les tanins et les protéines dépend de la nature chimique, de la structure et de la
configuration tridimensionnelle des deux molécules impliquées. D’autre part, cette liaison
est étroitement dépendante des conditions du milieu, tels que, le pH, la température, la

force ionique et la présence de molécules compétitives [35].

» Liaison aux acides nucléiques
Les tannins peuvent également former des complexes avec les acides nucléiques,
plusieurs études ont montré que les dérivés de 1’acide tannique peuvent former des liaisons

avec I’ADN induisant ainsi des modifications conformationnelles [36].

15



Revue bibliographique

2-2-4 Activité antibactérienne des tanins

Les tanins ont une action antibactérienne puissante leur permettant d’inhiber la
croissance de plusieurs types de microorganismes. L’inhibition microbienne par les tanins

dépend de la structure et le degré de polymérisation de ces derniers [37].

2-3-Les saponines
2-3-1-Définition

Le nom saponine déerive du mot latin « sapo », qui signifie savon, car ces cComposés
peuvent former une mousse persistante une fois agités avec de I'eau. lls se composent
d’aglycones non polaires liés & un ou a plusieurs sucres. Cette combinaison d’éléments
structuraux polaires et non polaires explique leur aspect moussant en solution aqueuse
[38].

Les saponines sont des métabolites secondaires hétérosidique présents dans de
nombreuses plantes et quelques organismes marins ou ils auraient un réle de défense

contre des agents pathogenes (champignons, bactéries...) [38].

2-3-2-Classifications des saponines

Les saponines sont des molécules possédant une partie hydrophile constituée d’oses
et une partie lipophiles communément appelé génine (aglycone ou sapogénine). Ces
hétérosides classées en deux groupes selon la nature de leur génine qui peut étre

stéroidiques, soit triterpénique [39].

> Les saponines stéroidiques
Les saponines stéroidiques sont pour la plus part présents chez les Angiospermes
Monocotylédones et rarement chez les Dicotylédones. Leur génine, dont plus d’une
centaine est connue, est constitué d’un squelette a 27 atomes de carbone. Deux principaux

types existent, hexacyclique (spirostane) ou pentacyclique (furostane) (figurell) [39].

furostane

Figurell. Principaux squelettes stéroidiques [39].
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» Les saponines triterpéniques
Les saponines triterpéniques sont principalement trouvées chez les Angiospermes

Dicotylédones. Leurs génines sont a 30 atomes de carbone et elles sont soit tétracyclique,

soit pentacyclique (figure12) [39].

T, 25,
% T

cucurbitane lanostane
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[ =]
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nrsane

Figurel2.Principaux squelettes triterpéniques [39].
2-3-3-Propriétés physico-chimique des saponines

Les saponines possedent un ensemble de propriétés physico-chimiques qui nous
facilitent leur caractérisation, éventuellement, le pouvoir aphrogene, 1’action hémolytique
et la saveur acre. lls se trouvent sous forme amorphe et sont solubles dans les solvants
organiques polaires et I’eau. Ils sont pratiquement insolubles dans les solvants organiques

apolaires. Leur point de fusion est compris entre 200°C et 300°C [40].

2-3-4-Activité antibactérienne des saponines

Actuellement, les recherches montrent que les saponines isolées a partir des plantes
utilisées dans la médecine traditionnelle, possedent des propriétés antifongique et

antibactérienne [41].
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3-les alcaloides
3-1-Définition

Les alcaloides sont des substances organiques hétérocycliques azotées, basiques et
d'origine vegétale. Bien que beaucoup d'entre eux soient toxiques (comme la strychnine ou
I'aconitine), certains sont employés dans la médecine pour leurs propriétés analgésiques
(comme la morphine et la codéine), dans le cadre de protocoles de sédation (anesthésie,
atropine) souvent accompagnes des hypnotiques, ou comme agents antipaludéens (quinine,

chloroquinine) ou agents anticancéreux (taxol, vinblastine, vincristine) [42].

Les alcaloides peuvent se trouver dans toutes les parties de la plante, mais selon I'espéce de
la plante, ils s’accumulent uniquement dans les écorces, les racines, les feuilles ou les fruits
[43]. En générale, les alcaloides sont insolubles ou trés peu solubles dans ’eau, ils sont

solubles dans les solvants organiques apolaires ou peu polaires [44].

3-2- Classification des alcaloides
Selon leur composition chimique et surtout leur structure moléculaire, les alcaloides
peuvent étre divisés en plusieurs groupes.
+ des phénylalanines : capsaicine du piment, colchicine du colchique;
+ des alcaloides isoquinoléiques : morphine, éthylmorphine, codéine et papavérine
contenues dans I'opium du pavot.
+ des alcaloides indoliques: ergométrine, ergotamine, ergotoxine de l'ergot des
ceréales;
+ des alcaloides quinoléiques : tige feuillée de la rue commune ;
+ des alcaloides pyridiques et pipéridiques: ricinine du ricin, trigonelline du
fenugrec, conine (poison violent) de la cigué;
+ des alcaloides dérivés du tropane : scopolamine et atropine de la belladone;

+ des alcaloides stéroides: racine de vératre, douce-amére ou aconite (aconitine) [44].
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1- Préparation des extraits bruts

1-1 Les plantes utilisées pour ’extraction

Deux plantes sont utilisées dans cette étude : Satureja calamintha L, Artemisia herba alba,

ces plantes sont choisies par rapport a leur richesse des composés phénoliques.
» Laplante Satureja calamintha L

Elle représente I'une des plantes médicinales connues et utilisées par ’Homme, Le
genre Satureja appartenant a la famille des Lamiacées [45].

Satureja calamintha L est une petite plante vivace de 40-80 cm de haut au parfum mentholé.

Les tiges sont molles et velues et ils portent des feuilles opposées. Les fleurs sont visibles de
juillet a octobre. (Figurel4) [46].

.\.‘\‘\‘ \ '»l > ;i% -A:' ] i
Figurel4. La plante Satureja calamintha L [71][72].

» La plante Artemisia herba alba

L Artemisia herba alba (Nom vernaculaire : Armoise blanche en francais, Chih en
arabe) est une espéce steppique appartenant au genre Artemisia et a la famille des
Asteraceae [47].
L’Armoise blanche est une plante vivace. Ses tiges pubescentes ont une longueur de 30 a 60
cm et sont ligneuses a la base. Ces feuilles portent de nombreuses ponctuations qui sont des
glandes résineuses. La floraison s’étale généralement d’aofit a octobre, mais 1’espéce reste

visible toute I’année (Figurel5) [48].
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Figurel5.La plante d’Artemesia herba alba [48], [73]

1-2 Préparation des extraits bruts

Les extraits utilisés dans cette étude sont fournies par le laboratoire de génie
microbiologique et ses applications.
L’extraction est réalisée selon le protocole d’ENNAJAR, et al [49]. La partie aérienne de
plantes est séchée ensuite broyée et tamisée a travers un tamis de 1mm. 2,5 g de la poudre
obtenue est mélangé avec 25 ml d’extrait (le méthanol et 1’acétate d’éthyle pour la plante
Satureja calamintha et le méthanol et le dichlorométhane pour la plante Artemisia herba
alba). Le mélange est agité vigoureusement 30 min a température ambiante, ensuite il est
conservé 24 h a 4°C. La solution est ensuite filtrée a travers un papier Wattman de 0,8 um.
Le filtrat est évaporé dans un rotavapeur pour éliminer totalement les solvants d’extraction.
Le culot séché est pesé pour calculer le rendement d’extraction et il est ensuite dilué dans le

méme solvant d’extraction pour réaliser les analyses ultérieures.

2- Etude phytochimique des extraits bruts

2-1 Mise en évidence de la présence des saponines

Test 1 : 5 ml de la solution a tester sont bien mélangés avec 10 ml d’eau distillée pendant
2 min. La formation d’une mousse persistante aprés 30 min confirme la présence des

saponosides [50].

20



Matériel et méthodes

Test 2 : 5 ml de I’extrait sont mélangés avec 2 ml de chloroforme et 3 ml d’acide sulfurique
concentré. Une couleur rouge-marronne de la couche d’interface indique la présence des

triterpénes hétérosidiques [51].
2-2- Dosage des phénols totaux

Les composés phénoliques de chaque extrait sont déterminés par la méthode

colorimétrique de Folin-Ciocalteu [52].

0,5 ml de la solution diluée de chaque extrait est mélangé avec 2,5 ml d’une solution de
Folin-Ciocalteu (0,2 N). Le mélange est laisseé a température ambiante pendant 5 min,
ensuite, 2 ml d’une solution de carbonate de sodium (75 g/l dans 1'eau) sont ajoutée. Apres 1
h d'incubation a température ambiante, I’absorbance de la couleur bleue développée est

mesurée a 765 nm.

Les concentrations sont déduites a partir d’une courbe étalon d’acide gallique (0 a 84 pg/ml)
(annexe 1). Les résultats sont exprimés en équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait

sec. Tous les essais sont reproduits au moins trois fois.
2-3-Dosage des phénols simples et des tanins totaux

Dans des godets de 5 ml de la centrifugeuse, 1 ml I’extrait dilué¢ est mélangé avec
100 mg depolyvinyl polypyrolidone (PVPP) et Iml d’eau distillée. L’ensemble est agité puis
conservé a 4°C pendant 15 min, le mélange est ensuite centrifugé a 3000 g et a 4°C pendant
10 min. Le surnageant est utilisé pour la détermination des phénols simple par le procédé de
Folin Ciocalteu [52].

Les tanins totaux sont calculés selon cette formule [53]:

Tanins (%) = phénols totaux (%) — phénols simples (%0)

2-4-Dosage des tanins condensés

Les tanins condensés sont dosés par la methode de Butanol-HCI [55]. 0, 5 ml
d’extrait est mélangé avec 3 ml de la solution de butanol-HCI (95ml de butanol+5ml d’HCI
37%) et 0,1 ml d’une solution ferrique (sulfate d’ammonium ferrique 2%, dilué dans HCI a
2N). Les échantillons sont incubés dans un bain marie bouillant pendant 60 min. Apres

refroidissement 1’absorbance est mesurée a 550 nm contre le blanc (les réactifs chauffés sans
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extrait). La concentration des tanins condensés est déterminée a partir d’une courbe étalon

de quebracho tanin (annexe 1).

2-5- Dosage des flavonoides

Les flavonoides sont quantifiés par la méthode du trichlorure d’aluminium (AICI3).
Iml d’extrait dilué est additionné de 1ml de la solution d’AlICI3 a 2 %. Apres 15 min
d’incubation a température ambiante, le développement d’une couleur jaune indique la
présence de flavonoides, 1’absorbance est lue a 415 nm.
La concentration des flavonoides dans chaque extrait est calculée a partir de la courbe
d’étalonnage établie avec différentes concentrations du quercetine (0 a 60 pg/ml)

(annexe 1), les sont exprimés en équivalant de quercetine par gramme d’extrait sec [54].

3- Etude microbiologique
3-1 Les especes bactériennes étudiées

L’étude de I’activité antibactérienne des extraits est portée sur des souches pathogenes
isolées dans le laboratoire de microbiologie au sein de 1’établissement hospitalier d’Ibn Zohr
a Guelma.

» L’espéce Pseudomonas aeruginosa

En milieu hospitalier, Pseudomonas aeruginosa est a l'origine de surinfections et de
suppurations locales ou profondes, isolé essentiellement chez des patients présentant une
immunodéficience locale ou générale (brdlés, cancéreux,...), et tres fréqguemment impliqué
dans les infections nosocomiales (infections pulmonaires, cutanées...) [55].
La souche testée dans cette étude est isolée a partir de crachat d’un patient atteint d’infection

pulmonaire.

» L’espéce Klebsiella pneumoniae
L’espéce Klebsiella pneumoniae est isolée a partir d’urine d’un patient atteint d’une
infection urinaire.
En générale, ce germe est a l'origine de plusieurs infections, selon la littérature 60% des

infections dues a ce germe sont des infections urinaires [56].
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» L’espéce Staphylococcus aureus
Les staphylocoques sont des bactéries sphériques, qu’ils forment des amas réguliers
ou irréguliers en grappe de raisin, d’ou leur nom (en grec staphylos). Les staphylocoques ont
un pouvoir pathogene extrémement large dans le milieu hospitalier [55].
La souche utilisée dans cette étude est isolée des urines d’un patient atteint d’infection

urinaire.

3- 2 Milieux de culture utilisés

Suivant les techniques employées et les souches étudiées, les milieux de culture

utilisés sont les suivants :

- Gélose nutritive (GN) : un milieu d'isolement non-sélectif. Ce milieu est utilisé pour le

repiquage des souches (annexe 2).

- La gélose de Mueller Hinton (MH) cette gélose est reconnue comme étant le milieu de
référence pour I’étude de la sensibilité des germes aux antibiotiques et toutes autres

substances qui possedent une activité antimicrobienne (annexe 2).
3-3 Etude de la sensibilité des souches bactériennes aux antibiotiques (Antibiogramme)

Le principe de la méthode utilisée consiste a mesurer le diametre de la zone
d’inhibition de la croissance microbienne autour d’un disque d’antibiotique déposé a la

surface de la gélose.

L’ensemencement est réalisé par écouvillonnage sur boites de pétri sur une épaisseur de 4
mm contenant de la gélose (MH), I’ensemencement est effectué dans les 15 min qui suivent
la préparation de I’inoculum. A 1’aide d’une pince stérile, les disques sont placés sur les
géloses. Chaque boite contient 3 a 5 disques. Les antibiotiques utilisés sont : nitroxoline (N),
rifampine (RA), tetracycline (TE), lincomycine (L), erythromycine (E), vancomycine (VA).
Le choix des antibiotiques selon la disponibilité.

Cet antibiogramme est réalisé pour les 3 souches : Klebsiella pneumoniae et Pseudomonas

aeruginosa, Staphylococcus aureus.
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3-4 Etude de Pactivité antibactérienne

L’activité antibactérienne des extraits bruts de Satureja calamintha et d’Artemisia

herba-alba sont étudiées par deux méthodes, la diffusion en puits et les micro-atmospheres.
a-Préparation des suspensions bactériennes

Les suspensions bactériennes sont préparées a partir des cultures pures et fraiches.
Les souches sont d’abords cultivées sur gélose nutritive pour avoir des cultures de 18 h, les
suspensions sont préparées dans une solution saline stérile a 0,9% de NaCl. A I’aide d’un
spectrophotometre, la charge bactérienne est ajustée a une concentration équivalente a 0,5

Mc Farland (annexe 2), elle est équivalente & 10” & 10° cellule par millilitre.

b- Méthode de diffusion en puits

La méthode de diffusion en puits repose sur le pouvoir migratoire des molécules
volatiles d’extraits bruts a I’intérieur d’une boite de Pétri dans un milieu nutritif solide

Figure 16.

Cette méthode est réalisée sur la gélose MH, le milieu de culture stérile et fondu est
verse aseptiquement dans des boites de Pétri avec une épaisseur de 4 mm dans chaque boite.
Apres solidification et a I’aide d’un écouvillon stérile, la surface du milieu de culture est

ensemencée par une les suspensions de souches bactériennes.

Des puits de 10 mm sont réalisés a la surface a 1’aide d’un tube stérile, aprés, une quantité
de 100 pl (équivalant a 100 ug d’extrait sec) d’extrait brut est déposée aseptiquement dans
ces puits. Les boites de Pétri sont conservés d’abord au réfrigérateur pour une durée de 2
heures, ensuite elles sont incubées dans une étuve réglé a 37°C pendant 24 heures. Deux
répétitions sont réalisées pour chaque test. L’effet des extraits bruts sont comparés a un
control négatif (solvant) [49].L’évaluation de I’inhibition est réalisée par mesure du diamétre

d’inhibition est le calcul du pourcentage d’inhibition :

D test : diamétre de la zone d’inhibition.

D poite de petri - diametre de la boite de pétri.
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Zone d’inhibition

Croissance bacterienne

Gelose Mueller- Hinton

Puit contient I’extrait brut

Figure 16. Schéma représentatif de la méthode des puits [57].

c-La méthode des micro-atmospheres

Le but de ce test est d’essayé d’exploiter les propriétés antibactériennes de la phase
volatiles des extraits bruts (Figure 17). Cette méthode est techniqguement semblable a celle
de test de diffusion en puits, sauf que ’extrait brut ne sera pas en contact direct avec le

milieu gelosé [58].

A I’aide d’une pince stérile, des disques stérile du papier filtre (papier Whatman N. 1) de 2,5
cm de diameétre sont déposeé a la surface du couvercle des boites de Pétri, ensuite, les disques

sont imbibés de 100 pl d’extraits bruts.

Les boites ainsi sont stockées dans un réfrigérateur a 4°C pendant 2 heures, en suite elles
sont incubées 24 heures a 37°C.

Boite de pétri

- - ¥ Geélose Mueller Hinton

—_—

{ e~
T ——

! - .z‘_’*‘ . ‘aeCouvercle de la boite de pétri

Petite tasse Extrait brut

—2z -—- Zone d’inhibition

NN\ S !

e~ —4 |

- ~__ _~
-

Croissance bactérienne

Figurel7.Schéma représentatif de la méthode de micro-atmosphére [57].
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4- Analyse statistique

Les données sont traitées par le logiciel statistique origine version 6. Elles sont soumises
a une analyse de la variance ANOVA a un seul facteur.
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Résultats et discussion

1-Etude phytochimique

Les tests phytochimiques étudiés ont permet 1’évaluation quantitative de la composition des
extraits bruts de plantes, principalement, la mise en évidence de la présence des saponosides,
et la quantification des phénols totaux, des phénols simples, des tanins totaux, des flavonoides

et des tanins condenses.
1-1 mise en évidence de la présence des saponosides

Les résultats de test de la mise en évidence de la présence des saponosides sont résumés
dans le tableau 01. Les résultats du test de formation de la mousse indiquent la présence des
saponosides dans tous les extraits sauf 1’extrait méthanolique de Artemisia herba alba, la
faible teneur de cet extrait en saponosides est confirmée aussi par le deuxiéme test, ou une

couleur trés claire est observée avec ce dernier comparativement aux autres extraits.

Tableau 01. Résultats des tests de détection des saponosides

Extraits Résultats obtenus

Test 01 test 02

S.calamintha (M) ++++ Apparition d’une coloration
rouge marron

S.calamintha (AE) ++++ Apparition d’une coloration
rouge marron

A.herba alba (M) - Apparition d’une coloration
marron verte

A.herba alba (DM) ++++ Apparition d’une coloration

rouge marron

+ ! Apparition d’une mousse persistante aprés 30 minutes.

La mousse formée est due a la nature chimique des saponines, en fait, les saponines ont regu
leur nom du fait qu’elles produisent une mousse semblable a celle du savon [55]. Elles se
composent d’une fraction aglycone hydrophobe (un noyau stéroidique ou triterpénique) liee a
une chaine mono ou polysaccharidique hydrophile .
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Plusieurs études ont montré la capacité de saponines a inhiber plusieurs microorganismes
pathogenes, dans une étude, une souche multi-résistante de Escherichia coli est révélée
sensibles a 1’action des saponines extraites de Quillaja saponaria [59] .Aucune étude dans la
littérature n’a révélé I’activité antimicrobienne des saponines de Satureja calamintha et

Artemisia herba alba.

1-2 La teneur des extraits en phénols totaux et en phénols simples

La teneur des quatre extraits bruts de plantes en phénols totaux et en phénols simples sont

résumés dans le tableau 02.

Selon ces résultats, la teneur en phénols totaux et en phénols simples se différe selon les
solvants utilisés. La teneur la plus élevée en phénol totaux est enregistrée pour les deux
extraits de Satureja calamintha, de méme, d’acétate d’éthyle et le dichlorométhane sont
révélés plus puissants pour I’extraction des phénols totaux comparativement au méthanol.
Les mémes comparaisons sont obtenues lors du dosage des phénols simples, ou la teneur la

plus faible est observée avec les extraits méthanoliques.

L’utilisation de différents solvants a polarité différente a permet de séparer les composés
selon leur degré de solubilité dans le solvant d’extraction [60]. La différence des rendements
d’extraction des phénols totaux et des phénols simples peut étre expliquée par la nature des
solvants lui-méme, le méthanol par exemple est un solvant organique oxygéné et qui contient
une fonction alcool, selon sa polarité, il représente un solvant protique polaire qui posséde un
atome d'hydrogéne susceptible de former des liaisons hydrogéne. L’acétate d’éthyle est un
solvant organique oxygéné qui contient une fonction ester, ce solvant est largement utilisé
dans le domaine pharmaceutique pour I’extraction des antibiotiques. Le dichlorométhane est
classé parmi les solvants halogénés, son caractére volatil et sa capacité a dissoudre de
nombreux composés organiques font qu’il est classé comme un solvant idéal pour de

nombreux procédés chimiques [61].

Selon la littérature, la teneur en phénols peut varie d’une espéce a ’autre et méme entre les
plantes de la méme espece selon différents facteurs. En genérale, le contenu phenolique varie
qualitativement et quantitativement d’une plante a autre, et cela peut étre attribué a plusieurs

facteurs :
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1- Facteurs climatiques et environnementaux : la zone géographique, sécheresse, sol,

agressions et maladies.... [62].

2- Le patrimoine génétique, la période de la récolte et le stade de développement de la plante
[63].

3- La méthode d’extraction et la méthode de quantification peuvent également influencer

I’estimation de la teneur des phénols totaux [64].

1-3 La teneur des extraits en tanins totaux et tanins condensés

Les résultats quantitatifs des tanins totaux et des tanins condensés sont résumés dans le
tableau 02. Pour les deux plantes, la teneur la plus faible en tanins totaux est observée pour
I’extrait méthanolique des deux plantes. De plus, la teneur la plus élevée est observée pour

I’extrait d’acétate d’éthyle de Satureja calamintha.

Pour la teneur des extraits en tanins condensés le méthanol est révélé plus efficace pour leur
extraction comparativement au dichlorométhane. Cependant, pour les extraits de Satureja
calamintha, I’extrait de d’acétate d’éthyle est plus riche en tanins condensés comparativement

a I’extrait méthanolique.

Dans cette étude, la teneur en tanins totaux est déduite a partir de la différence entre la teneur
des phénols totaux avant et apres traitement avec le PVPP. En réalité, es tanins sont
généralement définis comme des composés polyphénoliques de haut poids moléculaire
peuvent former des complexes avec les protéines. Cette méthode suppose que les composés
phénoliques qui se lient a des protéines sont capables de faire des liaisons avec le PVPP, car

ce composé a une grande affinité aux tanins [65].

Dans une étude, un rendement de 36 g/kg de tanins totaux est observé dans un extrait
acéetonique de Artemisia herba alba, le méme extrait contient 80,6 g/kg de tanins condensés
[66].
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Tableau 02. Analyse phytochimique des extraits bruts de Satureja calamintha et Artemisia
herba alba.

Plante Solvant concentration P
M 30,73+ 3,44
Sat 0,0028
AE 50,88 + 4,08
Phénols
Totaux M 7,02 +1,02
mg/g Art 0,0107
DM 21,23 £5,36
M 16,03+1,84
Sat 0,0068
AE 21,86 +0 ,69
Phénols
Simples M 2,20+ 0,77
mg /g Art 0,0096
DM 4,87 +0,62
M 8,21+1,21
Sat 0,0072
AE 1,70+ 0,77
Flavonoides
mg/g M 3,50 + 1,05
Art 0,5630
DM 3,09 +0,41
M 15,85 + 3,98
Sat 0,0378
AE 29,02 +4 ,08
Tanins
totaux M 482 +1,02
mg/g Art 0,0215
DM 16,36 +5,36
M 1,73 £ 0,06
Sat 0,0012
AE 3,19+0,30
Tanins
condensés M 6,71+ 0,44
mg/g Art 0,0040
DM 4,34 +0,53

Sat: Satureja calamintha. Art: Artemisia herba alba. M : extrait méthanolique. AE : extrait
d’acétate d’éthyle. DM : extrait de dichlorométhane. P : Probabilité a 5%
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1-4 La teneur des extraits en flavonoides
Les teneurs des quatre extraits en flavonoides est résumé dans le tableau 02.

Selon ces résultats, le méthanol est apparu plus efficace pour 1’extraction des flavonoides. La
teneur la plus élevée est observée pour I’extrait méthanolique de Satureja calamintha, alors,
que la teneur la plus faible est notée pour I’extrait d’acétate d’éthyle de la méme plante. Pour
les extraits de Artemisia herba alba la différence de la teneur en flavonoides entre les deux

extraits est non significative.

Comme les autres métabolites secondaires, la teneur quantitative et méme qualitative des
extraits la variation selon différents facteurs, comme le climat, la région de collecte, la saison
de collecte, etc. Selon la littérature, les flavonoides détectés dans Artemisia herba alba
montrent une grande variation structurelle, allant de I’unité flavone et flavonol glycosides aux

plus rares flavonoides hautement méthylés [67].

2-Etude microbiologique

2-1-Sensibilité des souches aux antibiotiques

Les souches cliniques utilisées dans cette étude sont testé vis-a-vis des antibiotiques. Les
antibiotiques utilisés sont choisi d’une fagon aléatoire selon leur disponibilité. Les diameétres

d’inhibition provoqués par ces antibiotiques sont résumés dans le tableau 03.

Selon ces résultats la souche de Pseudomonas aeruginosa est plus résistante aux antibiotiques
testés comparativement aux deux autres souches. En revanche, la bactérie a Gram positif,

Staphylococcus aureus est plus sensible a I’action des antibiotiques testés.
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Tableau 3 : Valeurs des diamétres d’inhibition des antibiotiques testées vis-a-vis les trois
espéces bactériennes.

1= [\ VA RA E L
Souches D (mm) D (mm) D (mm) D (mm) D (mm) D (mm)
Staphylococcus
Aureus

Pseudomonas

aeruginosa
Klebsiella

pneumoniae

TE :tetracycline N :nitroxoline VA :.vancomycine RA : rifampine E erythromycine. L :
lincomycine .

2-2 Etude de P’activité antibactérienne des extraits bruts

Nous avons étudié in vitro le pouvoir antibactérien des extraits bruts isolés de Satureja
calamintha et de Artemisia herba alba par deux méthode, la diffusion en puits et les micro-
atmosphéres, sur un milieu gélosé solide, la gélose Mueller and Hinton (MH). L’activité
antibactérienne de nos extraits est estimée en termes de diamétre de la zone d'inhibition
autour des puits et des disques contenant les extraits a tester (figure 18). Les résultats des

diamétres et des pourcentages d’inhibition des deux tests sont résumés dans le tableau 04.

Ces résultats révelent que Pseudomonas aeruginosa est sensible vis-a-vis les quatre extraits
de plantes testés. L’extrait méthanolique de Artemisia herba alba est 1’extrait le plus actif sur
cette souche, cependant les diamétres d’inhibition les plus faibles sont notés pour I’extrait
méthanolique de Satureja calamintha et I’extrait de dichlorométhane de Artemisia herba
alba. Staphylococcus aureus est aussi sensible a I’action de ces extraits, dont le pourcentage
d’inhibition le plus élevé est de ’ordre de 18,05% est qui enregistré pour 1’extrait d’acétate
d’éthyle de Artemisia herba alba. La souche de Klebsiella pneumonea testée dans cette étude

est totalement résistante a I’action des quatre extraits.
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Tableau 4. Diamétres et pourcentages d’inhibition des souches tests par les extraits de
Satureja calamintha et Artemisia herba alba.

] Puits Micro-atmosphere
D(mm) | 1% * D(mm) |[1%*
Sat(M) 15,5 17,22
0,1548
Sat(EA) 13 14,44
Staphylococcus
Art(M) 16 17,77
Aureus 0.8599
Art(DM 16,25 18,05
(OM) Aucune zone
Sat (V) 135 G d’inhibition
0,0886
Pseudomonas Sat(EA) 17 18 ,88
aeruginosa Art(M) 175 | 19,44
0,0513
Art(DM) 14,5 16,11
Sat(M)
Art(M) o
Klebsiella Aucune zone d’inhibition
) Sat(EA)
pneumoniae
Art(DM)

| : pourcentage d’inhibition. D : diamétre d’inhibition. P : probabilité a 5%.

Figurel8. Diamétres d’inhibition des extraits de plantes vis-a-vis Pseudomonas

aeruginosa et Staphylococcus aureus respectivement.
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La différence dans la sensibilité des souches peut étre due a la nature des souches lui-méme
(présence ou absence de paroi, présence ou absence de capsule, présence ou absence de
plasmides,...), selon la nature des souches, la résistance de Klebsiella pneumonea est peut étre
attribuée a la présence de la capsule qui entoure la cellule et qui la protége contre plusieurs

attaques.

De plus, la différence de sensibilités aux extraits peut étre attribuée a la nature chimique des
extraits testés, selon ces résultats, les diamétres d’inhibition ne sont pas en coordination avec
la teneur des extraits en métabolites, ce qui suggere que l’inhibition dépond de la nature
qualitative des extraits, 1’exemple le plus remarquable sur ce point est I’activité
antimicrobienne élevée des deux extraits méthanoliques, ou les teneurs les plus faibles en
phénols totaux, en phénols simple et méme en tanins sont enregistrées avec ces deux extraits.
En revanche, I’analyse phytochimique a révélé que les extraits méthanoliques sont plus riches
en flavonoides, et ce qui laisse supposer que leur activité antibactérienne est due a la teneur et

la nature chimique des flavonoides présents.

Grace a la nature chimique trés hétérogéne des extraits bruts, il est difficile de discuter le

mécanisme par lequel ces extraits ont inhibé la croissance des deux bactéries.

Le test des micro-atmospheéres a confirmé la résistance de Klebsiella pneumonea vis-a-vis les
quatre extraits. Pour les deux autres especes, aucune zone d’inhibition n’a été détectée pour
les quatre extraits, ce qui suggere que I’inhibition de la croissance n’est pas due a la fraction

volatile des extraits.

La plupart des travaux réalisés sur ces deux plantes sont liées juste a la composition et
I’activité antimicrobienne des huiles essentielles extraites par hydrodistillation [67], [68],
[69].
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Conclusion et perspectives

Les plantes medicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus par
leurs propriéteés thérapeutiques.
Cette étude a pour but, 1I’é¢tude de propriétés phytochimiques et antimicrobiennes des extraits
bruts de deux plantes, 1’une appartiennent a la famille des Lamiacées (Satureja calamintha) et
I’autre de la famille des Asteracées (Artemisia herba alba).
Le screening phytochimique a révélé la richesse de nos plantes en métabolites secondaires,
ou nous avons constaté la présence des phénols totaux, des phénols simples, des flavonoides
et des tanins. La quantité des phénols totaux dans les extraits bruts des plantes utilisées
dans cette étude est relativement importante, elle est plus considérable dans les extraits de
Satureja calamintha, par rapport a celle d’Artemisia herba alba. Pour les deux plantes, les
extraits méthanoliques sont les moins riches en phénols totaux et en tanins, alors que, ils
contiennent la quantité la plus élevée en flavonoides. La présence des saponosides est révélée
dans tous les extraits sauf I’extrait méthanolique de Artemisia herba alba.
Les résultats des tests biologiques effectués dans ce travail sont tres promoteurs, vu que ces
extraits de plantes ont révélés une activité sur deux souches pathogenes d’origine clinique:
Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa.
En perspectives, il serait donc intéressant de mener une étude plus approfondie sur Satureja
calamintha et Artemisia herba alba afin d’isoler, de purifier et d’identifier les principes actifs
de ces plantes. En ce qui concerne 1’activité antimicrobienne, il serait intéressant de définir le
mécanisme d’action de ces substances d’origine végétale.
Sachant que I’Afrique en général et I’Algérie en particulier possédant une immense
biodiversité qui ne demande qu’a étre étudiée, les sujets dans ce domaine ne manquent donc
pas, car chaque plante est un réservoir potentiel de métabolites avec des caractéristiques

phytochimiques et pharmacologiques particuliéres.
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Annexe 1

Courbe d’étalonnage de I’acide gallique

v =0481x
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Gélose Nutritive (GN)

Composition en g/l

Peptone........cooovviiiiiiiiiii 10 g.
Extrait de viande..................cccoeennn. 03 g.
Extrait de levures.................cooeeenne 03 ¢g
Chlorure de sodium......................... 05¢g
AT i 18¢g
PH=7,3+0,2

Gélose Mueller Hinton (M.H)

Composition en g/l

Extraitde viande. .........ccccoveiinininiiiienns 03g.
Hydrolysat acide de caséine................ 17,5¢g
AT .o 18¢g
pH=7,4

Préparation de la solution de 0,5 Mac Farland

L’étalon 0,5 Mc Farland est préparé, en versant 0,5 ml d’une solution de BaCI2 dihydraté a
1% (10 g/l), dans une éprouvette de 100ml. Compléter a 100 ml avec du H2SO4 a 1% (10
ml/l). Ainsi préparé, il doit avoir une DO. de 0,08 a 0,11 lue a625nm.

44



v v

Resume



Résumé

L’objectif de notre travail est I’analyse phytochimique et I’étude de [D’activité
antibactérienne des extraits bruts de deux plantes aromatiques Satureja calamintha (extrait
méthanolique et extrait d’acétate d’éthyle) et Artemisia herba alba (extrait méthanolique et
extrait de dichlorométhane). L’analyse phytochimique a porté sur la mise en évidence de la
présence des saponosides, ainsi que la quantification par des méthodes colorimétriquesdes
phénols totaux, des phénols simples, des tanins totaux, des tanins condensés et des
flavonoides. L’activité antibactérienne est testée contre trois souches pathogénes
(Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa et Klebseilla pneumonea)isolées dans le
laboratoire de microbiologie de 1’hopital de IBN Zohr de la wilaya de Guelma, cette activité
est étudiée sur milieu Mueller and Hinton a travers des puits de 10 mm par 100 ul d’extraits
de plantes, d’autre part, la technique des micro-atmospheéres est utilisée pour révéler I’activité
de la fraction volatile des extraits.Les résultats obtenus sont soumis a une analyse de la
variance a un seul facteur. Les résultats obtenus révélent la richesse des quatre extraits de
plantes en métabolites secondaires. La présence dessaponosides est observée dans tous les
extraits sauf 1’extrait méthanolique de /’Artemisia herba alba. Les deux extraits de Satureja
calamintha sont révélés plus riches en métabolites secondaires. Pour les deux plantes, le
rendement le plus faible en phénols totaux est en tanins est noté pour les extraits
méthanoliques, cependant, leur teneur en flavonoides est la plus élevée. Les quatre extraits ont
une activité antibactérienne vis-a-vis Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa,
cependant, Klebsiella pneumoniaeest résistante a leur action. Aucune activité de la fraction

volatile des extraits n’est observée contre les trois souches étudiées.

Motsclés : Satureja calamintha, Artemisia herba alba, analyse phytochimique, méthanol,
acétate d’éthyle, dichlorométhane, activité antibactérienne, Staphylococcus aureus,

Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae.
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Abstract

The objective of our work is the phytochemical analysis and the study of antibacterial
activity of crud extracts of two aromatic plants, Satureja calamintha (methanolic and ethyl

acetate extracts) and Artemisia herba alba (methanolic and dichloromethane extracts).

Phytochemical analysis was related to the examination of the presence of the saponosids, as
well as the quantification by colorimetric methods of total phenols, simple phenols, total
tannins, condensed tannins and flavonoids. The antibacterial activity was tested against three
pathogenic strains (Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa and Klebseilla
pneumonea), which were isolated in the microbiological laboratory of the IBN Zohr hospital’s
in the region of Guelma, this activity was studied using Mueller and Hinton medium through
two tests, diffusion on wells micro-atmospheres techniques. Results were subjected to an
analysis of the variance with only one factor.

Results reveal the presence of secondary metabolites in the four extracts. The presence of the
saponosids is observed in all the extracts except metanolic extract of Artemisia herba alba.
The greatest amount of secondary metabolites is observed in Satureja calamintha extracts.
The lowest amount of total phenol and tannins yields is noted for methanolic extracts;
however, their content of flavonoids is highest. The four extracts have an antibacterial activity
opposite Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa, however, Klebsiella
pneumoniae is reveled resistant to their action. No activity of the volatile fraction of the

extracts is observed against the three studied strains.

Keywords: Satureja calamintha, Artemisia herba alba, phytochemicals analysis, methanol,
acetate of ethyl, dichloromethane, antibacterial activity, Staphylococcus aureus, Pseudomonas

aeruginosa, Klebsiella pneumoniae
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BADAOUI Fadia
DOUAOURIA Meriem

HAIAHEM Imen

Théme : Analyse phytochimique et activité antibactérienne d’extraits bruts
de Saturejacalamintha L. et Artemisia herba alba L.

Résumé :

L’objectif de notre travail est 1’analyse phytochimique et 1’étude de Dactivité
antibactérienne des extraits bruts de deux plantes aromatiques Satureja calamintha (extrait
méthanolique et extrait d’acétate d’éthyle) et Artemisia herba alba (extrait méthanolique et
extrait de dichlorométhane). L’analyse phytochimique a porté sur la mise en évidence de la
présence des saponosides, ainsi que la quantification par des méthodes colorimétriques des
phénols totaux, des phénols simples, des tanins totaux, des tanins condensés et des
flavonoides. L’activité antibactérienne est testée contre trois souches pathogénes
(Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa et Klebseilla pneumonea) isolées dans le
laboratoire de microbiologie de 1’hopital de IBN Zohr de la wilaya de Guelma, cette activité
est étudiée sur milieu Mueller and Hinton a travers des puits de 10 mm par 100 ul d’extraits
de plantes, d’autre part, la technique des micro-atmospheres est utilisée pour révéler I’activité
de la fraction volatile des extraits. Les résultats obtenus sont soumis a une analyse de la
variance a un seul facteur. Les résultats obtenus révélent la richesse des quatre extraits de
plantes en métabolites secondaires. La présence des saponosides est observée dans tous les
extraits sauf 1’extrait méthanolique de /’Artemisia herba alba. Les deux extraits de Satureja
calamintha sont révélés plus riches en métabolites secondaires. Pour les deux plantes, le
rendement le plus faible en phénols totaux est en tanins est noté pour les extraits
méthanoliques, cependant, leur teneur en flavonoides est la plus élevée. Les quatre extraits ont
une activité antibactérienne vis-a-vis Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa,
cependant, Klebsiella pneumoniae est résistante a leur action. Aucune activité de la fraction

volatile des extraits n’est observée contre les trois souches étudiées.

Mots clés : Satureja calamintha, Artemisia herba alba, analyse phytochimique, méthanol,
acétate d’éthyle, dichlorométhane, activité antibactérienne, Staphylococcus aureus,

Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae.

Encadreur : Melle. Khenaka K.
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