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Introduction

es plantes médicinales restent le premier réservoir de nouveaux médicaments. Elles

sont considérées comme une source de matiére premiére essentielle pour la

découverte de nouvelles molécules nécessaires a la mise au point de futurs drogues
(Maurice, 1997). L'action de la phytothérapie sur I'organisme dépend de la composition des
plantes médicinales. Depuis le XVIII éme siecle, les savants ont commencé a extraire et a
isoler lessubstances chimiques qu'elles contiennent (Iserin etal, 2001).
L’étude de la phytochimie est toujours d’actualité malgré son ancienneté. Cela tient
principalement au fait que le régne végétal représente une source importante d’'une immense
variété de molécules bioactives qui ont des intéréts multiples en industrie alimentaire, en
cosmétologie et en pharmacie. Parmi ces composés on retrouve, les coumarines, les
alcaloides,les acides phénoliques, les tanins, les terpenes et les flavonoides...etc
(Bahorunetal.,1996).

L'Algérie posséde une flore végétale riche et diversifiée. Parmi les plantes médicinales
qui constituent le couvert végétal, se trouve le genre Sonchus. De nombreuses espéces de ce
genre sont utilisées en médecine traditionnelle parce qu’elles renferment plusieurs molécules
douées d’activités thérapeutiques, parmi les especes les plus connues se trouve Sonchus
oleraceus L. Cette plante largement utilisée pour traiter les troubles digestives, troubles
hépatiques, les ulcéres, les brilures, ladiarrhée,...etc. (Da Silva, 2004).

La présente étude a pour objectif d’extraire les molécules bioactives, avec 1’évaluation de la
teneur en polyphénols totaux et en flavonoides, vise a tester I’activité antibactérienne de
I’extrait aqueux et éthanolique des parties aériennes de la plante sur la croissance in vitro de

certaines bactéries impliqués dans les pathologies. (Maiza et al., 2011).

Notre travail a été divisé en trois chapitres ; nous abonderons dans un premier chapitre une
étude bibliographique qui concerne les métabolites secondaires avec description détaillée de

la plante étudiée.

Le deuxieme chapitre décrit le matériel et les méthodes utilisées dans ce travail et qui porte
sur :
v Le screening phytochimique des métabolites secondaires existant dans les parties
aériennes des extraits aqueux et éthanoliques de la plante ;
v’ La préparation des deux extraits bruts de la plante ;

v Le dosage des polyphénols totaux, et des flavonoides,
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v" Une évaluation de I’activité antibactérienne des deux extraits, par la technique de
diffusion en milieu solide (I’aromatogramme).
Cet apercu expérimental est suivi par la citation des principaux résultats et leurs

interprétations.
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I. Les plantes médicinales

Une plante médicinale est définie par la pharmacopée francaise (2013) comme une « drogue
végétale » c’est une plante ou une partie de plante, utilisée, soit le plus souvent sous la forme
desséchée, soit a 1’état frais (Sofowora, 2010).

Une plante est étudiée pour ses propriétés particulieres bénéfiques pour la santé humaine ou
animale. Elle est utilisée de différentes manieres (décoction, macération, infusion, etc.) et une
ou plusieurs de ses parties peuvent étre utilisées (racine, rhizome, feuilles, fleurs, tiges... etc.)
(Baran,2000).La plus grande partie des plantes, utilisée au niveau mondial, est destinée a la
phytothérapie, a la production de molécules pour la médecine allopathique, a 1’élaboration des

arébmes (Benjilali et Zarira, 2005).

Il. La phytothérapie
La phytothérapie (En grec, Phytos : végétal et Therapein : soigner) est I’art de soigner par les
plantes (Morel, 2008).Pendant longtemps, les remedes naturels et surtout les plantes
médicinales furent le principal recours de la médecine de nos grands-parents, malgré
I’important développement de I’industrie pharmaceutique qui a permis a la médecine moderne
de traiter un grand nombre de maladies souvent mortelles. Environ 80% de la population
mondiale profite des apports de la médecine traditionnelle a base des plantes reconnaissant
ainsi les savoirs empiriques de nos ancétres (El-rhaffari et Zaid, 2004).

Elle connait de nos jours un renouveau exceptionnel en Occident, spécialement dans le
traitement des maladies chroniques, comme l'asthme ou Il'arthrite. De plus, les effets
secondaires induits par les médicaments inquiétent les utilisateurs, qui se tournent vers des
soins moins agressifs pour l'organisme (Iserin, 2001). L’exploitation des ressources
naturelles, et notamment du monde végétal, est encore capitale a I’heure actuelle.

Elle est réalisée par :

e Etude chimio taxonomique : qui consiste a rechercher des catégories de molécules dans les
plantes en fonction de leur appartenance botanique. Ainsi les Apocynaceées, les Rutacées, les
Rubiacées renferment souvent des alcaloides et c’est parmi ces familles que 1’on recherche
d’abord les alcaloides.

eEtude ethno pharmacologique : qui consiste a recueillir des renseignements sur 1’utilisation

des plantes auprés des populations vivant encore pres de la nature.

eEtude pharmacologique : qui est caractérisée par I’observation du comportement des plantes

dans leur environnement naturel. Les interactions plantes-plantes (allélopathie), plantes-
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microorganismes, plantes-insectes, plantes-animaux sont associées a des signaux chimiques
(Barnes et al ., 2007).

M1, Monographie de la plante médicinale étudiée

Systématique de « Sonchus oleraceus L » (1)

o Nom Scientifique : Sonchus oleraceus L.

o Famille : Asteraceae.

o Nom en anglais : annual sowthistle .

o Nom en arabe : Tifaf, Tilfaf, <&, <lali (el hindibaa el berry).

Figure 1 : La plante sonchus oleraceus L(2)
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Tableau 1 : la classification de la plante étudiée (3)

Rang Nom scientifique et nom commun

Royaume Plantae — Plantes.

Sous-royaume

Tracheobionta.

Super division

Spermatophyta.

Division Magnoliophyta.

Classe Magnoliopsida.

Sous-classe Asteridae.

Commande Asterales.

Famille Asteraceae / Compositae - Famille Aster.
Genre Sonchus L.

Espéce Sonchus oleraceus L.

1. Les principales Especes du genre Sonchus
Le nom Sonchus désignait déja la méme plante en grec et en latin (sonchos) et les espéces du
genre Sonchus en France (4) :

o Sonchus aquatilis Pourr.
o Sonchus arvensis L.

o Sonchus asper L.

o Sonchus maritimus L.

o Sonchus oleraceus L.

o Sonchus palustris L.

o Sonchus tenerrimus L.

2. Propriétés et usages

Usages culinaires :
Les jeunes feuilles, crues ou cuites, sont consommables avec un godt Iégérement amer, elles
peuvent étre ajoutées aux salades, ou cuites (pour leur faire perdre leur amertume) comme les

épinards. Les feuilles sont riches en sels minéraux et en vitamine C (5).

Propriétés médicinales
e Les feuilles sont utilisées comme un cataplasme avec une activité anti-inflammatoire.

e Une infusion de feuilles et de racines est fébrifuge et tonique.
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e Le latex dans la séve est utilisé dans le traitement des verrues (5).

e Dans toute 1I’Afrique, on utilise Sonchus oleraceus principalement comme légume-
feuilles cuit, mais il est également consommeé cru.

e Les racines sont utilisées comme purgatif, abortif et vermifuge.

e L’utilisation du jus de feuilles pour traiter le mal d’oreille

e Les feuilles supprimeraient les infections, et sont utilisées comme sédatif,
stomachique, diurétique et pour traiter les maladies du foie, dont I’hépatite.

e Traitement des problemes oculaires, la gastrite, les salmonelloses et I’anémie.

e utilise le latex pour soigner la dépendance a I’opium et le cancer.

e Son plusieurs applications veétérinaires sont répertoriées (par ex. pour traiter la
diarrhée, I’hématurie, et le prolapsus du vagin).

e Un aliment favori des lapins et des volailles et il est également utilisé comme fourrage

pour le bétail (6).

3. Compostions chimiques

Tableau 2: Composition chimique de Sonchus oleraceus L (7).

Plante utilisée comme Matiére Protéines Cellulose Cendres Lipides
Fourrage Séche brutes brute
(%) (frais)
Sonchus oleraceus : 8-13 18-27 6-10 14-23 5-6

Laiteron commun, laitue 25 NDF

de lievre
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Feuille

5
Graine

Sonchus oleraceus

Soncfius oferaceus

Figure 2 : Les différentes parties de Sonchus oleraceus L(8)

Métabolites des plantes médicinales
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 ’organisme. Les
métabolites sont les molécules issues du métabolisme des végétaux ou d’animaux. On
distingue deux classes de métabolites : métabolites primaires et métabolites secondaires
(Hartmann, 2007).

1. Les métabolites primaires
Les métabolites primaires sont caractérisés par leur caractere nécessaire et vital a la survie de

la cellule ou de I’organisme.
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- Les glucides représentent une source d’énergie surtout au niveau des parois cellulaire

(cellulose).
- Les lipides constituent aussi une source d’énergie présente dans les membranes cellulaires.

- Les amino-acides représentent une source primaire de construction des protéines (Diallo,

2000).
Meétabolites primaires

J ] !
( Les glucides ) (Les acides aminés)

2. Les métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des produits a structure chimique souvent complexe, on
recense plusieurs milliers de métabolites (au moins 30000 structures caractérisées) et sont

classés selon leur appartenance chimique (Judd et al., 2002).

Donc les métabolites secondaires sont des molécules qui ne participent pas directement au
développement des plantes mais plutét intervenaient dans des relations avec les stress biotique

et abiotique ou améliorent 1’efficacité de la reproduction (Leurent, 2012).

On trouve des métabolites secondaires dans toutes les parties de plantes, mais ils sont
distribués différemment selon leurs rdles. Cette distribution varie d'une plante a l'autre. Parmi
les principales familles de métabolites secondaires trouvées chez les plantes on distingue :
(Bruneton, 1999 ., Zenk et Juenger, 2007)

e Les composés phénoliques qui interviennent dans les interactions plante-plante
(allélopathie, inhibition de la germination et de la croissance). Parmi ces composés, on citera
les polyphénols, les lignines, les stilbenes, les flavonoides, les phényl propanoides, les

anthocyanes et les tannins.

e Les alcaloides, renferme un atome d’azote dans la structure. Parmi ces derniers, certains
releguent de I'acide cyanhydrique quand les plantes sont abimees. Ils sont synthétisés a partir

d'acides aminés. On citera la nicotine, I'atropine, la codéine, la lupinine.
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e Les mucilages : Ce sont des polymeres complexes de fructose, d'acide glucorinique et
d'acide manuronnique. Les mucilages sont des mélanges colloidaux qui gonflent avec I'eau

(agar agar).

Les métabolites secondaires sont divisés principalement en trois grandes familles, les

polyphénols, les terpenes et les alcaloides (Abderrazak et Joél , 2007).
1. Composés phénoliques

Le terme « polyphénols » est fréquemment utilisé dans le langage courant et méme dans des
articles scientifiques ou de vulgarisation pour désigner I'ensemble des composés phénoliques

des végétaux.

Les polyphénols possedent plusieurs groupements phénoliques, avec ou non d’autres
fonctions (alcoolique (OH), carboxylique (COOH). Ils sont probablement les composés
naturels les plus répandus dans la nature et de ce fait sont des éléments faisant partie de
I’alimentation animale. Ces composés présentent une grande diversité de structures, divisées
en non flavonoides et flavonoides. La premiére est représentée par les acides phénoliques, qui
comprennent les acides benzoiques. La seconde classe est constituée d’un noyau phénolique
porteur d’une chaine latérale insaturée en C3.

La dmiere classe est basée sur un squelette en C6-C3-C6, elle comprend plusieurs groupes qui
se distinguent par le degré d’oxydation de I’hétérocycle central en C3.

Toutes les classes de composés phénoliques comportent un grand nombre de structures
différentes en fonction du nombre et de la position des groupements hydroxyles sur le
squelette de base. Ces structures peuvent également étre diversement substituées (glycosylées,

estérifiées, acylée) (Robbers et al ,. 1996).

e Les flavonoides
Le terme flavonoide désigne une tres large gamme de composeés naturels appartenant a la famille
des polyphénols (Seyoum et al ., 2006), ils sont considérés comme des pigments quasiment
universels des végetaux, souvent responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des
feuilles. A 1’état naturel les flavonoides se trouvent le plus souvent sous forme d’hétérosides
(Ghesterm et al ., 2001 ., Bruneton , 1999).Du point de vue structurale (figure 3), les
flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules, en effet plus de 6400 structures ont
été identifiées (Harborne et Wiliams, 2000).
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Figure 3 : Structure générale du noyau des flavonoides (Bruneton, 1999)

eTanins

Les tanins sont des substances polyphénoliques de structure variée (figure 4), de saveur

astringente ayant en commun la propriété de tanner la peau, cette aptitude est lié a leur

propriété de se combiner aux protéines. Leur poids moléculaire est compris entre 500 et 3000

Da (Paris et Hurabielle, 1981).

présentent plusieurs activités biologiques :
antivirales assez spectaculaires (Chung et al .,

activités antibactéri
2010).

ennes, antifongiques et
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Figure 4: Différentes structures des tanins (Karamali et Teunis, 2001)

IIs sont divisés en deux groupes :

- Les tanins hydrolysables :

Ces tanins sont des diametres d’acides galliques condensés sur des dérivés glycolyses. Ces

composés donnent aprés hydrolyse a chaud a I’aide de solutions acides étendues une fraction

glucidique (glucose) et une fraction polyphénolique (Doat, 1978).
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Figure 5: Structure des tannins hydrolysables (Bruneton, 1999)
- Les tanins condensés :

Ces tanins ne renferment pas de sucres dans leurs molécules. lls ne sont pas hydrolysés par les
acides comme c’est le cas des tanins hydrolysables. Ils se transforment en présence d’acide
fort ou d’agents d’oxydation en substances rouges qui sont les phlobaphénes (Ngom,
2000).Les tanins condensés donnent une structure hérissée du groupement hydroxyle OH du

composé phénolique pour former des liassions avec les protéines (Sarni et Cheynier, 2006).

Figure 6: Structure des tannins condensés (Li, 2007)

e Coumarines
Les coumarines sont des molécules largement répandues dans tout le régne végétal, sont des
2H-1-benzopyran-2-ones, considérées comme étant les lactones des acides 2-hydroxy-7-
cinnamiques (Benayache, 2005).Elles existent sous forme libre solubles dans les alcools et
dans les solvants organiques ou les solvants chlorés ou encore liées a des sucres (hétérosides)

sont plus ou moins solubles dans 1’eau (Bruneton, 1999).
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Ce sont des dimeéres des unités de phénylpropane (C6-C4) (Benarous, 2009). Les lignanes
constituent une classe importante de meétabolites secondaire dans le régne végétal. La
distribution botanique est large : plusieurs centaines des composés ont été isolés dans environ

soixante-dix familles, lls ont été découvert dans toutes les parties des plantes : les racines, les

/
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Figure 7: Structure d’une molécule de coumarine (Cowan, 1999)

feuilles, les fruits est les graines (Midoun., 2011).

Figure 8 : Structures chimiques de lignine (Scalbert et Williamson, 2000).

2. Alcaloides

Les alcaloides figurent parmi les principes actifs les plus importants en pharmacologie et en

médecine (Guignard, 2000).Ce sont des substances organiques d'origine végétale, azoté et a

caractere alcalin, de faibles poids moléculaires. Ils possédent des structures hétérocycliques et

se retrouvent dans environ 20% de toutes les especes de plantes (Zhang et Bjorn, 2009). Les

alcaloides sont connus comme doués de propriétés antimicrobiennes. Le mécanisme d'action

des alcaloides est attribué a leur capacité a s'intercaler avec I'ADN (Faizi et al ., 2003).

12
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Figure 9 : La formule des alcaloides (Wilhelm, 1998)

3. Mucilages :

Sont des produits de la polymérisation de nombreux sucres dont certains peuvent étre
modifiés (exemple I’acide uronique qui est un polysaccharide hétérogene).Les mucilages ont
la propriété de gonfler dans I’eau. On les utilise comme : laxatifs mécaniques et aussi

adoucissants de la gorge (Ledard et Guinaudeau, 1997).

4. Stérols

Ce sont des dérives des phytostérols. Ces composés sont naturellement présents dans la
fraction lipidique des plantes. Ils ne sont pas synthétisés par I'nomme et I'animal, ils ne
peuvent étre apportés que par l'alimentation. Ils réduisent lI'absorption du cholestérol dans
I'intestin gréle. Les différents types de stérols, appelés phytostérols, sont des constituants de
membranes cellulaires qui jouent un réle trés important dans la perméabilité de celles-ci et
aussi dans la prolifération cellulaire (Bruneton, 1993 ., Rahal, 2004 ., Kartal, 2005).

5. Saponines

Le mot saponine est dérivé du mot latin « sapo ». Les saponines ont recu leur nom du fait
qu’elles produisent une mousse semblable a celle du savon (Hart et al ., 2008), IlIs sont des
glycosides a poids moléculaire élevé, regroupant un ensemble complexe et chimiquement trés
diversifi¢ de molécules triterpeniques ou stéroides. Elles se composent d’une fraction
aglycone hydrophobe (un noyau stéroidique ou triterpénique) liée a une chaine mono ou
Polysaccharidique hydrophile (Wallace, 2004).

IV.2.6. Terpénoides

Appelés aussi terpénes forment une classe d'hydrocarbures, produits par de nombreuses
plantes, en particulier les coniféres. Ce sont des composants majeurs de la résine et de
I'essence de térebenthine produite a partir de résine. Les terpenes sont des dérivés de
I'isopréne CsHs et ont pour formule de base des multiples de celle-ci (CsHg). On peut

considérer I'isopréne comme I'un des éléments de construction préférés de la nature. Leur

13
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squelette de carbone est constitué d'unités isopréniques reliées entre eux. Ces squelettes

peuvent étre arrangés de facon linéaire ou bien former des cycles (Soldermann, 2002).

Figure 10 : Structure de la molécule d’isoprene (Calsamiglia et al ., 2007)

IVV.3. Role biologique des métabolites secondaires (Wink, 2010)

V.

Défense contre les herbivores (insectes, vertébres).

Défense contre les moisissures et les bactéries.

Défense contre les virus.

Défense contre les autres plantes qui rivalisent pour lumiere, eau et éléments nutritifs.
La protection contre les rayons UV ou autre stress physique.

A sélectionné des fonctions physiologiques.

Les plantes medicinales comme source antibactérien

Les recherches actuelles sur les molécules antimicrobiennes d’origine naturelle se concentrent

principalement sur les plantes, car ils peuvent étre achetés plus facilement et seront

sélectionnés sur la base de leur utilisation en médecine traditionnelle (Yano et al ., 2006).

Le mécanisme d’action de ces composés passe par la désorganisation de la membrane

plasmique, la formation des complexes avec la paroi, I’inhibition des enzymes, 1’interaction

avec ’ADN (Tableau 3).
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Tableau 3: Classe majeure de composés antimicrobiens des plantes et mécanisme

d’action (Cowan, 1999)

Classes Sous classe Exemples Mécanisme d’action
P_hénols Catéchol. Privation en  substrat.
simples.
o _ Perturbation de la
_ Acide cinnamique. | membrane.
Acides
phénoliques.
Phénols
Liaison aux  adhésines,
Quinones. Hypéricine complexe
avec la paroi cellulaire.
Liaison  aux  adhésines,
Flavonoides. Chrysine. Complexe avec la paroi
cellulaire.
Flavones. Abyssinone. Inactive les enzymes.
Liaison aux protéines
Liaison aux adhésines
Inhibition  des  enzymes
Privation en substrat
Flavonols Totarol Complexe avec la paroi
Tannins. Ellagitanine. cellulaire
Perturbation de la
membrane
Complexe aux ions de
métaux.
Interaction avec I’ADN
_ _ eucaryote (activite
Coumarines. Warfarine. antivirale).
N
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Terpenoides,

16

huiles Capsaicine Perturbation de la
essentielles. membrane.
Alcaloides Berbérine Intercale avec la paroi et/ou
' Pipérine. ’ADN.
Lectines et Bloque la  fusion ou
polypeptides. Agglutinine P’adsorption
spécifique. virale.
Forme des ponts disulfures.
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l. Matériel et Méthodes

Notre travail a été effectué au niveau du laboratoire de biochimie de 1’université 8 mai 1945

Guelma.

1. Matériel végétal :

Le matériel végétal utilisé dans cette étude expérimentale est une espéce végétale appartenant
a la famille Astéraceae / Compositae. Les organes végétaux choisis pour la réalisation des
expérimentations de cette étude sont la partie aérienne puisque c’est a son niveau que se
trouve la majorité des principales substances actives, en d’autre terme, c’est le lieu de
synthese et de la mise en réserve temporaire des principaux composés du métabolisme

primaire et secondaire.

P 7

Y3 ... i o e
- oS onchu® oleTFaceus
~ W © Jordi Recaseﬁ“uinjuan

Figurell : La plante Sonchus Oleraceus L (6)

2. La récolte de la plante

Le matériel végétal de Sonchus oleraceus L a été récolté au moins du février 2018 au niveau

d’une région (beni mezline) wilaya de Guelma.
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Figurel2 : Carte géographique illustrant la région de récolte de la plante
(Google Map-Guelma, 2018)

3. Préparation des extraits

Aprés la récolte de matériel végétal, nous avons procédé au séchage a 1’abri de la lumicére,
cette méthode est plus simple et économique, utilisé surtout pour les racines, tiges, graines et
fruits. Le séchage a l'ombre est indiqué pour les feuilles et fleurs, car les feuilles vertes
séchées au soleil jaunissent. Les pétales de fleurs perdent leurs couleurs vives, ce qui peut
altérer les propriétés médicinales de ces métabolites. Les plantes aromatiques ne doivent pas
rester trop longtemps au soleil pour ne pas perdre leur parfum (Djeddis, 2012). Le maximum
admis de température pour une bonne dessiccation des plantes aromatiques ou des plantes
contenants des huiles essentielles est de 30°C. pour les autres cas, la température de
dessiccation peut varier de 15 a 70°C (Delille, 2007).
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Matiere végeétale

i Séchage :
A D’abri de la lumiére du soleil et a température ambiante.

\4

Broyage mécanique :
Obtention d’une poudre fine

Extractio

\ 4
/ MaCérationn >\

Criblage
phytochimique

)

Evaluation de
Pactivité
antibactérienn

Dosage des Dosage des
Polyphénoles flavonoides

Figure 13 : Schéma illustrant la démarche expérimentale suivie dans cette étude
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4. Criblage phytochimique

Le criblage phytochimique consiste a réaliser des tests phytochimiques qualitatifs, bases sur
des réactions de coloration ou de précipitation plus ou moins spécifiques a chaque classe des
principes actifs. En effet, la premiere étape était la recherche des grandes classes de composes
chimiques appartenant aux métabolismes secondaires de la plante étudiée (Trease et Evans,
1987).

Deux solvants de polarités différentes ont été utilisés 1’eau (H20), éthanol (EtOH).

4.1. L’épuisement du materiel végéetal avec H20
Une qualité de 10 g du matériel végétal est mise en contact avec 100 ml d’eau distillée dans
un erlenmeyer, I’ensemble est agité pendant une heure a 1’air ambiant, le mélange est filtré et

I’extrait aqueux est soumis aux différents tests phytochimiques (Trease et Evan, 1987).

4.2. L’épuisement du matériel végétal avec ’EtOH
Une quantité de 5g du matériel végétal est mise en contact avec 50 ml d’EtOH a 95" dans un
bécher, I’ensemble est agité pendant une heure a 1’air ambiant, le mélange est filtré, et
I’extrait éthanolique est soumis aux différents tests (Trease et Evan, 1987).

» Préparation des extraits bruts par macération
Dans cette partie, nous avons tenté d’extraire les composés polaires de la plante. Les solvants
utilisés sont I’EtOH (95°) et I’eau distillée, qui ont été choisi de maniére a solubiliser le

maximum de composeés. Le ratio solide : liquide est 1/10 (mg/ml) (Michel, 2011).

Une quantité de 50g de la poudre végétale a été melangée avec 500 ml d’EtOH dans un

erlenmeyer, et 10g de la poudre a été mélangée avec 100 ml d’eau distillé.

Le mélange est maintenu sous une agitation magnétique pendant 24 h a température ambiante.

La solution obtenue est ensuite filtrée sur papier filtre (Wattman N° 1 de diamétre 0.2 pm).

2L e filtrat a été ensuite récupéré, I’EtOH et I’ecau sont concentrés sous vide a 35°C a ’aide
d’un rota vapeur, ’eau ¢liminé par I’lyophilisation, I’extrait sec a été ensuite récupéré, pese,

étiqueté et conservé a +4°C jusqu’a I’utilisation.

L’extrait éthanolique concentré se présentait sous forme de pate et la couleur verte alors que
I’extrait aqueux présentait sous forme de pate et la couleur marron, pour les différentes
expérimentations, les pates étaient reprises dans le solvant approprié [eau, Diméthylsulfoxyde

(DMSO) ou éthanol] aux concentrations souhaitées. (Clevenge, 1928).
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» Calcul de rendement
Le rendement en pourcentage (%), est défini comme étant le rapport entre la masse d’extrait

et celle de la plante séche en poudre. 1l est calculé par la formule suivante :

R(%) = 100 m/mo

R : Rendement en pourcentage (%)
m: Masse d’extrait brut.

mo: Masse de la plante séche en poudre

Parties aériennes de

Sonchus oleraceus L
l 1) Séchage puis Broyage

Poudre (10g)

Eau distillée (500 ml) +macération (24h) EtoH 95° (500 ml)+macération (48h)

) )
Filtrat Filtrat
Lyophilisation  (3) (3) Concentration+
Dessiccation
v v
Extrait aqueux. Extrait éthanolique.

Figure 14 : Protocol expérimental pour la Préparation des extraits bruts par macération
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5. Analyse phytochimique des extraits de S. oleraceus L:

5.1 Analyses qualitatives
Dans le but de mettre en évidence les composees supposes bioactifs dans les extraits de

S.oleraceus, des tests phytochimiques analytiques ont été réalisés.

» Tanins
Préparer ’infusion de la plante en poudre a 10% (2g de la poudre seche sont recouvertes de
20 ml d’eau trés chaude ou bouillante), aprés 5 a 6 minutes, on agite légérement et on
filtre .une portion de filtrat est diluée avec de 1’eau distillée dans un rapport de 1 :4, puis on
ajoute trois gouttes de Chlorure de fer (FeCls) a 10%.Une couleur bleu ou vert indique la

présence de tanins (Bouchouka, 2016)

Un test positif est révélé par 1’apparition d’une coloration bleu-noire (Tanins galliques), vert

ou bleus-vert (Tanins caté chiques) (Tresse et Evans, 1987).

» Test de détection des Saponosides :
La détection des saponosides a été réalisée en ajoutant 10 ml ou quelque goutte d’eau a 2 ml
de I’extrait aqueux et éthanolique, aprés 1’agitation dans un tube a essai, Le tube a essai est

secoué vigoureusement pendant environ 30 secondes, puis on laisse reposer une demi-heure.
La teneur en saponosides est évaluée selon les critéres suivants (Tresse et Evans, 1987).

- Pas de mousse : test négatif

- Mousse moins de 1 cm : test faiblement positif
- Mousse de 1-2 cm : test positif

- Mousse plus de 2 cm : test tres positif.

> Test des alcaloides :

Macération en milieu alcalin :
Une quantité de 2 mg de matériel végétal est mise dans un bécher de 50 ml avec 10 ml

d’acide sulfurique (H2SO4) a 10%, I’ensemble est porté sur un agitateur pendant 3h.
Ensuite, le mélange est filtré et réparti dans trois tubes, on ajoute :

- Dans le premier tube, 1ml de filtrat plus 5 gouttes du réactif de Mayer (solution de
tétra-iodomercure de potassium: 5g d’iodure de potassium et 1,36g de chlorure de
mercure et 100 ml de I’eau distillée). Un test positif est révélé par 1’apparition d’un

précipité blanc ou blanc-jaunatre.
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- Dans le deuxiéme tube, 1ml de filtrat plus 5 gouttes du réactif de Wagner. S’il apparait un

précipité brun, donc on est en présence d’alcaloides (Bruneton, 1993).

» Test des flavonoides :
Dans un flacon, on met 5g de poudre avec 75ml de HCL et 10 ml d’éthanol, on laisse macérer

pendant 2 jours, on filtre le mélange puis on soumet le macéra aux tests suivants :

1- On alcalinise 10ml de filtrat par I’ammoniaque (NH4OH), I’apparition de la couleur
jaune claire indique la présence des flavonoides.

2- On ajoute 2,5ml d’alcool iso amylique aves 5Sml de filtrat, la phase alcoolique se
colore en jaune indique la présence des flavonoides libres.

3- Apres évaporation sous vide de la phase aqueuse du premier test, on dissout le résidu
avec 5ml de HCI dilué et on chauffe 1égérement, puis on le refroidit pour réaliser les
tests suivants :

- On ajoute 2,5ml d’alcool iso amylique, 1’apparition de la couleur jaune indique la
présence des flavonoides hétérosidiques.

- On ajoute une petite quantité de Magnésium (Mg: 50mg) a I’extrait de HCI (3ml), la
couleur rouge indique la présence des flavonoides ; rouge violacé : les flavonones ; et la

couleur rouge cerise : les flavonoides (Bruneton, 1993).
> Tests des polyphénols :

Test au chlorure ferrique
A 2 ml d’une solution d’extrait (50mg/ml), il a été ajouté une goutte de solution alcoolique de
chlorure ferrique a 2%.une coloration bleu-noiratre ou vert plus ou moins foncé témoignait de

la présence des polyphénols (Khlifi, 2011).

Composé phénolique :
Un volume de 10ml de chlorure d’hydrogéne (HCI) est ajouté a 10ml d’infusé éthanolique .un

test positif est révélé par la coloration rouge en présence des polyphénols.

» Test s des terpénoides (test de Laskowski) :
A 1ml de I’extrait éthanoique et aqueux, on ajoute 0,4ml de chloroforme (CHCIs) et 0,6ml de

H2S04 concentré.la présence des terpénoides est mis en I’interphase (Khan et al ., 2010). Th
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> Test des stérols et polyterpénes :
La mise en évidence des stérols et polyterpénes a été faite a partir de la réaction de
Lieberman-Buchard. 1g d’extrait a été dissout a chaud dans 1ml d’anhydride acétique puis,
0,5ml de H2SO4 concentré y ont été coulés. L’apparition d’une coloration violette virant
ensuite au bleu puis au vert était signe de la présence des stérols et polyterpenes (Khlifi,
2011).

» Tests des composés réducteurs :
La rédaction des composés réducteurs consiste a traité 1ml de I’extrait éthanolique (EE) et
aqueux (EA) avec 2ml d’eau distillée et 20 gouttes de la liqueur de Fehling, puis chauffé. Un

test positif est révélé par la formation d’un précipité rouge brique (Trease et Evans, 1987).

» Test des lipides :
Sur du papier filtre, ont été déposé quelque gouttes de la solution d’extrait (A et E) Le papier
était ensuite séché a température ambiante. La présence de taches translucides aux sites de
dépdt des gouttes était révélatrice de la présence des lipides (Khlifi, 2011).

» Tests des anthraquinones libres (réaction de Borntrager) :
On ajoute 2,5ml d’une solution de I’ammoniaque (NH4OH) (20%), a Sml de ’extrait (E et
A) puis agiter. L’apparition d’une coloration plus ou moins rouge violacée indique la présence

des anthraquinones (bendif, 2017).

» Tests des coumarines :
Leur détection consiste a :
Evaporer a sec 5ml d’eau chaude, puis diviser le volume en deux parties :
Prendre le demi-volume comme témoin et ajouter a 1’autre volume en 0,5ml de NH40H(10)%

Mettre deux taches sur un papier filtre et examiner sous la lumiere UV (Bruneton, 1999).

» Detection des Gommes et Mucilages:
Dissoudre 100 mg d'extrait dans 10 ml d'eau distillée et y ajouter 25 ml d'alcool absolu sous
agitation constante.
Un précipité blanc ou nuageux indique la présence de gommes et de mucilages (Whistler et
Bemiller, 1993).
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Matiere seche j

‘ <: Broyage
Poudre

E Screening phytochimiques

Macération avec :j de extrait aqueux et /

éthanolique

72N |

. , —
Ethanol L’eau distillée v, Les alcaloides

-Les flavonoides

-Les tanins
-Les saponosides

Evaporation j -Les coumarines

-Les mucilages
% -Les stérols
- les triterpénes
Extrait \ Extrait \
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Dosage de Test d’activité |
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phénol j flavonoide j antibactérienne j

Figure 15 : Protocol expérimental total

25



Chapitre 2 : Matériel et Méthodes

5.2. L’analyse quantitatives

1. Dosage des polyphénols totaux

Les composés polyphénoliques forment un trés vaste ensemble de substances qu’il est
difficile de définir aisément. L’¢lément structural fondamental qui les caractérise est la
présence d’au moins un noyau benzénique auquel est li¢ au moins un groupe hydroxyle libre
ou engageé dans une autre fonction (éther, ester, hétéroside ...).

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué par la méthode adaptée par Singleton et Ross
(en 1965) avec le réactif de Folin-Ciocalteu. La réduction du Folin entraine une diminution de
ses propriétés colorimétriques, sa couleur initialement jaune vire au bleu en solution apres la
réaction avec les composés phénoliques, ce qui permet le dosage des phénols dans le visible a

une longueur d’onde de I’ordre 765 nm. (Nacoulma , 1996).

Procédure expérimentale :
> Une solution mére d’acide gallique a été préparée avec une concentration de 5mg/ml a
partir de laquelle on a préparé une série de solutions filles de 10 de concentrations (0.25 ;
0.50; 0.75; 1.0; 1.25; 1.50; 1.7 ; 2.0 en pg/ml). Une courbe d’étalonnage standard a été
obtenue a partir de ces solutions filles d’acide gallique.
> 100p! de chaque solution ont été introduits a I’aide d’une micropipette dans des tubes

a essai, suivis de 1’addition de 500 ul du réactif de Folin-Ciocalteu dilué a moitié.

Apres agitation puis repos pendant 2 minutes, 2,5 ml de carbonate de sodium (Na2COz) a 20%
été ajoutés gamme. On ajoute ensuite 400 pL de Na;COs (75g.L-1).

> les solutions sont maintenues a 1’obscurité pendant 30 minutes a température
ambiante. L[’absorbance de chaque solution a ¢été déterminée a 765 nm sur un
spectrophotomeétre Thermo électron corporation.

Les extraits a doser ont été préparé de la méme maniére que la courbe d’étalonnage et dans les
méme conditions, chaque concentration est répétée trois fois et 1’absorbance est lue a765nm
(Marian et Fereidoon, 2004)

Cette procédure est résumee dans le schéma ci-dessous :
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Solution meére de ’acide gallique (Smg/ml)

1 11161 T 1

0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75 2.00

N

200 pl de chaque solution +1 ml de Folin-Ciocalteau

Addition de 800 pl de Na2Co3 (75mg/ml) a chaque solution

¥

Maintenir les solutions a I’obscurité pendant 2h

Lecture de ’absorbance de chaque

solution a 756 nm

Figure 16 : schéma de la méthode de dosage des polyphénols
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Courbe d’étalonnage
A partir d’une solution mére de I’acide gallique de 5 mg/ml, une série de solutions filles est
ainsi préparée. Ensuite, nous avons suivi le méme protocole entrepris pour doser les

échantillons.

La courbe d’étalonnage d’acide gallique est représentée dans la figure ci-dessous :

1-57 Y = 1,729*X + 0,1626

R?= 0,9516

Absorbance a 765nm

0.0 T T
0.0 0.2 0.4 0.6

concentration (pg/ml)

courbe d'étalonnage de I'acide gallique.

Figure 17: Courbe d’étalonnage d’acide gallique pour le dosage des phénols totaux

2. Dosage des flavonoides
Les flavonoides comme I'un des groupes les plus diverse et répandue des composés naturels,
se sont probablement les composés phénoliques naturels les plus importants. Ces composés
posseédent un large spectre d'activités chimiques et biologiques, y compris les propriétés anti-
radicalaires (Djeridaneet al ., 2010).
La méthode trichlorure daluminium (AICI3) est simple, peu colteuse et offre une bonne
sensibilité. Cette méethode permet de déterminer la teneur en flavonoides totale, qui forment
un complexe avec AICIs en présence d'autres composés polyphénoliques, qui ne peut pas
former un complexe avec AlCIsméme (Matyushchenko et Stepanova, 2003).
La teneur en flavonoides a été estimée en utilisant la méthode, et a été calculée a partir de
I’équation de régression de la gamme d’étalonnage établie avec la quercitrine et est exprimeée
en microgramme d’équivalent de quercitrine par milligramme d’extrait (ug EQ/mg d’extrait)
(Ayoola et al ., 2008).
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Procédure expérimentale :
Les flavonoides constituent la classe la plus importante des polyphénols. Pour les quantifier
deux extraits éthanolique et I’extrait aqueux, nous avons adopté la méthode au trichlorure

d’aluminium.

Les étapes a suivre sont :

v La teneur en flavonoides est déduite a partir d’une micro gamme d’étalonnage établie
avec la quercitrine de différentes concentrations et est exprimée en milligramme
d’équivalent de quercitrine par miligramme d’extrait (Ug EQ/mg d’extrait)

v' 1ml d’échantillon ou le standard (préparé dans 1’éthanol) est ajouté a 1ml de la
solution d’AlCl3 (2% dans 1’éthanol).

v Aprés 30 minutes de réaction,

v" la lecture a été faite au moyen du spectrophotomeétre a 430 nm. Chaque valeur est la
moyenne de trois lectures (Ayoola et al ., 2008).

Cette procédure est résumeée dans le schéma ci-dessous :

Solution mere de la quercitrine (Lmg/ml)

4
| o o o . o s s . 4

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

1 ml de chague solution +1ml AICIz (2%0)

!

<<Anrés 4 min>>

Lire les absorbances a 430nm.

Figure 18 : Schéma de la méthode de dosage des flavonoides
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Courbe d’étalonnage

Le dosage des flavonoides a été réalisé par la méthode colorimétrique, la quercétine
considérée comme contréle positif, qui a permis de réaliser la courbe d’étalonnage, et dela le

calcul de la teneur de flavonoide dans notre extrait.

Y = 0,006448*X + 0,5739
R? =0,5594

1.0+

) °
° L)

Absorbance a 430nm

0.0 T T
(0} 20 40 60

concentration (pg/ml)

courbe d'étalonnage de la Quercétine.

Figure 19 : Courbe d’étalonnage de quercétine pour le dosage des flavonoides totaux

6. Méthodes de séparation chromatographiques

% Séparation et identification par chromatographie sur couche mince (C.C.M)

La chromatographie sur couche mince est une méthode rapide de contrdle dont la phase
stationnaire 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). La phase mobile ou éluant se propage a la surface de la plaque par capillarité (Anton
etal ., 1998).

Il s’agit d’une technique d’analyse, trés utile et simple a mettre en ceuvre. On [’utilise

géneralement pour (Zarrour, 2012) :
-connaitre la composition d’un échantillon.
-connaitre la composition d’une fraction séparée sur colonne.
-visualiser la pureté d’un produit.
% Préparation du solvant de migration

Les deux solvants de migration sont préparés selon les proportions suivantes (Gwenola et al .,
2011) :
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- Butanol — Acide acétique — Eau distillé (40V : 10V : 50V).
- Chloroforme — Méthanol — Eau distillé (60V : 40V : 4V).
< Dépot des échantillons
A 1 cm du bord de la plague, (10x10cm) : Déposer 8uL de I’extrait sur la plaque a 1’aide d’un
capillaire. Les points sont disposés sur une ligne horizontale et séché immédiatement sous
courant d’air chaud (Erika et al ., 2008).

% Migration
La plaque ainsi préparée est introduite dans la cuve a chromatographie au fond de laquelle se
trouve 1’éluant appropri¢ (Antonot et Marcha, 1998). 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 font du solvant sont 10 a 15 cm. La plaque est ensuite séchée (Marouf,
2002).

¢ Révélation
La plaque est séchée a température ambiante, on examine les taches des constituants sous
lumiére UV puis on révele la plaque par pulvérisation avec:
1. Chlorure d’aluminium: préparer une solution de chlorure d’aluminium a 1% dans
I’éthanol. La solution est pulvérisée sur le chromatogramme puis sécher a température
ambiante. Cette solution révele les flavonoides, les lactones sesquiterpéniques.
2. Vanilline sulfurique: préparer une solution composée de 1 g de vanilline, 2 ml d’acide
sulfurique et d’éthanol a 95%. Aprés pulvérisation, la plaque est chauffée a 1’aide d’un
séchoir, la révélation mettre en évidence des triterpénes (coloration violet, rose et orange), des
stérols (coloration bleu) et des tanins (coloration rouge) (Sofowora, 1993 ., Harborne, 1998
., Oua, 1988).

¢ Calcule le rapporte frontale (Ry)
Pour révéler les taches sur la plague, on pulvérise la plaque avec une solution de Ninhydrine,
d’une maniére homogéne. Aprés révélation, on obtient des taches colorées (spots),
caractérises par leurs rapports frontaux (Ry) (Marouf, 2002).

Le Ry est donné par la formule suivante :

Distance parcourue par I'échantillon

Distance parcourue par lesolvant

Ry : Rapporte frontale
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7. Tests d’activités antibactériennes :

7.1. Les souches testées :
Les germes testés proviennent du laboratoire de microbiologie de I’hopital IBN ZOHR, et
HAKIM OKBI, Guelma.

Les 13 souches bactériennes ont été isolées a partir de préléevement des malades ayant des
infections. les bactéries ont été testés pour déceler ’activité antibactérienne des deux extraits

aqueux et éthanolique de la plante sont citées dans le tableau suivants :

Tableau 4 : Source de prélevement des souches testées

Souche Source de prélévement Catégorisation
Acinetobacter baumanii 312. Sexe : Homme
ECBU.BMR Prélevement : Infection Gram (-)
urinaire
Acinetobacter baumanii Sexe : Homme
lit 07. Prélevement : Pus

E. coli 379 BLSE

E. coli 2592
. Prélevement : Infection Gram (-)
E. coli 2322.BLSE/ECBU ® o
urinaire
E. coli 2592 ®
E. coli 376.ECBU /BLSE
K.pneumoniae 380 Prélevement : Infection Gram (-)
urinaire
Enterobacter T3/lac+ Sexe : femme Gram (-)
.BLSE Prélévement : Pus
P.aeruginosa 328/ECBU. Prélevement : Infection Gram (+)
Sensible urinaire

S. aureus 358 /IMRSA

S. aureus M.R Sexe : Homme

prélévement : Pus Gram (+)

S. aureus PT3
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ATCC: American Type Culture Collection; M.R: Résistant a la Méthicilline (multi
résistante) ; MRSA : Staphylococcus Aureus Résistant a la Méthicilline ; ECBU : Examen
Cytobactériologique des Urines ; BLSE : Beta Lactames a Spectre Elargi. ; MBR : Bactérie

multi résistante ; PT3 : référence de la souche en I’hopital. ; T3 : référence de la souche en

I’hopital ; ® : Référence.

Ces souche sont conservées et maintenues par des repiquages continus, sur gélose nutritive en

boites apres ensemencement, incubation puis conservation au réfrigérateur a 4°C.

7.2. L’antibiogramme :

> Repiquage des souches bactériennes
Les souches bactériennes a tester ont été repiquées par la méthode des stries dans des
boites de pétri contenant de la gélose nutritive, puis incubées pendant 24 h a 37°C afin
d'obtenir des colonies isolées (CA-SFM, 2013).

> Préparation de I'inoculum
Les colonies bien isolées furent prélevées et émulsionnées dans une solution saline (5ml
d’eaux physioloque) dans un tube a essai, ensuite des dilutions ont été faites afin de
standardiser la suspension bactérienne. Les concentrations bactériennes des inocula sont
évaluées par turbidité, et sont exprimées par la mesure 0,08 a 0,1nm de la densité optique
(DO a 625 nm) par un spectrophotométre (CA-SFM, 2013).

»  Préparation des milieux de culture

La gélose de Muller Hinton (MH) est coulée et répartie dans des boites de pétri stériles. Ces
derniéres sont séchées pendant 30 min & une température ambiante avant leur emploi (CA-
SFM, 2013).

» Ensemencement
L’ensemencement est réalis€ par écouvillonnage en stries serrées. En tournant la boite
d’environ 60 C°, l'ensemencement s'effectue de telle sorte & assurer une distribution

homogeéne des bactéries sur les boites (Adouane, 2016).

Les antibiotiques utilisés sont : Ampicilline (AMP), Gentamicine (CN), Peénicilline .G (P),
Vancomycine (VA).

A la surface des boites de pétris ensemencé (étalé) par une suspension bactérienne, les

antibiotiques sont déposés a I’aide d’une pince stérile puis incubées pendant 18 a 24 heures a
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37 C°. Aprés se traduit par I’apparition autour de disque d’une zone circulaire transparente

correspondant a 1’absence de la croissance (Choi et al ., 2006).

» Lecture du résultat
L'activité antibactérienne est déterminée a l'aide d'un pied a coulisse mesurant le diamétre de
la zone d'inhibition est mesuré au bout de 24 h, avec une précision de 0,1 mm .En effet, la
sensibilité d’un germe est nulle pour un diameétre inférieur ou égal a 6 mm et supérieur ou

égale a 20 mm le germe est tres sensible (Duraffourd, 1990).
7.3. L’aromatogramme

L'étude du pouvoir antibactérien des extraits végétaux (EE et EA) cette technique est
identique a celui de l'antibiogramme, la seule différence c'est le remplacement des
antibiotiques par des extraits aromatiques (Benzeggouta, 2005)

R/

¢ Préparation de I’'inoculum

Chaqgue espéce est ensemencée au préalable sur une gélose nutritive, pour obtenir une culture
de 18 a 24 h. Ensuite, 4 a 5 colonies bactériennes bien isolées sont mises en suspension dans
I’eau physiologique (10 ml). Puis cette suspension est ajustée a I’aide d’un spectrophotométre,
correspondant a une DO entre 0,08 a 0,13 a 625 nm, ce qui correspond a une suspension
contenant environ 108UFC/ ml (CA-SFM, 2013).

% Préparation des extraits

Les extraits agueux (A) et éthanoliques (E) sont utilisés de différents doses : 50, 100, 150, 200
mg /ml (Bouchouka, 2016). Une fois les géloses Muller — Hinton (MH) sont ensemencés, les
disques ont été imbibés de chaque extrait et placé sur la surface de la gélose MH a I'aide d'une

pince sterilisée au bec benzen.

<> Incubation et Lecture

Les résultats sont observes pondant lendemain des expériences (18 a 24 heures) a 37C° pour
toutes les boites et mesurant les diametres des halos clairs tout autour des disques, ou zones
d'inhibition (Benzeggouta , 2004).

7.4. Pourcentage d’inhibition

Le pourcentage d’inhibition réalisée par la mesure du diametre d’inhibition est issu de la
réponse bactérienne par rapport au diameétre de la boite. Ce dernier est calculé selon la

formule suivante :
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%0 InthItI0n= (D test /D control) X 100

D test : diameétre de la zone d’inhibition.

D control : diamétre de la boite de pétri.
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1. Résultats et discussions

1. Résultat de I’étude phytochimique

1.1. Caractérisation des extraits

La préparation des extraits a partir des parties aériennes des plantes étudiées a été effectuée en
deux grandes étapes.

Deux extractions ont été effectuées, I’extrait éthanolique s’est présenté sous forme de parte
vert fonceé alors que 1’extrait aqueux est révélé sous forme de parte marron. L’aspect ainsi que

le rendement de chaque extrait sont représentés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 5: Caractéristiques des extraits de la plante étudiée

Extrait Aspect Couleur
Ethanolique Liquide Vert
Aqueux Liquide Marron

1.2. Test préliminaire de la composition chimique

Les tests phytochimiques ont été réalisés sur la partie aérienne (tiges et feuille, flaire) broyees
en poudre de sonchus oleraceus L, en utilisant des réactifs spécifiques de révélation. Le
screening a permis de mettre en évidence la présence des métabolites secondaires au niveau
des tissus végétaux de notre plantes. Les réactions de précipitations et de complexassions avec
formation de complexes insolubles et colorés (mousse) sont la bases de détection de ces

composés chimiques.Les résultats de ces expériences sont exprimeés dans le tableau suivant :
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Tableau 6: Résultats du Screening phytochimique de Sonchus Oleraceus L

L’extrait Résultats

Composes

E.A E.E
Tanins - +
Saponosides + -
Alcaloides ++ ++
Flavonoides ++ ++
Polyphénols ++ ++
Terpénoides ++ ++
Stérols et polyterpénes + -
Composés réducteurs SERE A
Lipides + -
Anthraquinones libres - -
Coumarines - +

Gommes et Mucilages - -

+++ : Réactive fortement positive, + + : Réactive moyennement positive, + : Réactive

faiblement positive, - : Réactive négative, E.A : Extrait aqueux, EE : Extrait éthanolique.

Les résultats des tests de caractérisation phytochimique pour les deux extrait aqueux et
éthanolique ont permis de mettre en évidence la présence des flavonoides, des alcaloides, des
polyphénols, des terpénoides et des composés réducteurs. On a noté 1’absence des gommes
et mucilages ainsi les anthraquinones dans les deux extraits .En revanche, les tanins, les
coumarines  sont révélés uniquement dans D’extrait aqueux et les lipides dans 1’extrait

éthanolique

Bien entendu, les tests de caractérisation présentent des imprecisions car ils sont basés sur
I’analyse qualitative. La composition chimique des extraits varie selon les organes et suivant
les espéces (Kahlouche, 2014).

Nos résultats sont en accord avec ceux de (Maria Antonia Gatto et a |., 2011). Ces auteurs ont
noté la présence des flavonoides et des polyphénols Pour S.oleraceus, de plus un autre
screening phytochimique sur S.oleraceus et S.asper, récoltée dans le sud d’Afrique montre la
présence des polyphénols, des alcaloides, des phytates alors que les saponosides sont présents
en faible quantité (Jimoh et al ., 2011).
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Des études chimiques sur les espéces d'Artemisia de la famille Asteraceue indiquent que
toutes les classes de composés phytochimiques sont présentes dans le genre avec une
référence particuliére a terpénoides et flavonoides (Turk ,2012).

Le travail mené par Moufid ,2012 montre que des études phytochimiques ont clairement
démontré que les principaux constituants d’Artemisia herba alba sont les sesquiterpenes
lactones, les acides phénoliques, les flavonoides et les huiles essentielles avec une variabilité
spécifique de ces constituants en fonction de la zone géographique.

Ces différences de composition phytochimique sont liées aux facteurs biotiques et abiotiques
sur la synthése des métabolites secondaires par les plantes. En effet, il existe plusieurs
facteurs externes pouvant influencer la composition chimique des métabolites secondaires: le

sol, les agents pathogenes, la température, la lumiére et le taux d’humidité (Bourgaud, 2012).

1.3. Rendement de I’extraction

Le calcul des rendements par rapport au poids sec de la poudre végétale (Tableau 7) a montré
que P’extrait éthanolique (EE) représente le rendement le plus élevé de 11,44% par rapport
I’extrait aqueux (EA) par un rendement de 6,50 %.Les rendements d’extraction observés
dépendent a la fois de I’organe de la plante et aussi du solvant d’extraction. On constate que le

rendement d’extraction obtenu avec 1’éthanol est le plus élevé.

Extrait .E;
11,44

= Extrait .A;
© 6,5

e

x

L

Rendement(%)

Figure 20: Rendement de I’extrait Ethanolique et Aqueux
La méthode d’extraction par macération sous agitation permet d’accélérer le processus
dextraction ot de minimiser le temps de contact d’eau avec I’extrait tout en préservant la
bioactivité de ses constituants. De méme, le déroulement de cette extraction a température

ambiante ainsi que 1’épuisement d’extrait a pression réduite permet d’obtenir le maximum des
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composés et de prévenir leur dénaturation ou modification probable dues aux températures
¢levées utilisées dans d’autres méthodes d’extraction.

Il est difficile de comparer ces résultats avec ceux de la bibliographie de maniere
générale.

En effet, le rendement n’est pas relatif; il dépend de la méthode et des conditions dans
lesquelles I’extraction a été effectuée. D’autre part, la méthode d’extraction affecte également
le contenu total en phénol et flavonoides (Lee et al ., 2003).

Nos résultats sont en accord avec ceux de (Dehimat ,2014), qui a montré que les
résultats obtenus lors du calcul des différents rendements d’extraction a partir de la plante
Matricaria pubscen de la familles des Asteraceae, ont montré que 1’extraction par la méthode
solide liquide a donné les proportions les plus élevées de ’ordre de (44.22%) et (9.96%)
respectivement avec 1’extrait éthanolique et 1’extrait aqueux .

De plus, le non sélectivité de I’EtOH explique peut-étre le rendement relativement élevée de
son extrait (Ousameur et Ksikis, 2016).

Le rendement d’extraction est aussi liée a la localisation géographique de la plante, le
stade phénologique et les facteurs environnementaux tels que la température, et la qualité su
sol (Bruneton, 1993).

2. Analyses quantitatives des extraits E et A
2.1. Dosage des polyphénols totaux
Les polyphénols totaux ont été déterminés par la méthode de Folin-Ciocalteu. L’acide
gallique a ¢été utilis¢ comme standard. L’absorbance a été lue dans une longueur d’onde de
765 nm. Les résultats obtenus sont représentés dans une courbe d’étalonnage, ayant
I’équation:

Y =1,729. X +0,169
La spectrophotométrie UV/Visible a permis de quantifier le taux des polyphénols présents
dans les deux extraits préparés a partir de la plante S.Oleraceus, les résultats sont

représentés dans I’histogramme suivant :
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E A : extrait aqueux ; EE : extrait éthanolique ; X : concentration en ug EAG/ mg E ; Y : dose

de I’extrait éthanolique et aqueux.

Figure 21: La quantité d’acide gallique en (ug) des deux extraits A et E

Les résultats montrent que I’extrait aqueux est le plus riche en polyphénols totaux, 319,84 ug
EAG (équivalent d’acide gallique) /mg d’extrait, tandis que des teneurs faibles sont

enregistrées dans 1’extrait éthanolique 273,50 pg EAG/mg E d’extrait.

Ceci peut étre expliqué par la différence de solubilité de ces composés dans les solvants
d’extraction choisis, sachant que les composés phénoliques sont généralement solubles dans
les solvants organiques polaires et dont les solutions aqueuses peu solubles dans les solvants

organiques apolaires (Macheix et al ., 2005).

Nos résultats sont confirmés par le travail de  Dehimat, 2014 sur la plante Matricaria
pubescen, de mémeé famille que la plante Sonchus oleraceus les résultats obtenus montre que
I’extrait aqueux est plus riche en polyphénols totaux, tandis que des teneurs faibles sont
observées avec 1’extrait éthanolique.

Le taux de polyphénols varie selon la plante étudiée et differe d’une partie a une autre dans la
méme plante (Bouayed et al ., 2007), ceci est expliquée par le fait que les polyphénols sont
plus présents dans les cellules photosynthétiques (Skerget et al.,2005), pour lutter contre les
insectes et 1’invasion microbienne (Harborne et Williams,2000).

La détermination des teneurs des polyphénols dans des extraits des plantes médicinales dont
Artemisia campestris, ont montré que la teneur en polyphénols totaux de la partie aérienne

d’un extrait éthanolique 70% (v/v) est de I’ ordre de 20.38 mg EAG/g Ps, cette teneur est

40



Chapitre 2: Etude pratique

relativement élevée. (Djeridane et al., 2006) Cette différence dans les teneurs peut étre
expliquée par les conditions environnementales, climatiques et période de collecte ainsi que
par les facteurs génétiques et les conditions expérimentales (Boudjouref, 2011).
11.2.2. Dosage de flavonoide
Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode de trichlorure d’aluminium (AICI3),
la quecétine a été utilisé comme étalon. L’absorbance a été lue dans a une longueur d’onde de
430 nm. Les résultats obtenus sont représentés dans une courbe d’étalonnage, ayant
I’équation:

Y =0,006448. X + 0,5739

Les résultats sont représentés dans I’histogramme suivant :

90
80 v
- i
60
50 | 1 1 [ concentration (ug EAG/
mgPs)
40 - \
30 | ’
v
20 |
0 - y >

EA EE

E A : extrait aqueux ; EE : extrait éthanolique ; X : concentration en pug EQ/mg Ps ;

Y : dose de ’extrait éthanolique et aqueux.

Figure 22 : La quantité des quercétines en (ug) des deux extraits A et E

On détermine la concentration des flavonoides dans deux extraits éthanoliques 95% et extrait
aqueux. Cette teneur a éte estimée a 85,12 et 16,42 ng EQ/mg Ps (équivalant de quercétine/

poudre sec) Dans les deux extraits respectivement.

Djeridane et al ., 2006 ont déterminé la concentration des flavonoides dans deux extraits
éthanoliques 70 % et 80 % (v/v). Cette teneur a été estimee a 7.46 et 5 mg ER/g Ps dans les
deux extraits respectivement. Cependant, Akrout et al ., 2011 ont estimé cette valeur a 56,31
ug ER/mg d'extrait quand I'extraction est réalisée avec une solution alcoolique a 50%. Alors
que Saoudi et al ., 2010 ont trouvé une teneur de 131,89 mg EQ/g d'extrait de feuilles

aqueux.
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11.3. Chromatographie sur couche mince (CCM)
L’identification des composés est basée sur la comparaison des Ry et les couleurs observées
sous lampe UV des taches apparues sur CCM avec des étalons notés dans les mémes

conditions expérimentales.

Les résultats du screening phytochimique par CCM des deux extraits sont répertoriés dans le
tableau. Les taches (orange, jaune, bleu, verte, rose, pourpre,...) observées sous UV a 366nm
peuvent correspondre a plusieurs classes de métabolites secondaires. Afin de préciser la
nature des composés révelés, des réactifs spécifiques aux flavonoides, aux lactones
sesquiterpénes, aux stérols, aux polyterpenes, aux tanins et aux saponosides (vanilline
sulfurique) ont été utilisés.

Les chromatogrammes des deux extraits ont été obtenus avec un premier gradient Butanol-
acide acétique-eau (40-10-50) et le 2éme gradient étais : chloroforme-méthanol-eau (90-10-1).
L’eau et 1’éthanol sont responsables de 1’extraction des composés polaires (Bruneton, 2009).
Apres révélation par le trichlorure d’aluminium, 1’extrait aqueux contient des flavonoides
caractérisés par une fluorescence jaune sous UV a366nm, alors que 1’extrait éthanolique
contient des flavonoides sous UV a 366nm et des sesquiterpénes lactones caractérisée par une
extinction sous UV a 366nm et une couleur violette grisatre au visible.

Le chromatogramme des extraits testés révélé par le réactif de trichlorure d’aluminium
présente des fluorescences. Les produits colorés en jaune sont probablement des flavonoides a
base de rutine (Wagner et Bladt, 1996) .L’intensité de coloration des produits séparés est
proportionnelle a leur concentration. Aprés révélation par la Vanilline sulfurique du 2éme
chromatogramme du 2éme gradient, I’extrait aqueux contient des saponosides et des
triterpenes caractérises par une couleur violette et orangé au visible respectivement, on note
que I’extrait éthanolique contient des triterpénes et des saponosides caractérisés par une
couleur violette et marron respectivement au visible.

Les travaux de (Priyadarsinee et al ., 2014) Sur Sonchus asper, a permis de révélé la
présence de 4 spots dans I’extrait méthanolique correspondant aux flavonoides, aux tanins
catéchiques, aux stérols et aux lignanes. La CCM a permis de donner des informations sur les
constituants majoritaires de 1’extrait par la fluorescence ; coloration aprés révélation ; le

nombre de constituants de chaque extrait et leur facteur de rétention (Rf).L’absence de
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certains composés dans les extraits étudiés pourrait s’expliquer par leur présence en faible

teneur.

Tableau 7 : Les Rapports frontaux des taches et les Classes des composes identifiés dans
Pextrait A et E pour la 1¢¢ feuille (Akhanovna et al ., 2013)

Front du solvant = 128mm

Taches

Distance
parcourue

91mm

96mm

12mm

59mm

95mm

12mm

Ry

7,10

7,50

9,37

4,60

7,42

9,37

Couleurs sous Types de
uv
Fluorescence Flavonoides
Jaune
Fluorescence Flavonoides
Jaune
Fluorescence Flavonoides
Jaune
Violette grisatre Sesquiterpenes
Lactones
Fluorescence Flavonoides
Jaune
Fluorescence Flavonoides
Jaune

Extrait

Tableau 8 : Les Rapports frontaux des taches et les Classes des composeés identifiés dans
PPextrait A et E pour la 2°™ feuille (Akhanovna et al ., 2013)

Front du solvant = 87mm

Taches Distance Ry Couleurs sous Types de Extrait
parcourue uv
1 78mm 8,96 Violet Saponosides E
3 8mm 9,19 Orangé Triterpene E
4 47mm 5,40 Violet Triterpenes A
5 80mm 9,19 marron Saponoside A
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4 i
La plaque de premier solvant La plaque du deuxieme solvant
Révélateur : AICI3 a I’eeil nu Révélateur : vanilline a I’ceil nu

Figure 23: Chromatographie sur couche mince de I’extrait E et A de S. Oleraceus (apres

révélation au réactif de trichlorure d’aluminium)

Zone de graphique

La plaque de premier solvant La plaque de premier solvant

Révélateur : AICI3 a 254nm Révélateur : AICI3 2 365nm

Figure 24 : Chromatographie sur couche mince de I’extrait E et A de S. Oleraceus sous

I’UV (apreés révélation a la reactive de trichlorure d’aluminium)
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La plaque du deuxiéme solvant La plaque du deuxiéme solvant

Reévélateur : vanilline a 365nm Révélateur : vanilline a 254nm

Figure 25 : Chromatographie sur couche mince de ’extrait E et A de S. Oleraceus sous

IPUV (apreés réveélation au réactif de vanilline)

La plaque de premier solvant La plaque de premier solvant

Sons I’'UV a 254 nm Sans ’'UV
Figure 26: chromatogramme des extraits (E et A) révélés par le trichlorure

d’aluminium
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Nos résultats sont conformes avec les travaux de (Kahlouche, 2014) qui a prouvé qu’apres
révélation et visualisation de la CCM sous UV, a permis de mettre en évidence de
nombreuses fluorescences (avec en particulier des Rf de I’ordre de 0,28- 0.38 -0.36 mm
verdatre ; 0,81, 0.47, 0.53, 0.62 et 0,43mm marron ; 0,71, 0.28 et 0.81en mm bleu. Une
fluorescence bleue violette (Rf 0,71, 0.81 mm) est nettement observée pour les parties
aériennes d’Artemisia herba alba.

Nos résultats sont en accord avec les travaux de Abou EI-Hamd et al ., 2010 qui ont détecté
la présence des flavonoides dans Artemisia herba-alba avec une grande variation structurelle,
, allant de la commune flavones et flavonols glycosides flavonoides.

Les Lactones sesquiterpéniques sont parmi les produits naturels importants trouvés dans des
espéces d'Artemisia et sont en grande partie responsable de I'importance de ces plantes dans la
médecine et la pharmacie. Plusieurs types de structures de lactones sesquiterpéniques ont été
trouvés dans les parties aériennes d’Artemisia herba-alba ce qui peut justifier la présence de

ces composeées dans Sonchus Oleraceus (Kahlouche, 2014).

11.4. Résultat de I’activité antibactérienne

11.4.1. Antibiogramme

La mise en contact de différentes souches avec 1’antibiotique a permis de réaliser un
antibiogramme afin de déterminer le diametre d’inhibition et par conséquent voir la sensibilité
ou la résistance bactérienne vis-a-vis de ces derniers. Les résultats obtenus sont présentés dans
la figure 27 et le tableau 10. On remarque que la séric d’ATB testée a un effet variable sur
les souches cibles, ils ont un effet inhibiteur sur certaines et sont soumis a une résistance avec

d’autres.
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Figure 27 : Activité des antibiotiques sur les différentes souches testées (Antibiogramme)

Nous remarquons que les souches bactériennes testées ont montré une sensibilité a la
Gentamicine (G), dont les diamétres d’inhibitions variés entre 10 et 28 mm (E. Coli 2592, E.
coli 376.CBU /BLSE), alors qu’elles ont été résistantes a la Penicillin .G, sauf I’E. Coli 379
BLSE qui a été sensible a la Pénicilline G (le diamétre d’inhibition de 11mm). Ampiciline
(AMP), Gentamicine (CN), Penicilline G (P) et la Vancomycine (VN).

Ampicilline a un effet inhibiteur sur: Acinetobacter baumanii 312. ECBU.BMR ;
Acinetobacter baumanii lit 07 sensible a Imp ; E. coli 379 BLSE ; E. coli 2592 ; E. coli
376.CBU /BLSE ; P.aeruginosa 328/ECBU ; S. aureus 358/MRSA ; S. aureus M.R ; S.
aureus PT3 sen c jaune ; K.pneumoniae 380; Enterobacter T3, avec des diametres
d’inhibitions de : 12, 18, 15, 18, 2, 2, 19, 19, 2, 19, 08 mm respectivement. E. coli
2322.BLSE/ECBU® et E. coli 2592 ® sont résistantes a I’Ampicilline.
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Tableau 9 : Les diamétres d’inhibition des souches testées vis-a-vis des antibiotiques

Les diamétres d’inhibition (mm)

ATB Ampiciline Gentamicine | Penicillin .G | Vancomycine
Souche (AMP) (CN) P) (VA)
D C D C D C D C
Acinetobacter baumanii 12 S 18 S 0 R 0 R
312.
ECBU.BMR
Acinetobacter baumanii 18 S 26 S 0 R 0 R

lit 07 sensible & Imp.

E. coli 379 BLSE
15 S 24 S 11 S 18 S

E. coli 2592 18 S 13 S 0 R 0 R

E. coli 2322.BLSE/ECBU
0 R 22 S 0 R 0 R

®
E. coli 2592 ® 0 R 1 S 0 R 0 R
E. coli 376.CBU /BLSE 2 S 28 S 0 R 19 S
P.aeruginosa 328/ECBU. 2 S 26 S 0 R 18 S
S. aureus 358 /IMRSA 19 S 26 S 0 R 0 R
S. aureus M.R 19 S 25 S 0 R 19 S
S. aureus PT3 sen c.
) 2 S 26 S 0 R 19 S
jaune

K.pneumoniae 380 19 S 26 S 0 R 0 R
Enterobacter T3 08 S 14 S 0 R 1 S

S: Sensible. R: Résistance. D : Diamétre (cm). C : Catégorisation. ® : Souche référence.

11.4.2. Méthode de diffusion en milieu solide (aromatogramme)

La méthode de diffusion des disques a permis de mettre en évidence le pouvoir antibactérien
des deux extraits aqueux et éthanoliqgue de sonchus oleraceus vis-a-vis des souches
bactériennes utilisées, celle-ci se traduit par 1’apparition d’une zone d’inhibition autour du

disque de papier préalablement imprégné de 1’extrait.
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Les résultats du test de sensibilité bactérienne aux extraits (aromatogrammes) sont indiqués

sur le tableau 11 et la figure suivante :

GN13 : Acinetobacter baumanii lit 07. GN15 : Enterobacter T3. GN 24 : Acinetobacter
baumanii 312.

Figure 28 : Evaluation de I'activité antibactérienne d'extrait éthanolique sur les
différentes souches bactériennes
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Figure 29 : Evaluation de I'activité antibactérienne d'extrait aqueux sur les différentes

souches bactériennes

Tableau 10 : Les diamétres d’inhibition d’E. Col 2592® vis-a-vis de I’extrait aqueux

oses (mg/ml) 50 150 200
Bactérie

D’E. Coli 2592® 12mm 9mm 15mm
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Nous remarquons que les différentes souches ne réagissent pas a 1’extrait éthanolique de S.
oleraceus, tandis que I’extrait aqueux a réagi avec la souche d’E. Coli 2592®, avec des zones
d’inhibition de I’ordre de 12, 9, 15mm relatifs aux concentrations : 50,150 et 200 mg/ml de
I’extrait aqueux respectivement.

Au vu de ces résultats, nous avons fait ressortir que I’extrait aqueux montre un effet
important contre d’E. Coli 2592 s, Les extraits aqueux et éthanolique ont un effet comparable
entre eux concernant les autres souches bactériennes testées.

Nos resultats vont dans le sens inverse de ceux de Khan et al ., 2010 qui ont montrés que
I’extrait aqueux de Sonchus asper a une activité inhibitrice contre S. aureus, K. pneumoniae
et B. subtilis. Une autre étude réalisée par Duraipan et ignacimuithes, 2009 a rapportée des
résultats similaires au cours de I’examen préalable des activités antibactériennes de diverses
fractions de la plante médicinale traditionnelle.

Nos résultats vont dans le sens inverse que ceux de Boulberhane et Nabti, 2017, qui ont étudié
I’activité antibactérienne des différents extraits hydroméhanoliques d’Artemisia compestris L
de la famille d’Asteraceae sur plusieurs souches dont Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, les résultats obtenus dans cette étude ont montré que cet extrait possede un effet
inhibiteur sur toutes les bactéries étudiees.

L’efficacit¢é de I’extrait AHA (Artemisia herba alba) contre Pseudomonas aeruginosa
bactérie Gram (-) peut étre expliquée par la dominance des lactones sesquiterpéniques (Laid,
2008), en effet, les bactéries ont une sensibilité & ce type de métabolites ceci confirme 1’effet
de notre plante sur la bactérie E. Coli 2592 ®.

Ceci confirme les conclusions de (Cushnie, 2003) qui affirme que chaque composé agit
différemment sur les microorganismes. C'est-a-dire, qu'un composé peut avoir une action tres
importante sur un germe et une action moindre, voire méme nulle sur un autre (Kahlouche,
2014).
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Conclusion et perspictive

De nos jours, un grand nombre de plantes aromatiques et médicinales posséde des propriétés
biologiques trés importantes qui trouvent de nombreuses applications dans divers domaines a
savoir en médecine, pharmacie, cosmétologie et I’agriculture. Ce regain d’intérét vient d’une
part du fait que les plantes médicinales représentent une source inépuisable de substances
bioactives, et d’autre part les effets secondaires induits par les médicaments inquiétent les
utilisateurs qui se retournent vers des soins moins agressifs pour I’organisme.

La flore de la région de Guelma est caractérisée par une biodiversité considérable, elle
posséde de nombreuses plantes aromatiques et médicinales riches en métabolites secondaire
avec des caractéristiques thérapeutiques et pharmacologiques. Dans le cadre d’une
valorisation de ces ressources,la plante Sonchus oleraceus a fait 1’objet d’une étude
phytochimique de son extrait éthanolique et aqueux et d’une évaluation de son potentiel
antibactérien.

Le screening phytochimique de I’extrait éthanolique et aqueux révéle que la partie aérienne de
Sonchus oleraceus est riche en divers métabolites secondaires, de plus le dosage des
polyphénols et des flavonoides totaux dans les extraits aqueux et éthanoliques confirme la
présence de ces métabolites en quantité considérable.

Les résultats de 1’évaluation de I’activité antibactérienne de Sonchus Oleraceus révéle une
faible activité sur les souches testées (cliniques et de références), sauf pour I’E. Coli 2592®,
qui montre une sensibilité a ’extrait aqueux.Cette action antibactérienne, reste tout de méme
faible comparativement a celle observée avec les substances de référence (antibiotiques).

La plante étudiée se caractérise par un réservoir assez important de métabolites secondaires
avec des caractéristiques thérapeutiques et pharmacologiques particuliéres qui demandent
d’étre exploitées par les recherches.

En perspective, il serait intéressant de :
» Déterminer de nouvelles substances bioactives naturelles pourront répondre aux

différents problémes de la santé et d’étre un alternatif des médicaments synthétiques.

> Orienter les recherches scientifiques vers la réalisation des etudes approfondies sur
I’activité antioxydante des composes polyphéenoliques.

» faire un screening plus complet des principaux groupes chimiques potentiellement
actifs, d'identifier et d'isoler le ou les principes actifs.

» 1l serait également intéressant de réaliser d’autres études pour évaluer le potentiel

antimicrobien de I’extrait aqueux et éthanolique.
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Annexe 1 : Préparation des milieux de cultures
1-Gélose de Muller Hinton
Gelose Muller Hinton (38g) plus 1L d’eau distillée. Porté a ébullition avec agitation jusqu’a la

dissolution compléte de la poudre.

La solution a ensuite été stérilisée a 1’autoclave a 121°C pendant 30 min

2-Gélose nutritif
Dissoudre 39 g dans un litre d’eau distillée, autoclaver 15 a 121°C. Ensuite conserver dans un

endroit frais en absence d’humidité.

Figure 1 : préparation des gélose

Annexe 2 : Préparation des solutions

1-L’eau physiologique
Est une solution a 9 %
9¢g de NaCl pour 1 litre d’eau distillé

Apreés préparation, stériliser cette solution et la conserver a 4 °C jusqu'a son utilisation.
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Annex 3 : les résultats phytochimiques

Figure 2 : le test de saponoside

Figure 3: Détection de terpénoide
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Figure 4 : Détection des polyphénols Figure 5 : Détection des alcaloides

Figure 6 : Test des lipides
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Figur 7 : Tests des coumarines

Figure 9 : test des composés réducteurs
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Figure 11 : les deux extraits apres séchages



Résumé

Les échecs thérapeutiques et les colts de plus en plus élevés des traitements des
infections dues aux bactéries résistantes appellent a trouver d’autres alternatives de soins. Ce
travail s’inscrit dans le cadre de I'étude phytochimique et d’évaluer I’activité antibactérienne
des parties aériennes de Sonchus oleraceus L ; c’est une plante médicinale appartenant a la
famille des Astéracées, qui est tres répandue dans le Nord-est de I'Algérie.

L’analyse phytochimique de I’extrait aqueux et éthanolique a permis de mettre en
évidence la présence des meétabolites secondaires chez les deux extraits: alcaloides,
flavonoides, polyphénols, terpénoides et composés réducteurs. Les extraits aqueux et
éthanolique ont été obtenus par macération en utilisant deux solvants : 1’éthanol et 1’eau
distillée. Cette extraction a permet d’obtenir un rendement de 11,44% et 6,5% respectivement.

Quantitativement, 1’évaluation du contenu des polyphénols totaux en adoptant la
méthode de Folin -Ciocalteu révéle la présence des quantités moyennement importantes en
polyphénols, elles sont de 319,84 ng EAG/mg d’extrait dans I’extrait aqueux, et de 273,50 pg
EAG/mg d’extrait dans 1’extrait éthanolique. De méme, les flavonoides ont été dosés par la
méthode d’AICIs avec une valeur de 16,42 pg EQ/mg d’extrait pour I’E.A et 51,01 pug EQ/mg
d’extrait pour I’E.E, ce qui nous mene a conclure que cette plante contient une quantité
considérable de flavonoides.

L’analyse qualitative des extraits par chromatographie sur couche mince (CCM) a
réveélé la présence des Sesquiterpénes lactones, flavonoides, saponosides et triterpénes.

La méthode de la diffusion en milieu gélosé a été utilisée pour tester I’activité
antibactérienne des deux extraits sur treize souches dont sept sont des souches de références
impliquées dans plusieurs infections humaines.

Par ailleurs, les résultats ont montré que 1’extrait aqueux a exercé une activité modéré

contre E. coli 2592 ®, alors que I’extrait éthanolique étais inactif contre les souches testées.

Mots-clés : Plante médicinale, extrait éthanolique, extrait aqueux, activité antibactérienne,

Sonchus oleraceus, métabolites secondaires.



Abstract

Therapeutic failures and the rising costs of treating infections caused by resistant
bacteria call for other care alternatives. This work aims to evaluate the phytochemical study
and the antibacterial activity of the aerial parts of Sonchus oleraceus L; it is a medicinal plant
belonging to the Asteraceae family, which is widespread in northeastern Algeria.

Phytochemical analysis of the aqueous and ethanolic extract revealed the presence of
secondary metabolites in both extracts: alkaloids, flavonoids, polyphenols, terpenoids and
reducing compounds. The aqueous and ethanolic extracts were obtained by maceration using
two solvents: ethanol and distilled water. This extraction gave a yield of 11.44% and 6.5%
respectively.

Quantitatively, the evaluation of total polyphenols content by adopting the Folin -
Ciocalteu method reveals the presence of moderately important amounts of polyphenols, they
are 319,84 ng EAG / mg of extract in the aqueous extract, and 273,50 ug EAG / mg of extract
in the ethanolic extract. Similarly, the flavonoids were measured by the AICI3 method with a
value of 16.42 pug EQ / mg of extract for E.A and 51.01 pug EQ / mg of extract for E.E, which
leads us to conclude that this plant contains a considerable amount of flavonoids.

The qualitative analysis of the extracts by thin layer chromatography (TLC) revealed the
presence of Sesquiterpenes lactone, flavonoid, saponosides and triterpenes.

The diffusion method in agar medium was used to test the antibacterial activity of the
two extracts on thirteen strains, seven of which are reference strains involved in several
human infections. In addition, the results showed that the aqueous extract exerted a moderate
activity against E. coli 2592 ®, whereas the ethanolic extract was inactive against the tested

strains.

Key words: Medicinal plant, ethanolic extract, aqueous extract, antibacterial activity,

Sonchus oleraceus, secondary metabolites.
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