Ny ::5-!, Ministére de 1I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique

) Al Jhapal) 40 Sad) 4y sgand

République Algérienne Démocratique et Populaire

Université Abou Bekr Belkaid -Tlemcen-
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie et Sciences de la Terre et de I’Univers
Département de Biologie

Mémoire
Présenté en vue de I’obtention de Diplome de

Master
En Science Biologique
Option : Biochimie

Théme

Criblage phytochimique et évaluation des activités

antioxydantes et antibactériennes d’Atriplex halimus

de deux régions (El Oued et Tlemcen)

Soutenu le : 26/06/2019

Préparé par : Nedjar Soumia

Présidente M™ Chaouche - Haddouchi Farah MCA Université de Tlemcen
Examinateur =~ M' Rahmon Mohammed Nadjib MCA Université de Tlemcen
Encadreur M’ Chaouche Tarik Mohammed MCB Université de Tlemcen
Invité M" Aissaoui Mohammed Doctorant  Université de Tlemcen

Année universitaire : 2018 - 2019



Remerciement

Ce travail est réalisé au niveau de deux laboratoires, laboratoire des Produits Naturels
(LAPRONA) et laboratoire d’Antibiotique, Antifongique, Physico-chimique, Synthése et
Activité Biologique (LAPSAB).

Avant tout, je remercie Dieu de m'avoir donné la force, la patience et le pouvoir de

raisonner.

Ce travail n’aurait pu se faire sans le soutien de mes parents que je remercie de tous coeeur

pour leurs encouragements.

Mes remerciements les plus profondes vont a mon encadreur Mr Chaouche Tarik
Mohammed maitre de conférences classe «By au département de biologie, faculté des
sciences de la nature et de la vie et science de la terre et de [ 'univers, université Abou Bekr
Belkaid Tlemcen pour avoir accepté de diriger ce travail pour ses encouragements, son aide,
ses précieux conseils, sa confiance, sa patience tout au longue de la réalisation de ce

meémoire.

Mes chaleur remerciements s ’adresse a Mme Chaouche-Haddouchi Farah maitre de
conférence classe «A » au département de biologie, faculté des sciences de la nature et de la
vie et science de la terre et de ['univers, universite Abou Bekr Belkaid Tlemcen d’avoir
accepte presider ce jury. Je la remercie aussi pour son aide, ses conseils, son sérieux et sa

gentillesse, ainsi que pour m’avoir guidé durant la préparation de ce travail.

Mes remerciements s’ adresse a Mr Rahmon Mohammed Nadjib maitre de conférence classe
«A » au département de biologie, faculté des sciences de la nature et de la vie et science de la
terre et de l'univers, université Abou Bekr Belkaid Tlemcen d’avoir accepté d’examiné ce

travail.

Mes vifs remerciements vont également a Mr Aissaoui Mohammed doctorant au
département de biologie, faculté des sciences de la nature et de la vie et science de la terre et
de 'univers, université Abou Bekr Belkaid Tlemcen, pour son aide, ses conseil, ces
encouragements et sa gentilles. Je tiens de remercie aussi Barek Said doctorant au
département de biologie, faculté des sciences de la nature et de la vie et science de la terre et

de ['univers, université de Tlemcen pour son aide et conseil.

Mes remerciements aussi s adressent aux doctorantes Faiza et Dounia pour leurs aides.



Je remercie également [’ensemble du personnel qui m’a porté son soutien et leur aide :

étudiants, doctorants, techniciennes, et tous ceux que je ne pourrais citer individuellement.



Deédicace

Je dédie ce travail a :

Ma source de force dans la vie ma tres chére mere qui est souffre sans laisser souffrir, qui
m’a soutenue et encouragé durant ces années d étude. J espere que Dieu vous donne la

longue vie et la bonne santé.

Mon tres cher pere, qui est partagé avec moi touts les moments d’émotion lors de la

réalisation de ce travail. J espere que dieu de vous garde.

Mes adorable sceur Amina et Meriem, pour leur encouragement permanents et leur soutien

moral.

Mes frere Mohammed, Ibrahim et Abdessamad, pour leur soutien.

Ma belle sceur Sousou

Mes chers neveux Akram, Adam, Ilyes, Mouad et Abdelilah.

Mes amie Wfaa, Nihel, Sara, Asma, Faiza, khawter, Dounia, Nadera, Imen, Meriem et Lamia.

A toute la famille Nedjar.

Soumia



Résumé

Le but de ce travaille est d’étudier ’activité antioxydante et antibactérienne de deux plantes

de méme espece « Atriplex halimus » de deux régions différentes El Oued et Tlemcen.

Les feuilles des plantes ont été soumises a une extraction sous reflux pendant une heure dans
le méthanol/acétone (70/30 : v/v) prédécédé par une extraction a 1’hexane pour se débarrasser

les matiéres grasses.

L’examen phytochimique qualitatif réalis¢ sur I’extrait des feuilles a montré la présence
des alcaloides, des tanins et des flavonoides en intensité variable. Les coumarines, les
terpenoides et les saponines sont absents dans les deux plantes. L’analyse qualitative des
polyphénol totaux, des flavonoides et des tanins condensés des extraits montrent que
[’Atriplex halimus de la région El Oued possede une teneur élevée en polyphénol totaux
(10,25 = 1,17 mg EAG/g MS) et en tanin (9,23 £1,09 mg EC/g MS) par rapport a celui de
Tlemcen. Cependant la teneur élevée en flavonoides présentée par I’Atriplex halimus de la

région Tlemcen (3,09 + 0,13 mg EC/g MS).

L’évaluation de D’activité antioxydante des extraits a été réalisée par trois méthodes :
capacité antioxydant total, piégeage du radical libre (DPPH) et pouvoir réducteur de fer, les
résultats obtenus montrent que 1’extrait d’Atriplex halimus de Tlemcen révele une activité

intéressante par rapport a celui d’El Oued avec un Clso=193,47 + 1,79 pg/mL.

L’¢évaluation de D’activité antibactérienne montrent que 1’extrait d’El Oued posséde une
activité¢ contre Salmonella typhimirium ATCC 13311, Enterobacter cloacae ATCC 13047,
Staphylococcus aureus ATCC 6538 et Listeria monocytogenes ATCC 15313 avec une valeur
de CMI 5mg/mL, 10 mg/mL et 2,5 mg/mL respectivement. Cependant I’ Atriplex halimus de

Tlemcen ne révéle aucune activité antibactérienne vis-a-vis les souches testées.

Mots clés : Atriplex halimus, extrait méthanol/acétone, tests phytochimique, dosage

quantitative, activité antioxydante, activité antibactérienne.
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Abstract

The purpose of this work is to study is to study the antioxidant and anbacterial activities of
two plants of the same species « Atriplex halimus » from two different regions El Oued and

Tlemcen.

The plant leaves were subjected to a one-hour reflux extraction in methanol/acetone (70/30 :

v/v) preceded by hexane extraction to remove fat.

Qualitative phytochemical examination of the leaf extract showed the presence of alkaloids,
tannins and flavonoids of varying intensity. Coumarins, terpenoids and saponins are absent in
both plants. Qualitative analysis of total polyphenols, flavonoids and condensed tannins of
extracts shows that Atriplex halimus from the El Oued region has a high content of total
polyphenols (10,25 = 1,17 mg EGA/g DW) and tannins (9,23 +1,09 mg EC/g DW) compared
to Tlemcen. However, the high flavonoid content presented by Atriplex halimus from the

Tlemcen region (3,09 + 0,13 mg EC/g DW).

The evaluation of the antioxidant activity of the extracts was carried out by three methods:
total antioxidant capacity, trapping of the free radical DPPH and iron reducing power, the
results obtained show that the extract of Atriplex halimus from Tlemcen reveals an interesting

activity compared to that of El Oued with a Clso = 193,47 = 1,79ug/mL.

Evaluation of antibacterial activity showed that El Oued extract has activity against
Salmonella  typhimirium ATCC 13311, Enterobacter cloacae ~ ATCC 13047,
Staphylococcus aureus ATCC 6538 and Listeria monocytogenes ATCC 15313 with a CMI
value of Smg/mL, 10 mg/mL and 2,5 mg/mL respectively. However, Tlemcen's Atriplex

halimus does not reveal any antibacterial activity against the strains tested.

Keywords: Atriplex halimus, methanol/acetone extract, phytochemical tests, quantitative

assay, antioxidant activity, antibacterial activity.
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Introduction générale

Tout au long de I’histoire de I’humanité, les hommes ont utilisé divers matériaux naturels
pour traiter leurs maladies et améliorer leur santé¢ (Lev.,2002). Les plantes médicinales
constituent une source importante de soin de santé dans le monde et la demande mondiale est
de plus en croissance. La croissance démographique et I’inaccessibilité aux médicaments
modernes dans les pays en développement contribuent a I’augmentation de la demande pour
les médicaments traditionnels (Ladoh-Yemeda et al., 2016). Selon 1’Organisation mondiale
de la sant¢ (OMS) estime qu’environ 65 a 80% de la population mondiale dans les pays en
développement dépendent essentiellement des plantes médicinales traditionnelles pour leurs

soins de santé primaire (Haddouchi ez al., 2016).

Les plantes médicinales renferment un grand nombre de molécules actives qui ont des
activités thérapeutiques complémentaires ou synergiques. Ces molécules ont été étudiées et
reproduits chimiquement pour étre incorporés de nos jours dans de nombreux médicaments.
Au cours des derniere années, des études sur les activités antioxydantes des plantes
médicinales ont augmenté de fagon remarquable due a un intérét accru pour leur potentiel
d’étre utilisé en tant que source d’antioxydante riche et naturelle (Atmani et al, 2009 ;

Haddouchi et al., 2016).

La flore algérienne regorge de plusieurs espéces de plantes qui sont dotées de réelles
propriétés pharmacologiques. La maitrise totale et parfaite des différentes propriétés de ces
plantes, qui passe par la détermination de I’ensemble des groupes physicochimiques capables
d’engendrer un ou plusieurs effets pharmacologiques, est devenue un objectif qui occupe un

ordre de premiére place (Bentabet at al., 2014).

Dans le cadre de la valorisation de notre patrimoine naturel, nous nous sommes intéressés a
I’é¢tude d’une plante médicinale utilisée dans la médecine traditionnelle algérienne connue

sous le nom Guettaf «Atriplex halimus ». C’est une plante halophyte qui pousse en terrain
salé, riche en fibres alimentaire (cellulose), protéines, vitamine (C et B) et sel minéraux

(calcium, phosphore, sodium, potassium, magnésium) (Chikhi, 2013).

Le présent travail a pour objectif d’étudier la différence de 1’activité antioxydante et
antibactérienne entre deux plantes de méme espéce (Atriplex halimus) de deux régions
différentes (E1 Oued et Tlemcen). Il englobe :

- Une ¢étude bibliographique qui regroupe trois chapitres dont le premier est consacrée aux

phytothérapies et les plantes médicinales. Le deuxiéme chapitre, concerne les activités
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Introduction générale

biologiques des extraits de plantes et le troisieme chapitre, 1’étude botanique de la plante
étudiée.

Le matériel et les méthodes utilisés dans ce travail qui porte sur les extractions a partir
des feuilles d’Atriplex halimus et des analyses qualitative et quantitative des composés
chimique, I’évaluation de [Dactivité antioxydante par I’utilisation de trois méthodes
(capacité antioxydant total, piégeage du radical libre DPPH et le pouvoir réducteur de fer)
et Dactivité antibactérienne (par la méthode de diffusion sur disque et par la
détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI).

Enfin, nous présenterons les résultats obtenus et leurs discussions. Une conclusion

générale qui résumera 1’ensemble du travail réalisé.
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Chapitre I : Phytothérapie et les plantes
medicinales



Chapitre I : Phytothérapie et plantes médicinales

I. La phytothérapie

Ce mot issu d’un mot grec (Phyton « plantes » et thérapeia) qui signifient « soigner par les
plantes ».

La phytothérapie compte parmi les premicres et les plus anciennes méthodes curatives
depuis I’aube de I’humanité. Elle a permis a 1’étre humain de générer au cour des siécles un
large savoir et une immense expérience dans leur utilisation (Beatrix ez al., 2005). Elle
correspond a I’utilisation des plantes médicinales spontanées ou cultivées, entiére ou ses
parties dans le traitement ou la prévention des maladies.

Dans ce domaine, on remarque deux tendances majeures :

e [’effet de la plante dans sa globalité, sur I’individu.

e D’autre se basent d’avantage sur les connaissances biochimique et se préoccupent

plutdt des symptomes des maladies et de I’action des principes actifs des plantes.

L’utilisation des plantes se fait par ingestion interne sous la forme de tisanes, gélules,

alcoolats et teintures d’extrait ou application externe sous forme de pommade, créme (Létard

etal., 2015).

1. Plante médicinale

Une plante est dite médicinale lorsqu’au moins une partie d’elle posseéde des propriétés
médicamenteuses (Bruneton, 1999). Elle est utilisée en médecin traditionnelle pour prévenir,
soigner ou soulager les maux (Farnsworth ef al, 1986). Leur action provient de leur composé
chimique, métabolite primaire ou secondaire, ou de la synergie entre eux.

L’insuffisance des soins de santé, le manque de médicaments essentiels, le colt élevé des
médicaments et les habitudes socioculturelles des populations expliquent le recours aux
pratiques traditionnelles a base de plantes médicinales (Sanogo, 2006).

Les plantes médicinales restent encore le premier réservoir de nouveaux médicaments. Elles
sont considérées comme une source de matic¢re essentielle pour la découverte de nouvelles
molécules nécessaires a la mise au point de futurs médicaments (Maurice, 1997).

Les plantes médicinales contiennent des molécules qui représentent des intéréts multiples
mis a profit dans I’industrie alimentaire, dermopharmacie, cosmétique et agroalimentaire.
Parmi ces molécules, les métabolites secondaires qui se sont surtout illustrés dans le domaine

thérapeutique (Anderson et Markham, 2006).
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2. Les métabolismes secondaires

Les métabolites secondaires sont des molécules qui ne sont pas directement impliquées
dans les processus de croissance des organismes vivants, contrairement aux métabolites
primaires. Chez les végétaux ces molécules exercent une action déterminante sur I’adaptation
des plantes a leur environnement. Ils participent ainsi, de maniere tres efficace, a la tolérance

des végétaux a des stress variés (attaques de pathogénes, prédations d’insectes, sécheresse,

lumiere UV...) (Hartmann, 2007).

3. Classification des métabolites secondaires

On distingue classiquement trois grandes catégories de métabolites secondaires chez les
végétaux : les composés phénoliques, les composés azotés (alcaloides) et les composés
terpéniques. Chaque classe renferme une trés grande diversité de composé€ qui possede une

trés large gamme d’activités en biologie humaine (Krief, 2003).

3.1. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires caractérisés par la présence
d’un cycle aromatique portant des groupements hydroxyles libres ou engagés avec des
glucides. Ils sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieures (racine, tiges,
feuilles, fleurs, fruits et graines); et sont impliqués dans de nombreux processus
physiologiques comme la croissance cellulaire, la rhizogénése, la germination des graines et

la maturation des fruits (Bahorun, 1997).

les composés phénoliques sont des molécules biologiquement actives, ils sont largement
utilisés en thérapeutique comme vasoconstricteurs, anti-inflamatoires, antioxydant,

antiradicalaire et antimicrobiens (Bahorun, 1997 ; Cetkovic et al., 2008).

Les principales classes des composants phénoliques sont les acides phénoliques, les

flavonoides, les tannins et les coumarines.

3.1.1. Les acides phénoliques
Ce sont des acides phénoliques simples composés d’un noyau aromatique substitué¢ de
groupement hydroxyles et d’une fonction acide et parfois de groupement méthyles. Ils sont
rarement présents a 1’état libre, généralement liés avec des molécules organiques donnant des

esters avec les sucres et les alcools acides, et donnant les phénolamides avec les mono ou

diamines (Macheix et al., 2005).
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Les acides phénoliques (libres ou liés a d’autres molécules) représentent environ un tiers

des composés phénoliques (Zadernowski ez al., 2009).
3.1.2. Les flavonoides

Les flavonoides constituent le groupe le plus large des composés phénoliques, ils sont
classés en flavonols, flavones, flavanones, chalcones, flavanes, iasoflavones et anthocyane
(Fraga et Oteiza, 2011). IIs ont en commun la structure diphénylpropane (figure 1). Du fait,

leurs propriétés antioxydantes liées a leurs structures polyphénoliques.

Les flavonoides ingérés avec nos aliments sont réputés pour protéger I’organisme contre

les effets déléteres des apports environnementaux oxydant (Stoclet et Schini-Kerth, 2011).

Figure 1 : Structure de base des flavonoides (Fraga et Oteiza, 2011)

3.1.3. Les tanins

Les tanins sont un groupe diversifie de métabolites secondaires des plantes qui ont deux
caractéristiques communes ; tous sont des polyphénoles et ont la capacité de fixer les
protéines. Cependant, 1’¢étude des effets nutritionnels des tanins est complexe parce que les
plantes contiennent une grande diversité de tanins. Certains tanins produisent des effets
toxique tandis que d’autres bénéficient de la santé et de nutrition (Mueller-Harvey, 2006).
Chez les végétaux supérieur il y’a deux groupe de tanins qui différent entre eux par leurs
structures et leurs origine bioénergétique ; les tanins hydrolysables et tanins condensé
(Macheix et al., 2005).

» les tanins hydrolysables : ce sont des oligo ou des polyesters d’un sucre (ou d’un
polyol apparenté) et d’un nombre variable d’acide phénolique. Le sucre est tres
généralement le glucose. L’acide phénolique est soit dans le hexahydroxydiphénique
(HHDP) et ses dérivés dans le cas des tanins éllagiques, soit I’acide gallique dans le
cas des tanins galliques (Bruneton, 1999).

» les tanins condensés : les tanins condensés ou proanthocyanidols ce sont des

polyméres ou oligomeres flavanique, constitués d’unités de flavan-3-ols, le plus
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souvent épicatéchine et catéchine, avec un degré de polymérisation entre deux et plus

de 50 unités (Bruneton, 1999).

3.1.4. Les coumarines
Les coumarines sont des lactones des acides cinnamiques (figure 02). Ils sont largement
distribués dans le régne végétale et possedent des propriétés trés diverses. Les coumarines et
leurs dérivés sont utilisés pour des fins pharmaceutiques, agricole et cosmétique (Yamashita
et al, 2005), ils ont des activités anti-thrombotique, anti-inflammatoires et vasodilatrices
(Cowan, 1999). IIs ont la capacit¢ de capter les radicaux hydroxyles, superoxydes et
peroxydes. Ils préviennent également la peroxydation des lipides membranaire (Harbone e?

al., 1982).

0. O

Figure2 : Structure de coumarine (Cowan, 1999).

3.2.Les alcaloides

Un alcaloide est une substance organique azotée d’origine végétale, a caractére alcalin et
présentant une structure complexe. Leur atome d’azote est inclus dans un systéme
hétérocyclique. Ils possedent une activité pharmacologique significative.

On trouve des alcaloides, en tant que métabolites secondaires, principalement chez les
végétaux et les champignons. Habituellement, les alcaloides sont des dérivés des acides
aminés.

Les alcaloides ont souvent une forte activité biologique, toxique ou thérapeutique, les plus
souvent cités sont notamment: la quinine, la morphine, la strychnine, la cocaine, la

colchicine, I’ergotinine, 1’éphédrine, 1’atropine, la nicotine et la café¢ine (Bruneton, 1999).
3.3. Les terpénoides

Le terme terpénoide est attribué a tous les composés possédant une structure moléculaire
construite d’un monomere a 5 carbones appelé¢ Hydrocarbonés naturels, de structure soit

cyclique soit a chaine ouverte ; leur formule brute est (CsHX), dont le X est variable en
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fonction du degré d’instauration de la molécule et peut prendre des valeurs 1 a 8 (Sun et al.,

2016).
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Chapitre Il : Les activités biologiques des plantes médicinales

I. Activités biologiques des extraits de plantes
1. Activité antioxydante

1.1. Les radicaux libres
Ce sont des especes chimiques qui posseédent un électron libre sur leur couche externe, les
rendant ainsi instables. Lorsque cet électron libre et situ¢ sur un atome d’oxygene on parle

alors d’especes réactives de I’oxygene (ERO) (Losada-Barreiro et Bravo-Diaz, 2017).

1.1.1. Les sources des radicaux libres

Les radicaux libres sont des ERO, produits dans le corps comme sous produits de la
respiration cellulaire aérobie (Thomas et al., 2010). Plusieurs tissus peuvent les synthétiser
durant leur exercice (Powers et al., 2011). Ces especes peuvent se former lors de la synthése
de I’ATP mitochondrial et le métabolisme oxydatif (Poston et Raijmakers., 2004).
L’exposition aux différents facteurs exogenes ou les conditions pathologiques favorisent la

formation de ces radicaux (Jayaprakasha et al., 2006).

Les sources principales des radicaux libres sont nombreuses, en distingue les sources
endogenes (mitochondrie, inflammation, phagocytoses, choc, peroxysomes), et des sources

exogenes (cigarette, rayonnement UV, produit chimique, pollution diverses) (figure 3).

exogénes Inflammation

]
endogénes

P
V-4
Traumatisme?@

. Infection

Hygiéne de vi
déséquilibrée
\ f"i;-,'- \
Stress (é( F'“FE"
Vieillissement :?‘HI":

|
T
&=

Figure 3: les sources des radicaux libres (Elkoli, 2016).
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1.2.Le stress oxydatif

Le stress oxydant se définit comme 1’incapacité de I’organisme de se défendre contre ERO
en raison de la perturbation d’équilibre endogeéne entre ces derniers et les agents antioxydants
(AO) (figure 4). Ce déséquilibre conduit potentiellement a des dégats fonctionnels et

structuraux (Bensakhria, 2018 ; Haleng et al., 2007).

Le stress oxydatif intervient dans de nombreuses pathologies telles qu’alzheimer,
parkinson, diabéte, etc (Hwang, 2013 ; Mima, 2013 ; Migdal et Serres, 2011), les maladies
dégénératives notamment le cancer, les maladies cardiaques, la sclérose en plaques et les
maladie auto-immunes (Thériauclt ez al., 2006). De plus, la plupart des maladies induites par
le stress oxydatif apparaissent avec 1’age car le vieillissement diminue les défenses

antioxydantes et augment la production des ERO (Favier et al., 2003).

Antioxvdants

Déséquilibre

Figure 4 : Balance radicaux libre/antioxydantes (Reuter ef al., 2010)

1.2.1. Les conséquences du stress oxydatif
la production excessive des radicaux libres provoque la lésion des molécules biologiques
telle que I’oxydation des lipides, des protéines, des sucres et ’ADN (Thomas et al., 2010),
mais aussi des 1ésions secondaires dues au caractére cytotoxique et mutagéne des métabolites
libérés notamment lors de I’oxydation des lipides. L’organisme peut aussi réagir contre ces
composés anormaux par production d’anticorps, qui malheureusement peuvent aussi étre des

auto-anticorps créant une troisiéme vague d’attaque chimique (Favier, 2003).
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1.3. les Antioxydants
Les antioxydants sont définis comme une substance qui, lorsqu’elle présenter a trés base
concentration comparée a celle d’un substrat oxydable d’étre oxydé, retardé ou inhibé de
manicre significative 1’oxydation de tout substrat (Park et al., 2001).
Dans I’organisme, il existe plusieurs types de molécules a activité antioxydante dont les
mécanismes d’action dont différents :
> Défenses non enzymatiques : comme les vitamines C (Acide ascorbic) et
vitamines D (a-tocophérol) et les polyphénols issus des végétaux (flavonoide,
tanins, dérivé d’acide phénolique,...). La plupart de ces composants ne sont pas
synthétisés par ’organisme et doivent €tre apportés par 1’alimentation (Defraigne
et Pincemail, 2008).
> Défenses enzymatiques : sont des systémes de défense trés efficace parce que
les enzymes ont la propriété de pouvoir réaliser un travail de facon permanente. Les
lignes de défense sont constitués de Catalase (Métbolise H,0;), Superoxyde
dismutase (Catalase la dismutation de 1’anion superoxyde), Glutathion peroxydase
(Action réductrice sur H,O, et assure la transformation des hydroperoxydes

organiques, lipidique notamment, de type ROOH en ROH) (Bendif, 2008).

1.3.1. le mécanisme d’action des antioxydants

Les antioxydants peuvent protéger I’organisme par :
e laneutralisation des radicaux libres.
e J’augmentation du systéme de défense du corps.
¢ [Dinhibition la formation des radicaux libres.

e la réparation des dommages résultants de radicaux libres (Liochev, 2013 ;

Lamina et al., 2013).

2. Activité antimicrobienne

2.1.Les infections microbiennes
Les maladies infectieuses représentent la cause majeure de mortalit¢ dans le monde, ce
sont des affections provoquées par des microorganismes pathogenes, tel que les bactéries, les

parasites, les virus, les champignons. Elles touchent des millions de personnes dans le monde

(Alwash et al., 2013).
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2.2. Les agents antimicrobiens

Un agent antimicrobien désigne une substance chimique comme un médicament, utilisé
pour le traitement d’une maladie causée par un microorganisme, qui détruit I’agent pathogene
sans endommager les tissus de 1’organisme. Le plus souvent 1’agent antimicrobien est un

antibiotique.

Un antibiotique est une molécule naturelle, synthétique ou semi-synthétique dont le rdle est
de détruire les bactéries (effet bactéricide) ou bloquer la croissance (effet bactériostatique)

(Bentley, 2003).

2.3. Le mode d’action des agents antimicrobiens
La plupart des agents antimicrobiens utilisés pour le traitement des infections bactériennes,
en fonction de leur mécanisme d’action peuvent étre classée en quatre modes d’action
principaux :
- Interférence avec la syntheése de la paroi cellulaire.
- Inhibition de la synthése des protéines.
- Interférence avec la synthése des acides nucléique.

- Inhibition des voies métabolique (Tenover, 2006).

2.4.L’activité antimicrobienne des plantes

L’activité antimicrobienne des extraits des plantes a formé la base de beaucoup
d’application y compris la thérapie naturelle, la pharmaceutique et la conservation des
aliments (Sagdic et al., 2002). Il est sans doute trés complexe et peut impliquer de multiples
modes d’action telle que I’inhibition du métabolisme microbien, la séquestration de substrat
nécessaire a la croissance microbienne, I’inhibition des enzymes microbiennes
extracellulaires, dégradation de la paroi cellulaire, perturbation de la membrane
cytoplasmique se qui cause une fuite des composants cellulaires, 1’influence de la synthése de
I’ARN et ’ADN (Zhang et al., 2009), des lipides des protéines et la fonction mitochondriale
(Balentine et al., 2006).

Le mode d’action des agents antimicrobiens dépend également du type de microorganisme

et de I’arrangement de la membrane externe (Shan et al., 2007).
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Chapitre 11l : L’étude botanique de la plante étudiée

I. La famille chénopodiacées

Les chénopodiacées forment une famille vaste de 1400 especes présentes partout dans le
monde. Ce sont pour la plupart des plantes ou arbustives ou herbacées, principalement avec
feuilles alternes, parfois opposées. Tres souvent, les feuilles et la tige sont succulentes. Cela

vient que beaucoup d’especes sont des especes thermophiles ou halophiles.

Les feuilles de chénopodiacées sont généralement minuscules et verdatres. Elles sont

groupées en grappes, en €pis ou en panicules laches.

Les principaux genres de chénopodiacées susceptibles d’étre observées en France sont
Chenopodium (chénopodes), Beta (bette), Halimione et Atriplex (aroche), Sueda et Salsola

(soudes), Salicornia (salicornes) (Stanley et al., 2003).

1. Le genre Atriplex

L Atriplex est le plus grand genre de la famille des chénopodiacées, il comprend plus de
400 especes, dont 48 méditerranées et le reste est distribué dans les régions tempérées et
subtropicales. On trouve des genres typiques d Atriplex dans les régions polaires, peu de ce
nombre (les genres typiques) se trouvent généralement dans les sols salins ou alcalins (Le-

Houérou, 1992).

2. L’espece Atriplex halimus

2.1. La description botanique
Atriplex halimus (nom usuels guettaf, pourpier de mere) (figure 5) est un arbrisseau
halophyte qui pousse en terrain salé, de 1,5 a 2 metres de haute, appartient a la famille des
chénopodiacées. Les feuilles sont petites pétiolées de forme ovale de couleur gris argenté dans
les deux faces. Les tiges et les feuilles sont recouvertes de petites écailles qui donnent un

aspect velouté (Nedjimi et al., 2013).

Atriplex halimus possede une excellente tolérance a la sécheresse et a la salinit¢ (Emam,

2011).
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Figures : I’Atriplex halimus (Nedjimi et al, 2013).

2.2. La systématique de la plante (Dupont et Guignard, 2007)
Reégne : végétale
Embranchement : Spermaphyte ou Magnoliopyta
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones ou Magnoliopsida
Sous classe : Caryophyllidae
Ordre : Caryophyllales
Famille : Chénopodiacées
Genre : Atriplex

Espéce : halimus

Nom commun : Arroche ou pourpier de mer
Nom arabe : Guettaf

N.B : la famille Chénopodiacées et la famille Amaranthacées sont trés proche 1’une de I’autre.

2.2. La répartition géographique

Cette espece est tres commune dans le Sahara septentrional et les montages du Sahara
central, dans les sols rocailleux, talus argileux et les zone salées (Ortiz-Dorda et al., 2005).
L’espece est spontanée a l'intérieur d’une aire relativement vaste englobons les pays de
I’ Afrique du nord et du Moyen-Orient, des Iles Canaries jusqu’en Iran en passant par le sud

Algérien (massif du Hoggar).

En Europe, [’Atriplex halimus est présent sut toute la rive Nord de la méditerranée et aussi

en Bulgarie.
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En Algérie, ['Atriplex est spontané dans les étages bioclimatiques arides et semi aride, les
plus grandes superficies correspondent aux zones dites steppiques (Batna, Biskra, Djelfa,

Bousaada, Saida, Tiaret et Tbessa) (Pouget, 1980).

2.3. L’utilisation traditionnelle

Atriplex halimus est riche en fibres alimentaires (cellulose), protéines, vitamines (B et C) et
sels minéraux (sodium, calcium, potassium, magnésium, phosphore). Par son contenu riche en
fibres, il facilite la digestion, augmente la réplétion gastrique et hydrate le contenu du bol
fécal. Il est utilisé¢ par la population steppique pour des fins thérapeutiques principalement

pour soigner I’hyperglycémie (Nedjimi et al., 2013).

Au Sahara occidental, les cendres de /’Atriplex halimus reprises par 1’eau et utilisées dans
le traitement de ’acidité gastrique. Les feuilles sont utilisées pour le traitement des maladies

cardiovasculaire du diabéete et thumatisme.

D’autres applications sont possibles pour soigner les lithiases urinaire, les inflammations

des voie urinaire (cystite) (Nedjimi et al ., 2013).

2.4. Les travaux antérieurs
Plusieurs travaux sont réalisés sur Atriplex halimus, parmi ces travaux, la détection de
présence des phénols totaux, des alcaloides, des saponines glycosides, des résines, des tanins

et des flavonoides dont les flavonols constituent la classe majeure chez la plupart des espéces

Atriplex (Bylka et al., 2001 ; Bylka et al., 2004 ; Abd El rahman et al., 2006).

Aussi des travaux sur ’activité antioxydante de I’extrait méthanolique des feuilles
d’Atriplex halimus (Benhamou et al., 2009), de I’extrait éthanolique (salmani, 2017) et
I’extrait phénolique ( Belhadj-Tahar, 2015), et sur I’activité¢ antidiabétique de 1’extrait
aqueux (Chikhi er al., 2014). Aussi des travaux sur les constituent bioactif de [’Atriple
halimus (Emam et al., 2011).Cette plante posseéde aussi une activité antimicrobienne (Walke,

2014).

D’autres travaux sont réalisés sur la résistance a la salinité du sol (Ben-Hassine, 2010 ;
Bouchenak, 2012), sur la polygamie et la germination et sur I’aspect écologique au nord de

Tlemcen (Benabadji et al., 2004).

Shaygan et al. (2017) montre que les grains d’Atriplex halimus sont trés tolérants au stress

hydrique. Mancilla et al. (2016) indique que l’utilisation de bouture d’Atriplex halimus
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pourrait étre un outil précieux et efficace pour la restauration de la végétation dans les

¢cosystemes cotier pollués par Cu.
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Cette ¢tude expérimentale a été réalisée au niveau du laboratoire des Produits Naturels
(LAPRONA) et laboratoire d’Antibiotique, Antifongique, Physico-chimique, Synthése et
Activité Biologique (LAPSAB), elle se compose en deux parties :

» La premiére partie : Teste phytochimique qualitatif, dosages quantitatifs des
polyphénols totaux, flavonoides et des tanins.

» La deuxieéme partie : évaluation de I’activité antioxydante d’une part en utilisant trois
techniques : La capacité antioxydante totale, le piégeage du radical libre (DPPH) et la
réduction de fer, et d’autre part I’évaluation de I’activité antibactérienne en utilisant la
méthode de diffusion sur disque et par la détermination de la concentration minimale

inhibitrice (CMI).

1. Matériel végétal

La plante Atriplex halimus a été récolté¢ dans deux régions différentes, région d’El Oued
(33°22°06°’ nord, 6°52°03”’ est) et la région de Nedroma- Tlemcen (35°00°47°” nord, 1°44°
51’ ouest), le mois de janvier 2019.

La partie aérienne (feuille) a été séchée dans un endroit bien aéré, a une température

ambiante.

2. Extraction

10g d’Atriplex halimus de chaque région ont été broyés séparément et mélangés avec
50 mL d’hexane sous reflux pendant 1 heure pour éliminer les matiéres grasses, les mélanges
ont été filtré a 1’aide d’un papier filtre tout en récupérant les résidus des extractions. Ces
derniers ont ét¢é mis en contact dans 100 mL de deux solvant polaire méthanol/acétone
(70/30 : v/v) sous reflux pendant l1heure. Les extraits obtenus sont filtrés, puis évaporés dans
une ¢tuve a 45°C (figure 6).

Le rendement (Rdt) de I’extrait sec est déterminé par la formule suivante :

Rdt % =[P; - P,/ P3] x 100

P, : Poids du ballon apres évaporation ;
P; : Poids du ballon avant évaporation (ballon vide) ;
P5 : Poids de la matiere végétale séche de départ.

L’extrait sec est pesé et récupéré, soit dans quelques millilitres de méthanol pour les
dosages et I’évaluation de I’activité antioxydante, soit dans quelques millilitres de
diméthylsulfoxyde (DMSO < 2%) pour I’évaluation de D’activité antibactérienne. Ils ont

ensuite conservés a 4°C pour une utilisation ultérieure.
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10g de la maticre végétale
(feuille broyées)

l 50 mL hexane

Filtration

/ N\

Résidu végétale

méthanol/acétone
(70/30 : v/v)

Filtration

/N

Résidu végétale Filtrat
Evaporation a 45°C

Extrait sec
(méthanol/acétone)

Figure 6: Protocole d’extraction

3. Screening phytochimique

Filtrat

Le screening phytochimique permet de mettre en évidence la présence des différentes

familles de molécules chimiques d’un I’extrait.

Les tests phytochimique ont été réalisés sur les extraits méthanol/acétone selon les méthodes

décrites par Trease et Evans (1986) et Harborne (1998).

3.1. Les alcaloides

0,5 mL d’extrait a été introduite dans deux tubes a essai puis acidifier par 1’ajout de quelque

goutte de HCL a 1%. 0,5 mL de réactif de Wagner a été ajouté dans le premier tube et
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0,5mL de réactif de Mayer dans le deuxiéme tube. La formation d’un précipité brun ou blanc,

respectivement révele la présence des alcaloides.

3.2. les polyphénols

3.2.1. Les tanins
I mL d’extrait a ét¢ mélangé avec 0,25 mL d’une solution aqueuse de FeCls (1%).
L’apparition d’une coloration verdatre ou bleu-noirdtre aprés 15 min d’incubation a une

température ambiante, indique la présence des tanins.

3.2.2. Les flavonoides

1 mL d’extrait a mis en contacte avec 1 mL de HCL concentré et quelques copeaux de
magnésium. L’apparition d’une coloration rose ou rouge ou jaune révele la présence des

flavonoides.

3.2.3. Les coumarines
ImL de Pextrait a été mélangé avec 500 uL. de NH4OH a 10%. Une goutte a été prélevée
du mélange puis déposer sur un papier filtre. Une fluorescence intense sous Ultra violet a

366 nm indique la présence des coumarines.

3.3. Les terpénoides
I mL de l’extrait a été ajouté dans un tube a essai contenant 0,4mL de chloroforme et
0,6 mL d’acide sulfurique concentré. La formation de deux phases et une couleur marron a

I’interphase indique la présence des terpénoides.

3.4. Les saponines
10 mL de I’extrait on été introduite dans un tube a essai puis agiter pendant 15 secondes.
Apres 15 min du repos, la présence des saponines est indiquée par la persistance d’une

mousse avec une hauteur supérieure a 1cm.

4. Quantification de quelques classes phénolique dans les extraits

4.1. Les polyphénols totaux

Le réactif utilisé, « Folin-Ciocalteu », est un mélange de complexes d’acide
phosphomolybdique (H3;PMo1,049) et d’acide phosphotungstique (H3PW,049) de couleur
jaune. Le principe de la méthode est basé sur I’oxydation des composés phénoliques par ce
réactif. Cette oxydation entraine la formation d’un nouveau complexe molybdéne-tungsténe
de couleur bleu qui absorbe a 750 nm. Ce dosage est réalis¢ par la comparaison de

I’absorbance observée a celle obtenue par un étalon d’acide gallique de concentration connue.
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Le dosage des polyphénols est réalisé selon la méthode décrite par Vermerris et al.
(2006) :

Une prise de 100 pL de I’éxtrait est mélangée avec 2 mL d’une solution de carbonate de
sodium a 2% fraichement préparée, le tout est agité par un vortex. Aprés 5 min, 100 pL du
réactif de Folin-Ciocalteu (1N) sont additionnés au mélange, le tout est laissé a température
ambiante pendant 30 min et la lecture est réalisée contre un blanc a I’aide d’un
spectrophotomeétre a 750 nm.

Une gamme étalon a base de I’acide gallique est également préparée a des concentrations
allant de 0 & 500 pg/mL. Les teneurs en Polyphénols totaux des extraits sont alors exprimées
en milligramme équivalent acide gallique par gramme de la matiére végétale seche (mg

EAG/g MS).

4.2. Les flavonoides totaux

Le principe de la méthode est basé sur I’oxydation des flavonoides par deux réactifs
incolores, le chlorure d’aluminium (AICl;) et le nitrite de sodium (NaNO,). Elle entraine la
formation d’un complexe brunatre qui absorbe a 510 nm. La comparaison de 1’absorbance
observée a celle obtenue par un étalon de catéchine de concentration connue permet d’évaluer
la teneur totale en flavonoides.

La quantification des flavonoides est faite selon une méthode colorimétrique décrite par
Dewanto et al. (2002).

Une prise de 250 pL d’extrait diluée est ajoutée de 75 pL d’une solution de NaNO, a 5%.
Aprées incubation pendant 6 min a température ambiante, 150 pL d’une solution fraichement
préparée de chlorure d’aluminium (AICls, 10%) est ajouté au mélange. Aprés repos de a
température ambiante pendant 5 min, 500 uL de soude (NaOH, 1M) est ajouté au mélange.
Le volume final est porté a 2,5 mL avec de 1’eau distillée. L’absorbance de cette préparation
est mesurée contre un blanc a 510 nm. Une gamme étalon a base de catéchine est également
préparée a des concentrations allant de 0 a 500 pg/mL. Les teneurs en flavonoides des extraits
sont alors exprimées en milligramme équivalent catéchine par gramme de la matiere séche

(mg EC/g MS).
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4.3. Les tanins condensés

Les tanins condensés en présence d’acide chlorhydrique se dépolymérisent et par réaction
avec la vanilline, se transforment en anthocyanidols de couleur rouge, mesurables par
spectrophotométrie a 500 nm. Une prise de 50 pL d’extrait est ajoutée a 3 mL de vanilline a
4% et 1,5 mL du chlorure d’hydrogene (HCL) concentré. Aprés homogénéisation, le mélange
est mis en incubation pendant 15 min a température ambiante. L’absorbance est mesurée
contre un blanc a 500 nm. Les teneurs en tanins condensés, déterminées en se référant a une
gamme ¢talon de catéchine (0 a 500 pg/mL), sont exprimées en milligramme équivalent

catéchine par gramme de la matiere seche (mg EC/ g MS) (Sun et al., 1998).

5. Estimation des activités biologique, in vitro
5.1. Détermination de I’activité antioxydant

5.1.1. La capacité antioxydante totale

Ce test est basé sur la réduction du molybdéne (VI) en molybdéne (V) par I’extrait de
plante. Cette réduction induit, & pH acide, la formation du complexe phosphate/Mo (V) de
couleur verte. Une prise de 100 pL d’extrait est combinée dans un tube avec 1 mL de solution
composée d’acide sulfurique (0,6 N), de phosphate de sodium (28 mM) et de molybdate
d’ammonium (4 mM). Les tubes sont incubés a 95 °C pendant 90 min. Apres un repos de
6 min a température ambiante, I’absorbance est mesuré a 695 nm contre un blanc contenant
du méthanol a la place de D’extrait. Comme pour les polyphénols totaux, 1’activité
antioxydante totale est exprimée en milligramme équivalent acide gallique par gramme de la

maticre seche (mg EAG/g MS) (Prieto et al.,1999).

5.1.2. Le piégeage du radical DPPH
Le DPPH (2,2 diphényl-1-picrylhydrasyl) est généralement le substrat le plus utilis€é pour

I’évaluation rapide et directe de 1’activité antioxydante en raison de sa stabilité en forme
radicale libre et la simplicité de 1’analyse. Il absorbe dans le visible a une longueur d’onde de
515 a 520 nm. La méthode de DPPH présente plusieurs avantages du fait qu’elle soit
indépendante, simple et rapide. Le test consiste a mettre le radical DPPH (de couleur violette),
en présence des molécules dites « antioxydants » afin de mesure leur capacité a réduire ce
radical (figure7). La forme réduit (de couleur jaune) n’absorbe plus, ce qui se traduit par une

diminution de 1’absorbance a cette longueur d’onde.
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DPPH’ DPPH-H
Figure7 : Forme réduite du radical DPPH’ (Haddouchi et al., 2016)

A différentes concentrations, 50 puL de chaque échantillon, sont ajoutés a 1950 pL d’une
solution méthanolique de DPPH a 6,34 x 10° M (0,0025 g dans 100 mL méthanol). Pour
chaque concentration un blanc est préparé. En ce qui concerne le controle négatif, ce dernier
est préparé, en parallele, en mélangeant 50 pL du méthanol avec 1950 uL d’une solution
méthanolique de DPPH a la méme concentration utilisée. Aprés 30 min d’incubation a
I’obscurité et a température ambiante, la réduction de DPPH s’accompagne par le passage de
la couleur violette a la couleur jaune de la solution. La lecture des absorbances est effectuée a
515 nm a I’aide d’un spectrophotometre. Le témoin positif utilis¢ est le butylhydroxyanisol
(BHA). Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition, calculé suite a la diminution

de I’intensité de la coloration du mélange, a I’aide de a formule suivante :
PI = (D.Otmoin - D.Oextrait / D.Owmoin) * 100

PI: pourcentage d’inhibition.

D.Omoin : absorbance du témoin négatif.

D.Ocxirait : absorbance de 1’extrait.

L’étude de la variation de [’activité antiradicalaire en fonction de la concentration des
extraits permet de déterminer la concentration qui correspond a 50% d’inhibition (Cls). Une

valeur faible de Cls correspond a une grande efficacité de I’extrait.

5.1.3. Le pouvoir réducteur du fer

L’activité réductrice d’un extrait est évaluée par la réaction d’oxydoréduction entre
I’extrait et les ions métalliques de transition, notamment le fer. Le ferricyanure de potassium
K3Fe(CN), fournit des ions Fe’" qui seront réduits en Fe*" par les antioxydants présent dans
I’extrait végétal. Le pouvoir réducteur est déterminé selon la méthode décrite par Oyaizu

(1986). Cette méthode consiste a mélanger 1 mL de I’extrait a différentes concentrations avec
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2,5 mL de tampon phosphate 2,2 M a pH 6,6 et 2,5 mL d’une solution de K;Fe(CN)sa 1%
(m/v). Le mélange obtenu est incubé pendant 20 min a 50°C, puis 2,5 mL d’acide
trichloracétique a 10% (m/v) sont ajoutés pour arréter la réaction.

Le mélange est centrifugé a 650 g pendant 10 min a température ambiante et 2,5 mL du
surnageant sont additionnés de 2,5 mL d’eau distillée et 0,5 mL de FeCls a 0,1%(m/v). La
lecture de I’absorbance se fait a 700 nm contre un blanc. Les résultats permettent de calculer
la concentration efficace (CEsg), concentration de I’extrait correspondante a une absorbance
¢gale a 0,5, obtenue par I'interprétation de la courbe de régression linéaire (D.O = f ([ ])).
L’activité de I’extrait est enfin comparée a celle de témoin positif, le butylhydroxyanisole

(BHA).

5.2. Activité antibactérienne
L’activité antibactérienne des extraits a été évaluée en utilisant des souches de référence
de laboratoire American Type Culture Collection (ATCC) entretenues par des repiquages

successifs puis concervées a 4°C sur gélose nutritive.
> Bactérie a Gram positif : Staphylococcus aureus ATCC 6538, Bacillus cereus

ATCC 25921, Bacillus subtilis ATCC 6633, Enterococcus faecalis ATCC 49452,
Listeria monocytogenes ATCC 15313.

» Bactérie a Gram négatif: Escherichia coli ATCC 8739, Klebsiella pneumonia
ATCC 700603, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Citrobacter freundii ATCC
8090, Proteus mirablis ATCC 35659, Salmonella typhimirium ATCC 13311,
Enterobacter cloacae ATCC 13047.

5.2.1. Méthode de diffusion sur disque

L’antibiogramme est I’interprétation de la sensibilité des bactéries aux antibiotiques en
matiere d’efficacité chimique. L’activité¢ antibactérienne des extraits a été réalisée a 1’aide de
la méthode de diffusion sur disque (CLSI, 2012).

La turbidité de la suspension bactérienne a été ajustée a 0,5 McFarland, ce qui a donnée
une suspension contenant environ 10> UFC/mL, mesuré a ’aide d’un spectrophotométre a
625 nm pour une absorbance compris 0,08 a 0,12. Chaque souche ajustée a €té inoculée a la
surface de la gélose Mueller-Hinton a 1’aide d’un écouvillon. Apres séchage un disque stérile
de 6 mm de diametre (papier Wattman n°l) a été¢ imprégné de 10 uL de ’extrait et placé a la
surface de la gélose, la concentration de chaque extrait est 512 pg/disque, Les boites sont

incubées a 37 °C pendant 24 heures. La gentamicine est utilisée comme contrdle positif.
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L’activité antibactérienne est évaluée en mesurant la zone d’inhibition de la croissance

entourant les disques.

5.2.2. Détermination de concentration minimale inhibitrice (CMI)

La concentration minimale inhibitrice (CMI) est la plus faible concentration d’un produit

capable d’inhiber la croissance bactérienne. La CMI de I’extrait est déterminée par la méthode
de microdilution décrit par le CLSI (2009).
Une série de dilution de 10 a 0,02 mg/mL a été préparée. Dans une microplaque stérile a 96
puits, 100 pL de chaque dilution ont été déposés dans les puits. Ces dilutions ont été inoculées
avec 100 pL de solution contenant 10° UFC/mL préparé dans le bouillon Mueller Hinton de
pH allant de 7,4 + 0,2.

Le premier puits a ét¢€ utilis¢ comme controle négatif. Le bouillon a été inoculé uniquement
pour vérifier la stérilité du milieu. Cependant, le dernier puits a été utilisé comme contrdle
positif, remplie uniquement par la suspension bactérienne. La microplaque a été incubée a
37°C pendant 24 heures. La CMI correspond a la plus faible concentration de 1’extrait testé

pour laquelle aucun trouble visuel n’est observé.
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Resultats et discussion

1. Les rendements des extraits

Apres D’extraction des feuilles de I’ Atriplex halimus de deux régions (El Oued et Tlemcen)
par I’hexane, pour les dégraisser, une extraction sous reflux a été réalisée pendant 1 heure
avec un solvant polaire, méthanol/acétone (70/30 : v/v). Les rendements d’extraction sont

représentés dans la figure 8.

20 1%
18 -
16 -
14 -
12 -
10

S N~ O
1

AHI1 . AH2
Extraits

(AH1) : Atriplex halimus E1 Oued, (AH2) : Atriplex halimus de Tlemcen.
Figure 8 : Le rendement des extraits.
D’apres les résultats obtenus, on remarque qu Atriplex halimus d’El oued a un rendement
légeérement supérieur (18,5%) que celui de méme espéce récoltée a Tlemcen (14,8%), mais,
ces valeurs sont plus élevée a celle obtenue par Belhadj-Tahar et al. (2015) (régions

Laghout), qui ont trouvé un rendement de 5,96 %.

Benhamou e al. (2009) (région Bechar) ont obtenu un rendement de 24 % qui est
supérieur par rapport a nos résultats. Cette différence est peut étre due au solvant utilisé et au

type d’extraction.

2. les tests phytochimique

Les résultats des tests phytochimiques réalisés sur les extraits (méthanol/acétone) des 2

plantes sont présentés dans le tableau 1.

Page 30



Resultats et discussion

Tableau 1 : Résultats des tests phytochimiques.

e +++

Mayer

(trouble) (précipité brun)
Alcaloides
m ot
Wagner (tI' oubl C) (tI'OU.blC)

Tanins FeCl; ++ +
Flavonoides Mg++ + +
Coumarines Fluorescence UV - ;
Terpénoide Test de Slakowski - }
Saponine Test de mousse - ;

(+++) : Fortement présent, (++) : Moyennement présent, (+) : Faiblement présent (-) : Test négatif,
(AH1) : Atriplex halimus El Oued, (AH2) : Atriplex halimus de Tlemcen.

D’aprées les résultats obtenus, on remarque la présence des alcaloides, des tanins et des
flavonoides dans Atriplex halimus des deux régions, en intensités variables. Celle de Tlemcen
est plus riche en alcaloides, alors que celle d’El Oued contient plus de tanins. On observe

aussi I’absence des coumarines, des terpénoides et des saponines dans les deux extraits.

Les résultats des testes phytochimiques obtenues par Abdel-Rahman et al. (2011)
confirment nos résultat concernant la présence des alcaloides et les flavonoides, mais
I’absence des tanins et la présence des saponines ne sont pas en accord avec nos résultats.
Ces différence sont peut étre du a la période de récolte et a la méthode et les conditions

d’extraction appliquées.
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3. Les teneurs en polyphénol totaux, flavonoides et tanins
Les résultats obtenus pour les dosages des composés phénoliques, des flavonoides et des
tanins sont exprimés en milligramme équivalent d’acide gallique par gramme de la matiere
végétal seche (mg EAG/g MS), et en milligramme équivalent catéchine par gramme de la
matiere végétal seche (mg EC/g MS), respectivement. Ces résultats sont estimés en référence
aux courbes d’étalonnage représentées dans les figures 9,10 et 11 et sont résumés dans le

tableau 2.

10 - y = 0,00246x - 0,05162
R? = 0,99346

Absorbance a 750 nm
o
D

100 200 300 400 500 600

Concentrations mg/mL

(AHL) : Atriplex halimus El Oued, (AH2) : Atriplex halimus de Tlemcen.

Figure 9 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols.

2 -
1,8 A y =0,003x + 0,02
1,6 - R?=0,993

Absorbance 2 510 nm

O T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600
Concentrations mg/mL

(AHL) : Atriplex halimus El Oued, (AH2) : Atriplex halimus de Tlemcen.

Figure 10 : Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides.
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0,14 -
y = 0,00024x + 0,00308
0,12 - R*=0,99686

0,1
0,08
0,06

0,04

Absorbance a 500 nm

0,02

0 T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600
Concentrations mg/mL

(AHL) : Atriplex halimus El Oued, (AH2) : Atriplex halimus de Tlemcen.

Figure 11 : Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des tanins.

Tableau 2 : les teneurs en polyphénol totaux, flavonoides et tanins des extraits.

Polyphénols totaux (mg EAG/g MS) 10,25+ 1,17 8,20 + 0,84
Flavonoides totaux (mg EC/g MS) 1,82 +0,17 3,09+0,13
Tanins condensés (mg EC/g MS) 9,23 £1,09 1,71 £0,34

AH1 : Atriplex halimus d’El Oued, AH2 : Atrilex halimus de Tlemcen

Les résultats indiquent que /’Atriplex halimus de la région d’El Oued posséde une teneur
supérieure en polyphénol totaux (10,25 = 1,17 mg EAG/g MS) et nettement supérieure en
tanin (9,23 £1,09 mg EC/g MS) par rapport a celui de Tlemcen avec des teneurs (8,20 = 0,84
mg EAG/g MS) et (1,71 £ 0,34 mg EC/g MS) respectivement. La teneur en flavonoides de
I’Atriplex halimus de Tlemcen (3,09 £+ 0,13 mg EC/g MS) est 1égérement supérieure a celle
d’El Oued (1,82 + 1,09 mg EC/g MS).

Nos résultats en composés phénoliques est comparable a celle trouvé dans I’extrait
méthanolique (10,12 + 2,24 mg EAG/g MS) de Benhamou et al, (2009). Cependant, nos
résultats en composés phénoliques, flavonoides et tanins sont loin d’étre comparés avec les

travaux de Belhadj-Tahar et al, (2015). Cette variabilité en teneurs est probablement due a la
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nature et le volume de solvant utilis€, type d’extraction, la période de récolte, la situation

géographique et aux conditions de stockage.

Evaluation de ’activité antioxydant
4.1. La capacité antioxydant totale

La capacité antioxydante des extraits (méthanol/acétone) est exprimée en mg équivalent
acide gallique par gramme de maticre seche (mg EAG/g MS). En utilisant la courbe
d’étalonnage de 1’acide gallique comme référence (figure 12).

Les résultats de capacité antioxydante total sont représentés dans la figure 13.

y =0,004x + 0,032

Absorbance a 695 nm

0 0 T T T T T 1

0 50 100 150 200 250 300
Concentrations pg/ml

(AHL) : Atriplex halimus El Oued, (AH2) : Atriplex halimus de Tlemcen.

Figure 12 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour la détermination de la capacité
antioxydant totale.
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mg EAG/g MS
O B N W b U1 O N 0O O

AH1 AH2

Extraits

(AHL) : Atriplex halimus El Oued, (AH2) : Atriplex halimus de Tlemcen.
Figure 13: Capacité antioxydante totale des extraits.

Les résultats montrent que 1’Atriplex halimus d’El Oued (AH1) posséde une capacité
antioxydante totale 1égérement faible par rapport aux celle de Tlemcen (AH2), avec des
valeurs 5,77 + 0,25 mg EAG/g MS et 7,69 + 0,21mg EAG/g MS respectivement.

Cependant, nos résultats obtenus sont nettement supérieur a ceux obtenus dans les fractions
d’acétate d’éthyle (0,241 mg AA/g MS), butanolique (0,112 mg AA/g MS) et
dichlorométhane (0,110mg AA/g MS) de Belhadj-Tahar ez al. (2015).

4.2. Le piégeage du radical DPPH

Le piégeage du radical libre est déterminé par la diminution de 1’absorbance de DPPH a
515 nm réduit par I’extrait de la plante, a I’obscurité¢ pendant 30 min. Les résultats obtenus
sont exprimés en pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des

concentrations des extraits (figure 14) et d’antioxydante de synthése (BHA) (figurel5).
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(AHL) : Atriplex halimus El Oued, (AH2) : Atriplex halimus de Tlemcen.

Figure 14: Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction de différentes
concentrations des extraits
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(AHL) : Atriplex halimus El Oued, (AH2) : Atriplex halimus de Tlemcen.

Figure 15 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction de différentes
concentrations de BHA.

A une concentration de 200 pug/mL, ’extrait d’Atriplex halimus d’El Oued possede une
faible capacité de piéger le radical libre DPPH, avec un pourcentage qui ne dépasse pas 19%.
A la méme concentration, ’extrait de Tlemcen révéle une capacité de 50% de piégeage. Le

BHA présent la meilleure capacité de piéger le radical libre DPPH par rapport aux extraits des
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feuilles d’Atriplex halimus, avec une faible concentration de 6,25 ug/mL a produits un

pourcentage d’inhibition 78,28%.

Le piégeage du radical libre des extraits est exprimé par la détermination des Clsy a partir
des équations de régressions linéaires représentées dans les figures 14 et 15. Clsp est la
concentration d’un extrait nécessaire pour réduire 50% du radical DPPH. Les valeurs sont

représentées dans le tableau 3.

Tableau 3 : Les valeurs de Cls, des extraits.

‘ Clso (ng/mL) 520,64 193,47 £ 1,79 3,54 £ 0,21 ‘
AH1 : Atriplex halimus d’El Oued, AH2 : Atriplex halimus de Tlemcen, BHA : butylhydroxyanisol

D’apres les valeurs de Clsy, I’extrait de 1’Atriplex halimus de Tlemcen présent une Clsg
(193,47 £ 1,79 pg/mL) inférieur par rapport aux celui de Tlemcen (520,64 pg/mL), donc une
meilleure activité, mais, il reste faible par apport au BHA (3,54 + 0,21 pg/mL), molécule de

référence.

Cependant, nos résultats obtenus sont meilleurs de ceux de Benhamou et al. (2009) qui
ont montré que les fractions acétate d’éthyle et butanolique possédent des capacités faibles a
piégé le radical libre DPPH, avec des valeurs de Clsp 2,04 mg/mL et 1,73 mg/mL

respectivement, ensuite vient I’extrait méthanolique (Clso = 31,83 mg/mL).

Les résultats de Belhadj-Tahar et al. (2015) montrent que la concentration la plus faible
est signalée par la fraction dichlorométhane avec une Clsyp 94 pg/mL, ensuite la fraction
acétate d’éthyle Clsp 230 pg/mL et finalement la fraction butanolique Clsy 405 pg/mL. Ces

résultats sont plus au moins comparables avec les notres.

4.3. le pouvoir réducteur de fer

Ce pouvoir est traduit par la réduction de Fe’™ en Fe?", en présence d’antioxydants dans
I’échantillon testé. Le fer réduit est suivie par la mesure de I’absorbance en 700 nm. Les
dilutions des extraits est de 1 a 5 mg/mL, 1’antioxydant de synthése (BHA) est de 0 a 500
pg/mL.
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(AHL) : Atriplex halimus El Oued, (AH2) : Atriplex halimus de Tlemcen.
Figure 16: Le pouvoir réducteur de fer des extraits.
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(AHL) : Atriplex halimus El Oued, (AH2) : Atriplex halimus de Tlemcen.

Figure 17: Le pouvoir réducteur de fer de BHA.

D’apres les figures 16 et 17, A une concentration de 5 mg/mL les DO des extraits varient
entre 0,14 et 0,21. L’antioxydante de synthése BHA, a une concentration de 500 ng/mL révele

un pouvoir réducteur de fer importante (DO = 2,43).
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Le pouvoir réducteur de fer des extraits est exprimé par la détermination de la
concentration efficace (CEsgp) qui correspond a une absorbance égale 0,5. Les valeurs sont

représentées dans le tableau 4.

Tableau 4 : Les valeurs de CEsq des extraits.

CEs) (mg/mL) >5 >5 0,094
AH1 : Atriplex halimus d’El Oued, AH2 : Atriplex halimus de Tlemcen BHA : butylhydroxyanisole

D’apres les résultats obtenus, le CEsyp de BHA est 0.094 mg/mL. La valeur de CEsg
d’Atriplex halimus des deux régions (El Oued et Tlemcen) est supérieure de 5 mg/mL, qui se

traduisent par une faible capacité réductrice.

Ces résultats sont inferieures de celle Benhamou et al. (2009), qui sont trouvés que la
fraction acétate d’éthyle posséde la meilleure capacité réductrice avec une valeur d’CEsg
1,5mg/mL, suivie par la fraction butanoique (CEso = 1,76 mg/mL), et 1’extrait méthanolique

(CEsp =4,55 mg/mL).

5. Activité antibactérienne

5.1. Méthode de diffusion sur disque
L’étude de I’activité antibactérienne sur douze souches de référence a été réalisée par la
méthode de diffusion des disques sur milieu solide (Mueller Hinton), c’est une méthode
qualitative basée sur la mesure de diametre de la zone d’inhibition imprégné d’extrait de
plante. On utilise la gentamicine comme molécule de référence. Les résultats des diametres

des zones vis-a-vis les bactéries représentés dans le tableau 5.
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Tableau 5: Diamétres des zones d’inhibition (en mm) des extraits.

Extrait
AH1 AH2 Gent
Bactéries
Escherichia coli 6 6 27
ATCC 8739
Pseudomonas aeruginosa 6 6 12
ATCC 27853
Citrobacter freundii ATCC 6 6 18
Bactéries 8090
Proteus mirablis ATCC 25
gram 6 6
35659
llégatif Salmonella typhimirium . 6 27
ATCC 13311
Klebsiella pneumonia 6 6 19
ATCC 700603
Enterobacter cloacae 71
9 6
ATCC 13047
Staphylococcus aureus 9 6 32
ATCC 6538
Bacillus cereus ATCC 20
6 6
Bactéries 25921
Enterococcus faecalis
gram 6 6 21
ATCC 49452
pOSitif Listeria monocytogenes 7 6 22
ATCC 15313
Bacillus subtilis ATCC 27
6 6
6633

6 mm : teste négatif ; AHI1 : Atriplex halimus de la région El Oued ; AH2 : Atriplex halimus de la

région Tlemcen ; Gent : Gentamicine.

Les résultats obtenus montrent que 1’extrait d’Atriplex halimus de la région El Oued
présent une faible capacité d’inhibé la croissance des bactéries : Salmonella typhimirium (7
mm), Enterobacter cloacae (9 mm), Staphylococcus aureus (9 mm) et Listeria
monocytogenes (7mm). Cepandant aucun effet n’a été obtenu avec les souches: Escherichia

coli, Pseudomonas aeruginosa, Citrobacter freundii, Proteus mirablis, Klebsiella pneumonia,
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Bacillus cereus, Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis. 1’extrait d’Atripex halimus de la
région Tlemcen ne posséde aucune activité contre tous les souches (6 mm).

Peu de travaux sur I’activité antimicrobienne sur extrait de la plante Atriplex halims.
Abdel-Rahman ef al. (2011) montrent que 1’extrait méthanolique contre les bactéries
Listeria monocytogenes et Bacillus cereus posséde une activité antibacterienne, ces résultats
sont en contradiction avec nos résultats, a 1’exception les résultats obtenus sur Escherichia

coli.

5.2. Détermination de concentration minimale inhibitrice (CMI)
La CMI est la plus faible concentration de 1’extrait qu’est capable d’inhiber la croissance
bactérienne. La CMI de D'extrait d’Atriplex halimus de la région El Oued vis-a-vis les
bactéries est déterminé par la méthode de microdilution en milieu liquide en utilisant des

microplaques a 96 puits. Les valeurs de CMI sont représentées dans le tableau 6.

Tableau 6: Les valeurs de CMI de |’extrait.

Salmonella typhimirium ATCC 13311 5 mg/mL
Enterobacter cloacae ATCC 13047 10 mg/mL
Staphylococcus aureus ATCC 6538 2,5 mg/mL

Listeria monocytogenes ATCC 15313 2,5 mg/mL

AHI1 : Atriplex halimus de la région El Oued.

D’apres les résultats obtenus, a une concentration de Smg/mL I’extrait d’Atriplex halimus
d’El Oued inhibe la croissance de Salmonella typhimirium, il inhibe aussi Enterobacter
cloacae a une concentration de 10 mg/mL et Staphylococcusaureus et Listeria monocytogen

aune concentration de 2,5 mg/mL.
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Conclusion générale et perspective

L’Algérie par sa position géographique recouvre une biodiversité exceptionnelle occupée
par une importante richesse des plantes aromatiques et médicinales « PAM ». Nombreux
PAM sont utilisées dans les remedes traditionnels et qui ne sont pas évaluées
scientifiquement. L’objectif de ce travail est d’étudier la différence entre deux plantes de

méme espece de deux régions différentes (Tlemcen et E1 Oued).

L’extraction sous reflux des feuilles d 'Atriplex halimus de deux régions a montré de bons
rendements, avec une supériorité pour I’extrait d’El Oued.

Les tests phytochimiques ont mis en évidence la présence des alcaloides, des tanins et des
flavonoides. Cependant les coumarines, les terpénoides et les saponines sont absents dans les

deux plantes.

L’analyse quantitative des dosages des polyphénols totaux, flavonoides et tanins des
extraits montre que ’extrait d’El Oued posséde une teneur élevé en polyphénol totaux
(10,25 £ 1,17 mg EAG/g MS) et en tanins (9,23 = 1,09 mg EC/g MS) par rapport aux celui de
Tlemcen (8,20 + 0,84 mg EAG/g MS et 1,71 £0,34 mg EC/g MS, respectivement) , les
flavonoides sont présents en quantité élevée dans 1’ Atriplex halimus de Tlemcen (3,09 + 0,13
mg EC/g MS) par rapport a celui de Tlemcen (1,82 + 0,17 mg EC/g MS). Ces rédulats sont

en accord avec les testes phytochimiques.

L’activité antioxydante d’extrait d’Atriplex halimus des deux régions a été évaluée par trois
méthodes : la capacité antioxydante totale, le piégeage de radical libre DPPH et le pouvoir
réducteur du fer.

Pour la capacité antioxydante totale de 1’extrait de la région de Tlemcen révele une capacité
plus ¢élevé (7,69 £ 0,21mg EAG/g MS) par rapport a celle d’El Oued (5,77 £ 0,25mg EAG/ g
MS).

Les résultats de Ila méthode de piégeage de radical libre DPPH montrent
qu’Atriplex halimus de la région Tlemcen présente 1’activité la plus élevée avec une Clsg

=193,47 + 1,79 mg/mL, par apport a celui d’El Oued (520,64 mg/mL).

Les résultats de 1’activité antioxydante par la méthode de pouvoir réducteur du fer montrent

une faible capacité réductrice pour les deux extraits.

L’activité antibactérienne de 1’extrait des deux régions a été évaluée par la méthode de
diffusion sur disque et par la détermination de la concentration minimale inhibitrice. Les

résultats de la méthode de diffusion sur disque montrent que 1’Atriplex halimus de la région
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Tlemcen ne posséde aucune activité vis-a-vis les souches testées, par contre I’ Atriplex halimus
d’EL Oued possede une activité contre les souches Salmonella typhimirium ATCC 13311,
Enterobacter cloacae ATCC 13047, Staphylococcus aureus ATCC 6538 et Listeria
monocytogenes ATCC 15313 avec une valeur de CMI Smg/mL, 10 mg/mL et 2,5 mg/mL
respectivement.

D’apres les résultats obtenus on conclut que les composés phénoliques sont probablement
responsables a I’activité antioxydante. Ces résultats ne constituent qu’une premiere étape dans
la recherche de substances biologiquement actives.

Afin d’approfondie ce travail de recherche nous proposons les perspective suivante :

- L’utilisation d’autre solvant pour extraire le maximum de molécules actives.

-La purification et [1’identification des molécules responsable de [activité
antibactérienne.

- L’étude de la toxicité d’Atriplex halimus.

- D’¢tudier Atriplex halimus de chaque région pour savoir qu’elle est le plus efficace.
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Résumé
Le but de ce travaille est d’étudier I’activité antioxydante et antibactérienne de deux plantes de méme espéce « Atriplex halimus » de deux régions différentes El

Oued et Tlemcen.

Les feuilles de plantes ont été soumises a une extraction sous reflux dans le méthanol/acétone (70/30 : v/v) pendant une heure prédécédé par une extraction a

I’hexane pour se débarrasser les matiéres grasses.

L’examen phytochimique qualitatif réaliser sur I’extrait des feuilles a montré la présence des alcaloides, des tanins et des flavonoides en intensité variable. Les
coumarines, les terpenoides et les saponines sont absents dans les deux plantes. L’analyse qualitative des polyphénol totaux, des flavonoides et des tanins
condensés des extraits montrent que /’Atriplex halimus de la région El Oued posséde une teneur élevée en polyphénol totaux (10,25 + 1,17 mg EAG/g Ms) et en
tanin (9,23 1,09 mg EC/g MS) par rapport a celui de Tlemcen. Cependant la teneur élevée en flavonoides présentée par I’ Atriplex halimus de la région Tlemcen

(3,09 +£ 0,13 mg EC/g MS).

L’évaluation de I’activité antioxydante des extraits a ¢été réalisée par trois méthodes : capacité antioxydant total, piégeage du radical libre DPPH et pouvoir
réducteur de fer, les résultats obtenus montrent que ’extrait d’Atriplex halimus de Tlemcen révéle une activité intéressante par rapport a celui d’El Oued avec un

Cls)=193,47 % 1,79 pg/mL.

L’¢évaluation de Iactivité antibactérienne montrent que 1’extrait d’El Oued posséde une activité contre Salmonella typhimirium ATCC 13311 Enterobacter
cloacae ATCC 13047, Staphylococcus aureus ATCC 6538 et Listeria monocytogenes ATCC 15313 avec une valeur de CMI Smg/mL, 10 mg/mL et 25 mg/mL

respectivement. Cependant I’ Atriplex halimus de Tlemcen ne révéle aucune activité antibactérienne vis-a-vis les souches testées.

Mots clés : Atriplex halimus, extrait méthanol/acétone, tests phytochimique, dosage quantitative, activité antioxydante, activité antibactérienne.
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Abstract

The purpose of this work is to study is to study the antioxidant and anbacterial activities of two plants of the same species « Atriplex halimus » from two different
regions El Oued and Tlemcen. he plant leaves were subjected to a one-hour reflux extraction in methanol/acetone (70/30 : v/v) preceded by hexane extraction to
remove fat.

The plant leaves were subjected to a one-hour reflux extraction in methanol/acetone (70/30 : v/v) preceded by hexane extraction to remove fat.

Qualitative phytochemical examination of the leaf extract showed the presence of alkaloids, tannins and flavonoids of varying intensity. Coumarins, terpenoids
and saponins are absent in both plants. Qualitative analysis of total polyphenols, flavonoids and condensed tannins of extracts shows that Atriplex halimus from
the El Oued region has a high content of total polyphenols (10,25 + 1,17 mg EAG/g DW) and tannins (9,23 £1,09 mg EC/g DW) compared to Tlemcen.
However, the high flavonoid content presented by Atriplex halimus from the Tlemcen region (3,09 + 0,13 mg EC/g DW).

The evaluation of the antioxidant activity of the extracts was carried out by three methods: total antioxidant capacity, trapping of the free radical DPPH and iron
reducing power, the results obtained show that the extract of Atriplex halimus from Tlemcen reveals an interesting activity compared to that of El Oued with a

CI 5=193 47+ 1,79 pg/mL.

Evaluation of antibacterial activity showed that El Oued extract has activity against Salmonella typhimirium ATCC 13311 Enterobacter cloacae ATCC 13047,
Staphylococcus aureus ATCC 6538 and Listeria monocytogenes ATCC 15313 with a CMI value of 5Smg/mL, 10 mg/mL and 2,5 mg/mL respectively. However,

Tlemcen's Atriplex halimus does not reveal any antibacterial activity against the strains tested..

Keywords: Atriplex halimus, methanol/acetone extract, phytochemical tests, quantitative assay, antioxidant activity, antibacterial activity.



