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Résumé

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus
parleurs propriétés thérapeutiques.

Cette étude a été menée dans le cadre d’une évaluation de pouvoir antibactérien et
d’une analyse phytochimique de I’extrait eau-acétone des fruits de 1’Arbutus unedo, une
plante médicinale de la famille des Ericaceae et de la pharmacopée traditionnelle de 1’ Algérie.
Cette plante constitue une source intéressante de substances bioactives.

Apres la récolte, les fruits ont été macérés dans un mélange eau-acétone (30/70), La
méthode de diffusion des puits sur gélose a été effectuée pour déterminer 1’activité
antibactérienne in vitro vis-a-vis trois bactéries lactiques : Lactobaccilus, lactococcus et
Streptococcus. Cette activité est estimée en termes de diametre de la zone d'inhibition autour
des puits contenant I’extrait plus ou moins importante selon la sensibilité des bactéries testées

Le rendement de I’extrait eau-acétone s’avére trés important de 1’ordre de 23.36%

L’¢étude phytochimique de 1’extrait de I’A.unedo, montre la présence des flavonoides,
des tanins, des saponines, des alcaloides, des composés réducteurs et des quinones

Les résultats obtenus montrent clairement que les souches bactériennes Lactococcus
et Streptococcus sont sensibles a I’extrait hydroacétonique avec des zones d’inhibition de 08
et 13 mm respectivement a une concentration de 200mg/ml, cependant I’extrait cau-acétone
ne présente aucun effet sur la souche Lactobacillus.

En conclusion. Les fruits d’Arbutus unedo pourraient avoir des implications pratiques
dans l'industrie alimentaire, Cette plante pourrait étre utilisée comme additif alimentaire
naturel pour améliorer la qualité des aliments avec des doses bien définies, du moment

qu’elle n’affecte pas la croissance des bactéries lactiques.

Mots clés : Arbutus unedo ,bactéries lactiques, pouvoir antibactérien, eau-acétone.



Abstract

Medicinal plants are still the reliable source of active ingredients known for their
therapeutic properties.

This study was conducted as part of an antibacterial potency evaluation and
phytochemical analysis of water-acetone extract from the fruits of Arbutus unedo, a medicinal
plant of the Ericaceae family and the traditional pharmacopoeia of Algeria. This plant is an
interesting source of bioactive substances.

After harvest, the fruits were macerated in a water-acetone mixture (30/70), The
method of diffusion of the wells on agar was carried out to determine the antibacterial activity
in vitro vis-a-vis three lactic acid bacteria: Lactobaccilus, lactococcus and Streptococcus. This
activity is estimated in terms of the diameter of the inhibition zone around the wells

containing the more or less important extract according to the sensitivity of the bacteria tested.

The yield of the water-acetone extract is very important in the order of 23.36%.
The phytochemical study of the extract of A. unedo, shows the presence of flavonoids,
tannins, saponins, alkaloids, reducing compounds and quinones.

The results obtained clearly show that the bacterial strains Lactococcus and
Streptococcus are sensitive to the hydroacetone extract with inhibition zones of 08 and 13 mm
respectively at a concentration of 200mg/mL, however the water-acetone extract has no effect

on the Lactobacillus strain.
In conclusion, .Arbutus unedo fruits could have practical implications in the food
industry; this plant could be used as a natural food additive to improve food quality with well-

defined doses, as long as it does not affect the growth of lactic acid bacteria.

Keywords: Arbutus unedo, lactic acid bacteria, antibacterial power, water-acetone.
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% : Pourcentage.
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Introduction générale

Les plantes ont toujours fait partie de la vie quotidienne de ’homme. En effet, le
monde des végétaux est plein de ressources et de vertus d’ou I’homme puise non seulement sa
nourriture mais aussi des substances actives qui procurent un bienfait & son organisme parfois
affecté de troubles insidieux (Baba Aissa, 2000).

La phytothérapie est la connaissance et 1’utilisation des propriétés thérapeutiques des
plantes médicinales (Sionneau, 2006). L’efficacité de la phytothérapie est prouvée« médecine
douce consistant & prévenir, soigner ou soulager divers maux grace aux propriétés médicinales
des plantes naturelles », les plantes sont utilisees surtout par la population rurale a travers le
monde (Pastor, 2006), par manque d’accés aux médicaments prescrits par la médecine
moderne mais aussi parce que ces plantes ont souvent une réelle efficacité et un codt
beaucoup inférieur aux médicaments de synthese (Lhuillier, 2007).

L’utilisation des Plantes Médicinales dans différents domaines (pharmacie,
parfumerie, cosmétique et agroalimentaire) est due principalement a leurs propriétés
thérapeutiques, organoleptiques et odorantes (Bouchekrit, 2018). Ces plantes renferment une
large variété de composés chimiques (huiles essentielles, flavonoides, quinones, vitamines,
saponines, caroténoides, terpenes, polyphénols, alcaloides, etc.) de propriétés physico-
chimiques trés différentes et qui présentent une large variée d’activités biologiques
(antimicrobienne, antioxydante, antivirale, ...) .(El fakir, 2011),

L'Algérie de part sa grande superficie et la variation du climat en partant du nord au
sud et de I’est a I’ouest, la diversité des espéces se trouve confronté a des variations de
différentes natures ce qui entraine une variation méme au sein d’une méme espece des lors
qu’elle occupe des biotopes différents. Parmi les plantes médicinales qui constituent son
couvert végétal, se trouve I’Arbutus unedo communément appelé arbousier. Cette plante est
largement représentée au nord du territoire national et plus particulierement en Kabylie.
L’arbousier ou arbre a fraises, est un arbrisseau sauvage au feuillage persistant. Il est utilisé en
médecine traditionnelle pour ses nombreuses vertus, le fruit a été utilisé dans le traitement des
infections des voies urinaires, il posséde des propriétés antiseptiques, diurétique et
astringentes (Pallauf et al., 2008).

L’objectif de la présente étude est 1’évaluation de I’activité antibactérienne de
1I’Arbutus unedo de la région de Tlemcen par la méthode de diffusion sur gélose vis-a-vis trois

bactéries lactiques : Lactobacillus, Lactococcus et Streptococcus.



Introduction générale

Notre travail est structuré en deux parties :

» Une partie relative a 1’étude bibliographique de la plante, et les bactéries lactiques

> Une deuxiéme partie est d’ordre expérimental, qui repose sur trois volets, le premier
concerne 1’extraction et la préparation de 1’extrait hydroacétonique des fruits de
I’Arbutus unedo. Le second volet est consacrée a une analyse phytochimique.
Finalement une évaluation de I’activité antibactérienne par une analyse qualitative par
la détermination des zones d’inhibitions.

A la fin une conclusion générale qui portera sur une lecture des différents

résultats obtenus et les perspectives de ce travail.
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hese bibliographique




Synthése bibliographique

I. Les plantes médicinales
1.1. Généralités

Selon la Xeme édition de la pharmacopée francaise(2012), les plantes médicinales sont
des drogues végétales au sens de la pharmacopée européenne dont au moins une partie
possede des propriétés médicamenteuses. Ces plantes peuvent aussi avoir des usages
alimentaires ou hygiéniques, elles sont utilisées en médecine traditionnelles (Who, 2002)

Les plantes medicinales sont utilisées pour leurs propriétés particuliéres bénéfiques
pour la santé humaine .En effet, elles sont utilisées de différentes maniéres, décoction,
macération et infusion. Une ou plusieurs de leurs parties peuvent étre utilisées, racine, feuille
et fleur (Dutertre, 2011).

Le développement de la recherche sur les plantes médicinales a été orienté vers
I’obtention de phytomédicaments présentés sous diverses formes galéniques répondant a une
réglementation précise en matiére d’évaluation portant sur 1’efficacité thérapeutique et la
stabilité. Les besoins de I’industrie pharmaceutique en plantes médicinales sont multipliés
(Chemli, 1997).

Les plantes médicinales constituent des ressources précieuses pour une grande
majorité des populations rurales en Afrique, plus de 80% de cette population s’en sert pour
assurer les soins de santé (Jiofack et al., 2010).

Les plantes médicinales contiennent un grand nombre de molécules actives d’intérét
multiple mis a profit dans I’industrie, alimentation, cosmétologie et en dermopharmacie
(tableaul). Les éléments les plus importants sont les alcaloides, les flavonoides, les
vitamines, les tanins, les huiles essentielles, les acides, résines, huiles grasses, saponines et

polysaccharides (Rawani et al., 2011; Rojas et al., 1992).



Synthése bibliograghigue

Tableau 1 : Principales plantes médicinales et leurs usages médicinaux (Iserin, 2001)

Plantes Usages médicinaux
Aloés (Aloevera) Pate ou cataplasme de feuilles contre les entorses et
contusions

Consoude(Symphytumofficinale) | Onguent ou cataplasme de feuilles contre les entorses

et contusions

Meélisse (Melissa officinalis) Infusion contre 1’anxiété, sommeil, difficile,

indigestion, lotion contre 1’herpés

Souci (Alendulaofficinalis) Creme contre les coupures, écorchures, infusion

contre les MYyCOSES

Menthe poivrée (Menthapiperita) | Infusion contre le maux de téte et indigestion, lotion

contre les démangeaisons

Les plantes médicinales sont divisées en deux groupes selon leur origine. En premier
lieu les plantes spontanées dites "sauvages" ou de cueillette, leur répartition dépend du sol
surtout du climat (température, humidité...etc.), puis en second les plantes cultivées
(Chabrier, 2010).

I.2. Phytothérapie

Le mot phytothérapie se compose étymologiquement de deux racines grecques :
"photon™ et "therapeia™ qui signifient respectivement "plante™ et "traitement” (Mansour,
2015). D'apres I'OMS (2000), elle est la somme des connaissances, compétences et pratiques
qui reposent sur les théories, croyances et expériences propres a une culture et qui sont
utilisées pour maintenir les étres humains en bonne santé ainsi que pour prévenir, traiter et
guérir des maladies physiques, mentales ou le déséquilibre social. Elle est reliée a une
expérience pratique et a des observations faites de génération en génération, et transmises de
facon orale ou écrite.
D'aprés Strang (2006), la phytothérapie comporte différentes types:

1.2.1. Aromathérapie
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C'est une thérapie qui utilise les substances aromatiques (essences) secretées par de

plusieurs plantes. Ces huiles sont des produits complexes a utiliser souvent a travers la peau.

1.2.2. Gemmothérapie
Elle se fonde sur I'utilisation d'extrait alcoolique de tissus jeunes de végétaux tels que

les bourgeons et radicelles.

1.2.3. Herboristerie

C'est la thérapie la plus classique et ancienne. L'herboristerie se sert de plante fraiche
ou séchée. Elle utilise la plante entiére ou une partie de celle-ci, écorce, fruits, fleurs. La
préparation repose sur des méthodes simples, le plus souvent a base d'eau : décoction,
infusion, macération. Ces préparations existent aussi sous forme plus moderne de gélule de

poudre de plante seche.

1.2.4. Homéopathie
Elle a recours aux plantes d'une fagon prépondérante, mais non exclusive. Les trois

quarts de principe actif sont d'origine végétale, le reste étant d'origine animale et minérale.

La phytothérapie repose sur l'utilisation de plantes medicinales a des fins thérapeutiques
%+ En médecine classique les fabricants pharmaceutiques extraient le principe actif
des plantes pour en faire des médicaments.
% La médecine moderne est substitutive C'est -a- dire que les médicaments
classiques régularisent les fonctions de I'organisme et le soulagent du besoin de

s'auto guérir (Dévoyer, 2012).

1.3. Mode emploi des plantes médicinales

Les plantes médicinales peuvent étre utilisées sous de nombreuses formes différentes
(Hosttmann, 1997).

1.3.1. Infusion

Une infusion se fait essentiellement avec les fleurs et feuilles des plantes, en versant de

I’eau bouillante sur la plante et en laissant infuser entre 10 et 20 minutes (Nogaret, 2003).

1.3.2. Décoction
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Cette méthode s’applique essentiellement aux parties souterraines de la plante, comme
les racines, et aux écorces, qui liberent difficilement leurs principes actifs lors d’une infusion.
La réglisse, les racines de ginseng, sont fréqguemment utilisées en décoction .La décoction
consiste a extraire les propriétés des plantes en les laissant « infuser » dans de I’ecau portée

ensuite a ébullition (Anne-Sophie Nogaret-Ehrhart, 2003).

I.3.3.Macération

C’est une ancienne méthode utilisée pour la préparation médicinale. C’est un moyen
largement et peu couteux d’obtenir naturel produits a base de matiéres végétales, la
macération est une méthode d’extraction solide-liquide (Hand et al., 2008).La macération
consiste a faire tremper les plantes dans de 1’eau froide pendant plusieurs heures, Les plantes
peuvent également macerer dans I’alcool, dans la glycérine, ou dans un autre solvant.
Un solvant est un liquide qui retient les principes actifs de la plante. Il convient de bien

sélectionner le solvant en fonction de la plante que 1’on utilise. (Nogaret-Ehrhart, 2003).

1.4. Métabolites primaires et secondaires des plantes médicinale

Les constituants chimiques des cellules vivantes peuvent classiquement étre divisés en
deux grands sous-ensembles: métabolites primaires et secondaires. La production
métabolique secondaire est étroitement lié au métabolisme primaire grace a trois voies de
biosynthéses voie de shikimate, la voie de mévalonate et du pyruvate (Verporte et Alferman,
2000).

1.4.1.Métabolites primaires
Sont des composés (glucides, lipides, protéines) distribués de facon universelle dans le

vivant et sont indispensables et a la suivie des organismes producteurs.

1.4.1.1Glucides

Les glucides sont des molécules organiques composée de carbone, d’hydrogene et
d’oxygene, et se définit comme un aldéhyde ou une cétone. Les glucides représentent 1’un des
composants importants des organismes vivants. lls remplissent différentes fonctions aussi
bien dans le monde végétal qu’animal, ou ils remplissent des rdles structuraux et
métaboliques importants. Le glucose est le glucide le plus important. C’est le précurseur pour
la synthé¢se de tous les autres glucides de I’organisme, par exemple : le glycogene (Ousmaal,
2018).
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1.4.1.2 les protéines

Une macromolécule biologique contient au moins 20 acides aminés liée entre eux par des
liaisons peptidiques (chaines polypeptidiques) (Moussard, 2006), peuvent jouer un réle catalytique
(les enzymes), la mobilité comme (la myosine), structurel comme (1’actine), etc (Weinman et Méhul,
2004).

1.4.1.3 les lipides

Les lipides sont des substances organiques caractérises par une propriété physique « la
solubilité », ils ont une solubilité nulle ou faible dans 1’eau, mais par contre élevée dans les
solvants organiques apolaires tels que I’hexane, le chloroforme...

Ce sont des molécules, soit completement apolaires (lipide neutre), soit bi polaires,
avec une téte polaire lié a une chaine fortement apolaire. Ils sont principalement constitués de
carbone, d’hydrogeéne et d’oxygeéne et ont une densité inférieure a la densité¢ de I’eau

(Louisot, 1983).

e Les lipides simples: esters d’acides gras et de divers alcools, composés
exclusivement d’oxygéne, carbone (exemple : glycérides, cérides, stérides ou stéroles)
(Frédéric, 2022).

e Les lipides complexes : sont des lipides qui contiennent de phosphore ou d’azote
exemple : sphingolipides, polycétides, prénols) (Frédéric, 2022).

1.4.2.Métabolites secondaires
Ce sont des structures plus complexes, intervient favorablement dans les relations
qu’entretient 1’organisme producteur avec son environnement, mais ne sont pas indispensable
a la vie (Elix et al., 2012). Chez les végétaux, ces composés regroupent des dizaines de
milliers de molécules différents, il se répartissent en trois groupes principaux : les terpénes,

les composés phénoliques et les alcaloides (Fang et al., 2011).

1.4.2.1. Composés phénoliques
Le terme composé phénoliques ou polyphénols est utilisée indifferemment pour

désigner la présence d’au moins un noyau aromatique portant au moins un groupement

8
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hydroxyle libre, ou engagé dans une autre fonction tels que : éther, ester ou hétéroside
(Hennebelle et al., 2004;Lugasi et al., 2003) , elle constitue le groupe le plus représenté et le
plus largement distribué dans le royaume des végétaux (Lugasi et al., 2003),avec plus de
9000 structures phénoliques connues (Bahorun, 1998). Allant de molécules phénoliques
simples de bas poids moléculaires tels que, les acides phénoliques a des composés hautement

polymérises comme les tannins (Akowuah et al., 2005).

Les stilbé&nes

-
P

Polyphénols

Acide caféique

Acide féruligue

Apigénine
Apigénine 7-
glucoside

h

Flavonoide

Dérivés de I"acide

Acide coumarigue

Naringénine

Acide rosmarinigue Quercetine Catéchine

. . P Eriodictyol
Acide Rutine Epicatéchine
chlorogeénique Hespérétine

Dihydroquercétine

Figure 1 : Classification des polyphénols (Boros et al., 2010).

Les polyphénols sont omniprésents dans le regne végétal. Cependant, ces composes
peuvent appréciablement varier tant qualitativement que quantitativement d’une plante a une

autre plante (Manachet al., 2004).

» Flavonoides
C’est le groupe le plus représentatif des composés phénoliques, ils présentent un
squelette de bases al5 atomes de carbones. Tous les flavonoides environ 300 ont une origine
biosynthétiques communes. lls peuvent étre regroupés en une dizaine de classes selon le degré
d’oxydation (Bruneton, 1999)

Ils jouent plusieurs réles dans la plante, ainsi leur présence dans la cuticule foliaire
assure la protection des tissus contre les effets nocifs du rayonnement UV. lls ont été établis
aussi que les flavonoides contribuent a la résistance de plante a certaines maladies (Harborne
et Williams, 2000).
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Figure 2 : Structure chimique des flavonoides (Bruneton, 1999)

e Acides phénoliques
Ce sont des dérivés hydroxylés soit de I’acide benzoique qui formant la classe des
acides hydroxybenzoiques, soit 1’acide cinnamique qui formant la classe des acides

hydroxycinnamiques, soit tres répandus chez le regne végeétal (Frédéric, 2022).

e Tannins

Ce sont des substances d’origine végétales non azotées, de structure polyphénolique,
solubles dans 1’eau, 1’alcool, 1’acétone, peu soluble dans 1I’éther, astringente et ayant la
propriété commune de tanner la peau en la rendant imputrescible et imperméable en se fixant
sur les protéines (figure 3). Leur poids moléculaire varie de 500 a 3000. Dans les plantes, les
tanins existent a 1’état de complexe, les tannoides; certains combinés a des sucres dénommés
tanosides. Elles sont répandus dans le regne végétal surtout certaines familles. Tous les
organes peuvent en fermer: racine, écorce, feuille, fleur, fruits, cynorrhodons, graines, bois
(Bruneton, 1999; Paris, 1976). Il y a deux types de tanins ; les tanins hydrolysables sont les
tanins galliques et tanins ellagiques (les acides sont 1’acide gallique et I’acide ellagique) et les
tanins condensés sont non hydrolysables.

OH

Figure 3: Structures des tanins : afzéléchol, catéchol et gallocatéchol (Wang et Mazza,
2002)

10
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1.4.2.2. Alcaloides

Les alcaloides sont des molécules organiques hétérocycliques azotées d'origine
naturelle pouvant avoir une activité pharmacologique. Ce nom dérive du mot alcalin ; a
l'origine, le terme a été employe pour décrire n'importe quelle base de Lewis contenant un
hétérocycle azoté. A cause du doublet électronique non liant de I'azote, les alcaloides sont
considérés comme des bases de Lewis. On trouve des alcaloides, en tant que métabolites
secondaires, principalement chez les végétaux, les champignons et quelques groupes animaux
peu nombreux. Habituellement les alcaloides sont des dérivés des acides amines (Bruneton,
1999;Paris, 1976). L’importance de ces molécules réside dans le fait qu’ils possédent de
puissantes activités biologiques méme a faibles doses (Bouchelta et al., 2005). Chez le
végétal les alcaloides existent sous la forme soluble, des sels (citrates, tartrate, benzoates) ou
sous celle d'une combinaison avec les tanins (figure4). La microtiochimie permet de montres
que les alcaloides sont le plus souvent localisés dans les tissus périphériques ; assises externes
des écorces de tige et de racine, tégument des graines (Bruneton, 1999).

HzCO

Figure 4 : Structures des alcaloides : céphéline et émétine (Bruneton, 1999)

1.4.2.3. Terpénes
Métabolites secondaires, majoritairement spécifiques du régne végétal, ils se
retrouvent chez les organismes marins, les champignons et méme les animaux.
Avec un nombre de composés identifiés compris entre 30000 et 40000, les terpenes
représentent la famille la plus largement diversifiée du point de vue structural (Degenhardt et
al., 2009;Kampraniset al., 2007) allant d‘une simple chaine linéaire hydrocarbonees jusqu'a

des agencements complexes de cycles carbonés.

11
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Les terpénes possedent de multiples et différentes activités biologiques, mais ont en
communun grand spectre d’action vis-a-vis des bactéries et des champignons. lIs sont utilisés
par les plantes pour la colonisation des milieux en limitant la croissance d‘autres plantes
pardes mécanismes d‘allélopathie.

L’homme les a depuis toujours indirectement utilisés comme conservateurs et parfums
par I’intermédiaire des épices (Bauer et al., 2008). Ces métabolites sont responsables de la

couleur, de I’odeur des plantes et des fonctions sécologiques importantes.

1.5. Domaines d'application
1.5.1. Cosmétiques

Selon Hamitouch (2007) et Borris (1996), le produit cosmétique, tels que la creme,
aérosols et lotion désodorisante est issue du savoir traditionnel de la phytothérapie avec des
connaissances nouvelles, il est généralement appliqué sur la partie externe du corps. Aussi
Beylier-Maurel (1976) a démontré la grande activité des huiles sur la microflore de la peau,

d’ou son utilisation en cosmétique.

1.5.2. Alimentaires

D’apres lIserin (2001), ’homme est habitué a consommer différentes especes de
plantes, qui est bien souvent appréciée par leurs qualités médicales et nutritives. Certaines
plantes médicinales sont utiles aux soins et & I’alimentation, ce sont les plantes alimentaires
médicinales, comme le céleri (Apiumgraveolens) qui est utilisée comme légume, mais en

phytothérapie, c'est un diurétique, dépuratif et tonique (Hamitouch, 2007).

1.5.3. Médicaux

Les plantes médicinales sont utilisées pour soigner les maladies, aussi bien chez le
médecin que le tradi-praticien. Ces plantes médicaments sont utilisées dans toutes les formes
et situations pathologiques (Hamitouch, 2007). Les antibiotiques, tels que I’ail (Allium
sativum) améliorent la capacité de résistance des poumons. Les diurétiques, comme le mais
(Zeamays) stimulent la production d’urine. Les laxatifs, comme le séné (Cassia senna)
stimulent le transit intestinal (Iserin, 2001).

Grace a leur structure caractérisée par la présence de groupe phénolique et d’autres
fonctions chimiques, les flavonoides sont considérés comme des agents antimicrobiens
(Harborne et Williams, 2000). Ils s’attaquent a un grand nombre de souche bactérienne avec

une intensité différente selon le microorganisme et écosystéme. Ils sont capables d’inhiber la

12
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croissance de Staphylococcus aureus (Babayi et al., 2004), Escherichia coli (Ulanowska et
al., 2006), Enterococcusfeacalis, Enterobactercloaceae, Heliotropiumsinuatum, Proteus
mirabilis.(Okigbo et al., 2005).

I1. Présentation d’Arbutus unedo
11.1. Le genre Arbutus

Le genre Arbutus représente 14 especes disséminées dans les régions tempérées et
fraiches de I'némisphére nord et en Amérique tropicale. Sur le continent européen, nous
distinguons deux especes d'arbousiers : Arbutus unedo L. et Arbutus andrachnoides L. Ce
dernier est cantonné aux régions du pourtour de la mer Egée et en particulier en Gréce et au
sud de I'Albanie. Quant a 1 'Arbutus unedo L., il est réparti sur la méditerranée et I'atlantique
(Dib, 2008).

11.2.Arbutus unedo

L’Arbutus unedo est une espéce trés fréquente en 1’Algérie. Il posséde plusieurs nom
communs comme |’arbousier, ’arbre aux fraises, le fraisier en arbre, I’olonier (Boullard,
2001). Ses appellations arabes sont: Mothrounia, Acireddob, Hennahameur, Lenj, Bou-djbida
gatelabihia (Beloued, 2005).

D'un point de vue écologique, A.unedo est une plante intéressante. En tant qu'espéce
caractéristique des écosystemes méditerranéens, elle contribue a maintenir la biodiversité de
la faune, contribue a stabiliser les sols en évitant I'érosion, a une forte capacité de régénération
apres les incendies et survit assez bien dans les sols pauvres. En outre, il peut supporter des

températures basses et tolérer la sécheresse (Gomes et al ., 2009).

Figure 5 : Arbutus unedo (oliveire, 2010)

13
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11.2.1 Description botanique

Arbutus unedo L. est un arbre a feuilles persistantes, d’une hauteur comprise entre 2 et
10 métres en moyenne (Celikel et al., 2008), qui appartient a la famille Ericaceae, se
développe dans les zones qui conservent une assez bonne fertilité du sol, abonde sous climat
non continental; cette espece est typique d'un stade de dégradation des groupements de I'étage
de végetation du subhumide et du semi-aride supeérieur essentiellement, et est largement
répandu dans la région méditerranéenne et I'Afrique du Nord. Au Maroc, il est connu sous le
nom de «Sasnou »

Le tronc et les branches sont robustes une écorce brun-rougeatre se détachant en
lanieres fibreuses sur les spécimens agés. (figure6)

Les feuilles sont alternées, simples, vertes foncées, en cuir et ont une marge dentelée,
généralement 2-3 fois aussi large que glabre avec un pétiole de 10 mm ou moins (Males et al.,
2013; Gomes, 2011).

Figure 6 : Aspect de I’arbre d 'A. unedo (Tonelli et Gallouin, 2013)

Les fruits sont globulaires, orange-rouge lorsqu'ils sont mdrs, atteignant 2 cm de
diametre, sont récupeérés avec des papilles coniques et mir en automne (Oliveira et al., 2011).

Les fleurs sont rassemblées en grappes rameuses et terminales, hermaphrodites,
actinomorphes (réguliéres) et possedent 10 étamines. Le calice gamosépale posséde 5 lobes
courts. La corolle gamopétale de 5 a 7 mm de longueur forme un petit grelot de couleur
blanchéatre qui devient caduque avant la fanaison de la fleur. Chaque extrémité des 5 pétales
soudés se termine par une courte dent enroulée en dehors. Les fleurs d'A.unedo sont une

source plus importante de nectar et de pollen pour les abeilles (Gomes, 2011).
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Figure 7 : Fleurs d’Arbousier. (http://www.conseiljardin.over-blog.com)

11.2.2 Systématique

Reégne: Plantae

Embranchement: Spermatophytes

Sous-embranchement : Eudicots

Classe: Magnoliopsidées

Sous-classe : Astéridées

Ordre : Ericales

Famille : Ericacées

Genre : Arbutus

Espéce: Arbutus unedo L. (Judd et al., 2002;Guignard, 2001; Quezel et Santa, 1963)

11.2.3.Nomenclature
En arabe: Lendj et Sassnou (Djazairi, 1960).

En francais: Arbousier, I'Arbre aux Fraises (Boullard, 2001)

11.2.4. Composition chimique de la plante

. Fruits

Le fruit représente une grande concentration de glucides, de 42% a 52% (Ayaz et al.,
2000). Des concentrations similaires dans des fruits d'A.unedo sont récoltés dans le nord-ouest
de la Turquie (Sekeret Toplu, 2010).C'est une considérable source de minéraux comme il est
spécialement riche en calcium (Ozcan et Haciseferogullan, 2007). Plusieurs composants

appartenant a différentes groupes phénol a été rapporté chez les fruits d'A.unedo: les acides
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phenoliques, les flavonols, les dérivés de flavan-3-ols et de galloyle, et I'acide gallique (10,7
mg / g, poids sec) était le principal composé phénolique, suivi par l'acide protocatéchuique,
I'acide vanillique et I’acide anisique (Ayaz et al., 2000). Les acides a-linolénique (36,51%),
linoléique (21,50%) et oléique (21,01%) étaient les acides gras insaturés prédominants, et
I'acide palmitique l'acide gras saturé le plus important (8,20%) trouvés dans les fruits mars de
fruits de I'arbousier récoltés dans le territoire du parc naturel de Montesinho (Tras-o0s-Montes,
nord-est du Portugal) (Pimpé&o et al., 2013)

o Feuilles

L'arbutine a été considérée comme étant présente dans des extraits de feuilles
d'A.unedo collectés au Monténégro, ainsi que des dérivés de I'nydroquinone (Pavlovié et al.,
2009).La quercitrine, l'isoquercitrine, et l'acide chlorogénique sont d'autres composés
phénoliques identifiés et quantifiés dans des extraits de feuilles d’A.unedo de Croatie (Male$
et al., 2013).Les auteurs de cette étude ont également signalé que les concentrations de ces
composés ont changé au cours de l'année. Par exemple, des concentrations plus élevées
d'hyperoside et de quecitrine ont été observées en janvier, ainsi que l'acide chlorogénique
était plus abondant en juin, en juillet et en octobre.

Figure 8 :(A) Fleurs et fruits d ’A.unedo (B) Immature, (C) Mature (Tonelli et Gallouin,
2013;Takrouni et Boussaid, 2010)

. Tiges

Des études réalisées sur les tiges d’A. unedo en Algérie ont permis d’identifier a I’aide
d’une analyse structurale par RMN 1H, RMN 13C, IR et spectres de masse, la présence de (+)
- catéchine, (+) — afzelechine et de (4, 4-dihydroxyphényl) -5,7-dihydroxychroman-3-yl 4-
hydroxybenzoate (Dib et al., 2008).
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. Racines

Une étude phytochimique sur les racines d'A.unedo a permis d’identifier deux
principaux composés par spectroscopie RMN: (+) - catéchine et (+) gallate de catéchine
(Miguel et al., 2014).D'autres composes phénoliques ont également été identifiés par GC-MS
tels que l'acide benzoique, l'ester 4- (acétyloxy) -3-méthoxy-, méthylique; I’acide 4-
hydroxyphénylacétique; L'acide caféique; acide gallique; I'acide protocatechique et le phtalate
de bis (2- éthylhexyle)(Dib et al.,2008).

11.2.5. Propriétés biologiques et usages

Les baies d’A.unedo sont consommées par la population comme aliment, ainsi que les
feuilles et les racines sont couramment utilisées pour des applications médicinales pour traiter
les maladies.

Les fruits ont un gout sucré et contiennent une grande variété de molécules avec une
excellente qualité nutritionnelle (Ayaz et al., 2000)

Le fruit de /’A.unedo a été utilisé dans la médecine traditionnelle car il possede des
propriétés antiseptiques, diurétique et astringentes (Pallauf et al., 2008) et dans le traitement
des infections des voies urinaires (Alarcao et al., 2001)

Ses feuilles ont été signalées comme possédant différentes propriétés biologiques telle
que anti inflammatoires, anti hypertension et antidiabétiques (Palvic et al., 2011;Ruiz-
Rodriguez et al., 2011; Haouari et al., 2007;Ziyyat et al., 1997).

Les racines et I’écorce, sont utilisées en médecine traditionnelle, particuliérement dans
le traitement des troubles gastro-intestinaux ; mais aussi dans les problémes dermatologiques,
urologiques (Leonti et al., 2009; Novais et al., 2004 ).

Les especes d’Arbutus unedo ont des effets antiseptiques, diurétiques et laxatifs sont
utilisés pour traiter I’hypertension artérielle (Pallauf et al., 2008)

Plusieurs espece d'Arbutus ont été étudiées pour leurs propriétés biologiques,
notamment  les  activités  antitumorales,  antimicrobiennes, hypoglycémiques,
hypocholestérolémiques,  anti-inflammatoires,  anti-diarrhéiques,  antioxydantes et
antidiabétiques (Ben salem et al., 2018 ; Moualek et al., 2016 ; Mendes et al., 2011 ;
Fortalezas et al., 2010; Pallauf et al., 2008 )
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2.5.1 Activité antioxydante
Des extraits de fruits d'A. unedo ont démontrés une activité antioxydante intéressante
in vitro. Plusieurs facteurs, dont l'origine géographique, le processus d'extraction, la
maturation des fruits et la transformation ont influencé cette activité (Tenuta et al., 2018).
Durant la période de maturation, le fruit mature présente la plus haute activité antioxydante
mesurée par différente méthodes (piégeage du radical libre DPPH, blanchiment du B-caroténe,

réduction du fer et le piégeage de ’anion super-oxyde) (Isbilir et al., 2012).

2.5.2 Activité antimicrobienne

Dans la littérature, il n’y a que peu d’études sur 1’activité antimicrobienne du fruit d’A.
unedo. (Bensalem et al.,2018) ont décrit la méthode de diffusion sur disque de l'activité
antimicrobienne de [l'extrait éthanolique de fruits. Ils ont représentent une activité
antimicrobienne intense contre Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis et Pseudomonas
aeruginosa, une activitt modérée contre Salmonella typhimurium, Escherichia coli,
Enterococcus feacium et Candida albicans, et une faible activité contre la souche de

Streptococcus.

11.2.6. Répartition géographique

Arbutus unedo est I’espéce le plus commune de la région méditerranéenne. Ce petit
arbuste est principalement limité a la région méditerranéenne et macaronésienne, avec des
sites atlantiques en France et en Irlande (Ruiz-Rodriguez et al., 2011). On le retrouve en
Europe occidentale, centrale et méridionale, en Afrique du Nord-Est aux fles Canaries et en
Asie occidentale (figure 9). Sa progression dans la zone tempérée d'Europe se situe du nord
de la péninsule ibérique, le long de la cote ouest, a la limite la plus septentrionale au nord-
ouest de I'lle d'Irlande (Torres et al., 2002). Bien qu'elle pousse dans plusieurs régions du
globe, elle est beaucoup plus fréquente dans les régions a climat non continental, a
I'exception de certaines populations isolées situées dans des zones refuges
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Figure 9 : Répartition géographique mondiale d’Arbutus unedo L. (Kirkaldyella,2000)

11.2.7. Toxicité

La toxicité est modérée, a faible dose. L’arbousier est stupéfiant et narcotique. Toutes
les parties sont dangereuses surtout les feuilles. Ces plantes contiennent une toxine,
I'andromédo toxine (diterpén et etracyclique), responsable de vomissements et de baisse de
tension et pouvant entrainer la mort si elle est absorbée en doses importantes. La
consommation en grande quantité des baies provoque des coliques et des effets proches de
I'ébriété (Balkadi, 2018).
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I11. Les bactéries lactiques
I11.1. Généralités

Les bactéries lactiques sont représentent un groupe hétérogéne de microorganismes
produisant un produit principal du métabolisme c¢’est I’acide lactique. Elles colonisent des
produits alimentaires comme les végétaux, les produits laitiers, la viande. (Stiles et al., 1997),
ce qui conduit a la reconnaissance de leur statut GRAS (Generally Recognized As Safe)
(klaenhammer et al., 2005).

Les bactéries lactiques regroupent des genres bactéries différents :Lactobacillu,
Bifidobacterium, Enterococcus, Weissella, Leuconostoc et Oenococcus

Elles sont utilisées en tant que starter dans les produits alimentaires fermentés et elles
permettent de développer certaines caractéristiques organoleptiques (Hugenholtz et al.,
1999 ;Abee, 1995).

Les bactéries lactiqgues représentent un groupe de bactéries qui sont
fonctionnellement liés leur capacité de produire I’acide lactique (Klaenhammer et al., 2002).
Elles sont immobiles et ne sporulent pas et ont également un métabolisme aérobie facultatif
et ne produisent pas de catalase. Les bactéries lactiques ont la capacité de fermenter les
sucres en acides lactique (Labioui et al., 2005). Certaines sont homo-fermentaires sont
capable de produisent de 1’acide lactique alors les autres hétéro-fermentaires sont produisent
I’acide lactique en méme temps que d’autres composés (acétate et éthanol) (Klaenhammer et
al., 2002).

Les bactéries lactiques sont ubiquistes et on les trouves dans différents niches
écologiques comme le lait, la viande, les végétaux, les poissons (Jasna et al., 2012).

Toutes les bactéries lactiques ont des métabolismes fermentaires et sont dépourvues
de chaine respiratoire ayant comme accepteur terminal 1’O,. Néanmoins, beaucoup sont
capables de se servir de 1’0, (ou de son dérivé 1’H,0;) pour réoxyder le NADH (Condon,
1987).

I11.2. Origine des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques ont été isolées des plusieurs types de produits alimentaires
(aliments, boissons), la majeure partie de ces produits est obtenue aprés fermentation de
ceéréales ou de racines alimentaires, principalement le manioc. Les produits amylacés ouest —
africains obtenus aprés fermentation de la matiere premiére, laquelle est généralement réalisee
par des bactéries lactiques, peuvent divisés en deux groupes : les produits non-alcoolisés et les

boissons alcoolisées, la plupart de ces produits sont obtenus aprés une fermentation spontanée
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ou inoculation de la matiére premiere avec une partie d’une précédente fermentation (Toka et
al.,2008 ; Amoa-Awua et al.,1996).

111.4. Taxonomie
Les bactéries lactiques appartiennent au phylum des firmicutes et a cing des six

familles de 1’ordre des Lactobacillales (exceptionnellement la famille 11) (figure 10)
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; "Enterococcaceae”
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D "Carnobacteriaceae”™ 2
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Lactobacillales
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Genus N Pediococous™
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Figure 10 : Taxonomie des bactéries lactiques (Ludwig et al., 2009), basée sur la
Comparaison des séquences d’ADN 16rDNA

Les bactéries du genre Streptococcus ont un Gram positif, catalase négative, anaérobie
ont la forme sphérique ou ovoide, moins de 2 um de diametre et un faible contenu en G+C.
Les streptocoques ne sont pas mobiles et ne forment pas de spores .la températures de
croissance d’environ 37C°. Beaucoup d’entre elles sont commensales de I’homme et les

animaux, et certaines sont hautement pathogenes (Whiley et Hardie, 2009).
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. Lactococcus
Le genre Lactococcus comprend sept especes (Batt, 2000). Les lactoquoques sont des

coques a gram positif, formant de chaines courtes .elles sont meésophiles, capables de

fermenter les hexoses par voie homofermentaire, produisant uniquement 1’acide lactique

(Kim, 2014 ; Wright, 2012).

Figure 11 : Lactococcus lactissubsp. lactis sous forme de cellules ovoides par paire et en
chainette selon la souche (Teuber et Geis, 2006).

. Lactobaccillus

Les lactobacilles sont des bactéries a Gram positif, micro aérophile se trouvant dans
une grande diversité environnementale, y compris les environnements laitiers riches en
éléments nutritifs .le genre Lactobacillus appartient au phylum firmicutes, la classe des

bacilli, et I’ordre des lactobacillales (Barrangou et al., 2012).(figurel2)
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Figure 12 : Contraste de phase (A-E) et d'électrons (F) des micrographies montrant la
différence de morphologie des cellules de Lactobacilles (De Vos et al., 2009).

. Vagococcus
Ce genre a €té récemment décrit et ses espéces sont souvent confondues avec celles du
genre Lactococcus. En plus, ce genre ne differe du genre Lactococcus que par la mobilité de

ses especes et leurs profil en acide gras (Axelsson et al., 2004 ;Collins et al.,1989).

e Aerococcus, Pediococcus et Tetragenococcus

Les Pediococcus sont des coques homo fermentaires, regroupés en tétrades, ils sont
mésophiles et le plus souvent incapables d’utiliser le lactose, ne produisent pas de CO2 a
partir du glucose et ne réduisent pas les nitrates (Holzapfel et al., 2006;Pilet et al .,1998).
Cependant, certaines especes comme P. halophilus se distingue des autres espéces du genre
Pediococcus par son aptitude a croitre en présence de 18% NaCl. Des études basées sur le
séquencage de ’ARN 16S ont permis de séparer cette espeéce halophile du genre Pediococcus
et de créer le genre Tétragénococcus( Stiles et Holzapfel, 1997).
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Weissella
Le genre Weissella a été décrit pour la premiere fois par (Collins et al., 1993). Un
polymorphisme cellulaire allant de la forme sphérique a la forme lenticulaire est observé chez

les especes de ce genre (Stiles et Holzapfel, 1997).

. Bifidobacterium

Les bactéries du genre Bifidobacterium sont des bacilles ayant un fort pourcentage en
GC% et une paroi a coloration de Gram positive. De plus, elles ne forment pas de spores, ne
posseédent pas la catalase, sont immobiles et anaérobies (Ishibashi et al., 2009). Ce genre
appartient a la division des Actinobacteria. Le genre Bifidobacterium est un composant
important du microbiote colique humain ou il compte pour 3 a 7 % chez ’adulte et jusqu’a

91% chez le nourrisson (Cheikh Youcef et al., 2009).

111.6. Role des bactéries lactiques
Les bactéries lactiques jouent un role important que ce soit dans I’industrie alimentaire

ou dans le domaine thérapeutique.

I11.6.1. Dans I’industrie alimentaire

Les bactéries lactiques sont impliquées dans la fermentation et la bioconservation de
différents aliments. Ainsi, les souches de Lactobacillus bulgaricus, Sterptococcus
thermophilus sont utilisées pour la production du yaourt, des fromages et des laits fermentés
(Yateem et al., 2008). Le vin, les poissons, les viandes, le pain au levain entre autres sont
aussi des produits de fermentation par des bactéries lactiques (Badis et al.,2005). L utilisation
de ces dernieres a pour but I’amélioration des caractéristiques organoleptiques des produits
fermentés et I’augmentation de leur durée de conservation sans ’utilisation de conservateurs
chimiques grace aux substances antimicrobiennes qu’elles secrétent (Dortu et Thonart,
2009). Les souches utilisées en industrie alimentaire doivent répondre a certains critéres :
absence de pathogénicité ou activité toxique, capacité d’améliorer les caractéristiques
organoleptiques, capacité de dominance, facilité de culture et de conservation, et maintenance

des propriétés désirables durant le stockage (Marth et Steele, 2001).
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111.6.2. Dans le domaine thérapeutique
Etant des probiotiques, les bactéries lactiques apportent des bénéfices a I’hdte en
conférant une balance de la microflore intestinale, et en jouant également un role important
dans la maturation du systeme immunitaire (Yateem et al., 2008). Différentes études ont
démontré le role préventif aussi bien que curatif de ces bactéries sur plusieurs types de
diarrhées (MKkrtchyan et al., 2010). D’autres ont cité leur capacité de diminuer les allergies
liées aux aliments grace a leur activité protéolytique (EI -Ghaish et al.,2011).
Uehara et al.(2006) ont représentés la capacité des souches de Lactobacillus crispatus,
utilisees sous forme de suppositoires pour empécher la colonisation du vagin par les bactéries
pathogenes et de prévenir ainsi les rechutes chez les femmes qui souffrent d’inflammations

fréquentes et répétees de la vessie.
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1. Objectif
L’objectif de notre étude est 1’évaluation du pouvoir antibactérien in vitro de 1’extrait
eau-acétone des fruits d'Arbutus unedo récoltés dans la région de Tlemcen vis-a-vis de trois
bactéries lactiques : Lactococcus, Lactobacillus et Streptococcus
Notre étude expérimentale a été réalisée au sein de laboratoire Antibiotique
Antifongique : Physico-chimie, Synthése et Activité Biologique de la faculté des sciences de
la nature et de vie de I'université d’Abou- Bekr-Belkaid Tlemcen durant le mois de Février et

Mars 2023. Elle comporte trois parties :

» Partie 01: Préparation de I’extrait eau-acétone.
» Partie 02: Analyse phytochimique
» Partie 03: Evaluation de I’activité antibactérienne de 1’extrait obtenu par la

méthode de diffusion sur gélose

2. Matériel végétal
Le matériel végétal utilisé est constitué des fruits d "Arbutus unedo récoltés au début du
mois de Février 2023, dans la région de Nedroma wilaya de Tlemcen. (figurel3)

Figure 13 : Fruits de I’Arbutus unedo

3. Matériel biologique
L’activité antibactérienne de 1’extrait étudié a été testée sur trois souches lactiques

(Lactococcus, Lactobacillus et Streptococcus) isolées d’un fromage traditionnel.
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4. Appareillages
Le tableau suivant récapitule les différents appareillages et consommables utilisés dans
notre étude. (tableau?2)

Tableau 2 : Différents appareillages et consommables utilisés

Verrerie Béchers, entonnoir fioles, tubes a essai,

Autres matériels Boites de Pétri, micropropipettes, papier filtre stérile, anse a
platine, écouvillons, disques en papier stériles, bec benzéne,
micropipette réglable, pipette Pasteur

Appareillage Balance de précision, agitateur magnétique, vortex, rota
vapeur, etuve, autoclave et plague chauffante.

Milieux de culture utilisés MRS, M17, BHIB

Solvants Eau distillée, acétone

5. Préparation des extraits d’Arbutus unedo
5.1. Préparation de I’extrait eau-acétone
L’extraction se fait selon la méthode décrite par Hajaji et al. (2017)
¢ 10g des fruits sont découpés en trés petits morceaux et mélangés avec 200ml du meélange
eau-acétone (30/70) (extraction par macération), a température ambiante pendant 24h avec
une répétition. (figurelbs).
e Filtration de la solution
e Evaporation du filtrat & I’aide d'un rotavapor
e Séchage a I’étuve a 40°C pendant 24 h.
e Récupération du produit.

e Conserver dans des flacons sombres & + 4 ° C jusqu'a utilisation
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Matériel végétal : 10g

L Macération 24 H

Filtration

Filtrat

Evaporation a 40°C J

Séchage

~ Analyses phytochimiges | Activité antibactérienne

Figure 14 : Protocole expérimental
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Figure 15 : Les étapes de la préparation de 1’extrait hydroacétonique.

5.2. Calculs des rendements en extraits
Le rendement en extrait brut est défini comme étant le rapport entre la masse de

I’extrait brut sec et la masse du matériel végétal broy¢ a traiter.

R (%) = (M* / M) x 100

R : rendement en extrait brut sec exprimé en %.
M* : masse en grammes de I’extrait brut sec.

M : masse en grammes du matériel végétal broyé.

5.3. Préparation des solutions de I’extrait
Les extraits ont été dissouts dans I’eau distillée pour obtenir une solution mere de 200
mg/ml. Des dilutions¥z ont été effectuées pour obtenir des différentes concentrations (200mg
/ml, 100mg /ml, 50mg /ml, 25mg /ml et 12.5mg /ml. lls représentent les solutions de travail a

base de composés bioactifs d’Arbutus unedo (Figure 16)
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L .‘&

Figure 16 : Préparation dissolutions de I’extrait

Tests phytochimiques qualitatives
L’étude phytochimique qualitative permet de déterminer les différentes familles
chimiques présentes dans la partie aérienne de la plante étudiée (Himour et al., 2016).
6.1. Les composés terpéniques
e Terpénoides
Test de Slakowski: Dans un tube a essai, introduire 1 ml de I’extrait a analyser, ajouter
0,4 ml 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
Test de Librman-Burchard: dans un tube a essai, introduire 1 ml d’extrait a analyser et
ajouter 0,1 ml d’anhydre acétique et 0,1 ml d’acide sulfurique. Le mélange est incubé pendant

15 min. L’apparition d’une couleur mauve ou violette indique la présence des terpénoides.

e Saponosides
5 ml de la solution a tester sont bien mélangés avec 10 ml d’eau distillée pendant 2
mn. La formation d’une mousse persistante apres 15 mn confirme la présence des saponosides

(Karumi et al., 2004).

6.2.Les alcaloides

v Dans deux tubes a essai, introduite 0,5 ml de I’extrait a analyser.

v Ajouter quelques gouttes de HCI (1%) (pour acidifier le milieu) dans chaque tube.

v' Ajouter 0,5 ml de réactif de Mayer dans le premier tube et 0,5mL de réactif de Wagner
dans le deuxieme tube.

v’ La présence des alcaloides est indiquée par ’apparition d’un précipité blanc ou brun,

respectivement.
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6.3.Les composes phenoliques
e Tanins
A 2 ml de la solution a tester ajouter 2 & 3 gouttes de solution de FeClza 2%. Un test
positif est révélé par 1’apparition d’une coloration bleue-noire, vert et un précipité (laisser

reposer quelques minutes) (Karumi et al., 2004).

e Flavonoides
Traiter 5 ml de chaque extrait avec quelques gouttes de HCI concentré. Ajouter une
quantité de tournures de magnésium (Laisser agir). La présence des flavonoides est confirmée

par 1’apparition d’une couleur rouge ou orange (Karumi et al., 2004).

e Anthraquinones
Bouillir 1 g de la plante pendant quelques minutes en présence de 10 ml de KOH 0,5 N
et Iml d’H,0; a 5%. Refroidir le mélange, filtrer puis acidifier le filtrat avec I’acide acétique.
Extraire la solution acide obtenue avec 10 ml de benzéne. Agiter I’extrait benzénique en
présence de 5 ml de NH4OH. Une réaction positive est révélée par la formation d’une couleur

rouge au niveau de la couche alcaline (Benmehdi, 2000).

e Identification des quinones libres
1 g de matériel végétal sec est broyé et placé dans un tube avec 15 a 30 ml d’éther de
pétrole. Apres agitation et un repos de 24 h, les extraits sont filtrés et concentrés au
rotavapeur. La présence des quinones libres est confirmée par I’ajout de quelques gouttes de

NaOH a 10%, lorsque la phase aqueuse vire au jaune, rouge ou violet (Dohou, 2004).

6.4. Les composes réducteurs
Ajouter 1 ml de liqueur de Fehling (0,5 ml réactif A et 0,5 ml réactif B) a 1 ml
d’extrait a analyser et incuber 8 min dans un bain marie bouillant. L’apparition d’un précipité

rouge brique indique la présence des composés réducteurs (Edeoga et al., 2005).
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7. Evaluation de P’activité antibactérienne d’extraits étudiés
L’activité antibactérienne de 1’extrait de 1’Arbutus unedo vis-a-vis les bactéries lactiques
est évaluee par la Méthode de diffusion sur gélose (méthode des puits) (Rahal et al., 2005).

Tous les tests ont été répétés trois fois.

7.1. Préparation des milieux de culture
MRS et M17 sont préparés a partir des milieux de cultures déshydratés, on ajoute la
quantité nécessaire de milieu (poudre) dans Erlenmeyer contenant de 1’eau distillée, puis
agiter et déposer le tout sur plaque chauffant. Apreés ils sont coulés et répartis dans des boites
de Pétri stériles. Ces dernieres sont séchées pendant 30 min a une température ambiante avant

leur emploi.

7.2. Préparation des suspensions bactériennes
Les tests antibactériens sont effectués a partir de colonies jeunes de 18 a 24 h en phase
de croissance exponentielle sur des milieux sélectifs MRS (Lactobacillus) et M17 pour les

Lactococcus et Streptococcus (figurel?)

Ensemencement en surface

MRS M17 milieux
J Incubation a 30 °C/ 24 heure Lactococeus
Lactobacillus BF _ s -
E Streprococcus

Figure 17 : Préparation des suspensions bactériennes

7.3. Préparation de I’inoculum

La standardisation de 1’inoculum des microorganismes est une étape importante pour
la reproductibilité des tests. La suspension bactérienne est homogénéisée a I’aide d’un vortex
et sa turbidité est ajustée a 0,5 Mac Ferland, soit une densité optique égale & 0,08 & 0,10 (10°
UFC/ml) a une longueur d’onde de 580
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Ajuster la suspension en ajoutant du milieu si la valeur est supérieure a la limite
minimale ou en ajoutant des colonies si elle est inférieure a la limite maximale (Houekou et
al., 2016;Gachkar et al., 2007).

7.4. Application de la méthode de diffusion des puits

La méthode de diffusion trés utilisée en microbiologie (antibiogramme) repose sur la
diffusion du composé antibactérien en milieu solide. Apres séchage des boites ensemencées et
suivant le protocole décrit par (Hazzit et al., 2009), la gélose(MRS :Lactobaccilus et
M17 :Streptococcus et Lactococcus) est perforée a 1’aide de la partie supérieure d’une pipette
Pasteur de 6 mm de diametre. Les cavités ainsi formées sont remplis de 20uL de I’extrait dans
chaque puits (figure 18).
Différents disques d’antibiotiques standards ont également été utilisés comme contréle positif
(Gentamicine),

Les boites sont incubées dans une étuve a 30 °C pendant 24 heures.

i) -
| — - s
20y) suspension bactérienne
b \V
Cultnwe e é C{ ‘\\
bactene lactique) - -
L L
Gélose MRS ou
2 — Incubation 24h ' M17
4 9 } —
Zove & mbibition /“é < a 130c¢°

Figure 18 : Méthode des disques par diffusion sur gélose

35



Chapitre 02 :

“ Résultats et discussion




Chapitre 02 Résultats et discussion

1. Aspects et rendement
La figure ci-dessous montre 1’aspect de 1’extrait obtenu. L’extrait eau-acétone est

d’une couleur brune et d’un aspect pateux (figure 19).

Figure 19 : Extrait eau-acétone

Apres extraction et élimination de toute trace de solvant, le rendement de 1’extrait est

calculé par la formule précédente.

Tableau 3 : Le rendement de I’extrait eau-acétone d’Arbutus unedo

Extrait Eau-acétone
Rendement (%) 23.36 + 0.59

Les résultats obtenus, ont montré que les fruits de 1’Arbutus unedo présente un trés
bon rendement en extrait eau-acétone de 23.36% (figure3), ce qui est en cohérence avec
I’étude de Moulay khatir et Zeriouh (2022) qui a montré que les fruits d’arbousier
(A.unedo) présente un tres bon rendement en extrait hydracétonique(29,93%). On peut
déduire que le rendement, en extrait naturel d'une méme espéce peut varier, et ceci en

fonction de plusieurs parametres.

2. Criblage phytochimique

Nous avons réalisé les tests phytochimiques sur la matiére végétale. Ces tests sont en
relation avec I’intensité du précipité, et la coloration est proportionnelle a la quantité de la
substance recherchée.

Les résultats de I’analyse phytochimique préliminaire de 1’extrait d'A.unedo conduit a
la mise en évidence de plusieurs métabolites secondaires. Le tableau 04 ci- dessous montre la

présence de certains groupes de métabolites secondaires et I’absence des autres.
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Les tanins, saponines, les composes réducteurs et les alcaloides sont présents a fortes
concentrations. Tandis que, les quinones libres et flavonoides existent avec concentration
modérée. Cependant, une absence des Anthraquinones et les terpénoides dans 1’extrait.

Ces résultats sont en accord avec ceux de Bruneton (1999) qui a montré la présence
et I’absence des mémes groupes chimiques dans 1’extrait de I’A.unedo (tableau3).

Tableau 4 : Métabolites secondaires d'A.unedo

Tanins F++

Anthraquinones -

Terpénoides -

Flavonoides ++
Quinones libres +

Saponines 4+

Composés réducteurs 4+

Alcaloides (test de Mayer) -

Alcaloides (test de Wagner) i

(+++) : Fortement présent ; (++) : Moyennement présent ; (+) : Faiblement présent
() : Absent
La teneur en métabolites secondaires chez I’Arbutus unedo change durant les mois de

I’année, ce qui a été prouvé par Males et al. (2006). Ceci explique probablement les

différences observées par rapport aux autres études effectuées sur la méme espéce.
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Figure 20 : les résultats des tests phytochimiques

1. Etude de Pactivité antibactérienne

La méthode de diffusion des puits sur gélose MRS et M17 a été utilisée pour la mise
en évidence de 1’activité antibactérienne.

L’activité antibactérienne est estimée en termes de diamétre de la zone d'inhibition
autour des puits contenant l’extrait a tester vis-a-vis de trois souches bactériennes:
Lactobacillus, Lactococcus et Streptococcus. Le résultat est positif si le diametre de la zone
d’inhibition est supérieure de 8 mm (puits de 6 mm est inclue) (tableau5) aprés 24 h
d'incubation a une température de 30° (Tabak, 2007).
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Les resultats sont présentés dans la figure et le tableau suivant

Tableau 5 : Diamétres des zones d’inhibition (mm) de I’extrait d ’Arbutus unedo

Diametres des zones d'inhibition Gentamicine(mm)
Souches (mm) a (200mg/ml)
Lactococcus 08 22
Lactobacillus / 22
Streptococcus 13 13

Figure 21 : Résultats des tests antibactériens de 1’extrait hydroacétonique vis-a-vis les trois
bactéries lactiques (A) Lactococcus, (B) Lactobacillus, (c) Streptococcus

Les résultats obtenus montrent clairement que les souches bactériennes Lactococcus
et Streptococcus sont sensibles a 1’extrait hydroacétonique avec des zones d’inhibition de 08
et 13 mm respectivement a une concentration de 200mg/ml, cependant I’extrait eau-acétone
ne présente aucun effet sur la souche Lactobacillus.

Aucune zone d’inhibition des trois bactéries lactiques n’a été enregistrée pour 1’extrait
hydroacétonique de 1’Arbutus unedo avec les concentrations 100mg/ml, 50mg/ml, 25mg/ml et
12,5 mg/ml.

Ces souches bactériennes sont sensibles a la Gentamicine avec des zones d’inhibition
remarquables de 22 mm pour les Lactococcus et Lactobacillus et de 13 mm pour les

Streptococcus. (figurel3)
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D’aprés les tests antibacteriens préliminaires effectués, le taux de croissance des
bactéries lactiques testées varient d’une fagon inversement proportionnelle en fonction de la
concentration d’extrait hydro-acétonique de |’Arbutus unedo; plus la concentration de 1’extrait
de la plante augmente plus le taux de croissance de Lactococcus et Streptococcus diminue et
plus le taux d’inhibition de ces germes augmente, cependant le taux de croissance de
Lactobacillus ne varie pas en fonction de la concentration de 1’extrait.

Cette activité peut étre indicative de la présence des métabolites ou des composés
végétaux de la plante. L’Arbutus unedo est en effet une source de plusieurs composés
bioactifs de nature surtout phénoliques, trés intéressantes pour 1’activité antimicrobiennes ; ils
sont représentés surtout par les tannins, saponine, alcaloides, flavonoides et quinones libres
(Burt, 2004 ; Skandamis et al., 2001).L’acétone est utilisé comme solvant d’extraction des
principaux composés phénoliques de la plante (Soltana et al.,2009)

L’activité antimicrobienne de ces composés résulte probablement d’une combinaison
de plusieurs modes d’actions, impliquant différents cibles cellulaires (Burt, 2004;Skandamis
et al., 2001). Cette action des composés phénoliques sur les cellules des microorganismes est
basée sur une multiplicité d’influences incluant la synthése des protéines, agissant sur ’ADN
ainsi que les activités enzymatiques de la bactérie (Luck et al., 1995).Celles-ci n’impliquent
pas seulement un mécanisme physique ; mais aussi chimique et biochimique. Les
polyphénols, notamment les quinones et les tannins sont reconnus par leurs toxicités vis-a-vis
des microorganismes. Le mécanisme de cette toxicité peut étre lié¢ a I’inhibition des enzymes
hydrolytiques (protéase et hydrolase) ou a d’autres interactions susceptibles d’inactiver les
protéines de transports, et de lyser la paroi cellulaire (Cowan, 1999).

La comparaison de nos résultats, en termes de 1’activité antibactérienne vis-a-vis des
bactéries lactiques, avec ceux rapportés par la littérature reste difficile car a notre
connaissance les études similaires a notre objectif réalisées sur le fruit d' Arbutus unedo est
quasi-inexistant.

Ahmed et al. (2018) ont montré que les huiles essentielles des cing plantes:
Cinnamomum zeylanicum, Syzygium aromaticum L., Mentha piperita, Nigella sativa et
Thymus vulgarisn’exercent aucune activité inhibitrice sur deux types de souches des bactéries
lactiques : Lactococcus bulgariccus et Streptococcus thermophillus. Cependant ces mémes
extraits avaient une bonne activité antibactérienne sur des souches testés a Gram négatif
telles que Pseudomonas aerogénosa et Escherichia coli. Ces résultats ont montré une activité

antibactérienne vis-a-vis les bactéries lactiques proches de nos résultats.
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Une eétude réalisée par Mouafak et Hani (2019) en Algérie indique que
I’augmentation de la concentration de I’extrait hydrométhanolique de la Menthe de 60, 80 et
a 100% entrainé une diminution du taux d’inhibition des bactéries lactiques testées :
Lactobacillus bulgaricus et Streptococcus thermophillus

Moulay khatir et Zeriouh (2022) ont évalué in vitro I’activité antifongique de
I’extrait hydroacétonique d’arbousier contre les souches fongiques: Candida albicans ATCC
10231 et Candida albicans IPP 444, ils ont utilisé la méthode de diffusion des puits. Les
résultats obtenus ont montré que la souche Candida albicans IPP 444 a une résistance vis-a-
vis les I’extrait eau-acétone, cependant la souche Candida albicans ATCC 10231 préesente une
zone d’inhibition de 12 mm avec le méme 1’extrait.

L’incorporation des fruits d’arbousier a permis une meilleure conservation des
produits alimentaires, 1’extrait de ce fruit est considéré comme un ingrédient fonctionnel dont
son incorporation dans un fromage a pate molle « Sairdaigne »tout en conservant sa couleur et
ses propriétés sensorielles (Masmoudi et al., 2020).

Les fruits d’A.unedo avec une dose bien définie pourraient étre utilisés comme additif
alimentaire naturel pour améliorer la qualité des aliments, du moment qu’ils n’affectent pas la
croissance des bactéries lactiques.

Les bactéries lactiques jouent un réle important dans la transformation et la
conservation des aliments, que ce soit en tant que microflore naturelle ou comme cultures
ajoutées sous des conditions contrélées (EI-Ghaish et al., 2011; Dortu et Thonart, 2009;
Uehara et al., 2006).

Il ressort de cette analyse que les fruits de 1’arbousier sont efficaces et les composés
agissent différemment sur les bactéries lactiques. De ce fait, une étude plus approfondie sera

nécessaire sur la purification du principe actif de cet extrait.
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Conclusion

Les plantes médicinales sont considérées comme une source de matiére premiére
essentielle pour la découverte de nouvelles molécules. De ce fait, 1’utilisation des plantes
médicinales en phytothérapie a recu un grand intérét dans la recherche biomédicale.

Le présent travail a visé I’étude de I’activité antibactérienne par la méthode de
diffusion sur gélose (méthode des puits) de I’extrait hydroacétonique obtenu par
macération des fruits d’Arbutus unedo récoltés dans la région de Tlemcen en Algérie.

Trois souches lactiques ont été utilisées dans cette étude: Lactobacillus, lactoccocus,
et Streptococcus.

L’extrait cau- acétone presente un tres bon rendement de 23.36%.

Les tanins, saponines, les alcaloides, les composés réducteurs, les quinones libres et
les flavonoides sont présents dans ’extrait des fruits de 1’Arbutus unedo. Cependant, une
absence des Anthraquinones et les terpénoides dans cet extrait.

D’apres les tests antibactériens effectués, le taux de croissance des bactéries lactiques
testées varient d’une fagon inversement proportionnelle en fonction de la concentration
d’extrait hydro-acétonique de |’Arbutus unedo.

Streptococcus présente la grande zone d’inhibition 13mm avec [I’extrait
hydroacétonique a une concentration de 200mg/ml par rapport Lactococcus avec une zone
d’inhibition de 08 mm, cependant I’extrait eau-acétone ne posséde aucun effet sur la souche
Lactobacillus

Aucune zone d’inhibition des trois bactéries lactiques n’a été enregistrée pour 1’extrait
hydroacétonique de 1’Arbutus unedo avec les concentrations 100 mg/ml, 50 mg/ml, 25 mg/ml
et 12,5 mg/ml.

En termes de perspectives, Cette étude nécessite une poursuite par de nouvelles
approches afin de confirmer les résultats trouvés. Il serait intéressant, aussi, d’étudier le profil
des composés phénoliques de I’extrait afin de connaitre exactement les principes actifs qui
affectent ou pas la croissance des bactéries lactiques. Un essai de toxicité dans le cas de cette
¢tude s’impose avant de proposer 1’utilisation les fruits d’Arbutus unedo a 1’échelle

industrielle
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Résumé
.Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus par leurs propriétés thérapeutiques
Cette étude a été menée dans le cadre d’une évaluation de pouvoir antibactérien et d’une analyse phytochimique de
I’extrait eau-acétone des fruits de I’Arbutus unedo, une plante médicinale de la famille des Ericaceae et de la
.pharmacopée traditionnelle de I’ Algérie. Cette plante constitue une source intéressante de substances bioactives.
Apres la récolte, les fruits ont été macérés dans un mélange eau-acétone (30/70), La méthode de diffusion des puits sur
gélose a été effectuée pour déterminer 1’activité antibactérienne in vitro vis-a-vis trois bactéries lactiques :
et Streptococcus. Cette activité est estimée en termes de diametre de la zone d'inhibition Lactobaccilus, lactococcus
autour des puits contenant 1’extrait plus ou moins importante selon la sensibilité des bactéries testée.
.Le rendement de I’extrait eau-acétone s’avere trés important de I’ordre de 23.36%
L’étude phytochimique de I’extrait de 1’A. unedo, montre la présence des flavonoides, des tanins, des saponines, des
alcaloides, des composés réducteurs et des quinones.
Les résultats obtenus montrent clairement que les souches bactériennes Lactococcuset Streptococcus sont sensibles a
I’extrait hydroacétonique avec des zones d’inhibition de 08 et 13 mm respectivement a une concentration de 200mg/ml,
.cependant 1’extrait eau-acétone ne présente aucun effet sur la souche Lactobacillus
En conclusion. Les fruits d ’Arbutus unedo pourraient avoir des implications pratiques dans l'industrie alimentaire, Cette
plante pourrait étre utilisée comme additif alimentaire naturel pour améliorer la qualité des aliments avec des doses
.bien définies, du moment qu’elle n’affecte pas la croissance des bactéries lactiques.

.Mots clés :Arbutus unedo, bactéries lactiques, pouvoir antibactérien, eau-acétone
Abstract

Medicinal plants are still the reliable source of active ingredients known for their therapeutic properties.

This study was conducted as part of an antibacterial potency evaluation and phytochemical analysis of water-acetone
extract from the fruits of Arbutus unedo, a medicinal plant of the Ericaceae family and the traditional pharmacopoeia of
Algeria. This plant is an interesting source of bioactive substances.

After harvest, the fruits were macerated in a water-acetone mixture (30/70), The method of diffusion of the wells on
agar was carried out to determine the antibacterial activity in vitro vis-a-vis three lactic acid bacteria: Lactobaccilus,
lactococcus and Streptococcus. This activity is estimated in terms of the diameter of the inhibition zone around the wells
containing the more or less important extract according to the sensitivity of the bacteria tested.

The yield of the water-acetone extract is very important in the order of 23.36%.

The phytochemical study of the extract of A. unedo, shows the presence of flavonoids, tannins, saponins, alkaloids,
reducing compounds and quinones

The results obtained clearly show that the bacterial strains Lactococcus and Streptococcus are sensitive to the
hydroacetone extract with inhibition zones of 08 and 13 mm respectively at a concentration of 200mg/mL, however the
water-acetone extract has no effect on the Lactobacillus strain.

In conclusion: Arbutus unedo fruits could have practical implications in the food industry, This plant could be used as a
natural food additive to improve food quality with well-defined doses, as long as it does not affect the growth of lactic
acid bacteria.

Keywords: Arbutus unedo, lactic acid bacteria, antibacterial power, water-acetone.



