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Abstract

Medicinal plants are considered an essential source of raw material for the discovery
of new molecules. Thus, the use of medicinal plants in herbal medicine has received a great
interest in biomedical research.

The objective of this study is to enhance and evaluate the antibacterial power of the
hydroacetonic extract of a medicinal plant Atriplex halimus harvested from the Naama region
of Algeria, it is used in traditional medicine in Algeria to treat various diseases such as
diabetes, ovarian and uterine cysts, colic diseases (antispasmodic, antirhumatismale, etc.), it is
a shrub belonging to the family Amaranthaceae, spontaneous in semi-arid and arid steppes.

After harvest, the aerial part was macerated in a water-acetone mixture (30/70). The
resulting extract is dried and used to evaluate its antibacterial activity.

The method of diffusion on agar (discs and wells) as well as the determination of the
minimum inhibitory concentration (MIC) and the minimum bactericidal concentration (BMC)
were carried out to assess the antibacterial activity in vitro againnst Seven reference bacterial
strains: Esherichia coli, Pseudomonas aeroginosa, Klebsiella pneumoniae, Salmonella
typhimurium, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus and Bacillus cereus.

The water acetone extract has an interesting yield of 10%.

The results show that the water-acetone extract has antibacterial activity only for two
strains: Staphylococcus aureus and Enterococcus faecalis with an inhibition zone of 10 mm
and 8 mm respectively. S aureus had the lowest MIC at 12.5 mg/ml. We also found that our
extract has bactericidal activity for both strains.

Based on the results obtained, we conclude that Atriplex halimus is a plant that
contains natural bioactive compounds effective against certain bacterial pathogenic strains,
this plant can have particular and very interesting therapeutic and pharmacological

implications.

Keywords: Atriplex halimus, antibacterial activity, CMI, CMB, water-acetone



Résumeé

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

Cette étude a pour objectif la valorisation et I’évaluation du pouvoir antibactérien de
I’extrait hydroacétonique d’une plante médicinale I’Atriplex halimus récoltée de la région de
Naama de I'Algérie, elle est utilisée dans la médecine traditionnelle en Algérie pour traiter
diverses maladies telle que le diabéte, les kystes ovariens et de l'utérus, les affections coliques
(antispasmodique, antirhumatismale...), c’est un arbuste appartenant a la famille des
Amaranthacées, spontanée dans les régions steppiques semi-arides et arides.

Aprés la récolte, la partie aérienne a été macérée dans un melange eau-acétone
(30/70).Lextrait ainsi obtenu est séché et utilisé pour eévaluer son activité antibactérienne.

La methode de diffusion sur gélose (des disques et des puits) ainsi que la
détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration minimale
bactéricide (CMB) ont éte effectuées pour évaluer I’activité antibactérienne in vitro vis-a-vis
de sept souches bactériennes de référence : Esherichia coli, Pseudomonas aeroginosa,
Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhimurium, Enterococcus faecalis, Staphylococcus
aureus et Bacillus cereus.

L’extrait eau- acétone présente un rendement intéressant de 10%.

Les résultats montrent que I’extrait ecau-acétone a une activité antibactérienne
seulement pour deux souches: Staphylococcus aureus et Enterococcus faecalis avec une zone
d’inhibition de 10 mm et 8 mm respectivement.

S aureus a enregistré la plus faible CMI avec une concentration de 12.5 mg/ml.
L’extrait eau-acétone testé dans cette étude présente une activité bactéricide pour les deux
souches bactériennes.

Sur la base des résultats obtenus, nous concluons que |’Atriplex halimus contient des
composes bioactifs naturels efficaces contre certaines souches bactériennes pathogenes, cette
plante peut avoir des implications thérapeutiques et pharmacologiques particulieres et trés

intéressantes.

Mots clés : Atriplex halimus, activité antibactérienne, CMI, CMB , eau- acétone.
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Introduction Générale

L’utilisation des plantes médicinales a conservé une large place malgré le
développement de la chimie de synthése, du fait de leur efficacité dans diverses procédures
thérapeutiques. Leur utilisation actuellement, occupe une place primordiale dans la vie de
I’homme. En effet, les connaissances ancestrales sont transmises de générations en
générations, permettant ainsi la conservation de ce savoir (Lazli et al., 2019).

Les recherches scientifiques n’ont fait que confirmer le bien-fondé des vertus
thérapeutiques de la majorité de plantes médicinales utilisées depuis des millénaires. Elles
constituent un groupe vaste et contiennent des composants actifs utilisés dans le traitement de
diverses maladies. On les emploie également dans I’industrie pharmaceutique et cosmétique
(Volak et Stodola, 1984).

La région méditerranéenne et 1’Algérie précisément comporte une flore intéressante
des plantes médicinales a usage thérapeutique important, 1’Atriplex halimus fait partie des
plantes médicinales qui contiennent une diversité de composeés différents qui peuvent exercer
une activité biologique. C’est un arbuste appartient a la famille des Amaranthaceae, pousse
sur un large éventail de sols, cette plante est largement répandue dans les zones arides et
semi-arides.

Cette étude a été menée dans le cadre d’une évaluation du pouvoir antibactérien de
I’extrait hydro acétonique de [’Atriplex halimus par la méthode de diffusion des disques et
puits sur gelose et méthode de microdilution pour la détermination de la concentration
minimale inhibitrice (CMI) et la concentration minimale bactéricide (CMB), vis-a-vis de trois
souches bactériennes de référence a Gram positif et quatre souches bactériennes a Gram
négatif.

Notre travail est structuré en deux parties comme suit :

- La premiere partie englobe la synthése bibliographique divisée en deux chapitres ; le
premier chapitre concerne des données genérales sur les plantes médicinales, et 1’Atriplex
halimus en particulier (taxonomie, description botanique...), le second chapitre est réservé
aux métabolites primaires et secondaires des plantes médicinales.

- La deuxiéme partie concerne 1’étude expérimentale : préparation de I’extrait d’Atriplex
halimus, repiquage des souches et préparation de I’inoculum ensuite 1’application des
méthodes d’évaluation de D’activité antibactérienne ; cela est suivie par les résultats et

discussion, enfin une conclusion et les perspectives de ce travail.
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I.  Plantes médicinales

.1 Géneralité

Depuis longtemps 1'utilisation des plantes médicinales était connue pour améliorer et
guérir la santé de ’homme, aujourd’hui elles sont exploitées a tous les niveaux, notamment au
niveau thérapeutique. Au cours des derniéres décennies, les recherches scientifiques n’ont fait
que confirmer le bien-fondé des vertus thérapeutiques de la plupart des plantes médicinales
utilisées de facon empirique depuis des millénaires. Malgré le développement de la chimie de
synthése, I’utilisation des plantes médicinales a conservé une large place du fait de leur
efficacité dans diverses procédures thérapeutiques. Elles constituent un groupe numérique
vaste et contiennent des composants actifs utilisés dans le traitement de diverses maladies.
Outre leur utilisation comme reméde direct, on les emploie aussi dans I’industrie

pharmaceutique et cosmétique (Volak et Stodola, 1984).

1.2 Historique

La médecine par les plantes remonte a I’aube de I’humanité. Aux temps
préhistoriques, les chasseurs-cueilleurs ne se limitaient pas a consommer des plantes, ils s’en
servaient aussi pour se soigner (Sanogo, 2006).

Pas d’écrits bien siir, mais des fouilles archéologiques ont dévoilé qu’il y a 35000 ans
les hommes de Cro-Magnon connaissaient certaines plantes comme la camomille, le chanvre,
I’ortie, I’achillée millefeuille, le lin, le pavot et la valériane. Les premiers « sorciers » datent
de cette lointaine époque ou l'usage des plantes médicinales revétait pour les hommes un
caractere sacre (Adenot, 2009).

Les plus anciens écrits remontent & la Chine, a la Mésopotamie, & ’Egypte et & I'Inde.
Les Arabes conserverent pendant des millénaires le monopole du commerce des herbes et
contribuerent largement au progrés des techniques d’extraction des huiles et parfums. Un
progres décisif dans I’histoire de la pharmacie est apporté un siécle plus tard par Galien
(médecin des empereurs). La galénique (mode de préparation des médicaments) est instaurée
par lui. A cette époque, les plantes étaient de toutes fé€tes et aucun plat n’était servi sans
accompagnement d’épices et condiments. Les Gaulois avait un bon herbier, le gui plante
rituelle utilisées par les druides cotoyait dans la vie quotidienne les simples aromatique locaux
(ail, armoise, fenouil, laurier, menthe, thym ...) et d’autre apportée par les conquérants
romain. En Amérique, les Azteques, les Mayas, les Incas et les habitants de la forét tropicale
avaient une parfaite connaissance des plantes médicinales et aussi des drogues et plantes

toxiques (Bruneton, 1999).
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En Chine, la médecine traditionnelle repose sur une riche tradition ancestrale tirant ses
origines de nombreux empereurs. La pharmacopée chinoise regroupe 15000 formules
concernant 20000 plantes, comme le haricot, le safran, le datura, la rhubarbe,
Iergot de seigle, le gingembre, la cannelle, le poivre, le grenadier... etc., La médecine
traditionnelle chinoise reste omniprésente et en coexistence avec la médecine occidentale,
conventionnelle et fait partie du systeme de santé chinois (Zeghlache et Zid elkhir, 2021).

En Afrique la médecine traditionnelle utilise depuis des millénaires les plantes
médicinales. Plusieurs milliers des produits ont été recensés. Au moyen age, apres la chute de
I’empire romain, I’Europe connait un retour a la barbarie, un déclin général du savoir et une
longue période d’obscurantisme. Il faudra attendre 1’apport des Arabes pour assister a une
véritable renaissance (Bruneton, 1999).

Vers le 12eéme siecle, les croisades relancent les échanges entre I’Europe et le Moyen-
Orient et contribue a la renaissance Italienne, le commerce des épices renait. Concernant les
arabes et les musulmans en particulier, ils ont développé la médecine d’une fagon trés
surprenante. Rappelons : DJABER IBN HAYAN et RAZI puis IBN SINA (980-1037) qui
avait décrit plusieurs traités a ce sujet, le plus célébre était « KANOUN EL TIB (les lois de la
médicine) (Belakhder, 1997).

1.3 Définition

Selon I’OMS, toute plante qui contient une substance qui peut étre utilisée en thérapie
ou qui est précurseur en chimio pharmacie semi-synthétique est référencée comme plante
médicinale (Jain et al., 2019). Les plantes medicinales continuent de répondre a un besoin
important, malgré I’existence et I’influence de systéme sanitaire moderne, environ 35000
especes des plantes sont utilisées dans le monde a des fins medicinales ce qui forme le plus
important éventail de la biodiversité utilisé par les étres humains (Fransworth et al., 1986).

Ces plantes médicinales sont importantes pour la recherche pharmacologique et la
synthese des médicaments non seulement lorsque leurs constituants sont utilisés directement
comme agent thérapeutique mais aussi comme matiére premiere pour la synthese des
médicaments ou modele pour les composés pharmacologiquement actifs (Amenah, 2006).
Elles ont deux origines : En premier lieu les plantes spontanées dites "sauvages" ou de
cueillette, puis en second les plantes cultivées (Chabrier, 2010).

On peut distinguer deux types de plantes médicinales, en premier lieu, on trouve
l'allopathie dans laquelle les plantes ont une action importante et immédiate. Certaines

plantes utilisées dans ce mode de traitement peuvent s’avérer toxiques. Puis on différencie les
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plantes dépourvues d’effet iatrogéne mais ayant une activité faible. Elles sont utilisées en
I'état ou dans des fractions réalisant le totum de la plante, soit la totalité des constituants
(Zahalka, 2005)

1.4  Mode d’utilisation des plantes médicinales
e Infusion
L’infusion est la forme de préparation la plus simple, on I’applique généralement aux
organes délicats de la plante. Cette forme permet d’assurer une diffusion optimale des
substances volatiles : essences, résines, huiles .... La formule consiste a verser de 1’eau

bouillante sur une portion d’organes végétaux : fleurs, feuilles, tiges (Baba Aissa, 2018)

e Décoction
Elle convient pour I’extraction de matiéres végétales dur ou trés dur : bois, écorce,
racines, ou des plantes avec des constituants peu solubles (Benzeggouta, 2014). Elle consiste
a faire bouillir les organes indiqués dans de I’eau, pendant plusieurs minutes (environ 20 a 30
minutes) pour bien extraire les principes médicinales. Pour cela il est recommandé d’utiliser

des ustensiles et des récipients en verre pyrex (Baba Aissa, 2018).

e Macération

Solution obtenue en traitant, pendant un temps plus ou moins long, une plante par
immersion dans I’eau froide et alcool, pour obtenir les principes solubles (Beloued, 1998).
Selon le cas de la plante, on obtient la solution en quelques heures a plusieurs jours, parfois
plusieurs semaines (Valent, 2001). Cette méthode s’applique pour les plantes riches en huiles
essentielles (Delille, 2007). Elle concerne principalement les plantes dont les principes actifs
sont dégradés par la chaleur (Fleurentin et Hayon, 2016). Une filtration sera nécessaire avant
la consommation. Grace a ces techniques, les principes actifs hydrosolubles sont extraits
(Bertrand, 2010).

.5 Phytothérapie

Le terme "phytothérapie™ se compose de deux mots grecs : phuton et therapeia qui
signifient respectivement "plante™ et "traitement”. On peut donc définir la phytothérapie
comme étant une discipline allopathique destinée a prévenir et a traiter certains troubles

fonctionnels et/ou certains états pathologiques au moyen de plantes entiéres, de parties de
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plantes ou de préparations a base de plantes utilisées soit par voie externe ou consommées.
(Wichtl et Anton, 2003).

La phytothérapie s’attache donc & analyser les systémes constitutifs de
I’organisme : systémes neuroendocrinien, hormonal, immunitaire, systéme de drainage...
(Devoyer, 2012).

On distingue deux types de phytothérapies. En premier lieu se place la phytothérapie
traditionnelle. C’est une thérapie de substitution qui a pour but de traiter les symptomes d’une
affection. Ses origines sont trés anciennes et elle se base sur l'utilisation de plantes selon les
vertus découvertes empiriquement (Redaction, 2007).

La seconde forme est la phytothérapie clinique. C'est une médecine de terrain dans
laquelle le malade passe avant la maladie. Une approche globale du patient et de son
environnement est necessaire pour déterminer le traitement, ainsi qu'un examen clinique

complet. Son mode d’action est basé sur un traitement a long terme (Moreau, 2003).

1.6 Intérét des plantes medicinales

L’usage thérapeutique des plantes médicinales est trés présent dans certains pays du
monde et surtout les pays en voie de développement malgré les progres de la pharmacologie
(Chabrier, 2010). L’importance des plantes medicinales peut étre déterminée en plusieurs
domaines notamment le domaine économique surtout avec la tendance mondiale a aller vers
la nature et donc une augmentation de la demande de ces plantes, en plus du domaine
pharmaceutique et la production des huiles (Bellakhdar, 2006). Les plantes médicinales ont
contribué¢ de maniére importante dans 1’évolution de la médecine moderne (Telefo et al.,
2012). Cette médecine traditionnelle est le précurseur de la phytothérapie et de

I’aromathérapie (Bastien et al., 2010).
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Etude de la plante Atriplex halimus
1.1 Généralités sur I’espéce Atriplex halimus

Atriplex est une plante arbustive appartenant a la famille des Amarantaceae qui
comprend environ 417 especes dans le bassin méditerranéen (Le Houerou, 1992). L'Atriplex
a plusieurs noms communs : pourpier de mer, arroche marine, arroche des sables, sea orache,
méditerranéen salta bush ou shrabby orache et en arabe G'utef ou Raghl (Ould-kadour,
2019).

Les especes d’Atriplex sont nombreuses, on peut citer : Atriplex halimus, Atriplex
nummularia, Atriplex lentiformis, Atriplex amnicola, Atriplex canescens (Ould-kadour,
2019).

L ’Atriplex est un type fréquent dans beaucoup de régions arides et semi-arides, dans
les zones seches dans le monde, surtout dans les habitats qui combinent la salinité et la
sécheresse des sols, et forme donc un matériel utile a tous les mécanismes physiologiques
impliqués dans la résistance au stress salin (Kachout et al., 2016). Il pousse sur différentes
variétés de sols de texture fine a grossiére avec différents degré de salinité. (Walker et al.,
2014) (Figure 1).

Figure 1: Atriplex halimus dans son environnement (Walker et al., 2014)
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1.2 Description botanique

Atriplex. halimus est un arbuste de 1 a 3 m de haut, trés rameux, formant des touffes
pouvant atteindre 1 & 3 m de diametre (Al-turkis et al., 2000). Les feuilles sont alternes,
brievement mais nettement pétiolées, plus ou moins charnues, luisantes, couvertes de poils
vésiculeux blanchatres (trichomes), ovales, entierement ou légérement sinuées, de 0,5a 1 cm
de large sur 2 a 4 cm de long. Les plantes sont monoiques et portent des inflorescences en
panicules d’épis, terminales, avec des fleurs males au sommet et des fleurs femelles a la base.
La floraison - fructification se déroule de mai a décembre. Il existerait deux types
d’architecture florale de base, I’'une est constituée de fleurs males pentaméres et ’autre de
fleurs femelles munies d’un unique carpelle inséré entre deux bractées opposées (Talamali et
al., 2003) (Figure 2)

Branches d'Atriplex halimus Graines d'dtriplex halimus

Figure 2: Image plan de racines, fleurs, branches et graines d’Atriplex halimus
(Guettoche, 2021)
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1.3 Distribution géographique

Le genre Atriplex est rencontré partout dans le monde, d’Alaska a la Patagonie,
de la Bretagne a la Sibérie et de la Norvége a I’Afrique du sud (Franclet et le Houerou
,1971). On le trouve également en Europe sur toute la cote nord de la Méditerranée, ainsi
qu’en Bulgarie (Berri, 2009), et inclut 48 espéces dans le bassin méditerranéen (Maalem,
2002). En Algérie, il pousse spontanément dans les zones arides et semi-arides notamment les
steppes (Batna, Biskra, Msila, Djelfa, Saida, Thessa et Tiaret) (Pouget, 1980).

L’Atriplex Halimus L, se trouve souvent dans le nord du désert, dans les montagnes
centrales, dans les sols rocheux, les pentes argileuses et les zones tres salées (Ortiz-Dorda et
al., 2005).

Ce genre renferme plusieurs especes intéressantes, mais celles qui figurent parmi les
plus communes en Algeérie sont : A. littoralis L, A. patula L, A. rosea L, A. hastata L, A.
halimus L (Quézel et Santa, 1963).

1.4 Taxonomie
D’apres Quézel et Santa (1962), la classification d’A. Halimus est comme suit:
Régne : Végétale
Embrenchement : Phanérogames ou Spermaphytes
Sous-Embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones
Sous-classe : Préastéridees
Ordre : Caryophyllades
Sous-ordre : Chénopodiales
Famille: Amaranthacées
Genre : Atriplex

Espeéce : halimus

1.5 Nomenclature
Selon Medjekal et Bousseboua (2016), il est connu en plusieurs noms,
En Algerie: G’ttaf (L’egttef),
En Francais: Arroche halime ou Pourpier de mer ;
En Anglais: Saltbuch
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1.6 Usage thérapeutique

La phytothérapie est utilisée depuis toujours dans le domaine de la médecine
traditionnelle. Les pharmacopées s’inspirent principalement de la médecine arabe classique et
de I’expérience locale des populations en matiére de soins. Aujourd’hui les plantes jouent
encore un réle trés important dans les traditions médicales, mais les regles de leur utilisation
manquent de rigueur et ne tiennent pas compte des nouvelles exigences thérapeutiques
modernes (Belkhoudja and Bidai, 2007; Bellakhdar, 2006).

L’usage traditionnel dans la région d’Ouargla de I’Atriplex halimus est préconisé a sec
en adition soit avec du miel, sel avec miel, huile, lait ou beurre local (Dhan), pour différents
symptomes: Catarrhe stomacal, constipation, diarrhée, gaz, ballonnement, kyste hydatique,
fibrome, hypertension, brulures, diabéte, fievre, jaunasse, anémie, maladie cardiaque, otites,
rhumatisme, toux, obésité, tumeur, fatigue, vermifuge, urine involontaire, vomissement,
blessures et ulcéres, angines et goitres, maladie des vésicules biliaires, calmant, fortifiant de la
gencive, sterilité, prostate, chute du placenta, lithiase rénale, hypercholestérolemie (Hadjadj
et al., 2015).

Au Sahara occidental, les cendres d’A. halimus potentialisent ’effet de I’insuline
(Mirsky et Nitsa, 2001; McKell et al., 1994; Mertz et al., 1973; Shani et al., 1972) aussi
elles sont utilisées dans le traitement de 1’acidité gastrique.

Les racines découpees en laniéres a la maniere du siwak, servent pour les soins de la
bouche et des dents. Les feuilles sont utilisées pour le traitement des maladies cardiaques et
de diabete (Said et al., 2000; Bellakhdar, 1997).

Comme usage alimentaire, dans de nombreuses régions d'Algérie et de Tunisie, les
populations locales cueillent les jeunes pousses et les cuisent comme des épinards (Francelet
et Le Houérou, 1971).

Comme arbustes fourragers elle est considérée comme une plante tres riche en
protéines, ce qui en fait une source importante d'azote pour le bétail, c'est pourquoi les
populations locales utilisent cette plante comme aliment pour le bétail en raison de sa valeur

nutritive et de sa résistance a la sécheresse (EI-Shatnawi et turuk, 2002).
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1.7 Composition chimique d'Atriplex halimus
11.7.1 Composition organique

Elle dépend de plusieurs parametres, tels que le climat, I'age de plante et la saison.
Cette matiére végétale est tres riche en protéines, fibres, en vitamine A, C et D. (Ouldkadour,
2019; Abbade et al., 2004). Les études phytochimiques ont montré également qu’elle est
riche en composés phénoliques, phénols, saponines glycosides, alcaloides, tannins, résines,
betaines et flavonoides dont les flavonols (Benhammou et al., 2009 ; Erdman et al., 2006 ;
Bylka et al., 2004 ; Bylka et al., 2001).

11.7.2 Composition minérale

La composition minérale de la plante Atriplex halimus est riche en oligo-éléments (fer,
magnesium, potassium, sodium, phosphore et calcium) dans toute la plante (Laouedj, 2017).
La teneur en quelques minéraux est définit dans le tableau 01.

Tableau 1:Composition minérale de I’Atriplex halimus (Ouldkadour, 2019).

Espéce minérale Teneur en g/kg
Calcium (Ca) 21.5
Phosphore (P) 1.92
Magnésium (Mg) 20.3
Sélénium (Se) 22
Zinc (Zn) 103
Manganése (Mn) 395

11.8 Effet indésirable de I’Atriplex halimus

La consommation de cette plante ne cause pas de dommage au corps humain.
Cependant lorsqu'elle est fertilisée avec des engrais anormaux, la substance de tartrate qui est
présente dans les feuilles se concentre plus et devient toxique. Les graines sont toxiques car
elle contient des saponines, mais l'absorption de cette substance est minime. La plante
contient un pourcentage élevé d'oxalite. Pour cette raison les personnes souffrant de
problemes rénaux ne doivent pas se multiplier de consommation, car la combinaison du

calcium et d'oxalite, endommage les reins (Gourri et al., 2014).
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1.9 Conservation

De maniére générale, plusieurs facteurs influent sur la conservation des plantes
medicinales, les principaux a prendre en compte sont la lumiere, la température, le degré
d'humidité, I’importance de la fragmentation et le type de récipient utilisé pour le stockage.
Pour cela, le stockage doit donc privilégier un endroit sec bénéficiant d'une température et
dune humidité plus ou moins constante. On conserve dans des récipients fermés
hermétiquement, éventuellement munis d'un moyen de dessiccation adapté, on utilise en
général le gel de silice. Il faudra surveiller I'apparition de tous insectes et se débarrasser
rapidement des lots infestés. L'usage de boites en carton est préférable a celui de récipients en
matieres plastiques qui absorbent les substances volatiles comme les huiles essentielles. La
durée de conservation dépend du type de drogue, et aussi des conditions de
stockage et de I’emballage. Les fleurs, feuilles et tiges herbacées se conserveraient en théorie
un maximum de deux ans. Pour les racines, écorces et tiges, plus coriaces, la durée serait
allongée a quatre ans. Il faut noter que les plantes a huiles essentielles se conserveraient un an
(Chabrier, 2010).
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. Généralités sur les métabolites primaires et secondaires des plantes médicinales

La notion de métabolites primaires et secondaires, introduites par Albrecht Kossel en
1891, est encore largement utilisée, la frontiére entre les deux apparaissant souvent peu
évidente. Parler de « métabolisme hautement intégré et évolué » pour les métabolites
primaires et de « métabolisme spécialisé » pour les métabolites secondaires serait plus
conforme a la réalité de la complexité de la «raison d'étre » de ces substances. Les
métabolites primaires (acides aminés, sucres...) participent principalement aux processus
vitaux indispensables au développement normal (production d'énergie, reproduction...), par
contre aux métabolites secondaires, sont impliqués dans des voies métaboliques hautement
évoluées et efficaces, ce sont des molécules, le plus souvent de petite taille, ne participant pas
directement aux processus vitaux, produites par les organismes vivants de fagon spécifique et
contribuant a leur adaptation a I'environnement (par exemple moyens de défense, de
communication intra- ou interspécifique) , les métabolites secondaires sont en fait produits par
tous les étres vivants. Caractérisés par des voies de biosynthese particuliéres, ils offrent une
diversité moléculaire (alcaloides, polyphénols, terpénes...), d'un intérét considérable pour
I'Homme, ils sont en particulier a l'origine de la découverte de nombreux médicaments. De
nombreux facteurs abiotiques peuvent affecter les meétabolismes primaire et secondaire
comme la température, la lumiére, la nutrition minérale....Les principales molécules issues
des métabolismes primaire et secondaire sont formées essenticllement de carbone et d’azote.
Les disponibilités en C et N font donc partie des facteurs impactant le plus fortement ces

métabolismes (Ruiz et al., 2003).

1.1 Métabolites primaires

Ce sont des composés produits dans toutes les cellules de bas poids moléculaire et qui
jouent un réle essentiel dans le métabolisme et la reproduction de ces cellules. Ces molécules
comprennent les acides nucléiques, les acides aminés, les acides gras et les sucres (Lei et al.,
1996).

1.1.1 Lesglucides

Sont des molécules indispensables a la survie des organismes vivants car ils sont a la
base des mécanismes énergétiques et de la biosynthése des autres métabolites. Chez les
végétaux on les retrouve sous différentes formes: polymeres énergétiques (amidon) ou

structuraux (cellulose, pectines...), sucres simples et hétérosides (Lei et al., 1996).
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Constituants de métabolites (les enzymes, acides nucléiques...), des précurseurs d’

autres métabolites (Bruneton, 1999).

1.1.2 Les acides aminés et organiques

Ces métabolites sont présents dans différentes parties des plantes (Lei et al., 1998).
Des acides organiques sont également présents tels que I’acide malique, I’acide citrique (Lei
et al., 1996).

Les acides aminés sont des constituants principaux des protéines qui jouent un réle
fonctionnel (les enzymes) et un r6le dans la structure du végétal, sans négliger leur utilisation
en pharmacie, dans le domaine médicale et industriel (chimique ou agroalimentaire)
(Bruneton, 1993).

1.1.3 Les lipides

Ce sont des molécules a caractére hydrophobe c’est-a-dire a solubilité nulle ou faible
dans l'eau et solubles dans des solvants organiques (Venkatramesh et al., 2003). Ils rentrent
dans les constituants de structures cellulaires tels : les glycolipides, les phospholipides
membranaires, ils peuvent aussi étre des éléments de revétement comme les cires, toutefois

aussi des substances de réserves, sources d’énergies (Bruneton, 1999). On distingue :

e Les lipides simples, encore appelés homolipides sont des corps ternaires (C, H, O)
que l'on classe en fonction de l'alcool en acylglycérols (ou glycérides), cérides et
stérides (Venkatramesh et al., 2003).

e Les lipides complexes, sont des lipides qui contiennent (en plus du carbone, de
I’hydrogéne et de 1’oxygéne) du phosphore, de I’azote, du soufre ou des oses. On
distingue les phosphoglycérolipides (ou phospholipides), les galactoglycérolipides (ou
galactolipides) et les sphingolipides (Ackman, 1989).

1.2 Métabolites secondaires

Ce sont des composés synthétisés naturellement par les végétaux mais qui ne
participent pas directement au métabolisme végétal (Hostettmann et Marstonn, 1995). lls
constituent un groupe de produits naturels qu’il convient d’explorer pour des propriétés anti

oxydantes, antimicrobiennes, anti-inflammatoires et anticancéreuses (Epifano et al., 2007).
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Les plus grands groupes sont les alcaloides, les terpénoides, et les composés phénoliques
(Alilou, 2012).

Ils sont considérés comme étant I’expression d’une spécialisation des cellules, initiée
par le processus de différenciation au cours du développement de la plante, ils trouvent leur
origine dans des produits du métabolisme des glucides, des lipides et des acides aminés.
Ces métabolites s'accumulent dans les plantes en petites quantités, parfois dans des cellules
specialisées, ce qui rend leur extraction difficile. De nombreux métabolites
secondaires intéressants pour I’Homme, sont produits actuellement a [I'échelle
industrielle par culture de cellules végétales dans des bioréacteurs. Ces produits relévent
principalement des domaines pharmaceutiques, agroalimentaire, cosmétique (Marouf et al.,
2007)

1.2.1 Les alcaloides

Sont des composés d’origine naturelle azoté plus ou mois basique (Mergham, 2009).
Ils figurent parmi les principes actifs les plus importants en pharmacologie et en médecine
(William, 2003). Ils ont une structure complexe, leur atome d'azote est inclus dans un
systéme hétérocyclique, pour certains auteurs, ils sont issus du seul regne vegétal, en général,
ils portent le nom du végétal qui les contient (Kunkele et Lobmeyer, 2007).

Les alcaloides ont donné naissance a de nombreux méedicaments (Ali-Delille, 2013).1ls
possedent des effets thérapeutiques variés, action dépressive (morphine, scopolamine...) ou
stimulante (caféine, strychnine) sur le systéme nerveux centrale ; action sympathomimétique
(éphédrine) ou sympatholytique  comme certains alcaloides de I’ergot de seigle,
parasympathomimétique  (physostigmine,  pilocarpine),anti  cholinergique  (atropine,
hyoscyamine) ou ganglioplégique (nicotine, spartéine) sur le systéme nerveux autonome ;
action anti tumorale (vinblastine, ellipticine) ; action curarisante,
anesthésique locale (cocaine) ; action antif brillante (quinidine) ; antipaludique (quinine) et
amibicide (émétine).Tous ces actions conduisent a une large utilisation des plantes a
alcaloides dans différents traitements soit sous forme de préparations galéniques ou comme
matiéres premieres pour les extractions industrielles, mais un usage qui reste délicat suite a

leurs puissants effets (Bruneton, 1999).

1.2.2 Les Composés phénoliques
Ces composés sont des molécules spécifiques du régne végétal et qui appartiennent a

leur métabolisme secondaire (He et al., 2008; Mompon et al., 1998). On les trouve dans
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toutes les parties de la plante. Ils ne sont pas strictement indispensables a la vie du végétal,
cependant, ils jouent un réle majeur dans les interactions de la plante avec son environnement
(Richter, 1993).

Le terme «phénol» englobe approximativement 10000 composés naturels identifiés
(Druzynka et al., 2007; Martin et Andriantsitohaina, 2002). L’élément structural
fondamental qui les caractérise est la présence d’au moins un noyau phénolique a 6 carbones
auquel est directement lié au moins un groupe hydroxyle (OH) libre ou engagé dans une autre
fonction : éther, ester ou hétéroside (Balasundram et al., 2006 ; Bruneton , 1999).

Les composes phénoliques ont un réle dans la protection contre de nombreuses
pathologies grace a leurs propriétés antioxydantes, anti-tumorales, anti-inflammatoires, anti-
radicalaires, antiallergiques, antibactériennes, antivirales, anti-estrogéniques, antiathérogenes
et anti-thrombotiques. Ce ci est due a leur capacité d’interagir avec certaines enzymes,
hormones, neurotransmetteurs et d’autres facteurs impliqués dans la genése de ces maladies
(Chew et al., 2009; Falleh et al.,2008; Ali et al.,2007 ; Martin et Andriantsitohaina, 2002)

v' Les flavonoides

Les flavonoides sont des composées appartenant a la famille des polyphénols de
formule fondamentale C6-C3-C6 trouvée dans tous les hauts organes des plantes
(HadjSalem, 2009). Il existe plusieurs classes de flavonoides, dont les principales sont les
flavones, les flavonols, les flavan-3-ols, les isoflavones, les flavanones et les anthocyanidines
(Chira et al, 2008).

Ils sont & I’origine de la coloration des feuilles, fleur, fruit ainsi que d’autres parties
vegétales. Les flavonoides sont des antibactériens (Wichtl et Anton, 2003). Les propriétés
des flavonoides sont aujourd’hui largement étudiées dans le domaine médical : activité
antivirale, anti tumorale, anti inflammatoire, anti allergique et anticancéreuse, antioxydants
d’ou leur usage pour le maintien d’une bonne circulation veinotrope et protecteurs capillaires,
hépatoprotecteurs et antithrombiques (Bessas et al.,2008).

Les flavonoides sont également présents dans la cuticule foliaire et dans les cellules
épidermiques des feuilles, assurant ainsi la protection des tissus contre les effets nocifs du
rayonnement ultraviolet (Bruneton, 1999), retrouvés généralement dans les plantes
vasculaires ou ils peuvent se localiser dans différentes parties de la plante telle que les racines,
tiges, feuilles, fleurs et les fruits (Laurant-Berthoud, 2013).

Un nombre trés important des flavonoides ont une origine biosynthétique commune,

de ce fait, possedent le méme élément structural de base, a savoir l'enchainement 2-
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phénylchromane. Ils peuvent étre regroupes en une douzaine de classes selon le degré
d'oxydation du noyau pyranique central, lequel peut étre ouvert et re-cyclisé en un motif

furanique (Bruneton, 1999).

v Les tanins

Le terme tanin provient d'une pratique ancienne qui utilisait des extraits de plantes
pour tanner les peaux d'animaux (Hopkins, 2003).

Ce sont des polyphénols complexes qui représentent une classe tres importante
(Aguilera et al., 2008). Ils ont des propriétés de fusion avec les protéines (Catier et Roux,
2007).

Dans le régne végétal, les tannins sont largement répandus et peuvent étre trouvés dans
divers organes. Ils sont divisés en deux groupes : les tanins hydrolysables et les tanins
condensés (Linden et Lorient, 1994). Encore appelés (tanins galliques et ellagiques) qui
différent par leur structure chimique et I’origine biogénique. Cette substance possede en outre
des propriétés antiseptiques mais également antibiotiques, astringentes, anti-diarrhéiques,
anti-inflammatoires, hémostatiques et vasoconstrictrices (diminution du calibre des vaisseaux
sanguins). Le chéne est parmi les plantes contenant du tanin hydrolysable (peut étre hydrolysé
par hydrolyse chimique acide ou alcaline ou par hydrolyse enzymatique) (Kunkele et
Lobmeyer, 2007). Les tannins condensés sont tres abondants dans certains organes végetaux
consommeés ou utilises par I'homme, par exemple de nombreux fruits (pomme, prune, fraise...)
ou des boissons fermentées ou non (thé, vin, cidre...) (Jean-Jacques et al ., 2005)

La majorité des propriétés biologiques des tanins sont liées au pouvoir de former des
complexes avec les macromolécules particulierement avec les protéines (enzymes digestives
et autres protéines fongiques ou virales), ils peuvent poser donc des probléemes dans
I'industrie agroalimentaire (trouble dans les biéres), ou en agriculture (valeur nutritive des
fourrages, formation des acides humiques). Sur la voie externe, ils rendent les couches
externes de la peau et des muqueuses imperméables protégeant ainsi les couches sous-jacentes
; ils ont un effet vasoconstricteur sur les petits vaisseaux superficiels également. Les tanins
favorisent la régénération des tissus en cas de blessures superficielles ou de brdlures
(Kunkele et Lobmeyer, 2007).

La matiére premiére végétale de départ, les traitements technologiques et les conditions de
conservation du produit influencent fortement la capacité tannante donc ses

propriétés organoleptiques (Jean-Jacques et al., 2005).
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v Les acides phénoliques
Ce sont des composés organiques possédant au moins une fonction carboxylique et un
hydroxyle phénolique (Bruneton, 2008). Ce groupe comporte: les acides benzoiques, les
acides cinnamiques et les coumarines (Charnay et Tourmeau, 2006).

v’ Les alcools phénoliques
Un alcool phénolique est un composé organique possédant au moins un alcool
aliphatique et un hydroxyle phénolique. Les principales molécules de cette classe sont :
tyrosol (4-hydroxyphenyl ethanol) et hydroxytyrosol (3,4-dihydroxyphenyl ethanol) (Silva et
al., 2010; Micol et al., 2005).

v’ Les lignines

C’est un groupe biologiquement actif de produits naturels formé par I'union de deux
phénylpropnoides (C6-C3) par couplage oxydatif .Ces composées sont des metabolites
secondaires qui représentent un moyen de protection contre les herbivores et les
microorganismes pour les plantes qui les synthétisent (Lonkova, 2011).

La lignine a un caractere hydrophobe marqueé et s'accumule au niveau des parois des
cellules du bois ou du sclérenchyme ou elle peut étre mise en évidence par des colorants
(phloroglucinol chlorhydrique, réactif de Maiile...), chacun de ces
réactifs révélant des fonctions chimiques bien définies dans la molécule (Jean-Jacques et al .,
2005).

1.2.3 Les terpénes

Les terpenes présentent un vaste groupe de produits naturels largement répandu dans
le régne végétal et animal, renfermant des molécules tres volatiles. Ils ont une structure de
base non aromatique renfermant du carbone, de I’oxygéne ainsi que de I’hydrogeéne, ils ont
aussi un point commun essentiel formés par l'assemblage d'un nombre entier d'unités
pentacarbonnées ramifiées dérivées du 2-méthylbutadiene (Bruneton, 1999).

Les terpénes sont des hydrocarbonées naturelles utilisées comme des
antispasmodiques, anticonvulsivants, regle le battement cardiaque, possedent également les
propriétés anti-stressantes, et anti-oxydantes (Cherifi et al., 2016; Zakkad, 2016).

Le terme terpénoide désigne un ensemble de substances présentant le squelette des
terpénes avec une ou plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldéhyde, cétone, acide, lactone,
etc.) (Malecky, 2008).
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L'étude des structures, des réactions et des synthéses des terpénoides a joué un réle
extrémement important dans le développement de la chimie organique, de transposition du
squelette, de synthese stéréospécifique, d'analyse conformationnelle, de polymérisation des
oléfines,etc. Ceux-ci constituent l'une des bases des industries des parfums, des arbmes, des
colorants alimentaires. En outre, ils possedent parfois des propriétés physiologiques
puissantes et spécifiques : vitamines, hormones ou phéromones d'invertébrés, substances de

croissance des végétaux (Malecky, 2008).

1.2.4 Les saponosides

Egalement appelés saponines, qui vient du latin « sapo » signifie savon et « oside »
signifie sucre. Ce sont des substances glucosidiques végétales, ayant la particularité de se
mousser en présence de 1’eau et ce par leur effet tensioactif (diminution de la tension
superficielle entre les particules d’cau). Les saponines constituent un vaste groupe
d'heterosides tres fréquents chez les végetaux. lls sont caractérisés par leurs propriétés tensio-
actives, ils se dissolvent dans I'eau en formant des solutions moussantes. C'est d'ailleurs sur
leur tensioactivité qu'est fondee I'utilisation multiséculaire de certaines drogues qui en
referment : la saponaire (Saponaria officinalis L.) saponis (le savon), pendant longtemps,
constitué dans nos régions un détergent menager d'usage courant.

La plupart des saponosides possedent des propriétés hemolytiques et sont toxiques a
I'égard des animaux, principalement les poissons , leur propriété hémolytique leur permet
d’interagir avec les stérols de la membrane érythrocytaire, cette interaction induit une
augmentation de la perméabilité membranaire et un mouvement des ions, le sodium et l'eau
entrent, le potassium fuit, la membrane éclate, permettant ainsi la fuite de 1’hémoglobine
,mais cela n’empéche qu’ ils assurent la défense du végétal contre l'attaque microbienne ou

fongique (Bruneton, 1999).
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Partie expérimentale Matériel et méthodes

I.  Objectif

Notre travail expérimental a été realisé au niveau de laboratoire de Biochimie et de
Microbiologie de la faculté SNV/STU de I’Université Abou-BekrBelkaid Tlemcen.

L’objectif de ce travail est de tester in vitro I’activité antibactérienne de la plante
Atriplex halimus récoltée de la wilaya de Naama vis-a-vis de sept souches bactériennes de
référence.

Le choix de cette plante est basé sur son intérét médical et sur sa fréquence d’emploi
par les tradi-thérapeutes, et les personnes utilisant ou vendant les plantes médicinales. Notre
plante a été identifiée par Dr. BABA Ali Maitre de conférences classe A au niveau de la
faculté SNV/STU.

Il.  Matériels
1.1 Matériel végétal
Le matériel végétal utilisé est constitué de la partie aérienne de la plante Atriplex
halimus récoltée au mois de Février 2023 dans la wilaya de Naama, fraichement collectée et
séchée a lI'ombre, a température ambiante et dans un endroit sec a l'abri de I'humidité (Figure
3)

Figure 3: Atriplex halimus
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1.2 Matériel biologique

Sept souches bactériennes de référence ont été utilisées pour déterminer I’activité
antibactérienne de notre extrait. Les souches proviennent du laboratoire Antibiotique
Antifongique : Physico-chimie, Synthese et Activité Biologique de la faculté des sciences de
la nature et de vie de l'université d’Abou Bekr-Belkaid Tlemcen. Les souches sont

représentées dans le tableau 02.

Tableau 2: Type et forme des souches bactériennes testées.

Souches bactériennes Type des bactéries Forme des bactéries

EsherichiacoliATCC 8739

Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 Gram négatif Bacille

Salmonella typhimurium ATCC 13311

Enterococcus faecalis ATCC 49452 Cocci
Gram positif

Staphylococcus aureus ATCC 6538

Bacillus cereus ATCC 10876 Bacille

1.3 Equipements et produits utilisés
Tout le matériel, consommable, équipements et produits dont nous avions besoin pour

réaliser notre travail sont cités dans le tableau 03 comme suit

Tableau 3: Equipements et produits utilisés

Verrerie Eprouvettes, erlenmeyers, béchers, entonnoirs,
flacons,fioles, tubes a essai, pipettes Pasteur
Autres matériels Boites de Pétri, microplagues 96 puits, tube

ependorf, papier filtre stérile, anse de platine,
écouvillons, disques en papier stériles, bec
benzéne,  micropipettes  réglable,  disques
d’antibiotiques Gentamicine

Appareillages Balance de précision, agitateur magnétique,
vortex, pH métre, evaporator, colorimeétre
étuve, autoclave, plaque chauffante

Milieux de culture utilisés Gélose Muller Hinton, bouillon nutritif,
Gélose nutritif, bouillon Muller Hinton
Solvants Eau distillée, acétone, DMSO, eau physiologique
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I1l.  Préparation de ’extrait d’Atriplex halimus

I11.1 Préparation de I’extrait eau-acétone
L’extraction se fait selon la méthode décrite par Hajaji et al. (2017)

e 10 g de la matiere végetale seche est mélangée avec 100 ml de solvant eau-acétone 30 :70
(v/v). Le mélange repose pendant 24 heures a I’obscurité avec une répétition (extraction
par macération).

o Filtration de la solution.

e Evaporation du filtrat a 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 a + 4 ° C jusqu'a utilisation (Figure 4)

Figure 4: Les différentes étapes de I’extraction (A: Macération, B: Filtration, C: Evaporation, D:
I’extrait aprés séchage dans 1’étuve, E : Extrait récupére).
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I11.2 Calcul du rendement de I’extrait
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 broyé.

R= (M1/M2) x100

R : rendement en extrait brut sec exprimé en %.
M1 : masse en grammes de I’extrait brut sec.

M2 : masse en grammes du matériel végétal broyé

111.3 Préparation des dilutions

L’extrait obtenu a été dissout dans le DMSO pour obtenir une solution mere de 200
mg/ml. Des dilutions’z ont été effectuées pour obtenir des différentes concentrations: 100
mg/ml, 50 mg/ml, 25 mg/ml et 12.5mg/ml.

IV.  Evaluation de I’activité antibactérienne des différentes concentrations de I’extrait

d’Atriplex halimus

L’activité antibactérienne de 1’extrait hydro acétonique  vis-a-vis les souches
bactériennes est évaluée par différentes méthodes :

= Meéthode de diffusion sur gélose: méthode des disques et méthode des puits.

= Meéthode de micro dilution en milieu liquide (Concentration Minimal Inhibitrice
« CMI »)

= Méthode de Concentration Minimal Bactéricide (CMB)

Il est a noter que les tests réalisés ont été répétés trois fois.

IV.1 Préparation des milieux de cultures

Les milieux de cultures dont le bouillon Muller Hinton (BMH), la gélose Muller
Hinton (GMH), la gélose nutritive (GN) et le Bouillon nutritif (BN) ont été préparés a partir
de poudre déshydratées on ajoutant la quantité nécessaire en poudre dans un erlenmeyer
contenant de I’eau distillée convenable a la quantité du milieu, puis déposer le tout sur une
plaque chauffante jusqu’a ébullition.

Les milieux de cultures ont été coulés dans des boites de Pétri stériles ou conservés

dans des flacons stériles avant leur emploi.
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L’eau physiologique a €té aussi préparée.

V.2 Stérilisation du matériel

Les milieux de cultures, I’eau distillée, 1’eau physiologique, le DMSO, les tubes
ependorfs, les tubes a hémolyse, les disques en papier, les tubes a essai utilisés pour la
préparation des solutions bactériennes, les embouts ont été stérilisés a I’autoclave a 121°C

pendant 20 minutes.

V.3 Préparation des suspensions bactériennes
Les tests antibactériens sont effectués a partir de colonies jeunes en phase de
croissance, pour cela les souches ont été revivifiées puis repiquer afin d’avoir des colonies

bien isolées.

IV.3.1 Revivification des souches
Des souches bactériennes déja conservees ont été ensemencées dans des tubes
contenant 5ml de bouillon nutritif. Ces derniers sont incubés a une température de 37°C

pendant 24h. Cette étape contribue a I’enrichissement et la revivification des souches.

IV.3.2 Repiquage
Les differentes souches ont été repiquées sur des boites de Pétri contenant la gélose
nutritive par la méthode des stries, pour obtenir des colonies isolées, puis incubées a 37°C

pendant 24 heures. Cette étape permet la purification des souches bactériennes.

IV.4 Préparation de I’inoculum

Pour une bonne reproductibilité, une standardisation de I’inoculum des bactéries
testées doit étre réalisée. La suspension bactérienne est homogénéisée a 1’aide d’un vortex et
sa turbidité est ajustée a 0,5 Mac Farland, soit une densité optique égale a 0,08 a 0,10 (108
UFC/ml) & une longueur d’onde de 580.

La densité de la suspension bactérienne est ajustée en ajoutant de 1’eau physiologique
si la valeur est supérieure a la limite maximale ou en ajoutant des colonies si elle est inférieure
a la limite minimale.

L’opération de standardisation se répéte avec toutes les souches bactériennes qu’on a

choisit.
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IV.5 Application de la méthode de diffusion sur gélose
IV.5.1 Méthode des disques

La gelose Muller-Hinton a été coulé dans les boites de Pétri stériles. Les suspensions
bactériennes standardisées sont ensemencées par la suite par écouvillonnage. Ensuite, des
disques en papier stériles sont déposés sur la gélose déja ensemencée puis imbibés de 20pl
d’extrait eau- acétone d’Atriplex halimus.

Dans d’autres boites ensemencées a part, un disque d’antibiotique qui est la
Gentamicine est déposé avec un disque en papier imbibé de 20ul de DMSO comme témoin
negatif.

Les boites sont laissées pendant une heure a température ambiante afin de permettre

une bonne diffusion de I’extrait avant qu’elles soient incubées a 37°c pendant 24 h.

IV.5.2 Méthode des puits

Aprés la standardisation de I’inoculum bactérien, I'ensemencement est fait par
écouvillonnage sur la surface du milieu Muller- Hinton préalablement coulé dans des boites
de Pétri. Aprés 15 mn, des puits ont été perforés a l'aide de pipettes Pasteur. Un volume de
20ul de I’extrait est distribué dans chaque puits.

Les boites ont été ensuite laissées a température ambiante pour la pré-diffusion puis

incubées a 37°C pendant 24 heures.

IV.6 Application de la méthode de micro dilution en milieu liquide (CMI)

Le bouillon MH est utilis¢ comme milieu standard pour la micro dilution en plaque, la
microplaque a 96 puits permet de déterminer la concentration minimale inhibitrice de notre
extrait. 1l est a noter que cette méthode a été utilisée uniquement avec deux souches, qui sont
Staphylococcus aureus et Enterococcus fecalis. Le bouillon MH a été ensemencé et
standardise.

Pour chague souche, une ligne de puits a été réservée. Huit puits ont été remplis a
I’aide d’une micropipette par 50ul de notre extrait et 50ul de I’inoculum standardisé (10°
UFC/ml) dont la premiére concentration de I’extrait était de 100mg/ml. Le facteur ¥z est pris
en considération dans les calculs de concentrations des produits a tester.

Deux puits en fin de ligne ont été consacrés pour le témoin positif qui contient du MH
inoculé par la souche bactérienne (100ul) et le témoin négatif qui contient 100ul de MH

uniquement. Chaque puits recoit un volume final de 100pl.
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La microplaque est couverte et incubée a 37°C pendant 24 h. La lecture se fait a ’ceil
nu sachant que la CMI est la plus faible concentration d’extrait testé, & laquelle aucun trouble

visuel n’est observé. Tous les tests ont été effectués en bouillon et répétés deux fois.

V.7 Application de la méthode de détermination de la Concentration Minimal
Bactéricide (CMB)

Selon la méthode de Briand (1986), deux boites de Pétri contenant la gélose MH ont
été ensemenceées en spots par des différentes dilutions de I’extrait a partir de la microplaque
inoculée jusqu’au CMI, une boite a été ensemencée avec Staphylococcus aureus et I’autre
avec Enterococcus fecalis. La lecture des résultats se fait aprés une incubation a 37°c pendant
24h.
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Rendement de I’extraction
La préparation de I’extrait a partir de la partie aérienne d 'Atriplex Halimus sous forme
de broyat est effectué afin d'augmenter la surface de contact avec le solvant et de faciliter le
processus d'extraction, ce qui I'améliore. Les solvants organiques (acétone) sont également
connus pour leur capacité a augmenter la permeabilité a I'intérieur de la cellule et a augmenter
la vitesse d'extraction, notamment pour les molécules polaires a faible polarité (Satyajit et al.,
2006).
Apres extraction et élimination de toute trace de solvant, le rendement de I’extrait est
calculé par la formule déja citée.
Les résultats obtenus par la technique d’extraction ont montré que 1’extrait obtenu est
récupéré sous forme de pate brillante lIégerement collante d une couleur verte (vert bouteille)

selon le tableau 04.

Tableau 4: Caractéristiques de 1’extrait d’Atriplex halimus obtenu.

Caracteristiques Aspect Couleur | Rendement(%) | Solubilité (v /v)
Extrait Brillant pateux Verte 10 DMSO
eau/acétone

L’extrait eau-acétone dans la présente étude présente un rendement intéressant de 10%
Guettoche (2021), a trouvé une valeur de rendement de I’extrait d’éther de pétrole de
I’Atriplex halimus de I’ordre de 8%, une valeur proche a notre résultat.

En général, le rendement d’extraction dépend de 1’espéce de la plante, des conditions
environnementales, des parties de la plante utilisées dans 1’extraction, de la durée d’extraction

et du type du solvant utilisé (Daoudi et al., 2015)

II. Etude de P’activité antibactérienne
Nous avons étudié in vitro le pouvoir antibactérien de I’extrait obtenu d’Atriplex
halimus par différentes méthodes; la méthode de diffusion sur gélose (méthode des puits et
des disques), la détermination de la concentration minimale inhibitrice(CMI), la
concentration minimale bactéricide (CMB).
Plusieurs travaux basés sur 1’activité antibactérienne des extraits de la plante Atriplex
halimus, montrent que cette plante est trés efficace contre plusieurs souches bactériennes

pathogenes a Gram positif et a Gram négatif (Ounaissia et al., 2020; Ziane et al.,2020 ;
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Abdel Rahman et al., 2011), cela confirme 1’utilité d'exploitation étendue de cette plante en

médecine traditionnelle .

I1.1. Méthode des disques
L’étude de ’activité antibactérienne de ’extrait d’Atriplex halimus a été faite par la
méthode de diffusion sur disques, mais cette méthode n’a donné aucun résultat, cela est due

probablement a la faible diffusion de I’extrait.

11.2. Méthode des puits

Cette technique de diffusion sur milieu solide est une technique qualitative basee sur
la mesure des diametres des zones d’inhibition en mm, qui différent d’une bactérie a une autre
et d’un extrait a un autre. L’extrait obtenu a été testé sur des souches bactériennes de
référence.

Les résultats de I’activité antibactérienne de 1’extrait d’Atriplex halimus obtenu par

cette méthode sont regroupes dans le tableau 05 et la figure 5.
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Figure 5: Effets inhibiteurs de ’extrait Atriplex halimus sur les différentes souches
bactériennes ( A :S.aureus ;B :E.faecalis ;C :B.cereus ;D :K.pneumoniae ;E :E.coli .F :
P.aeruginosa ;G :S.typhimurium)
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Tableau 5: Diamétres des zones d’inhibition (mm) de I’extrait d’Atriplex halimus.

Souches Concentration | Concentration | Concentration | Concentration | Concentration
bactériennes (200 mg/ml) (100 mg/ml) (50 mg/ml) (25mg/ml) (12,5 mg/ml)
Staphylococcus 10 10 9 8 8
aureus ATCC

6538

Enterococcus 8 8 / / /
fecalis ATCC

49452

Les résultats montrent que I’extrait eau-acétone a une activité antibactérienne
seulement vis-a-vis Staphylococcus aureus et Enterococcus fecalis avec des zones
d’inhibition de 10 et 08 mm respectivement pour la concentration 200mg/ml, cependant
I’extrait eau-acétone ne présente aucun effet sur les autres souches bactériennes. La partie
aérienne de 1’Atriplex halimus est douée des propriétés antibactériennes vis-a-vis des bactéries
a Gram positif.

En général, les bactéries a Gram positif sont considérées comme étant plus sensibles
aux extraits que les bactéries a Gram négatif en raison de la présence de lipopolysaccharides
hydrophobes dans la membrane externe de ces dernieres qui peuvent les protéger contre
différents agents.

La zone d’inhibition de la souche Staphylococcus aureus est 10 mm pour les
concentrations 200mg/ml et 200mg/ml, 9 mm pour la concentration 50mg/ml et 8 mm pour
les concentrations 25mg/ml et 12,5mg/ml, enfin la zone d’inhibition de Enterococcus
faecalis est 8 mm pour la concentration 200mg/ml et 100mg/ml, cependant aucune zone
d’inhibition n’a été observée pour les autres concentrations.

Il apparait que la souche Staphylococcus aureus présente la plus grande zone
d’inhibition 10 mm par rapport aux autres souches.

Toutes les souches bactériennes n’ont présentées aucune sensibilité vis-a-vis du
DMSO brut (témoin négatif), par contre elles sont toutes sensibles a ’antibiotique utilis¢ qui

est la Gentamicine (témoin positif) avec différentes zones d’inhibition (tableau 06 et figure
6).
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Figure 6: Les zones d’inhibition des souches bactériennes (A : S.aureus ;B : E.faecalis ;C
E.coli ;D :B.cereus ;E :K.pneumoniae ;F :S.typhimurium ;G :P.aeroginosa)vis-a-vis du
DMSO et la Gentamicine.
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Tableau 6: Diamétre des zones d’inhibitions de la Gentamicine et DMSO pour les Sept
souches bactériennes

Souches Diamétres des zones DMSO Diametres des zones du
Gentamicine
Bacillus cereus / 20
Staphylococcus aureus / 18
Enterococcus faecalis / 25
Escherichia coli / 25
Klebsiella pneumoniae / 20
Pseudomonas aerugenosae / 22
Salmonella typhemerium / 18

Il est difficile de comparer nos résultats avec ceux de la bibliographie, car il y’a une
diversité de résultats dans d’autres travaux similaires, qui ont utilis¢é presque les mémes
souches mais avec d’autres solvants. Pour cela, les résultats de cette étude ont eté comparés a
ceux obtenus pour d’autres solvants (méthanolique et éthanolique).

Charef et Rezgui (2020), ont trouvé des résultats similaires a nos résultats pour
Staphylococcus aureus et Enterococcus fecalis, avec des diametres des zones d’inhibition de
13.5 et 9mm respectivement, proches des diametres trouves dans nos résultats,

Tarek et al. (2011) ont testé plusieurs souches dont Staphylococcus aureus et
Escherichia coli font partie, aucune souche n’a donné une activité antibactérienne vis-a-vis
des extraits méthanoligue et éthanolique utilisés.

Dans un autre travail, Guettoche (2021) a montré la présence d’activité
antibactérienne pour toutes les souches testées avec différents solvants a différentes
concentrations, cette étude a montré que les souches a Gram positif sont plus sensibles que
les souches a Gram négatif qui contiennent des lipopolysaccharides hydrophobes dans la
membrane externe qui peuvent les protéger contre différents agents.

Selon Djahra et al. (2012), les résultats obtenus indiquent l'existence de composés
antibactériens dans les différents extraits, et la différence d'activité antibactérienne entre ces
derniers, issue de la plante Atriplex halimus peut s'expliquer par la nature des molécules
contenues dans chaque extrait. En effet il existe des différences de solubilisations des

composées phénoliques dans les solvants polaires ou apolaires au cours de I’extraction, cela
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est confirmé par Ounaissia et al. (2020) qui ont expliqué que les caractéristiques des extraits
dépendent du type du solvant utilis¢ dans 1’extraction.

Toty et al. (2012) ont expliqué également que les phytomolécules antibactériennes
sont réparties dans les solvants en fonction de leur polarité.

Il existe d’autres facteurs qui influencent I’activité antibactérienne, dont la méthode
d’extraction qui joue un rdle trés important dans cela (Markham, 1982), les propriétés
génétiques de I’espece étudiée (Bruneton, 1999), I'origine géographique (Narayana et al.,
2001), ainsi que les conditions de récolte du matériel végétal (Lin et Weng, 2006).

11.3. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration
minimale bactéricide (CMB)

La CMI est un critere trés important, c’est la concentration la plus basse de 1’extrait
pour donner une inhibition compléte des souches testées aprés 24 heures d'incubation. Cette
méthode a été décrite par Rahman et al. (2013).

D’aprés les résultats obtenus par la technique de diffusion des puits sur gélose, nous
avons selectionné les souches bactériennes Staphylococcus aureus et Enterococcus fecalis qui
ont montré une sensibilit¢ vis a vis de ’extrait hydro acétonique pour déterminer la
concentration minimale inhibitrice (CMI) (figure 7), et la concentration minimale bactéricide
(CMB) (figure 8).

La lecture a été faite grace aux dépots de croissance observes dans les puits qui nous

ont permis de déterminer la CMI. Les résultats sont regroupés dans le tableau 7.

Tableau 7: Concentration minimale inhibitrice (CMI) (mg/ml) de I’extrait d’Atriplex halimus
Vis-a-vis des souches bactériennes.

Souches bactériennes CMI (mg/ml)
Staphylococcus aureus ATCC 6538 12.5
Enterococcus fecalis ATCC 49452 25
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Figure 7: La concentration minimale inhibitrice de ’extrait hydro acétonique de la partie
aérienne d’Atriplex halimus vis-a-vis des souches S.aureus et E.faecalis

En raison du manque d'études sur I’activité antibactérienne de I’extrait eau-acétone par
cette méthode, nos résultats ont été compares a ceux obtenus par d’autres extraits.

Selon le travail de Charef et Rezgui (2020), la CMI des souches S.aureus et E.fecalis
se situe dans un intervalle de concentrations un peu plus élevé que notre résultat avec deux
solvants différents (méthanol et acétate d’éthyle).

Dans les travaux de Chaouche et al. (2021), I’extrait méthanolique d’Atriplex
halimus de la région d’El Oued posséde une activité antibactérienne contre la souche
Staphylococcus aureus (15 mm) avec une valeur de CMI 2.5 mg/ml.

Abdel Rahman et al. (2011) ont obtenu des résultats similaires pour Staphylococcus
aureus avec les extraits meéthanoliques et I’hexanique alors que Ounaissia et al. (2020) ont
obtenu des résultats similaires seulement pour Enterococcus fecalis pour 1extrait
méthanolique.

Messaoudi et al. (2020), indiquent que de nombreux facteurs pourraient influencer
I’activité antibactérienne notamment la composition chimique d’une plante, la nature du
solvant et le mode d’extraction.

Dcaprés Lewis et Ausubel (2006), I’activité inhibitrice de la croissance bactérienne
d’une molécule bioactive est déterminée par des valeurs de CMI qui provoquent I’inhibition
de la prolifération bactériennes. L’extrait aqueux exerce un effet inhibiteur avec une
concentration de 100 & 200 pl/ml, alors que I’extrait méthanolique est actif avec des

concentrations plus faibles de 1’ordre de 25 a 100 pl/ml.
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La figure ci dessous présente les résultats de 1’évaluation de la concentration minimale

bactéricide(CMB).

Figure 8 : Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

Aprés 24h d’incubation, aucune croissance bactérienne dans les deux boites
ensemencées n’a été observée (figure 8), selon les résultats obtenus dans cette étude les
valeurs de CMI et les CMB sont identiques pour les deux souches bactériennes, notre extrait
exerce un effet bactéricide, un résultat assez proche a celle de Zine et al. (2012) sur I’Atriplex
semibaccata qui présente des valeurs identiques de CMI et CMB pour Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae et Escherichia coli.

Cette étude a été comparée avec une étude de Obame Engonga (2009) réalisée par
différentes plantes, différents extraits et différentes huiles essentiels, mais avec les mémes
souches bactériennes que nous avons étudié.

Les CMI et les CMB varient d’une bactérie a ’autre et d’un extrait a un autre.
L’ensemble des résultats suivants concernent Distemonanthus benthamanus, un arbre appelé
commercialement au Gabon : movingui. L’huile essentielle présente une activité bactéricide
sur Enterococcus faecalis, tandis que ’extrait aqueux n’a pas cet effet contre les autres
souches bactériennes. L’extrait chloroformique a une action bactéricide sur Enterococcus

faecalis et Staphylococcus aureus, ce qui est le cas pour I’extrait méthanolique.

40



Partie expérimentale Résultats et discussion

L’activité bactéricide est due a la composition chimique des extraits riches en
composés phénoliques qui sont a l’origine des propriétés antibactériennes (Obame
Engonga, 2009).

Il ressort de cette étude que la partie aérienne de 1I’Atriplex halimus est efficace et les
composés agissent differemment sur les souches bactériennes. 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 possédent des propriétés biologiques tres importantes qui ont
de nombreuses applications en médecine, pharmacies, cosmétique et agriculture.

La médecine moderne a pour objectif de développer les médicaments a base des
plantes médicinales traditionnelle.

Dans cette étude, nous avons étudié les propriétés antibactériennes de la plante
d'Atriplex halimus, largement utilisée dans la médecine traditionnelle pour traiter différentes
pathologies. Cette plante présente un bon potentiel en tant que source d'agents antibactériens

naturels pour le traitement des infections bactériennes.

Ce présent travail a pour but d’évaluer D’activité¢ antibactérienne de I’extrait eau-
acétone de la partie aérienne de 1’Atriplex halimus vis a vis de sept souches bactériennes par
la méthode de diffusion sur gélose (des disques et des puits) et par la methode de
microdilution pour la détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) ainsi que
la concentration minimale bactéricide (CMB).

D’apres notre étude, 1’extrait hydro acétonique obtenu a donné un bon rendement de
10%.

L’évaluation de P’activité antibactérienne a révélé que seulement Staphylococcus
aureus et Enterococcus faecalis ont présenté une sensibilité vis-a-vis cet extrait, avec des
zones d’inhibition de 10 et 8 mm respectivement a une concentration de 200mg/ml.

Les CMI obtenus contre S aureus et E faecalis sont de I'ordre de 12.5mg/ml et
25mg/ml respectivement, les résultats de CMB ont montré que notre extrait présente une
activité bactéricide pour ces mémes souches testées.

L’Atriplex halimus est une source intéressante de composés bioactifs naturels
comportant des caractéristiques thérapeutiques et pharmacologiques particulieres, qui sont
responsables de ses activités antibactériennes, cette plante peut offrir des perspectives
intéressantes pour de futures recherches. De ce fait, il est souhaitable de préserver et valoriser
la richesse de la flore Algérienne en plantes medicinales pour le développement de nouveaux

principes actifs a intérét thérapeutique.
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En termes de perspectives, Cette étude nécessite une poursuite par de nouvelles
approches a savoir :
v L’identification exacte des composés actifs de la plante Atriplex halimus
v L’identification des différentes activités biologiques du cette plante.
v' Faire des études sur la toxicité de la plante.
v’ Réaliser I’extraction avec d’autres solvants de polarité différente.
v

L application in vivo des activités biologiques
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