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/ Introduction

Une plante est dite médicinale lorsqu’au moins une partie possede des propriétés
curatives ou préventives d’une ou plusieurs maladies (Claisse-Dauchy, 1996 ; Bruneton,
1999).

Depuis la plus haute antiquité, I'numanité a utilisé diverses ressources trouvees dans son
environnement afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies (Athamena, 2009). Dans le
monde, pres de 80% de la population a recours aux plantes médicinales par manque d’accés aux
médicaments prescrits. Mais aussi parce que les plantes ont pu démontrer une réelle efficacité
(Benaissa, 2011). Une des originalités majeures de plante médicinales réside dans leur capacité a
produire des substances naturelles trés diversifiées. En effet, a coté des métabolites primaires
classiques (glucides, protides, lipides, acides nucléiques), ils accumulent fréquemment des
métabolites dits secondaires dont la fonction physiologique n’est pas toujours évidente mais
représente une source importante de molécules utilisables par I’homme dans des domaines aussi
différents que la pharmacologie ou I’agroalimentaire. Les métabolites secondaires sont produits en
tres faible quantité, dont plus de 200000 molécules ont été identifiées. Classés selon leur

appartenance chimique. (Jeaun et Annie, 2005)

Quelles que soient les parties et les formes sous lesquelles elles sont utilisées, les plantes
sont extrémement riches, elles contiennent des structures chimiques complexes. Leur
métabolisme contient des milliers de différents constituants dont I'effet thérapeutique n'est
évidemment pas lié a tous les composés, de méme pour ce qui est d'effet nocif ou toxique
(Wright et al., 2000).

L’Algérie, par sa surprenante richesse en biodiversité (faune et flore) renferme de
nombreuses especes, on y dénombre plus de 3000 espéces appartenant a plusieurs familles
botaniques. Ces plantes, dont plus de 15 % sont endémiques (Hanifi, 1991), ne sont que peu
explorées. Ainsi, afin de valoriser cette richesse naturelle et améliorer le patrimoine de
médecine traditionnelle algérienne, nous avons choisi d’étudier une plante de la famille des
Fabaceae (Cytisus arboreus (Desf.) DC.) nommé localement Elguendoul qui porte un intérét
thérapeutique dans la région de Kalous wilaya de Bouira. Malgré 1’abondance de cette espéce,
peu de travaux lui ont été consacrés. Le genre (Cytisus L.) est connu par sa composition en
principes actifs tels que les polyphénols et les alcaloides, connus pour leurs vertus
thérapeutiques. (Lapie et Maige, 1997 ; Ait-Kaci, 2001)



/ Introduction

L’objectif de la présente étude est d’évaluer la teneur de la plante médicinale en
métabolites primaires et secondaires par la réalisation de screening phytochimique, analyse
qualitative et quantitative par CCM et CPG/SM respectivement et enfin valoriser le pouvoir
antimicrobien des extraits alcaloidiques, hydro-alcooliques et aqueux des trois parties feuilles,

tiges et racines.
Le présent travail est scindé en deux parties importantes :

La premiere, renferme une synthése bibliographique mettant 1’accent sur trois chapitres.
Le premier chapitre traite 1’étude botanique de la plante ; le second présente une généralité sur

les alcaloides et le troisiéme chapitre contient un aper¢u général sur 1’activité antimicrobienne.

La deuxiéme partie concerne la partie expérimentale, cette derniere contient
deux chapitres dont le premier renferme la partie matérielle et méthode le deuxiéme est réservé
aux résultats de screening-phytochimique, CCM, CPG/MS suivie par une évaluation des effets
antimicrobiens des extraits alcaloidiques, hydro-alcooliques et aqueux des trois parties feuilles,

tiges et racines.

Notre étude s’achévera par une conclusion générale regroupant tous les résultats obtenus

avec les perspectives éventuelles.






Syntheése bibliographigue / Chapitre |

CHAPITRE | : ETUDE BOTANIQUE DE LA PLANTE CYTISUS
ARBOREUS

I.1. Intérét des plantes médicinales

Au cours des dernieres décennies, les recherches scientifiques les plus modernes n’ont
fait que confirmer le bien-fondé des vertus thérapeutiques de la plupart des plantes
médicinales utilisées de facon empirique depuis des millénaires. Ce savoir traditionnel
ancestral transmis de génération en génération est devenu aujourd’hui une mine
d’informations extrémement précieuse pour tous les chercheurs de 1’industrie pharmaceutique

(carillon, 2000 ; Fouche et al., 2000).

La plupart des espéces végétales contiennent des substances qui peuvent agir a un
niveau ou a un autre sur I’organisme humain et animal. On les utilise aussi bien en médecine
classique qu’en phytoyhérapie. Elles présentent en effet des avantages dont les médicaments
sont souvent dépourvus (Iserin, 2001). Les plantes médicinales sont donc importantes pour
la recherche pharmacologique et 1’¢laboration des médicaments ; non seulement comme
agent thérapeutiques mais aussi comme matieres premiéres pour la synthése de médicaments,

ou comme modeles pour les composés pharmacologiquement actifs (Decaux, 2002).

Plusieurs facteurs ont contribué a I’adoption de plus en plus de remedes a base de
plantes médicinales, d’une part, & cause de nombreux problémes en médecine moderne
comme l’augmentation du colt des soins de sant¢é modernes (Abayomi, 2010) , le
développement de la résistance microbienne aux antibiotiques disponibles et aussi
I’apparition des effets secondaires négatifs engendrés par les remédes médicamenteux
multiples actuels (Schnaubelt, 1998 ; Nostro et al., 2000). Et d’autre part, I’abondance de
plantes médicinales riches en substances bioactives, telles que les alcaloides, les flavonoides,
les protéines et les lipides....etc, douées de nouvelles vois d’activités biologiques ou

thérapeutiques importante (Abayomi, 2010).



Synthése bibliographique / Chapitre |

I.2. Taxonimie
L’espéce est classée dans le regne végétal comme suit (1ldis ,2010) :
Regne :Plantae
Division - Tracheophyta
Subdivision - Spermatophytina
Classe - Magnoliopsida
Super-ordre - Rosanae
Ordre : - Fabales Bromhead
Famille - Fabaceae Lindl.
Tribus - Genisteae
Genre - Cytisus L.
Espece - Cytisus arboreus (Desf.) DC.

1.2.1. L’ordre des Fabales

L’ordre des Fabales renferme 4 familles et environ 19 000 espéces. Les familles
principales sont les Fabaceae, les Polygalaceae, les Surianaceae. Nous traiterons ici la famille
des Fabaceae qui renferme 1’espece végétal Cytisus arboreus que nous avons étudiée (Judd
W, 2002).

1.2.2. La famille des Fabaceae

Les Fabaceae, qui sont communément appelés les Iégumineuses, représentent la
famille la plus importante économiquement parmi les plantes a fleurs. En Algérie, cette

famille est présentée par 53 genres et de 339 especes (Kaabeche, 2000 ; Anonyme, 2008).

Cette famille est composée de variétés horticoles et beaucoup d’espéces sont récoltées dans
un but alimentaire, tant pour I’alimentation humaine (haricot, pois, féve, soja) qu’animale
(trefle, luzerne, sainfoin), pour leur huile (arachide, soja), leurs fibres, comme combustible,
pour leur bois, leur utilisation en médecine (spartéine extraite du genét a balais, réglisse) ou
en chimie (Wojciechowski et al., 2004). Certaines d’eux sont méme enfouies dans les sols

comme engrais vert (par ex. Les tréfles), (Judd et al., 2002).


http://ww2.bgbm.org/euroPlusMed/PTaxonDetail.asp?NameId=0&PTRefFk=9000000
http://ww2.bgbm.org/euroPlusMed/PTaxonDetail.asp?NameId=7501345&PTRefFk=9000000
http://ww2.bgbm.org/euroPlusMed/PTaxonDetail.asp?NameId=9000000&PTRefFk=9000000
http://ww2.bgbm.org/euroPlusMed/PTaxonDetail.asp?NameId=9000004&PTRefFk=9000000
http://ww2.bgbm.org/euroPlusMed/PTaxonDetail.asp?NameId=9000011&PTRefFk=9000000
http://ww2.bgbm.org/euroPlusMed/PTaxonDetail.asp?NameId=500131&PTRefFk=9000000
http://ww2.bgbm.org/euroPlusMed/PTaxonDetail.asp?NameId=21683&PTRefFk=8500000
http://ww2.bgbm.org/euroPlusMed/PTaxonDetail.asp?NameId=150009&PTRefFk=8500000
http://ww2.bgbm.org/euroPlusMed/PTaxonDetail.asp?NameId=21936&PTRefFk=8500000
http://ww2.bgbm.org/euroPlusMed/PTaxonDetail.asp?NameId=20468&PTRefFk=8500000
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1.2.2.1. Intéréts économiques et médicaux de la famille

De nombreuses fabaceace ont joué un role important dans I’histoire de 1’industrie
pharmaceutique. Dans la majeure partie des cas, non pas pour leur utilisation en tant que
médicaments, mais comme source de matiere premiére (par ex. lécithines de Glycine max
Merr.), de molécules actives, de molécules pour I’hémisynthése de médicaments ou encore
d’excipients divers (Bruneton, 1999).

Actuellement plusieurs molécules trés utilisées en milieu thérapeutique sont d’origine de
diverses espéces de fabaceae Par exemple, la spartéine, un alcaloide ganglioplégique utilisé en
cardiologie et en obstétrique, est isolée de Cytisus scoparius (L.) Link ou encore la
physostigmine qui est issue de Physostigma venenosum Balf. Cette derniére est considérée
comme un inhibiteur réversible des cholinestérases, utilisée comme antidote de 1’intoxication
par les parasympatholytiques et testée dans le traitement de la maladie d’Alzheimer

(Bruneton, 1999).

1.2.2.2. Répartition géographique

Les Fabaceae constituent la troisieme famille des angiospermes de par le nombre de ses
représentants. Elles ont une distribution quasi cosmopolite et se trouvent dans les zones
tropicales, subtropicales ou tempérées (fig.1). Cette famille s’accommode d’une trés large
gamme d’habitats, et inclut autant de plantes herbacées, aquatiques ou xérophytes, que des

arbustes, des arbres ou des plantes grimpantes a lianes volubiles ou a vrille (Heywood, 1996).

Y B N o S—

Figure 1 : Carte de répartition géographique des Fabaceae d’aprés (Heywood, 1996).
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1.2.2.3. Position systématique

Trois sous-groupes sont généralement reconnus a I’intérieur des Fabaceae :

Les Caesalpinioideae, les Mimosoideae et les Faboideae (= Papilionoideae). Les Faboideae
sont cosmopolites, alors que les Mimosoideae et les Caesalpinioideae sont plutdt tropicales.
Dans la plupart des classifications (tableau 1), ces groupes sont considérés comme des sous
familles, mais ils sont parfois traités en familles indépendantes, comme par exemple dans la
classification de Cronquist. Le concept « Leguminosae » est lui utilisé soit & un niveau
familial (chez Engler), soit a un niveau ordinal (chez Cronquist). Bien que le terme Fabaceae
soit actuellement préféré dans la nouvelle classification systématique de 1’Angiosperm
Phylogeny Group (APG), le terme Leguminosae est encore couramment utilisé par certaines
catégories de scientifiques (spécialistes des légumineuses). Ces deux termes sont considérés
comme des synonymes par 1’International Code of Botanical Nomenclature (ICBN)] (Judd et
al., 2002 ; Spichiger et al., 2004).

Tableau I : Position systématique des Fabaceae selon différentes approches (Engler et Prantl, 1889;
Thorne, 1992; Thorne, 1992b; The Angiosperm Phylogeny Group, 2003).

Engler (1981) Cronquist (1988) Thorne (1992) APGIII (2009)
Regne Plantae Plantae Plantae Plantae
Embranchement Embryophyta Magnoliophyta Spermatophytae Spermatophytae
Sous Angiospermae Angiospermae Angiospermae
embranchement
Classe Dicotyledonae Magnoliopsida Magnoliidae Eudicotyledonae
Sous-classe Archichlamydeae Rosidae Rutanae Rosidae
Ordre Rosales Fabales Rutales Eurosidae | (=
Fabidées)
Sous-ordre Leguminosineae Fabineae Fabales
Famille Leguminosae Fabaceae Fabaceae Fabaceae
(=Papilionaceae) (= Leguminosae)
Mimosaceae
Caesalpiniaceae
Sous-famille Faboideae Faboideae Faboideae

Mimosoideae
Caesalpinoideae

Mimosoideae
Caesalpinoideae
Swartzioideae

Mimosoideae
Caesalpinoideae
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Selon la derniére classification, les Fabaceae sont placés dans 1’ordre des Fabales.
Elles comprennent trois sous-familles : les Mimosoidae avec 80 genres et 3.200 espéces ; les
Caesalpinioideae avec 170 genres et 2.000 especes et les Faboideae (Papilionoideae) avec 470
genres et 14.000 espéces (APG 11, 2003 ; Anonyme, 2008). Pour la suite nous allons nous
intéresser plus particuliérement a la sous-famille des Faboideae a laquelle appartient notre

espece C. arboreuse.

1.2.3. Présentation de I’espéce

1.2.3.1. Description de Cytisus arboreus

C’est un arbrisseau de 2 & 4 m de hauteur, dressé, & rameaux allongés, sillonnés, verts et
glabres sur les cotes, grisatres tomenteux dans les sillons. Les feuilles ainsi que les florales
sont trifoliolées et pétiolées, les fleurs sont assez grandes, le Calice pubescent, soyeux ;
I’étendard a peine émarginé, carene large, droite et non courbée. Le style entierement glabre,
courbé presque en cercle, non élargi sous le stigmate ; La gousse a peine poilue sur les bords,

a la fin trés glabre, luisante et a gaines noires et mates (tella botanoca, 2011).

Figure 2 : Photo de la plante Cytisus arboreus (Desf.) ; a) feuilles ; b) fruits (gousses) ;
c) fleur jaunes ; d) tige.
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1.2.3.2. Nomenclature

Le nom Cytisus derive du latin, Kytisos, ancien nom Medicago arborea ; Cytisus
arboreus posséde plusieurs noms vernaculaires. En Algérie la plante a plusieurs appellations
Alguandoul ; Chadjeret en nahal, alwezal ; en kabylie on 1’appelle : Houggui ; azazo.

En France ; cette plante porte plusieurs noms vernaculaires Cytise de Catalogne ; Genét de
Catalogne (tella botaniqua ,2011) et enfin en Espagne :Escobon (11dis,2010).

1.2.3.3. Synonymes

o Cytisogenista arborea

e Genista arborea (Desf.)
e Spartium arboreum Desf
e Verzinum arboreum

Sarothamnus arboreus (tella botaniqua ,2011)

1.2.3.4. Utilisation traditionnelle

D’apres les herboristes, Le cytise fit 1’objet de quelques recherches en tant que plante
médicinale malgré sa toxicité, et il fut découvert récemment que son feuillage était bien plus
efficace que d’autres plantes, il réussit a traiter les plaies et les brhlures, en ne laissant
pratiquement aucune cicatrice et méme celles du troisieme degré. Les feuilles et les graines
étaient préconisées contre les troubles psychonévrotiques pour stopper les migraines et en
traitement des maladies du foie. En usage externe, le jus extrait de ces feuilles soignait les
blessures et les plaies, pour ce faire, il suffisait de verser ce jus directement sur la zone

blessée.

Un usage bien que peu médical, mais important pour la nervosité qu'il entraine étaient que
les graines du cytise pouvaient étre utilisé en substitut du tabac et ainsi calmer le soldat durant
la Premiére Guerre mondiale. En cosmétologie ; les femmes utilisent cette plante pour faire

leur sourcil.
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CHAPITRE Il : SUBSTANCES NATURELLES BIOACTIVES.

11.1. Généralité

Nous connaissons actuellement plus de 250 000 espéces végétales. Celles-ci produisent
un large éventail de substances chimiques de structures variées. Parmi elles, on distingue

classiqguement les métabolites primaires et les métabolites secondaires (Vu Thi Dao, 2008).

% Les métabolites primaires : ils sont caractérisés par leur propriété nécessaire et vitale
a la survie de la cellule ou de I’organisme. lls sont divisés en trois groupes ; les
glucides, les lipides et les acides aminées (Kone., 2009 ; Badiaga., 2012).

< Les métabolites secondaires : ils ne sont pas vitaux pour la cellule ou I’organisme,
ces molécules sont présentes en tres grand nombre et d’une variété structurale
extraordinaire. Ces meétabolites sont divisés en trois groupes; les composes
phénoliques, les terpénoides et stéroides et les composés azotés ou les alcaloides
(Guignard et al., 1985 ; Badiaga., 2012).

11.2. Définition et fonctions des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires des végétaux peuvent étre définis comme des molécules
indirectement essentielles a la vie des plantes, par opposition aux métabolites primaires
(glucides, lipides et protéines) qui alimentent les grandes voies du métabolisme basal
(Gravot, 2008).

Ces substances, issues de métabolites primaires (fig.3), interviennent dans la structure
des plantes mais également, elles exercent une action déterminante sur I’adaptation des
plantes a leur environnement (Gravot, 2008 ; Kansole, 2009). lls participent ainsi, d’une
maniére trés efficace, dans la tolérance des végétaux a des stress variés, par action anti
herbivore, inhibition des attaques pathogénes des bactéries et des champignons, prédation
d’insectes, défense contre la sécheresse et lumiére UV (Gravot, 2008 ; Thomas, 2009). Les
composés phénoliques, les terpénoides et stéroides et les composés azotés ou alcaloides.
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Les voies de métabolisme

phosphate

Voie shikimate l l Glycolyse
— Phospho-énol
1 Voie acétate/
Pyruvate malonate
Polyacétates
v /
Cycle de \
Krebs v -
Mévalonate
_4— Aminoacides Voie
1 mévalonate

A\

Figure 3. Interrelation entre les métabolites primaires et les métabolites secondaires
(Bruneton, 1993) une légende : (] Métabolites I et 11 ;[_] Les voies métaboliques

11.2.1 Classification des métabolites secondaires

Les meétabolites secondaires sont produits en trés faible quantité, dont plus de 200000
molécules ont été identifiées. Classés selon leur appartenance chimique en composés

phénoliques, alcaloides et terpénoides (Cuendet, 1999 ; Vermerris, 2006).

11.2.1.1. Les composés phénoliques

Les polyphénols constituent une famille de molécules largement répandues dans le regne
végetal. On les trouve, dans les plantes, de puis les racines jusqu’aux fruits. Les polyphénols
sont des métabolites secondaires. L’expression de composes phénoliques est utilisée pour
toute substance chimique possédant dans sa structure en noyau aromatique, portant un ou
plusieurs, groupements hydroxyles (Guendouze, 2005).

10
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11.2.1.1.1 Les flavonoides

L’expression flavonoides a été introduite en 1952 par Geissman et Hinreiner pour
désigner les pigments ayant un squelette (C6-C3-C6). Provenant du mot latin flavus qui
signifie jaune (Karaali et al., 2004 ; Bouakaz, 2006 ).

Les flavonoides sont des composés possédants un squelette de base a quinze atomes de
carbone, constitués de deux noyaux aromatiques et d’un hétérocycle centrale de type pyranne,
formant une structure C6-C3-C6 (Ghedira, 2005). lIs sont des dérivés du noyau flavone ou 2-
phényl chromone (Milane, 2004).

11.2.1.1.2. Les Tanins

Toutes les plantes contiennent des tanins a un degré plus ou moins élevé. Ceux-ci
donnent un gout amer a I’écorce ou aux feuilles (Iserin, 2001). Ce sont des composés
phénoliques hydrosolubles, capables de précipiter les protéines (Enzymes digestive et autres,
protéines fongiques et viral) (Benkiki, 2006). De masse moléculaire comprise entre 500 et
3000 Da, ils sont classés selon leur structure en tanins hydrolysables et en tanins condensés
(Ghesten et al., 2001).

11.2.1.1.3. Les quinones

Ce sont des substances colorées et brillantes, en général rouges, jaunes ou orange et
possédant deux fonctions cétones. On trouve les quinones dans les végétaux, les
champignons, les bactéries. Les organismes animaux contiennent également des quinones,
comme par exemple la vitamine K, qui est impliquée dans la coagulation du sang. Les
quinones sont utilisées dans les colorants, dans les médicaments et dans les fongicides Les
quinones sont capables de se complexer de fagon irréversibles aux protéines des membranes

bactériennes ce qu’ils donnent un potentiel antimicrobien élevé. (Kansole, 2009).
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11.2.1.2. Les alcaloides

Les métabolites secondaires sont produits en trés faible quantité, dont plus de 200000
molécules ont été identifiées. Classés selon leur appartenance chimique en composés

phénoliques, terpénoides et alcaloides (Cuendet, 1999 ; Vermerris, 2006).

Un alcaloide est une substance organique azotée a caractére alcalin et présentant une
structure moléculaire hétérocyclique complexe (Badiaga, 2011). Généralement, les alcaloides
sont produits dans les tissus en croissance : jeunes feuilles, jeunes racines. Puis, ils gagnent
ensuite des lieux différents et, lors de ces transferts, ils peuvent subir des modifications. Chez
de nombreuses plantes, les alcaloides se localisent dans les pieces florales, les fruits ou les
graines, ces substances sont trouvées concentrées dans les vacuoles (Krief, 2003). Ce sont des
composés relativement stables qui sont stockés dans les plantes en tant que produits de
différentes voies biosynthétiques (Omulokoli et al., 1997 ; Wilhem, 1998 ; Judd et al., 2002
; Mauro, 2006 ; Kansole, 2009). Ils peuvent étre présents dans tous organes (Ziegler et
Facchini, 2008). Leur teneur est tres variable, généralement comprise entre 0.1% et 2 a 3 %
du poids sec de la drogue (Roux et Catier, 2007).

Les alcaloides existent rarement a I’état libre dans la plante, mais le plus souvent ils
sont combinés a des acides organiques ou a des tanins (Ziegler et Facchini, 2008).

11.2.1.2.1. Classification des alcaloides
Les alcaloides sont divisés en trois classes :

Les alcaloides vrais représentent le plus grand nombre d’alcaloides, sont toxiques et
disposent d’un large spectre d’activités biologiques. lls dérivent d’acides aminés et
comportent un atome d’azote dans un systeme hétérocyclique. Ils sont présents dans les
plantes, soit sous forme libre, soit sous forme de sel, soit comme N-Oxyde (Badiaga, 2011).

Les pseudo-alcaloides présentent le plus souvent toutes les caractéristiques des
alcaloides vrais, mais ne sont pas des dérivés des acides aminés. Dans la majorité des cas
connus, ce sont des dérivés d’isoprénoides (alcaloides terpéniques) et du métabolisme de
I’acétate (Cyril, 2001 ; Badiaga, 2011).

Les proto-alcaloides sont des amines simples dont I’azote n’est pas inclus dans un
hétérocycle, ils ont un caractére basique et sont élaborés in vivo a partir d’acide aminé. Ils

sont souvent appelés « amines biologiques » et sont soluble dans I’eau (Badiaga, 2011).
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11.2.1.2.2. Biosynthese

Contrairement a la plupart des autres types de métabolites secondaires, les nombreuses
classes d'alcaloides ont des origines biosynthétiques unique (fig. 4). Les noyaux de base de
ces différents alcaloides dérivent des acides aminés du métabolisme, I’ornithine, lysine,
tyrosine et phénylalanine, tryptophane, I’acide anthranilique, I’acide nicotinique ainsi
I’histidine. (Mauro, 2006 ; Ziegler et Facchini, 2008 ; Nacoulma, 2012).

L’atome d’azote dans les alcaloides provient, en général, d’un acide aminé dont la
structure carbonée reste souvent intacte dans la structure finale de I’alcaloide. Une fagon
raisonnable est alors de classer les alcaloides en groupes, selon leur précurseur
biosynthétique. 11 existe cependant un grand nombre d’alcaloides qui n’ont pas forcément un
acide aminé comme précurseur. Dans ces cas-1a, I’atome d’azote est incorporé a un stade
avancé de la biosynthese par réactions d’amination sur des intermédiaires aldehydes ou
cetones, exemple Solasodine (fig.5) et Bufaline (fig.6). (Mann J., 1994 ; Bhat, S. V., 2005 ;
Mauro, 2006).

L-Ornithine L-Lysine L-Arginine

-~

1 L-Histidine

: ; Pipéridine quinolizidine indolizidine " -
Pyrrolidme/\ Pyrrolizidine R-carboline imidazole

Tropane

N L-Tryptophane

-

L-Tyrosine

Indole quinoléine

Phényléthylamine i
Ergoline
Strictosidine (aglycome)
(Benzyltétrahydro)/(phényléthyl)-

-isoquinoline

Figure 4. Origine biosynthétique de différentes classes d’alcaloides (Nacoulma, 2012).
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o

OH
HO

Figure 5. Solasodine figure 6. Bufaline

11.2.1.2.3. Propriétés physicochimiques et pharmacologiques

Si dans les plantes, les alcaloides en tant que composés du métabolisme secondaire

jouent un rdle écologique de défense contre des herbivores, chez I’homme ils trouvent

cependant plusieurs applications pharmaceutiques (Mccalley, 2002 ; Stockigt et al., 2002).

R/
A X4

Les alcaloides présentaient fréqguemment de propriétés pharmacologiques marquées et
ont de nombreuses subtilisations en thérapeutique, notamment au niveau de systéme
nerveux central, du systéme nerveux autonome et du systéme cardiovasculaire
(GAZENGEL et ORECCHIONI, 2013).

On notera aussi l'existence danti-tumoraux, d'antiparasitaires, de curarisants, les
alcaloides sont utilisés comme anti-cancer, sédatifs et pour leur effet sur les troubles
nerveux (maladie de Parkinson). Ces nombreuses activités conduisent a une utilisation
importante des drogues a alcaloides, soit sous forme de préparations galéniques, soit le
plus souvent, pour lI'extraction des alcaloides qu'elles renferment, ces alcaloides étant
utilisés eux-mémes ou servant de matiére premiére d'hémi-synthése ((iserin et al.,
2007 ; Gazengel et Orecchioni, 2013).
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111.1. ACTIVITE ANTIMICROBIENNE

Les effets antimicrobiens de différentes espéces des plantes aromatiques sont mis a
profit de maniere empirique pour augmenter la durée de vie des aliments. Les propriétes
antimicrobiennes sont essentiellement dues a la fraction de principe actif contenues dans les
plantes (Roques et al., 2002). (Yakhlef., 2010) note que les extraits des plantes et beaucoup

d’autres préparations phytochimique possédent une activité antimicrobienne.

Les alcaloides sont des composés qui possedent une activité antimicrobienne contre
les bactéries et les champignons phytopathogénes, elles peuvent inhiber la croissance et le
métabolisme des microorganismes. (Nurgun et al., 2007). Divers essais in vitro et sur des
animaux, menés au cours des années 1970 et 1980, ont démontré que I’alcaloide de la
berbérine avait une activité antibiotique a large spectre contre plusieurs variétés de bactéries
et champignons pathogeénes. Ceux-ci sont impliqués dans de nombreuses infections courantes
chez I'numain (staphylocoques, streptocoques, E. coli, chlamydia, diphtérie, salmonelle,
choléra, pneumocoque, Pseudomonas - otites notamment -, dysenterie, candidose, etc.)
(Pizzorno et Murray, 2006).

La stéphanine et la crebanine, deux alcaloides isolés de Stephania dielsiana montrent
une activité contre diverses bactéries pathogénes ainsi contre plusieurs champignons

phytopathogénes comme le fusarium oxysporum (Deng et al., 2011).

Par ailleurs, I’activité antivirale des alcaloides n’est pas négligeable. Elle a été mise en
évidence a travers des études in vitro et in vivo sur plusieurs virus tels que celui de I’influenza
H1N1 (Bing et al., 2009).

I11. 1. 1. Principaux techniques de détermination de ’activité antimicrobienne

L’examen des données bibliographiques fait apparaitre la diversité des méthodologies

utilisées pour mettre en évidence ’activité antimicrobienne des extraits végétaux.

Les différents protocoles peuvent ainsi étre classés, selon le milieu dans lequel se fait

la diffusion de I’extrait végétal ou bien selon la nature du contact de 1’extrait végétal avec le

germe (Chikloune, 2007).
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I11. 1. 1. 1. Aromatogramme

L’aromatogramme est une méthode inspirée de I’antibiogramme. Elle permet de
déterminer 1’activité inhibitrice de la croissance d’agents antimicrobiens, par ma mesure du
diamétre d’inhibition autour d’un disque de cellulose imprégné de différents produits a tester.
Plus le diametre de cette zone est grand, plus la souche est sensible. Plus il est petit, plus la

bactérie est résistante (Fauchere et Avril, 2002).
1. 1. 1. 2. Méthode du puits ou cylindre

Proposé par Cooper et woodman (1946), reprise par Shroder et Messing (1949).
Hallal. (2011) note que cette méthode assure une diffusion radiale des extraits a partir d’un
puits en donnant une zone d’inhibition claire facilement mesurable. La méthode consiste a
découper un trou circulaire dans la gélose et y verser une solution d’extrait de concentration
connue. L’extrait diffusé radialement en donnant une zone d’inhibition circulaire a la surface

de la gélose préalablement ensemenceée aves la suspension bactérienne.
I11. 1. 1. 3. Méthode de dilution

Les extraits a tester peuvent également étre directement mélangées en concentration
connue au milieu de culture, qu’il soit solide ou liquide (exige la dispersion homogene par un

émulsifiant) (Hallal, 2011).

Le milieu est ensuite inoculé a un taux déterminé de microorganismes. Aprés
incubation, on remarque la présence ou 1’absence de culture. La lecture peut étre visuelle a
’aide d’un spectrophotométre. Le degré d’incubation est en rapport avec la turbidité du

milieu (Hallal, 2011)
1. 1. 1. 4. Méthode micro-atmosphere

Selon Pibiri, (2006) cette technique consiste a cultiver les microorganismes a tester
dans les boites de peétri sur milieu de culture appropriée. La différence réside principalement
dans la position du disque imprégné d’extrait qui est dépose au centre du couvercle de la boite
de pétri, renversé apres la fixation de ’extrait sur le disque. Celui-ci n’est donc pas en contact
avec le milieu gélosé. L’extrait s’évapore dans 1’atmosphere de la boite. Elle peut exercer son

effet inhibiteur sut les microorganismes testes.

16









Matériel et méthodes / Chapitre |

Chapitre I. MATERIEL ET METHODES

Notre travail porte sur une étude phytochimique et évaluation de 1’activité
antimicrobienne d’une plante de la famille des Fabaceae : Cytisus arboreus (Desf.) DC. A cet
effet, plusieurs aspects sont traités dans cette partie. Il s’agit dans la premiére partic de
I’analyse phytochimique de I’espéce citée ci-dessus, elle est suivie par I’extraction de 1’extrait
alcaloidique. La troisieme partie porte sur 1’étude qualitative des extraits organiques par une
chromatographie sur couche mince et la CPG/MS. La derniere partie concerne 1’évaluation

de I’activité antimicrobienne de 1’extrait alcaloidique.

L’ensemble du travail a été réalisé au niveau du laboratoire corrosion bactérienne du
centre de recherche et de développement SONATRACH de la wilaya de Boumerdés.
L’extraction des alcaloides totaux a été réalisée au niveau du laboratoire de recherche
Technologie Alimentaire, FSI, UMBB.

l.1. MATERIEL

I.1.1. Matériel biologiques

1.1.1.1. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé est composé de tiges, feuilles et racines de la plante

médicinale récoltée au niveau de la commune de Kalous wilaya de Bouira.
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Figure 7. Photo de la plante Cytisus arboreus (Desf.) DC. : a) Partie aérienne. b) Les Racines.
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La plante Cytisus arboreus n’a jamais fait 1’objet d’étude phytochimique en Algérie

malgré 1’abondance de cette espéce, aucun ouvrage traitant de la pharmacopée traditionnelle

Algérienne n’évoque cette plante.

1.1.1.2. Matériel microbiologique

Les souches utilisées pour déceler 1’activité antibactérienne et antifongique des extraits

sont mentionnées dans le tableau Il.

Tableau Il. Les souches utilisées dans le test antimicrobien.

Souches microbiennes Gram Reference Origine
Esherichia coli - ATCC 25922 Institut Pasteur d’ Alger
Staphylococcus aureus + ATCC 25923 Institut Pasteur d’ Alger
Klebsiella pneumoniae - ATCC 4352 Institut Pasteur d’ Alger
Candida albicans / ATCC 2091 Institut Pasteur d’ Alger
Aspergillus niger / / Laboratoire de

technologie
alimentaire/UMBB

1.1.2. Matériel non biologique et équipement

La réalisation de cette étude a nécessit¢ un ensemble d’appareils, de réactifs, de

produits chimiques et de verreries qui sont mentionnés dans 1I’Annexe | et I1.

1.2. Méthodes d’études

L’ensemble des étapes de ce travail est représenté dans le schéma suivant :
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Etude phytochimique et évaluation de I’activité antimicrobienne de la plante :

Cytisus arboreus (Desf.) DC.

|

1. Renseignement sur la plante a étudier :

région de Kalous (Bouira) /parties de la plante

étudiées : feuilles - tiges - racines.

l

2. Récolte —Séchage —Broyage -Conservation

/I 3. Poudre végétale

4. Tests qualitatifs 5. Extrait aqueux et
Screening hydro-alcoolique.
phytochimique

6. Extraction des composés bioactifs : Les
alcaloides

l

7. Analyse qualitative et
guantitative : CCM, CPG/SM

l

8. Evaluation de P’activité antibactérienne.

Figure 8. Schéma récapitulatif des différentes étapes de 1’étude.

20



Matériel et méthodes / Chapitre |

1.2.1. Préparation de la matiere végeétale

1.2.1.1. Récolte

La récolte de la plante médicinale Cytisus arboreus (Desf.) DC. a eu lieu au mois d’Avril

2016 dans les montagnes de la commune de Kalous wilaya de Bouira. Voire (fig. 9).

_ Djebahia

O Larégion de kalous.

Figure 9. Site de récolte de la plante Cytisus arboreus (Desf.) DC.
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1.2.1.2 Séchage

La plante Cytisus arboreus (Desf.) DC. récoltée puis séchée a I’air libre a 1’abri de la
lumiére et de I’humidité, dans le but de diminuer leur teneur en eau. Ce procédé empéche les
réactions d’altérations qui peuvent se produire et limite ainsi la prolifération des

microorganismes.
1.2.1.3 Broyage

Les feuilles, les tiges et les racines sont broyées séparément a 1’aide d’un broyeur et

enfin conservées dans des boites métalliques.

Le broyat va constituer la matiére séche qui va servir a I’extraction aqueuse, hydro-

alcoolique et I’extraction des alcaloides (Fig. 10).

a. Feuilles

c. Racines

Figure 10. Poudres végétales obtenues apres broyage des trois parties étudiées de la plante
séchée. (Photo originale)
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1.2.2. Screening phytochimique

Le screening phytochimique représente 1’ensemble des techniques qualitatives
permettant la détermination des différents groupes chimiques contenus dans un organe végétal
grace a des réactions physicochimiques. Les groupes phytochimiques sont nombreux, mais les
principaux sont les polyphénols totaux y compris les flavonoides, les anthocyanes, les tannins,
les coumarines, les alcaloides, les saponosides, les stérols, les terpénes... etc. Le screening
phytochimique a été réalisé par des réactions usuelles a ’aide des réactifs de caractérisation

classiques (Lendvai et al., 2002 ; Bruneton, 2009).
1.2.2.1. Préparation des solutions a analysé

v Préparation du décocté
Le décocté de chaque organe de la plante est préparé par 1’addition de 10g de poudre
végétale a 100 ml d’eau distillée. L’ensemble a été porté a I’ébullition pendant 15 minutes de
temps, le mélange est filtré et le filtrat obtenu est ajusté a 100 ml par 1’eau distillée apres

refroidissement. (Carvalho et al., 2005).

Les filtrats obtenus sont representés par la (Fig. 11).

Figure 11. Décocté a 10% des poudres végeétales des trois parties de la plante Cytisus
arboreus (Desf.) DC. (Photo originale)
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v’ Préparation de ’infusé a 5%
L’infusé a 5% de chaque organe est préparé par I’addition de 5g de poudre végétale a
100 ml d’eau distillée bouillante. Apres 15 minutes de temps, le mélange est filtré et le filtrat

obtenu est ajusté a 100 ml par I’eau distillée (Basséne, 2012).

Les filtrats obtenus sont représentés par la (Fig. 12).

Figure 12. Infusés a 5% des poudres végétales des trois parties étudiées de la plante Cytisus
arboreus (Desf.) DC. (Photo originale)

1.2.2.2. Identification des tanins totaux

La présence des tanins totaux est mise en évidence dans Sml d’infusé par I’addition de
quelques gouttes de chlorure de fer (FeCls) a 5%. La réaction au FeCls provoque 1’apparition

de coloration bleue noire ou verdatre. (Harborne et al., 1998; Raman et al., 2006).
1.2.2.3. Identification des tanins catéchétique

La présence des tanins catéchétique est mise en évidence dans 15ml d’infusé par I’addition
de 7ml de réactif de Stiansy. La réaction provoque I’apparition de coloration rouge.
(Harborne et al., 1998; Raman et al., 2006).

1.2.2.4. Identification des tanins galliques

La présence des tanins galliques se manifeste par une coloration bleue foncée. La méthode
consiste a mélanger 2 g d’acétate de sodium et quelques gouttes de chlorure de fer anhydrique
a 5% avec 5 ml d’infusé. (Harborne et al., 1998; Raman et al., 2006).
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1.2.2.5. Identification des quinones libres

2g de la poudre vegétale humecté avec HCI, sont mise en contact avec 20 ml de chloroforme
pendant 3h.Agiter le filtrat avec 5ml d’ammoniaque. Une coloration rouge apparait en
présence des quinones libres (paris et Nothis, 1987 ; Dohu et al., 2003 ; Souane, Ben
Tahar, 2013).

1.2.2.6. Identification des saponosides

Dans une série de 10 tubes a essai de 160 x 16mm, numérotés de 1 a 10, répartis
successivement 1,2,...,10 ml de décocté et ajuster le volume a 10 ml dans chaque tube avec de
I’eau distillée. Agiter ensuite chaque tube dans le sens de la longueur pendant 15 secondes en
raison de deux agitations par seconde. Laisser reposer pendant 15mn et mesurer la hauteur de

la mousse dans chaque tube. (N’Guessan et al., 2009).

Le tube dans lequel la hauteur de mousses est de 1 cm indique la valeur de I’indice de mousse.

Indice de mousse =1000 /n° du tube ou la hauteur de mousse est de 1 cm.

1.2.2.7. Identification de I’amidon

A 2g de poudre vegeétale on met quelque goutte d’iode. La formation d’une coloration bleue

violette indique la présence d’Amidon (Benmehdi, 2000).
1.2.2.8. Identification des flavonoides

a- A 5 ml d’infusé additionner 5 ml d’acide chlorhydrique 1N, un copeau de magnésium et
Iml d’alcool isoamilique. La réaction donne une coloration rouge orangé en présence des

flavonoides.

b- A 2 ml d’extrait méthanolique on ajoute quelque gouttes de solution d’hydroxyde de
sodium de 20%. La formation d’une couleur jaune intense devient sans couleur a I’addition de

I’acide chlorhydrique dilué indique la présence des flavonoides.
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1.2.2.9. Identification des alcaloides

Solution a analyser

Dans un erlenmeyer 250ml, nous avons introduit 5g de la poudre végétale, et 25ml de ’acide
sulfurique dilué a 1/10. La préparation a été agitée puis laissée macérer pendant 24 heures a la
température ambiante du laboratoire. Apres filtrage sur compresse deux fois et lavage a I’eau

de maniere a obtenir 25ml de filtrat ce dernier est soumis a une caractérisation
Caractérisation du filtrat

Nous avons introduit 1ml de filtrat dans deux tubes a essai et ajouté les réactifs généraux des

alcaloides

- Tube n°1: 5 gouttes de réactif de Mayer
- Tube n°2 : 5 gouttes de réactif de Dragendroff

La présence d’alcaloides a été caractérisée par les précipités dans les tubes a essai
1.2.2.10. Identification des Sterols-Triterpénes
Solution a analyser

Introduire 1g de poudre végétale dans un erlenmeyer puis on ajoute 20ml de 1’éther, boucher
et agiter, laisser macérer pendant 24 heures au réfrigérateur. Filtrer et compléter a 20 ml avec
1’¢éther.

Caracterisation (Réaction de lieberman-Burchard)

Mettre 10ml de ’extrait éthéré dans une capsule et évaporer a sec sous I’hdte. Dissoudre le
résidu dans 1ml de I’anhydride acérique et 1ml du chloroforme. Repartir dans deux tubes a
essai I’extrait déja dissout dont I’un servira de référence. A 1’aide d’une pipette, placer de
I’acide sulfurique concentré (1 4 2 ml) au fond du tube & essai sans agiter. A la zone de
contact des deux liquides, il y a formation d’un anneau rouge-brunatre ou violet, la couche

surnageante devenant verte ou violette révele la présence de stérols et triterpénes.
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1.2.2.11. Identification des composés réducteurs

Introduire 5ml de décocté dans une capsule et évaporer a sec au bain-marie. Ajouter au résidu
1 ml de réactif de Fehling. La formation d’un précipité rouge brique indique la présence de

composés réducteurs. (Evans et al., 2009).
1.2.2.12. Identification des oses et des holosides
Quelques gouttes d’acide sulfurique concentré ont été ajoutées a la poudre végétale.

La formation d’une coloration rouge révélé la présence d’ose et holosides. (Evans et al.,

2009).
1.2.2.13. Identification des mucilages

Introduire 1 ml de décocté dans un tube a essai et ajouter 5 ml d’alcool absolu. L’obtention

d’un précipité floconneux par mélange indique la présence de mucilages (Diouf, 2014).
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1.2.3. Préparation de I’extrait alcaloidique

% Principe
La méthode d’extraction par solvant est une méthode conventionnelle consistant a
placer dans un extracteur un solvant (chloroforme, méthanol...etc.) et la matiére végétale a
traiter. Grace a des lavages successifs par des solvants immiscibles 1’un avec 1’autre, le
solvant va se charger en molécules, avant d’étre envoyé au concentrateur pour y étre distillé a

pression atmosphérique (Chemat, 2005).

®,

s Méthode d’extraction
Les feuilles, tiges et racines de Cytisus arboreus Desf séchées préalablement a 1’abri
de la lumiere sont broyées pour 1’obtention d’une poudre, 10 g de cette derniere sont macérées

dans 100 ml HCL a 1N sous agitation magnétique pendant 2 heures.

La solution résultante est soumise a une filtration, on obtient un extrait aqueux acide
contenant les alcaloides sous forme de sel, cette solution est dégraissé par 25 ml d’hexane

trois fois.

Ensuite la solution est alcalinisée par I’ammoniaque (30%) jusqu’au pH 10 a 11 pour
que les alcaloides reprennent la forme organique. Puis I’extrait aqueux basique est soumis a
une extraction liquide-liquide par 25 ml de chloroforme trois fois jusqu’a la réaction Mayer

négative. (Mouellet, 2005)
Teste Valsy-Mayer :

Le marc est repris par un minimum de quantit¢é d’HCL, quelques gouttes de réactif
Valsy-Mayer sont ajoutées a I’extrait en cas d’une réaction positive (apparition d’un

précipité), I’opération extractive par le chloroforme est reprise.

La solution organique résultante est lavée par 1’eau distillé et séchée sur le sulfate de

sodium anhydre. L’extrait est ensuite évaporé sous vide a 40°C a I’aide d’un rota vapeur.

Enfin D’extrait est récupéré par un minimum de chloroforme dans un pilulier

préalablement pesé et gardé au réfrigérateur apres évaporation totale du solvant.

Les étapes principales de I’extraction sont résumées dans la fig. 13.
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Matiere vegétale (10g)

!

Macération HCL (1N)
Et filtration

J

Dégraissage /dépigmentation
(hexane) 3 (fois)

!

Alcalinisation (ammoniaque)

PH:10-11

|

Extraction liquide/liquide

(Chloroforme)

!

Rincage (eau distillée) et séchage
(sulfate de sodium anhydre)

!

Evaporation (rota vapeur)

Figure 13. Les principales étapes de 1’extraction des alcaloides.
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0,

«* Calcule de rendement de I’extraction

Le rendement de I’extrait alcaloidique obtenu est défini comme suit : le rapport entre la
masse de 1’extrait alcaloidique brut a I’état sec et celle du matériel végétal (feuilles, tiges,

racines) utilisé selon la formule décrite par Gbohaida (2015).

Rendement (%) = masse de I’extrait /masse de la poudre végétale utilisée.100 J

Figure 14. Les extraits alcaloidiques obtenu aprés 1’extraction (Photo originale).

1.2.4. Préparation des extraits hydro-alcoolique et aqueux

A/ Préparation de I’extrait hydro-alcoolique :

1. Ajouter 1g de la poudre végétale (tige, feuilles et racines) a 20 ml de la solution hydro-
alcoolique a 70% agité pendant une nuit.

2. Evaporation et conservation au frais

B / Extrait aqueux
1. 1gde la poudre végétale dans 20 ml d'eau distillée agitation 24h.

2. Filtration et conservation au frais.
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1.2.5 Caractérisation chimique
1.2.5.1 Analyse qualitative par chromatographie sur couche mince

% Principe
La chromatographie sur couche mince (CCM) est une technique analytique rapide,
simple et peu couteuse (figurel5). Elle repose principalement sur des phénomeénes
d’adsorption (Kolai et al., 2007).

Elle se base sur la séparation des différents constituants d’un extrait selon leur force de
migration dans la phase mobile qui est en générale un mélange de solvant ; adapté au type de
séparation recherché et leur affinité vis-a-vis de la phase stationnaire qui peut étre gel de
polyamide ou gel de silice. Elle nous permet d’avoir les empreintes du contenu alcaloidiques

de I’extrait (Gauthuret., 1968 ; Ferrari., 2002).

% Mode opératoire

A/ préparation de la phase stationnaire

Les analyse ont éte effectuées sur une plaque ; préte a I’emploi ; en gel de silice de

type G60 fixée sur une plague en verre avec les dimensions 20x20cm.
B/ Préparation de la phase mobile

Le solvant de migration (la phase mobile) utilisé dans cette identification est composé
d’un mélange de Chloroforme (CHCI3) — méthanol (CH3OH) - ammoniaque (NHsOH) avec
les proportions suivantes : (85 :14 :1) V/VIV.

C/ le dépot

Les échantillons a séparer sont solubilises dans un minimum de méthanol. Puis ils sont
déposés sur la plaque a I’aide d’une micropipette d’une fagon perpendiculaire et linéaire sous

forme de trais.
D/ Développement de la plaque

La plaque est déposée dans une cuve de chromatographie dont I’atmosphére est
saturée préalablement pendant 2 heures par la présence de 1’éluant (systéme solvant). La
chromatographie est arrétée lorsque le front du solvant est distant de 1 & 2 cm du bord

supérieur des plaques. Celle-ci est séchée a 1’aide d’un séchoir aprés migration.
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E/ Révélation

Révelation par des méthodes chimiques : ces méthodes consistent a mettre en contact de la
plaque, un réactif plus ou moins spécifique qui donne un produit coloré par réaction chimique
avec les substances a révéler (Lagnika, 2005). Dans notre cas on a utilisé le réactif de
Dragendorff qui donne des taches orangees marquees par leurs rapports frontaux indiquant la
présence d’alcaloides avec une sensibilité de détection de 0,01-0,1 pg (Flieger, 2000 ;
Wagner et al., 2009).

F/ Le calcul du rapport frontal

Le rapport frontal (Rf) est déterminé pour chaque constituant par la formule

mentionnée par Denny (1982) comme suit :

Rf =d/D

Avec :
d : Distance parcourue par le constituant

D : Distance parcourue par le front de 1’¢luant

Le Rf est caractéristique d’une substance donnée pour un ¢éluant déterminé sur un support
« phase stationnaire » donné. Il ne dépend pas de la concentration du constituant dans le

mélange (Lagnika., 2005).
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Figure 15. Schéma de CCM (Gobbi et Khebbaz ,2014).
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Figure 16. Schéma de préparation de plaque et dép6t des échantillons.

(Gobbi et Khebbaz ,2014).
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1.2.5.2 Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse (CPG/SM)

e Principe

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est une méthode d’analyse par
séparation. Elle permet ainsi I’analyse de mélanges éventuellement trés complexe de nature.
A T’instant initial, 1’échantillon est introduit en téte de colonne dans une petite chambre située
en amont de la colonne sur le circuit des gaz. La chambre est portée a une température
appropriée a la volatilit¢ de I’échantillon. Les constituants du mélange injecté seraient
entrainés a la méme vitesse, celle du gaz porteur, et parviendraient tous ensemble a 1’autre
extrémité de la colonne, s’ils n’étaient freinés de fagons différentes par I’interaction de leurs
molécules avec celles de la phase stationnaire. Les arrivées sont enregistrées par un organe

essentiel appelé détecteur (Tranchant, 1995).

Figure 17. Appareil de la CPG/SM. (Photo originale).
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La spectrométrie de masse (SM) consiste dans une premiére étape a produire en phase
gazeuse des ions de substance a analyser (échantillon vaporisé) par différente méthodes (par
exemple, par impact électrique). Cet ion moléculaire va se fragmenter (De Hoffmann et
Stroobant, 2005).

La SM utilise le mouvement des ions ainsi obtenus dans les champs électriques et
magnétiques afin de les classer et séparer en fonction de leur rapport masse/charge (m/z). Le
principe que les ions en mouvement peuvent étre déviés par des champs électriques et

magnétiques, puis détectés en proportion de leur nombre.

La combinaison en ligne de la chromatographie en phase gazeuse a la spectrométrie de
masse, ou CPG/SM, offre de multiples possibilités analytiques et que les deux techniques
peuvent combiner harmonieusement leurs avantages spécifiques ; pour résumer, toute
substance émergeant de I’extrémité d’une colonne de chromatographie est a priori analysable

par une méthode de spectrométrie de masse afin de 1’identifier.

1.2.6. Evaluation de ’activité antimicrobienne

La détection de la sensibilité des bactéries aux extraits est faite conjointement par la
méthode de diffusion sur milieu gélose. Cette méthode permet de déterminer I’activité

inhibitrice de nos extraits sur la croissance des agents bactériens.
1.2.6.1 Vérification de la pureté des souches

Nous avons Vérifié la pureté des souches de référence cibles par observation

microscopique.
1.2.6.2 Conservation des souches

Les souches bactériennes identifiees précédemment (Annexe 1V) et qui font I’objet de

notre étude sont conservées dans des boites contenant de la gélose nutritive a 4°C.
1.2.6.3 Milieux de culture
Les milieux de culture utilisés sont : (Annexe IlI)

e Gélose Muller-Hinton pour les bactéries
e Gélose Sabouraud pour la levure

e Gélose PDA (Potato Dextrose Agar) pour le champignon
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1.2.6.4 Antibiogramme :

Le but de la réalisation d’un antibiogramme est de prédire la sensibilité d’un germe a un ou

plusieurs antibiotiques.

Nous avons utilisé des disques de 6mm de diametre imprégnés des antibiogrammes a

différentes concentrations conditionnées par le fabricant.

L’effet antimicrobien été testé par différents antibiotiques couramment utilisés sur les

souches pathogénes, ceci afin de comparer 1’efficacité thérapeutique des extraits.

Tableau I11. Listes des antibiotiques testés sur les bactéries
Antibiotique Charge
Ampicilline 1% 50ul
Vancomycine 1% 50ul
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37



Matériel et méthodes / Chapitre |

1.2.6.5 Revivification des souches microbiennes

La revivification des souches bactériennes a pour objectif I’obtention d’une culture
pure et jeune. Elle est réalisée par la méthode des stries. Les souches sont alors revivifiées a
partir des boites de conservation sur milieu GN, Saboureau pour les levures et PDA pour le
champignon. Les cultures son incubées a 1’étuve a 37°C pendant 24h dans le cas des
bacteries, a 28°C pendant 3 jours pour la levure et a 28°C pendant 7 jours pour le

champignon.
1.2.6.6 Préparation de I’inoculum

A partir d’une culture pure de 18 heures sur milieu d’isolement, racler a I’aide d’une

anse de platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques.

v Décharger I’anse dans 10ml d’eau physiologique stérile a 0,9 %

v Bien homogénéiser la suspension bactérienne a 1’aide d’un vortex (Photo 19), son
opacité doit étre équivalente a une DO de 0,08 a 0,10 lue a 625 nm.

v" L’inoculum peut étre ajouté en ajoutant soit de la culture s’il est trop faible, ou bien de
I’eau physiologique stérile s’il est trop fort.

v L’ensemencement doit se faire dans les 15 minutes qui suivent la réparation de

I’inoculum (Rahal et al, 2011).

Figure 19. Agitateur type VTX500 (vortex). (Photo originale).
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1.2.6.7 Ensemencement
L’ensemencement se fait par la méthode d’écouvillonnage :

v" Tremper un écouvillon stérile dans I’inoculum.

v’ L’essorer en le pressant fermement (et en le tournant) contre la paroi interne du tube,
afin de décharger au maximum.

v" Frotter I’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée séche, de haut en bas, en
stries serrees.

v Répéter I’opération 2 fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois, sans oublier de
faire pivoter I’écouvillon sur lui-méme. Finir I’ensemencement en passant
I’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

Dans le cas ou I’on ensemence plusieurs boites de pétri, il faut recharger 1’écouvillon a

chaque fois (Rahal et al, 2011).
1.2.6.8 Préparation des I’extraits alcaloiduques, hydro-alcooliques et aqueux

Apres ’extraction selective, les extraits secs(alcaloidiques) sont récupérés dans le DMSO a
raison de a2 mg par disque. Pour les extraits hydro-alcooliques et aqueux a raison de 50 ul par

disque.
Les solvants de solubilisation ont été testés sur les souches utilisées.
1.2.6.9 Application des disques d’antibiogramme

Il est préférable de ne pas mettre plus de 6 disques sur une boite de 90 mm de diametre.

Les disques doivent étre espacés de 24 mm, centre a centre.

Presser chaque disque a 1’aide d’une pince bactériologique stérile pour s’assurer de son

application. Une fois applique, le disque ne doit pas étre déplacé (Rahal et al., 2011).
Les disques imprégnés stérilisés avec 1’extrait sont séchés prés d’un bec bunsen

Les boites doivent etre mise dans le réfrégirateur pendant 2 heurs afin de laisser 1’extrait

diffuser.
1.2.6.10 Incubation

Les boites sont incubées pendant 24 h a 37°C pour les bactéries et 48 h a 28°C pour la

levure.
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1.2.6.11. Lecture

La lecture se fait par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition autour de chaque
disque a I’aide d’un pied a coulisse ou a I’aide d’un double décimétre. Les résultats sont
exprimés par le diametre de la zone d’inhibition et peut étre symbolisé par des signes d’apres

la sensibilité des souches vis-a-vis de I’extrait végétal (Ponce et al., 2003).
On compare les résultats aux valeurs critiques

Selon le diamétre d’inhibition, on classe la bactérie dans 1’une des catégories sensible,

intermédiaire, ou résistance.

Tableau IV. Estimation de la sensibilité des souches (Moreiraet al. 2005).

Diamétre de la zone d’inhibition (nm) Sensibilité des souches
d<7 Non sensible / résistante (-)
d[7 — 14] Sensible (+)
d[15—19] Trés sensible (++)
d>20 Extremement sensible (+++)

1.2.6.12. Analyse statistique ( détermination de la moyenne, de I’écart type et ’erreur

standard a la moyenne ESM).

Afin de se rapprocher le plus possible de la valeur réelle du diamétre de la zone
d’inhibition et de déterminer avec certitude 1’effet de I’extrait végétal sur les souches testées,
nous avons eu recourt a un indice statistique permettant de mesurer 1’erreur standard a la
moyenne (ESM). Le calcul de cet indice nécessite préalablement le calcul de la moyenne X et
de I’écart-type (S). Les formules permettant d’obtenir les valeurs des parametres cités sont les

suivantes :

» §= YU
n-1

> X = Zgzrllnxi
n
s

> ESM=\/—H

40



Matériel et méthodes / Chapitre |

Avec
X : moyenne arithmérique
x : valeur individuelle
n : effectif

S : écart-type
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phytochimique, de la caractérisation qualitative et quantitative des alcaloides de la plante

Dans cette partie du travail, nous allons exposer les résultats du screening

médicinale étudiée « Cytisus arboreus (Desf.) DC. », et de son activité antimicrobienne.

11.1. Screening phytochimique

décoctés et les poudres végétales de feuilles, tiges et racines de la plante médicinale sont

Les résultats des tests de caractérisations phytochimiques réalises sur les infuses, les

résumés dans les tableaux V et VI

Tableau V. Les résultats de screening phytochimique (métabolites primaires).

Meétabolites Nom de test Résultat Cytisus arboreus Desf
| aires positif Feuilles Tiges Racines
Sucres Test de Précipité
réducteurs Fehling rouge
brique
)
o
(&)
>
(%]
(72]
har Oses et / Couleur
holosides rouge
_ Couleur
Amidon lode bleue violette
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Tableau VI. Les résultats de screening phytochimique (métabolites secondaires).

Meétabolites Il aire | Nom de test Résultat Cytisus arboreus Desf
positif
Feuilles Tiges Racines
a Couleur rouge
Orangé
Flavonoides
b Jaune intense -
= —
+++ + ++
Tanins Couleur bleue
Totaux / noire
+++ +++ +
» Tanins Réactif de Couleur rouge
g catéchétiques Stiansy
©
)
[72]
-
Tanins / couleur bleue
gallique foncé

+++

+++
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Suite du tableau VI : Les résultats de screening phytochimique (métabolites secondaires).

Metabolites Il aire | Nom de test Résultat Cytisus arboreus Desf
positif

Feuilles Tiges Racines

Quinones libres / Couleur rouge

Saponosides Test de Apparition de i
mousse mousse

cewancsdas "IV SenNan

Steérols et tri Reaction de | Anneau rouge
terpene Lieberman- brunatre ou
Burchard violet

Mayer Précipitation

Alcaloides

Dragendorff | Précipitation
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Avec :

() : Absence de substance ;

(+) : Présence de traces ;

(++) : Moyenne teneur en substance ;

(+++) : Forte teneur en substance.

Le screening phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence de
métabolites primaires et secondaires au niveau des tissus végetaux des trois parties (feuilles,
tiges et racines) de la plante. La détection de ces composés chimiques est basée sur des essais
de solubilité des constituants, des réactions de précipitation et de turbidité, un changement de

couleur spécifique ou un examen sous la lumiere ultraviolette (Kanoun, 2011).

D’aprés les résultats obtenus de screening phytochimiques, on constate que la plante
médicinale étudiée présente une diversité moléculaire quant aux métabolites primaires et

secondaires.

L’examen des tableaux fait ressortir que la plante Cytisus arboreus, en général,
présente une quantité importante de tanins galliques, flavonoides, saponosides, composés
réducteurs et alcaloides, et en quantité moins importante en stérols et triterpenes. Cependant,

nous observons 1’absence d’amidon, tanins catéchétiques, coumarine et les quinones libres.

Pour les deux parties aériennes (feuilles et tiges) elles présentent une tres forte teneur
en alcaloides et tanins galliques par rapport a celle présente dans les racines. Cependant les
flavonoides sont présents en forte teneur dans les feuilles, en moyenne teneur dans les racines
et en faible teneur dans les tiges. De plus on note une absence totale des stérols et triterpenes

dans les racines et une présence moyenne dans les feuilles et les tiges.

Dans tous les tubes, concernant la partie racine on note 1’apparition de mousses, ainsi que la
mousse de 1 cm de hauteur présenté dans le tube numero 4 nous confirme la présence de
saponoside .Donc I’indice de mousse a partir de la formule précédente donne I =250. Ce

résultat indique que notre plante est riche en saponosides.

Le potentiel d’une plante médicinale est attribué a I’action de ses constituants

phytochimiques. Ils sont produits comme métabolites secondaires, en réponse au Sstress
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environnemental ou pour assurer un mécanisme de défense aux agressions provoquant des

maladies chez les veégetaux (Mohammedi, 2013).

En effet les flavonoides jouent un r6le dans la coloration des végétaux
(Ribéreaugayon et Reynaud, 1968), aussi ils possedent des rbles tres importants dans les
plantes, en les protégeant contre le stress hydrique et générent une tolérance des plantes aux
métaux lourds présents dans les sols. Hors la plante, les flavonoides possedent plusieurs effets
pharmacologiques (Makhloufi, 2010). Les flavonoides protégent les aliments d’origine
végétale de ’oxydation, ce sont des antioxydants réputés pour leur action anti-radiculaire

(Makhloufi, 2010).

En paralléle, on note la présence de tanins, ce composé qui donne un golt amer a
I’écorce ou aux feuilles et les rendent impropres a la consommation pour les insectes ou le
bétail (Eberhard et al., 2005). Les plantes peuvent produire des substances phénoliques
(tannoides) en réponse a un stress environnemental, suscité par différents facteurs : déficience
en éléments nutritifs, sécheresse, sur-chauffage (températures élevées) et I'intensité lumineuse
(Rira, 2006).

La présence des alcaloides peut expliquer des activités biologiques diverses (Milcent
et Chau, 2003). lls jouent, a faibles doses, le role d'anesthésiques locaux, d’analgésique,
d'antibiotiques, d'antiparasitaires, d'antipaludique, d'antitumoraux et d'amoebicides (Chenni,
2010).

La plante est trés riche en saponosides, Les saponosides possedent des propriétés anti-
inflammatoires et antioedémateuses, ils sont particulierement toxiques pour les poissons et
autre animaux aquatiques (Bouhadjera, 2005). Aussi ces molécules ont des propriétés

analgésiques (Roux et Catier, 2007).
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11.2. Rendement en extraits alcaloidiques

Les résultats récupérés aprés évaporation ont été pesés pour déterminer le poids
résultant, cet extrait renferme les alcaloides. Le rendement a été déterminé par rapport a 10g
de matiere végétale séche rendue en poudre, 1’opération a été refaite deux fois pour chaque
partie de la plante afin de déterminer 1’erreur standard a la moyenne (ESM). Les résultats ont
été exprimés en pourcentages. Les tableaux ci-dessous et la figure 20 regroupent le rendement

et la quantité en grammes de chaque extrait alcaloidique.

Tableau VI11. Rendement en alcaloides des trois parties de la plante étudiée.

Parties de la plante Masse de Rendement (%) Rendement
utilisées Pextrait (g) Moyen + ESM
Feuilles (1) 0,0349
0,328 + 0,020
Feuilles (2) 0,0307
Tiges (1) 0,0262
0,272 + 0,077
Tiges (2) 0,0282
Racine (1) 0.0103

0,1235+ 0,019

Racines (2) 0.0144
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Figure 20. Rendement en extraits alcaloridiques des trois parties de la plante étudiée.

Selon la figure 20 il s’avére que le rendement en alcaloides différe d’une partie a une
autre de la plante étudiée notamment entre les parties aériennes et la partie sous terrainne. Le
taux le plus élevé est obtenu avec les feuilles 0,328 % (£ 0,02). Le rendement d’extraction des
alcaloides obtenu par les tiges est inférieur de 17% a celui des feuilles, tandis que le
rendement d’extraction obtenu par les racines est inférieur de 62%, ce qui confirme les
résultats de screening ; les feuilles et les tiges contiennent plus d’alcaloides par rapport aux

racines.

D’aprés ces résultats, nous pouvons considérer C. arboreus comme une plante a

alcaloides puisqu’elle renferme une teneur plus de 0,01% (Vapoorte, 2005).

Il est difficile de comparer les résultats avec ceux de la bibliographie car le rendement
n’est que relatif et dépend de la méthode et des conditions dans lesquelles 1’extraction a été
effectuée. Nous avons appliqué une méthode conventionnelle qui se base sur la protonation et
la déprotonation des alcaloides afin de les transformer de la forme base a la forme sels et vice
versa, en jouant sur leur solubilité dans les solvants (Vapoorte, 2005).

Les teneurs en alcaloides sont dans les normes par rapport aux résultats rapportés par
la littérature pour les feuilles de Cytisus scoparius L., entre 0,3 et 1,5%, obtenues par la
méthode conventionnelle (Wagner et al., 2009).

Cependant il y a plusieurs autres méthodes non conventionnelles telles que 1’extraction

assistée par ultrasons a 1’aide d’une sonde a ultrasons (sonication directe) et 1’extraction
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assistée par ultrasons a 1’aide d’un bain a ultrasons (sonication indirecte) (Djilani et Legseir,
2004). Toutefois Chebili, S., (2012) a appliqué ces deux dernieres méthodes pour I’extraction
des alcaloides quinolizidiniques de Cytisus triflorus, le rendement obtenu a été de 1,83% pour
la sonication directe et de 1,10% pour la sonication indirecte. Donc on constate qu’il y a

d’autres méthodes bien plus efficaces que la méthode conventionnelle.

Les Caracteres organoleptiques des alcaloides totaux montrent que les extraits ont un

aspect aqueux d’une couleur brune foncée et portent la méme odeur que celle de la plante.

11.3. Chromatographique par CCM

L’analyse chromatographique des alcaloides totaux a été réalisée avec le systeme
solvant (chloroforme-meéthanol-ammoniaque ; 85 :14 :1), (v/v/v) qui nous a donné une bonne
séparation des composants de notre extrait alcaloidique et révele la présence de nombreux
taches fluorescentes observees sous la lampe UV, les résultats de chromatogramme sont

regroupés dans la photo 21.

F R T

Figure 21. Photo de plaque CCM prise aprés révélation par reactif de Dragendroff. (F :
feuille. R : Racine. T : tige). (Photo originale)
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La chromatographie sur couche mince a permis de séparer les composants des trois
extraits des alcaloides totaux de la plante comme indiqué dans les chromatogrammes ci-
dessus. Pour la révélation des alcaloides contenus dans les différents extraits, c’est le réactif
de Dragendorff qui a été pulvérisé sur la plaque. Il s’agit d’iodobismuthate de potassium qui
donne en présence d’alcaloides des taches jaune-orange ; dont 1’extrait des feuilles montre un
nombre plus élevé de taches (10) par rapport aux deux autres extraits tiges (07) et des racines

(04). Donc on a pu conclure que I’extrait feuille est le plus riche qualitativement en alcaloides.

On remarque aussi que les taches apparaissent sous deux formes d’un trait fin et des taches

de forme elliptiques large.

D’aprés les données de la littérature (Wink, 1993) tableau 9 nous avons fait
correspondre a chaque tache du chromatogramme de CCM réalisée dans le méme systeme
solvant (S1 : Chloroforme-méthanol-ammoniaque), un nom d’alcaloides du méme Rf qu’elle

pourrait identifier nos composes.

Tableau VI1I. Identification des trois extraits alcaloidiques de C. arboreus selon leur Rt

Organe | Feuilles Tiges Racines Type d’alcaloide proposé
selon (Wink, 1993)
Rf.
1 0 0 0 -
2 0.02 0.02 - 11,12-Dehydrospartéine
3 0.07 - - Spartéine
4 0.13 0.13 0.13 -
5 0.42 0.42 0.42 Cytisine
6 0.52 0.52 - Matrine
7 0.63 - 0.63 Angustifoline
8 0.75 0.75 - -
9 0.80 - - Aphylline/17-
Oxospartéine/17-oxolupanine
10 0.90 0.90 - -
Nombre des 10 7 4
taches
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D’apres les résultats du tableau il ressort que nos extraits sont riches en alcaloides qui
appartiennent a la famille des quinolizidiniques. En comparant nos résultats avec les travaux
de Wink 1993, nous avons pu détecter quelques alcaloides dans nos différents extraits selon
leurs Rf en utilisant le réactif de Dragendorff qui a été pulvérisé sur les plaques, d’autres
taches n’ont pas été identifiées, cela est peut-étre di a I’absence de ces composés
d’alcaloidiques dans les especes étudiées par cet auteur. Bien que la CCM soit une méthode
fiable et facile a appliquer pour la détection des alcaloides, le manque de matériel de

références comme les molécules standards, limite I’utilisation de cette méthode.

Le chromatogramme montre la présence de plusieurs taches fluorescentes, 1’un des taches est
de fluorescence jaune dans I’extrait feuille avec un Rf de 0.25, cette tache pourrait représenter

berberine, un alcaloide trés abondant qui présente une fluorescence jaune d’apres la littérature

(Makkar et al, 2007).

Les alcaloides identifiés par certains chercheurs sont représentés par la famille des
isoquinolines : acanthine, bargustanine, berbamine, berberrubine, berlambine, columbamine,
jatrorrhizine, lambertine, magnoflorine, palmatine et berberine (Imanshahidi et
Hosseinzadeh, 2008).

D’apres (Bruneton, 1999 ; Hoffmann, 2003) Les alcaloides quinolizidiniques se
trouvent dans la sous-famille des Faboideae, produites essentiellement par les genres Cytisus
L. et Lupinus L. Les quinolizidines bi-, tri- ou tétra-cyclique caractérisent la famille des
Fabaceae, dans laquelle, on compte prés de 200 especes alcaloidiques, dans plus de 40 genres

dont certains d’eux sont responsables de leur activité et / ou toxicité.
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11.4. Analyse qualitative CPG/SM des extraits alcaloidiques de C. arboreus

Vu que Les analyses par CPG/SM sont tres couteuses nous avons pu tester que deux
extraits alcaloidiques de feuilles et racines de C.arboreus, elle a permis de détecter quelques types

d’alcaloides. Les chromatogrammes sont présentés dans 1’ Annexe V.

1. Extrait alcaloidiques des feuilles
D’aprés la base de données électronique (NIST MS search 2.2), nous avons pu
identifier 7 types d’alcaloides de l'extrait des feuilles, signalés dans le chromatogramme

présenté dans I’annexe V. Les résultats sont présentés dans le tableau ci-dessous :

Tableau IX : Les 7 types d’alcaloides obtenus par I’extrait des feuilles

Type d’alcaloide Formule tR (min) Masse molaires
(9/mol)

Maytansine C34H46CINO10 10,87 691,5
N-methyltomatidine C28H47NO2 6,22 429
N-methylsolasodine C28H4sNO2 12,36 427
3-butylindolizidine Ci2H2sN 13,26 181
Fluoratropine C17H22FNO3 14,86 307
P-bromoatropine C17H2BrNO3 16,36 367,9
Neronine C18H21NOg 18,07 347

2. Extrait alcaloidiques des racines

D’aprés la base de donnée électronique (NIST MS search 2.2), nous avons pu
identifier a tR=14,36 min, une molécule de masse molaire M= 347g/mol. Cette
molécule correspondrait a la neronine 4.5-dihydro- (C1sH21NOg) dans la fraction

testée avec un pourcentage massique de 22.162 %.

D’apres les résultats il ressort que les feuilles contient plus d’alcaloides que les autres
organes car ils sont synthétisés dans les chloroplastes, puis sont transportés vers tous les
organes de la plante via le phloeme (Wink et Hartmann, 1982 ; Wink et Witte, 1984). Ceci
explique la présence de ces alcaloides dans les tiges et les racines. Notant que le genre Cytisus

L. est riche en alcaloides avec un pourcentage de 85% - 90% (Wagner, 2009).
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11.5. Evaluation de ’activité antimicrobienne des trois extraits

11.5.1. Méthode de diffusion sur milieu gélosé

Les extraits sont testés sur des souches microbiennes, la toxicité du solvant peut
également étre critique car méme en traces, le solvant ne devrait pas empécher le procédé
biologique. Selon Yrjonen (2004), I’attention devrait également étre prétée aux interactions
possibles entre le solvant et les sorps dissous pendant que le solvant peut réagir avec certaines
composées pour produire des complexes ou pour causer la décomposition, la déshydratation,

ou I’isomérisation de ces composés.

Pour cela, nous avons réalisé un test préliminaire avec le méthanol, dans le but
d’évaluer I’effet de DMSO et de méthanol sur la croissance des souches microbiennes. Les
valeurs de la zone d’inhibition (d) des composés alcaloidiques des trois parties de la plante

testée sur les six souches microbiennes isolées, sont exposées dans les tableaux X et XI.

Aucun résultat n’a été détecté sur 1’effet antimicrobien de méthanol et DMSO sur les

souches microbiennes testées.

11.5.1.1. Evaluation de P’activité antimicrobienne des extraits de Cytisus arboreus (Desf.)

DC. vis-a-vis les bactéries et les champignons

Afin de prédire la sensibilité des souches microbiennes a nos extraits alcaloidiques totaux,
hydro-alcooliques et aqueux obtenus des feuilles, tiges et racines seches de C. arboreus, nous
avons appliqué la méthode de diffusion sur milieu solide sur deux bactéries a Gram- (Escherichia
coli et Klebsiella pneumoniae) et une autre a Gram+ (Staphylococcus aureus) qui ont montré des

résistances aux différentes catégories d’antibiotiques.

A- Les résultats du screening antibactérien des extraits alcaloidiques totaux

Les résultats du screening antibactérien des extraits alcaloidiques totaux sont reportés dans le
tableau X.
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Tableau X. Valeurs des diamétres des zones d’inhibitions (mm) obtenues par les extraits

alcaloidiques des feuilles, tiges et racines de C. arboreus par la méthode de diffusion sur gélose.

Bactéries Extrait Diametre (mm) Moyenne + Sensibilité
alcaloidi Ecarttype  des souches
-que (mm)
Escherichia Feuilles 10,5 11,2 10,8 10,83%0,35 Sensible
Gram  coli Tiges 9.2 102 98 973+050  Sensible
Racines - - - / Résistante
Klebsiella Feuilles - - - / Résistante
pneumoniae Tiges - - - / Résistante
Racines - - - / Résistante
Gram Staphylococcus | Feuilles 12,1 11,6 12,3 12 + 0,36 Sensible
+ | aureus Tiges 10.6 11,2 11 10,93+0,130  Sensible
Racines 21 18 16 1,83+0,25 Résistante
levure Candida Feuilles 202 19,8 194 198+0,40  Tres sensible
albicans Tiges 20 192 194 1953+0,41 Treés sensible
Racines 108 104 114 10,86%0,50 Sensible
Cham. Aspergillus Feuilles - - - / Résistante
niger Tiges - - - / Résistante
Racines - - - / Résistante
25
19,8 19,53
, 20
S
% 15
% L0583 12 1063 W Sériel
2 '°° 9,73 ' 10,86 W Série2
s 10
g= Série3
.g
5
1,83
0 0 = 0
O — — — — — — —
Ec Kp Sa Ca An

Souches bactériennes

Figure 22. Histogramme des diamétres d’inhibitions des souches microbiennes testées vis-a-

vis des extraits alcaloidiques des feuilles, tiges et racines de C. arboreus par la méthode de

diffusion sur gélose.

(Ec) : Escherichia coli ; (Kp) : Klebsiella pneumoniae ; (Sa) : Staphylococcus aureus ; (Ca)
Candida albicans ; (An) : Aspergillus niger.
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Escherichia coli

Candida albicans

ol B

Aspergillus niger

Figure 23. Activité antimicrobienne des extraits alcaloidiques des feuilles, tiges et racines de C.

arboreus par la méthode de diffusion. (Photo originale)
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B- Les résultats du screening antibactérien des extraits hydro-alcooliques

Les résultats du screening antimicrobien des extraits hydro-alcooliques démontrent que :

e Staphylococcus aureus (3,03 = 0,08 mm) pour I’extrait hydro-alcoolique des feuilles ;
(3 £ 0,04 mm) pour I’extrait hydro-alcoolique des tiges; absence de diametre
d’inhibition pour I’extrait des racines, donc la bactérie est résistante (non sensible).

e Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae et Aspergillus niger absence des diamétres
d’inhibitions dans les trois extraits hydro-alcooliques de feuilles, tiges et racines. Les

bactéries sont résistantes (non sensibles).

Les antibiogrammes correspondants sont figurés ci-dessous :

Staphylococcus aureus

Candida albicans Aspergillus niger

Figure 24. Activité antimicrobienne des extraits hydo-alcooliques des feuilles, tiges et racines
de C. arboreus par la méthode de diffusion. (Photo originale)

56



Résultats et discussion

/ Chapitre 11

C- Les résultats du screening antimicrobien des extraits aqueux

Les résultats du screening antimicrobien des extraits aqueux des feuilles tiges et racines
de C. arboreus sont reportés dans le tableau XI.

Tableau XI. Valeurs des diamétres des zones d’inhibitions (mm) obtenues par les extraits aqueux

des feuilles, tiges et racines de C. arboreus par la méthode de diffusion sur gélose.

Bactéries

Escherichia

Gram- coli

Klebsiella
pneumoniae

Gram  Staphylococcus
+ aureus

Candida
albicans

levure

Cham. Aspergillus

niger

20
15

10

Diameétres d'inhibitions

Ec

Extrait Diametre (mm) Moyenne £ Sensibilité
aqueux Ecarttype  des souches
(mm)
Feuilles 8,9 9,2 9,1 9,06 £0,15 Sensible
Tiges 7,9 8,4 8,2 8,16 £ 0,25 Sensible
Racines 1 1,2 1 1,06 +0,11 Résistante
Feuilles - - - / Résistante
Tiges - - - / Résistante
Racines - - - / Résistante
Feuilles 10,5 10,8 11,2  10,83+0,35 Sensible
Tiges 115 106 10,8 10,96 £0,47 Sensible
Racines 5,4 4,9 5,3 5,2+0,26 Résistante
Feuilles 155 14,8 15,2 15,16 +£0,35 = Tres sensible
Tiges 18,1 17,7 18 17,93 +£0,20 Tres sensible
Racines 10,4 10 10,8 10,4 £0,40 Sensible
Feuilles - - - / Résistante
Tiges - - - / Résistante
Racines - - - / Résistante
17,93
15,168
I
10,83 10,96 10,4
i = Sériel
5,2 Série2
- Série3
0
Kp Sa Ca An

Souches bactériennes

Figure 25. Histogramme des diamétres d’inhibitions des souches bactériennes testées vis-a-

vis de I’extrait aqueux des feuilles, tiges et racine de C. arboreus par la méthode de diffusion

sur gelose.

(Ec) : Escherichia coli ; (Kp) : Klebsiella pneumoniae ; (Sa) : Staphylococcus aureus ; (Ca) : Candida
albicans ; (An) : Aspergillus niger.
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Candida albicans Aspergillus niger

Figure 26. Activité antimicrobienne des extraits aqueux des feuilles, tiges et racines de C.
arboreus par la méthode de diffusion. (Photo originale)

58



Résultats et discussion / Chapitre 11

Selon la bibliographie disponible, il n’existe pas de travaux déja réalisés sur 1’activité
antimicrobienne de I’extrait de C arboreus pour cela, les résultats de cette étude ont été

comparés a ceux obtenus pour les autres espéces de la méme famille.

Les alcaloides sont des composés organiques azotés plus ou moins basiques, ils se
trouvent généralement a 1’état naturel sous forme de sel. Ils ont la propriété de précipiter en
présence des sels de métaux lourds tels que le mercuritetraiodure de potassium (réactif de
Mayer) ou le tetraiodobismuthate de potassium (réactif de Dragendorff). Dans le présent
travail, sur milieu solide, les tests de sensibilités ont donné des diamétres variant de 5 a 20
mm. Les plus grands diamétres ont été enregistrés avec Staphylococcus aureus a Gram positif.
Un effet moins prononcé pour les bactéries a Gram — (E. coli et K. pneumoniae). Nos résultats
viennent confirmer les travaux antérieurs sur I’activité antibactérienne des alcaloides de Wink
1984 ; El-Shazely et al., 2001 ; Erdemoglu et al., 2007 ; qui ont trouvé I’efficacité de ces
substances actives sur les bactéries a Gram + plus que I’autre type bactérien. Cela sans doute
est d0 a la nature de la paroi plasmique des bactéries a Gram — doublé et riche en
lipopolysaccharides, ce qui donne une imperméabilité au principe actif (Yvon, 2009).

( Cosentino et Tuberoso, 1999, De-Billerbeck, 2002) ont montré que les bactéries a

Gram-— sont plus résistant aux extraits végétaux que les bactéries a Gram+ .

Tyski et al., (1988) a rapporté que les alcaloides quinolizidiniques purs isolés de

Lupinus angustifolius var. montrent des effets bactériostatiques contre S. aureus et E. coli.

Les extraits alcaloidiques obtenus ont montré une activité importante vis-a-vis
Candida albicans avec des diamétres d’inhibition qui varient entre 10 et 19 mm. Tandis que
I’activité obtenue vis-a-vis du champignon filamenteux Aspergillus niger est nulle.
Erdemoglu et al., (2007) et Kiigiikboyaci et al., (2012) ont trouvé une activité modéré pour
la levure C. albicans. En outre les travaux d’El-Shazely et al., (2001) ont montré une valeur
de 10 mm pour Cytisus albicans vis-a-vis des alcaloides quinolizidiniques de Lupinus

densiflorus.

Dans I'étude de Wink (1984), la spartéine qui représente 1’alcaloide majoritaire dans le
genre Cytisus L. a montré une activité antimicrobienne contre les bactéries et les champignons
phytopathogénes (Wagner, 2009). Par ailleurs, Wippich et Wink (1985) ont déclaré que
quelques alcaloides quinolizidinique ont également inhibé la germination des conidies

d’Erysiphe germinis f. sp. Hordei.
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L'ampicilline n’a agi que sur les bactéries a Gram positif, les bactéries a Gram négatifs
se sont révélées résistantes. Cet antibiotique agit comme un inhibiteur irréversible de la
transpeptidase, une enzyme indispensable aux bactéries pour la synthése de leurs parois
cellulaires. Elle inhibe la troisieme étape de la synthése de la paroi bactérienne et conduit a la

lyse cellulaire.

La vancomycine est un antibiotique qui inhibe la synthese du peptidoglycane de la
paroi bactérienne. Mais, du fait de son poids élevé, elle ne peut emprunter les porines de la
membrane externe des Gram négatifs. Son spectre d’action touche donc uniquement les Gram

positifs.

Mohammdi, (2006) indique que la plupart des souches bactériennes ont montré une

résistance vis- a-vis les ATB.

La comparaison quantitative et qualitative des résultats de ’extrait et des antibiotiques
est difficile, car la nature de I’activité et la composition des molécules ne sont pas

comparables (Billerbeck G, 2002).
D’apres les résultats de I’extrait hydro alcoolique et aqueux on peut conclure que :

- L’activité antibactérienne des extraits de plantes est due aux différents agents chimiques
présent dans ces extraits, y compris les huiles essentielles, les flavonoides, les tannins et
les triterpénoides ainsi que d’autres composés de nature phénolique ou groupes hydroxyle
libre, qui sont classifiés comme composés antibiotiques trés actifs (Rojas et al.1992 ;
Marjori, 1999). La variation de la composition chimique explique donc les variations
observées dans I’activité antibactérienne des extraits d’une méme plante ou de plantes
différentes.

- L’efficacit¢ optimale d’un extrait peut ne pas €tre due a un constituant actif principal,
mais a I’action combinée (synergie) de différentes composées de ’origine de cet extrait
(Essawi et Srour, 2000).
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/ Conclusion

Les plantes medicinales restent toujours une source fiable des principes actifs connus par
leurs propriétés biologiques notamment I’activité antimicrobienne qui est d’actualité en raison

de propagation des maladies phytopathogenes.

Notre travail qui est une contribution a 1’étude comparative des activités biologiques et la
phytochimie des différentes parties de la poudre (feuilles, tiges et racines) de la plante « Cytisus
arboreus (Desf.) DC.», nous a permis de comprendre que le domaine des plantes demeure

encore un domaine valable de la recherche scientifique.

Les tests phytochimiques réalisés sur la poudre, I’infusé a 5% et le décocté a 10%, ont
permis de mettre en évidence les principales familles de métabolites secondaires. 1ls montrent
la grande richesse en alcaloides, flavonoides, tanins galliques, saponosides, Stérols et tri-

terpéne, sucre réducteur.

L’indice de mousse est de 250, ce résultat dévoile que les racines de la plante est riche en

saponosides.

L’extraction a partir de 10 g de poudre végétale des trois parties de la plante a permis de
donner un rendement en composés alcaloidiques qui varie entre 0,328 % (feuilles), 0,272 %
(tiges) et 0.1235 % (racines).

La teneur en alcaloides, comme celles de tous les métabolites secondaires originaires
des plantes varient selon 1’organe de la plante. Nos résultats montrent que les feuilles de la
plante sont plus riches en alcaloides que les tiges puis les racines. Le rendement d’extraction

est plus important pour les organes aériens que celui dans les organes souterrains.

La chromatographie sur couches mince sur gel de silice, nous a permis d’obtenir aprés
La révélation avec le réactif de Dragendorff la présence d’alcaloides et d’avoir un apergu sur la
composition des extraits alcaloidiques selon les rapports frontaux rapportés dans la littérature

qui montre une variation de molécules alcaloidiques de type quinolizidiniques.

Par ailleurs L’analyse par CPG/SM ressort que les feuilles contiennent plus d’alcaloides

que les autres organes a savoir tiges et racines.

Enfin, L activité antimicrobienne des extraits alcaloidiques a été évaluée in vitro sur les
souches bactériennes Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, une
levure Candida albicans et un champignon Aspergillus niger par la méthode de diffusion sur
milieu gélosé. Les résultats de cette étude ont montré que les extraits alcaloidiques ont une
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activité importante sur les bactéries a gram+ et un effet moins prononce sur les bactéries a gram-

et les champignons.

De ce qui précede, on déduit que cette plante présentera un role important dans la

pharmacopée humaine.

Par le biais de ce travail, nous espérons avoir apporté notre contribution a la valorisation
de la médecine traditionnelle pour parvenir a mettre a la disposition de la population des

médicaments a base de plantes médicinales efficaces et accessibles.
A cet effet nous pouvons suggeérer les perspectives suivantes :

v' Poursuivre 1’étude phytochimique afin d’isoler d’autres métabolites secondaires
contenus dans les extraits.

v’ Caractériser les constituants de ces plantes par des méthodes analytiques plus
performantes comme : ’HPLC, UV et le RMN.

v' Explorer d’autres activités biologiques notamment [’activité antioxydante et
anticoagulante.

v' L’ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne constitue qu’une premiére étape dans la
recherche de substances d'origine naturelle biologiquement active, une étude in vivo est
souhaitable, pour obtenir une vue plus approfondie sur les activités antioxydante et
antimicrobienne de cette plante.

v' Elargir la gamme des microorganismes et d’étudier leur comportement vis-a-vis des

extraits in vitro ainsi qu’in vivo.
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Ampoule a décanter
Tube & essai

Ballon a fond rond
Boites pétrie en
plastiques stériles

Seringues

Micropipettes

Annexe |

« Matériels techniques »

1. Laverrerie

Pipettes graduees
Verre a pied

Entonnoirs en plastique
Verre a montre

Burette de 1L

Becher gradué

Mortier et pilon
Micro tube

Pissettes
Fiole jaugée

Eprouvette graduée

erlenmeyer

2. Matériels divers

Flacon opaques
spatule

flacon en verre
Entonnoirs

Pipette pasteur en
verre
Micro seringue

Disques Coton Masque Pince
Portoirs de tube a para film Compresse Etiquette
essali
Cuve de CCM en Gants Coton tige Boites métallique
verre
Plague CCM Papier filtre wattman Papier Ph Milieu de culture
Barreau magnétique | Lunettes Papier aluminium Antibiotiques
Pissette Embouts Cuve de

spectrophotomeétre Marqueur

3. Appareillage

Balance analytique de Bain marie Vortex
précision marque :........
Spectrophotométre UV Hotte Broyeur électrique
Rota vapeur Bec bunsen Support a ampoule
Etuve Agitateur magnétique Autoclave
Ph mettre Plaque chauffante réfrigérateur



IN
Y,
®
D
o
=,
—
7
o
=.
3

o]
c
@
w

pd
=

0

Réactif de stians

Réactif de Fehling
Chlorure de fer anhydre
Alcool iso amylique
Chlorure de mercure
Acide acetique anhydre

Zinc métallique
Magnesium métallique
Acétate dme sodium
Alccol saturé avec de thymol
Nitrate de bismuth
Acide acétique glaciale
Hydroxyde de sodium
Acide chlorhydrique 1N
Ether

Sulfate de sodium anhydre
Ether di éthylique
Méthanol

Ammoniagque
Chloroforme

Ethanol

Eau physiologique

Eau distillée

lodure de potassium
Formol

Héxane

Chlorure de mercure
Acide sulfurique
Hydroxyde de potacium
Reactif de dragendroff
Réactif de valsy -mayer

Formule chimiques

/
F9C|3
CsH,,OH
HgCIZ
CH3COOH
I2
Zn
Mg
C2H3N3.02

Bi(NOs);-5H,0

NaOH
HCL

CH3OH
NH3
CHCL;
C,HsO

KI
CH,0

Hgcl2
H,SO,
KoH

K [Bi 14]
Ko [Hg 1]
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« Préparations analytiques »

2 Vol de formol a 40% + 1 Vol HCL concentré. DAAS AMIROU,
Ou 10 ml de formol a 40% + 5ml HCL concentré (2009)

Dissoudre 1.36g d’HgCl, dans 60 ml d’eau Majob , (2003)
distillée puis 5g de KI dans 10 ml d’eau

distillée. Mélanger les deux solutions et

ajuster le volume total a 100ml

Solution a : Dissoudre 0.85g sous-nitrate de
Bismith dans un mélange composé de 100ml
d’acide acétique glacial et de 40ml d’eau
distillée.

Solution b : dissoudre 8g d’iodure de
potassium dans 20ml d’eau distillée .
-immédiatement avant I’emploi, mélanger
15ml de la solution a et 15ml de la solution b.
Puis ajouté 20ml d’acide acétique glacial, et
compléter le volume ensuite a100ml avec
I’eau distillée.(le flacon de réactif de
Dragendroff doit &tre conservé au frais, a
’abri de la lumiere ).

Broyer 1g d’iode et 2g d’iodure de potassium
les écraser et ajuster le volume a 100ml

5g de poudre FeCl;z dans 100 ml d’eau
distillée.

1. on calcule la concentration de la solution CRD
commerciale (solution mére) du HCI : SONATRACH
La masse volumique de la solution mére est

donnée par la relation : d=Umere/U eau .

U mere =0.Ueay =1.18.1000=1180g/I.

un litre de solution mére a une masse de

1180g. comme le pourcentage massique en

acide HCI est de 35% , on peut dire que :

1L de solution mére contient m=1180.

(35.100)=413g d’HC1

2. la masse molaire d’HCI :



M (HCI)= 1+3505=36.5 g/mol

1L de la solution mere contient n= m/M =
413/63 =11.31 mole d’acide

La concentration molaire volumique de la
solution mere est donc :

Cmere=n/Vv=11.31/1=1.31mole/l
3. préparation d’une solution diluée (fille) :
N file =N mere /C fitte -V 1ite=C mere . mere ?
0.1.0.25=11.31.V e prélevé

Donc : V préparer une solution de 0.1N de
250ml.
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« Compositions des différents milieux de culture »

Le milieu PDA est un milieu de repiquage et d’identification , favorise la sporulation et la

production de pigments . ( Dufresne Guy St-Germain,2014).

Composition :

Pomme de terre 200g
Glucose20g
Agar-Agar 20g

Eau distillée 1000g
PH final : 5.6 (LARPENT ,1997)

Préparation :

» Pour la préparation
de I’extrait, laver et
couper en petits
cubes 200g de
pommes de terre non
pelée,

vieilles de préférence.

PDA
Agar dextrose Potatoes

» Les mettre dans 1
litre d’eau et porter a
1’¢ébullition pendant 1
heure, écraser filtrer (BOTTON ET al,1990)

et compléter a 1 litre.

» Dissoudre I’agar a
chaud dans I’extrait
puis ajouter le
glucose. Compléter a
1 litre. stériliser a
110°C pendant 30
minutes.

» En cas de depdt,
agiter le milieu avant
le répartir.




Composition :

Extrait de viande 2.0g

Peptone trypsique de
caseine 17.59

Amidon 1.5g

Agar 15.0 g

Eau distillée 1000ml




Annexes IV

« Les souches étudiées »

' Définition
Escherichia coli :
les bactéries appartenant a 1’espéce Escherichia coli
constitue la majeure partie de la flore microbienne
aérobie du tube digestif de I’homme .certaines souches
d’Escherichia coli sont virulentes, capables de déclencher
spécifiquement chez I’homme des infections spontanées
des voies digestives ou urinaires ou bien encore des
méningites néonatales.il s’agit d’un bacille Gram négatif,
le plus souvent mobile (péritriche) et gazogéne lorsqu’il
fermente un sucre Eschérichia coli croit apres 24h
d’incubation a 37°C donnant des colonies de 2 a 3 mm de
diametre, ronde ,blanchétres et translucides. Ils
fermentent le lactose, le mannitol et le sorbitol, oxydase
négative, poussent rapidement sur milieux ordinaires
(Schaechter,2009).

driginal

Pseudomonas aeruginosa :

les espéces P. aeruginosa sont des bacilles a gram
négatif, de 1.5a 3 um de long et 0.5 a 0.8 um de large,
non sporulés, genéralement mobiles gréce & ne ou
plusieurs flagelles polaires. P.aeruginosa est une espéce
aerobie & métabolisme strictement respiratoire et chimio-
organotrophes (Palleroni,2008)

levure condida albicans :

Les levures sont typiquement unicellulaires, quoique trés
souvent les cellules restent collées les unes aux autres
apreés la division cellulaire (Fuerst, 1976).

Condida albicans est la seul levure prise dans notre
étude. elle est principalement a I’origine de la candidose
disséminée. C’est un champignon fréquemment retrouvé
au niveau de la bouche et du tractus gastro-intestinal de
plusieurs personnes normales. parmi les conditions
favorisant une infection a condida , notons le diabéte , la
grossesses, les antibiotiques, les corticostéroides et toute
maladie pouvant affecter I’état général d’un individu. La
nystatine (Mycostatin) est tres efficace dans le contréle
des infections muco-cutanées(Pieri et
kirkiacharian,1992).

Original




Klebsiella pneumoniae

Les Klebsiella sont des bacilles a Gram négatif de 0.5
pm sur 3 um environ, a extrémités arrondies, se
présentant de maniere isolée, groupés en diplobacilles ou
en courtes chainettes souvent enrobés dans la méme
capsule. Cette bactérie se distingue par son immobilité
constante, elle est asporogéne, capsulée mais cette
derniére peut étre absente chez 5% des souches. Le
Minor L and Véron M. (1989)

K. pneumoniae est une espece isolée dans
I'environnement & partir d'échantillons de sol, d'eaux de
surface, d'eaux usées, de végétaux (kumar et al.,2011),
et de muqueuses des mammiferes, en particulier de la
flore fécale (,Bagley, S. T. 1985 ; Brisse, S .2005).
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Annexe 'V :

Les chromatogrammes de la CPG/SM des extraits feuilles et racines
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Résumé

Dans le cadre de la valorisation du patrimoine botanique national surtout les plantes médicinales dont
une grande partie reste encore vierge et nécessite des études approfondiess, nous nous sommes
intéressées a 1’é¢tude phytochimique des trois parties (feuilles, tiges et racines) d’une plante de la
famille des Fabaceae (Cytisus arboreus (Desf.) DC, en essayant de chercher quelques propriétés
pharmacologiques de cette plante. Le screening chimique a mis en évidence la présence d’alcaloides,
flavonoides, tanins galliques, saponosides, Stérols et tri-terpéne, sucre réducteur dans la plante étudie.
les extraits alcaloidiques obtenus par la méthode d’extraction liquide-liquide a permis de donner un
rendement qui varie entre 0,328 % (feuilles), 0,272 % (tiges) et 0.1235 % (racines). La CCM sur gel
de silice, nous a permis sous UV et par la révélation avec le réactif de Dragendroff de montrer une
variation de molécules alcaloidiques de type quinolizidiniques. La CPG/MS a montré que les feuilles
contiennent plus d’alcaloides que les autres organes. Les résultats de I’activité antimicrobienne ont
montrés que les extraits alcaloidiques ont une activité importante sur les bactéries a gram+ et un effet
moins prononce sur les bactéries a gram- et les champignons.

Mot clés : Fabaceae,Cytisus arboreus (Desf.)DC, étude phytochimique, activité antimicrobienne.
Abstract

Within the framework of the valorization of the national botanical heritage especially the medicinal
herbs including one great part remains still virgin and requires in-depth studies, we are interested
parties under investigation phytochimic of the three parts (sheets, stems and roots) of a plant of the
family of Fabaceae (Cytisus arboreus (Desf.) cd., one trying to seek some pharmacological properties
of this plant. Chemical screening highlighted the presence of alkaloids, flavonoides, tannins gallic,
saponosides, Sterols and tri-terpene, studied reducing sugar in the plant. the extracts alcaloidic
obtained by the method of solvent extraction made it possible to give an output which varies between
0,328% (sheets), 0,272% (stems) and 0.1235% (roots). Thin layer chromatography on silica gel,
allowed us under UV and by the revelation with the reagent deDragendroff to show a variation of
alcaloidic molecules the typequinolizidiniques ones. The CPG/MS showed which sheets contains more
alkaloids than the other bodies. The results of the antimicrobic activity showed that the extracts
alcaloidic have an important activity on the bacteria with Gram-plus and an effect less pronounced on
the bacteria with gram- and mushrooms.

Key words : Fabaceae, Cytisus arboreus (Desf.) cd., phytochimic study , antimicrobic activity.
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