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Introduction générale :

La présence de nombreux polluants dans I’environnement (dans les eaux destinées a la
boisson, les sols et également dans les milieux hospitaliers) provoque le développement de
nombreuses especes bactériennes dont un grand nombre sont dangereuses pour I’homme et

provoquent des infections qui peuvent étre mortelles. (Jean-Philippe Lavigne, 2008)

Ces infections bactériennes se produisent lorsque des bactéries pathogenes pénétrent et
se développent dans le corps humain. Il est également possible qu’il y ait infection lorsque des

bactéries de la flore naturelle du corps se multiplient de fagon incontrdlable. (Caumes, 2008)

Ces maladies peuvent étre généralement traitées avec des antibiotiques, ces derniers
agissent de maniere spécifique en ne tuant que les bacteries ou en les empéchant de se
reproduire et se propager. Différents types d'antibiotiques sont efficaces pour le traitement de
certains types de bactéries (F. Barbut, 2014 ). Aussi, I’utilisation abusive d’antibiotiques a
engendré I’apparition de souches résistantes qui provoquent des infections difficiles a traiter.
Il est donc nécessité de trouver de nouvelles biomolécules possédant des propriétés

bactéricides et qui ne présentent pas de dangers pour les cellules humaines.

Une source particulierement intéressante de biomolécule, et qui est également utilisée
depuis des siecles, est le monde végetal. En effet, les plantes contiennent des milliers de
biomolécules différentes qui possedent de nombreuses activités biologiques. Il est cependant
nécessaire d’effectuer des tests afin d’identifier ces molécules et d’étudier leurs effets.

Dans ce présent travail, nous nous intéressons a I’évaluation de [I’activité
antibactérienne de certains extraits végétaux. Notre choix s’est porté sur les extraits de
Thymus vulgaris, Origanum majorana et les Maclura pomiféra. Trois especes qui se

développent facilement en Algérie.

Nous avons évalué I’effet de ces extraits (obtenus en utilisant différents solvants) sur
trois especes bactériennes qui sont Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus et

Escherichia coli en utilisant la méthode de Kirby-Bauer.



Dans la premiere partie de ce document des détails concernant les bactéries et les
infections bactériennes seront donneés. Cette partie sera suivie d’une description des plantes

choisies et des méthodes d’extraction des biomolécules.

Dans la deuxiéme partie du document, nous décrirons les méthodes utilisées pour la
préparation des extraits végetaux et les protocoles suivis pour évaluer leur activité

antimicrobienne.

Les résultats obtenus seront présentés et commentés dans la derniére partie.
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I L’activité antibactérienne des plantes :
Introduction

Les plantes sont utilisées depuis I’antiquité par I’homme pour traiter diverses
maladies. Ces vegétaux ont I’avantage d’étre constitués d’un éventail de composés qui
possedent potentiellement de nombreuses activités biologiques. (Badiad ER-ROUISSI, 2014).
Parmi ces activités, nous allons nous concentrer sur les activités antimicrobiennes, ces
dernieres présentent un intérét particulier dans plusieurs domaines tel que le domaine médical,

I’industrie pharmaceutique, I’agroalimentaire et le cosmétique. (Maria C. Rota, 2008)

1.1 Les bactéries :

1.L1.1 Définition :
Les bactéries sont des organismes unicellulaires en moyenne 10 a 100 fois plus petits

qu’une cellule humaine. Leur taille se situe entre 0.5 et 5um (Linder, 2010). Son matériel
génétique ne se trouve pas dans un noyau comme c’est le cas chez les cellules animales ou
végétales. Pour cette raison, on appelle les bactéries des procaryotes (« avant le noyau »). Les
cellules a noyau (comme les cellules humaines) sont quant a elles dénommées des eucaryotes
(Singleton, 1999)

En raison de leur taille, on ne peut observer leurs constituants et leur structure qu’en
utilisant un microscope électronique. Le microscope optique ne permet que I’observation
générale de la forme des cellules a I’état frais ou apres coloration.(Singleton, 1999),
(C.Nauciel et J.-L. Vildé , 2005)

Quand on parle de bactéries, on pense immédiatement aux maladies, aux infections et
a une multitude d’évenements négatifs liés a ces microbes. Les épidémies de peste ou de
choléra ont marqué et marquent encore notre histoire. Le retour de la tuberculose sur le devant
de la scene, les difficultés de traitement suite aux résistances multiples aux antibiotiques font
bien souvent la une des journaux. Pourtant seule une infime minorité des bactéries est
pathogéne. L’immense majorité des bactéries est bénéfique et indispensable aux processus
biologiques. (Linder, 2010) En effet, les trois espéces qui ont été utilisées sont responsables

de nombreuses infections nosocomiales.



1.1.2 Description des souches utilisées
L1.2.1 Staphylococcus aureus :
e Caractere bacteriologique :

Staphylococcus aureus est une coccobactérie Gram positif, catalase positive appartenant a la
famille des Staphylococcaceae. C’est I'espece la plus pathogene du genre Staphylococcus.
Elle a un diamétre d’environ 0,5 a 1,5um, est immobile, asporulé et facultativement
anaérobique (sauf S. aureus anaerobius); ils se divisent sur plusieurs plans pour former des
amas habituellement disposé en grappes, d’ou leur nom (en grec staphylos signifie grappe).
Staphylococcus aureus fait partie de la flore humaine et est surtout présent dans le nez et sur
la peau.(C. Bouchiat, 2015)

Figure I-1 : Staphylococcus aureus [1,2]

e Habitat et transmission :

S. aureus est un microorganisme commensal qui colonise environ 20% des humains et
60% des individus de fagcon intermittente tout au long de leur vie. S. aureus réside souvent sur
les surfaces de la peau et des muqueuses, les aisselles et le périnée. Le microorganisme peut
étre transféré par contact de personne a personne ou par l'environnement, S. aureus a été
connu pour survivre sur les surfaces seches. (Timothy J. Foster, 2015)

e Pouvoir pathogéne :

Les staphylocoques ont un pouvoir pathogéne opportuniste extrémement large qui
s'exerce avec une grande fréquence en milieu hospitalier. L'espece S.aureus est responsable
des suppurations localisées (Les infections cutanées, les infections ORL, diverses infections
des sereuses, les infections osseuses et les infections viscérales), des manifestations digestives
(les toxi-infections alimentaires et les entérocolites staphylococciques), ainsi que des

septicémies et les endocardites et le syndrome de choc toxique. (Leclerc, 1995)



L1.2.2 Pseudomonas aeruginosa :
e Caractere bactériologique :

Il s'agit d'un petit bacille, mobile grace a son flagelle simple qui appartient a la famille
des Pseudomonadaceae. C’est une bactérie Gram négatif de 1,5 pum sur 0,5 et aérobie stricte.
Pseudomonas aeruginosaa a pour caractéristique la production d’un pigment bleu gris, la
pyocyanine, d'ou il tire son nom de bacille pyocyanique. Il est non sporulé (sans spore) et a

une forme droite ou légérement incurvée.(Leclerc, 1995)

Figure 1-2 : Pseudomonas aeruginosa [3,4]

e Habitat:

On les retrouve partout dans la nature, dans I'eau, le sol, les plantes, les animaux et
I'nomme. Cette bactérie préfere les milieux humides et on la trouve quelquefois au niveau de
la peau, de l'appareil respiratoire supérieur, de l'oreille externe et du tube digestif chez

I'individu sain. (Stephanie Rolsma, 2015)
e Pouvoir pathogene :

Les infections a Pseudomonas aeruginosa sont le plus souvent des infections d'origine
nosocomiale. En milieu hospitalier il est a lI'origine de surinfections et de suppurations locales
ou profondes, isolé essentiellement chez des patients présentant une immunodéficience locale
ou générale (brdlés, cancéreux, etc.), et tres fréquemment impliqué dans les infections
nosocomiales (infections pulmonaires, cutanées...). De méme qu'il est phytopathogene avec
beaucoup d'autres espéces du méme genre. (Xavier Bertrand, 2011)



L.1.2.3 Escherichia coli :
e Caractere bacteriologique :

Escherichia coli, est une espece type de la tribu Escherichieae, qui posséde les
caracteres bactériologiques classiques de la famille des Entérobactériacées. Escherichia coli
est un bacille a gram négatif, de forme non sporulée, de type anaérobie facultative. Elle est
généralement mobile grace a ses flagelles, sa longueur varie de 2 a 6 um, alors que sa largeur
estde 1,1a 1,5 um. (Leclerc, 1995)

Figure 1-3 : Escherichia coli [5,6]

e Habitat:

E.coli, constitue la majeure partie de la flore microbienne aérobie du tube digestif de
I'nomme (10 / g de selles), et de nombreux animaux;elle est un indicateur de contamination

fecale dans les milieux naturels, dans I'eau et les aliments.(Leclerc, 1995)
e Pouvoir pathogéne :

Certaines souches sont virulentes, capables de déclencher spécifiquement chez I’homme ou
chez certaines espéces animales des infections spontanées des voies digestives ou urinaires ou
bien encore des méningites néo-natales. D’autres souches appartiennent a la flore commensale
et peuvent étre responsables d’infections opportunistes variées, surtout chez les sujets aux

défenses immunitaires affaiblies (Szapiro-Manoukian, 2011)



1.2 Les antibiotiques :
Les antibiotiques sont des substances capables d’inhiber spécifiquement la croissance

de microorganismes ou de les détruire. (Singleton, 1999) Leur utilisation durant les dernieres
décennies a provoqué la sélection de nombreuses souches présentant des résistances a un ou
plusieurs antibiotiques.

Une Bactérie Multirésistante aux antibiotiques (BMR) est une bactérie qui n’est plus
sensible qu’a un trés petit nombre d’antibiotiques. Toutes les bactéries peuvent développer
une multirésistance, qu’elles soient impliquées dans les infections communautaires ou dans
les infections nosocomiales. (SCHMID, 2005) D’ou I’intérét de la recherche continuelle de
nouvelles molécules qui possédent un effet antibactérien.

Les plantes sont une excellente source de molécules bioactives et potentiellement
antibactériennes. Dans la plante (prenons le cas de I’écorce de saule qui contient justement
I’aspirine), il y a un grand nombre de molécules différentes qui agissent en harmonie. Cela
repose sur le choix des plantes qui entrent dans leur composition. Il faut sélectionner de
maniére trés rigoureuse I’espece, la partie active de la plante (racine, sommité fleurie, tige,
feuille, fruit), les conditions de culture (exposition au soleil, sol, climat) et la période adéquate
pour la cueillette. Ensuite les plantes sont contrdlées en subissant de nombreuses analyses
(bactéricides et pesticides), mais aussi la teneur en principes actifs qui doit étre reproductible
quel que soit I’arrivage. (Sukhdev Swami Handa, 2008)

Dans le prochain chapitre nous allons décrire les caractéristiques des plantes et leur

importance.



1.2.1 Classification des antibiotiques

Tableau I-1 : Classification des antibiotiques (SCHMID, 2005)

Antibiotiques Aminosides Streptomycine (médicine),
polyosidiques kasugamycine(fongicide du riz)
Lactones Macrolides Erythromycine (médecine)

macrocycliques

Antibiotique a structure
Polyénique
Ansamycines

Primaire (fromage)

Rifamycine(tuberculose)

Quinones et
antibiotiques
proches

Tétracyclines

Anthracycline

Tétracycline, chlorotétracycline (médecine,
alimentation)
Doxorubicine (oncologie)

Glycopeptides

Dérivés des acides aminés

Antibiotiques-p-
lactamiquesAntibiotiques
peptidiques

Chromopeptides
Glycopeptides

Ciclosoprine (transplantation)
Phosphinotricine (agriculture)

Péniciline,céphalosporine (médecine)
Bacitracine(médecine) ,virginiamycine(élevage)

Actinomycine (oncologie)
Bleomycine(oncologie),vancomycine(médecine),a
voparcine(élevage).

Hétérocycles
Contenant N

Antibiotiques a base de
nucléosides

Polyoxine ,blasticidine S
(fongicide dans I’agriculture)

Hétérocycles
Contenant O

Antibiotiques a base de
polyéthers

Monensine(élevage de volailles)

Antibiotiques
astructure
alicyclique

Antibiotiques a base de
cycloalcanes

Cycloheximide (fongicide de feuillage )

Antibiotiques a
structure
aromatique

Antibiotiques a base d’un
noyau benzénique

Chloramphénicol (médecine)
Griséofulvine (fongicide)
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1.2.2 Les antibiotiques dans les plantes :
Les extraits naturels issus des plantes utilisées en médecine traditionnelle contiennent

une variété de molécules biologiquement actives. (L. Hambaba, 2012)

Beaucoup de recherches concernant I’activité antibactérienne sur les extraits végétaux
issus des plantes médicinales ont prouvés que 43% des plantes étudiées exercent leur effet

antibactérien sur les bactéries pathogenes contenues dans nos aliments. Ou certains extraits et
huiles essentielles de plantes se sont montrés efficaces pour contrdler la croissance d’une grande
variété de microorganismes, y compris des champignons filamenteux, des levures et des bactéries.
L’usage pratique de ces activités a été suggéré pour I’hnomme et les animaux, ainsi que dans I’industrie
alimentaire. (SOUZA, 1995)

Dans le prochain chapitre nous expliquons la valeur thérapeutique des plantes en citant

des exemples concrets des plantes qu’on a testées.
Conclusion :

L’activité antimicrobienne démontrée par des extraits ouvre une possibilité de leur
utilisation dans les cas des toxi-infections alimentaires. Au vu de la résistance de certaines
souches bactériennes a des antibiotiques, les extraits des plantes présentent une alternative qui
peut s’utiliser en amont dans la conservation des aliments et comme additif alimentaire.
(M. Oba Samoussa, 2011)
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Cfgbitre 2:

Les Jafante.s' médicinalos




I Les plantes médicinales

I1.1 La médecine traditionnelle :

La phytothérapie est une médecine vieille comme le monde : Les fruits, les racines,
les plantes et autres substances naturelles ont toujours été connues pour leurs propriétés
nutritives, mais aussi pour leurs vertus curatives. Le premier texte écrit sur la médecine par les
plantes est gravé sur des tablettes en argile en caractere cunéiforme et date de la civilisation
sumérienne ,3000 ans avant Jéesus-Christ. Durant des milliers d’années, la phytothérapie a
constitué la principale source de remeédes contre de nombreuses maladies.
(PHARMACEUTIQUES, 2007)

Jusqu’au 5°™ siécle chaque monastére possédait son hortulus composé d’au moins
seize simples estimées nécessaires a la thérapeutique. En 1635, le célébre Jardin royal des
plantes médicinales riche de plus de 2300 espéces végétales se crée a Paris.(KELLER-

DIDIER, 2004)

';L-* e e

Figure 11-1 : Jardin royal des plantes médicinales (KELLER-DIDIER, 2004)

Au 18°™siecle le concept de «médecine traditionnelle » est inventé. C’est la synthése
de l'expérience de longues générations de préparateurs, physiciens et praticiens ayant
développé des médicaments extraits de plantes destinés a un usage thérapeutique.

(Zhang, 2000).
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A partir des années 50, les plantes médicinales jouent un grand réle dans le
développement des nouveaux médicaments, environ 100 médicaments a base de grandes

plantes qui sont introduites dans le marché médical en USA entre 1950 et 1970.
(Agrawal, 2009 )

De nos jours, I’identification de nouveaux principes actifs, la découverte de nouvelles
propriétés pharmacologiques, et I’augmentation des effets néfastes de certains médicaments
de synthese ont contribué a faire de la phytothérapie une médecine a part entiére et a faire

comprendre que les plantes pouvaient étre d’authentiques médicaments. (Debuigne, 1984)

1.2 L’état des plantes médicinales dans le monde :

Depuis 5000 ans les plantes médicinales ont été utilisées par les indiens, chinois,
égyptiens, grecs, romains et syriens. L’Inde est le vaste dépdt de plantes médicinales qui sont
utilisées dans des traitements médicaux traditionnelles. Pres de 20.000 especes de plantes
médicinales y ont été récemment recensées. (Agrawal, 2009 )

Actuellement 80% de la population mondiale dépend de la medecine d'origine
végeétale pour des soins de santé. Des molécules tel que les opiacés qui sont utilisés pour
traiter les douleurs fortes, la digitaline utilisée pour traiter les insuffisances cardiaques, et de
nombreux alcaloides tel que I’atropine sont toutes d’origine végeétale. Au siecle dernier,
environ 121 produits pharmaceutiques ont été formulées sur la base des connaissances

traditionnelles obtenus a partir de diverses sources. (Ross, 2005 ).
e Dans le nord-africain :

Le nord-africain qui comprend I’ Algérie, I’Egypte, la Libye, le Maroc et la Tunisie. Il
se compose d’un biote des mers, avec divers écosystemes constituant environ 10.000 especes
de plantes vasculaires. Le bassin méditerranéen est I’'un des 25 bassins les plus reconnus au
monde par sa biodiversité et son extraordinaire variété de plantes et espéces. (Karan Vasisht,
2004)

Environ 70% des espéces trouvées dans la nature posseédent un pouvoir thérapeutique
ou aromatique et autres. Plus de 10% de ceux-ci peuvent étre exploités commercialement

comme une source de médicaments et produits pharmaceutiques. (Sofowora, 2010)
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e En Algérie :

En Algerie, il y a environ 3.164 especes de plantes vasculaires, ces derniéres ont été
utilisées par les communautés locales. Ou le code du 23 octobre 1976 établit par la santé
publique algérienne a officiellement interdit la pratique de la médecine sans permis. Par
contre les herboristes sont autorisés a la pratiquer en vertu de la section 364 du code qui a été
conserveé et enrichi par la loi 85-05 du 16 février 1985 relative a la protection et la promotion
de la santé, qui a remplacé le code de 1976 par le ministére de santé algérienne. Le libellé
général de dispositions contenues dans l'article 214 souligne l'exclusion de la médecine
traditionnelle. (Karan Vasisht, 2004 )(A. ABDELGUERFI, 2003)

1.3 Cueillettes des plantes
Pour pouvoir cueillir les plantes il faut disposer d’un certain nombre d’informations

concernant la plante elle-méme tel que :

e Lelieu de la cueillette.

le type d’espéce : si elle est sauvage ou cultivée, ou les deux.

e La poussée de la plante : si la plante pousse facilement sur le terrain, ou s’il lui faut
plusieurs années pour atteindre la maturité.

e La situation géographique d’une plante : une plante poussant dans un pays a |’état

sauvage n’a pas nécessairement les mémes composants si elle pousse dans un autre

pays. Ainsi que son activité biologique peut ne pas étre la méme. (Sofowora, 2010)

1.4 Composition chimique des plantes medicinales:

Les éléments actifs contenus dans les plantes médicinales varient d’une espéce a une
autre. Pour comprendre les actions de ces végétaux sur I’organisme, il est important de
déterminer leurs composants. Nous citerons a titre d’exemple quelques familles de composés
actifs parmi celles fréquemment rencontrés : (PENGELLY, 2006)(Hensel, 2008)
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e Mucilages :

Les mucilages des plantes médicinales ont une structure chimique variée, mais contiennent
toujours des molécules de glucose qui se combinent a des acides végétaux ou a d’autres

substances. lls sont tous en mesure d’absorber de grandes quantités d’eau ce qui les fait

gonfler.(Hensel, 2008)

CH OH

/' | N

section of beta-1,6'D-glucan

Figure 11-2 : Molécule de Mucilage (PENGELLY, 2006)
e Tanins:

Le nom de ce groupe de substances relativement complexes provient du fait qu’elles entrent

en combinaison non soluble avec les protéines animales : Le tannage transforme les peaux

animales en cuir. (PENGELLY, 2006)

Figure 11-3 : Tanin (PENGELLY, 2006)

16



e Amers:

Les amers ne sont pas chimiquement uniformes, mais ont tous plus ou moins un gout amer,

d’ou leur nom. (Hensel, 2008)

o

N \]/D
.0
N “CH;,
CHy -

Figure 11-4 : Amer (PENGELLY, 2006)

e Saponines :

Les saponines se composent de glucides et de molécules aromatiques qui moussent dans
I’eau.Les saponines sont toxiques a forte concentration car elles attaquent les membranes
cellulaires.(PENGELLY, 2006)

Figure 11-5 : Saponine (PENGELLY, 2006)
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e Flavonoides :

Chimiguement, il s’agit de substances de combinaison aromatiques en anneau, liées aux

molécules de glucose et a d’autres molécules. (Hensel, 2008)

OH

HO OH

OH

Figure 11-6 : Flavonoide (PENGELLY, 2006)

e Alcaloides :

Ce groupe de substances comprend des molécules azotées en anneau existant dans différentes
compositions. On connait plus de 7000 alcaloides. Ce sont des substances végétales
particuliérement toxiques. La nicotine, morphine, strychnine, atropine de I’aconit font partie
de ce groupe. (PENGELLY, 2006)

Hy GO

aquinifi

Figure 11-7 : Alcaloide (PENGELLY, 2006)
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e Alcaloides pyrrolizidiniques :

Cette forme spécifique d’alcaloides se trouve dans plusieurs especes de plantes, Ils faisaient
partie de remédes jusqu’a ce qu’une expérience mette en évidence leur toxicité pour le foie et
leur propriétés cancérigenes. Dans certains cas, comme chez le tussilage, on cultive a présent

des variétés sans alcaloides. (Hensel, 2008)
e Glucosides cardiotoniques :

En médecine, on appelle également ce groupe de substances glucosides de digitale, car il fut
découvert dans la digitale. Du point de vue de la structure, les glucosides varient légérement
les uns des autres, mais tous sont basés sur une structure de stéroides ; « gluco » signifie que

des sucres sont toujours liés a ces substances. (PENGELLY, 2006)

1.5 Importance des plantes:

Les plantes médicinales font partie intégrante de la médecine ethno-vétérinaire.
Depuis les temps immémoriaux, ces plantes ont été utilisées dans pratiquement toutes les
cultures comme ressource de soin et de thérapie. L'utilisation de remédes a base de plantes et
préparations a base d'herbes traditionnelles est une pratique courante qui remonte a des temps
aussi anciens que la bible. (Hota, 2007)

De nos jours, I’utilisation des plantes médicinales a été généralisée et trouve sa place
méme dans les sociétés industrialisées. Les extraits issus de ces plantes sont a I’origine du
développement de plusieurs médicaments et soins chimio-thérapeutiques. En outre, dans ces
sociétés, les remedes a base de plantes sont devenus plus populaires dans le traitement des
affections mineures, notamment a cause de l'augmentation des colts des soins par les
médicaments conventionnels. La médecine traditionnelle est tres répandue dans des pays tels
que la Chine, I’Inde, leJapon, le Pakistan, le Sri Lanka et la Thailande. En Chine, par
exemple, ou environ 40 % de la consommation totale de médicaments revient aux
médicaments traditionnelles. Cette tendance est plus marquée au Japon ou les préparations
médicinales a base de plantes sont plus demandées que les produits pharmaceutiques. (Igbal
Ahmad, 2006) L'Afrique est aussi une riche source de plantes médicinales. L’espéce la plus
connue est Phytolacca dodecandra. Les extraits de cette plante sont utilisés comme

molluscicide efficace pour lutter contre la schistosomiase. (Sofowora, 2010) D'autres
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exemples notables sont les Catharanthusroseus, qui donnent des agents anti-tumoraux tels
que la vinblastine et la vincristine.(Hota, 2007)

De tout ce qui a été dit dans les paragraphes précédents, il devient clair que Les
plantes médicinales constituent la base des systemes de santé traditionnels dans de nombreux
pays en voie de développement, ou mémes quelques pays développés, comme le montre si
bien I’estimation de I'Organisation mondiale de la Sante.

(Agrawal, 2009 )(Oliver Kayser, 2007 )

11.6 Les plantes choisies :

11.6.1 Thymus vulgaris :
e Description :

Le thymus appartient a la famille des lamiacées, et est également connu sous le nom de

Farigoule des garrigues provencales (Debuigne, 1984)

C’est une plante ligneuse, formant souvent des coussinets. Rameaux serrés, gréles,
plus ou moins dressés et velus, recouverts de feuilles opposees, effilées courtement pétiolées,
glabres, mais Iégerement ciliées a la base, un peu enroulées sur les bords ; limbe ponctué (vue

a la loupe) ; trés glanduleux, mesurant 1 a 2 cm de long de 2 a 3 cm de large.

Les feuilles florales sont peu différentes lancéolées et égalant ou dépassant les calices.
Fleures rosées, en capitules terminaux avec un calice glanduleux, glabre ou Iégérement velu,
long de 5a 6 mm a 2 levres égales. Corolle dépassant de trés peu le calice, bilabiée, a lobe
médian plus grand. (BELOUED, 2005)
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e Historique :

L'origine "thymus" décrit un groupe de plantes aromatiques avec des aspects similaires
qui ont été utilisés comme des stimulants de fonctions vitales. Beaucoup de noms populaires
dans les langues romanes sont dérivées du nom latin de la plante.

(Elisabeth Stahl-Biskup, 2002 )

Thymus vulgaris: A, plant in bloom; B, leaf seen from under surface.
magnified 4 diam.; C, flower seen from the side, magnified 5 diam.

Figure 11-9 : le Thymus [8]

e Habitat :
Cette plante spontanée pousse abondamment dans les lieux arides, caillouteux et
ensoleillés, des bordes de mer a la montagne. (C. PERROTI, 1999)
En I’Algérie : Pelouses et rocailles des régions montagneuses du tell. Rare ailleurs.
Floraison : Avril- Juin. (BELOUED, 2005)

Figure 11-10 : état de Thymus dans la nature [9,10]
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e Composition chimique

Le thymus contient des huiles essentielles dont les principales composantes sont le
thymol et carvacrol, des tanins, des principes amers, des saponines et des antiseptiques
vegétaux. (BELOUED, 2005)

e Propriétés thérapeutiques :

Le thymus est un amer astringent, stomachique, diaphorétique, antispasmodique et
stimulant. Ces propriétés sont utilisées pour soigner les infections pulmonaires. Il est

spasmolytique et calme les toux quinteuses de la coqueluche et de I'emphyseme.

Le thym agit sur la rhinorrhée en diminuant les sécrétions nasales. Outre son activité
pulmonaire, le thym se révele aussi efficace pour soulager les problémes intestinaux :
ballonnements et aérophagie, en association avec le charbon végétal. Son action antiseptique
s'exerce également sur le systeme digestif et notamment en cas de diarrhée. Le thym a des
vertus stimulantes et antivirales et peut a ce titre étre utilisé pour prévenir les récidives
d’herpes ou de zona. (PHARMACEUTIQUES, 2007)

11.6.2 Origanum majorana :

e Description :

Plante herbacée vivace a tiges dressées, ramifiées, haute de 20 a 30cm. Toute la
plante est velue a aspect cendré, les feuilles sont opposées, ovales, longues de 0.9cm sur
0.3cm de larges, inflorescences trés rameuses et situées au sommet des tiges poussant en
grappes denses pédonculées a I’aisselle des feuilles, fleurs blanches a lévre supérieure
orbiculaire et a lévre inférieure plus ou moins bidentée, 4 étamines divergentes. Les fruits sont
des tétrakenes.(BELOUED, 2005)
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e Historique :

Déja employée comme condiment dans I’Egypte ancienne, elle était aussi utilisée par
les prétres comme reméde contre les migraines et le nervosisme. Elle fut étudiée au xvii°
siécle par le Danois Simon Paulli.(Debuigne, 1984). Les Grecs appelaient cette plante« la joie
de la Montagne» et l'utilisaient pour faire des couronnes et des guirlandes pour les mariages et
les funérailles (Kirtland Chardon Road, 2005).

e Habitat :

Originaire d’Afrique du nord et d’Asie du sud-ouest, souvent cultivée comme plante
aromatique, et parfois subspontanée. Sa floraison se fait durant les mois de Juin et Juillet.
(Hensel, 2008)(BELOUED, 2005)

Figure 11-12 : I’état de la marjolaine dans la nature [12]

e Composition chimique :

La marjolaine contient des tanins, un principe amer, du pentosane, 0.3 & 0.4 % a I’état
frais, et 0.7 a 0.8 % a I’état sec, une essence jaunatre aromatique a saveur chaude qui
constituée d’un un mélange de terpinéol, de terpinene, de sabinéne, avec des traces de
sesquiterpenes. (BELOUED, 2005)
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e Propriétés thérapeutiques :

Analgésique, antidépresseur,

antifongique, anti-infectieux,

anti-inflammatoire,

antioxydant, antispasmodique, antiseptique, antiviral, stabilisateur de la tension artérielle,

calmant, stimulant digestif, désinfectant, expectorant, mucolytique, neurotonique, favorise le

péristaltisme intestinal, stimulant, vasodilatateur. De toutes ces propriétés, celle qui nous

intéresse le plus dans notre travail est son action antiseptique. (Lawton, 2012)

11.6.3 Maclura pomiféra :

e Description :

Le nom de cet arbre vient de William Maclure (1763- 1840) un géologue ameéricain, et

pomiféra qui signifie «fruitiere» pour les gros fruits qu'il produit sur les arbres femelles. 11 est

plus communément appelé Oranger des Osages, C’est un arbre de petite a moyenne taille 12

a 13m, avec une écorce profondément fissurée et des branches épineuses. Le tronc est

géneralement court et se divise en plusieurs branches importantes avec des branches arquées

vers le haut. Le systeme racinaire est diffuse et couvre de grandes surfaces avec une

propagation latérale. Les feuilles sont caduques, simples et alternes ou sont en grappes a la fin

d'éperons courts. Leur forme varie de larges ovales a ovales-lancéolées. Les feuilles ont une

taille de 2 a 5cm de long et de 0,75 a 2,5 cm en de large et ont des marges entieres. Le limbe

des feuilles sont vert foncé, lisse et cireuse sur le dessus ; vert plus péale avec quelques poils

sur la face inferieure. La couleur vire au jaune translucide a l'automne.(Mohamed Z.M.

Salem, 2013)

Figure 11-13 : Fruit et feuille de Maclura pomiféra[13]

24



e Histoire de la plante :
Découvert en 1817, cultivé aux Etats-Unis, et exporté en Europe au 17éme siécle par
les Européens en amont du Mississipi, cet arbre moyen (jusqu’a 12 m) était déja connu des

indiens Osages, natifs de ce territoire.(Wynia, 2011)

e Habitat:
Tres répandu sur une zone limitée de I’Amérique du Nord couvrant le Texas,
I’ Arkansas et I’Oklahoma, en Asie (Turquie et I’inde) ainsi qu’en Afrique du nord, I’Egypte
et I’Algérie. Le climat méditerranéen lui convient parfaitement et il s’y développe facilement
(Mohamed Z.M. Salem, 2013)

UGA0008121

Figure 11-14 : L’abondance des Maclura dans la nature [14,15]

e Composition chimique:

La graine de Maclura pomiféra a pour composition massique moyenne 6% d'humidité,
7% de cendres, 21% de glucides et de protéines brutes. Sa teneur en matiere grasse rapportée
a sa masse seche est d’environ 33%. Cependant, le rendement en huile reste étroitement lié a
la région ou cette plante est cultivée. La composition minérale du Maclura pomiféraa été
étudiée par d’innombrables travaux, ses graines se sont avérées trés riches en potassium, suivi
par ordre décroissant de calcium, magnésium, phosphore, sodium, fer, zinc et cuivre.
(Fatnassi Saloua, 2009)

e Propriétés thérapeutiques :

Le fruit n'est pas comestible a cause de son amertume. Les Indiens de la tribu des
Osages (apparentée aux Sioux) se servaient du latex laiteux contenu dans le fruit (et dans les
autres organes) pour se peindre le visage et teindre leurs vétements. En effet, au contact de
I'air, le latex jaunit (Douglas M.Griffith, 2003)
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En Europe de I'Est, la médecine traditionnelle l'utilise contre les rhumatismes, pour
la cicatrisation des blessures ou encore en tant quantibiotique, ainsi que pour stimuler

I'activité cardiaque. [11]
Conclusion :

De nos jours, on peut facilement se procurer des préparations a base de plantes en

pharmacies ou acheter ces derniéres chez un herboriste.

Cependant, leur utilisation nécessite une extraction des biomolécules actives possédant

cet effet guérisseur que nous détaillons dans le prochain chapitre.
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III Extraction des plantes :

111.1 Définition de I’extraction :

L’extraction, est la separation de la portion active des plantes de sa portion inerte par
des techniques utilisant des solvants sélectifs. De nombreuses techniques d’extractions
existent tel que I’infusion, la décoction, la macération, I’hydrodistillation, I’extraction par
solvant (soxhlet) et par fluide supercritique. Aprés extraction on obtient un produit liquide

impure, semi-solide et/ou une poudre.(Jean LEYBROS, 1990)

Le but de ces techniques est d’extraire les portions actives des plantes qui se

constituent des biomolécules possédant une activité. (Sukhdev Swami Handa, 2008)

111.2 Mécanisme d’extraction solide-liquide :
Dans le cas typique de I’extraction des matiéres vegétales, le soluté est localisé dans des
cellules végétales a parois relativement peu permeéables. L’extraction de ces matieres, est un

processus assez complexe, basé sur le phénomeéne de transfert de matiere.
Ce processus peut étre résumé en quatre étapes (Trambouz P, 1975):

> Pénétration du solvant dans le solide.

» Dissolution du soluté dans le solvant.

> Transfert de la solution obtenue vers I’interface solide-liquide.

> Diffusion du soluté contenu dans la solution au contact du solide vers la masse

restante du solvant.

111.3 Quelques techniques d’extraction :

111.3.1. La macération :

La macération est un procédé d’extraction qui est basé essentiellement sur le trempage
de la masse végeétale réduite en poudre dans un solvant, qui est la plupart du temps organique.
Cette masse est mise dans un récipient fermé, a une température ambiante lorsque il s’agit de
I’extraction des composants thermolabiles, et mise sous agitation. Apres cette étape
d’extraction I’extrait est filtré, et une autre étape d’extraction peut intervenir. Cette technique
nécessite souvent des temps d’extraction longs qui peuvent aller de plusieurs heures jusqu’a

plusieurs jours (Sukhdev Swami Handa, 2008).
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Figure 111-1 : procédé de macération [16]

111.3.1 Extraction par Soxhlet :
L’extraction par Soxhlet est une des méthodes les plus utilisées en raison de ses
performances élevées. C’est une méthode de référence contrairement aux autres techniques

d’extraction solide-liquide ou les nouvelles méthodes non conventionnelles.
(Lijun Wang, 2006)

La plante a extraire est placée dans un porte-dé (cartouche en silicium) poreux a
I’intérieur du soxhlet. Un ballon contenant le solvant est placé au-dessous du soxhlet, et au-
dessus de ce dernier se trouve un réfrigérant. Lorsqu’une chaleur est appliquée au ballon, le
solvant s’évapore, il sera ensuite condensé dans le réfrigérant et coulera dans la cartouche. Le
contact entre le solvant et la matiére végétale entrainera une diffusion de molécules de la
phase solide (la plante) vers la phase liquide (solvant). Dés que le niveau du solvant a
I’intérieur du soxhlet atteint le siphon il retournera de nouveau dans le ballon et un nouveau
cycle d’extraction sera amorcé. L’extraction se fait en continue et I’extrait obtenu est plus

concentré que celui des autres techniques d’extraction par solvants. (Lijun Wang, 2006)

29



Réfrigérant

Extracteur Cartouche poreuse contenant la plante I

Siphon d'évacuation de I'extrait

Solvant(s)

Source de chaleur

Figure 111-2 : L appareillage expérimental de I’extraction par Soxhlet [17]

Cette technique a plus d’avantage que d’inconvénients. Le solvant est mis en contact
avec la matiére solide a plusieurs reprises, ce qui améliore la performance d’extraction. Aussi,
cette technique n’exige pas un passage par une filtration vu que la matiére végétale est

contenue dans une cartouche et n’est pas directement en contact avec le solvant.

(Temilola Oluseyi, 2011)

I11.4 Les parametres influant sur I’extraction :
De nombreux paramétres peuvent avoir une grande influence sur le procédé
d’extraction et ses performances, les plus importants sont : (Sukhdev Swami Handa, 2008)
i) Le matériel végétal :
1) L’authentification du matériel végétal doit étre faite avant de procéder a I’extraction. Tout
corps étranger doit étre compléetement éliminé. La plante doit également passer par une
étape de contréle de qualité et son age ainsi que la saison et lieu de la collecte doivent étre

enregistrés.
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2)

3)

4)

1)

2)

3)

4)
5)

6)

La plante doit étre séchée dans des conditions convenables qui dépendent largement de la

nature de ses constituants chimiques.

Les méthodes de broyage doivent étre précisées et les techniques qui génerent de la

chaleur doivent étre évités autant que possible.

Matériel végétal en poudre doit étre passé a travers des tamis appropriés pour obtenir des

particules de taille uniforme.

i) Nature des constituants :

La nature du solvant dépend des molécules a extraire. Les solvants polaires sont utilisés

pour extraire les molécules polaires et les solvants apolaires pour les molécules apolaires.

Par exemple I’hexane qui est un solvant apolaire est généralement utilisé pour extraire les

quinones présentes dans les plantes et le méthanol qui est un solvant polaire s’utilise pour

I’extraction des constituants actifs tels les glycosides.

Pour les constituants thermolabiles il est préférable d’utiliser les techniques d’extraction a

froid tel que la maceération.Pour les constituants thermostables il vaut utiliser une

technique a chaud comme I’extraction parsoxhlet a condition que le solvant utilisé soit
non agqueux.

En cas d'extraction a chaud, les températures plus élevées que celles requises doivent étre

évitées. Certains glycosides sont susceptibles de se dégrader lors d’une exposition

continue a des températures supérieures.

L’optimisation des temps d'extraction est importante.

Si le temps d'extraction est trop long, il existe un risque d’extraction de constituants

indésirables.

Le nombre d'extractions nécessaires a l'extraction complete est aussi important que la

durée de chaque extraction.

iii) La qualité de I'eau ou du solvant utilisé doit étre indiqué et contrélée.

iv) Les procedures de concentration doivent assurer la stabilité des constituants actifs.
Une concentration sous pression réduite (par exemple en utilisant un Rotavapeur) est
souvent préférée.

v) La conception et le matériau de fabrication de I'extracteur sont également a prendre en

considération.
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I11.5 Les facteurs influencant I’extraction :

Les phénomenes de transfert de soluté dans le solide, en I’occurrence la matiére
vegétale, sont influencés par plusieurs facteurs qui interviennent de maniére plus ou moins
significative sur les performances de I’extraction, & savoir la vitesse d’extraction, la
concentration de I’extrait et le rendement d’extraction. Nous pouvons citer: le type de
solvant, le rapport de solvant a la matiére végétale, la température, le temps et la structure de

la matiere (par exemple : taille des particules, organe végétal). (A. B. Golovanchikov t, 1998)

111.5.1 Influence du solvant et du pH :

L’extraction par solvant des composés phytochimiques dépend de la dissolution de
chaque composé de la matiére végétale et de leurs diffusions dans le solvant externe, ce qui
nécessite un bon choix de solvant (Elias Kiassos, 2009). Le choix du solvant se fait
selon :(CISSE, 2010) ( (Rachel, 2007)

e Sélectivité

e Température d’ébullition peu élevée

e Grande capacité de dissolution

e Faible viscosité.

e Seécurité de manipulation (point d’éclair, inflammabilité, toxicité).

e Bas prix et possibilité de recyclage.

Les solvants les plus utilisés sont I’eau, les alcools (méthanol, éthanol), les
hydrocarbures (hexane), le CO, supercritique. (S Sasidharan, 2011). Certains solvants
organiques tel que le méthanol sont efficaces pour I’extraction des composés phytochimiques
a partir d’une matiére végétale, et offrent des rendements élevés mais vu leur toxicité il est

préférable de les remplacer par I’eau, I’éthanol, ou un mélange des deux.(Chew, 2011).

Le pH du solvant d'extraction peut étre modifié pour améliorer I'extraction de certains
composés bioactifs végétaux de maniére sélective. En effets, la solubilité de certains
composés dépend du pH. Pour I’eau, il peut jouer un réle dans la solubilisation de la fraction
hydrolysable. 1l agit également sur les hydrolyses chimiques et enzymatiques
(B.K. Tiwari, 2013).
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111.5.2 Température :

La température d’extraction influe sur la diffusion des composés phytochimique de la
matiere végétale, une température plus élevée augmente la vitesse de diffusion et réduit le
temps d’extraction, mais cela peut provoquer une augmentation de la concentration de
certaines molécules indésirables dans I’extrait. Une température trop élevée peut entrainer la
décomposition des constituants cellulaires et ainsi libération des produits phytochimiques,
comme elle peut inhiber I’activité enzymatique. En pratique la température généralement
utilisée pour I’extraction dépend de la température d’ébullition du solvant choisi. (Philippe
Evon, 2012)

111.5.3 Le temps d’extraction :
Le temps d’extraction des composes phytochimiques a partir des plantes médicinales
nécessaire pour effectuer une extraction complete varie en fonction de l'espéce végétale la

taille des particules de la matiére et I'organe de la plante (R. Wongkittipong, 2004).

I111.5.4 La taille des particules :

Le matériel végétal peut subir un broyage ou concassage avant |’extraction pour
réduire la taille des particules car plus la taille des particules est petite, plus la surface de
contact entre le solvant et la matiére végétale est grande. Mais ceci n’aura pas une grande
influence sur I’extraction par soxhlet. Ceci a été confirmé en comparant plusieurs
concentrations finales apres extraction a partir de particules de différents diamétres. Pour les
autres techniques, l'inconvénient du broyage ou concassage des plantes avant l'extraction est
que les fines particules peuvent bloquer les filtres plus rapidement que les particules plus
grosses, ce qui pourrait éventuellement entrainer le gaspillage de l'extrait et augmentation du
temps d'extraction (B.K. Tiwari, 2013).

111.5.5 L agitation du fluide :

L’agitation du solvant en contact avec le solide influe sur la performance de
I’extraction solide-liquide. Une agitation continue favorise les chocs entre les différentes
particules. Ceci va provoquer I’éclatement de certaines cellules qui vont libérer alors leur

contenu cellulaire dans le solvant. (CISSE, 2010).

L’ agitation mécanique des particules dans le solvant permet le maintien des particules
en suspension et permet d’assurer I’hnomogénéité du milieu, ce qui a un effet toujours
favorable sur I’opération (CISSE, 2010).
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111.5.6 Le taux de I’humidité du solide :
Lors de I’utilisation des solvants hydrophobes, la présence d’eau dans la matiére
végétale peut freiner la pénétration du solvant dans la cellule ce qui aura pour consequence le

ralentissement du processus d’extraction (Rachel, 2007).

I11.6 Limites des techniques d’extraction :

Les performances des techniques classiques de I’extraction solide-liquide dépendent
de la quantité de solvant utilisée et de la température. De nombreux inconvenients sont
rencontrés tel que I’augmentation du temps d’extraction et la dégradation des molécules
phytochimiques a cause de la chaleur. Ces inconvénients sont détaillés dans les parties qui
suivent . (B.K. Tiwari, 2013)

111.6.1 Le solvant

Le choix du solvant est tres important pour les techniques classiques d’extraction. Le
nombre réduit de solvants qui peuvent étre utilisées signifie que certains composes bioactifs
peuvent ne pas étre solubles dans le systéme solvant choisi. Certaines méthodes classiques
utilisent de grandes quantités de solvants organiques lors de I'extraction (par exemple la

macération), ce qui est ni écologique ni toujours rentable économiquement.
(B.K. Tiwari, 2013)

111.6.2 Température

Des températures élevées pour des temps d'extraction longs ne sont pas toujours
appropriés. Une distillation a la vapeur peut également se traduire par une dégradation des
molécules volatiles bioactives lors de I'extraction des huiles essentielles. Avant de choisir les
conditions d'extraction d’un bioactif d'intérét on doit les évaluer afin de s’assurer de la
stabilité thermique de ce dernier. Si le bioactif est sensible a la chaleur, il est nécessaire de
I’extraire a des températures plus basses pour une plus longue période de temps ou en utilisant

un procédé non conventionnel. (B.K. Tiwari, 2013)
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Conclusion

Lors de I’utilisation des méthodes d’extraction conventionnelles en variant les facteurs
qui influent sur I’extraction, une large gamme de composés phytochimques peut étre extraite.
Toutefois, I’optimisation des paramétres d’extraction dépend des produits phytochmiques

désirés, ainsi que de I’espece et I’organe de la plante utilisés.
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IV Matériels et méthodes:

V.1 Introduction :
Afin d’étudier I’effet des différents extraits sur la croissance de trois especes

bactériennes différentes, nous avons suivi la méthodologie suivante :

- Extraction
- Concentration de I’extrait

- Evaluation de I’effet antimicrobien

Dans ce chapitre nous allons détailler le protocole expérimental suivi et décrire le
matériel qui a été utilisé lors des expérimentations (équipement de laboratoire et matériel

biologique).

IV.2 Matériel vegétal :

IV.2.1 Thymus vulgaris et Origanum majorana:

- Les feuilles de Thymus vulgaris et d’Origanum majorana sechées et broyées ont été
achetées dans le commerce ;

- Les feuilles ont été rincées a I’eau distillée afin d’éliminer toutes les impuretés
présentes ;

- Elles ont ensuite été séchées dans une étuve a une température de 50°C pendant 24h.

Figure IV-1 : Origanume majorana Figure IV-2 : Thymus vulgaris
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IV.2.2 Maclura pomifera :
Les feuilles de Maclura pomifera ont été cueillies & I’Ecole Nationale Polytechnique
d’Alger, elles ont été rincées a I’eau distillée avant d’étre séchées a I’étuve a 50°C pendant

24h. Elles ont ensuite été broyées en particules trés fines pour faciliter I’extraction.

Figure V-3 :Maclura pomiféra

IVV.3 Matériels et solvants utilisés pour les extractions :

1VV.3.1 Matériel :

- Chauffe ballon (Wisd) a été utilisé pour chauffer et réguler la température pendant
I’extraction.

- Une étuve (memmert) réglée a 50°C pour le séchage des plantes

- Une étuve (niive) équipée d’un agitateur réglé a 30°C pour la macération des plantes

- Une balance de précision (OHAUS) pour les différentes pesées.

- Un rotavapeur (Heidolph) pour la concentration des extraits a une pression réduite.

1VV.3.2 Verrerie :

La verrerie qu’on a utilisée pour I’extraction est :

e Soxhlet de 150 mL (SHUNIU GG-17).
e Refrigérant pour condenser le solvant (SHUNIU GG-17)
e un ballon de 250 mL (SHUNIU GG-17)
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1V.3.3 Solvants :

Les solvants utilisés pour réaliser nos extractions sont cités dans le tableau suivant :

Tableau 1V-1 : Caractéristiques des solvants utilisés lors de I’extraction

Caractéristiques Hexane Chloroforme Ethanol Eau
Formule brute CesH1a CHC|3 C,HgO H>,O
Masse moléculaire
(g/mol) 86,2 119,38 46,07 18,0153
d” 0,66 1,479 0,789 0,997 05
Température de
fusion (°C) -95,3 -63,5 -114 0
Température
d’ébullition (°C) 68,7 61,2 78.37 100
Température
d’auto -26 / 363 /
inflammation
Indice de
réfraction a 20 1,37 1,45 1,3594 1,3325
(°C)
Pureté (%) 99,9 99,9 99,8

Tous les solvants ont eté prélevés sous une hotte pour des raisons de sécurité.

IVV.4 Matériel pour I’analyse antibactérienne :

1VV.4.1 Les souches utilisées :

Les souches bactériennes utilisées sont des souches de référence obtenues auprés de
I’AmericanType Culture Collection (ATCC).

Pour notre étude, les souches utilisées sont : Escherichia coli (ATCC25922) :
Staphylococcus aureus (ATCC25923) et Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853)
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Toutes ces souches ainsi que la gélose nutritive ont été aimablement fournies par le
Laboratoire des milieux des cultures de I’Institut Pasteur Mohamed, Belouizdad, Daira

Hussein Dey, Alger.

1V.4.2 Matériel utilisé :

Pour effectuer les analyses antimicrobiennes nous avons utilisé :

- Bain marie (memmert) pour faire fondre les milieux de culture.

- Autoclave (nuve) pour la stérilisation du matériel.

- Etuve (SELECTA) régulée a 37°C pour I’incubation des boites de pétri

- Bec Bunsen pour assurer la stérilité de la zone de travail.

- Des boites de pétries.

- Pipettes pasteurs.

- Pince en inox

- papiers Whatman pour les disques de I’antibiogramme.

- Toutes les manipulations ont été réalisees sous une hotte microbiologique (telSTAR
mini-V/PCR) préalablement stérilisée par UV.

IVV.5 Préparation des extraits :

IV.5.1 Extraction par soxhlet :
La matiére végétale pesée a été placée dans une cartouche en cellulose. Cette derniere
a ensuite été déposé dans un extracteur de type soxhlet, équipé a sa base d'un ballon de 250 ml

dans lequel se trouve le solvant.

Le ballon a été chauffé avec un chauffe-ballon, et un réfrigerent permettait de

condenser les vapeurs de solvant.

Figure 1V-4 : Dispositif d’extraction par soxhlet 40



Le tableau ci-dessous résume les quantités de matiere végétale et de solvant utilisées,

ainsi que les conditions opératoires pour chaque plante.

Tableau 1V-2 : Tableau récapitulatif des procédés d’extraction par soxhlet

Technique La plante Solvant Vsolvant | Textraction Mplante T(°C)
utilisée (mL) (h) (9)

Hexane 175 4.00 6.40 80

Thymus Vulgaris
Ethanol 175 4.00 6.46 90
Chloroforme 175 4.00 6.40 70
Hexane 200 6.00 8.57 90

OriganumMajorana

Soxhlet Ethanol 200 5.00 6.84 90
Chloroforme 175 5,50 7.18 65
Hexane 150 4,45 10.00 80

MacluraPomiféra
Ethanol 150 5,70 10.00 85
Chloroforme 150 3,85 10.00 65

IV.5.1.1 .Concentration des extraits :
Les extraits obtenus ont été concentrés a I’aide d’un rotavapeur. Ce dernier, possede
une pompe d’aspiration qui permet de réduire la pression, ce qui provoque une réduction de la

température d’ébullition des solvants.

L’extrait ~ concentré est obtenu par sa  séparation du  solvant.

Les extraits concentrés ont ensuite été conservés a I’obscurité a 4°C.
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Figure IV-5 : Concentration de I’extrait par un rotavapeur

Le tableau ci-dessous résume les conditions opératoires qu’on a utilisées pour la

concentration sous pression.

Tableau IV-3 : les conditions opératoires de la concentration

Technique La plante Esolvant teoncentration | Psousvide | Nbrde | T (°C)
utilisée (min) (mbar) | rot/min
Thymus E Hexane 30 500 55 53
Vulgaris E Ethanol 120 500 40 70
E chioroforme 60 500 50 45
OriganumMaj E Hexane 15 500 70 55
reeper orana E Ethanol 45 500 70 70
E chioroforme 30 500 50 45
MacluraPomif | Eexane 60 500 70 55
era E Ethanol 45 500 70 69
E chioroforme 60 500 70 45
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V.2. Extraction par maceération :

La macération des plantes est réalisée a 30°C dans une étuve équipée d’un agitateur
orbital qui tournait a une vitesse de 114 tours par minute, et ce, pour assurer I’homogénéité de

la solution qui contient la matiére vegétale

La matiére végetale est placée dans un Erlen-Meyer de 500 mL contenant 400 ml

d’eau distillée.

A la fin de la macération, les extraits étaient filtrés et mis ensuite dans des tubes a

essaies stériles puis conserveés a 4°C.

Figure 1V-6 : maceration des MacluraPomiféra
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Les quantités utilisées ainsi que les conditions opératoires fixées lors de la macération

sont résumées dans le tableau suivant :

Tableau IV-4 : Tableau récapitulatif des procédés d’extraction par macération

TeChnique I_a. plante SOlvant Vso|vant textraction mp|ante T
utilisée (mL) (h) (9) (°C)
Thymus Vulgaris Eau 400 144 7 30
.. OriganumMajorana Eau 400 144 7 30
Macération
MacluraPomiféra Eau 400 144 10 30
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Matiere végétale broyée

(109)

l

Extraction par
solvant (soxhlet)

Extraction par
maceration

Vsolvant: 150 ml—1 textraction: 5h
—ane Extrait d’hexane
=8h° Extrait d’éthanol
=65° Extrait de
chloroforme

t=7j
T=30°Cv
Extrait d’eau
- ) (400 mL)
»| Extraits concentrés par
Rotavapeur
\ 4
=500 mbar Filtration
TH455°C T=370°C TH45°C
v v v v
M a a M
\_/ \_/ \_/ \_/
\J \J \ \

EgmEcn  Enyo

v

Conservés a 4°C dans I’obscurité

Figure V-7 : procédé d’extraction des Maclura pomiféra
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V.6 L’étude de I’activité antibactérienne :
Afin d’évaluer I’activité antimicrobienne des extraits de plantes, nous avons utilisé la

méthode de diffusion en milieu gélosé (méthode de Kirby-Bauer), qui est une méthode semi-
quantitative qui permet de déterminer la sensibilité des espéces bactériennes et ce a partir
d’une plage d’inhibition qui apparait autour d’un disque de papier whatmann imbibé de

I’extrait.
Principe de la méthode :

e La réalisation d’un antibiogramme consiste en la recherche de la sensibilité d’une
bactérie a un certain nombre d’antibiotiques.

e Parmi les difféerentes méthodes d’évaluation de la sensibilité des bactéries aux
antibiotiques, celle dites de diffusion en milieu gélosé s’avere la plus utilisée pour
réalisation d’un antibiogramme. Cela consiste a placer un disque de papier impregné
d’antibiotique sur la gélose inoculée au préalable. L’antibiotique s’humidifie puis
diffuse dans le milieu en provoquant un gradient de concentration décroisant autour du

disque. Nous pouvons schématiser tout ce processus comme suit :

Pa Sens de diffusion

— Concentration

T Disque

Figure V-8 : Schématisation de la mise en ceuvre d’un antibiogramme
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Le protocole que nous avons adopté est le suivant :

e Des disques de papier filtres stériles Whatmann de 6 millimetres de diametre sont
imprégnés de différentes solutions des extraits préalablement.
e Des boites de pétri contenant une gélose Mueller-Hinton sont ensemencées par les

différentes souches bactériennes.

Figure 1V-9 : les disques imprégnés de solutions d’extraits

% A I’aide d’une pince stérile les disques sont déposés a la surface du milieu ensemencé
(étalé).

47



Figure 1\V-10 : dépbts des disques dans les milieux ensemenceés par une souche

++ Les boites sont incubées pendant 18 a 24 heures a 37 °C.

Figure 1V-11 : Boites inoculées

< Aprés I’incubation I’effet des extraits se traduit par I’apparition autour des disques d’une
zone circulaire transparente correspondant a I’absence de la croissance (dans le cas ou
I’extrait posséde une activité antibactérienne). Le diameétre de cette zone d’inhibition est
mesuré. Plus ce dernier est grand plus la souche est sensible.
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% Les tests ont été répétés trois fois, des disques imprégnés des solvants seuls et d’eau stérile

sont aussi utilisés et servent de témoins.
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V Résultats et discussion

V.1 Etude de I’activité antibactérienne :

Notre étude a portée sur I’évaluation de I’effet antibactérien de différents extraits de
Thymus vulgaris, Origanum majorana et Maclura pomiféra. Le test de sensibilité a été
effectué par la méthode de diffusion des disques (méthode de Kirby-Bauer) et les diamétres

des zones d’inhibition ont été mesurés.

Au terme de ces tests nous classons les plantes suivant leur richesse en biomolécules

possédant des agents antibactériens et selon la sensibilité des différentes souches bactériennes.

V.2 Méthode de mesure :

Afin de minimiser les erreurs expérimentales et de se rapprocher beaucoup plus des
valeurs significatives, nous avons examing, trois fois, la sensibilité de chaque souche vis-a-vis
des différents extraits issus de plantes utilisées. La moyenne des trois diametres d’inhibition
obtenus lors des 3 essais et I’écart type de chaque série de mesure ont été calculé en vue

d’évaluer la dispersion des valeurs expérimentales.

V.3 Effets des différents extraits :

L antibiogramme consiste a chercher la sensibilité des souches vis-a-vis des
antibiotiques, les figures ainsi que les tableaux ci-dessous rapportent les valeurs en mm des
zones d’inhibition observées apres mise en contact des extraits avec les différentes souches

étudiées.
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V.3.1 Résultats de I’activité antimicrobienne des différents extraits :

e Thymus vulgaris :

Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa Escherichia coli

Figure V-1 : Effet antibactérien de Thymus vulgaris

e Origanum majorana :

Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa Escherichia coli

Figure V-2 : Effet antibactérien d’Origanum majorana
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e Maclura pomiféra :

Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa Escherichia coli

Figure V-3 : Effet antibactérien de Maclura pomiféra

Ces photographies ont été prises lors de la mesure des diametres des zones d’inhibition
apreés 48h de croissance bactérienne a 37°C. Les bactéries se développent a la surface milieux
de cultures, et leurs sensibilités se caractérisent par I’apparition d’une zone d’inhibition

transparente autour des disques porteurs des différents extraits.

Les figures V.1, V.2 et V.3 montrent les zones d’inhibition autour des disques imbibés
d’extraits de plantes. On peut en déduire que les plantes utilisées contiennent des agents
antibactériens qui inhibent la croissance bactérienne. Cette inhibition différe d’un extrait a un
autre et d’une bactérie a une autre, cela dépend de la nature du solvant utilisé, de la bactérie,
ainsi que de la plante.

V.3.2 Tableaux exprimant les diameétres d’inhibition :
L antibiogramme consiste a chercher la sensibilité des souches vis-a-vis des
antibiotiques, les tableaux ci-dessous rapportent les valeurs en mm des zones d’inhibition

induites par les antibiotiques sur les différentes souches étudiées de chaque plante.
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e Lestémoins:

Afin de savoir si I’inhibition de la croissance bactérienne n’est pas due au solvant,

nous avons étudié séparément I’effet des différents solvants utilisé sur les souches

bactériennes.

Les résultats relatifs aux diamétres des zones d’inhibition révélés par les différents

extraits sont regroupés ci-dessous

Tableau V-1 : Effet des solvants sur les souches bactériennes (diametres donnés en mm)

Solvant
. Chloroforme éthanol Hexane H,O
Bactérie
Staphylococcus
Py 8 11 0 0
aureus
Pseudomonas
N 9 15 0 0
aeruginosa
Escherichia coli 12 9 0 0

Staphylococcus aureus

Figure V-4 : Effet antibactérien des solvants

Pseudomonas aeruginosa

Escherichia coli
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e Extraits d’hexane :

Le tableau ci-dessous regroupe les moyennes des diameétres des zones d’inhibition des

différents extraits obtenus en utilisant I’hexane sur les 3 souches de références.

Tableau V-2 : Résultats de I’activité antibactérienne des extraits hexaniques

Diamétre
Les plantes Les souches e
P d’inhibition moyen
(mm)
Staphylococcus
30+3
aureus
) Pseudomonas
Thymus vulgaris .
aeruginosa 9+ 3
Escherichia coli 15+3
Staphylococcus
15+2
aureus
] _ Pseudomonas
Origanummajorana . 10£2
aeruginosa
Escherichia coli 13 +2
Staphylococcus
15+ nd
aureus
- Pseudomonas
Maclurapomiféra ) 9+ nd
aeruginosa
Escherichia coli 21+ nd

Les résultats obtenus par la méthode de Kirby-Bauer, montrent que les extraits des 3

plantes par hexane possédent une activité antibactérienne.

Les diametres des zones d’inhibition sont compris entre30 mmz+ 3 et 15 + 3 pour le
Thymus vulgaris, entre 15+ 2mm et 132 mm pour I’Origanum majorana et de 15mm a
21mm pour les Maclura pomiféra ce qui permet de constater que les S. aureus et E.coli sont
tres sensibles a cet extrait d’hexane.
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Par contre P. aeruginosa n’a subi aucune inhibition, les diameétres des zones

d’inhibition sont faibles (proches de 9mm) pour les 3 plantes.
e Extraits de chloroforme :

Le tableau ci-dessous regroupe les moyennes des diamétres des zones d’inhibition des
différents extraits obtenus en utilisant le chloroforme comme solvant pour les trous souches

de référence.

Tableau V-3: Résultats de I’activité antimicrobienne des extraits chloroformiques

Les plantes Les souches Diamétre d’inhibition

moyen (mm)

Staphylococcus

aureus 2912
) Pseudomonas
Thymus vulgaris ) 1645
aeruginosa
Escherichia coli 18+2
Staphylococcus
131
aureus
] _ Pseudomonas
Origanummajorana . 10+2
aeruginosa
Escherichia coli 15+2
Staphylococcus
18 £ nd
aureus
- Pseudomonas
Maclurapomiféra . 10+ nd
aeruginosa
Escherichia coli 12+ nd

Les résultats obtenus montrent que les extraits des 3 plantes par le Chloroforme
possedent aussi une activité antibactérienne sur S.aureus et E.coli, par contre P.aeruginosa
n’a pas été inhibée. les diametres de Thymus sont compris entre 29+ 2 mm et18+ 2mm. Les

extraits d’Origanum majoranaet de Maclura pomiféra ont provoqué la formation de zones
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d’inhibition de diametres respectivement compris entre 15+ 2 mm et 13 + 1 mm et de 12mm
a 18mm. Pour P. aeruginosa le diametre de la zone d’inhibition était del0 mm, ce qui n’es
pas trés différent de celui des solvants seuls, ce qui veut dire qu’il n’y a pas eu d’inhibition.
Les seuils d’inhibition de Chloroforme sont exprimés dans le Tableau V.1 et montrés dans la

Figure V.4 d’ou on a constaté la sensibilité des plantes vis-a-vis des souches

e Les Extraits d’éthanol :

Le tableau ci-dessous regroupe les moyennes des diametres des zones d’inhibition des

différents extraits obtenus en utilisant I’éthanol comme solvant.

Tableau V-4 : Résultats de I’activité antimicrobienne des extraits éthanoiques

Diameétre d’inhibition
Les plantes Les souches
moyen (mm)
Staphylococcus
28+ 3
aureus
) Pseudomonas
Thymus vulgaris . 15+1
aeruginosa
Escherichia coli 17+£3
Staphylococcus
19+2
aureus
) _ Pseudomonas
Origanummajorana . 14+ 1
aeruginosa
Escherichia coli 15+1
Staphylococcus
18+ nd
aureus
. Pseudomonas
Maclurapomiféra . 13+ nd
aeruginosa
Escherichia coli 16+ nd
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Au regard de ces résultats, nous observons que les extraits éthanoique ont fortement inhibé la
croissance des trois souches.

En comparant ces résultats avec les résultats obtenus avec I’éthanol seul, nous
constatons qu’il n’y a pas une différence significative, on peut donc en déduire que cette
inhibition peut étre attribuée en grande partie au solvant utilisé

e Extraits d’eau:

La maceération des plantes dans I’au n’a donné aucun résultat d’inhibition sur toutes les
souches. (Voir figures : V.1, V.2 et V.3)

V.4 Comparaison des effets antibactériens des différents extraits :

16
14
12 mCHL
10 EtOH
8
6 m Hex
4
5 mH20
0 —— . = —I . — —
Staphylococcus Pseudomonas Escherichia
aureus aeruginosa coli

Figure V-5 : Pouvoir inhibiteur des solvants

Nous avons remarqué que I’éthanol et le chloroforme possedent une activité

antibactérienne marquée. Le chloroforme exerce une inhibition plus importante sur I’E.coli

que S.aureus et P.aeruginosa. Par contre I’éthanol exerce une plus forte inhibition surP.

aeruginosaet les S.aureusque sur E.coli.

A partir de ces résultats nous allons fixer les seuils d’inhibition pour chaque souche ce

qui nous aidera par la suite a comparer les sensibilités bactériennes.
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Figure V-6 : sensibilité de S. aureus  Figure V-7 : sensibilité de P.aeruginosa
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Figure V-8 : sensibilité d’E.coli
La Staphylococcus aureus était la souche la plus sensible aux différents extraits
d’hexane, et ce pour toutes les plantes qu’on a utilisé, particulierement Thymus
vulgaris (figure V.8). On remarque que les valeurs obtenues sont supérieures aux
seuils établis par les témoins, les extraits sont donc efficaces. Nos résultats sont en
accord avec (Marraiki, 2010 ) qui expliqua la sensibilité de S. aureus en présence

d’extraits obtenus par chloroforme et (Agil F, 2006) montre la performance de

59



I’éthanol lors de I’extraction a partir de plantes médicinales et la sensibilité de
S.aureus en présence de ces extraits.

e Pseudomonas aeruginosa était résistante a tous les extraits. Nos résultats sont en
accord avec ceux obtenus par (Chetan Sharma, 2012 ) qui a démontré la sensibilité des
souches que nous avons utilisée aux différents extraits par les solvants choisis.

e Pour Escherichia coli, I’inhibition était importante pour les trois plantes mais elle était
plus notable pour les extraits de Maclura pomifér alors de I’utilisation de I’hexane, et
moyenne pour I’éthanol et le chloroforme. Ce qui a été déja prouvé par (Ahmad I,
2007).

V.5 Comparaison de I’activité des plantes sur les différentes espéeces

bactériennes :

35
30
25

20

15
10 II I
0 ... .

Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa Escherichia coli

]

B Thymus vulgaris M Origanum majorana M Maclura pomiféra

Figure V-9 : Comparaison de I’effet antibactérien des extraits d’hexane
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Figure V-10 : Comparaison de I’effet antibactérien des extraits de chloroforme

Staphylococcus aureus Pseudomonas Escherichia coli
aeruginosa

30

25

20

15

10

B Thymus vulgaris H Origanum majorana B Maclura pomiféra

Figure V-11 : Comparaison de I’effet antibactérien des extraits d’éthanol

Les histogrammes nous permettent de comparer I’efficacité antimicrobienne des

différentes plantes.

Au terme de cette comparaison il apparait que toutes les plantes possédent un effet
antibacterien :
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Il est connu que Thymus vulgaris posséde une trés forte activité antibactérienne
(Maria C. Rota, 2008), en effet, les zones d’inhibition ont été observées pour toutes les
souches testées dans tous les solvants utilisés a I’exception de Pseudomonas aeruginosa, qui
n’a présenté aucune zone d’inhibition, sa résistance est due a sa capacité de former un biofilm.
Ce dernier est d’une organisation complexe, composee de différentes strates dans lesquelles
les bactéries se trouvent dans des états physiologiques spécifiques a leur situation. 1l est établit
que le traitement de telles bactéries nécessite des concentrations considérables d’agents
antibacteriens (J C Nickel, 2015 )par ailleurs les biomolécules d’Origanum majorana et de
Maclura pomiféra, possédent une activité de moindre importance que celle de T. vulgaris qui
peut étre qualifiée d’activité moyenne inhibitrice de croissance bactérienne(Shayista Chishti,
2013), par contre les feuilles de Maclura pomiféra, inhibent la croissance de E.coli dans

I’hexane plus que les 2 autres plantes.

L’activité antibactérienne des différents extraits de feuilles de Maclura pomiféra,
Thymus vulgaris et Origanum majorana(en utilisant comme solvants le chloroforme, hexane
et ethanol) sur E.coli, P.aeruginosaet S.aureussont encore une fois en accord avec les
résultats obtenus par d’autres chercheurs. 1l était clair que les solvants organiques (I’hexane
et I’éthanol) sont plus efficaces pour I’extraction des biomolécules possédant une activité

antibactérienne que le chloroforme. (Indranil Bhattacharjee, 2011).

Les plantes étudiées possédent des activités antibactériennes contre plusieurs bactéries

pathogeénes.
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Conclusion je’néra/e
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Conclusion générale

L'homme a toujours su tirer profit des plantes médicinales(la phytothérapie).
Abandonnée durant I’apogee de la médecine moderne la phytothérapie prouve son efficacité.
Ce travail a été mené dans le but d*évaluer les propriétés antibactériennes des différents
extraits végétaux issus de trois plantes médicinales, Thymus vulgaris, Origanum majorana et

Maclura pomiféra.

Nous avons constaté que les extraits de Thymus vulgaris se caractérisent par une forte
activité antibactérienne vis-a-vis des souches microbiennes testées. Cependant Origanum
majorana et Maclura pomiféra possedent des activités moyennes en les comparants avec ceux

obtenus pour les feuilles de Thymus vulgaris.

Nous avons aussi constaté que Pseudomonas aeruginosa était résistante apratiquement
tous les extraits testés . Par contre les Staphylococcus aureus et I’Escherichia coli étaient tres
sensibles.

D’autres molecules pouvant inhiber P.aeruginosa doivent etre recherchées.

Nous pouvons conclure de ce travail que les trois plantes etudiées peuvent étre une
source interessante de biomolecules possedant une activité  antibacterienne.
Il serait cependant interessant de caracteriser ces extraits afin d’identifier ces molecules, et

egalement d’etudier leurs effets sur I’lhnomme.

64



"L Olalsiue oo Loyaisodd sbaedl o SUEI def o

-

: oadla

ks A (e Adliie Clude alatiuly lede Jpanll &3 cilalitiaad 1 oSl sliaal) bl ands Jeall 138 5l
Lo s send) Tl 45 jlae Al o 48] Jal (e 4y 3l 3o Al

o Ul syl a3 Apusall L S e )58l 4530 e elall y J 3N ca 585510 cluSelibalatii jlial o
ALK al e Z3le 8 bl 5l apdil dalie ISV 5 dpulea SY) CVBLANaaa L 5l sl Ll
U 13 a4y gall iy dad) ) HATLY ey ds Cude G el X

sSalla) paiuoladliall seiluSelulacai)laine pSYlalcadll yalillldadua Tymusvulgarisoi) s 3giaiais
ol aeSlaialiily

<l Thymus vulgaris, Origanum majorana, Maclura pomiféracdy sl <y sl -4alidal) cilalsl)
LSl szl Lol il

« Etude de I’effet antibactérien des extraits végétaux »

Résumé :
Ce travail porte sur I’évaluation de I’activité antibactérienne des extraits par différents
solvants de trois plantes médicinales Algériennes, dans le but d’établir une étude comparative

de leur bioactivité.

Les extraits d’hexane, chloroforme, d’éthanol et d’eau on été testés sur trois souches
bactériennes pathogénes. L’évaluation de I’activité antibactérienne a permis la sélection des
souches les plus sensibles des plus résistantes en vue d’apprécier I’effet de la plante dans le
traitement des maladies bactériennes, ainsi que de distinguer le bon solvant qui sert a extraire

les biomolécules possédants cet effet.

Le Thymus vulgaris s’est révélé étre la plante possédant I’effet antibactérien le plus
important, tandis que I’hexane s’est averé étre le meilleur solvant d’extraction de constituants

possedant cet effet a partir des plantes étudiees.
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Mots clés : biomolécules, plantes médicinales, activité antibactérienne, Thymus vulgaris,

Origanum majorana, Maclura pomiféra.

“Study of antibacterial effect of vegetal extracts”

Abstract:

This work deals with the evaluation of the antibacterial activity of extracts obtained
using different solvents from three Algerian medicinal plants in order to establish a

comparative study of their bioactivity.

The hexane, chloroform, ethanol and water extracts were tested on three pathogenic
bacterial strains. The evaluation of antibacterial activity allowed us to select of the most
sensitive and the most resistant strains in order to assess the effect of the plant in the treatment
of bacterial diseases as well as to distinguish the good solvent used to extract the

biomolecules owning this effect.

Thymus vulgaris was found to be the plant with the greatest antibacterial effect, while
hexane proved to be the best solvent to extract components having this effect from the tested

plants.

Keywords: biomolecules, medicinal plants, antibacterial effect, Thymus vulgaris, Origanum

majorana ,Maclura pomifera.
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