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Résumé

Ce travail s’inscrit dans le cadre de 1'étude du patrimoine botanique national surtout les
plantes médicinales dont une grande partie reste encore vierge et nécessite des études
approfondis, alors il porte sur notre objectif sera alentour I'¢tude phytochimique et l'activité
biologique (Antioxydante et Antibactérienne) de la partie aérienne de Cleome arabica L, c'est
la seule espece de famille capparidaceae se trouve dans la région d'Oued Souf. Le screening
chimique a mis en évidence la présence de flavonoides, d'alcaloides, tanins, saponosides et les
sucres réducteurs dans la plante étudié. Les extraits méthanoliques bruts a été obtenus par
deux méthodes d'extraction: macération (EM) et ultra-sons (EU), les rendements respectifs
sont : 8.95%, et 9.60%, la teneur de polyphénols totaux représente 11.57 mg EAG/g MS avec
(EM) et 13.46 mg EAG/g Ms avec (EU) ; La teneur de flavonoides est de 5.48 mg et 6.19 éq
Qu/g Ms dans les deux extraits (EM) et (EU) respectivement. Aussi bien 1’activité
antioxydante, montrent que les deux extraits méthanoliques (Avec concentration 0.01 mg/ml)
ont une grande capacité de piéger le radical DPPH avec un pourcentage d’inhibions 41% pour
(EM) et 60.67 % de (EU). En parallele, I’activité antimicrobienne a été déterminée sur deux
souches bactériennes: Escherichia coli et Staphylococcus aureus, les résultats obtenus
montrent que les deux souches testés possedent une faible sensibilité avec différents
concentrations de nos extraits (Zones d’inhibitions de 12 a 00 mm pour Escherichia coli ; de
11.5 a 00 pour Staphylococcus aureus), et cela pour les deux méthodes d'extraction (EM
moins élevé que EU). Par contre ces résultats restent trés faible par rapport l'antibiotique

utilisé (Amoxyclav: 44 mm pour Escherichia coli; 45.5 mm pour Staphylococcus aureus).

Mots clés: Cleome arabica L, EM (Extrait de Macération), EU (Extrait de ultrasons),
Polyphénols totaux, Flavonoide, Activité antioxydante, Activité antibactérienne, La région
d'Oued Souf.



Contribution to the phytochemical study, the biological activities (Antioxidant and

Antibacterial) a médecinale plant Cleome arabica L (Oued Souf region)

Abstract

This work is inscribed in the cadre the matronal of study botgnicql is to investigate
one famous plant used tremendously in our folk medicines, whose In spite of the numerous
studies so far carried out on the considered plant, the aims of this work is study
phytochemicals and biological activities (antioxidant and antibacterial) of the aerial part of
Cleome arabica L, this is the only species of Capparidaceae family growing in the region of
Oued Souf. The phytochemical screening of Cleome arabica L contains the flavonoids,
alkaloids, tannins, saponosides, and reducing compounds. The crude extracts methanolic
were obtained by maceration (EM) and ultra-sound (EU), The yields of extracts were: 8.95%
and 9.60% respectively. Quantitative estimation of total phenol is 11.57 mg EGA/g MD for
(EM), and 13.46 mg EAG/MD for (EU). The flavonoids contents in (EM) and (EU) are
respectively5.48 and 6.19 E Qu/g MD. Antioxidant activity of the two extracts (in
concentration 0.01mg/ml) demonstrated a great capacity to scavenging the DPPH radical
where the percentage of inhibition was 41% for (EM) and 60.67 % for (EU). Antibacterial
activity assay toward two bacterial strains Escherichia coli and Staphylococcus aureus. The
results revealed that two bacterial strains a low sensitivity in different concentrations of ours
extracts (with inhibition zones variable at 12 from 00 mm for Escherichia coli; between 11.5
and 00 mm for Staphylococcus aureus). Depending ours results, we can say that the methods
of extraction related to activity antibacterial where the (EM) gives large areas of inhibition
from the (EU)., this zones was most low with in areas of inhibition obtained by Antibiotic

Amoxyclav ( 44 mm to Escherichia coli and 45.5 mm for Staphylococcus aureus).

Key words: Chemical screening, Cleome arabica L, EM (Maceration extract), UE (Ultra-
sound extract), Total Polyphenols, Flavonoids, antioxidant activity, antibacterial activity,

region of Oued Souf.
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INTRODUCTION

Introduction

Les plantes ont toujours fait partie de la vie quotidienne de I'nomme, au travers des
ages, I’homme a pu compter sur la nature pour subvenir a ses besoins de base: nourriture,
abris, vétements (GURIB-FAKIM, 2006). Le monde des végétaux est plein de ressources et
de vertus d'ou I'hnomme puise non seulement sa nourriture mais aussi des substances actives
qui procurent souvent un bienfait a son organisme parfois affecté de troubles insidieux
(BABA-AISSA, 2000). L’utilisation thérapeutique des extraordinaires vertus des plantes pour
le traitement de toutes les maladies de I’homme est trés ancienne et évolue avec I’histoire de
I’humanité (GURIB-FAKIM, 2006).

Les plantes médicinales restent encore le premier réservoir de nouveaux medicaments,
elles sont considérées comme source de matiére premiére essentielle pour la découverte de
nouvelles molécules nécessaires a la mise au point de futurs médicaments (MAURICE, 1997).
Cette matiere végétale contient un grand nombre de molécules qui ont des intéréts multiples
mis a profit dans I’industrie alimentaire, en cosmétologie et en pharmacie; Parmi ces
composés on retrouve, les coumarines, les alcaloides, les acides phénoliques, les tannins, les
terpénes et les flavonoides (BAHORUN et al., 1996).

Le stress oxydant est impliqué dans de trées nombreuses maladies comme facteur
déclenchant ou associé a des complications, la plupart des maladies induites par le stress
oxydant apparaissent avec 1’age car le vieillissement diminue les défenses antioxydantes
augmente la multiplication mitochondriale de radicaux (GIRODON et al., 2010). Parmi les
activités biologiques des plantes médicinales, ces dernieres années l'attention s'est portée sur
l'activité antioxydante en raison du role qu'elle joue dans la prévention des maladies
chroniques telles que les pathologies du coeur, le cancer, le diabete, I'hypertension, et la
maladie d'alzheimer en combattant le stress oxydant (MEDDOUR et al., 2013).

Aussi la maitrise des infections bactériennes devient complexe du fait que de
nombreuses bactéries ont développé une résistance a la plupart des antibiotiques ce qui a
constitu¢ un probléme de santé important a 1’échelle mondiale (BENBRINIS, 2012).Les
végétaux furent de plus en plus utilisés pour l'extraction des substances physiologiquement
actives ou pouvant étre transformées en médicament. Mais avec l'introduction de la
chimiothérapie, I'usage des plantes médicinales a connu un certain recul. Cependant I'emploi

abusif et souvent incontrolé de cette chimiothérapie en particulier lI'antibiothérapie a fait
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apparaitre un phénomene de résistance chez la plupart des agents bactériens. Face a ce
probléme de résistance, l'utilisation de la phytothérapie est de plus en plus dactualité. La
recherche de nouvelles molécules possédant un pouvoir antibactérien est également tres
active, notamment au niveau des plantes de la pharmacopée africaine (ATEFBEIBU, 2002).

L’évaluation des propriétés phytopharmaceutiques, antioxydante et antimicrobienne
demeure une tache trés intéressante et utile, en particulier pour les plantes d’une utilisation
rare ou moins fréquente ou non connue dans la médecine traditionnelle. Ces plantes
représentent une nouvelle source de composés actifs (TEIXEIRA DA SILVA, 2004).

Le Sahara dispose d'une biodiversité floristique exceptionnelle, constituée d'environ
500 especes végétales et a laquelle s’ajoute une tradition séculaire de pharmacopée
traditionnelle (OZANDA, 1991). Les plantes spontanées des zones arides sont considérées
comme 1’une des ressources phytogénétiques qui présentent un intérét agronomique,
économique, écologique mais aussi stratégique (UNESCO, 1960).Parmi a ces plantes
médicinales recensées a ce jour, ceux de la famille Capparidaceae I'une des famille des
angiospermes, il comporte 45 genre et 800 especes (JAMES et al., 1996).

Les buts de notre travail a été entrepris afin de réalises d'une études phytochimique,
ainsi que d’évaluer les activités antioxydante et antibactérienne des extraits méthanoliques de
la partie aérienne de Cleome arabica L (Nom commun: NETTIN) la seul espéce de famille
capparidaceae se trouve dans la région d'Oued Souf. Cette plante utilisée en médicine
traditionnelles par les populations locales et les nomades surtout pour ses effets anti-
rhumatismaux (TIGRINE, 2014). Au cours de nos travaux, nous avons preparés les extrait
méthanoiques de cette plante par deux méthodes d’extraction mcération et ultra-sons.

Cette étude comporte deux parties:

La premiere partie est consacré a une synthese bibliographique, qui constitué de deux
chapitre l'un sur les métabolismes secondaires et l'autre sur la présentation de la plante étudieé
(Cleome arabica L. Famille: Capparidaceae).

La seconde partie concerne la partie expérimentale, qui comporte deux chapitres, l'un
sur les matériels et les methodes de travail; Le deuxiéme chapitre regroupe 1’ensemble des
résultats qui seront suivis d’une discussion. Enfin nous avons termines notre travail par une

conclusion qui est un ensemble de réflexions achéve ce travail.
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Chapitre | : Métabolites secondaire

1. Définition

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées par
les plantes autotrophies (BOUDJOUREF, 2011). Ce sont caractérisés généralement par de
faible concentration dans les tissus végétaux (généralement quelques pourcents du carbone
total, si on exclue la lignine de cette catégorie) (NEWMAN et CRAGG, 2012). Aussi
n’exercent pas de fonction directe au niveau des activités fondamentales de la plante
(GUIGNARD, 1996).

Biosynthétises a partir de métabolites primaires et jouent un rdle majeur dans les
interactions de la plante avec son environnement, contribuant ainsi a la survie de I'organisme
dans son ecosysteme (PEEKING et al., 1987). En 1987 Plus de 8500 métabolites secondaires
sont déja connus. Les plus grands groupes sont les alcaloides, les terpénoides, les stéroides et
les composés phénoliques. Ils présentent une énorme valeur économique (en particulier pour
I'industrie pharmaceutique et la cosmétique) (PEEKING et al., 1987).

2. Biosynthese

La production des métabolites secondaires est étroitement liée au métabolisme
primaire, résultent généralement de trois voies de biosynthése (Figure 01): la voie de
shikimate, la voie de mévalonate et du pyruvate (VERPOORTE et ALFERMANN, 2000). La
plupart des précurseurs sont issus de la glycolyse (pyruvate, phosphoénolpyruvate, acétyl-
CoA), de la voie des pentoses phosphate (glycéraldéhyde-3-P, Erythrose-4-P) et du
métabolisme des lipides (glycéraldéhyde-3-P et acétyl-CoA). Ces précurseurs sont a 1’origine
de la diversité structurale observée au niveau des métabolites secondaires (MAYER, 2004).

Du point de vue synthétique, ces métabolites secondaires peuvent aussi étre subdivisés
en deux catégories : ils peuvent étre de type phyto anticipines ou de constitution, C'est-a-dire
synthétisés par la plante de maniére permanente méme en absence d'un facteur de stress par
opposition aux métabolites induits ou phytoalexines qui sont synthétises uniqguement en cas de
stress et sont donc formés de novo (LITVAK et MONSON, 1998).
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Figure 01: Origine biosynthétique des métabolites secondaires (AHARONI et GALILI,

2001).
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3. Classification

D’apres leur biosynthése, les métabolites secondaires peuvent étre divisés en trois
classes: Polyphenols; terpénoides; stéroids et alcaloides (HENNEBELLE et al., 2004).

3.1. Polyphénols

3.1.1. Définition

Les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire des végétaux,
caractérisés par la présence d’au moins d’un noyau benzénique auquel est directement li¢ au
moins un groupement hydroxyle libre, ou engagé dans une autre fonction tels que : éther,
ester, hétéroside...etc (BRUNETON, 1999). La grande majorité de composés phénoliques
dérivent de I’acide cinnamique formé par la voie du shikimate (GORHAM, 1977). Sont
solubles dans la solution de carbonate de sodium. Chimiquement, ils sont réactifs et donnent
souvent lieu & des liaisons hydrogenes, ou chélater des métaux pour les O-dihydroxyphénols
(catechol); Enfin, ils sont sensibles a I'oxydation (GORHAM, 1977).

3.1.2. Classification

La classification de ces substances a été proposee par HARBORNE (1980). On peut
distinguer les différentes classes des polyphénols en se basant d’une part, sur le nombre
d’atomes constitutifs et d’autre part, sur la structure de squelette de base, principales classes
sont largement répandues (MACHEIX et al., 2006).

3.1.2.1. Polyphénols monomériques

3.1.2.1.1. Acides phénoliques

Les acides phénoliques, ou acides phénols ont une fonction acide et plusieurs
fonctions phénols, Ils sont incolores et plut6t rares dans la nature (HASLAM, 1994). lls se
divisent en deux classes: les dérivés de I'acide benzoique (les acides hydroxycinnamiques) et
les dérivés de I'acide cinnamique (les acides hydroxybenzoiques) (PANDEY et RIZVI, 2009).

v Acide phénols dérivés d’acide benzoique :

Sont des hydroxybenzoiques et ont une structure générale de base de type (C6-C1)
(figure 02), ces molécules existent souvent sous forme d'esters ou de glycosides (HARRAR.,
2012). Les plus répandus sont: I’acide salicylique et 1’acide galliqgue (BRUNETON, 1999).
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OH

Figure 02: Acide benzoique (PAWLOWSKA et al., 2006).

v Acide phénols dérivés d’acide cinnamique :
Les acides phénols dérivés de 1’acide cinnamique (figure 03) sont souvent estérifiés.
Les plus courants sont 1’acide cinnamique, 1’acide caféique, I’acide férulique, 1’acide p-

coumarique et I’acide synaptique (HASLAM, 1994).

HO,C
2 /

Figure 03: Acide cinamique (GORHAM, 1977).

Remarque :

Les acides hydroxycinnamiques sont plus fréquents que les acides hydroxybenzoiques
et comprennent essenticllement 1’acide p-coumarique, caféique, férulique et sinapique
(PANDEY et RIZVI, 2009).

3.1.2.1.2. Flavonoides

C’est le groupe le plus représentatif des composés phénoliques, ces molécules ont des
structures chimiques variées et des caractéristiques propres (BENHAMMOU, 2011). En
2003, environ de 4000 composés flavonigques sont connus (EDENHARDER et GRUNHAGE,
2003). Certains sont des pigments quasi-universels des végétaux, ces composes existent sous
forme libre dite aglycone ou sous forme d’hétérosides, c'est a- dire liée & des oses et autres
substances (HELLER et FORKMANN, 1993).
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ont une squelette de base formé par deux cycles en C6 (A et B) relies entre eux par une chaine

en C3 qui peut évoluer en un hétérocycle (Cycle C) (figure 04) (AKROUM, 2011).

OH
_—
—
0

Figure 04: Structure de base d'un flavonoide (HELLER et FORKMANN, 1993).

La nature chimique des flavonoides dépend de leur classe structurale, de dégrée
d'hydroxylation et de méthoxylation, de degré de polymérisation, des substitutions et des
conjugaisons sur le cycle C c'est-a-dire la présence : de double liaison C2-C3, du groupe 3-O
et la fonction 4-oxo (YAO et al., 2004). Ils se répartissent en plusieurs classes des molécules

dont les plus importants sont représentées dans le tableau (01).
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Tableau 01: Différentes classes de flavonoides (NKHILI, 2009).

Flavonols Flavones
R
O OH
HO. i o e
OH R=R’=H: Apigénine
O+ O )
R=R'=H: Kaempferol R=OH, R”=H: Lutcoline
R=OH. R” = H: Quercetine R R’ OCH;: Tricine
R=QOCH ;. R’ = H: Isorhanmnénune .
R=R"= OH: Mynicetine
Flavan-3-ols Flavanones
R=R'=H: Afzelechine
R—OH.R'—H: Caréchine OH ©
R = R'- OH * Gellocateche R=I1 : Naringénine
R= (1 : Eniadietyol
Chalcones Aurones
R=R"=H  Pélmgomdme
R=0H, R"=H : Cvanidizie
R~ H - Buléne R =0CH; R'=H : Péonidine
R = 1F - Okanine R =R"= OH : Délplunidine
R = R" = OCH; : Malvidine
R=0H, R'=0CH;s ' Pérudine
Flavanonols

HO
IO R
CH

OH O
R= OH. R" =H. Taxifoline
R= OIL R'= OII: Ampéloprol

R=R"=H Pélargomdine

R = OH,R" = H : Cvimudine
R = OCH;, R' = H : Peomdine
R = R'= OH : Délphiidine

R = R"= OCHj; - Malvidine

R = OH.R" = OCH; : Petumdine
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3.1.2.2. Polyphénols sous forme de polymeéres

3.1.2.2.1. Tanins

Les tanins sont des composés phénoliques complexes, hydrosolubles ayant un poids
moléculaire compris entre 500 et 3000 Da (KAMRA et al., 2006). Ces composés
naturellement produits par les plantes et se caractérisent par leur facilité a se combiner aux
protéines (MAKKAR, 2003; MANGAN, 1988; MCSWEENEY et al., 2001).Grace a la
présence de plusieurs groupements hydroxyles phénoliques (KHENAKA, 2011), Aussi a
d’autre polymeéres organiques tels que des glucides, des acides nucléiques, des stéroides et des
alcaloides, pour former avec eux des complexes stables (HASLAM, 1998).

Ils sont trés répandus dans le regne végétal, mais ils sont particulierement abondants
dans certaines familles comme les coniferes, les Fagacée, les Rosacée (GHESTERM et al.,
2001). lls peuvent exister dans divers organes: I'écorce, les feuilles, les fruits, les racines et les
grains (KHANBABAE et REE, 2001). En général, ils sont subdivisés en deux groupes
distincts en fonction du type de I’acide phénolique et du type de liaisons qui déterminent la
taille et la réactivité chimique de la molécule (RIRA, 2006).

A. Tanins hydrolysables:

Sont des hétéro polymeéres (figure 05) possédant un noyau central constitué d'un
polyol, il s@agit souvent d'un D-glucose; comme leur nom l'indique, ces substances
shydrolysent facilement en milieux acides et alcalins ou sous l'action d'enzymes (telle que la
tannase), pour donner des glucides et des acides phenoliques (LEINMULLER et al., 1991).
IIs sont facilement scindés par les enzymes de tannases en oses et en acide phénol, selon la
nature de celui-ci on distingue: les tanins galliques (Gallo tanins), ils donnent par I'nydrolyse
des oses et de l'acide gallique et les tanins ellagiques (Ellagitanins), Ainsi sont scindés par les
enzymes en oses et en acide ellagique (PARIS et HURABIELLE, 1981).
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Figure 05: Structure générale de tanins hydrolysable (GILBERT et NORRIS, 1968).

B. Tanins condensées

Ce sont des tanins non hydrolysables (Dits catéchiques et proanthocyaniques), ils sont

plus complexes que les tanins galliques (figure 06), ils posseédent une squelette phényl-2-

chromane de flavonoides (ALILOU, 2012). Il est admis aujourd’hui que ces tanins sont

constitués par le mélange de produits de polymérisation oxydative de catéchines (flavan-3-

ols) et de proanthocyanes (flavan-3,4- dioles), on peut les qualifier encore de tanins

flavaniques (RICHTER, 1993).

___\ (2]
4 _-H-———‘—ﬁ___
. ———‘I”___ e R
- O __—__f__t l__ ()___]:___-J — | i
| — e

O

Figure 06: Structure générale de tanins condensés (GILBERT et NORRIS, 1968).

3.1.2.2.2. Lignines (figure 07):
C'est I’'un des polymeéres biosources les plus abondants sur Terre, elle constitue de 15 a

40% de la matiere seche des arbres et de 5 a 20% des tiges des plantes annuelles. C’est

également le polymere aromatique naturel le plus abondant (PRIVAS, 2013). Subissant les

10
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contraintes de la gravite, la lignine est apparu afin notamment de rigidifier les parois
cellulaires (CRUZ et al., 2001).

Le role des lignines dans I’évolution des végétaux, ils forment une barriére mécanique,
de go(t désagréable, et réduisant la digestibilité des sucres de la paroi, les lignines participent
a la résistance des plantes aux microorganismes et herbivores, la lignification est une réponse
courante a I’infection ou la blessure (MURRY et al., 1982).

HO—. PH
Lignin—oQ"~ i % Lignin__ /OH
¢ \>>—— OMe b4 o . OMe
)_Ko [
Ho[ = 1 0:\ - T ,jo
o ool
- _
A
HO™ ] ‘l’ MeO / — /
HO el HO o.__] OH
CLM. l. - / , »/~~
\\ \ // e / MaO
MeO ,l, g OMe
Ha~—" :}*\\
¢ ,¢>»~-OM.
7
‘OH

Figure 07 : Structures chimiques de lignine (SCALBERT et WILLIAMSON, 2000).

3.1.2.2.3. Coumarines, Stilbénes (les plus rares) (NKHILI, 2009).

3.1.2.2.3.1. Coumarines

Les coumarines (figure 08) sont des molécules largement répandues dans tout le regne
végeétal, sont des 2H-1-benzopyran-2-ones, considérées comme étant les lactones des acides 2-
hydroxy-7-cinnamiques (BENAYACHE, 2005) (Figure 08). Elles existent sous forme libre
solubles dans les alcools et dans les solvants organiques ou les solvants chlorés ou encore

liées a des sucres (hétérosides) sont plus ou moins solubles dans 1’eau (BRUNETON, 1999).

O

Figure 08 : Structure d’une molécule de coumarine (COWAN, 1999).

11
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La coumarine et ses dérives ont des actions phyto biologiques (HOSTETTMANN, 1992),
bactériostatiques et anti fongiques (RUFINI et SAMPAOLO, 1977). lls ont un effet anti-
cedémateux (HOULT et PAYA, 1996).

3.1.2.2.3.2. Stilbénes

Les stilbéenes (figure 09) sont des composés phénoliques contenant au minimum deux
noyaux aromatiques reliés par une double liaison, Le resvératrol et le ptérostilbéne font partie
de la famille des stilbenes et sont des composes synthétises par la plante suite a un stress, Ces
molécules peuvent s’oxyder sous I’action d’enzymes oxydase et les peroxydases (PERRET,
2001).

/ OH

Rz

Figure 09: Structure chimique de stilbéne (PERRET, 2001).

3.1.3. Biosynthése des polyphénols

Les polyphénols sont synthétisés par deux voies biosynthétiques (figure 10):
v Celle de I’acide shikimique (shikimate).

v Celle issue de I’acétate-malonate (MOHAMMEDI, 2013).

12
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Figure 10: Biosynthese des composes phénoliqgues (MOHAMMEDI, 2013).

De plus la diversité structurale des composés polyphénoliques due a cette double

origine biosynthétique, est encore accrue par la possibilité d’une participation simultanée des
deux voies dans 1’¢laboration de composés d’origine mixte (MARTIN et TSITOHAINA,
2002).

3.2. Alcaloides
3.2.1. Définition

Les alcaloides sont des substances organiques naturelles composés de carbone,

d’hydrogene, d’oxygene et d’azote (SCHAUENBERG et PARIS, 2005). Typiquement comme

les amines primaires, secondaires, ou tertiaires et cela confére la basicité a l'alcaloide, en

facilitant leur isolement et purification comme sels solubles dans I'eau formés en présence des

acides minéraux (HESS, 2002). Ils peuvent étre présents dans tous organes (ZIEGLER et

FACCHINI, 2008). Leur teneur est tres variable, généralement comprise entre 0.1% et 2 & 3
% du poids sec de la drogue (ROUX et CATIER, 2007).

13
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Les alcaloides existent rarement a 1’état libre dans la plante, mais le plus souvent ils
sont combinés a des acides organiques ou a des tanins (ZIEGLER et FACCHINI, 2008).

3.2.2. Fonctions et propriétés

Les alcaloides sont des molécules tres intéressantes au point de vue biologique car
certaines sont le principe actif de plusieurs extraits de plantes anciennement utilisés comme
médicaments, comme poisons ou encore comme psychotropes (HESS, 2002). Insolubles ou
fort peu solubles dans I'eau; ils sont solubles dans l'alcool plus a chaud qu'a froid, I'éther, les
acides et dans I'ammoniaque (COWAN, 1999).

3.2.3. Biosynthése

Contrairement a la plupart des autres types de métabolites secondaires, les nombreuses
classes dalcaloides ont des origines biosynthétiques unique (figure 11) (ZIEGLER et
FACCHINI, 2008). Les noyaux de base de ces différents alcaloides dérivent des acides
aminés du métabolisme primaire (NACOULMA, 2012).
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Figure 11: Origine biosynthétique de différentes classes d’alcaloides (NACOULMA, 2012).
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3.2.4. Classification
3.2.4.1. Selon I'origine biosynthétique

On distingue trois types d’alcaloides :

X/
L X4

Alcaloides vrais : d’aprés certains auteurs, ils sont issus seul régne végétal. Ils
existent a 1’état de sels et I’on peut ajouter qu’ils sont bio synthétiquement formés a
partir d’un acide aminé (BRUNETON, 1999).

% Pseudo-alcaloides : ils représentent le plus souvent toutes les caractéristiques des
alcaloides vrais, mais ne sont pas dérivés des acides amines (BRUNETON, 1999).

Proto-alcaloides : se sont des amines simples dont 1’azote n’est pas inclus dans un

o
A5

systeme hétérocyclique ; ils ont une réaction basique et sont élaborés in vivo a partir
d’acides aminés (BRUNETON, 1999).

3.2.4.2. Selon leur composition chimique et structure moléculaire

Les alcaloides peuvent étre divisés en plusieurs groupes.

% Phénylalanines: comme capsaicine chez piment, colchicine chez colchique.

% Alcaloides isoquinoléiques : comme: morphine, éthylmorphine, codeine et
papaveérine continues dans l'opium du pavot; et des alcaloides indoliques: ergométrine,
ergotamine et ergotoxine de l'ergot des céréales (GONZALEZ et al., 1984).

% Alcaloides quinoléiques: se trouvent dans les écorces de Cinchona (DONATIEN,
2008).

% Alcaloides pyridiques et pipéridiques: par exemple: ricinine chez ricin.

% Alcaloides dérivés du tropane : comme scopolamine et atropine chez la belladone.

% Alcaloides stéroides: racine de vératre, douce-amére ou aconite (aconitine) par
exemple (GONZALEZ et al., 1984).

Les principaux cycles azotés des alcaloides sont de type a, b, ¢, d, e, f, g et h (figure

12) (MEDJROUBI et al., 1997).

15
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Figure 12 : Les principaux cycles azotés des alcaloides (GONZALEZ et al., 1984).
Indole (a), Quinoline (b), Isoquinoline (c), Tropane (d), Pyridine (e), quinolizidine (f), la

morphine (g) et solanidine (h) (stéroide)

3.2.5. Propriétés physicochimiques et pharmacologiques

Si dans les plantes, les alcaloides en tant que composés du métabolisme secondaire
jouent un role écologique de défense contre des herbivores, chez I’homme ils trouvent
cependant plusieurs applications pharmaceutiques (MCCALLEY, 2002 ; STOCKIGT et al.,
2002):

16
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% Les alcaloides présentenent fréquemment de propriétés pharmacologiques marquées et
ont de nombreuse subtilisations en thérapeutique, notamment au niveau de systéme
nerveux central, du systeme nerveux autonome et du systeme cardiovasculaire
(GAZENGEL et ORECCHIONI, 2013).

% On notera aussi l'existence d'anti-tumoraux, danti-parasitaires, de curarisants, les

o
A5

alcaloides sont utilisées comme anti-cancer, sédatifs et pour leur effet sur les troubles

nerveux (maladie de Parkinson) (ISERIN et al., 2007).

Ces nombreuses activités conduisent a une utilisation importante des drogues a
alcaloides, soit sous forme de préparation galéniques, soit le plus souvent, pour l'extraction
des alcaloides gu'elles renferment, ces alcaloides étant utilisés eux mémes ou servant de
matiere premiére d’hémi-synthése (GAZENGEL et ORECCHIONI, 2013).

3.3. Terpénoides

3.3.1. Définition

Appelés aussi terpenes, constituent une vaste groupe de métabolites secondaires, sont
des hydrocarbures naturels, de structure cyclique ou de chaine ouverte (HELLAL, 2011). En
effet les plantes synthétisent plus de vingt deux milles dérivés isopreniques qui possédent des
structures, des propriétés physiques et chimiques et activités biologiques tres diverses
(CONOLLY, 1992) . lIs répondent dans la plupart de cas a la formule générale (CsHg)
(SEENIVASAN., 2006) c’est-a-dire leur particularité structural la plus importante est la
présence dans leur squelette d'unité isoprénique (Figure 13) a 5 atomes de carbone
(HERNANDEZ-OCHOA, 2005).

Les précurseurs de tous les isoprénoides, le pyrophosphate d'isopentényle (IPP) et son
isomere allylique pyrophosphate diméthylallyl (DMAPP), avec pres de 40 milles structures
moléculaires (YU et UTSUMI, 2009). Ils constituent une importante classe de produits
secondaires, hydrophobes quelquefois volatils et unis par une origine commune (SEAMAN,
1982).
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Figurel3: Structure de la molécule d’isopréne (CALSAMIGLIA et al., 2007).
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3.3.2. Biosynthése

Les terpénoides sont des métabolites secondaires synthétisés par les plantes, les
organismes marins, les champignons et méme les animaux, ils résultent de I'enchainement de
plusieurs unités isopréniques (BHATS et al., 2005). L'isopentéyl- diphosphate (IPP) et le
diméthylallyldiphosphate (DMAPP), équivalents biologiques de l'isopréne, sont les
précurseurs communs de tous les isoprénoides et peuvent siisomeériser grace a une enzyme
I'IPP isomérase (SPURGEON et PORTER, 1981), chez les plantes supérieures, les
isoprénoides sont synthétisés par deux voies biochimiques indépendantes, voie de
mévalonate et la voie desoxyxylulose-5- phosphate (SHARKEY, 1991).

3.3.2.1. Voie de mévalonate

Se fait dans le cytosol et le reticulum endoplasmique, la plus anciennement connue,
utilise 1’acétyl-CoA comme point de départ, tout comme la biosyntheése des acides gras
(SHARKEY, 1991).

3.3.2.2. Voie desoxyxylulose-5- phosphate

La voie de desoxyxylulose-5- phosphate (DXP) qui fut découverte chez les
organismes procaryotes, puis généralisée selon les derniéres recherches aux chloroplastes des
plantes supérieures donne naissance aux précurseurs d'isoprenes, monoterpenes, diterpenes
et tétraterpénes et ce a partir des produits issus directement de la photosynthése; la pyruvate
et glycéraldéhyd 3-phosphate (LICHTENTHALER, 1999).

3.3.3. Classification

Selon le nombre d’unités 1sopréniques qui les constituent, on distingue : les terpenes
ou monoterpenes en Cy, les sesquiterpenes en Cys, les diterpénes en Cyg, les triterpénes Cs, et
les tétraterpénes C4o (GUIGNARD, 1996).

3.3.3.1. Monoterpénes

Sont volatils entrainables a la vapeur d'eau, d'odeur souvent agréable et représentent la
majorité des constituants des huiles essentielles, parfois plus de 90%; ils peuvent étre
acycliques (Mycénes, ocyméne), monocycliques (terpinéne, p-ciméne ) ou bicycliques
(pinéne, sabinéne ) (BRUNETON, 1999).

Ils existent sous la forme dhydrocarbures simples (limonéne, Mycénes ...),
d'aldéhydes (linalal, géranial....), d'alcools (linalol, geraniol...) et d'acides (acide linalique
géranique ..) Voire d'esters (acétate de linalyle ....), ce sont des composés aromatiques qui

constituent les essences florales, les huiles essentielles et les résines (SINGH et al., 1989).
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3.3.3.2. Sesquiterpenes

Les sesquiterpenes sont des molécules a 15 atomes de carbone constituées de trois
unités isopréniques et dérivant du Farnésyl diphosphate (FPP) (WINK, 2003); il sagit de la
classe la plus diversifiée des terpénes, elle contient plus de 3000 molécules comme par
exemple: B-caryophylléne, B-bisaboléne, a-humuléne, a-bisabolol, farnesol.

3.3.3.3. Diterpenes

Les diterpenes sont formés de quatre unités isoprénes (CyHs,) (HERNANDEZ-
OCHOA, 2005), ils comprend les gibbérellines (phytohormones du développement
impliquées dans des processus cellulaires fondamentaux tels que la germination (GRAEBE,
1987).

3.3.3.4. Triterpénoides et stéroides

Les triterpénes sont des composes en Csg issus de la cyclisation de I'époxysqualene ou
du scalene (KRIEF., 2003). Les stéroides sont dérivés de triterpenes tétracycliques et
possédent un squelette cyclopentaperhydro phénanthréne. Beaucoup de stérols se produisent
sous forme de glycosides caractériseés par les saponines stéroidiens (HANSON, 2003).

3.3.3.4.1. Saponines (Groupes de stéroides)

Le mot saponine est dérivé du mot latin sapo. Les saponines ont recu leur nom du fait
qu’elles produisent une mousse semblable a celle du savon (HART et al., 2008), Ils sont des
glycosides a poids moléculaire élevé, regroupant un ensemble complexe et chimiquement tres
diversifié de molecules triterpeniques ou stéroides. Elles se composent d’une fraction
aglycone hydrophobe (un noyau stéroidique ou triterpénique) liée a une chaine mono ou
polysaccharidique hydrophile (WALLACE, 2004).

3.3.3.5. Tétraterpenes (comme Caroténoides)

3.3.3.5.1. Caroténoides

Les caroténoides sont des pigments rouges ou jaunes (HANSON, 2003), possédant un
chromophore caractéristique (au moins 10 doubles liaisons conjuguées) expliquant leur
couleur jaune-orangée et leur sensibilité a l'oxydation. Pour cela, les caroténoides sont
employés en industrie agro-alimentaire principalement pour leur pouvoir colorant (safran :
Crocus sativus L.) mais on peut aussi noter qu'ils sont préconisés en cas de photo dermatose

puisqu'ils interférent avec les processus de photo-oxydation (KRIEF, 2003).
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Chapitre 1l : Présentation de la plante étudiée (Cleome arabica L. Famille:
Capparidaceae)

1. Famille capparidaceae

1.1. Définition

Capparidaceae (ou Capparaceae) est une famille d'environ 40 a 45 genres et 700 a 900
especes. Dont les membres présententent une diversité considérable dans I'habitude, les fruits,
et les caractéristiques florales (HEYWOOD, 1993). Nommeées "cruciferes des pays chauds"
(KERHARO, 1974).

1.2. Description

Capparidaceae sont généralement des herbes, arbustes ou lianes; les fruits sont des
capsules, des baies ou des siliques, ce sont des plantes généralement sempervirentes, souvent
sclérophylles (OUETIAN, 1994); feuilles alternes; calice a 4 sépales; pétales et étamines en
nombre variable (QUEZEL et SANTA, 1962). Souvent les étamines sont portées a I'extrémité
d'un sigment allongé de l'axe de la fleur qui porte le nom dandrophore, tandis que
fréguemment aussi le pistil est lui-méme porté sur un long pied appelé gynophore
(OZENDA, 1977). Gynécée de 2-6 carpelles réunis pour former un ovaire supére, 1-3-
loculaire qui est couramment sur un gynophore; pariétal placentation; stigmatisation sessiles
et simples; les graines réniformes fréquemment (SHORT et COWIE, 2011).

1.3. Répartition

Principalement une famille de régions tropicales et subtropicales avec seulement
quelques espéces dans les régions arides (MABBERLEY, 2008). Elle est peu représentée dans
le nord et le centre du Sahara (4genres et 4 especes seulement), mais son importance s'accroit
rapidement en approchant de [I'Afrique noire, et elle compte déja une vingtaine de
représentants dans le Sahara méridional (OZENDA, 1977).

Il est donc trés possible que certains de ces derniers remontent en réalité plus au nord
et soient susceptibles d'étre observés dans les limites adoptées. Aussi ce cadre géographique
a-t-il été élargi dans le cas particulier des capparidacées: le clé des genres capparis,
cadabaforsk, gyndaudropsisds, cleome, maeruaforsk, boscialam, crataeua se rapporte a
I'ensemble du sahara .soulignons toutefois que seuls les genres capparis, cleom et maerua

sont présents dans la partie septentrionale (OZENDA, 1977).
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1.4. Sous-familles de Capparedaceae

Les deux principaux sous-familles de Capparidaceae sont: Cleomoideae et
Capparoideae, sont tout a fait distincts et ont méme été élevé au statut familial par certains
auteurs (AIRY SHAW, 1965).

e Capparoideae

Sont généralement ligneuses (arbustes a petits arbres) et avoir des fruits déhiscents ou

indéhiscents, qui sont charnues (PAX et HOFFMANN, 1936).
e Cleomoideae

Sont généralement herbacées et avoir des fruits déhiscents avec Rempl, dans les deux
sous-familles le genre de type est de loin le plus grand et abrite la majorité des espéces:
Cleome (environ 200 espéces) et Capparis (150-200 espéces) (PAX et HOFFMANN, 1936).

1.4.1. Cleome L

Le genre Cleome L est le plus grand genre de Cleomoideae comprenant 180 a 200
especes herbacées annuelles ou vivaces et arbustes largement distribués dans les régions
tropicales et subtropicales (RAGHAVAN., 1993). La fleur Calice a 4 sépales. 4 pétales. 6
étamines, 4 ovaires a 01 loge, portés par un pied court ou nul, fruit est capsule stipitée,
siliquiforme, a 2 Valves se séparant des placentas (QUEZEL et SANTA, 1962).

2. Cleome arabica L

2.1. Position systématique

ABBAYES et al (1963); MAIRE (1965); OZENDA (1991); CHWEYA et
MENZAVA (1997); JUDD et al (2002) classent I’espece Cleome arabica selon (Tableau 02)

Tableau 02: Classification de Cleome arabica L

Embranchment Spermaphytes
Sous- Embranchment Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous-classe Dillenidae

Ordre Capparales

Sous- ordre Capparidineae
Famille Capparidaceae
Tribu Cleomoideae
Genre Cleome

Espece Cleome arabica L.
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2.2. Répartition géographique

Cleome arabica, fréquent dans les savanes désertiques et les tamarigaies de 1’étage
tropical, monte dans 1’étage méditerrané en inférieur sur les pentes pierreuses et dans les
ravins sablonneux jusque vers 2300 m d’altitude (MAIRE, 1933). C'est une espéce commune
dans tout le Sahara septentrional, en Egypte et en Afrique tropicale (KEMASSI, 2012). Selon
Ozanda (1991) dans la région saharienne, C. arabica se trouve sur des rocailles, du sable et

des graviers (Figure 14).

Figureld: Cleome arabica L. au stade fructification au Sahara septentrional (Oued Metlili:
Région de Ghardaia (Avril 2012) (HADJ AMAR, 2012).
2.3. Description botanique
Plante vivace (figurel5) de 30 cm de hauteur, a tiges dressées et ramifiées, feuilles
petites poilues, trifoliées a folioles lancéolées, les fleurs ont des pétales dont la couleur va du
jaune au pourpre-foncé, le fruit est une gousse velue de 2 & 5 cm de longueur située a la base
du pétiole (GUBB, 1913; OZANDA, 1991).
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Figurel5: Cleome arabica L (2007 « o). 1: Les Feuillets se composent de 3 dépliants
ovales, papiers florales. 2: Fleur se compose de n épis avec bords violet, 4 pétales blancs avec
un haut violet, 4 leonis a motoc violet. 3: Fruit cornée vert contient des grains d'ours noir
comporte poils denses

C'est une plante a odeur fétide, toxique et présente des effets hallucinogenes. Les
glandes stipées sécretent une substance visqueuse (GUBB, 1913).

2.4. Intéréts socioéconomiques

Selon MAIRE (1933), les chameaux, les chevres et moutons refusent cette plante et
n’en mangent que tres peu, les indigenes [’utilisent comme diurétique et contre les
rhumatismes. Elle est utilisée en médecine traditionnelle par les nomades du Sahara comme

analgésique des douleurs névralgiques (SHARAF et al., 1992).
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Chapitre I: Matériels et Méthodes
1. Matériels
1.1.Matériel végeétal
Nous avons ramassé les parties aériennes de Cleome arabica L, de la région d'Oued
souf a I'Est-sud Algérienne. Pendant la fin de la période de floraison et début de la période de
fructification.
1.2. Matériels de laboratoire
e Spectrophotométrie;
e Bain ultrasonique;
o FEtuve;
e Rotavapeur de type Buchi R-200;
e Balance de précision;
e Agitateur;
e Mortier;
e Autoclave;
e Plaque chauffante;
e Micropipette;
e Papier Filtre;
e Bec Benzéne;
e Ans de platine;
e Ecouvillon stérile;
e Tube a essai;
e Pince stérilisée;
e Disques vide stériles;
e Réfrigérateur;
e Boites de pétrie;
e Entonnoire.
1.3. Réactifs chimiques et solvants
Dans cette étude nous avons utilisé: Méthanol comme solvant et les réactifs

chimiques: AICls3; Folin ciocolteu; Na,Cos; 2,2’-diphényle-1-picryl hydrazyl (DPPH); Acide
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ascorbique; acide gallique; quersitine; diméthyle sulfoxyde (DMSO); I'eau physiologique; eau
distilée.

1.4. Souches bactériennes testées

Les souches bactériennes utilisées dans cette recherche pour I’activité antibactérienne
sont des souches référencées une gram * c’est: (Staphylococcus aureus ATCC 25923) et une
souche gram” (Escherichia coli ATCC 25922) (Figure 16). ces souches obtenues du Institut
de Pasteur en Algerie, et sont conservées dans le réfrigérateur dans des tubes a visses

contenant milieu nutritive jusqu'a I'utilisation.

Escherichia coli Staphylococcus aureus

Figure 16: Les deux souches bactériennes utilisées

1.5. Antibiotique

Pour valoriser 1’activité antibactérienne on utilise l'antibiotique Amoxyclav (30
pg/disque) (Figure 17) pour faire la controle positive.

Figure 17: Amoxyclav 30 pg/disque.
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1.6. Milieu de culture
On utilise gélose nutritive Mueller Hinton (Figure 18) pour I’étude de la sensibilité des

souches bactériennes aux différents concentrations d’extraits méthanoliques.

Figure 18: Milieu de culture (gélose Mueller Hinton).

2. Méthodes

2.1. Récolte de la plante

La plante a été récoltée durant la période de floraison au mois de novembre 2014 a la
commune de Hassani Abd El Kerim de la région d'Oued Souf (Algérie). Le séchage de cette
plante & été effectuér dans un endroit sec et a 1’abri des rayons solaires presque de 20 jours en
moyenne (voire I'annexe 01), puis le broyage, la conservation de la plante séchée dans une
bouteille de verre dans le réfrigérateur.

2.2. Screening chimique

Cette étude permet de mettre en évidence la présence de quelques groupes chimiques
(les alcaloides, flavonoides.....etc) dans notre plante. Le matériel végétal pulvérisé est épuisé
successivement par macération dans des solvants de polarité croissante (chloroforme,
méthanol, eau). Les tests phytochimiques pour les tanins, les alcaloides, les anthocyanes, les
flavonoides, les saponosides, les stérols ont été réalisés par différents méthodes.
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2.2.1. Flavonoides, Composées réducteurs et les Tanins

Dans un bécher, on ajoute 30 ml d'éthanol avec 5 g du matériel végétal, et reflux 01
heure puis filtré I'extrait (Solution extractive alcoolique).

2.2.1.1. Flavonoides

Dans un tube a essai on ajoute a 5 ml de solution, puis on ajoute 1 ml Hcl et 0.5 g de
Mg (lire pendant 3 min). L’apparition d’une coloration rose ou rouge indique la présence d’un
flavonoide (DEBRAY et al., 1971).

2.2.1.2. Composés réducteurs

1 ml de solution avec 2 ml H,O et ajoute 20 gouttes de réactif de Fehling puis chauffé.
Formation le précipité rouge-brique signifie la présence des Composés réducteurs (TREASE
et EVANS, 1987).

2.2.1.3. Tanins (Cathéchique ou Gallique)

On mettre 1 ml de solution avec 2 ml H,O et ajoute 2 a 3 gouttes de FeCI3 1%. En
présence de tanins, il se développe une coloration bleu-vert (tanins Cathéchique) ou bleu-
noire (tanins Gallique) (TREASE et EVANS, 1987).

2.2.2. Saponosides

Dans un bécher, on ajoute 100 ml d’eau distillée a une quantité de 2 g de matériel
végétal sec, puis la solution est portée a ébullition pendant 30 min. Apreés refroidissement, on
filtre la solution par papier filtre, et on ajuste le filtrat a 100 ml avec l'eau distillée. Un série
(plantel10 tubes a essai) de délutions (10% - 100%) de bouilli de la et préparés. Une agitation
violente et horizontale a été faite pendant 15 secondes pour chaque tube. Apres 20 mn de
repos nous avons testés le tube dans lequel hauteur de mousse est plus proche de 1 cm. La
présence des saponines est indiquée par un indice de mousse supérieur a 100 (RIZK, 1982).
Ce dernier est calculé selon la formule suivante :

I = Hauteur de la mousse (en cm) dans le x tube X 5/ 0,0x.
Ou:
I: Indice de mousse.
Hauteur de mousse dans le x tube: Hauteur de mousse dans le tube plus proche de 1cm.
x: Numero de tube dans lesquel la mousse plus proche de 1 cm (BEN KHERARA, 2010).

2.2.3. Stérols et triterpénes

Macéré 5 g de poudre végétal dans 20 ml d'éther pendant 24h, apres la filtration on
évapore le filtrat, puis on ajoute 0.5 ml d’Anhydride acétique et 0.5 ml de Chloroforme avec
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un peu dacide sulfurique; On observe une anneau rouge-brunatre , alors qu'en présence de
stérols et triterpenes (TREASE et EVANS., 1987).

2.2.4. Anthocyanes

Infusion de 5 g de poudre végétal dans 100 ml d'eau bouillant (15 min) , apres la
filtration on meétre 2 ml d'infusé et on ajoute 2 ml HCI (2N) avec quelques gouttes
d'ammoniac; Si la coloration s’accentue par acidification puis vire au bleu violacé en milieu
basique, conclure a la présence d’anthocyanes (DEBRAY et al., 1971).

2.2.5. Alcaloides

Dans un bicher macéré 5 g de poudre végétal dans 25 ml de H,SO,4 (10%) 24h .Aprées
la filtration on ajoutons a 1 ml de macéré quelque gouttes de réactif de Wagner; L'apparition
de précipité brun traduit la présence des alcaloides (KANOUN, 2011).

2.3. Méthodes d’extractions

L'extraction veut dire la séparation des parties actives de tissus végétaux ou animaux
des composants inactifs ou inertes a I'aide de solvants sélectifs, traditionnellement ’eau, les
huiles végétales ou les graisses animales. Les produits ainsi obtenus sont relativement
impures sous forme de liquides, semi-solides ou poudres exclusivement destinés a un usage
oral ou externe. Il s'agit de préparations connues comme les tisanes et les huiles médicinales
(HANDA, 2008).

Dans notre étude, I’extraction est effectuée par l'utilisation un solvant organique a
polarité Méthanol (MeOH) par deux méthodes d’extraction ont été requises pour 1’extraction
des principes actifs a partir de plante de Cleome arabica L.

2.3.1. Extraction assiste par maceration (EAM)

2.3.1.1. Principe

La macération est la méthode d'extraction solide-liquide la plus simple. Elle consiste
en la mise en contact du matériel végetal avec le solvant sans ou avec agitation, L'opération
bien que généralement longue et a rendement souvent médiocre, est utilisée dans le cas
d'extraction de molécules thermosensibles (LEYBROS et FREMEAUX, 1990).

2.3.1.2.Mode d'opération

La macération consiste a emerger 20g de poudre de Cleome arabica L dans 200 ml de
méthanol pendant 24 heure a température ambiante, Ensuite la filtration est réalisée sur papier
filtre et le solvant a été récupére du filtrat par évaporation dans un rotavapor type Buchi R-
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200, & une température de 55°C (Annexe 02). L'extrait obtenu a été conservé au 4°C jusqu'a
I’utilisation (REBAYA et al ., 2015) (Figure 19).

20 g du matériel végeétal
(poudre)+ 200 ml de méthanol

Macération a la température
ambiante et a I'ombre 24h

Filtration J
Evaporation J
Extrait méthanolique brut J

Figure 19 : Protocole de préparation d'extrait méthanolique par macération.
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2.3.2. Extraction assisté par ultrasons (EAU)

L'UAE est une technique peu onéreuse, utilisable avec n‘importe quel type de solvant
et simple a mettre en place. En effet, 1°extraction peut étre réalisée de maniére tres simple en
utilisant un bain a ultra-sons, ce qui par-ailleurs permet d‘effectuer plusieurs extractions
simultanément ou via une sonde ultrasonore combinée a un agitateur (VINATORU et al.,
1997).

2.3.2.1. Principe

Les ultrasons sont des ondes sonores qui générent des vibrations mécaniques dans un
solide, un liquide ou un gaz. Elles sont principalement caractérisées par leur fréquence (15
kHz-500 MHz) (SANTOS et al., 2009). A la différence des ondes électromagnétiques, les
ondes sonores peuvent se propager dans une matiere (BENAMOR, 2008). Dans un milieu
liquide, la propagation des ondes va générer des cycles successifs de compression (haute
pression) et de raréfaction (basse pression) (WANG et WELLER, 2006). Les séries de ces
cycles de compressions et de raréfactions créent une pression acoustique. Au cours du cycle
de basse pression, les ondes ultrasonores créent des petites bulles de cavitation dans le liquide
(SUSLICK, 1998). Ces bulles vont croitre pendant les phases de raréfaction et diminuer
pendant les phases de compression (Figure 20). La répétition de ces cycles va conduire a

1‘implosion des bulles de cavitation, libérant ainsi une grande quantité d‘énergie (PETRIER et
al., 2008).

Ultrasons de forte intensité  Cavitation transitoire
{10- 1000 W/cm #)

o ' @ QQOO-\%{"L

Formation Croissancedes Instabilité Violente
de bulles bulles des bulles Se—) Collision
Ultrasons de faible Cavitation stable

intensité (1-3 W/em 7)
o Q (® ] ( ) Q Q >

Pression

Pression Compression Caompression Compression Compression

LS T T
WY IRYIEVIRY .

Raréfaction Rarefaction Rardfaction Rarefacrtion Raréfaction

Temps

Figure 20: Phénomene de cavitation acoustique (SANTOS et al., 2009).
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Lorsque les bulles de cavitation sont formées a proximité d‘une surface solide elles
deviennent asymétriques, et lI'implosion qui en résulte produit des jets de liquide projetés a
trés grande vitesse vers la surface du solide, ainsi qu‘une augmentation locale de la
température et de la pression. Dans le cas d'une matrice végétale, ces jets de liquides vont
percer les parois végétales et permettre ainsi la libération des molécules dans le milieu liquide
(WANG et WELLER, 2006).

2.3.2.2. Mode d'opération

On met 20g de poudre végétale avec 200 ml de méthanol puis on le met dans bain
ultrasonique (Annexe) pendant 30 min. Aprés la filtration on met notre extrait dans un
rotavapeur de type Buchi R-200, a une température de 55°C, afin d'obtenu l'extrait brut
(KHOSRAVI et al., 2013) (Figure 21).

20 g du matériel vegétal
(poudre)+ 200 ml de

3

Ultrasonication a la température 30°C

pendant 30 min

J

Filtration sur papier
filtre (3 mm)

3

Evaporation au
rotavapeur (55°C)

<

Extrait méthanolique
brut

Figure 21: Protocole de préparation de I'extrait méthanolique par Ultrasons.
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2.4. Détermination de rendement
Le rendement des extraits a été calculé par la formule suivante:
R (%) = 100 Mext/Méch.

Ou:
R: est le rendement en %;
Mext: est la masse de ’extrait aprés évaporation du solvant en g;
Meéch: est la masse séche la plante en g (FALLEH et al., 2008).

2.5. Analyse quantitative des composées phénoliques

2.5.1. Dosage de polyphénols totaux

Les polyphénols ont été déterminés par spectrophotométrie selon la méthode de Folin-
Cioclateu (SINGLETON et al., 1999); Ce réactif de couleur jaune est constitué par un
mélange d’acide phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique. Lorsque les polyphénols
sont oxydés, ils réduisent le réactif Folin-Cioclateu en un complexe ayant une couleur bleu
constitué d’oxyde de tungsténe et de molybdeéne. L’intensité de la couleur est proportionnelle
aux taux des composés phénoliques oxydés (BOIZOT et al., 2006).

Dans un tube a essai on preleve : 0,2 ml de I'extrait méthanolique, 1 ml de réactif
Folin- Cioclateu; 0,8 ml du solution de carbonates de sodium (Na,COs: 7,5 %) et incuber a
I’ombre, a température ambiante pendant 30 min. L’absorbance est mesurée a 760 nm. Une
courbe d’étalonnage est préparée en utilisant I’acide gallique comme standard, les résultats
sont exprimés en milligramme équivalent d’acide gallique par gramme de matiere seche (mg
EAG/g MS).

2.5.2. Dosage de Flavonoides

L’estimation quantitative des flavonoides contenus dans les extraits de Cleome
arabica L, est réalisée suivant une méthode colorimétrique du trichlorure d’aluminium AICl3
(KOSALEC et al., 2004) avec modification légére, on met 1 ml d’extrait (préparé dans le
méthanol) et on ajoute a 1 ml d’AlCl;3 a 2%; puis le mélange est vigoureusement agité,
I’ensemble est incubé a ’ombre a la température ambiante pendant 30 minutes, 1’absorbance
est lue & 430 nm. La quantification des flavonoides se fait en fonction d’une courbe
d’étalonnage réalisée par un flavonoide standard: Quercétine. La teneur en flavonoide est
exprimée en milligramme d’équivalent de quercétine par gramme de matiére seche (mg EQ/g

MS).
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2.6. Activités biologiques

2.6.1. Activités antioxydante (test DPPH)

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le
radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH). Ce dernier est réduit a la forme d’hydrazine
(non radical) en acceptant un atome d’hydrogene (BRAND-WILLIAM et al., 1995). On peut
résumer la réaction sous la forme de 1’équation:

DPPH*+ (AH) , ——»DPPH-H+ (A*)

L’activité antioxydante des différents extraits est mesurée par la méthode décrite par
BRAND-WILLIAM et al (1995). Pour chaque extrait, Un volume de 1 ml de la solution de
DPPH (0.ImM) est mélangé¢ avec 0.5 ml d’extrait ou des antioxydants standards (acide
ascorbique). Apreés 30 minute d’incubation a [’obscurité et a température ambiante,
I’absorbance est lue a 517 nm. Le pourcentage de 1’activité anti-radicalaire est calculé selon
I’équation suivante :

Activité antiradicalaire (%) = [(Ac - At)/ Ac] x100
Ac: Absorbance du controle.
At: Absorbance d’extrait ou standard.

2.6.2. Activite antibactérienne

2.6.2.1. Détermination de DI (diametre d'inhibition)

Evaluation 1’activité antibactérienne de différents concentration (Img/ml; 0.75mg/ml;
0.5mg/ml; 0.25mg/ml) de extraits méthanoliques selon la méthode de diffusion en milieu
gélosé (antibiogramme) (TREKI et al., 2009). Cette technique repose sur l'apparition d'un
zone d'inhibition dans le milieu de culture deux souches bacterienne: Escherichia coli et
Staphylococcus aureus. autour du disque contenant I'extrait de la plante (BSSAIBIS et al.,
2009).

2.6.2.1.1. Préparation des dilutions des extraits (concentration)

Différentes concentrations (1mg/ml; 0.75 mg/ml; 0.5mg/ml, 0.25mg/ml) d’extrait
méthanolique de Cleome arabica L ont été préparé par DMSO (MEDDOUR et al., 2013).

2.6.2.1.2. Préparation des disques

Les disques sont preparés a partir de papier d'wattman, avec une diametre de 6 mm.
Ensuite ils sont mis dans un tube a essali, et stérilisés a l'autoclave (Annexe 04) et conservers

jusqu'a l'utilisation.
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2.6.2.1.3. Préparation le milieu du culture

On met le stérilisation et la surfusion de milieu de culture (Muller Hinton) a l'aide

d'autoclave pendant 15 min a 121°C, puis on le verser dans les boites de Petri a 4 mm de

hauteur (figure 22) et on laisse quelques minutes jusqu'a la solidification (HARRAR, 2012).

*
°e

*
0’0

*
°

Figure 22: Boite de pétrie contenant gélose Muller Hinton.
2.6.2.1.4. Inoculum

A partir d'une culture pure des bactéries a tester sur milieu d'isolement, racler Par une

anse de platine, quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques.

Décharger I'anse dans 5 ml d'eau physiologique stérile a 0.9 %, bien homogénéiser la
suspension bactérienne.

L'ensemencement doit se faire en moins en quelques min aprés la préparation de
Iinoculum (DJELLOUL DAOUADIJI, 2010).

2.6.2.1.5. Ensemencement

La culture se fait dans un milieu stérile en présence de bec benzen;

Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne (il évite la contamination
du manipulateur et de la paillasse);

L'essorer en le pressant fermement, en tournant sur la paroi interne du tube, afin de le
décharger au maximum;

Frotter I'écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, séche, de haut en bas;

Reépéter I'opération deux fois, en tournant la boite de Pétrie 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;
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% Les disques sont disposes sur la surface de la gélose a l'aide d'une pince stérilisée au
bec bunzen (4 disques de I'extrait et 1disque de antibiotique) (figure 23) (DJELLOUL
DAOUADIJI, 2010).

% Pour contr6le negatif on met une boite de petri 6 disques (3 disques de DMSO; 3
disques vide) (MEDDOUR et al., 2013).

0.75mg/ml

0.25mg/ml 0.5mg/ml

Figure 23: Disposition des disques (a différents concentrations) d'extrait et d'antibiotique

dans la boite.
2.6.2.1.6. Incubation et Lecture

Aprés incubation 18-24 heures a 37°C dans l'étuve, Les résultats sont observés, en
mesurant les diamétres d’inhibition (BOUDJOUREF, 2011) (Annexe 07).

35






RESULTATS ET DISCUSSION

Chapitre 11 : Résultats et Discussion

1. Résultats

1.1. Secrining chimique

Les tests phytochimiques consistent a détecter les différentes familles de composes
existantes dans la plante par les réactions qualitatives de caractérisation. Ces réactions sont
basées sur des phénomenes de précipitation ou de coloration par des réactifs spécifiques.

Les résultats de ce criblage phytochimique sont reportés dans le Tableau 03, Il révele
la présence ou I’absence d’un groupe de métabolites secondaires.

Tableau 03 : Résultats des tests phytochimiques de Cleome arabica L.

- Négative; + Faiblement positif. ++ Positif; +++ fortement positif.

Métabolites Remarque Résultats

Secondaires

Flavonoides

Apparition d'une ++
couleur rouge
La formation d’un
Composées réducteurs précipité rouge-brique +

Tanins cathéchique Apparition d'une +

couleur bleu-verte

Tanins gallique N'apparaitre pas d'une -

couleur bleu-noire
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Saponosides

Le tube n® 3 est plus

proche de 1 cm, donc
I'indice de mousse 1=
150

+++

Stérols et Tritérpénes

Pas de formation
d'anneau rouge-
brunatre
ou violete

Anthocyanes

Pas de couleur rose ou
rouge

Alcaloides

Apparition d'un
précipité blanc

+++

1.1.1. Flavonoides, Composées réducteurs et Tanins

1.1.1.1. Flavonoides

On observe transformation la solution en couleur rouge (figure 24); Donc, on peut

conclure la présence des flavonoides dans notre plante.
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Figure 24: Détection chimique des flavonoides.

1.1.1.2. Composées réducteurs
Formation d'une précipitation rouge-brique (figure 25); Signifier que la plante étudiée

(Cleome arabica L) contient des composées réducteurs.

Figure 25: Détection chimique des composée réducteurs.

38



RESULTATS ET DISCUSSION

1.1.1.3. Tanins
On remarque la transformation de solution a une couleur bleu — verte (figure 26);
Donc on a confirmé la présence de tanin cachectique dans notre plante.

Figure 26: Détection chimique des tanins.

1.1.2. Saponosides

Apparition de mousse dans touts les tubes et la mousse plus proche de 1 cm présenté
dans tube numéro 3 (figure 27); Donc déterminé l'indice de mousse a partir de la formule
précédente avec cette tube | = 150. Cette résultat indique que notre plante riche en

saponosides.
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Figure 27: Détection chimique du saponosides et détection I’indice de mousse.

1.1.3. Stérols et Tritérpénes
On observe I'absence de formation d'un anneau rouge-brunétre ou violet (figure 28);
Celle ci indique que I'extrait de Cleome arabica L ne contient pas de stérols et triterpénes.

Figure 28: Détection chimique des stérols et triterpenes.
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1.1.4. Anthocyanes
Nous remarquons la coloration de solution par la couleur blanc et pas par la couleur
rose ou rouge (figure 29); Donc notre plante ne contient pas des anthocyanes.

Figure 29: Détection chimique des anthocyanes.

1.1.5. Alcaloides
Apparition d'un précipité blanc en quantité importante dans la solution (figure 30);
Ceci indique que la plante de Cleome arabica L est trés riche en alcaloides (tableau 03).

Figure 30: Détection chimique des alcaloides.
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1.2. Rendement d'extraits alcooliques

Le rendement est calculé par rapport au poids de la matiere seche du Cleome arabica
L, I'extrait par macération represente (EAM) 8.95%; Suivite par ultrasons (EAU) qui a donné
un rendement de 9.60 % (figure 31).

T 7

O Macération

O Ultrasons

Macération
Ultrasons

\ _/

Figure 31: Rendement du deux extraits.

Le tableau (04) représente les caractéres organoleptiques de nos extraits.

Tableau 04: Aspects, couleurs et rendements des extraits obtenues par Maceération et
Ultrasons.

Extrait Rendement (%)

EAM Pate collante Vert 8.95

EAU Pateux Vert Foncé 9.60
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1.3. Analyse quantitative de composés phénoliques

1.3.1. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux a été estimée par la méthode colorimétrique de Folin-
Ciocalteu. C’est I’une des méthodes les plus anciennes congue pour déterminer la teneur en
polyphénols, des plantes médicinales et les nourritures.

L’acide gallique est le standard le plus souvent employé dans cette méthode. Les
résultats obtenus sont représentés dans une courbe d’étalonnage (figure 32), ayant 1’équation:

Y=103.1x + 0.087 R2=0.976

12

y=103.1x+ 0.087
1 A

RI=0.976
E /
c
2 08
™~
y.]
S 06
=
(']
=
g 04 *
£
=
0.2
0+
0 0.002 0004 0006 0008 0.01 0.012

Concentration d"acide gallique {mg/ml)

Figure 32: Courbe d’étalonnage d'acide gallique.

A partir de la courbe d’étalonnage, la concentration des polyphénols totaux des extraits
méthanolique de Cleome arabica L par ultra-sons 13.46 mg EAG/g MS.; suivite par I'extrait de
macération de 11.57 mg EAG/g MS (Figure 33).
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14
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1.57 OMaceration
BUltrasons

Macération Ultrasons

Figure 33: Evaluation des polyphénols totaux des deux Extraits de Cleome arabica L.

1.3.2. Dosage des Flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode de trichlorure d’aluminium
(AICI3), la Quercétine a été utilisé comme étalon. Les résultats obtenus sont représentés dans
une courbe d’étalonnage (figure 34), ayant 1’équation:

Y=11.74x+0.072 R?=0.0975
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Figure 34: Courbe d’étalonnage de quercétine.

A partir de la courbe d’étalonnage, les résultats de la teneur en flavonoide des EM et
EU du partie aérienne du Cleome arabica L montrent que l'ultrasons est préférable pour
extraire les flavonoides a savoir une moyenne de 6.19 mg éq Qu/g MS contre 5.48 mg €q
Qu/g MS pour la maceération (figure 35).

7 ?

6 4

5 -

4 f‘s-'*“ 8.19 BMaceration
. DUlrasons

3 4

2 -

1

0

Maceration Ultrasons

Figure 35: Teneur en Flavonoides des deux extraits méthanoliques.
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1.4. Activités biologiques

1.4.1. Activité antioxydante

L'activité antioxydant de nos extraits a été évaluée par test DPPH ; le DPPH est un
radical libre, stable, qui posséde une bande d’absorbance a 517 nm, employé pour évaluer
I’activité antioxydante des composés polyphénoliques. Dans ce test on utilise 1’acide
ascorbique comme standard, les résultats obtenus (pourcentage d’inhibions 1%) sont

représentes dans la courbe d’étalonnage (figure 36), ayant I’equation:

Y=-0.006 x + 0.607 R2=1
(= N
y=nooes + 0607
0.6 — fiel
*- =
.5 = .

0.4

o3

Absorbance & 517 nm

0.2

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Pourcentage d'inhibition | %o

2 _/

Figure 36: Courbe d’étalonnage d'acide ascorbique de test DPPH.

L'extrait méthanolique de la partie aérienne de Cleome arabica L par ultrasons a
présenté une activité antiradicalaire élevée (60.67 % avec une concentration 0.01mg/ml),

suivie par l'extrait de maceération (41% avec de méme concentration 0.01mg/ml) (figure 37).
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Figure 37: Pourcentage d’inhibions 1% contre le radical libre DPPH ( concentration

0.01mg/ml) des deux extraits méethanoliques de Cleome arabica L.

1.4.2. Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne des extraits méthanoliques de Cleome arabica L est testée

vis-a-vis de deux souches bactériennes via la méthode de diffusion sur disque.

Les résultats obtenus (voir I'annexe 08) sont représentés par I'histogramme suivant

(figure 38).

47



RESULTATS ET DISCUSSION

45 WS
Escherichio colt ATTC 25922

8 Stophylococcus aureus ATTC 25923
35 -

£l
25 -

20

15 - 12115
10 8

1
9 [}
% 3 g 2 3 W [
. [} l I I llI DI 0 I 0
o_ L

€1:025 Q205 | (3:0,75 C4:1 €025 Qo5  (@3075 (€3]
mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml mg/ml  mg/ml | mg/ml  mg/ml

w

EAM EAU DMSO  Antibiotic
Amoxiclav

Figure 38: Zones d'inhibition (par mm) dse deux souches bactérienne testées en

fonction des différentes concentrations d'extraits (EAM; EAU).

Les résultats révelent que I’extrait méthanoliques de Cleome arbica L exercent un
effet antibactérien considérable sur les deux souches bactérienne (Figure 39; 40; 41; 42). Cet
effet demeure faible par rapport a celui d'amoxyclav. Ce dernier utilisé comme antibiotique de

référence.
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Figure 39: L'effet d'extrait de macération sur la souche bactérienne Escherichia coli.

Figure 40: L'effet d'extrait de macération sur la souche bactérienne Staphylococcus aureus.
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Figure 41: L'effet d'extrait d'ultra-son sur la souche bactérienne Escherichia coli.

Figure 42: L'effet d'extrait d'ultra-son sur la souche bactérienne Staphylococcus aureus.
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Pour EAU une seul concentration (C1:1mg/ml) a donné un effet sur Escherichia coli
testée, donc son effet est faible par rapport EAM.

En outre, il ya deux valeurs illogiques avec des diametres d'inhibition (EAM: Cl1=
0.75 mg/ml pour Escherichia coli, DMI = 08mm; EAU: 1 mg/ml, DMI = 08 mm pour
Staphylococcus Aureus).

2. Discussion

2.1. Secrining chimique

Le screening phytochimique dans notre étude, nous a permis de mettre en évidence la
présence de quelques métabolites secondaire (Tanins, flavonoides, alcaloides, les composés
réducteurs, stérols et tritepénes, anthocyanes) au niveau des tissus végétaux de la plante de
Cleome arabica L. La détection de ces composés chimiques est basée sur des essais de
solubilités des constituants, des réactions de précipitation, un changement de couleur
(KANOUN, 2011).

L’examen phytochimique réalisé sur la partie aerienne de Cleome arabica L, a révéle
la présence des alcaloides, les saponosides et des flavonoides en quantités importantes; Tanins
catéchique et les composés réducteurs en quantités moins importante. Cependant, nous
observons 1’absence d'anthocyanes, stérols et tritérpénes .

Une analyse phytochimique qui permet de déterminer qualitativement les composés
non nutritifs mais biologiquement actifs qui conférent la saveur, la couleur et d'autres
caractéristiques a la plante. C'est pour cela les plantes des zones arides produisent plusieurs
types de métabolites secondaires afin de se défendre et pouvoir subsister aux contraintes
imposeées par le climat et le milieu (RIRA, 2006).

L'ensemble des groupes chimiques ainsi identifiés, ayant des propriétés
pharmacologiques diverses (OUEDRAOGO, 2001). Ce qui justifier I'utilisation multiple de
Cleome arabica L en tradi-thérapeutique.

Le potentiel d’une plante médicinale est attribué a I’action de ses constituants
phytochimiques. Ils sont produits comme métabolites secondaires, en réponse au stress
environnemental ou pour assurer une mécanisme de défense aux agressions provoguant des
maladies chez les végétaux (MOHAMMEDI, 2013).

En effet les flavonoides jouent un role dans la coloration des végétaux (RIBEREAU-
GAYON et REYNAUD, 1968), Aussi ils possédent des roles tres importants dans les plantes,
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dont elles protégent les plantes contre le stress hydrique et génere une tolérance des plantes
aux métaux lourds présente dans les sols. Hors la plante, les flavonoides possedent plusieurs
effets pharmacologique (MAKHLOUFI, 2010). Les flavonoides protegent les aliments
d’origine végétale de 1’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 goQt 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, surchauffage (températures élevées) et l'intensité lumineuse
(RIRA, 2006).

La présence des alcaloides peut expliquer des activités biologiques diverses
(MILCENT et CHAU, 2003). lIs jouent; a faibles doses, le role d'anesthésique locaux,
danalgésique, dantibiotiques, d'antiparasitaires, dantipaludique, danti-tumoraux et
d'amoebicides (CHENNI, 2010).

La plante est tres riche en saponosides, Les saponosides possédent des propriétés anti-
inflammatoires et anti-oedémateuses, ils sont particulierement toxiques pour les poissons et
autres animaux aquatiques (BOUHADJERA, 2005). Aussi ces molécules ont des propriétés
analgésiques (ROUX et CATIER, 2007).

2.2. Rendement d'extraction

A la lumiére des Résultats obtenus on observes pue le meilleur rendement résulte par
EAM et EAU, Cet élevation notée pour Cleome arbica L peut étre expliquée par le stade de
croissance (floraison) (VITTI et al., 2005).

La différence de rendement entre les deux extraits est due aux techniques d'extraction
utilisées, qui sont totalement différentes, et & la composition chimique qui differe d'un extrait
a l'autre, puisque 1‘effet mécanique des ultrasons sur la matiére végétale induit une meilleure
pénétration du solvant dans les cellules, ce qui améliore ainsi le transfert de masse et
augmente le rendement d‘extraction et la cinétique d'extraction (MARSTON, 2011). Donc
L ultrasons de puissance sont maintenant bien connus pour avoir des effets significatifs sur la
cinétique de certaines réactions chimiques ou encore sur la réduction du temps des procédés
industriels.
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En effet la cavitation induite par les ultrasons de faibles fréquences dans les milieux
liquides se traduit entre autres par des accélérations de cinétique et/ou des améliorations du
rendement, notamment dans le cas de I'extraction solide-liquide (VEILLET et al., 2009)

En géneéral, un procédé EAU possede un optimum compris entre 15 et 30 minutes de
traitement a température ambiante, alors que les extractions conventionnelles (macération,
distillation.... etc) sont trés longues et/ou réalisées a la température d'ébullition de solvant
pendant plusieurs heures (CHEMAT et al., 2008).

2.3. Analyse quantitative de composés phénoliques

2.3.1. Dosage de polyphénols totaux

La teneur en polyphénols a été estimée par la méthode colorimétrique de Folin-
Ciocalteu.

Les résultats montrent que les composés polyphénoliques sont abondants dans la partie
aérienne de Cleome arabica L. La teneur élevé en polyphénols dans I’extrait méthanolique est
liée a la solubilité élevée des phénols dans les solvants polaires (GHEDADBA et al., 2014).

Le teneur en polyphénols totaux résulte dans I’extrait méthanolique de Cleome
arabica L par EAU peu élevée par rapport la teneur obtenu par macération. Puisque la teneur
en composés phénoliques variées en fonction de la méthode d'extraction (WOJDYLO, 2007).

Dans une étude sur les feuilles de Cleome arabica L (EFCA) montre que cet extrait est
relativement riche en polyphénols, avec un taux de 322,1 + 3,44 mg équivalent d’acide
galliqgue/g MS (TIGRINE, 2014). Ceci peut étre lié a la distribution des métabolites
secondaires, peut changer pendant le développement de la plante; Aussi aux conditions
climatiques dures (la température élevée, exposition solaire, sécheresse, salinité), qui
stimulent la biosynthése des métabolites secondaires tels que les polyphenols (FALLEH et al.,
2008). En plus I'organe analysé, la région et la date de la récolte, la méthode d'extraction et les
solvants qui sont utilisés (TIRICHINE, 2010).

En effet, la teneur phénolique d'une plante dépend d'un certain nombre de facteurs
intrinseques (génétique) et extrinseques (les pratiques culturelles, la maturité a la récolte et les
conditions de stockage) (PODSEDEK, 2007). En plus la méthode de quantification peuvent

¢galement influencer I’estimation de la teneur des phénols totaux (LEE et al., 2003).
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2.3.2. Dosage de flavonoides

Les résultats quantitatifs des flavonoides, révélent que leur teneur est important dans
les deux extrait; On note que les plantes réagissent aux agressions de 1’environnement en
augmentant la production des polyphénols surtout les flavonoides, ces composés phénoliques
peuvent étre soumis a l'importantes fluctuations face a ces agressions (YOUNG et al., 1997;
CARPENTER et SMITH, 1975).

Les teneurs élevées en composés phénoliques par comparaison aux flavonoides sont
logiques étant donné que les flavonoides représentent les composés majoritaires des
polyphénols (BOUSSAHEL, 2011). Ceci peut étre aussi expliqué par une augmentation du
métabolisme phénolique de la plante; en plus, I’existence d’une liaison avec les conditions
climatiques défavorables et les conditions de collections telles que les températures élevées, la
durée d’exposition solaire, la nature du sol et la saison de croissance (DJERIDANE et al.,
2005).

A la lumiére des résultats obtenus nous remarquons que la teneur obtenue par
ultrasons peu élevé par rapport que la macération; Selon WOJDYLO et al (2007) la teneur en
composés phenoliques variées également en fonction de la méthode d'extraction.

Dans une étude sur extraits de feuilles de Cleome arabica a montré que cet extrait est
riche en flavonoides qui sont estimés a 245,6 + 4,67 mg équivalent de quercétine/g MS
(TIGRINE, 2014).

Dans des autres études s’accordent avec les résultats qui ont confirmé que la plante
Cleome arabica est riche en ces composés phénoliques (BOURICHE et al., 2003; ISMAIL et
al., 2005; DJERIDANE et al., 2010). Ceci pourrait étre du aux conditions environnementales
(FAHMI et al., 2013).

La concentration des flavonoides dans les extraits de la plante dépend de la polarité
des solvants utilisés dans la préparation des extraits (DJERIDANE et al, 2010; GHEDADBA
et al., 2014). C'est pourquoi, BRUNETON (2009) et STANKOVIC (2011) ont signalé que les
hétérosides de flavonoides sont solubles dans les solvants polaires comme les mélanges
méthanol-eau parfois et l'acétonitrile-eau, alors que pour les génines (partie aglycone des
flavonoides) sont solubles dans les solvants apolaires. Toute fois, il est important de signaler
que I'utilisation de différentes méthodes de dosage, réduit la fiabilit¢ d’une comparaison entre

les deux études (MEZITI, 2009).
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Selon ISMAIL et al (2005) les parties aériennes, les feuilles et les tiges de Cleome
arabica sont tres riche en flavonoides glycosylés.

2.4. Activites biologiques

2.4.1. Activité antioxydante

Les résultats obtenus montrent que les extraits méthanoiques des parties aériennes de
Cleome arabica L par deux méthodes (EAU et EAM) ont une activité antiradicalaire trés
importante. Ces activités antioxydante constatées, sont dues a une production des métabolites
secondaires (GAGANDEEP, 2006). En générale les plantes médicinales usitées dans les
pharmacopées traditionnelles possedent des propriétés antioxydantes (SPERONI et al., 2000).

L’analyse chimique de partie aérienne de Cleome arabica L confirment 1’existence de
propriétés antioxydantes révélées par le test DPPH, dont les résultats obtenus montrent que la
richesse de Cleome arabica L en polyphénols surtout en flavonoides, ces derniers sont des
composes phénoliques connus par leurs activités anti-oxydantes et antiradicalaires
(BARRECA et al., 2011). L’action de ces antioxydants est supposée d'étre due a leur capacité
de donation d’atomes d’hydrogene ou d’électrons dérivée principalement de 1’hydroxyle du
cycle A des flavonoides (LE et al., 2007).

Nos résultats aussi indiquent que EAU détient le pouvoir antioxydant le plus élevé par
rapport EAM, ceci peut étre explique que L'utilisation des ultrasons pour I'extraction des
matiéres végétales permettant d'augmenter les rendements et d'accélérer les cinétiques
d'extraction. Ces améliorations peuvent étre attribuées a I'amélioration de la diffusion des
substances dissoutes de l'intérieur de la cellule vers le milieu d'extraction. Les applications
couvrent aujourd’hui I'extraction de nombreux autres composés comme les arébmes, les
antioxydants, les huiles et les colorants (CHEMAT, 2009).

Les résultats obtenus sont différents a ceux obtenus par TIGRINE (2014) dont le
pourcentage d’inhibition sur les feuilles de Cleome arabica L sont d’environ 94 % avec la
contraction 20 pg/ml. Cette différente entre les deux études, en plus & la méthode d'extraction
peut étre expliquée que les compositions et la teneur en composés phénoliques et
respectivement l'activité antioxydante sont différents pour les différents organes des plantes
(KAHKONEN et al., 1999). Parce que la plante, tout comme tout étre vivant, consomme
beaucoup d’énergie au cours de son développement, les feuilles, en particulier qui sont le
siége des réactions chloroplastiques, enregistrent une forte consommation d’oxygéne et
produisent donc par conséquent des radicaux libres (AVLESSI et al., 2004). Donc les
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antioxydants ne sont pas simplement présents dans les fruits, mais ils peuvent également étre
présents dans les feuilles des plantes aromatiques ou encore dans les feuilles de certains arbres
(ALBU et al., 2004).

En plus, la phase de maturation de la plante dont observées des différences de la teneur
en polyphénols entre jeunes et vieilles feuilles de différentes matrices vegétales (SAWA et
al., 1999).

2.4.2. Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne des extraits méthanoliques qui nous avons obtenu par deux
méthodes (EAM, EAU) de Cleome arabica L a été évaluée dans cette étude par la technique
de diffusion sur disque (RIOS et RECIO, 2005).

Les résultats obtenus dans le présent travail, montrent que I’extrait méthanolique de
partie aérienne du Cleome arabica L a un effet inhibiteur faible sur la croissance de deux
souches bactériennes testées. Ces activités observées sont par ailleurs expliquées par les
résultats de I'analyse chimique des plantes (tableau 03) qui révele la présence des composes
tels que les alcaloides, les tanins, les flavonoides dont les propriétés anti-microbiennes ont
déja été démontrées (BOUZID, 2011). Tels que les différentes classes de polyphénols
essentiellement les tanins et les flavonoides peuvent augmenter la toxicité des extraits envers
les micro-organismes. Cette toxicité est fonction du site et du nombre de groupements
hydroxyles présents sur le composé phénolique (HARRAR, 2012). En outre, il est évident que
I’augmentation de 1’hydroxylation conduit a une augmentation de la toxicité¢. L’effet anti-
microbien de ces phénols peut étre expliqué par 1’inhibition de la croissance bactérienne suite
a leur adsorption sur les membranes cellulaires, 1’interaction avec les enzymes et les
effecteurs ou la privation en substrats et ions métalliques (DHAOUADI et al., 2010). Aussi
L’activité antimicrobienne et donc anti-infectieuse des flavonoides a été démontrée par de
nombreuse etudes. Cette activité est due principalement a la capacité de ces molécules a
inhiber 1’expression de I’ADN et la synthése de certaines enzymes et protéines membranaires
des microorganismes (ULANOWSKA et al., 2006).

Malgré I'effet antibactérienne remarquable de Cleome arabica L dans notre étude mais
Cete effet demeure faible par rapport a celui de I’antibiotique Amoxyclav (AMC), cette
grande différence peut étre expliquée pour de nombreuses plantes, en fonction de la date de la
récolte il aura des variations trés importantes dans la composition chimique et de I’activité
(ATHAMENA, 2009).
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Pour EAM l'effet préférable que EAU, malgré I'extrait due par ultrasons renferme une
quantité appréciable de polyphénols; Cette différence trouvée peuvent étre attribuées aux
plusieurs facteurs tels que les méthodes d'extraction (ATHAMENA, 2009), puisque les ondes
ultrasonores a haute puissance sur 1’extrait provoquent une altération de la qualité du produit
(KAUFMANN et al., 2001) L’amplitude ou I’intensit¢ des ondes permet de classer les
ultrasons pour leurs applications industrielles : ultrasons de faible intensité (1-3 W/cm 2),
appliqués souvent pour le contréle de la qualité des produits. Ces ultrasons genérent de stable
cavitation, alors que les ultrasons de forte intensité (10-1000 W/cm 2) générent des
cavitations transitoires, appliqués pour la modification des produits par rupture physique des
tissus) (SANTOS et al., 2009).

La zone d’inhibition augmente considérablement avec la concentration des extraits
(DORDEVIC et al., 2007). Ceci obtenues dans nos résultats a I'exception deux cas, lI'un
résulte de I'extrait de EAM (état de C2:0.75mg/ml; ZH = 08mm); L'autre résulte de EAU (état
de C1: 1Img/ml; ZH = 08mm) qui peut traduire par des phénomeénes physiques soit la
dispersion de solvant sur la disque est insuffisante donc ne fait pas un contact entre I'extrait et
la bactérie ; Soit le solvant n'est pas absorbé par le disque; Enfin peut étre la technique

d'ensemencement est effectué de maniere erronée.
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Conclusion

Le présent travail a porté sur I’étude phytochimique et l'activités biologiques (anti
oxydante et anti bactérienne) des extraits brut préparés par deux méthodes d’extraction
(macération et ultrasonique) d'une espéce médicinales Cleome arabica L de la famille
Capparidaceae collectée au Sahara septentrional Est Algérien (la région de Oued Souf),cette
plante largement distribuée dans la partie nord de I'Afrique et elle est utilisée dans la
pharmacopée traditionnelle, pour le traitement de plusieurs pathologies et en particulier la

purgation et antirhumatismaux.

Le screening phytochimique a montré la présence des alcaloides, des flavonoides, des
tanins cathéchiques, des Saponosides et des composés réducteurs.Quand aux tanins gallique,
les stérols et tritérpenes, et anthocyanes ils sont absents dans notre plante. La présence des
composants précédents due a leur r6le important dans la plante, dont ils sont des produits
considerés comme métabolites secondaires, en réponse au stress environnemental ou pour

assurer un mécanisme de défense aux agressions provoquant des maladies chez les végétaux.

L'extraction de la partie aérienne de la plante a permis d'obtenir des rendements qui
sont différentes en fonction des méthodes d'extraction utilisés (8.95% pour I'extrait obtenu par

macération est 9.60% pour I'extrait obtenu par ultrasons).

La teneur en polyphénols totaux pour les deux extraits a été estimée par la méthode
colorimétrique de Folin-Ciocalteu, les résultats obtenus montrent que 1’extrait méthanolique
de Cleome arabica L par ultra-sons 13.46 mg égAG/g MS.; suite de I'extrait de macération
contient 11.57 mg égAG/g MS. Tandis que le dosage des flavonoides a été réalisé selon la
méthode de trichlorure d’aluminium (AICl3), les résultats montrent que ultrasons est
préférable pour I'extraction obtenu des flavonoides a savoir une moyenne de 6.19 mg éqQu/g

MS par apport la quantité dans I’extrait par macération (5.48 mg éqQu/g MS ).

L’activité antioxydante des extraits de Cleome arabica La été évaluée par méthodes de
piégeage de radical libre DPPH. Les résultats ont montré que les deux extraits méthanoliques
possédent une activité antioxydante tres importante, grace a leur constituants (composés
polyphénoliques)., et on observe que cette activité elle est élevée dans l'extrait obtenu par

ultrasons (60.67 %), par rapport I'extrait obtenu par macération (41 %) .
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L’activité antimicrobienne a été déterminée sur deux souches bactériennes, selon la
méthode sur diffusion de disque, les deux souche étudieés présentent une sensibilité vis-a-vis
a I’extraits de la plante, avec un maximum d’inhibition sur Escherichia coli (zone d’inhibition
de 12mm) et un minimum d’inhibition sur Staphylococcus aureus(zone d’inhibitions de 00
mm), les résultats indiquent que les deux extraits possédent une activité antimicrobienne tres

faible sur les souches testées.

A partir de ces résultats, on peut conclure que 1’étude de I’activité biologique des
extraits méthanoliques de Cleome arabica L. Suggerent que, cette plante représente une
source naturelle et prometteuse de molécules chimiques qui posséde des activitées
biologiques tres importantes, cette activité était differe que I'extrait a une autre selon la
méthode d'extraction qui influencent sur la nature des composes présents dans les deux

extraits et leur efficacité sur l'activités biologiques.

L’ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne constitue qu’une premicre 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.
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Annexe 02: Rotavapor.
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Annexe 03: L'extrait dans bain ultrasonique.

Annexe 04: Disques de wattmen.
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Annexe 05: Autoclave pour sterilisation.

Annexe 06: Préparation de culture bactérienne
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Annexe 07: Boites de pétrie dans I'étuve a 40°C.

Annexe 08: Diamétres d'inhibition en (mm) d'extrait de C. arabica L due par macération et

par ultrsons.

Souches bactériennes testées

. . . : Escherichia Staphylococcus
I'extrait méthanol C trat /ml
extrait méthanolique oncentration (mg/ml) coli (ATTC AUreus
25922) (ATTC25923)
Cl:1mg/ml 12 115
C2:0,75mg/ml 8 09.5
EM (Extrait par
macération) C3:0,5mg/ml 9 8
C4:0,25mg/ml 8 0
Cl:1mg/ml 8 8
C2:0,75mg/ml 0 13
EU (Extrait par
Ultrasons) C3:0,5mg/ml 0 09.5
C4:0,25mg/ml 0 9
ATB:Amoxiclav 44 45.5
Contréle negative (disques vide et disques 0 0

DMSO)
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