Ll Akl jiapall 4y 3l ) 4y ) seanll
REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
el Gl g Al andatll 3 ) 5
MINISTERE DE L'ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE
912 30 523 8 53 &) Arala

UNIVERSITE M'HAMED BOUGARA BOUMERDES

Université de Boumerdes
University of Boumerdes

Faculté des Sciences
Département de Biologie
M¢émoire de projet de fin d’études en vue de I’obtention du diplome de
MASTER
Domaine : Sciences de la Nature et de la Vie
Filiere : Sciences Biologiques
Spécialité : Biochimie Appliquées

Théme :

Evaluation de quelques activités biologiques des composés phénoliques de la plante
Portulaca oleracea L.

Présenté par :

M" MOKHFI Meriem M" KAHOUADJI Hadil
Devant le jury compos¢ de :
Mr BENMOULOUD A. MCA UMBB Président
Mr DAHMANI MM. MCB UMBB Examinateur
Mr BOUDJEMA K. Prof UMBB Promoteur
Mme OURAGHI S. Docteur CRD, Saidal Co-promotrice

Année Universitaire 2023-2024




Remerciements

Ce travail n'aurait jamais vu le jour sans la volonté &’ ALLAH, qui
nous a offert la santé, la force, la patience et la volonté jusqu'au
dernier moment. Nous remercions ALLAH pour ¢ca et pour tout le
reste.

Nos vifs remerciements vont en particulier a Mr.BOUDJEMA K. de
nous avoir proposé ce sujet et de diriger notre travail par ses précieux
conseils et encouragements.

Nos sinceres remerciements vont aussi d nos co-promotrices Mme
OURAGHI S. et Mme TRIBECHE N. pour leurs orientations et leurs
conseils pendant notre pratique.

Nos sincéres remerciements vont aussi aux membres de jury pour
Chonneur qu’ils auront fait en acceptant de juger ce travail.

A My BENMOULOUD A . davoir accepté de présider ce jury et d My
DAHMANI MM. qui a consacré leur temps pour [examination de ce
travail.

Nos vifs remerciements vont aussi aux Mme Azzine. X d avoir
accepter notre stage pratique au CRD Saidal (Alger).

Nous remercions tout le personnel du laboratoire de Pharmaco-
toxicologie, Microbiologie et Lanimalerie du CRD Saidal ainsi que le
laboratoire de Biochimie appliquée de département Biologie (UMBB).
Dans [impossibilité de citer tous les noms, nos sincéres remerciements
vont d tous ceux et celles, qui de prés ou de loin, ont permis par leurs

conseils et leurs compétences d la réalisation de ce mémoire.



Dédicaces
Je dédie ce memoire

A mes chers parents, BRAHIM et SAMIRA, pour tous leurs
sacrifices, leur amour, leur tendresse, leur soutien et leurs
priéres tout au long de mes études, Vous avez été la chose la
plus précieuse que j'ai eue, toujours d mes cotés pour me
soutenir et m'encourager.

A mon cher frére Boualem et Moumen, mes sceurs Maria,
Iness pour leur encouragement permanent, et leur soutien
morale

Spéciale dédicace d toute ma famille et mes amies, en
particulier d mes cousines Zina, Amine, Amar,
Meryem,Ryma, Abla.

A mes cousines Aya, Ibtihal, Maysa, Yossra,Tasnim pour
leur encouragement permanent.

‘Une spéciale dédicace d mon magnifique et merveilleux
binéme qui compte énormément pour moi Meriem

Mevrci d’étre toujours ld pour moi.

M= KAHOUADJI



Dédicace

Je dédie ce mémoire d la mémoire de mon pére « Rabah».Ton
amour, ta générosité et ton dévouement ont été des piliers
essentiels dans mon parcours. Méme si tu n'es plus la pour

partager ce moment avec moi, sache que ta présence
invisible m'a toujours soutenu et encouragé da donner le
meilleur de moi-méme. Cette réussite t'appartient autant
qu'a mot.
A ma famille, notamment ma mére« Amel » que j'aime le
plus dans ce monde, mes trés chéres sceurs « Katia » et
« Hanan », et mon petit fréve « Mohamed », qui m'ont
toujours soutenu et encouragé dans mes études. Je tiens d les
remercier pour leur amouy, leur patience et leur
dévouement. Cette réussite leur appartient autant qu'd moi,
et je suis reconnaissante de les avoir d mes cétés tout au long
de mon parcours. Je dédie ce mémoire d leur mémoire, en
espérant qu'ils puissent étre fiers de ce que j'ai accompli.

Ft d mon cher mari« Sami », qui m'a accompagnée dans
chaque étape de ce parcours, je dédie également ce mémoire,
en reconnaissance de son amour et de son soutien
inconditionnels.

Enfin, a mes amies et mon binome« Hadil », Je vous suis
profondéement reconnaissante pour les souvenirs que nous
avons partagés et pour les liens indissolubles que nous avons
crees.

M= MOKHFT



Liste des figures

Liste des figures

Figure 01 : morphologie de la plante Portulaca oleracea L. 03

Figure 02: structure de base des polyphénols 07

Figure 03 : schéma de la voie Shikimate de biosynthese de tryptophane 08
Figure 04 : schéma de la voie d’acétate 09

Figure 05 : exemple de quelques acides phénoliques de la série benzoique 10
Figure 06 : exemple de quelques acides phénoliques de la série cinnamique 10
Figure 07 : structure de base de flavonoides 11
Figure 08 : structure de différentes classes de flavonoides 11
Figure 09 : structure chimique des coumarines 12
Figure 10 : structure chimique de lignine 12
Figure 11 : structure de base des tanins hydrolysables 13
Figure 12 : structure de base des tanins condensés 13
Figure 13 : mécanisme d’action d’agent microbien 16

Figure 14 : diagramme représentant les différentes étapes de 1’extraction ainsi que 1’analyse

effectuée sur I’extrait de Portulaca oleracea 23
Figure 15 : photo originale de Portulaca oleracea. 24
Figure 16 : poudre de Portulaca oleracea. 24
Figure 17: réaction de réduction du DPPH en présence d’un antioxydant 27
Figure 18: ensemencement des souches microbiennes et fongiques 29
Figure 19 : disposition des disques d’extrait dans la boite. 31
Figure 20: identification des souris 32
Figure 21: administration orale de I’infusé 32
Figure 22:injection de la carragénine 33
Figure 23: sacrifice des animaux 33
Figure 24 : récupération des pattes 33

Figure 25 : résultat de ’activité antimicrobienne de 6 souches : Candida albicans,
Saccharomycees cervisiae, Staphyloccocus aureus, Basillus substillus, Escherichia coli et
Pseudomonas aeruginosa 41

Figure 26 : histogramme représente le pourcentage d’augmentation d’cedeme 43



Liste des tableaux

Liste des tableaux

Tableau 01: classification botanique de Portulaca oleracea 04
Tableau 02 : caractéristique des souches microbiennes testées 22
Tableau 03: teneur en poly phénol totaux et flavonoides dans I’extrait éthanoique 36

Tableau 04: valeurs des ICsy d’acide ascorbique et extrait éthanoique de Portulaca oleracea
L. 37
Tableau 05 : diamétre d’inhibition des différents antibiotiques sur les souches testées 38

Tableau 06 : résultats de ’activité antimicrobienne de 1’extrait de Portulaca oleracea 41



Liste des abréviations

Liste des abréviations

PO: Portulaca oleracea

DO: Densité optique

ICsp : Half-maximal inhibitory concentration

AIS : Anti inflammatoires stéroidiens

AINS : Anti inflammatoires non stéroidiens

ERO : Especes réactives de I’oxygene

SOD : Peroxydase dismutase

DPPH : 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl

ug EAA/g MS : Microgramme équivalent acide ascorbique par gramme de matiere seéche
mg EAG/g MS : milligrammes équivalent I’acide gallique par gramme de matiére séche
mg EQ/g MS : milligrammes équivalent de Quercétine par gramme de matic¢re s€che

BSA : Bovine Serum Albumin
DOX : Doxycycline
AMP : Ampicilline

GMI : Gentamicine



Sommaire

Table de matiére

REMETCICMENLS ... .ttt e e et
DEAICACE ...ttt e
] T Lo D
Liste des tableauxX. .. ..o.oiu i
Liste des abréviations. ... ...ouen i
Sommaire
INtrOAUCHION. ... e et e e e 01
Chapitre I : Synthese bibliographique
I.1.Description botanique et chimique de « Portulaca Oleracea L. »............................. 03
[.1.2.Classification BOtanIqUE .........ccceevieriieiiiinieriinte st 03
[.1.3. Habitat €t OTIZINE.......eccuiiiiieiieeiieriieeiteeite ettt ettt et eseeesebeesteeenbeensaesnseesneeenne 04
[.1.4.Composition ChIMIGUE .....eoetiet et et e e et e e e e e e eanens 05
[.1.5.Utilisation médicinale de 1a plante ..........coceueirineievnieieince s s e 05
I.2.Généralité sur métabolites SECONdaIre ............oevuiiiiiiiiiiiii e 07
[.2.1.Les composés PhenOliqUES. .......ovuiintii et 07
1.2.2.Les voies de biosynthése des composés phénoliques .............ccooiiiiiiiiiiiiiiinn, 08
[.2.3.Classification des composés phénoliques. ...........o.vviiiiiiiiiiiiiiii i, 09
[.2.4.Classement du compos€ phénolique ...........coeviiiiiiiiiiiiiii e, 09
[.3.1es actiVItes DIOIOGIQUES. ...\ttt ettt e 14
[.3.1.L’activité anti-inflammatoire .............cooiuiiiiiii e 14
L3 1. 1L Inf1ammation .......o.eneoe e 14
[.3.1.2.Lactivité anti-inflammatoire. ..........o.ooineiiii e, 14
[.3.1.3. Anti-inflammatoire Synthetiques. ...........oouiieiiiiii i, 14
1.3.1.3.1.Les agents anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) ........cccooviiiiiiiiiiiiiiiiiniine, 14
1.3.1.3.2.Les agents Anti-inflammatoire non stéroidiens (AINS)................oooiiiiiin 15
[.3.1.4. Anti-inflammatoires Naturels .............o.oiiiiiiiii i 15
[.3.2.Activité antimICIODICNNE . ......ouuetit ittt e eea e ee e 15

[.3.2.1.Mécanismes d’action des agents antimiCrobiens ..............coovevrienieriiunennennennn.. 16



Sommaire

1.3.2.2.Les méthodes utilisées pour déterminées 1’activité antimicrobienne.................... 16
1.3.2.2.1.Méthode de contact dir€Ct...........ouuvuiiniiniiti e, 17
1.3.2.2.2.M¢éthode de diffusion sur gelose..........cvviriiiiiiiiiiii e, 17
1.3.2.2.2.M¢éthode de dilution sur milieu liquide. ..., 17
[.3.2.2.3.MICTO @tMOSPRETE. . ... eeitiet ettt e e e 17
[.3.2.3.Les agents antimiCrobICNNE. .......ovuuiiieit et e e e eaeeae e 17
[.3.3.L7activité antioXydante. ........oouuiniintett ittt 18
L.3.3.1.Le stress OXydatif ......oouiiiiiii e 18
1.3.3.2 .Origine du stress oxydatif.........ooiiiiiii 18
[.3.3.3.Les radicaux lDIes .....oo.oueieiinii i 18
[.3.3.4.1es antioXYdants ........o.oeiuiiiteie e 19
[.3.3.5.Mécanisme d’action des antioXydants ..............ccoouiiiriiiiiieiiiiiieeie e, 19

Chapitre II : Matériel et méthodes

II. Matériel et MEthOdes ..........oiuii e, 21
0 B L 1<) 6 ) 21
IL.1.1. Matériel non biologIiqUe ........c.oouiiniiiiiiiii e ree e ee e, 21
IL1.2.Matériel DIOIOZIQUE .. .veeetii et e e e e eaaeens 21
O 0 N 134V 1 b 21
I1.1.2.2.1eS MICIOOTZANISIINIC. ...t ettt et et e ettt et e et e ee e et e eae e aneeenaeenaeeanaeennens 21
IL1.2.3.Les milieu de culture............ooiiiiiii e 22
TL2.MEthOA@S. ..t e e 22
0 00 B 270 ) L 23
I1.2.2.Préparation de la poudre végétale.............oooeiiiiiiiiiiiiii e 24
IL.2.3.Préparation de IeXtrait........c.oouiiniiie et et e e e e eeeanaerenaas 24
I1.2.4.Détermination du rendement d’eXtraction..............ocoiuiiiiiiiiiiiiiniiiiieenn. 24
I1.3.Dosage des compos€s PhENOLIQUES ... ..vueinriieieiiii i, 25
I1.3.1.Dosage de poly phénols .........ooiiiiiiiii e 25
I1.3.2.Dosage de FIavonoides. .........oouiiniiniiii it 25

I1.4.Evaluation des activit€s biologique. .........ouviieiiniiiii e 26



Sommaire

I.4.1.Evaluation de I’activité antioxydante par DDPH...................ooiiiiiiiiiiii . 26
I1.4.2.Evaluation de I’activité antimicrobienne. .............c.oouiiiiiiiiiiiiiiiiie i eiieeenn.s 28
I1.4.3.Evaluation d’activité anti-inflammatoire ... 31
ILS.Etude StatiStIQUE . .veneee ettt et et et et e et e e e e et e e e e e e e e e eae e 34
TLO.Test de STUENt. ... ..t e e 34

Chapitre III : Résultats et Discussion

ITII.1.Le rendement d’eXtraction ............o.eouuiuiiniitii e eeee e 36

II1.2.Dosage des poly phénols totauX. .....o.ueeeetie et e eaaenn 36

II1L.2.1.Dosage des poly phenols. ........ooeiiiiii e 36
I1.2.2.Dosage des flavonoides totauX. ... ...o.uiuuieiiti ittt eeae e e 36
IIL3.Activité antioXYdante. ... ....ouuiieet ettt e ee e e eaeeeaens 37
II1.4.Evaluation de I’activité antimicrobienne de 1’extrait de Portulaca oleracea L............ 38

II1.4.1.Sensibilité aux antibiOtIQUES ......vveeetiett et et e e e et eee e eneeanaas 38
II1.4.2.Sensibilisé a I’extrait €thanoique. ...........oviriiiiiii i e 40
II1.5.Evaluation de I’activité anti-inflammatoire ...................cooiiiiiiiiiiiiiiii e, 43
CONCIUSION. . . et e e e 45
Reéférences Bibliographique. .........oouviiiiiiiii e 46
N 0141 € 52



Introduction

Introduction

Les plantes médicinales sont utilisées depuis 1’antiquité comme remedes pour le traitement de
diverses maladies parce qu’elles contiennent des composants riches en principes
thérapeutique (Khaldi et al., 2012). Selon 1'0Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS) prées de
80% des populations dépendent de la médecine traditionnelle. La plupart des plantes sont
utilisées empiriquement et sans validation scientifique de leur efficacité et sécurité
(Moutinho, 2013)

Actuellement, la plupart des médicaments modernes sont dérivés a partir des plantes et de
leurs produits s’obtiennent des techniques modernes aux techniques traditionnelles, d’apres
I’organisation mondiale de la santé, plus de 80% des populations africaines font recours a la
médecine et la pharmacopée traditionnelle pour faire face aux problémes de santé, pour
satisfaire ses besoins en soins de santé primaire, en raison de la pauvreté dans certains pays et
du manque d’acces aux méthodes de médecines modernes. La recherche scientifique actuelle
s’oriente vers la phytothérapie ; en effet les plantes médicinales possédent des métabolites
secondaires, ces derniers sont doués de plusieurs activités biologiques, telles que les activités
antioxydantes, anti-radicalaires et anti-inflammatoires. Ces antioxydants font 1’objet d’un
nombre croissant de recherches, suite a la reconnaissance de leur rdle probable dans la
prévention de diverse pathologie (Lim et Quah, 2007).

Dans plusieurs régions d’Afrique, les plantes médicinales représentent pratiquement le seul
arsenal thérapeutique a disposition des guérisseurs traditionnels qui soignent dans certains cas
plus de 90% de la population. Il est donc indispensable d’étudier ces plantes et de donner une
base scientifique pour leur utilisation (Sofowora,2010) Les plantes médicinales sont
extrémement nombreuses. On estime que 13000 espéces de plantes médicinales ayant été
utilisées pendant au moins un siécle comme remedes traditionnels par diverses cultures dans
le monde entier. Les propriétés médicinales des plantes sont dues a des produits chimiques
qu’elles synthétisent, des métabolites primaires qui sont indispensables a leur existence, ceux-
ci englobent des protéines, des lipides et des hydrates de carbone qui servent a la subsistance
et a la reproduction de plus, elles synthétisent une gamme extraordinaire d’autres composés
appelés métabolites secondaires qui sont utilisés par I’homme dans son arsenal thérapeutique,
il s’agit des principes actifs connus par leurs divers activités biologiques (Small et Catling

,2000).



Introduction

L’Algérie dispose d’une grande diversité floristique a laquelle s’ajoute une tradition séculaire
d’utilisation traditionnelle des plantes. Ce potentiel de plantes médicinales comporte des
milliers d’espéces présentant divers intéréts et constituent un axe de recherche scientifique,
plus particulierement dans le domaine des substances naturelles. Dans ce contexte , notre
choix s’est porté sur « Portulaca oleracea L.» connue sous le nom « Redjila » en Algérie que

I’on retrouve dans le pourtour méditerranéen, dans le centre Européen et en Afrique (Lim et
Quah, 2007). Cette plante est utilisée dans certaines préparations alimentaires traditionnelles
en Algérie, Egypte et en Chine, en vue de sa richesse en plusieurs composés antioxydants, tels
que les Omega 3, les flavonoides, les minéraux, les vitamines A, C, E et la  caroténe
(Simopolous et al., 2005).

L'objectif de notre travail vise I’extraction des les composés phénoliques de et I’évaluation
des activités biologiques afin de confirmer 1’utilisation traditionnelle de Portulaca oleracea L.
La partie expérimentale de notre travail englobe les étapes suivantes

e Extraction des composés phénoliques de la plante Portulaca oleracea L. ;
e Détermination des teneurs en poly phénols totaux et en flavonoides ;
e Evaluation des activités biologiques de I’extrait obtenu (ani-iflammatoire,

antimicrobienne et antioxydante).
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I.1. Description Botanique de Portulaca Oleracea

Le pourpier potager, scientifiquement connu sous le nom de Portulaca oleracea est
¢galement appelé « Redjila » en arabe, est une plante largement répandue. Appartenant au
genre Portulaca qui compte environ 40 espéces tropicales adaptées aux climats chauds.
Portulaca oleracea L. est reconnu par 1'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) comme

I'une des plantes médicinales les plus utilisées (Lim et Quah, 2007).

Cette plante annuelle se caractérise par ses tiges rampantes pouvant mesurer entre 10 et
30 cm de longueur, ses feuilles opposées et rondes, ses fleurs solitaires d'un jaune vif (Figure
01), composées de 5 pétales libres et de 6 a 12 étamines. Les graines, généralement petites et

de couleur noire, ont une forme ovale (Salah et Chemli, 2004).

Figure 01 : Morphologie de la plante Portulaca oleracea L. (Gilbert,1993)

I.1.2 Classification botanique

Le pourpier appartient a la famille de Portulacaceae qui comprend 20 genres et 500
especes (Jones et Luchsinger, 1987) La classification de la plante Portulaca oleracea L.

(Tableau 01)

Tableau 01: classification botanique de Portulaca oleracea (Julve ,2014).
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Regne Plante

Sous régne Viridaeplantae
Division Magnoliophyta.
Classe Magnolipsida.

Sous classe Caryophyllidae
Ordre Caryophyllales.
Famille Portulacaceae.
Genre Portulaca.

Espece PortulacaOleracea.

I.1.3.Habitat et origine

Portulaca oleracea L., est une plante horticole largement répandue dans l'ancien
monde. Elle a été introduite en Amérique et en Europe ou elle a ét¢ cultivée dans les jardins,
le long des chemins et devant les rochers (Holm et al, 1977; Hernandez et Leon,
1994).L'origine de cette plante reste incertaine, avec plusieurs zones tempérées de
I'hémisphere Nord proposées comme lieux (Haudricout et Hedin, 1993). Elle pousse dans
des régions d'Eurasie, d'Europe du Sud, d'Asie occidentale, de Chine, d'Inde et dans le Sahara
d'Afrique du Nord, ce qui pourrait expliquer son aspect succulent (Holm et al, 1977).Le
pourpier est une plante facultative de jours courts, avec une photopériode de 16 heures qui
stimule la croissance végétative et une photopériode de 12 heures qui stimule la croissance
reproductive (Vengris et al, 1972). 1l tolére différentes intensités lumineuses, mais la plus
¢levée provoque les plus grands rendements en poids frais et la croissance de l'espece
(Zimrnerman, 1976).Le pourpier est sensible au froid et aux températures de réfrigération,
mais les graines peuvent survivre dans des zones ou les températures hivernales sont
inférieures a 30°C. Il résiste bien a la sécheresse et peut continuer a accumuler la matiére
séche et a produire des graines avec une légére irrigation tous les 6 jours (Noguchi et al.,
1975). Cette plante pousse sur différents types de sol, mais préfére les sols fertiles, riches,
humides, limoneux, calciques et acidophiles. Elle est également capable de croitre dans des

sols salés dont la concentration de NaCl est égale ou supérieure a 0,5% (Aronson, 1989).

-4-
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I.1.4 Composition chimique

Portulaca oleracea est riche : en vitamine C : 10 a 20 mg pour 100 g de feuilles fraiches, en
acides gras essentiels, c'est méme une des plantes terrestres qui contient en pourcentage le
plus d'acides gras oméga 3, exemple : 100 g de feuilles et tiges de la plante pourrait contenir
300 a 400 mg d'acide alpha linoléique. Les graines (minuscules mais nombreuses) en
contiennent encore plus (80 a 170 mg/g) ; l'acide alpha linoléique représente 60% des acides
gras de la feuille et 40% de la graine. On note aussi la présence de 0.01 mg/g
d'acide eicosapentaénoique (EPA), acide gras oméga3 généralement produite en milieu marin.
En caroténe (22 a 33 mg/g de feuille fraiche), en vitamine A et en vitamines du groupe B. elle
apporte du potassium, du calcium, du fer et du magnésium (Uddin et al., 2012). Il contient
beaucoup d'acide oxalique (en partie responsable du gout acidulé des feuilles), (Abdel-
Moneim et al., 2011) .C 'est une plante qui tolére des sols un peu salins, elle contient dans ces
conditions plus de chlorure de sodium ou d'autres sels de sodium et magnésium. Elle serait
riche en neurotransmetteur (noradrénaline = norépinephrine), une hormone naturelle qui, a
dose active, contracte les vaisseaux sanguins et peut donc augmenter la pression artérielle
.Enfin, cette plante est une source de composés phénoliques, fréquents dans les plantes, et qui
sont des antioxydants naturels : flavonoides (en particulier des colorants type bétalaine),
acides phénol. Ils ont notés aussi la présence d'une petite quantit¢ d'alcaloides peu actifs

(Sreelatha et al., 2011).
I.1.5 Utilisation médicinal de la plante

Portulaca oleracea, est une plante utilisée en médecine traditionnelle pour ses
propriétés médicinales. Voici quelques-unes de ses utilisations médicinales :
Propriétés anti-inflammatoires : La plante contient des composés anti-inflammatoires qui
peuvent aider a soulager les douleurs articulaires et les inflammations (Khan, 2016).
Selon Iranshahy et al, (2016) On constate plusieurs propriétés :
Anti oxydantes : Le pourpier est riche en antioxydants, ce qui peut aider a protéger les
cellules contre les dommages causés par les radicaux libres.
Antimicrobiennes : La plante a des propriétés antimicrobiennes qui peuvent aider a combattre
les infections.
Cicatrisantes : Le pourpier peut aider a accélérer la guérison des plaies et des brilures grace a
ses propriétés cicatrisantes.
Propriétés diurétiques : La plante peut aider a €liminer I'exces de liquide dans le corps,

ce qui peut étre bénéfique pour les personnes souffrant d'hypertension artérielle ou de

-5-
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rétention d'eau. Propriétés hypoglycémiantes : Le pourpier peut aider a réguler la glycémie, ce
qui peut étre bénéfique pour les personnes atteintes de diabete. Il est important de noter que
ces utilisations médicinales ne sont pas approuvées par les autorités de santé et qu'il est
recommandé de consulter un professionnel de la santé avant de commencer tout traitement a

base de plantes (Iranshahy et al., 2014).
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1.2. Généralité sur métabolites secondaire

Les métabolites secondaire des plantes, aussi appelé métabolite spécialisé, est un ensemble de
composés phyto-chimiques non directement impliqués dans les processus vitaux de bases
(croissance, la division cellulaire, la respiration, la photosynthése, reproduction).
Contrairement aux métabolites primaires, il fait référence a la synthése et a I'identification
d'un ensemble de biomolécules de structures et de fonctions variées qui interviennent dans
l'interaction des plantes avec leur environnement biotique et abiotique (Francois et a/,2012)
les plantes synthétisent ces composés en réponse a des stimuli externes, et ils agissent souvent
comme régulateurs dans une série de réactions physiologiques et métaboliques déclenchées
par un stress environnemental ou une attaque de ravageurs. Lorsqu'une nouvelle fonction
biologique est découverte pour l'un de ces métabolites secondaires, il est souvent qualifi¢ de
vitamine (Brandt, 2001 ; Benbrook, 2005).

I.2.1. Les composés phénoliques

Les poly phénols, dénommés aussi composés phénoliques sont des métabolites secondaires
issue de deux voies métaboliques principales: la voie Shikimate et la voie d’acétate, ayant un
poids moléculaire élevé. Ils sont largement distribués dans le régne végétal, avec pres de 8000
molécules réparties en une dizaine de classes chimiques (Stalikas, 2007). Chaque classe est
caractérisée par la présence d'un noyau benzoique auquel est directement li¢ au moins un
groupe hydroxyle libre (figure 02) ou engagé dans une autre fonction telle que I'éther ou
l'ester (Macheix et al., 2005). IIs sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs

: racines, tiges, feuilles, fleurs, fruits (Boizot et Charpentier, 2006).

OH

Figure 02: structure de base des polyphénols (Matou, 2019).
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1.2.2 Les voies de biosynthese des composés phénoliques

La biosynthése des compose phénolique des végétaux suit généralement deux principales
voies synthétiques : la voie Shikimate et la voie d’acétate.

1.2.2.1 La voie shikimate

La voie de Shikimate, ou voie de I’acide Shikimique, c’est la voie de biosynthétique des
compose aromatique la plus importante et la plus courant notamment les acides aminés
aromatique la phénylalanine, tryptophane et tyrosine, La phénylalanine issue de la voie de
Shikimate est convertie en acide cinnamique par la phénylalanine ammonia-lyase (PAL),
marquant ainsi 'entrée dans la voie des phénylpropanoides. Cette conversion est le point de
départ de la synthése de nombreux métabolites, tels que les acides phénoliques simples, les
flavonoides, les isoflavonoides, les coumarines, les tanins condensés et les polymeres de

lignines (figure 03) (Zeghad, 2018).
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Figure 03 : Schéma de voie Shikimate de biosynthése de tryptophane (Wilson et al.,1998)
1.2.2.2 La voie d’acétate
La diversité structurale des composés phénoliques issus de cette voie biosynthétique est
encore ¢tendue par la fréquente implication concomitante du Shikimate et de 1'acétate dans la
synthése de composés hybrides comme les flavonoides, les stilbénes et les xanthones. Elle
provoque la formation de systémes aromatiques tels que les chromones, les isocoumarines et

les quinones par des cycles de condensations successives (figure 04) (Madi, 2018).
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Figure 04 : Schéma de voie d’acétate (Gallaher et Loomis ,1975)

I.2.3 Classification des composés phénoliques.

D’aprés Macheix et al (2005), Ils peuvent aller de molécules simples comme (acides
phénoliques simples) vers les molécules les plus hautement polymérisées (tanins condensés).
Les composés phénoliques peuvent étre classés selon :
e Les vois de la biosynthese
e Les degrés de modification de ce squelette
e La complexité

e Liaison possible de ses molécules de base d’autres molécules (Urquiaga et Leighton,
2000).

1.2.4 Classement du composé phénolique
1.2.4.1 Les acides phénoliques
Ces substances organiques sont les formes les plus simples des composés phénoliques. Elles
possédent au moins une fonction hydroxyle et une fonction carboxyle. Ce sont des dérivés
hydroxylés de 1’acide benzoique (C6-C1) ou de I’acide cinnamique (C6-C3) (Pandey et
Rizvi, 2009).
1.2.4.1.1 Acides phénols dérivés de I’acide benzoique
Acides hydrox benzoiques (C6-C1): trés présent dans le régne végétal soit sous forme libre ou
sous forme combinée a 1’état d’ester ou d’hétéroside (figure05). Les plus répandus sont

I’acide salicylique et I’acide gallique (Macheix et al., 2005).
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COOH COOH O~__OH

HO OH
OH

Acide benzoique Acide salicylique Acide gallique

Figure 05 : Exemple de quelques acides phénoliques de la série benzoique (Sarni-Manchado et
Cheynier, 2006).

1.2.4.1.2 Acides phénols dérivés de I’acide cinnamique

Acides hydroxycinnamiques ou phénylpropanoides (C6-C3), sont trés répandus dans le régne
végétal, le plus souvent sous forme estérifice (Courduroux ,1959).C'est une classe de
composés tres importante qui dérive de 1'acide cinnamique. La réactivité de ces acides est lice
au degré d'hydroxylation de leur cycle benzénique et aux modifications aléatoires qu'ils
subissent par des réactions secondaires. Les acides phénols les plus abondants de cette classe

sont I'acide caféique et I'acide férulique (figure 06) (Aberget Johansson, 1969).
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Acide férulique Acide caféique  Acide cinnamique

Figure 06 : Exemple de quelques acides phénoliques de la série cinnamique (Ribau-Gayon,
1968)

1.2.4.2 Les flavonoides

Les flavonoides sont des substances pigmentaires hydrosolubles végétales responsables de la
couleur variée des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. Les flavonoides constituent le
principal groupe de poly phénols (figure 07) , Plus de 4000 flavonoides ont été identifiés, ils
ont une origine biosynthétique commune et par conséquent, possédent tous un méme squelette
de base a quinze atomes de carbones, constitu¢ de deux unités aromatiques, deux cycles en C6

(A et B), reliés par une chaine en C3. (Bruneton 1999).
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Figure 07 : structure de base de flavonoides (Heim et al., 2002).

Les flavonoides sont classés en différentes catégories dont les plus importantes sont les
flavanones, les flavonols, les flavones, les flavanols, les isoflavones et les anthocyanes (figure

08). Les flavones et flavonols représentent 80% des flavonoides (Adrian et al., 1995) .
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Figure 08 : structure de différentes classes de flavonoides (Richard, 1992)
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1.2.4.3 Coumarines
D’aprés Bruneton (2009), Ce sont des substances organiques aromatiques caractérisées par
une saveur amere et qui se présentent chez les végétaux aux niveaux des différents organes

sous forme de cristaux blancs ou jaunatre.
Les coumarines sont des composés issus de la cyclisation du résidu C3 de dérivés du

cinnamate (figure 09). IIs sont souvent synthétisés en réponse a des attaques pathogénes.

X

O 0

Figure 09 : Structure chimique des coumarines (Moghaddam et al., 2018).

1.2.4.4 La lignine

La lignine est un polymére complexe aromatique, hydrophobe, de haut poids
moléculaire formé a partir d’unités dérivées de 1’acide cinnamique. La lignine est de formule
brute (C6-C3) (figure 10). Elle renforce les parois végétales et limite fortement la digestibilité
des tissus lignifiés. (Cruz et al., 2001).
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Figure 10 : Structure chimique de lignine (Saake et al.,2007)
1.2.4.5 Les tanins
Les tanins sont des composés phénoliques hydrosolubles d'origine végétale, avec un
poids moléculaire compris entre 500 et 3000. Ils ont la capacité de transformer la peau fraiche
en cuir, un matériau durable. Ce processus, appelé tannage, résulte de la formation de liaisons

entre les molécules de tanins et les fibres de collagene de la peau (Obame, 2009 ; Verbois,

2015).
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Il existe deux catégories distinctes de tanins : les tanins condensés, également appelés
(proanthocyanidols), et les tanins hydrosolubles, tels que les tanins galliques et ellagiques.
Ces deux types de tanins se distinguent par leur structure chimique et leur origine
biogénétique (Merad et Mahiout ,2019).
1.2.4.5.1 Les tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables sont des polyesters d'hydrates de carbone et de noyaux
phénoliques carboxyles (figure 11), tels que 1'acide gallique ou l'acide ellagique, et peuvent
étre facilement hydrolysés par la chaleur en milieu acide ou par des enzymes (Jarrige et

al.,1995).

Figure 11 : la structure de base des tanins hydrolysables (Raja et al., 2014).

1.2.4.5.2 Les tanins condensés

Les tanins condensé également appelés proanthocyanidines (figure 12), sont des
polymeres de flavane-3-ol ou de flavan3-4 diol, qui se polymérisent par la chaleur en milieu
acide. Ces tanins ont la capacité de former des complexes avec les protéines, les vitamines, les
minéraux, les ions métalliques et les structures membranaires des microorganismes (Wollgast

et Anklam, 2000 ; Dykes et Rooney, 20006).
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Figure 12 : Structure de base des tanins condensés (Li, 2004)
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1.3 Les activités biologiques

1.3.1 L’activité anti-inflammatoire

Les anti-inflammatoires permettent de lutter contre I’inflammation quelle que soit la
cause de cette inflammation. Ce sont des traitements symptomatiques, c’est a dire qu’ils ne
suppriment pas la cause de I’inflammation mais seulement sa conséquence (Ait-Kaki et al.,
2016).
1.3.1.1 Pinflammation

L'inflammation survient en réponse a divers types d'irritations, incluant des infections,
des traumatismes mécaniques ou chimiques, des troubles métaboliques, des brilures et des
irradiations. On distingue deux types d'inflammation : primaire et secondaire. Les
inflammations primaires sont généralement localisées et ont une cause immédiate identifiable,
tandis que les inflammations secondaires sont des réactions systémiques qui se manifestent a
distance (Cohen ,1981).

Selon Marie, (2001.) La réaction inflammatoire se caractérise par la présence de
douleur, de chaleur et d'cedéme, elle se déroule en trois étapes principales.

elL.a phase vasculaire, marquée par la dilatation et l'augmentation de la
perméabilité des vaisseaux sanguins, ainsi que par la libération de facteurs
chimiotactiques.

eLa phase cellulaire, caractérisée par l'afflux de polynucléaires et de
macrophages, la libération d'enzymes lysosomales, la phagocytose et la production de
lymphokines.

elLa phase de régénération et de cicatrisation, durant laquelle les fibroblastes
synthétisent du collagene.

Les phospholipides des membranes cellulaires peuvent donner naissance a deux groupes
de substances impliquées dans l'inflammation : les eicosanoides et le facteur activant les
plaquettes (PAF). Les eicosanoides, tels que l'acide arachidonique, comprennent des
composés chimiques a 20 atomes de carbone, parmi lesquels les leucotrienes qui ont une
structure linéaire (Talbert, 1998).

suppriment pas la cause de I’inflammation mais seulement sa conséquence (Ait-Kaki

et al., 2016).

1.3.1.3 Anti-inflammatoire synthétiques
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Il existe deux catégories, les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), et les anti-
inflammatoires stéroidien (Perdriger,2015)
1.3.1.3.1 Les agents anti-inflammatoires stéroidiens (AIS)

Les corticostéroides, aussi connu sous le nom d'anti-inflammatoires stéroidiens, sont
des dérivés synthétiques des corticostéroides naturels, Des hormones produites par les glandes
surrénales. Leur puissance leur permet de contrdler efficacement l'inflammation lorsqu'elle
déviants sévere survient de maniére expliquée comme c'est le cas dans les maladies
inflammatoires telles que la polyarthrite rhumatoide et les allergies grave (Wainster ,2009.)
1.3.1.3.2Les agents Anti-inflammatoire non stéroidiens (AINS)

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont des médicaments qui agissent de
manicre symptomatique pour contrer le processus inflammatoire, quelle qu'en soit la cause
(mécanique, chimique, infectieuse, immunologique). Leur action se concentre sur les
manifestations locales de l'inflammation telles que les rougeurs, la chaleur, la douleur et
I',edéme. En plus de leur effet anti-inflammatoire, tous les AINS posseédent des propriétés
analgésiques et antipyrétiques. Contrairement aux corticostéroides anti-inflammatoires qui
sont des glucocorticoides, les AINS se distinguent par leur structure chimique non
stéroidienne (Talbert ,1998).

Les AINS appartiennent a diverses catégories mais partagent la capacité de bloquer la
formation de certaines substances telles que les prostaglandines, des médiateurs chimiques
essentiels au déclenchement de l'inflammation. Ils sont particuliérement efficaces lors des
phases aigué€s de l'inflammation et sont couramment utilisés en rhumatologie, en urologie
(notamment pour les coliques néphrétiques) et en gynécologie (pour soulager les régles
douloureuses) (Caron, 2006).
1.3.1.4 Anti-inflammatoires naturels

Les substances anti-inflammatoires d'origine végétale, en raison de leurs avantages par
rapport aux médicaments anti-inflammatoires conventionnels. Parmi les especes végétales
utilisées en médecine traditionnelle et récemment étudiées (Al-Sobarry, 2012).
1.3.2Activité antimicrobienne

Les plantes ont développé un systeme de défense naturel remarquable, fondé sur la
richesse et la diversit¢ de leurs métabolites secondaires. Cette diversité structurelle et
fonctionnelle leur permet de repousser efficacement un large éventail de pathogeénes tels que
les bactéries, les champignons et les virus. En réponse a des stimuli internes ou externes, les

plantes produisent de manicre constante ou induite des molécules antimicrobiennes. Parmi ces
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composés, les huiles essentielles et les extraits végétaux se distinguent depuis longtemps par
leur utilisation dans le traitement de diverses affections et pour favoriser la santé et le bien-
étre (Jones et Dangl,2006).
1.3.2.1 Mécanismes d’action des agents antimicrobiens
Les agents antibactériens sont catégorisés en fonction de leurs cibles spécifiques dans
les bactéries, se répartissant en cinq mécanismes distincts : le blocage de la syntheése de la
paroi bactérienne, 1'inhibition de la synthése des protéines, la perturbation de la synthese des
acides nucléiques, la modification du fonctionnement de la membrane cytoplasmique, et
l'arrét de la syntheése de divers métabolites (Bergogne-Bérézin et Dellamonica, 1999). Les
composés phénoliques agissent sur les diverses souches de bactéries selon plusieurs
mécanismes, mais de maniere générale, leur action peut étre décrite en trois phases (Oussalah
etal., 2006)
eTout d'abord, ils attaquent la paroi bactérienne, ce qui entraine une
augmentation de sa perméabilit¢ et finalement la perte de certains constituants
cellulaires.
eEnsuite, ils provoquent une acidification a l'intérieur de la cellule bactérienne,
ce qui bloque la production d'énergie cellulaire et la synthése des composants de la

structure cellulaire (Figure 13) (Brute ,2004).

Enzyme produisant
de l'acide folique Plasmide
N i

Figure 13 : Mécanisme d’action d’agent microbien (Brute, 2004)

1.3.2.2 Les méthodes utilisées pour déterminées I’activité antimicrobienne

Le potentiel antimicrobien des extraits de plantes peut étre évalué a l'aide de deux méthodes
principales : l'aromatogramme (en milieu solide ou liquide) et la technique de micro-
atmosphere (Bouchenak et al., 2020).

1.3.2.2.1 Méthode de contact direct
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Cette technique consiste a mettre en contact ’extrait et les micro-organismes, puis a observer la
croissance de ces derniers. Le contact peut avoir lieu en milieu gélosé (milieu solide) ou dans un
bouillon (milieu liquide) (Droguet,2015).

I.3.2.2.2 Méthode de diffusion sur gélose

C’est une méthode ancienne mais toujours d’actualité. Elle permet 1’estimation qualitative de I’effet de
I’extrait. Ce dernier est déposé a ’aide de disques de cellulose imprégnés d’une quantité connue
d’extrait. Apres incubation, la lecture des résultats se fait par mesure des diamétres des zones
d’inhibition obtenues sur gélose ensemencée (Humeau, 2016) .

I.3.2.2.2 Méthode de dilution sur milieu liquide

Cette technique permet de donner au clinicien un chiffre correspondant a la dose minimale bactéricide
de I’extrait. Son principe consiste a faire agir en phase liquide des dilutions croissantes de 1’extrait,

aprés adjonction d’un tensioactif sélectionné (Audhoui et Belaiche, 1979).

1.3.2.2.3 Micro atmosphére

Dans cette méthode, les disques imprégnés par I’extrait sont déposé€s au centre du Couvercle de la
boite de Pétri, renversée pendant la durée de 1’expérience (couvercle en bas). Cette méthode est
appelée « Méthode de microatmospheres ». Le disque n’est donc plus en Contact avec le milieu
gélosé. Il se produit une évaporation des substances volatiles et on lit aprés incubation, la croissance
des germes ou I’inhibition de leur croissance (Baser et Buchbauer., 2010).

1.3.2.3 Les agents antimicrobienne

Les agents antimicrobiens font référence a tous les types de médicaments naturels et
synthétiques susceptibles de diminuer la multiplication de micro-organismes ou de les
détruire. Cela inclut notamment les antibiotiques, les antifongiques et les désinfectants
ménagers. Le nombre d'articles scientifiques publiés sur les activités antimicrobiennes des
huiles essentielles a fortement augmenté a partir des années 2000, en raison notamment de la
multiplication des micro-organismes résistants aux anti-infectieux et de la diminution de
l'arsenal thérapeutique. Les principales recommandations pour les études sur les activités
antimicrobiennes des agents antimicrobiens incluent l'utilisation du milieu de culture Mueller-
Hinton II, la spécification de l'origine des souches bactériennes testées, et la réalisation
d'antibiogrammes si nécessaire (Duval et al., 2019).

Les alternatives a l'utilisation d'agents antimicrobiens dans les produits cosmétiques incluent
des parametres du conditionnement (pompes, doses unitaires, conditionnements airless) et de
la formule (activité de 1'eau, pH, tensioactifs) (Lopes et al., 2017)

Les agents antibactériens peuvent avoir différents mécanismes d'action comme l'inhibition de

la synthése de la paroi cellulaire, la diminution de la perméabilité de la membrane cellulaire,
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ou la perturbation de la synthése protéique et du métabolisme des acides nucléiques (Kohanski
et al., 2010)

Les tests de sensibilit¢ aux antimicrobiens in vitro visent a fournir des informations
permettant de prédire la réponse d'un microorganisme au traitement antimicrobien chez 1'hote
infecté, afin d'aider les cliniciens a choisir l'agent antimicrobien approprié (Jorgensen et

Ferraro, 2009)

I.3.3L’activité antioxydante

L’activité antioxydant concerne le role crucial de I'oxygene moléculaire dans la vie des
organismes aérobies. Cependant, elle implique également la présence de certaines formes
d'oxygéne hautement toxiques, appelées radicaux libres ou especes réactives de l'oxygene
(ERO ou ROS), ainsi que des espéces réactives de 1'azote (RNS). A des niveaux faibles, ces
ERO sont bénéfiques, participant a la production de médiateurs cellulaires, a 1'élimination des
substances toxiques, et a la défense contre les agents pathogenes et les cellules cancéreuses.
Néanmoins, des concentrations excessives d'ERO peuvent étre nocives pour I’organisme
(Diallo, 2005).
1.3.3.1Le stress oxydatif

Le stress oxydatif est un déséquilibre entre la génération des EOR et la capacité du
corps a les neutraliser et a séparer les dommages oxydatifs (Boy et al, 2003). Il correspond a
une perturbation du statut oxydatif intracellulaire (Morel et Barouki, 1999).
1.3.3.20rigine du stress oxydatif

Les radicaux libres se forment a partir de divers processus physiologiques, étant
bénéfiques a l'organisme a des niveaux modérés. Cette production est régulée efficacement
par des systemes de défense. En conditions normales, I'équilibre entre les antioxydants et les
pro-oxydants est maintenu. Cependant, un déséquilibre, causé par un manque d'antioxydants
ou par une surproduction de radicaux, conduit a un excés de ces derniers, appelé stress
oxydatif. Il est désormais établi que ce phénomene est 1i¢ a l'apparition de nombreuses
maladies neurodégénératives telles qu'Alzheimer, Parkinson et Huntington, ainsi qu'a des
troubles pathologiques comme le syndrome d'ischémie répercussion, et méme au processus de
vieillissement (Favier, 2003).
1.3.3.3Les radicaux libres

Un radical libre se caractérise par la présence d'un ou plusieurs électrons non appariés,
ce qui lui confére une grande réactivité¢ (Vansant, 2004). L'ensemble de ces radicaux libres et

de leurs précurseurs est souvent désigné sous le terme d'especes réactives de 1'oxygene. Cette
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appellation, "dérivés réactifs de l'oxygene", est générale, englobant non seulement les
radicaux libres d'oxygene eux-mémes, mais €galement certains dérivés oxygénés réactifs non
radicalaires, tels que le peroxyde d'hydrogene H,O,, qui possédent une toxicité significative
(Favier, 2003).
1.3.3.4 Les antioxydants

Les antioxydants sont des agents chimiques capables de neutraliser les radicaux libres,
responsables de nombreuses affections. Ils agissent en inhibant ou en ralentissant le processus
d'oxydation, bloquant ainsi le début ou la propagation des réactions oxydatives (Behera et al.,
2006).Ces composés, qu'ils soient naturels ou synthétiques, sont largement utilisés pour
prévenir diverses maladies telles que les troubles cardiovasculaires et neurodégénératifs,
l'inflammation, le diabéte, ainsi que le processus de vieillissement, causés par la
surproduction de radicaux libres. De plus, les antioxydants sont employés dans l'industrie
alimentaire pour retarder la détérioration, le rancissement ou la décoloration, souvent
provoqués par l'oxydation due a la lumiére, a la chaleur et a certains métaux (Méda, 2005)
1.3.3.5 Mécanisme d’action des antioxydants

En conditions physiologiques, il existe un équilibre entre la production de radicaux
libres et les mécanismes de défense antioxydant endogenes de l'organisme, composés du
systéme enzymatique (catalase, peroxydase, dismutase, glutathion peroxydase), des vitamines
A, E et C, ainsi que des poly phénols issus de 1'alimentation et des plantes. La peroxydase
dismutase (SOD) joue un role crucial dans le systtme de défense antioxydant de I'organisme
depuis 1968. L'ion peroxyde O, est le point de départ de la chaine de production des radicaux
libres. D¢s cette étape initiale, la SOD désactive l'ion O,  en le convertissant en peroxyde
d'hydrogéne H,O,, qui est ensuite rapidement dégradé par la catalase et les peroxydases en
dioxygene O; et en molécules d'eau H20. L'activité antioxydant de ces molécules est mesurée

in vitro par plusieurs méthodes, dont celle du DPPH (Meda et al .,2005) .

-19-



Chapitre 11 :
Mateériel et méthodes



Chapitre II : Matériel et méthodes

II. Matériel et méthodes

Le présent travail a pour objectif 1'évaluation des activités biologiques (antimicrobienne,
activité anti-inflammatoire, antioxydant) de l'espece Portulaca oleracea, cultivée dans la
région de Boudouaou El Bahri, a Boumerdes (Algérie).

Notre étude a été menée au niveau du laboratoire de Biochimie appliquée de 1’Université
M’Hamed Bougara (Boumerdes) ainsi qu’au niveau du Centre de Recherche et de
Développement du groupe SAIDAL (Gué de Constantine, Alger).

I1.1 Matériel

I1.1.1 Matériel non biologique

Les appareillages et les réactifs utilisés au cours de 1’évaluation de ce travail sont cités dans
(I’annexe).

I1.1.2 Matériel biologique

I1.1.2.1 Animaux

L'étude a été menée sur des souris NMRI males du poids corporel 30g.

Les souris ont ét¢é maintenues dans des conditions standards de température (20-24C°)
humidité (50-60%), éclairage 10 h, alimentation (granulés O.N.A.B), boisson (eau de ville ad
libitum) obtenues a partir de I’animalerie du Centre de Recherche et de Développement du
groupe SAIDAL (Gué de Constantine, Alger).

I1.1.2.2 Les micro-organismes

Pour I’évaluation de I’activité antimicrobienne de 1’extrait de Portulaca oleracea, nous
avons effectué le test sur des micro-organismes de référence de collection ATCC qui ont été
fournies le laboratoire de Microbiologie du Centre de Recherche et de Développement CRD-
SAIDAL. Il s’agit de quatre souches bactériennes (deux Gram positifs et deux Gram
négatifs) ainsi que deux souches fongiques. Les caractéristiques sont mentionnées dans le

tableau 2.

Tableau 02 : Caractéristique des souches microbiennes testées
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Microorganismes Référence Gram Famille

Bacillus subtilis

Souches ATCC 6633 Positif Bacillaceae

Bactériennes | Staphylococcus

aureus ATCC 6538 Positif Staphylococcaceae

Escherichia coli

ATCC 8739 Négatif | Enterobacteriaceae

Pseudomonas

aeruginosa ATCC 9027 Négatif | Pseudomonadaceae
Souches Candida
fongiques albicans ATCC 10231 / Saccharomycetaceae
(levures)

Saccharomyces

cerevisiae ATCC 9763 / Saccharomycetaceae

ATCC : American Type Culture Collection

I1.1.2.3 Les milieux de cultures utilisés

Les milieux de culture utilisés pour réaliser 1’évaluation qualitative de 1’activité
antimicrobienne de I’extrait a étudier sont les suivants : le milieu gélose nutritive, le milieu
Mueller Hinton gélosée et le milieu Sabouraud gélosé.

I1.2 Méthodes

L’ensemble des méthodes et des étapes de cette étude sont résumés a traverse le

diagramme porté par la figure 14.
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Plante
Récolte et Séchage Extraction des composés
phénolique
Dosage des composés Dosage des flavonoides
phénolique
Evaluation des
activités
biologiques
Activité anti- Activité anti- Activité anti-
oxydante microbienne inflammatoire

Figure 14 : Diagramme représentant les différentes étapes de 1’extraction ainsi que 1’analyse

effectuée sur ’extrait de Portulaca oleracea.

I1.2.1 Récolte
La plante Portulaca oleracea L. (Figure 15) a été récoltée en deux parties la premier en mars
2023 et la deuxieme en avril 2023 dans la région de Boudouaou El Bahri, Boumerdes

(Algérie)
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Figure 15 : photo originale de Portulaca oleracea.

I1.2.2 Préparation de la poudre végétale

La partie aérienne de la plante est séchée a I’air libre et a I’abri de la lumicre durant 15 jours.
Ensuite, elle est broyée a 1’aide d’un broyeur ¢lectrique jusqu'a obtention d’une poudre fine.
Cette poudre est conservée dans des flacons en verre hermétiquement fermes (Figure 16) a

I’abri de la lumiére et de ’humidité.

Figure 16 : Poudre de Portulaca oleracea

I1.2.3 Préparation de I’extrait

La macération consiste a émerger 30 g de la poudre de Portulaca oleracea dans 200 ml
d’éthanol, puis agités pendant 24 heures et filtrés sur papier filtre. Le solvant a été récupéré
du filtre par évaporation dans un Rota vapeur a une température de S0C° sous agitation avec
une vitesse de 45 tours/min, La solution obtenue est séchée dans 1’étuve a une température
45°C pendant 24h pour obtenir une poudre ou une patte qui est conservée a 4°C jusqu'a son

utilisation.

11.2.4 Détermination du rendement d’extraction
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Selon Falleh et al,( 2008), nous pouvons déterminer le rendement de I’extrait par la formule

suivante:

Rendement (%) = (P1-P2) /P3 x 100

R :le Rendement en %
P1:Poids du ballon apres évaporation
P2:Poids du ballon avant évaporation (ballon vide)

P3:Poids de la matic¢re végétale

I1.3 Dosage des composés phénoliques
I1.3.1 Dosage de poly phénols
Dosage des poly phénols totaux

» Principe
Le dosage des polyphénols est réalisé selon la méthode décrite par Singleton et Ross (1965)
en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. 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-Ciocalteu en un complexe ayant une couleur bleue
constitué d’oxyde de tungsténe et de molybdéne.

» Mode opératoire
Pour mesurer la teneur en polyphénols totaux, un volume de 200 pL d'extrait est mélangé
avec 1 mL du réactif Folin-Ciocalteu. Apres 5 minutes, 800 pL d'une solution de carbonate de
sodium a 7,5 % sont ajoutés, et le tout est agité au vortex. Le mélange obtenu est alors incubé
pendant 1 heure a température ambiante et a 1'abri de la lumiére. La lecture de 1'absorbance est
ensuite effectuée a 765 nm contre un blanc, a 'aide d'un spectrophotomeétre. En parall¢le, une
courbe d'étalonnage est réalisée dans les mémes conditions opératoires, en utilisant 'acide
gallique comme standard a différentes concentrations (100ug/ml, 200pug/ml, 400pug/ml,
600pug/ml, 600ug/ml, 800ug/ml et 1000pug/ml). La teneur en polyphénols est finalement
exprimée en milligrammes d'équivalent d'acide gallique par gramme de matiére séche (mg

EQ/g MS).

I1.3.2 Dosage de Flavonoides
» Principe
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Le dosage des flavonoides totaux dans les extraits de Portulaca oleracea se fait généralement
par une méthode colorimétrique basée sur la formation d'un complexe stable entre le chlorure

d'aluminium (AICl;) et les groupements hydroxyles des flavonoides (Messast, 2021).

» Mode opératoire

Les contenus en flavonoides d’extraits Portulaca oleracea L. ont été déterminés selon la
méthode colorimétrique au chlorure d'aluminium AICl; décrite par Koslec et al,(2004). avec
modification légere, on met 1 ml d’extrait et on ajoute 1 ml d’AlCl; a 2% puis le mélange est
vigoureusement agité, apres 6 minute ajoute 800 pl de NaOH (I1M). L’ensemble est incubé a
I’ombre a la température ambiante pendant 10 minutes, I’absorbance est lue a 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 matiere seche (mg EQ/g MS).

I1.4 Evaluation des activités biologiques
I1.4.1. Evaluation de ’activité antioxydante par DPPH

» Le piégeage du radicale libre DPPH
L’¢étude de I’activité antioxydante de 1’extrait de Portulaca oleracea des parties aériennes de
Portulaca oleracea porte sur le piégeage du radicale libre 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl.

» Principe
C’est une méthode largement utilisée dans 1’étude de 1’activité antioxydante, Le DPPH (2,2-
diphenyl-1picryhydrazil) est un radical stable qui posséde un électron célibataire sur I’atome
d’azote, caractérisé par une couleur violette et pic d’absorption spectral maximal a 517nm. En
présence d’antioxydants, 1’électron célibataire devient apparié, ce qui conduit la décoloration
de DPPH du violet foncé (forme radicalaire DPPH 2,2-diphényl-1-picryl hydrazyl) au jaune
(forme réduite DPPH-H 2,2-diphényl-1-picryl hydrazine) (Figurel7) (Ramadan, 2010).
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NO,

+ A-H ~ O,N N—N + A’

NO,

VIOLET JAUNE

Figure 17 : Réaction de réduction du DPPH en présence d’un antioxydant

» Mode opératoire
La solution de DPPH a été préparée dans une fiole jaugée de 100 ml par dissolution de 2,4 mg
de DPPH par 100 ml d’éthanol, le mélange ainsi obtenu est agit¢ pendant 2 h puis incubé a
une température ambiante.
Ont préparé trois solution mere de 12mg, 30mg et 50mg de I’extrait de Portulaca oleraceas
ont mélangées avec 100 ml d’éthanol a différentes concentrations. On préléve de 50 pl de la
différente concentration de mélange préparé (extrait de Portulaca oleracea+ Ethanol) et on
ajoute 1950 pul de solution de DPPH (2,4 mg /100 ml d’éthanol). Aprées agitation pendant
30 min a la température ambiante. La lecture est effectuée par la mesure de I’absorbance a
517 nm par un spectrophotomeétre contre le blanc (contrdle négatif) qui est constitué¢ de 50 pl
d’¢éthanol. Le control positif, 1’acide ascorbique (vitamine C), qu’est préparé a partir de
solution mere (Img/ml) a une de 6 déférentes concentrations (1 mg/ml ; 0,08 mg/ml ; 0,06
mg/ml ; 0,04 mg/ml ; 0,002 mg/ml ; 0,01 mg/ml), est présenté par une solution d’un
antioxydant standard et le contréle négatif contient uniquement la solution de DPPH qui a été
préparé selon la méme méthode pour la comparaison et 1’absorbance est mesurée dans les
mémes conditions que 1’échantillon test.

» Expression de résultats

Le pourcentage de réduction de radicale libre de DPPH est exprimé par la formule suivante :

% d’inhibition = (Do blanc-Do échantillon) / (Do blanc) x 100
Do blanc : Densité optique du tube de contrdle négatif

Do échantillon : Densité optique de 1’échantillon
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» Détermination de concentration inhibitrice de (ICs0) 50%
Par définition la valeur ICs, est la concentration de 1’acide ascorbique ou de I’extrait qui peut
réduire 50% du DPPH, Les ICs sont calculées graphiquement par la formule de la régression
des pourcentages d’inhibition en fonction de différentes concentrations des extraits testées.
I1.4.2 Evaluation de I’activité antimicrobienne
L’évaluation de I’activité antimicrobienne de I’extrait de Portulaca oleracea a été réalisée
par la méthode de diffusion sur gélose ou aromatogramme afin de tester la sensibilité ou la
résistance des microorganismes cibles.
» Principe
L’évaluation qualitative de D’activité antimicrobienne de ’extrait de Portulaca oleracea
consiste a estimer I’inhibition de la croissance des micro-organismes (bactéries et levures)
soumis aux contacts de 1’échantillon a tester et ceci par la méthode de diffusion sur gélose ou
aromatogramme.
Elle s’effectue par un dépot de disques stériles imbibés de I’extrait a étudier sur un milieu
gélosé préalablement ensemencé en surface a 1’aide d’une suspension bactérienne.
L’évaluation de I’activité antibactérienne et antifongique s’effectuent par la mesure des
diamétres des zones d’inhibitions (Pharmacopée Européenne ,2023).
» Protocole expérimental
e Préparation de pré culture
Pour assurer la revivification des souches microbienne et obtenu d’une culture jeune et pure,
Elle consiste a ensemencer quelques colonnes de souches conservées en stries la surface de la
gélose préalablement coulée et solidifiée dans les boite de Pétri (figure 18), Il s’agit de Muller
Hinton pour les bactéries et de Sabouraud pour les levures et champignons, puis incubée

pendant 48h a 24C° respectivement pour les bactéries et les champignons.
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Figure 18: Ensemencement des souches microbiennes et fongiques

e Préparation de I’inoculum

» Pour les bactéries
- A partir d’une culture jeune de 18 h, réaliser des suspensions en prélevant 3 a 5 colonies
bien isolées et identiques, et les mettre dans 5 ml d’eau physiologique stériles
- Agiter au vortex pendant quelques secondes.
- Réaliser une lecture de la densité optique avec le spectrophotometre a une longueur d’onde
de 620 nm et qui doit étre comprise entre 0,150 et 0,460, ce qui correspond a une

concentration 1,5 x 10’ UFC/ml et 5,0 x 10’ UFC/ml (AFNOR, 2006).

U Pour les levures

- A partir d’une culture jeune de 48h réaliser des suspensions en prélevant 3 a 5 colonies
bien isolées et identiques, et les mettre dans 5 ml d’eau physiologique stériles.

- Agiter au vortex pendant quelques secondes.

- Réaliser une lecture de la densité optique avec le spectrophotométre et qui doit étre
comprise entre 0,200 et 0,350. Ce qui correspond & une concentration de 1,5 x 10’ UFC/ml

et 5,0 x 10" UFC/ml (AFNOR, 2006).

NB : Si la valeur obtenue de la premicre lecture pour les bactéries et les levures n’est pas
comprises dans les intervalles voulus, les concentrations doivent étre ajustées en ajoutant soit
de I’eau physiologique ou des colonies, et I’inoculum doit étre utilisé dans les 15 minutes qui

suivent sa préparation.
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> Préparation de la 1°° couche du milieu
Pour préparer les milieux de culture, le milieu gélos¢ Mueller-Hinton et le milieu Sabouraud
sont d'abord fondus dans un bain-marie a 95°C. Une fois fondu, le milieu est versé
aseptiquement dans des boites de pétri, a raison de 15 ml par boite, avec trois répétitions par
souche. Les boites sont ensuite laissées refroidir et solidifier sur une paillasse.

> Préparation de la 2°™ couche du milieu :
Pour préparer les milieux de culture, le milieu gélos¢ Mueller-Hinton et le milieu Sabouraud
gélosé sont d'abord fondus dans un bain-marie a 95°C. Les milieux sont ensuite remplis dans
des flacons en verres stériles, avec 50 ml de Mueller-Hinton pour les bactéries et 50 ml de
Sabouraud pour les levures, pour chaque souche. Chaque suspension est ensuite inoculée dans
les milieux de culture avec 200 pL. Les milieux inoculés sont rapidement transvasés en deux
couches sur la surface des boites contenant déja la premiere couche de gélose. Les boites sont
finalement laissées solidifier sur une paillasse.

» Dépot des disques

Pour l'implantation des extraits, un disque stérile est prélevé a l'aide d'une pince stérile et
imbibé avec l'extrait de Portulaca oleracea. Le disque absorbe progressivement jusqu'a une
imprégnation totale. Le disque imprégné est ensuite déposé sur la surface de la gélose. Le
disque est laissé¢ diffuser sur une paillasse pendant 30 minutes. Ensuite, il est incubé a 37°C
pendant 24 heures pour les bactéries et a 25°C pendant 48 heures pour les levures.

Nb : le diamétre des disques des antibiotiques est de 6 mm alors que celui des disques

absorbants est de 9 mm.
» Expression des résultats
Lecture

- Présence de zone claire autour du disque : Présence d’activité inhibitrice

- Absence de zone claire autour du disque : Absence d’activité inhibitrice (figure 19)
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Figure 19 : Disposition des disques d’extrait dans la boite.

L’activité antimicrobienne a été déterminée en mesurant des diamétres des zones inhibition
obtenues apres incubation pour chaque souche microbienne.
L’échelle d’estimation de [D’activit¢ antimicrobienne utilisées et celle donnée par
(Mutai),2009

e Trés fortement d’inhibitrice : D>30 mm

e Fortement d’inhibitrice : 21mm <D< 29mm

e Modérément inhibitrice : 16mm < D< 20mm

e L[égerement inhibitrice: 1 I mm<D<I16mm

Non inhibitrice : D<10mm

11.4.3 Evaluation de ’activité anti-inflammatoire
La recherche de la propriété anti-inflammatoire a été réalésée sur 1’extrait de la plante
Portulaca oleracea.

» Principe
Le principe de cette étude consiste a injecter sous I’aponevrose plantaire de la patte gauche de
la souris de la carragenine a 0,1% (P/V) pour évaluer ses propriétés anti-inflammatoire. Les
produits testés ont €t¢ administrés par injection intramusculaire 30 min avant I’injection de la
carragénine. Cette étude permet la comparaison de 1’cedéme plantaire aprés administration de
doses égales du produits anti-inflammatoire a tester soit ’extrait de la plante a 10% et du
produit de référence correspondant (Dicloflex 75mg).

» Protocole expérimental

-31-



Chapitre II : Matériel et méthodes

Les souris ont été réparties en 5 lots (Figure 20). Chaque lot contient 5 souris dont le poids
corporel est 30g. Il s’agit d’un lot de témoin (eau physiologique), d’un lot de référence

(Dicloflex a 75mg) et de 3 lots d’essais des trois doses (100 mg/kg, 200 mg/kg et 300 mg/kg).

Figure 20: Identification des souris
e Premiére étape :( Au temps T))
Les souris ont ét¢ mises a jeun pendant 16 heures. Au temps T, on a administré par voie intra-
gastrique (gavage) pour les cing lots les suspensions suivantes. Pour le lot témoin, chaque
souris recoit 0,5ml de I’eau distillée. Ce qui est du lot de référence, chaque souris regoit 0,5ml

de Dicloflex a 75mg. Enfin au niveau des 3 lots essais, chaque souris regoit 0,5 ml de ’extrait

de Portulaca oleracea, (Figure 21).

Figure 21: Administration orale de I’infusé

e Deuxiéme étape : (Apres 30 min)
Les souris des cinq lots ont re¢u 0,025 ml de la carragénine 0,1% (p/v) sous 1’aponévrose

plantaire de la patte arriere gauche (figure 22).
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Figure 22:Injection de carragénine
e Troisieme étape : (Apres 4 heures)
Les animaux sont sacrifiés par rupture de la nuque (Figure 23). Puis les pattes potérieures sont

coupées a hauteur de I’articulation (Figure 24) et pesées sur une balance analytique.

Figure 23: Sacrifice des animaux

Figure 24 : Récupération des patte
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» Expression des résultats
Les résultats sont exprimés sous forme de pourcentage selon Amezouar et al, (2013)
e On a calcule les moyennes arithmétiques des poids des pattes gauches pour chaque lot.
e On acalculé le pourcentage d’augmentation des poids de la patte (% d’augmentation
d’cedéme)
e % d’augmentation d’cedéme = (Moyenne des poids de la patte gauche —-Moyenne des

poids de la patte droite)/Moyenne des poids de la patte droite x100

e On a calculé¢ le pourcentage de réduction de I’cedéme chez les souris traitées par
rapport aux témoins par la formule suivante
e % de réduction d’cedeme = (%d’cedéme témoin%—d’cedeme essai)/ (%od’cedeme

témoin) X100

11.5 Test de Student

Les résultats sont calculés a 1’aide d’un logiciel Excel. « T » calculé est comparé au « T »
théorique lue sur la table de Student, Si Tc est inférieure a la valeur lue dans la table « t »
pour un degré de liberté ddl= N1 + N2 — 2 et le risque 5 %, la différence n’est pas

significative. Dans le cas contraire elle est significative. Student par Excel si :

o P>0,05, le résultat est non significatif

o P<0,05, le résultat est peu significatif (*)

o P<0,01, le résultat est significatif (**)

o P<0,001, le résultat est trés significatif (***)

O P<0,0001,le résultat est hautement significatif (****).
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Chapitre III : Résultats et Discussion

II1.1 Le rendement d’extraction

L’extrait obtenu présente un aspect pateux de couleur verte foncé. Le rendement
d’extraction des composés phénoliques de la partie aérienne de la plante Portulaca oleracea
est de ’ordre de 3,78 + 0,085 % (p /v).1l est inferieur a celui rapporté par Belarbi et Djeziri,
(2020) qui ont obtenu une valeur de 14,17% de I’extrait éthanolique de la méme espace tandis
qu’il est supérieur a celui signalé par EL. Newary (2016), qui a trouvé une valeur de 2,25%
en utilisant le méthanol comme solvant d’extraction. En effet, le rendement d’extraction
dépend de plusieurs facteurs a savoir le temps, la température et la nature chimique de
I’échantillon ainsi que la localisation géographique,la durée de stockage, la génétique, le
climat et aussi la période de récolte ( Faten et al.,2012).
I11.2 Dosage des poly phénols totaux
I11.2.1 Dosage des poly phénols
Les résultats de la teneur en composés phénoliques sont représentés dans le tableau 03.

Tableau 03: teneur en poly phénol totaux et flavonoides dans 1’extrait éthanolique

Métabolites Polyphénols totaux Flavonoides

Concentration (mg/ ml) 0,25+ 0,097 2,27 £1,430

Nous remarquons que la concentration de polyphénols présente dans I’extrait éthanolique du
Portulaca oleracea L. est égale a 0,25 + 0,097 mg EAG/g MS. Cette valeur est trés petite en
comparaison avec celle trouvée par Gatea et ses collaborateurs (2017), qui ont signalé que
I’extrait éthanolique de P. oleracea présente des teneurs en polyphénol de I’ordre de 13,605 +
0,88 mg EAG/g MS. Par contre, elle est supérieure a celle obtenue par Uddin et ses
collaborateurs, qui ont enregistré des concentrations de 0,002 mg EAG/g MS pour I’extrait
¢thanoique et 0,001 mg EAG/g MS pour I’extrait aqueux (Uddin et al., 2012).

Les différences constatées avec les résultats obtenus par le dosage des poly phénols et
flavonoides totaux peuvent étre expliquées par la nature des solvants utilisés, ainsi que par les
variétés de plantes étudiées sachant qu’en général, le climat et la région influencent sur la
quantité¢ des métabolites secondaires. L.’age de plante et ses changements physiologiques
affectent la richesse et la diversité de sa composition chimique (Macheix et al., 2005).

I11.2.2 Dosage des flavonoides totaux

Les résultats de la teneur en flavonoides de 1’extrait éthanolique sont représentés dans le

tableau 04 et la figure 27.
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D’apres les résultats, nous observons que la concentration de flavonoides présente dans
I’extrait éthanolique du Portulaca oleracea L. est de I’ordre de 2,27 + 1,43 mg EQ/g MS. Le
résultat obtenu dans cette étude est supérieur a ceux signalés par Uddin et a/ (2012), qui
travaillé sur la méme espece et ont obtenu des concentrations de 0,041 mg EQ/g MS pour
I’extrait hydroéthanolique, 0,028 mg EQ/g MS pour I’extrait aqueux, et 0,049 mg EQ/g MS
pour I’extrait méthanolique.
De méme, Gunasckarn et a/ (2014) ont rapporté que I’extrait brut hydroéthanolique de la
méme plante obtenu par macération présente une teneur de 0,064 mg EQ/g MS.
En revanche, la valeur obtenue en flavonoides est trés inférieure a celle trouvée par Scavo et
al (2019), qui ont signalé que I’extrait éthanolique des feuilles de P.oleracea L. récoltée en
Tunisie, présente des teneurs en flavonoides de ’ordre de 16,26 = 0,18 mg EQ/g MS.
IIL.3 Activité antioxydante

Les résultats de I’évaluation de I’activité antioxydante sont illustrés dans le tableau 04.
A partir du graphe représenté dans (Annexe 06), nous avons déterminé les valeurs de 1Csg
sont représentées dans le tableau 04.

Tableau 04 : Valeurs des ICs,d’acide ascorbique et extrait éthanoique de Portulaca oleracea

L.
Acide ascorbique Extrait éthanolique
Valeur d’1Cs 119,65 £ 8,54 (ug/ml) 41,14 £ 0,17 (mg/ml)

Selon les valeurs obtenues, il est notable que l'extrait éthanolique présente une valeur d'ICs
de 41,14 mg/ml, ce qui est presque 344 fois inférieur a celle du contrdle positif (acide
ascorbique) qui correspond a une valeur d’ICsy de 119,65 pg/m.

Des études précédentes ont montré des résultats divergents pour le piégeage du radical libre
DPPH par I’extrait de la plante Portulaca oleracea. Par exemple, Sanja et al .,(2009) ont
enregistré une valeur d’I1Csy de 12,67 pug/mL dans un extrait éthanolique obtenu par extraction
a l'aide de Soxhlet, tandis que Uddin et a/ .,(2012). Ont trouvé des valeurs d’ICsy variant
entre 1300 et 1710 pg/mL dans l'extrait éthanolique de la méme espéce. Ces résultats sont en

désaccord a ceux obtenus dans notre étude.
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Cette différence peut étre expliquée par I’influence de plusieurs facteurs tels que ; la
nature différente des solvants, le type d’extraction utilisée, condition de séchage de la plante
et les conditions bioclimatiques.

En effet, cette faible activit¢ antioxydante pourrait étre due a la faible quantité des
flavonoides présente dans 1’extrait éthanolique de la plante étudi¢e. Hanasaki et al., (1993) a
aussi montré la corrélation étroite entre le pouvoir antioxydant et la quantité des flavonoides.
I11.4 Evaluation de I’activité antimicrobienne de I’extrait de Portulaca oleracea L.

I11.4.1 Sensibilité aux antibiotiques
Les résultats des antibiotiques testés sur les différentes souches microbiennes sont rapportés
dans (Annexe 06) ainsi que dans le tableau 05 ci-dessous :

Tableau 05 : diametre d’inhibition des différents antibiotiques sur les souches testées

s antibiotiques
Gentamicine (15) | Ampicilline (10) | Doxycycline (30)
Les souches bactérie
Pseudomonas aeruginosa 15 - -
ATCC 9027
Bacillus subtilis 29 12 34
ATCC 6633
Staphylococcus aureus 21 12 30
ATCC 6538
Escherichia coli 19 - 20
ATCC 8739

» La Doxycycline(30)

La Doxycycline présente une activité fortement inhibitrice vis-a-vis de Bacillus subtilis
correspondant a un diamétre d’inhibition égal a 34 mm. Ceci permet de classer les bactéries
parmi les microorganismes tres fortement sensibles a ces antibiotiques. Et de Staphylococcus
aureus dont le diametre de zone d’inhibition est de 30 mm.

De méme la Doxycicline présente une activité  modérément inhibitrice vis-a-vis
d’Escherichia coli dont le diametre la zone d’inhibition est de 20 mm.

Contrairement a la souche Pseudomonas aeruginosa, pour laquelle la Doxycycline (30) n’a

aucun effet sur cette derniére.
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» La Gentamycine (15)

La Gentamycine présente une activité fortement inhibitrice vis-a-vis de Bacillus subtilis

dont le diametre de la zone d’inhibition est de 29 mm.

De méme la Gentamycine présente une activit¢ modérément inhibitrice vis-a-vis de
Staphylococcus aureus et d’Escherichia coli dont les diameétres des zones d’inhibitions sont
respectivement de 21 mm et 19 mm. A cet effet, les bactéries fait partie des microorganismes
modérément sensibles a cet antibiotique.

Par ailleurs la Gentamycine présente une activité légerement inhibitrice vis-a-vis de la
souche Pseudomonas aeruginosa dont le diametre de la zone d’inhibition est de 15 mm.

» L’Ampicilline (10)
L’ampicilline présente une activité légérement inhibitrice vis-a-vis de Bacillus subtilis et
de Staphylococcus aureus dont le diameétre de la zone d’inhibition est de 12 mm. A cet effet,
la bactérie fait partie des microorganismes légerement sensibles a cet antibiotique.
Par ailleurs, I’Ampicilline ne présente aucun effet sur les deux souches: Pseudomonas
aeruginosa et Escherichia coli .Cela signifie qu’il y a absence d’activité vis a vis de ce deux
souches.

Pour E. coli, la moyenne des diamétres des zones d’inhibition de GMI et DOX sont
respectivement de 19 mm et 20 mm. Donc, E. coli fait partie des microorganismes
modérément sensibles a cet antibiotique. Tandis que I’extrait de Portulaca oleracea n’a pas
d’activité inhibitrice remarquable sur E. coli.

Concernant S.aureus, la moyenne de diametre de zone d’inhibition de la GMI de 21
mm. Ceci permet de classer cette souche dans la classe des microorganismes fortement
sensibles a cet antibiotique, pour I’antibiotique AMP la moyenne de diametre de zone
d’inhibition est de 12 mm et pour la DOX, la moyenne de diamétre de zone d’inhibition est de
30 mm. Donc, la bactérie est classée parmi les microorganismes trés fortement sensible a ces
antibiotiques. Ainsi que I’extrait de Portulaca olercea a montré une activit¢ Légerement
inhibitrice sur S.aureus correspondant a un diametre de zone d’inhibition de 12,33 mm.

Pour la bactérie P.aeruginosa, le diamétre de la zone d’inhibition de GMI est de 15 mm.
Cela donne la possibilit¢ de considérer cette souche comme microorganisme légérement
sensible pour cet antibiotique. Tandis que I’extrait de Portulaca oleracea n’a pas d’activité
inhibitrice remarquable sur P.aeruginosa.

Alors que pour B.subtilis la GMI présente une forte sensibilité de 29 mm. Classant cette

\

bactérie parmi les microorganismes fortement sensibles a cet antibiotique. La moyenne de
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diametre de zone d’inhibition de AMP est de 12 mm. A cet effet, la bactérie fait partie des
microorganismes légérement sensibles a cet antibiotique.

Pour la DOX, la moyenne de diamétre de zone d’inhibition est 34 mm. Ce résultat
donne lieu au classement de la bactérie parmi les microorganismes trés fortement sensibles a
cet antibiotique. Tandis que I’extrait de Portulaca oleracea a montré une activité légerement

inhibitrice sur B.subtilis dont le diamétre de la zone d’inhibition est de 13,66 mm.

D’apres les résultats de 1’évaluation de 1’activité antimicrobienne par les antibiotiques.
On déduit que la bactérie la plus inhibitrice est B.subtilis dont les diamétres des zones
d’inhibition sont de GMI 29 mm, AMP 12 mm et DOX 34 mm, ainsi S.aureus est
respectivement a des diamétres des zones d’inhibition de 21 mm, 12 mm et 30 mm.

D’autre part, Selon Akter et al (2020), la bactérie a Gram™ E. coli s’est avéré la moins
sensible aux antibiotiques avec des diamétres des zones d’inhibition de 19 mm pour GMI et
de 20 mm pour DOX. Tandis que, la bactérie a Gram' P.aeruginosa semble étre la plus
résistante a 1’antibiotique GMI avec une zone d’inhibition de 15 mm.

I11.4.2 Sensibilisé a I’extrait éthanolique

La figure 25 et le tableau 06 présentent les résultats de 1’activité antimicrobienne de 1’extrait
Portulaca oleracea vis a vis des différentes souches testées.

Tableau 06 : Résultats de ’activité antimicrobienne de 1’extrait de Portulaca oleracea
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Souches microbiennes et antifongiques Diameétre de la zone
d’inhibition (mm)

Gram' Staphyloccocus aureus 12,33 £ 0,47

Bactéries Gram' | Basillus substillus 13,66 + 0,47
Gram’ Escherichia coli Absente
Gram’ Pseudomonas aeruginosa Absente
Candida albicans Absente

Les levures

Sccharomyces cervisiae Absente

Figure 25: Résultat de I’activité antimicrobienne de 6 souches : Candida albicans,
Saccharomycees cervisiae, Staphyloccocus aureus, Basillus substillus, Escherichia coli et
Pseudomonas aeruginosa
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Notre étude a montrer la présence d’une activité antimicrobienne de 1’extrait de
Portulaca oleracea qui varie entre 12 mm et 14 mm. Notamment sur les bactéries a Gram
positif dont les diameétres des zones d’inhibition sont respectivement de 14 mm pour Basillus
substilis et 12,33 mm vis a vis de Staphylococcus aureus.

Par ailleurs, nous notons I’absence d’activité antimicrobienne vis-a-vis des deux
souches a Gram négatif a savoir : Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa.

Basillus substilis semble avoir une activité antibactérienne modérée a [I’extrait
contrairement au reste des bactéries avec une zone d’inhibition de 14 mm, cela signifie qu’il y
a un effet bactéricide sur Basillus substilis.

A Doppos¢ de Staphylococcus aureus qui présente une activité bactériostatique a
I’extrait dont la zone d’inhibition est de 12,33 mm.

Nos résultats concordent avec ceux de Hassawi et Kharma,( 2006),qui ont rapporté
que l’extrait de Portulaca oleracea posséde une activité antibactérienne vis-a-vis les
bactéries a Gram positif notamment Staphylococcus aureus et Basillus subtilis.

D’autre part, nous notons I’absence d’activité antimicrobienne vis-a-vis des deux souches a
Gram négatif a savoir : Escherichia coli et Pseudomonas aeruginos.

Néanmoins, les résultats obtenus ne sont pas compatibles avec ceux de Hassawi et
Kharma, (2006), qui ont rapporté que [’extrait de Portulaca oleracea présente une activité
antibactérienne sur les bactéries a Gram négatif, notamment sur deux souches : Escherichia
coli et Pseudomonas aeruginosa.

Par ailleurs, nous notons 1’absence d’une activité antifongique vis-a-vis de Candida
albicans et Saccharomyces cerevisiae par 1’extrait de Portulaca oleracea. Ces résultats sont
en désaccord avec ceux obtenus avec Duarte et al (2007) et Galvao et al (2012),qui ont
rapporté que 1’extrait de Portulaca oleracea inhibe la croissance de Candida albicans et de
Saccharomyces cerevisiae.

Les différences observées entre les résultats que nous avons obtenus et ceux des différents
auteurs en ce qui concerne la présence ou I’absence d’une activité antibactérienne ou
antifongique  peuvent étre attribuées a plusieurs facteurs rapportés par Berkane et
Bouhelfa (2023) tels que:

e Le procédé et les conditions d’extractions

e La nature du matériel d’extraction (risque d’oxydation)

e Les conditions de conservation, de stockage et de transport

e [a concentration de ’extrait utilisé
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e Facteurs géographiques qui incluent les facteurs climatiques et la nature du sol
e Lasaison de récolte de la plante

e Etla partie de la plante qui va servir a I’extraction

1I1.5 Evaluation de P’activité anti-inflammatoire

Cette ¢étude a montré que I’extrait de Prtoulaca oleracea possede des propriétés

pharmacologiques figure 26.
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Figure 26 : Histogramme représente le pourcentage d’augmentation d’cedéme

Ces résultats montrent une augmentation des poids moyens des pattes gauches dans les
cinq lots par rapport au poids des pattes droites.

Le pourcentage d'augmentation de I'cedéme varie en fonction des doses testées ou il
prend respectivement les valeurs de 32,75%, de 21,21% et de 13,13% pour les doses 100
mg/kg, 200 mg/kg et 300 mg/kg. Ces valeurs sont inférieures a celle du lot témoin qui
correspond a 44,92 %.

Par ailleurs, I'évaluation de I'activité anti-inflammatoire de 1'extrait éthanolique a montré
une réduction de I'cedéme atteignant respectivement des valeurs de 27,08%, de 52,78% et de
70,32% pour les doses 100 mg/kg, 200 mg/kg et 300 mg/kg, aprés une durée de 4 heures de

l'injection de carragénine.
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Cependant, I'effet anti-inflammatoire observé a la dose de 100 mg/kg est statistiquement
différent (P > 0,05) de celui du Diclofénac a 75 mg/kg, qui présente un pourcentage
d'inhibition de 1'eedéme de 47,62%. En revanche, les effets observés aux doses de 200 mg/kg
et 300 mg/kg ne sont pas statistiquement différents (P < 0,05) a celui de référence.

Ces résultats indiquent que l'administration orale de l'extrait de Portulaca oleracea
produit un effet anti-inflammatoire significatif face a une inflammation induite par (la
carragénine), avec un effet dose-dépendant.

Nos résultats sont en accord avec I’étude de Belarbi et Djeziri, (2020) portant sur
I’extrait éthanolique de Portulaca oleracea dans la quelle 1’extrait a montré une forte capacité
d’inhiber la dénaturation des protéines BSA, avec un pourcentage d’inhibition de 236,75%
.Cela indique que cette plante posseéde des propriétés anti-inflammatoires in vitro.

D’une manicre générale, 1’injection de la carragénine provoque la libération de plusieurs
médiateurs chimiques qui sont responsables du processus inflammatoire (Skerget et al,
2005).Cela entraine une réponse inflammatoire presque immédiate, se manifestant par des
signes classiques d’inflammation aigué locale tels que rougeur, douleur, chaleur et cedéme

dans les trois groupes expérimentaux (Bouhanika et al, 2019).
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Conclusion

L’utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a suscité un grand intérét dans la
recherche biomédicale, une telle thérapie prévient 1’apparition des effets secondaires observés
lors de ’utilisation des médicaments de synthése chimique.
Le présent travail a porte sur I’étude des activités biologiques (anti-oxydant, anti-microbienne
et anti-inflammatoire) de l'extrait éthanoique de la partie aérienne de Portulaca oleracea L..11
a permis d’obtenir un rendement d’extraction de 3,78%.L’analyse quantitative des
polyphénols totaux et des flavonoides totaux dans 1’extrait a donné respectivement des valeurs
moyennes de 0,25 mg d’acide gallique/g MS, et de 2,27 mg d’Equivalent de Quercetine /g
MS.
Par ailleurs, 1’activité antioxydante de 1’extrait éthanolique a été explorée par la méthode de
réduction du radical libre 1,1diphenyl- 2-picryl-hydrasyl (DPPH), révélant un pouvoir
antioxydant moyen, avec une valeur d’ ICs ¢gale a 41,14 (mg/ml).
L’activité antimicrobienne a été déterminée sur six souches microbiennes, selon la méthode
sur diffusion de disque, les résultats ont montré une variation de la sensibilité des souches
étudiées vis-a-vis de I’extrait éthanolique avec un maximum d’inhibition sur Basillus
substillus (13,66 mm).En plus, les résultats de 1’évaluation de I’activité anti-inflammatoire (in
vivo), a enregistré respectivement des pourcentages de protection élevés 27,08%, de 52,78%
et de 70,32% pour les doses de 100 mg/kg, 200 mg/kg et 300 mg/kg , suggérant ainsi un
pouvoir anti-inflammatoire important de la plante étudiée.
D’apres les résultats, on peut dire que cette espece locale Portulaca oleracea L. peut
constituer une source naturelle de composés naturels a usage thérapeutique intéressant.
Ce travail ne s’arrétera pas a ce stade, il reste une étape préliminaire pour des études plus
approfondies. Il serait intéressant de :

» Faire I’extraction par d’autres solvants ;

» Caractérisation des composés phénoliques par HPLC ;

» Elargir les recherches sur d’autres molécules que les polyphénols, telles que les

alcaloides, les terpénes... etc
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Annexe 01 : Réactifs, appareillages et verreries

Réactifs verreries appareillages
Ethanol Eprouvettes Bain marie

DPPH Tubes a essai Spectrophotomeétre
Folin-Ciocalteu Flacons en verre Etuve

Acide ascorbique Béchers Vortex
Carragénine Spatules Balance analytique
Dicolofénac 75mg Fiole jaugée Rota-vapeur

Acide gallique
NaoH

Carbonate de sodium
Alcls

Quercétine

Tube stériles

Pince

Boite de Pétrie
Embouts bleu et jeune
Micropipettes

Eppendorf

Bac benzine
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Annexe 02 : Quelque appareillage utilise

Euve Balance analytique

Vortex Rota-vapeur
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Bain marie Balance

Spectrophotométrie Etuve
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Annexe 03 : Quelque réactif utilise

Carragénine Diclofénac

Folin-Ciocalteu les milieux de culture
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Annexe 04 : Résultats de ’activité anti inflammatoire

Annexes

Moyenne du poids des pattes(g) Pourcentage Pourcentage de
d’augmentation réduction de
Témoin (Eau 0,14 0,16 44,92+ 0,13 0
physiologique)
Référence 0,14 0,17 23,50+ 1,38 47,62

(Dicoflex75mg)

Essai 1 0,12 0,15 32,75+ 4,16 27,08
Dose 100 mg/kg

Essai 2
Dose 200 mg/kg 0,13 0,16 21,21+ 1,14 52,78

Essai 3 0,12 0,14 13,33 £8,49 70,32
Dose 300 mg/kg
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Annexe 06 : Quelque résultat de dosage et de 1’activité antioxydante et antimicrobienne

Do a 765 nm

Do a 430

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0 &

_____ o
0.
....... y = 0,004x
........ R?=0,980
""""" °
50 100 150 200 250
Concentration de l'acide gallique (pg/ml)
Courbe d’¢étalonnage d acide gallique
°
y = 0,001x
° R2=0,960
'y
100 200 300 400 500 600 700

Concentration Quercétine (ng/ml)

Courbe d’étalonnage de la Quercétine.
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70
60 ..
50
y =1,210x
2 _
40 R*=0,997

30

20

Pourcenta ge d'inhibition( %)
)

10

0 10 20 30 40 50 60

Concentration de I'extrait (mg/ml)

Variation du pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction de différentes concentrations
d’extrait éthanolique.

100
90

y =0,450x

60 R?=0,980

. o
40
30
20
10 )
0 e

Pourcenta ge d'inhbtion (%)

0 50 100 150 200 250

Concentration d'ascorbique (pg/ml)

Variation du pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction de différentes concentrations de

I’acide ascorbique.
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Résultat de I’activité antibactérienne vis a vis les antibiotiques
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Résumé

Résumé

L’objectif de cette étude vise 1’extraction des composés phénoliques de la partie aérienne de
Portulaca oleracea L. récoltée dans la région de Boumerdes ainsi que 1’évaluation des
activités biologiques a savoir anti-oxydante, anti-microbienne et anti-inflammatoire. Le
rendement d’extraction est de 3,87 %. L’extrait éthanolique ainsi obtenu a présenté des
teneurs moyennes en polyphénols totaux et en flavonoides ou nous avons enregistré
respectivement des valeurs de 0,25 + 0,097 mg EAG/g MS et de 2,27 + 1,43 EQ/g MS.

En outre, I’évaluation de I’activité antioxydante de I’extrait ethanolique en utilisant la
méthode de DPPH a donne un pouvoir antioxydant moyen pour la plante tandis que
I’évaluation de ’activité antimicrobienne de cet méme extrait a révélé un effet variable envers
les quatre souches bactériennes testées. De méme, [’évaluation de [’activité anti-
inflammatoire in vivo, a montré un pourcentage de protection élevé avec une valeur de 70,30
% pour la dose 300 mg/ml.

D’aprés les résultats, on peut dire que cette espéce locale Portulaca oleracea L. peut
constituer une source naturelle de composés naturels a usage biologique et thérapeutique
intéressant.

Mots clés : Portulaca oleracea L., Composés phénoliques, Activité anti-oxydante, Activité
anti-microbienne, Activité anti-inflammatoire.

Abstract

The objective of this study is to extract the phenolic compounds from the aerial part of
Portulaca oleracea L. collected in the Boumerdes region, as well as to evaluate the biological
activities, namely antioxidant, antimicrobial and anti-inflammatory. The extraction yield is
3.87%. The ethanolic extract obtained presented average contents of total polyphenols and
flavonoids, where we recorded values of 0.25 + 0.097 mg GAE/g DW and 2.27 + 1.43 QE/g
DW, respectively.Furthermore, the evaluation of the antioxidant activity of the ethanolic
extract using the DPPH method gave an average antioxidant power for the plant, while the
evaluation of the antimicrobial activity of this same extract revealed a variable effect towards
the four bacterial strains tested. Similarly, the evaluation of the in vivo anti-inflammatory
activity showed a high percentage of protection with a value of 70.30% for the dose of 300
mg/ml.Based on the results, we can say that this local species Portulaca oleracea L. can be a

natural source of interesting natural compounds for biological and therapeutic use.
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Résumé

Keywords: Portulaca oleracea L., phenolic compounds, flavonoids, Antioxidant activity,

Antimicrobial activity, Anti-inflammatory activity
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