ﬁ Université Mohamed khider de Biskra
Faculté des sciences exactes et sciences de la nature et de la vie
D Département des sciences de la nature et de la vie

"N
Rdd

UNIVERSITE
DE BISKRA

MEMOIRE DE MASTER

Domaine: science de la nature et de la vie
Filiere: Sciences biologiques
Spécialité: Biochimie Appliquée

Présenté et soutenu par:

Fatiha GUEHMAME
Sihem AKSA

Le: mercredi 28 octobre 2020

Contribution a l’étude de I'activité
antibactérienne des écorces de racines
du Capparis spinosa L.

Jury:
M. Fateh GUEMMAZ MAA  Université de Biskra Président
Mme. Asma MEDDOUR MAA Université de Biskra Rapporteur
Mme. Aicha MEDJADBA MAA  Université de Biskra Examinateur

Année universitaire: 2019 - 2020



Remerciements

Louange au Dieu le tout puissant qui m’a accordé la foi, la volante

et le courage pour achever ce travail a terme.

Nous adressons le grand remerciement a notre encadreur Mme
Meddour Asma pour ses conseils et ses précieuses orientations, ses
encouragements, sa patience qu’elle n’a cessé de nos apporter tout au

long de ce travail.

Les membres du jury, Recevez nos plus vifs remerciements pour

avoir eu [’amabilité d’accepter de juger ce travail

Nous tenons également a remercier tous [’équipe de laboratoire

Merci a nos amies et nos collegues pour [’ambiance studieuse,

fraternelle et sympathique qui ont toujours réegné entre nous.

En fin, nos remerciements vont également a toutes les personnes qui

ont contribué de pres ou de loin a la réalisation de ce travail.




Dédicace

Avec l'aide de Dieu Tout-Puissant qui a tracé le chemin de nos vies

pour nous, nous avons pu réaliser ce travail que nous avons dédié:

Aux nos parents
Aux nos freres, nos sceurs et nos familles

A tous ceux qui nous ont enseigné des connaissances utiles pendant

le train d'étudier, aux nos profs.
Aux nos tres cheres amies (Bouthaina, Chaima et Imene)

A tous ceux qui aiment la science.




Sommaire

Liste des TabIeaUX ........coooiiiiiiiiii et sttt et et I
LiSte des FIUIES ........cc.oooiiiiiiiiie ettt ettt e st e et eeentaeenaeenneeas II
Liste des abréviations...............ooouiiiiiiiiiii e e i
INErOAUCTION ...ttt ettt sttt ettt sa e 1

Premiere partie : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Chapitre 1. PRESENTATION GENERALE DE L'ESPECE

1. présentation gENerale de I’ESPECE .......eeuiiiiiiiiiieiieiet et 3
L1l GENETALIEE ...ttt ettt sh ettt eat et s e eat e s e s eae e 3
1.2. Classification DOTANIQUE ..........eeiieeriiieeiieesieeeee et e eete e st ee et e et e e saeeeseteesnbeeensaeesaeensseenaseesnseeans 3
1.3. DeSCription DOANIGUE .......eeecuiiiiieeeiiie ettt e eiie ettt e et e ete e etaeeetaee s e e e beaesaaeasaeessseensseeessaeensaeans 4
1.4. REPAItition €t ECOIOZIE ...eovieiiiriieiiieeiie ettt ettt ettt et e st e e ate st e entesnbeenteenneenseenee 4
1.5. Usage traditionnelle.........cc.eeruiiriiiiiieie ettt sttt et e 5
1.6. ACHIVILES DIOIOZIQUES....eeiuiiieiiieiie ettt ettt et e st e e e esaeeesaeesseeennseeeaseeenseens 5
1.7. Composition PRAYTOChIMIQUE ....c.vveererieiiieeiie ettt et eieeeiee e e et esaeeenbeeeeaeensseenaseesnseeens 6

Chapitre 2. METABOLITES SECONDAIRES

2. MELADOLITES SECONAAITES ..o e e e e e e e e e e e e e e e e ee et e e aaaeeeeeeeeeeneenennnnaaan 7
2.1 IIEEOAUCTION e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaeeeeeeeeeeneenennnaan 7
2.2. Classification des mEtabOlites SECOMAAITES .....uuvuuveeeeeieeieieeieieeeee et e e e eeeere e eereaaeeeeeeees 7
2.2.1. COMPOSES PRENOLIGUES ....couvieiiiieiiieeiieecteeie e eitte et e st e ae e stbee et e e s teeensaeensaeesneeennseesnseeensaeans 7

2.2, 1.1, BIOCRIIMIE ..ot oieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt e e e e e et e et eeeeeeeeeeeeeeeeeas 7



2.2.1.2. BIOSYNERESE......eecuiieeiiieiie ettt ettt e eaae et e e e e enae e entaesseeeneeenees 7

2.2.1.3. Principales composées phénoliques. ........eeeveerieiriieeiiieerieieee e 8

W N y o <) s LT SRS 9
2.2.2.1. BIOCRIINIE ...ttt et st 9
2.2.2.2. BIOSYNERESE .. ..eetieuiieiiiesiietieee ettt ettt ettt et et e e sae e s te e sreensbeeneeenes 9

2.2.3. Alcaloides €t COMPOSES AZOTES ......veeeviiecerieiieeeiieeteeeeieeeiteeetteeseeesteeeesaeessaeessseensseassseeeseeans 9
2.2.3.1. AlCAIOTAES ...ttt 9

AL DEfINition €t STIUCTUTE ......ccuevviiiiiriiiieite ettt s e 9

B BIOSYNENESE .....eeciiiieiiieie e et et 9

2.2.3.2. GlYCOSINOIALES ....euvvieiiieieeeeiie ettt ete ettt et et ete e sat e e st e esbeesssaeeseeesseeenneeessneeans 10

A, DEINItION €1 SIIUCTUTE . ...\ttt eeeeeeeeeeeeeeeeeeneeenennnen 10

Deuxiéme partie : PARTIE EXPERIMENTALE

Chapitre 3. MATERIELS ET METHODES

3. Matériel €t METhOAES ......ooouiiiiiieeiie et et e e e et eesaeenaeas 11
I LY 1<) 4 1<) USSR UPP 11
3.1.1. MAtrie] VEGELAL.....c..eiieiieiieeee e ettt et et aeenneean 11

3111 RECOIE ettt ettt ettt et e e s e eatte e ste e e neennnee e 11

3112, SECRAZE ...ttt et e e ennaeeens 11
3.1.2. Mat@riels tEChNIQUES. ......cooiiiieiie ettt e ettt r e e eaae e eae e e s aeaeaaaeeasaeeereeas 12
R TR\ (<11 4 Lo T [T TSRS UPR 12
3.2.1. Préparation des extraits a partir des écorces des racines de Capparis spinosa. ................... 12

3.2, 1 1 BIOYAZE c..eeeeieeeeiie ettt ettt ettt et e e et 13



3.2.1.2. Extraction avec des solvants a polarit€ CroiSSante...........cceveueeevuveeneeercveenneenns 13

3.2.1.3. Calcul du rendement ............coocveeriieeiie e e et 15
3.2.1.4. Conservation des eXtraits brutS.........c.eeeveeerriieeiieeriieeiierieeeieeereve e 15
3.2.2. Les tests pPhytOChIMIQUES .....cc.eevieeiiiiieie ettt sttt ettt e e saeeeees 15
3.2.2.1. Détection des alcaloides ...........occueieiiiieiiieiieceee e 15
3.2.2.2. Détection des flavonoides.........ceecueeeuieiriiiriieeie ettt eaee et 16
3.2.2.3. Détection des tANMINS ........c.eecueeeeiieeiiieeieeesreeeteeecteeeieeesereesseesseeeseeessseessseenns 16
3.2.2.4. Détection des lyCOSIACS......ccovierieeeiieeiieeeeee ettt et 16
3.2.2.5. Détection des trIteTPEINES. .....cccueeeuieeeriieeeierieeeiieesteeeeieeeraeesareeesseeesseeeaseessseeans 16
3.2.2.6. Détection des dIiteIPENES ......cccveeevieiiiiieeieieeieeeieeeree e e e sreesereeeerae s ereeeneesaaee e 16
3.2.2.7. Détection des SAPONINES.......cccueeerrireriieiieerieeeteeesieeesseeesreesseesseeesseeessseessseenns 16
3.2.2.8. Détection des ProtEINeS........cccuieeiieerriieeeierieeeieeesteeesieeesreestreeeseeesseeesseessseeans 17
3.2.3. Etude de I’activité antibacteri@NNe ........c.ueevvieereierieeeiieeeiieeeteesieeeieeeseae e e e e sbeeenaeeesaeenneeas 17
3.2.3.1. Méthode de diffusion en milieu gElOSE.........c.oevuirviirrieriieiieieieeee e 17
3.2.3.2. Méthode de micro-dilution successive en milieu liquide ...........cccccvvevieennnennne 19

Chapitre 4. RESULTATS ET DISCUSSIONS

4. RESUILALS € AISCULIONS ....euvveiiieiiiiieeie ettt sttt st et ettt e sae et e e sbeeeees 22
A1 RECOILE. ...ttt eh bt et a e et ettt ettt saeenaen 22
A2, SECRAEL. ....c.ueeeieeiie ettt ettt ettt e e a e et e bttt et e et e e bt e teenbeenaeenneas 22
LG TR 53 (0} 7 S SPUUURRRURSR 22
4.4. Extraction avec des solvants & polarité CroiSSante .............cccceeeeeeerreeeiieesieeeiie e e ereeesvee e 22
4.5. Calcul du reNAEMENL. ......c..oouiiiiiiiiiiie ettt ettt st et ettt 23
4.6. Tests PRYtOChIMIQUES ......c.ueeiiiieiieiie ettt ettt e eae st e st e s teeenaaeessseesnseennneeeenes 24
4.7. Etude de 1’activité antibaCteriCNNEe ..........ceoueeruieriiinieniieiie ettt 26

COMCIUSION . ... e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ee e e seeaeeeeeeeaaenes 29



Référence bibliographique
Annexes

Résumé



Liste des Tableaux

Tableau 1. Taxonomie de Capparis spinosa L. (Florence et al., 2011).....cccccoveeviivncieiieeciiecieene 3
Tableau 2. Quelques composées importantes de Capparis Spinosa L. ..........cccoeveeeeeieieeeecieennnnnn. 6
Tableau 3. Caractéristiques des extraits de la plante étudi€e. .........cceevvverciieniieeiiieieeeeeee e 23

Tableau 4. Quelques composés que pourraient contenir les différents extraits préparés (Cowan,

Tableau 5. Résultats des rendements par rapport a la matiére s€che obtenus a partir des écorces
des 1aCINES AU C. SPIMOSA. ....oovueeeeiieeeiieeie e ettt et e et e e st e e e ssbee st ae e st eennteasseeenseennseeennes 24
Tableau 6. Résultats des tests phytochimiques des extraits des écorces des racines du C. spinosa

L e e ettt 25



Liste des Figures

Figure 1. Aspects morphologiques de Capparis spinosa (Thomé, 1885). ......ccccevvvrviiveviienciiennen. 4
Figure 2. Distribution naturelle du Caprier en Afro-Eurasie (Inocenio et al., 2000). ..................... 5
Figure 3. Hydrolyse des glycosinolates par la myrosinase (Montaut ef al., 2012). ...................... 10
Figure 4. Photo originale de Capparis Spinosa L.............cccccoviviiviiiiiiiieniiiieseeseeesee e 11
Figure 5. Materiel VEZELaL. ........cooouiiiiiieiiee ettt ettt e 12

Figure 6. Extraction de la poudre des écorces des racines de Capparis spinosa L. par des solvants

A POLATIEE CTOISSANLE. ...eueveeuiieetieiie ettt et ettt et e e st este e e st e eebesnbesateesteenbeenseenseenbeeseenseenseensean 14
Figure 7. Principe de la méthode de diffusion par disque (Guinoiseau, 2010). .......ccceevveruvennnenne. 18
Figure 8. Représentation graphique du protocole de micro-dilution de bouillon (Pandey ef al.,

20T6). ettt bbbt b e bt eh et h e bt et bttt e e bt et s bt et enae bt ennen 20
Figure 9. Les racines de Capparis spinosa L.........cccccoeviriiriiiniiiiiieneeieeeeeee e Annexes
Figure 10. Détection des AlCAloTAES. .......ceevieiiiiieiiierie et Annexes
Figure 11. Détection des FIavonoides..........cooeeeeiiriiieniniienciecicineece e Annexes
Figure 12. Détection des GlyCOSIACS. .....uiieuiieriiiiiiieiie ettt ettt eeee e Annexes
Figure 13. Détection des Tanmnins........c..coeeieririeieninieieneeecsesieetesie ettt Annexes
Figure 14. DEtection des SaAPONINES.........ceevieiueeeiieeiiieeitieeieeeteestieeseeesreeeeeeessaeesneenneas Annexes
Figure 15. Détection des triteIPENES......ccuueeeiieriiieeiieeeieeeiie et eeeeeeieeeertessreeeeeeeaeesaeeennes Annexes
Figure 16. Détection des diteTPENES. . ......eeveierrieieiiieeieeciie e e e eeae e eeneeeeeas Annexes
Figure 17. Détection des PrOteINeS. ........cocceeeueeiirierierienienie ettt et eas e Annexes

II



Liste des abréviations

Ep: extrait Etheropétrolique

Chl: extrait chloroformique

Eth: extrait éthanolique

MeOH: extrait méthanolique

DCM: extrait dichlorométhane

Pal: phénylalanine ammonia-lyase

C4H: cinnamate 4 hydrolase

IPP: isopentyle diphosphate

DMAPP: diméthyl-allyl diphosphate

R: rendement

Mext: masse de I’extrait apres évaporation du solvant en mg
Meéch: masse seche de 1’échantillon végétal en mg
CMI: concentration inhibitrice minimale

CMB: concentration bactéricide minimale
DMSO: diméthylsulfoxyde

GMH: gélose Muller Hinton

I



Iﬂtl'Oduction/




Introduction

Introduction

La résistance bactérienne aux antibiotiques est un probléme majeur compliquant le
traitement des infections bactériennes surtout par la dissémination des souches multi-résistantes

(Ventola, 2015).

Pour cela, depuis quelques années, les recherches sont orientées vers la caractérisation de
nouveaux agents antimicrobiens d’origine naturelle comme les peptides bactériens, les
bactériophages et les molécules bioactives des plantes qui peuvent substituer les antibiotiques

classiques ou agir d’une manicre synergique avec ces derniers (Kordali et al., 2008).

Les plantes médicinales sont devenues par la suite une source principale de découverte de
nouveaux principes actifs, déja environ 170000 molécules bioactives ont été identifiées a partir
de plantes (Boutaghane, 2013). Les extraits de ces plantes sont des sources potentielles de
nouveaux composés antimicrobiens, en particulier contre les bactéries pathogeénes (Teinkela-

Mbosso et al., 2010).

Capparis spinosa ou le caprier est 1’une des rares especes arbustives qui présente autant de
qualités avec de nombreux usages. En Algérie, le caprier couvre de vastes surfaces mais de
maniere €parse (Benseghir-Boukhari et Seridi, 2007). L’espece C. spinosa a fait 1’objet de
plusieurs investigations chimiques, enregistrant la présence de nombreux types de métabolites
secondaires (Anwar et al., 2016). Et donc Il posséde des qualités médicinales importantes

utilisées dans la médecine traditionnelle (Benseghir-Boukhari et Seridi, 2007).

L’objectif de notre travail vis a démontrer la richesse des extraits des écorces des racines de
Capparis spinosa en principes actifs et a évaluer leur activité antibactérienne sur un panel des

bactéries en analysant des études antérieures.
C’est dans cette optique que notre étude a été scindée en trois parties :

» La premicre partie, Partie théorique comporte une description générale de la plante

¢tudiée et les principales métabolites secondaires.

» La deuxieme partie est expérimentale, elle consacrée a :



Introduction

+ La détermination de la présence des métabolites dans les écorces des racines de Capparis
spinosa L. basé principalement sur la préparation des extraits, Etheropétrolique,

chloroformique et éthanolique des écorces de ces racines et sur des test colorimétriques.

+ L’évaluation de I’activité antibactérienne de différents extraits de différentes parties de
I’espece Capparis spinosa L. contre une variété de microorganismes. Par la réalisation de
I’analyse de 15 articles scientifiques (Voir annexe 2), afin de présenter les différentes

méthodes utilisées pour étudier 1’activité antibactérienne de cette plante.

» Troisiéme partie, nous discutons les résultats obtenus lors de cette étude. Et le manuscrit

se termine par une conclusion générale.
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Chapitre 1 Présentation générale de ’espéce

1. Présentation générale de I’espéce

1.1. Généralité

La flore méditerranéenne accueille des représentants de familles subtropicales ou

tropicales, et parmi elles celles des capparidacées (Paccalet, 1981).

La petite famille des capparidacées est représentée en Algérie par le Caprier épineux
(Capparis spinosa L.) (Lapie et Maige, 1914), qu’est une plante vivace arbustive spontanée,

xérophyte et héliophile (Benseghir-Boukhari et Seridi, 2007).
1.2. Classification botanique

Capparis spinosa est communément connue sous plusieurs noms; le caprier en francais,
caper en anglais et Kabbar en arabe (Chedraoui et al., 2017) et Taylalouth en tamazighte
(Meddour, 2011).

Tableau 1. Taxonomie de Capparis spinosa L. (Florence et al., 2011).

Regne Plantae
Sous-régne Viridaeplantae
Classe Equisetopsida
Sous-classe Magnoliidae
Ordre Brassicals
Famille Capparidaceae
Genre Capparis

Espece Capparis spinosa
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1.3. Description botanique

Capparis spinosa est un arbrisseau dressant avec des tiges flexueuses et épineuses portent
des feuilles alternes, pétiolées, ovales-arrondies, lisses, vertes, et souvent un peu rougeatre, avec
des épines a la base. Les fleurs sont axillaires, solitaires, composées de quatre grands sépales
verts et de quatre pétales blancs veinés de rose et de nombreuses étamines trés longues et d’un
trés long pistil qui sort de la fleur. Le fruit est ovoide oblong, peut atteindre 3 cm de long. Les
graines sont noires, lisses, réniformes de 2 a 3 mm de longueur. Les racines sont charnues tres
développées et profondes (Inocenio et al., 2006 ; Sher et Alyemeni, 2010 ; Al-Sogeer, 2011 ;
Fici, 2014).

Figure 1. Aspects morphologiques de Capparis spinosa (Thomé, 1885).

1.4. Répartition et écologie

Le caprier est une plante vivace arbustive trés répandue dans les pays du bassin
méditerranéen, et dans les milieux sec le long du littoral d’Europe, d’Afrique du nord sur le

partout du bassin méditerranéen jusqu’au sud de I’ Asie et dans Australie (Benzidane, 2014).

Le caprier présent des caractéristiques morphologiques et physiologiques lui confére une
forte tolérance a la sécheresse. Il a donc la particularité de se développer sur les sols les plus

ingrats et sur de fortes pentes, d’ou son intérét écologique contre 1’érosion dans les zones arides
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et semi-arides. Il est signalé¢ dans les stations les plus xérophiles (Maire, 1965 ; Ozenda, 1983 ;

Kadik, 1986).
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Figure 2. Distribution naturelle du Caprier en Afro-Eurasie (Inocenio et al., 2006).

1.5. Usage traditionnelle

A Dantiquité, C. spinosa a été utilisée pour le traitement de paralysie chez les Romains et
pour traiter le diabéte chez les Marocains. Les égyptiens ont également utilisé les racines pour

traiter les maladies du foie et des reins (Tlili ef al., 2011).

En Algérie, la population rurale utilise les capres pour se nourrir et se soigner dans le Nord
de Sétif, le Nord de Bordj Bou Arreridj et Mila, et I’écorce des racines de caprier connue pour

soigner les thumatismes (région de Sétif) (Benseghir-Boukhari et Seridi, 2007).
1.6. Activités biologiques

L’efficacit¢ thérapeutique des organes de la plante, s’inspirant des références
d’ethnobotanique, semble donner des résultats pour des traitements anticancéreux et anti-
inflammatoires naturels (Benseghir-Boukhari et Seridi, 2007), L’effet anticancéreux est attribué a
cette plante, du fait que l’extrait aqueux de ses bourgeons floraux ainsi que leurs huiles

essentielles inhibent la prolifération de plusieurs lignées de cellules cancéreuses (Yu et al., 2017).
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L’activité antioxydant des extraits de C. spinosa a ét¢ démontrée par plusieurs études
(Aichour, 2017 ; Wojdylo et al., 2019). Selon Meddour (2013) les extraits Aq et MeOH ont une

forte activité antiradicalaire liée au contenu en polyphénols

Les extraits de la racine de la plante ont montré également une activité analgésique chez les

rats souffrants de la polyarthrite et d’ostéoarthrites (Maresca et al., 2016).

Aghel et al. (2010) ont montré que 1’extrait éthanolique des écorces des racines de C.

spinosa est doté d’une activité hépatoprotectrice.

C. spinosa présente également des effets antidiabétiques, hypolipidémiques, anti-obésité

(Eddouks et al., 2004 ; Lemhadri et al., 2007).
1.7. Composition phytochimique

Capparis spinosa est une source importante de différentes métabolites secondaires

bioactives et d'intérét pour I'humanité (Fadili ez al., 2017 ; Zhang et Ma, 2018).

Tableau 2. Quelques composées importantes de Capparis spinosa L.

La partie de Composés identifiés Référence

Capparis

spinosa

Racine L’alcaloide (Stachydrine) (Khatib et al., 2016).
Des alcaloides de la spermidines (Fuet al., 2008).
Produits de dégradation des glucosinolates (Afsharypuor et al., 1998).
Glucosinolates (Satyanarayana et al., 2008).

Partie aérienne | Terpénes (Ascrizzi et al., 2016).
Glycosinolates (Matthaus et al., 2002).
Vitamine E (Matthaus et al., 2005).
Alcaloides (Yang et al., 2010).
Les polyphénols (Wojdylo et al., 2019).
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2. Métabolites secondaires

2.1. Introduction

Les végétaux produisent des substances chimiques de structures variées comme les

métabolites primaires et secondaires (Edeas et al., 2007).

Les métabolites primaires sont des molécules organiques qui se trouvent dans toutes les
cellules de I’organisme d’une plante pour y assurer sa vie. Ils sont produits généralement en
grande quantité mais représentés par un petit nombre de familles (les glucides, les lipides, les
acides aminés et les acides nucléiques). Au contraire; Les métabolites secondaires sont des
produits, a structure chimique souvent complexe, tres dispersés et trés différents selon les espéces
(Cuendet, 1999), trés nombreux et variés mais produits souvent en trés faibles quantités. Ils sont
synthétisés en réponse aux contraintes de l’environnement et permettent a la plante de se
défendre contre les pathogeénes ou prédateurs (Morot-Gaudry et Prat, 2012). Ces molécules
représentent également une source importante de produits pharmaceutiques actifs (Bourgaud et

al., 2001).

2.2. Classification des métabolites secondaires
2.2.1. Composés phénoliques

2.2.1.1. Biochimie

Les composés phénoliques sont des substances présentes dans tous les végétaux et dans
tous les organes de la plante, ils possédent un noyau aromatique portant un ou plusieurs

groupements hydroxyles (Naczk et Shahidi, 2003 ; Barboni, 2006 ; Sun ef al., 2011).
2.2.1.2. Biosynthése

La plupart des composés phénoliques sont issus de deux acides aminés essentiels : la
phénylalanine et la tyrosine. Ces acides aminés sont synthétisés a partir de la voie de 1’acide
shikimique. Les précurseurs sont des sucres issus du cycle des pentoses et du cycle de Calvin

(Benhamou, 2009).

La premiere étape de la biosyntheése des composés phénoliques est la désamination de la
phénylalanine catalysée par 1’enzyme clé¢ phénylalanine ammonia-lyase (PAL). En résulte la

synthése de 1’acide cinnamique qui est hydroxylé, réaction catalysée par la cinnamate 4
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hydroxylase (C4H), pour former I’acide p-coumarique, principal précurseur de la majorité¢ des

composés phénoliques (Mathilde, 2013).
2.2.1.3. Principales composées phénoliques

On peut distinguer les différentes classes de polyphénols en se basant d’une part, sur le
nombre d’atomes constitutifs et d’autre part, sur la structure du squelette de base (Harborne et

Williams, 2000):
v Les acides phénoliques

Les acides hydroxybenzoiques : Ces acides sont trés communs aussi bien sous forme libre

que sous forme combinée a I’état d’esters ou hétérosides (Skerget et al., 2005 ; Bruneton, 2008).

Les acides hydroxycinnamiques : dont les plus abondants sont 1’acide p-coumarique,

I’acide caféique et I’acide férulique (Macheix et al., 2005).
v les flavonoides

Les flavonoides sont définis par leur squelette de base constitué de deux cycles aromatiques
a 6 atomes de carbone connectés entre eux par un hétérocycle a 3 atomes de carbone (C6-C3-C6)
(Bovy et al., 2007). Selon les modifications de I’hétérocycle, ces composés sont regroupés en
divers sous-groupes incluant les anthocyanidines, les flavonols, les flavones, les flavanols, les

flavanones, les chalcones, les isoflavonoides (Treutter, 2006).
v Les lignines

Les lignines sont des polymeres principaux composants du bois avec la cellulose et

I'hémicellulose (Martone ef al., 2009).
v Polyphénols complexes (tanins)

Les tanins représentent une classe trés importante de polyphénols localisés dans les
vacuoles (Aguilera-Carbo ef al., 2008). On distingue : les tanins hydrolysables : ce sont des esters
du D-glucose et de I’acide gallique ou de ses dérivés, en particulier I’acide ellagique (Cowan,
1999 ; O’Connell et Fox, 2001), et les tannins condensés : les tannins condensés ou les
proanthocyanidines sont des polymeéres constitués d’unités flavane reliées par des liaisons entre

les carbones C4 et C8 ou C4 et C6 (Bruyne et al., 1999 ; O’Connell et Fox, 2001).
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2.2.2. Terpénes
2.2.2.1. Biochimie

Le terme terpénoide désigne un ensemble de substances présentant le squelette des
terpénes, unité isoprénique a 5 atomes de carbone (C5HS8) dérivées du 2-méthylbutadiene
(Bakkali et al., 2008), avec une ou plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldéhyde, cétone,

acide...etc.) (Cram et Mahmoud, 1968).

Leur classification est basée sur le nombre de répétitions de 1’unité de base isopréne :
hémiterpénes (C5), monoterpénes (C10), sesquiterpénes (C15), diterpénes (C20), sesterpenes
(C25), triterpeénes (C30), tetraterpenes (C40) et polyterpenes (Malecky, 2008).

2.2.2.2. Biosynthése

Tous les terpénes sont synthétisés a partir du méme précurseur, 1’isopentyle diphosphate
(IPP) et son isomere diméthyl-allyl diphosphate (DMAPP). Ces deux derniers sont synthétisés a

partir de deux voies différentes ; la voie cytosolique et la voie chloroplastique (Ejaz et al., 2017).

2.2.3. Alcaloides et composés azotés
2.2.3.1. Alcaloides

A. Définition et structure

Les alcaloides sont des substances organiques le plus souvent d’origine végétale, azotées,
basiques et douées a faible dose de propriétés physiologiques marquées (Zenk et Juenger, 2007).
IIs portent tous la terminaison « ine » (Paris et Hurabielle, 1981). La plupart des alcaloides sont
censés pour fonctionner comme des €léments défensifs contre les prédateurs, particulierement les

mammiféres en raison de leur toxicité¢ (Hartmann, 1991).

D’un point de vue biologique, les alcaloides présentent diverses activités a faible dose,
analgésiques (morphine), anesthésiques locaux (cocaine), antibactérienne, anticancéreuse...

(Hocquemiller ef al., 1982).
B. Biosynthése

Dans ces composés, le groupe contenant l'azote a ét¢ en général transformé en un
hétérocycle, a travers de diverses voies réactionnelles, a partir de la molécule aliphatique d'un
acide aminé, et il leur confére un caracteére basique. A part la chaine carbonée d'un acide aminé

aliphatique, d'autres élément peuvent entrer dans la structure moléculaire des alcaloides, en
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particulier des groupes méthyle et acétyle, des unités en C5 et C10 (isopreéne, monoterpéne), des
dérivés de l'acide cinnamique (unité¢ C6 C3) et des composés phénoliques (C6 C1). Il y a souvent

deux ou plusieurs atomes d'azote dans la molécule (Richter, 1993).

2.2.3.2. Glycosinolates

A. Définition et structure

Les glycosinolates sont des produits naturels contenant du soufre. La structure
générale posséde une unité B-D-glucopyrano connectée a une fonction Z-thiohydroximate
anomérique dont I’oxygene est sulfaté et a une chaine latérale R qui est la seule variable

structurale (Rollin et Tatibouét, 2011).

Lorsque les cellules de ces plantes sont endommagées, les glycosinolates sont dégradés par
I’enzyme myrosinase, et libérant ainsi de nombreuses molécules : des isothiocyanates (ITCs),
aussi des nitriles, des thiocyanates et des oxazolidinethiones, selon la structure du glycosinolates

(GL) de départ et les conditions physicochimiques de I’hydrolyse (Montaut et al., 2012).

Les glycosinolates intacts sont relativement inertes, les produits d’hydrolyse par la
myrosinase présentant une certaine activité biologique. Les isothiocyanates sont notamment

connus parmi des agents chimiopréventifs efficaces (Hecht, 2000).

TyTOSINase
de planta ou HS c
-S. __R r I,
Glc ~er pactérienne o + D-glucose
i N
‘03507 H,0 "03S—-0~
glucosinolate thiohydroxim ate-O-sulfate
H“"-..._ HS':H.
pH 7 l pHS FE™ l
L
B—N=C=% R—S—C=N R—=C=N + § oxazolidine-2-thione
isothiocyanate thiocyanate nitrile

Figure 3. Hydrolyse des glycosinolates par la myrosinase (Montaut et al., 2012).
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3. Matériel et méthodes
3.1. Matériel

3.1.1. Matériel végétal
3.1.1.1. Récolte

Le matériel végétal utilisé dans le présent travail, comporte les écorces des racines de

Capparis spinosa L. récoltées de région de Tigharghar wilaya de Batna en février 2020.

Figure 4. Photo originale de Capparis spinosa L.

3.1.1.2. Séchage

Les parties racinaires fraichement récoltées, elles ont été nettoyées et séchées a 1’air libre et
a I’abri de la lumiére et de ’humidité dans un endroit sec avec une circulation naturelle de 1’air,
afin de déshydrater les racines de fagon a abaisser sa teneur en eau, et de préserver au maximum

I’intégrité des molécules.
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i w
Ecorces de > .
Racine F

Figure 5. Matériel végétal.

3.1.2. Matériels techniques

Mortier (broyeur mécanique)

Balance

Eprouvettes graduées de différents volumes
Agitateur magnétique

Entonnoirs

Ballons de 500ml

Erlenmeyers et béchers de différent volume
Etuve

Tubes a essai

Evaporateur rotatif

Papier filtre

Pince

3.2. Méthodes

Les Racines

3.2.1. Préparation des extraits a partir des écorces des racines de Capparis spinosa L.

La préparation des extraits se fait a partir du matériel végétal broy¢ et par macération.

12
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3.2.1.1. Broyage

Apres le séchage des écorces des racines. Le matériel végétal a été broyé a 1'aide d'un
broyeur mécanique afin d’obtenir une plus grande surface de contact entre la drogue et les

solvants extracteurs, et donc un rendement mieux.
3.2.1.2. Extraction avec des solvants a polarité croissante

L’extraction organique avec des solvants a polarité croissante, est effectuée par macération,

selon la méthode de Diallo et al. (2004).

Les extraits ont été obtenus par extractions successives avec des solvants, en fonction de
I’ordre croissant de leur polarité. Dans cet ordre, nous avons employé I’éther de pétrole, le

chloroforme et 1’éthanol.
> Macération

La macération est une opération qui consiste a laisser la poudre du matériel végétal en
contact prolongé avec un solvant pour en extraire les principes actifs. C’est une extraction qui se

fait a température ambiante (Lagnika, 2005).
» Principe

Cinquante g de la poudre végétal est initialement extraite par 1’éther de pétrole, le mélange
est soumis a une agitation mécanique pendant 24h a température ambiante. Apres décantation, le
surnagent est filtré a 1’aide d’un papier filtre. Le marc résiduel subi une deuxiéme et une
troisiéme extraction avec le chloroforme, puis 1’éthanol successivement de la méme fagon et dans

les mémes conditions.

A la fin d’extraction, les extraits organiques etheropétrolique, chloroformique et Extrait
¢thanolique (Ep, Chl, Eth respectivement) ont été concentrés sous vide a 37°C, 40°C et 50°C

respectivement.
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Matériel végétal sec broyé (50g)

- Filtration

A 4

Résidu végétal sec

- Filtration

le chloroforme (24h)

- Extraction a froid par I’éther de pétrole (24h)

Filtrat

- Extraction a froid par

Résidu végétal sec

- Extraction a froid par
L’¢éthanol (24 h)

- Filtration

Filtrat

|

|

Extrait Etheropétrolique (EP)

Extrait chloroformique (Chl)

A

Résidu végétal sec

Filtrat

Extrait éthanolique (Eth)

Figure 6. Extraction de la poudre des écorces des racines de Capparis spinosa L. par des solvants

a polarité croissante.
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3.2.1.3. Calcul du rendement

Le rendement R est déterminé par le rapport du poids de I’extrait sec aprés évaporation sur
le poids de matic¢re végétale sec utilisé pour 1’extraction, multiplié par 100, selon formule donnée

par Falleh et al. (2008) :

R % = Mext / Méch X 100.

R: est le rendement en %.
Mext: est la masse de 1’extrait apres évaporation du solvant en mg.
Méch: est la masse séche de I’échantillon végétal en mg.

3.2.1.4. Conservation des extraits bruts

Les extraits bruts conservés a 37C", dans des flacons en verre brun fermés hermétiquement

pour la préserver de I’air et de la lumiere.
3.2.2. Tests phytochimiques

Le criblage phytochimique consiste a réaliser des tests phytochimiques qualitatifs, basés sur
des réactions de coloration ou de précipitation plus ou moins spécifiques a chaque classe des
principes actifs. En effet, la premiere étape était la recherche des grandes classes de composés
chimiques appartenant aux métabolismes secondaires de la plante étudiée (Trease et Evans,

1987).

Les groupes phytochimiques recherchés dans les trois extraits (Ep, Chl, Eth) utilisés au

cours de ces tests sont :
3.2.2.1. Détection des alcaloides

I ml de chaque extrait ont été trait¢ avec des gouttes de réactif de Mayer (solution de
mercuri-iodure de potassium) selon la méthode de Tiwari et al. (2011). La formation de précipité

jaunatre témoigne la présence d’alcaloides.
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3.2.2.2. Détection des flavonoides

I ml de chaque extrait ont été traité avec des gouttes de solution de chlorure d’aluminium
(2%) selon la méthode de Quettier ef al. (2000). La présence des flavonoides dans les extraits est

indiquée par la formation de couleur jaunatre.
3.2.2.3. Détection des tannins

Dans les trois extraits bruts, I’ajouté de 1 a 2 gouttes de chlorure ferrique permet de détecter
la présence des tanins. La couleur bleue résultante indique le résultat positif (Savithramma et al.,

2011).
3.2.2.4. Détection des glycosides

0.5 ml de I'acide acétique et 0.5 ml de 1'acide sulfurique ont été ajoutés a 1’extrait brut de la

plante. La coloration rougeatre a montré la présence de glycoside dans I'échantillon (Sheel ef al.,

2014).
3.2.2.5. Détection des triterpenes

Deux ml de chaque extrait ont été traités avec du chloroforme et ont filtré. Des filtrats ont
été traités avec peu de gouttes d’acide sulfurique concentré. L apparence de couleur jaune d’or

indique la présence des triterpénes selon la méthode standard de Tiwari ef al. (2011).
3.2.2.6. Détection des diterpénes

Deux ml de chaque extrait ont été¢ dissous dans I’eau et traité avec 3 a 4 gouttes de la
solution d’acétate de cuivre, la formation de couleur verte indique la présence des diterpenes

(Tiwari et al., 2011).
3.2.2.7. Détection des saponines

Leur détection est réalisée en ajoutant 2 ml de ’eau a 0.5 ml de chaque extrait, apres
I’agitation, si la mousse produite persiste pendant dix minutes elle indique la présence des

saponines selon la méthode standard de Tiwari et al. (2011).
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3.2.2.8. Détection des protéines

2 ml de chaque extrait ont été traités avec des gouttes d’acide nitrique. La formation de

couleur jaune indique la présence des protéines selon la méthode standard de Tiwari et al. (2011).
3.2.3. Etude de P’activité antibactérienne

Ces derniéres années, il y a eu un grand intérét pour la découverte de nouveaux agents
antimicrobiens, due a une augmentation alarmante du taux des infections avec les micro-
organismes résistants aux antibiotiques. Une des approches courantes pour la recherche des
substances biologiquement actives est le criblage systématique des micro-organismes ou des
plantes, qui sont des sources de beaucoup d'agents thérapeutiques utiles. En particulier, L'activité
antimicrobienne d'huiles essentielles et des extraits de plantes ont formé la base de beaucoup

d'applications, y compris, pharmaceutiques, médicales et agro-alimentaires (Abedini, 2013).

Les méthodes d’évaluation de I’activité antimicrobienne des extraits des plantes peuvent
étre classées en méthodes de dilution qui générent des résultats de concentration minimale
inhibitrice (CMI) et méthodes de diffusion de disque qui générent un résultat de diametre de zone

(Jorgensen et Turnidge, 2015).

L’effet antimicrobien de différents extraits de différentes parties de 1’espece Capparis

spinosa L. a été testé contre une variété de microorganismes.
3.2.3.1. Méthode de diffusion en milieu gélosé

L’¢étude réalisée par Proestos ef al. (2006) ; Rathee et al. (2010) ; Upadhyay et al. (2010) ;
Bouriche et al. (2011) ; Meddour et al. (2013); Gull et al. (2015); Tagnaout et al. (2016) ;
Benachour et al. (2020) sur Pactivité antimicrobienne des extraits ont ét¢ déterminée par la
méthode de diffusion en milieu gélosé. Cette méthode consiste a préparer d'abord 1'inoculum,
ensuite la gélose a été ensemencée par la suspension servant d’inoculum. Des disques stériles (6
mm), additionnés de concentrations croissantes d’extraits, ont été placés sur la gélose inoculée.
Les boites de Pétri ont été incubées pendant 24 heures a 37°C. Apres l'incubation, le diamétre de

la zone est mesuré en millimétre.

Les disques imprégnés de DMSO ou de I’eau distillée stérile ont été utilisées comme
témoins négatives et les antibiotiques (I'amoxycilline, la ciprofloxacine et la céfoxitine...) ont été

utilisés comme références positives pour les bactéries.
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L'activité antibactérienne a été évaluée en mesurant le diamétre de la zone d'inhibition de la
croissance en mm pour les micro-organismes d'essai par rapport aux témoins (Upadhyay et al.,
2010 ; Bouriche et al., 2011 ; Meddour et al., 2013 ; Gull et al., 2015 ; Tagnaout et al., 2016).
Benachour ef al. (2020) ont classé¢ La sensibilité¢ a 1’extrait par diametre des halos d'inhibition
comme suit: non sensible (-) pour un diametre inférieur a 8 mm; sensible (+) pour diametre 9-14
mm; trés sensible (++) pour un diametre de 15 & 19 mm et extrémement sensible (+++) pour un
diameétre supérieur a 20 mm. Alors que Proestos et al. (2006) ont estimées les zones d'inhibition
en prenant des photos des boites de Petrie avec un appareil photo SONY et traitées a 1'aide du
logiciel Impuls Vision XL 2.5. Chaque diamétre de la zone d’inhibition a été mesuré trois fois et

la moyenne a été prise.
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Figure 7. Principe de la méthode de diffusion par disque (Guinoiseau, 2010).

Sini et al. (2011); Orooba (2012); Fadlelmula ef al. (2019) ont étudié l'activité
antimicrobienne par la méthode de diffusion sur gélose. Le milieu nutritif gélose inoculé avec les
souches de bactéries ont été transférées de maniere aseptique dans chaque boite de Pétrie
stérilisée et laissé se solidifier. Dans chaque boite, des puits (6 mm de diamétre) ont été réalisés
sur la surface de la gélose et le fond des puits est obturé par une goutte de gélose pour limiter la

diffusion de I’extrait sous la gélose. Ensuite, L’¢échantillon a été placé dans les puits. Ceux-ci ont
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¢été incubés a 37 © C pendant 24 h. Des disques standards d’antibiotiques ont été utilisés comme
controles positifs et les solvants comme contréle négative. L’activité antimicrobienne a été

exprimée en termes de diametre des zones d'inhibition mesurées.

Apres le test de ’effet des extraits contre les bactéries, Sini et al. (2011) ont déterminé la
concentration minimale inhibitrice (CMI) par des dilutions en série a partir des extraits qui ont

montré une activité antimicrobienne.
3.2.3.2. Méthode de micro-dilution successive en milieu liquide

Bouriche et al. (2011) ; Mahboubi et Mahboubi (2014) ; Gull et al. (2015) ; Ennacerie et
al. (2017) ; Giiltepe et al. (2019) ; Saeidi et al. (2019) ont évalué l'activité antibactérienne des
extraits de la plante par la méthode de micro-dilution successive en milieu liquide. Cette
technique permet de déterminer deux paramétres fondamentaux, la concentration minimale
inhibitrice (CMI) et la concentration bactéricide minimale (CMB). Les deux valeurs sont définies
comme suit, La CMI est la concentration minimale d'extrait qui inhibe la croissance de 90% des
bactéries et la CMB est la concentration la plus faible de l'extrait qui laisse au plus 0,01% de

germes survivants.

Alors Ennacerie et al. (2017) ont évalué I'effet antibactérien selon le rapport MBC / MIC :
Si le MBC / MIC <4 l'effet est bactéricide, et si le CMB / MIC > 4 l'effet est bactériostatique
(Bouharb et al., 2014).

Afin de déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) d'extraits de plantes, un
volume de bouillon MH a été distribué dans tous les puits de microplaques 96 puits. Puis le
méme volume de la solution mére de l'extrait a étre testés est ajouté au premier puits de chaque
ligne a partir de laquelle une série de dilutions ont été faites. Cette technique repose sur
I’utilisation d’un émulsifiant ou un solvant dans le milieu d'essai pour assurer le contact entre les
microorganismes d'essai et l'agent de l'expérience, les plus utilisés sont tween 80, tween 20,
¢thanol et le DMSO. Chaque puits est ensuite ensemencé avec un volume de la suspension
bactérienne. Les microplaques sont ensuite incubées a 37 °© C pendant 18-24 heures. Apres
I’incubation, la mesure de la turbidité peuvent étre déterminés par I'utilisation d'un indicateur de
viabilité cellulaire (le colorant de résazurine). La plaque est alors ré-incubés pendant 10 a 30 min

al37°cC.
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> Le test a la résazurine

La résazurine est un indicateur de réduction de 1'oxydation utilisé¢ pour I'évaluation de la
croissance cellulaire. C'est un colorant bleu non-fluorescent et non toxique qui devient rose et
Fluorescent lorsqu'il est réduit a la résorption des oxydoréductases dans les cellules viable

(Sarker et al., 2007).

Pour la détermination de la concentration bactéricide minimale (CMB) le contenu des puits
dans lesquels aucune croissance n'a été observée a été récolté et ensemencés sur gélose Mueller-

Hinton a partir du puits (Yao et al., 2016).

Chaque plaque avait un ensemble de contrdles: une colonne avec de [’antibiotique
(comme : ciprofloxacine et I'amoxicilline) comme controle de croissance négative, le contrdle de
croissance positif, des puits contenant micro-organisme suspensions et du milieu de culture sans

le composé a tester (I’extrait).
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Figure 8. Représentation graphique du protocole de micro-dilution de bouillon (Pandey et al.,

2016).

Ennacerie et al. (2017) ont testé la synergie entre extraits et antibiotiques par la méthode de
diffusion sur disque. Pour ce but et aprés l'inondation des boites avec 1’inoculum, un disque
saturé de 20ul de l'extrait et deux disques des antibiotiques sont déposés a la surface de l'agar.

Pour évaluer l'effet de combinaison, 20 pl d'extrait sont ajoutés a I'un des disques de chaque
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antibiotique. Les boites de Pétri sont ensuite laissées une heure a température ambiante puis
incubées a 37 ° C pendant 18 a 24 heures. Apres incubation, le diametre d'inhibition est mesuré

en millimetres avec disque inclus.
L'interaction de l'antibiotique et de l'extrait peut produire quatre principaux types d'effets:
1. Indifférence: l'activité de I'extrait n'a aucune influence sur l'activité de 'antibiotique;

2. Addition: I'effet de I'association est égal a la somme des effets produits par chacun des agents

pris séparément;

3. Synergie: l'effet de l'association est supérieur a la somme des effets produits par chaque agent

pris séparément;

4. Antagonisme: 1'effet de la combinaison est inférieur a la somme des effets produits par chacun

des antibiotiques pris séparément (Ocampo et al., 2014).
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4. Résultats et discussions

4.1. Récolte

La composition chimique d'une drogue végétale varie avec le cycle végétatif de la plante;
les variations peuvent étre qualitatives: apparition d'un principe actif et disparition d'un autre.
Elles peuvent étre quantitatives, la teneur en principe actifs peut passer par un maximum et

décroitre ensuite rapidement (Cécile, 1993).
4.2. Séchage

Le séchage est une opération caractérisée par les transferts couplés de chaleur, de masse et

de quantité de mouvement (Gevaudan, 1989 ; Djerroud, 2010).

Le séchage des plantes a pour intéréts d’alléger le produit et de permettre sa conservation

par diminution de I’activité de I’eau (Ouafi et al., 2015).
4.3. Broyage

Le broyage est une opération unitaire visant a fragmenter un matériau pour en réduire la

taille afin de séparer les constituants (Chamayou et Fages, 2003).
4.4. Extraction avec des solvants a polarité croissante

La préparation des extraits des écorces des racines de Capparis spinosa L. est réalisée par
’utilisation d’une série de solvants a polarité croissante selon la méthode de Diallo et al., (2004).
(Ether de pétrole — chloroforme— éthanol) permettant ainsi la séparation des composés selon

leur degré de solubilité dans les solvants d’extraction.

Cette extraction a permis d’obtenir trois extraits de couleur et d’aspect différents (tableau 3)
qui sont : L’extrait Etheropétrolique (1’extrait le plus apolaires), 1’extrait chloroformique (I’extrait

le moyennement polaire) et I’extrait éthanolique (I’extrait le plus polaire)
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Tableau 3. Caractéristiques des extraits de la plante étudiée.
Extrait Couleur Aspect
Ep Vert foncé souple
Chl Marron Pateux et doux
Eth Vert foncé cireux

Les principaux composés que pourraient contenir les différents extraits préparés selon le

solvant utilisé sont présentés dans le tableau 4.

Tableau 4. Quelques composés que pourraient contenir les différents extraits préparés (Cowan,

1999).

solvants

Composés phytochimiques

éthanol

Anthocyanes -Flavones -Phenones

-saponines -Alcaloides -Terpénoides

Chloroforme

-Terpénoides

-Flavonoides

Ether

-Alcaloides
-Terpénoides
-Coumarine

-Acide gras

4.5. Calcul le rendement

Les rendements obtenus, exprimés par rapport a la masse des écorces des racines seches

mise au départ sont présentes dans le tableau (5).
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Tableau 5. Résultats des rendements par rapport a la matiere seche obtenus a partir des écorces

des racines du C. spinosa.

Extrait Rendement (%)
Ep 0.8
Chl 12.36
Eth 4.5

Les résultats présentés dans le tableau 5 ont montré que parmi les trois extraits, l'extrait
moyennement polaire (Chl) représentait le rendement le plus élevé de 12,36%, suivi de l'extrait

polaire (Eth) 4,5%. Alors que I'extrait non polaire (Ep) avait le rendement le plus faible 0,8%.

Un faible rendement dans I’extrait non polaire indique que nos échantillons contiennent une

faible quantité de molécules apolaires.
4.6. Tests phytochimiques

Le criblage phytochimique des écorces des racines de la plante étudiée a révélé la présence
de certains groupes chimiques, détectés a l'aide de réactifs spéciaux et caractérisés par des

changements chromatiques, de I’intensité du précipité et de turbidité.

La premicre évaluation de notre plante a montré son confinement a des composants

chimiques mentionnés dans le tableau ci-dessous (Tableau 6) (Voir annexe 1).
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Tableau 6. Résultats des tests phytochimiques des extraits des écorces de racines du C. spinosa

Groupe chimique Extrait Résultats des réactions en
tube
Flavonoides Ep -
Chl -
Eth ++
Alcaloides Ep +++
Chl ++
Eth +
Tannins Ep -
Chl -
Eth -
Triterpénes Ep -
Chl +++
Eth ++
Diterpénes EP +
Chl -
Eth ++
Glycosides Ep +++
Chl -
Eth ++
Protéines Ep -
Chl -
Eth +
Saponines Ep +
Chl +++
Eth +

- : Test négatif ~ ++ : Test positif ~ + : Test faiblement positif +++ : Test fortement positif
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A I’égard des résultats obtenus, la présence des flavonoides et d'alcaloides dans les écorces
des racines du C. spinosa L. est évidente, ce qui est confirmé par Khanfar et al. (2003) ;

Satyanarayana ef al. (2008) ; Mahboubi et Mahboubi (2014).

La couleur bleue n'apparait pas, cela indique l'absence des tanins dans les extraits, ce qui est
en accord avec les résultats obtenus par Sharaf ef al. (2000) ; Panico et al. (2005) ; Rajesh et al.
(2009) ; Meddour et al. (2019).

Les travaux antérieurs réalisés par Al-Said et al. (1988), ont démontré la présence des

saponines, des triterpénes et des diterpeénes ce qui comparable a nos résultats.

Arslan et al. (2010) disent que les principaux constituants du C. spinosa et de la famille des

Capparidaceae en générale, sont les flavonoides, les alcaloides, les lipides et les glycosinolates.

Les extraits polaires et moyennement polaires montrent une présence des métabolites

secondaires plus importante que les extraits apolaires.

Les tests phytochimiques montrent la présence aussi des métabolites primaires tels que les
glycosides, les protéines dans nos échantillons, le résultat est positif indiquant la richesse des

¢corces des racines en métabolites primaires.
4.7. Etude de P’activité antibactérienne

L'extrait Ep et DCM des bourgeons a fleurs, fleurs et fruits immatures du Capparis spinosa
L. possede un effet inhibiteur de la croissance bactérienne dose dépendante avec la souche
Staphylococcus aureus (Meddour et al., 2013). Ces résultats sont conformes a ceux de Gull ef al.
(2015) sur la méme souche, ou les extraits méthanolique aqueux de I'écorce de tige, des fleurs et
des racines de C. spinosa présentent des zones d'inhibition de (15.7, 23.7 et 21.7) mm

respectivement sur S. aureus.

Proestos et al. (2006) ont travaillé sur les feuilles de C. spinosa, et ils ont trouvé que cet
extrait est inactif sur E. coli mais présente une activité louche sur S. aureus. De méme les extraits
d'acétate d'éthyle et de n-butanol des feuilles ont montré une activité élevée a modérée de 10 a 30
mm contre Escherichia coli, S. aureus (Fadlelmula et al., 2019). Mahboubi et Mahboubi
(2014) ont indiqué que les extraits de racines (éthanol, méthanol et acétate d'éthyle) possedent

une activité antimicrobienne plus élevée que les extraits de fruits.
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Ces études in vitro ont montré que les extraits de C. spinosa inhibaient la croissance
bactérienne de S. aureus mais que leur efficacit¢ variait. Et la différence de potentiel
antimicrobien des différents solvants peut étre due a la différence de polarités et de produits
chimiques caractéristiques extraits par ces solvants (Sultan et al., 2009). Donc l'activité

antimicrobienne et 1'efficacité de chaque extrait est liée a ses composants chimiques.

Selon Proestos et al. (2006) qui ont ¢tudié la corrélation entre l'activité antimicrobienne
d'extraits de plantes et les acides phénoliques, Il a été constaté que les extraits contenant des

composés phénoliques et flavonoides plus élevés présentent une bonne activité antibactérienne.

En effet, les fruits de C. Spinosa contiennent plusieurs acides gras (Kusmenoglu et al.,

1997), qui peuvent servir d'antibactériens.

Mahboubi et Mahboubi (2014) montre que les extraits d'acétate d'éthyle de racines de C.

spinosa avaient une teneur plus élevée en flavonoides.

Benachour ef al. (2020) ont montré que Bacillus cereus était le plus sensible a I'huile
essentielle de C. spinosa, tandis qu'E. Coli était le plus résistant aux huiles. Et les résultats
obtenus par Bouriche et al. (2011) indiquent que, les micro-organismes a Gram négatif :
Pseudomonas aeroginosa STO1 et E. coli étaient les bactéries les plus sensibles a ’extrait, alors
que les microorganismes Gram négatifs Enterobacter cloacea, Klebsiella pneumoniea,
Salmonella Typhi et Pseudomonas aeroginosa ST02 étaient les plus résistants a l'extrait végétal.
Au contraire, un seul microorganisme gram positif; Bacillus megaterium était résistant a I'extrait.
Ooroba (2012) a également montré que C. spinosa était efficace a 100% contre les isolats Gram

positifs et a 90% contre les isolats Gram négatifs.

Ces observations sont probablement le résultat de différences dans la structure de la paroi
cellulaire entre Gram positif et bactéries Gram-négatives. D’aprés Afolayan (2003), en général,
les bactéries Gram-négatives sont plus résistantes que les Gram-positives. Les bactéries a Gram
négatif ont une membrane phospholipidique externe, ce qui rend la paroi imperméable aux
composés chimiques antimicrobiens, tandis que Les bactéries a Gram positif ont une couche de

peptidoglycane, qui est perméable a ces substances (Sharma et al., 2010).

Le calcul du rapport MBC / MIC confirme que l'extrait éthanolique préparé a partir des

boutons floraux a généralement un effet bactéricide pour tous les Gram positifs testés (S. aureus,
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Listeria monocytogenes), et bactériostatique pour tous les organismes Gram négatives (E. coli,

Klebsiella pneumoniae, Salmonelle sp) (Ennacerie et al., 2017).

Dans d'autres études, 1’extrait de dichlorométhane des bourgeons a fleurs, fleurs et fruits
immatures du C. spinosa s’est révélé actif sur E. coli et la zone d'inhibition mesurée est de 11,75

+ 0,35 avec une dose de 500 mg/ml (Meddour et al., 2013).

Ennacerie ef al. (2017) qui ont testé la synergie entre extraits et antibiotiques a I’aide de la
méthode de diffusion sur disque, ont montré que l'association des quatre extraits (extrait
éthanolique de boutons floraux, décoctat 10% des boutons floraux, extrait éthanolique des fruits
ou décoctat 10%) de C. spinosa étudiés avec des antibiotiques de la famille des béta lactamines et
des macrolides montre un effet synergique. L'hypothése générale pour expliquer le synergisme
est la déstabilisation de la paroi bactérienne. Il est possible que les composants des extraits
¢tudiés permettent une pénétration plus aisée des molécules des antibiotiques et donc leur accés a

leur cible intracellulaire (Ennacerie et al., 2017).

Des ¢études faites sur quelques especes du genre Capparis montrent que les extraits de C.
decidua et ses composants actifs a une meilleure potentielle bactéricide en comparaison avec des
antibiotiques, ils ont prouvé une inhibition de croissance trés ¢levée dans divers essais
biologiques a trés faible concentration (Upadhyay et al., 2010). En effet, la croissance
bactérienne de S. aureus, E. coli et Pasteurella multocida était inhibée au maximum par les
extraits de racine de C. decidua, S. aureus était la plus sensible. La croissance de Bacillus subtilis

n’était pas affectée par ces extraits (Gull et al., 2015). Et les extraits d'écorces de racines de C.

decidua présentent une activité contre P. aeruginosa, S. aureus et E. coli (Rathee et al., 2010).

Des études sur un autre genre de Capparis ont montré que les extraits de racines de C.
grandiflora (Ep, Chl, ethanolique et aquex) étaient efficace contre les bactéries a Gram positif (.

aureus et Bacillus subtilis) et & Gram négatif (Bacillus pumillus et E. coli) (Sini et al., 2011).

Il existe plusieurs facteurs influencant la détermination de l'activité antibactérienne
(Tagnaout ef al., 2016) comme : la partie de la plante utilisée (Natarajan et al., 2005), la méthode
d’extraction (Turkmen et al., 2007), le type et la concentration de l'extrait, la nature et la structure
chimique des molécules bioactives présentes dans l'extrait, le type des souches testées, et la

méthode  d'évaluation de lactivité antibactérienne (Cushnie et Lamb, 2011).
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Conclusion

Les plantes médicinales sont utilisées depuis l'antiquité comme agents thérapeutiques
puisque ils représentent une source précieuse de composés médicinaux ayant un potentiel prouvé
de traitement des maladies.

La résistance aux médicaments chez les bactéries est un probléme tres grave. Il est induit
en raison de I’utilisation aveugle d’antibiotiques. Alors, les médicaments conventionnels
deviennent échoués a controler 1’infection pathogéne. Cependant, les plantes sont considérées
comme une source inépuisable de substances et de composés naturels bioactifs et présentent des
effets secondaires moindres.

Le présent travail a été mené dans le cadre de la valorisation des substances naturelles de
la flore Algérienne. L’objectif a porté sur I’étude phytochimique de 1’écorce de racine de
Capparis spinosa ainsi que 1’évaluation de son activité antibactérienne.

Selon les résultats de ’analyse phytochimique qualitative, les écorces des racines de
Capparis spinosa a montré son confinement d’un groupe de composition chimique tels que : les
alcaloides, les flavonoides, et les glycosides. Cependant, I’absence des tanins.

L’activité antibactérienne des différents extraits du C. spinosa a été évaluée vis-a-vis de
différentes souches bactériennes dans de nombreuses études utilisant diverses parties de la plante,
par différentes méthodes. Les résultats de ces études montrent clairement que les extraits de la
plante sont capables d’inhiber la croissance bactérienne ; ou C. spinosa s’est révélé efficace vis-a-
vis les souches bactériennes a Gram positif : Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis et
Listeria monocytogenes.

Ainsi que, les différentes études analysées ont prouvé que C. spinosa a un effet
bactériostatique sur les bactéries a Gram négatifs : E. coli, Pseudomonas aeroginosa STO1.
Klebsiella pneumoniae, Salmonelle sp, Acinetobacter baumannii, Streptococcus epidermidis,
mais n’a pas affecté sur Pseudomonas aeroginosa ST02.

Enfin, nous espérons apporter notre modeste contribution a I’étude des plantes médicinales.

En effet, il est souhaitable noter leur importance économique et dans I’industrie pharmaceutique.
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Annexes 1

Figure 9. Les racines de Capparis spinosa
L.
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Figure 10. Détection des Alcaloides. Figure 11. Détection des Flavonoides.
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Figure 12. Détection des Glycosides.

Figure 13. Détection des Tannins.

Figure 14. Détection des Saponines. Figure 15. Détection des triterpénes.
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Figure 16. Détection des diterpénes. Figure 17. Détection des protéines.

Remarque : EP1, Chll et Ethl sont les extraits sans réactifs.

EP, Chl et Eth sont les extraits avec réactifs.
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Résumé

Capparis spinosa (Capparidaceae), dicotylédones de la classe des spermaphytes, est une plante durable
et boisée. En Algérie, l'espéce s'appelle El Kabar. L’objectif de ce travail est I’évaluation de l'activité
antibactérienne des différents extraits de cette plante.

Les extraits ont été obtenus par macération en utilisant trois solvants a polarité croissant : 1’éther de
pétrole, le chloroforme et 1’éthanol. Ces extraits ont ét¢ soumis a un criblage phytochimiques, ces tests
préliminaires réveélent la présence des flavonoides, d'alcaloides, des saponines, terpénoide et I'absence des
tanins.

Des études antérieurs sur l'activité antibactérienne par deux méthodes (diffusion en milieu gélosé et
micro-dilution) montrent que les extraits de C. spinosa présentes une activité antibactériennes contre S. aures
mais leurs efficacités variait. Les bactéries Gram-négatives sont plus résistantes que les Gram-positives. Les
extraits éthanolique de boutons floraux, décoctate 10% des boutons floraux, extrait éthanolique des fruits ou
décoctate 10% montrent un effet synergique avec des antibiotiques de la famille des bétalactamines et des
macrolides.

Les mots clés : Capparis spinosa, molécules bioactives, Activité antibactérienne.

Abstract

Capparis spinosa (Capparidaceae) dicotyledons from the class of spermaphytes, is a shurb, enduring and
woody plant. In Algeria, the species is called El Kabar. The objective of this work is to evaluate the
antibacterial activity of various extracts of this plant.

The extracts were obtained by maceration using three solvents with increasing polarity: petroleum ether,
chloroform and ethanol. The extracts were subjected to a screening phytochimique, these preliminary tests
revel the presence of flavonoids, alkaloids, saponins, terpens and the absence of tannins.

Previous studies of the antibacterial activity by the two methods (diffusion in agar medium and micro-
dilution) revealed that the extracts of C. spinosa exhibited antibacterial activity against S. aures but their
effectiveness varied. Gram-negative bacteria are more resistant than Gram-positive. Ethanolic extract Flower
buds, 10%decoctate Flower buds, Ethanolic extract Fruits and 10%decoctate extracts show a synergistic effect
with antibiotics of the beta-lactam and macrolides family.

Key words: Capparis spinosa, Bioactif molecules Antimicrobial Activity.







