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Introduction

Lesplante médicinale sont des plante qui est utilisée pour prévenir, soigner ou soulager
divers maux. Ce sont des plantes qu’ont été employées pendant des siécles comme remeédes
pour les maladies humaines parce qu’elles contiennent des composants de valeur
thérapeutique .

Aujourd’hui, les traitements a base de plantes reviennent en premier plan, car I’efficacité des
médicaments tels que les antibiotiques décroit (Harrar, 2012), les plantes médicinales
représentent une source inépuisable de substances et de composés naturels bioactifs et d’autre
part du besoin de la recherche d’une meilleure médication par une thérapie plus douce sans

effets secondaires.

Les principes actifs des plantes médicinales sontsouvent liés a leurs métabolites
secondaires, qui sont largement utilisés enthérapeutique comme agents préventifs anti-
inflammatoires, antimicrobiens,antiseptiques, diurétiques et antioxydants (Ouelbani et al.,
2016).

L'Algérie est riche en diverses plantes utilisées par nos ancétres dans divers domaines,
en particulier le domaine medical, comme le poivre noir, du nom scientifique Piper nigrum
Linnaeus .Ce fruit est considéré comme la « reinedes épices » en raison d’une part, de son
usagedans 1’industrie des épices, et d’autre part .( Djiwonou et al., 2019).

Les épices sont classées parmi les plantes médicinales. Ce sont des parties des plantes
aromatiques a la saveur forte ou des préparations, notamment des mélanges faits a partir de
ces plantes. Elles sont utilisées dans difféerents domaine, en cuisine, comme conservateur ou
colorant. Elles peuvent provenir de différentes parties de la plante, de rhizome (exemple du
curcuma et du gingembre), des fruits (fraise), des écorces (la cannelle), de feuilles (la

mélisse)de graines (la coriandre et la cardamome et lepoivre noir) (Manandhar, 1995).

L’objectif de notre travail est consacré a I’évaluation de I’activité antimicrobienne du poivre
noir (piper nigrum).
Dans le cadre de cette étude, ce mémoire est composé de deux parties.
La Premiere partie propose une mise au point bibliographique. elle est divisée en deux

chapitres.le premier chapitre est consacré a la présentation de la plante étudiée et leurs

composés phénoliques. le second chapitre traite les notions de I’activité antimicrobienne.
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Dans la seconde partie (pratique), nous avons décrit en détail le matériel végétal, et
I’étude de I’activité antimicrobienne. les résultats obtenus sont ensuite discutés, mais aussi
une analyse des articles qui portent le méme sujet de notre étude pour remplacé la partie qui
est manquée a cause de la pandémie mondiale covide 19. En fin, le manuscrit est achevé par

une conclusion génerale.



Partie Théorigue



Chapitre 1 :
Presentation de la plante
etudiee (Piper nigrum)



Chapitre 1 Présentation de la plante étudiée (Piper nigrum)

1.1. Généralités sur le poivre noir (Piper Nigrum)

Le poivre noir, est une plante médicinale précieuse. c’est 1’'une des épices les plus
utilisées et connue dans le monde. c’est une liane a feuillage persistant cultivée sous les
tropiques. L’essentiel de la production se fait en Inde et en Asie du Sud-est. les grains de
poivre sont les parties les plus exploitée de la plante. le poivre noir est utilisé en tant qu’épice
alimentaire pour sa saveur piquante et aromatique, ainsi que son pouvoir releveur de gout.
cependant il est aussi employé depuis des siecles en médecine traditionnelle en tant qu’agent

medicinal et méme en parfumerie. (Srinivasan, 2013).

1.1.1. Historique
L’histoire des épices est aussi ancienne que ’histoire de la civilisation humaine. De
nombreux textes religieux comportent des reférences sur I'utilisation du poivre. Du fait de son
inestimable valeur, cette épice a indiscutablement amené 1’humanité a parcourir la planete, et

les peuples a se rencontrer.( Ravindran et al., 2000).

e Points de repere dans I'histoire du poivre (dates approximatives) :

3000 avant J.C Decrit par I’Empereur Chinois Shen Nong comme épices et aromates
XVle avant J.C Le poivre est mentionné dans le papyrus d’Ebers

1214 avant J.C Utilisé pour parfumé et embaumé (proprietes antiputrification) le corps
momifié dupharaon
Ramses |1, les grains ont éte retrouvé dans la cavité nasale.

4e siecle avant Théophraste un philosophe grec, évoque deux types de poivres : le Piper
nigrum et le Piper longum.

J.C Ce qui laisse supposer d’éventuels échanges entre le 1’ Asie et le bassin
méditerranéen

40 aprées J.C  Rome a capturé I'Egypte et I'ancien commerce du poivre est passé sous leurs
controle.
Il est a la fois une drogue médicinale et une substance culinaire

330 aprés J.C Alexandrie devient le principal port de commerce entre les pays occidentaux
et orientaux

641 aprés J.C La prise d’Alexandrie par les arabes, ils prennent alors le contrdle du
commerce et mirent fin a celui entre Rome et ’Inde

1095-1291 Le poivre est a cette époque tres convoité et estimé. Vendu au prix de ’or,
chez lesapothicaires il devient « I’or noir ». Posséder du poivre était signe de
richesseet d’opulence.

Certaines expressions y font référence : « cher comme poivre », « payer en
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Especes(en épices) » etc.

1095-1291 Les croisades marquent la reprise du commerce avec ’orient.

1280 Marco Polo, célébre marchand vénitien a décrit en détail la culture du poivre a
Java.

Venise prend le dessus du commerce pendant plus d’un siécle

Figure 1. La récolte du poivre, illustration tirée du « Livre des merveilles » du monde
de Marco Polo (Lewis wright, 2020)

1.1.2. Description botanique de la plante

Le poivre noir est une plante vivace, assez épaisse et ligneuse qui rampe sur le sol ou
grimpe quand elle rencontre un support (tuteur, arbre). Elle peut atteindre 8 a 10 métres de
long (Baker, 2008).Les racines pénétrent en terre lorsqu’elles reposent sur le sol ou se
transforment en griffes quand elles s’appuient sur un tuteur. Les feuilles en forme d’as de
pique sont simples, ovales et vert foncé. Ses fleurs sont petites, disposees en épis allongeés,
cylindriques, serrés et pendants. L’inflorescence peut contenir plus de 150 petites fleurs de
couleur blanc jaunatre. Les fruits du poivre sont d’abord des baies vertes, puis rouges, puis
noires. En séchant, elles deviennent ridées et brun foncé. leur intérieur est gris ou jaunatre. 1ls
ne renferment qu’une seule graine. Ces fruits sont aromatiques ; ils ont une saveur chaude et

piquante (Liweiet al., 2004).
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Figure 2. Piper nigrum

1.1.3. Classification systématique

Le terme de poivre incarne ses nombreux périples a travers I’histoire.

Il dérive du sanskrit pippali (Piper longum)qui devient péperi (nénept) en grec ancien
puis piper en latin.

Les deux premiers termes durant I’Antiquité désignant une épice qui provenait d’un
poivrier mais pas forcément du Piper nigrum. L’histoire antique de ce dernier étant souvent
liée, et confondue avec celle du poivrier long. (Biological Activities of Pepper Alkaloids
2013) .

Le genre Piper selon la classification APG 1V (Angiosperms Phylogeny Group)
(Catalogue of Life - 2019) appartient a:

REONE. ... Plantae
DiVISION. ... Magnoliophyta
Classe......ccooovviiiiiiii Magnoliopsida
Ordre. .. Piperales
Famille............oooiii Piperaceae
GeNIE. .. Piper
ESPECe..cuiniiininiiiininiieininreesasnnes cune Piper nigrum


https://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A8gne_%28biologie%29
https://fr.wikipedia.org/wiki/Plante
https://fr.wikipedia.org/wiki/Division_%28biologie%29
https://fr.wikipedia.org/wiki/Magnoliophyta
https://fr.wikipedia.org/wiki/Classe_%28biologie%29
https://fr.wikipedia.org/wiki/Magnoliopsida
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ordre_%28biologie%29
https://fr.wikipedia.org/wiki/Piperales
https://fr.wikipedia.org/wiki/Famille_%28biologie%29
https://fr.wikipedia.org/wiki/Piperaceae
https://fr.wikipedia.org/wiki/Genre_%28biologie%29
https://fr.wikipedia.org/wiki/Piper_%28genre%29
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1.2. Répartition Géographique

Le poivrier noir est une liane d’habitat forestier et de climat équatorial. 1l prospére
idéalement dans une zone géographique située entre le 15éme degré de latitude nord et le
15éme degré de latitude sud. Il peut étre rencontré aussi en climat tropical mais a saison seche
plus ou moins marquée (Pham, 2007). Les principales zones de culture du poivre sont
montrées dans la figure ci-dessous:

Others

0,
Cambodia12 /°

4%
China

Vietnam
7% \ 40%

Brazil
12%

India ,
12% Indonesia
13%

Total: 523 KMT

Figure 3. Production mondiale de poivre en 2017 selon les pays en pourcentage

1.3. Composition du Piper nigrum
1.3.1. Composition génerale du Piper nigrum

En général, le poivre contient en pourcentage de la masse brute :
v' 4 a6 % de matiéres minérales
v" 40 a50 % d’amidon pour le poivre noir, et 60a 65% pour le poivre blanc

v" 5a 10% de lipides présents dans le poivre sont représentés par des acides gras
comme I’acide palmitique (16-30%) ; D’acide oléique (18-29%), P’acide
linoléique (25-35%) et I’acide linolénique (8-19%).

v" 10 a12% de protides
v" 5a10% de résine pour le poivre noir, et moins pour le poivre blanc

v 1a3% d’huile essentielle (Pham, 2007).
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1.3.2. Composition biochimique du Piper nigrum

Les investigations phytochimiques sur le Piper nigrum indiquent qu'il contient
différents types de composés phénoliques telles que les flavonoides, alcaloides, amides,
stéroides, lignanes, neolignanes, terpenes, chalcones...etc. Et parmi les composeés identifiés on
trouve : Pipéramide, Pipéramine, Pipérettine, Pipéricide, Pipérine, Pipérolein B, Sarmentine,
Sarmentosine, Retrofractamide. Pipérine est le premier composé pharmacologiquement actif
(Ahmad et al., 2012).

Le poivre est également riche en huiles essentielles avec un rendement de 10 a 35
ml/kg. (Botrel et al., 2001).

1.4. Domaines d’utilisation

Le poivre noir est caractérisé par un large spectre d’utilisation. Cette épice a la saveur
piquante se marie treés bien avec les plats de viande, les grillades, les sauces, le poisson et
autres. Comme les grains du poivre noir sont bactéricides, ils sont également excellents pour
la conservation des aliments (Menaa, 2016). Les propriétés du poivre noir sont nombreuses ;
il réchauffe, febrifuge, diurétique, stimulant digestif et utilisé dans la médecine traditionnelle
chinoise comme médicament naturel calmant. Ses substances sont également utilisees dans la
médecine ayurvédique contre le nez bouché, les vertiges et les inflammations de la peau.
(Menaa, 2016).

Pipérine, pipene, Pipéramide et le Pipéramine se sont aveérés pour posséder des
déférentes activités pharmacologiques (Ahmad et al., 2012). Ces composés montrent une
gamme de propriétés physiologiques, telles que les effets anti-inflammatoires, antioxydants et

antimicrobiens (Ayyad, 2014).
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Face au probléme posé par les résistances des microorganismes auxantibiotiques
classiques, il y a un besoin impérieux de renouvellementconstant des principes actifs
(Mwambete, 2009). Ces molécules recherchéesdoivent posseder diverses autres propriétés

chimiques et utiliser de nouveauxmécanismes d’action contre ces microbes pathogenes

(Mada et al., 2013).

Les plantes médicinales restent la source la plus importante de moléculesentrant dans la
composition des médicaments pharmaceutiques (Marin et Chrestin, 2007). Il devient donc
logique de continuer ou méme d’intensifierla recherche dans cette direction sachant que les
plantes restent une sourcequasi inépuisable de biomolécules. La rationalité industrielle trouve
dans cette démarche une base d'innovation pour la mise au point de médicamentsnouveaux
qui peut étre source de gain de temps dans les processus de recherche et développement
(Chominot, 2000). En plus actuellement uneattention particuliere est portée vers les

médicaments et produits d’origine

naturelle (Biswas et al., 2013).

2.1. Infection microbienne

Les infections microbiennes sont causées par différents micro-organismes et sont la
cause des maladies les plus fatales et des épidémies les plus répandues .(Ben Abdallah et
al.,2019).

Les infections microbiennes sont des inflammation et des dommages tissulaires
causéespar les bactéries pathogenes, les virus, les parasites ou les champignons (Page et al.,
1999)..Les bactéries pathogénes sont capables d’envahir 1’organisme et de s’y
multiplier,généralement dans un site privilégié, pour cela elles ont besoin d’armes offensives
leurpermettant de franchir les barriéres anatomiques, le plus souvent les muqueuses,
etéventuellement d’agresser 1’hote par la libération de substances nocives ou des toxines.
Eneffet, les infections bactériennes peuvent étre transmises par différentes voies qui
sont,fréquemment, les voies transcutanées, digestive au cours I’ingestion d’eau ou
d’alimentscontaminées, par voie aérienne, conjonctivale ou génitale(Nauciel et vilde,

2005).0u atravers les trous dans les feuilles ou les coupures dans la tige de la plante.

2.2. Agents antimicrobiens
Leterme agent antimicrobien désigne toute substance utilisée pour détruire les
microorganismes ou empécher leur croissance, y compris les antibiotique et autres agents

antibactériens , antiviraux , antifongique et antiparasitaires ( Adkhis et al. ,2015).
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2.2.1. Agents antibactériens
2.2.1.1. Notion du bactériostatique et du bactéricide

Quand I’ATB inhibe seulement la croissance des bacteries, on parle ici de I’effet
bacteriostatique, mais lorsque ’ATB provoque la mort des bacteries on parle de I’effet

bactéricide (Haddouchi et al., 1999).

a. Effet bactériostatique
C’est une activité bactérienne au cours de laquelle i1l ne se manifeste aucune
destructionbactérienne, on remarque une inhibition de la croissance bactérienne, croissance

qui reprenddes que la substance disparatt.

En limitant la croissance bactérienne, la molécule permet aux défenses naturelles

del’organisme d’entrer en jeu sans etre depassees.

L’effet bacteriostatique d’une molecule est evalue par la concentration minimale
inhibitrice.Pour une souche donnee, la CMI est la plus faible concentration inhibitrice

d’antibiotiquepour la quelle il n’a plus des germes microbiens visibles (Muanda, 2010).

b. Effet bactericide
C’est un effet qui se manifeste par une acceleration de la mort des bacteries
auxconcentrations d’ATB utilisees In vivo ou in vitro; s’il persiste moins de 0,01% de

survivantsapres 18 h de culture (Muanda, 2010).
2.2. Agents antifongiques

Les champignons pathogénes constituent les principaux agents infectieux chez
lesplantes, en causant de nombreuses altérations particulierement dans les légumes et les
fruits.En effet, Il s’agit d’une grande variété de germes fongiques qui peuvent effectuer
desproblemes liés a 1’aspect organoleptique, durée de conservation limitée et
caractéristiques(Agrios, 2004). Plus les infections fongiques systémiques ou profondes ne
deviennentfréquentes en nombre mais aussi en diversité des espéces incriminées, et en
gravité. Cesinfections sont la cause d’une importante morbidité et conduit parfois a la
mortalité (Chavante, 1997). Il s’agit d’infections invasives et sévéres qui se diffusent dans le

corpsprovoquant une atteinte grave d’un ou plusieurs organes.

Les substances antifongiques sont utilisé alors dans trois domaine en
thérapeutiquehumaine et vétérinaire (antifongiques systémiques ou topiques), dans I'industrie

alimentaire (conservateurs) et en alimentation animale, pour la prévention et le traitement
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desatteintes fongiques des plantes, du bois de construction ou d'autres matériaux .En effet,les
antifongiques d'origine microbiologique utilisés actuellement en clinique sontessentiellement
de structure polyénique, notamment I'amphotéricine B et la nystatine (Bastide et al., 1986) .

Le mode d’action des agents antifongiques sont envisagés sur le tableau 2 ci-dessous.

Tableau 1.Mode d'action des substances antifongiques (Florence et al .,2010)

Agent antifongique Mode d’action
Amphotéricine B Complexe avec I’ergostérol et altération de perméabilité
désoxycholate (Fungizone) membranaire

Amphotéricine B liposomale

(Ambisome) Formulation liposomale d’amphothéricine B

Amphotéricine B complexe

lipidique (Abelcet) Complexe phospholipidique d’amphotéricineB

5-fluorocytosine (Ancotil) Perturbation de la synthése d’ADN de la synthése protéique

Blocage du cyt P450 et de la C14 lanostérol déméthylase

inhibant alors la synthése de I’érgostérol membranaire
Itraconazole (Sporanox)

2.3. Antibiothérapie
Sont des traitement d'une affection par un médicamentantibiotique.

Le principe thérapeutique des infections microbiennes base sur 1’usage des
antibiotiques. La prescription a grande échelle et parfois inappropriée de ces agents peut
entrainer la selection de souches multirésistantes d’ou I’importance d’orienter les recherches
vers la decouverte de nouvelles voies qui constituent une source d’inspiration de nouveaux

médicaments a base des plantes (Billing et Sherman, 1998).

2.3.1. Antibiotiques (ATB)
Un antibiotique est une substance antmicrobienne d'originebiologique, c'est a dire

produite par desmicro-organismes(champignons microscopiques et bactéries) ou de synthese
chimique et qui est capable d'inhiber la multiplication oude détruire d'autres micro-

organismes, par exemples :
v La Pénicilline est produite par un champignon "penicillium notatum".

v Le Chloramphénicol est un antibiotique de synthése chimique.
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2.3.2. Caractére des antibiotiques
v'Activité antibactérienne (spectre d'activité) .

v Toxicité sélective (mode d'action).
v'Activité en milieu organique (pharmacocinétique).
v Bonne absorption et diffusion dans I'organisme.( Yalaet al ., 2001 )

2.3.3. Mode d’action des antibiotiques

Les cibles des antibiotiques sont impliquées dans les fonctions physiologiques
oumétaboliques de la bactérie. Les antibiotiques peuvent inhiber la biosynthése des
acidesnucléiques (ADN et ARN), mais leurs cibles principales sont la paroi cellulaire et
leribosomes bactériens (Singh et Barrett, 2006).

Inhibition de la Inhibition de la Inhibition de la synthése
synthése de laparoi  synthése des ARN des protéines

[
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X
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- Transcription Traducnon
Inhibition de la lbosome Protéine
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Réaction enzymatique
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S+E~ES~ E+P

A

’
¢

'
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1
1
. . . oo “ . .
Désorganisation de la Inhibition de réactions
structure membranaire du métabolisme

Figure 4.Les mécanismeset le mode d'action de l'antibiotique

2.4. Mécanismes de résistance des microbes

Un probléme d’importance croissante en pratique médicale est la résistance bactérienne
auxagents antimicrobiens. En effet, un espoir avait suscité [’apparition de bactéries
devenuesrésistantes avec 1’apparition des premiers antibiotiques, les sulfamides en 1935 puis
lapénicilline (Lemaoui et al., 2017). Cela fait appeler I’évolution d’autres antibiotiques qui
sontutilisés ultérieurement tels la streptomycine, le chloramphénicol, la tétracycline
etérythromycine (Vaubourdolle, 2007). Cette résistance soit naturelle liée a la

patrimoinegénétique de bactéries elles-mémes et présente chez tous les membres d’une méme
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espéces oud’un méme genre bactérien (Nauciel et Vildé, 2005), soit acquise due a
l’acquisition de geénesétrangers de résistance pouvant provenir de la méme espece ou
d’especes bactériennesdifférentes et les transmis par des éléments génétiques mobiles tels que
les plasmide, lestransposons, les phages et les intégrons ou a des mutations chromosomiques
(Garcia-Ruiz et al., 2008 ; Kempf et Zeitouni., 2009) . Dans ce contexte, les mycoses peut
étre considérer comme des maladies infectieuse trés contagieuses due au développement de
champignonspathogénes qui touchent différents tissus et organes chez 1’animalou chez les

végéetaux (Guillot,1999).
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Le but de ce travail est 1’étude de ’activité antimicrobienne de I’extrait organique de
poivre noir« Piper nigrum ».

3.1. Matériel

3.1.1. Poivre noir « Piper nigrum »

Le matériel végétal qui est le poivre noir a été acheté au marché. En veillant sur ’odeur

forte et la couleur éclatante caractéristique de poivre noir.

Figure 5. Grains de Poivre noir

3.1.2. Souches microbiennes testées

Afin d’évaluer aussi bien I’effet antibactérien que I’effet antifongique des substances a
tester, différentes souches microbiennes de référence ont été choisies comme cibles pour
mener le test d’activité antimicrobienne. Il s’agit de deux souches bactériennes (a Gram+ et

aGram-) et deux souches fongiques (une levure et une moisissure).

3.1.2.1. Souches bactériennes
Les souches bactériennes utilisées pour tester I’activité biologique d’extrait organiquede

poivre noir ¢’estBacillus cereus et Eschérichia coli .

Avant utilisation, les bactéries sont sub-cultivées d’abord en stries sur milieu Muller

Hinton Agar puis en Bouillon de Muller Hinto.
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Tableau 2.Les souches bactériennes utilisées pour tester I’activité biologique d’extrait

organiquede poivre noir

Souches bactériennes Le gram La forme Type de respiration
Bacillus cereus Gram + Bacille Aéro-anaérobie
Eschérichia coli Gram - Coccobacille Anaérobie facultative

3.1.2.2. Souches fongiques

Les souches fongique utilisées pour tester I’activité antifongiques desextraits de poivre
noir ¢’est Candida albicans et Aspergillus niger.,. Ces souches ont été conservées puis
revivifiées sur le milieu Sabouraud, le milieu Mueller Hinton Agar (MHA) a été utilisé pour

la détermination de leurs diamétres des zones d’inhibitions(Kanoun et al., 2015).

Tableau 3.Les souches fongique utilisées pour tester I’activité desextraits de poivre

noir

Souches fongiques Type de champignon | Forme de champignon La maladie

causale
Candida albicans Levure Ovalaires ou rondes Candidose
Aspergillus niger. Moisissure Filamenteux Aspergillose

3.1.3. Disque d’antibiotiques
Le disque utilisé comme témoin positif contre Bacillus cereus et Escherichia coli est

imprégné de I’antibiotique aminopeniciline.

3.2. Méthodes
3.2.1. Préparation de I’extrait organique

Tout d’abord, les graines ont été nettoyées a I’eau courante, séchées a la température
ambiante a I’abri de la lumiére pendant 15 jours, puis conservées dans une étuve a 45°C

durant 3 jours, pour éviter I’oxydation.

Les graines séchées ont été réduites en poudre avec un broyeur électrique, et conservées

dans des bocaux en verre hermétiqguement fermés.

14




Chapitre 3 Matériel et méthodes

Figure 6.Poudre de Poivre noir

La préparation des extraits organiques bruts est effectuée par :

Epuisement successif de poudre végétal au soxhlet par des solvants organiques
(Nikiema et al.,2005).

Les extraits ont été ensuite concentrés sous pression réduite a sec et a une température

de 50°C a I’aide d’un évaporateur rotatif.
Les résidus formés ont été conservés a 4°C pour utilisation ultérieur.

3.2.2. Détermination du rendement des extraits secs

Le rendement est la quantit¢ d’extrait obtenue a partir de la poudre végétale. Il est
exprimé en pourcentage ou sans unité. En pratique, on a fait le rapport de la masse de I’extrait
sur la masse de la poudre végétale qui a servi pour I’extraction qu’on a multiplié par 100. Ceci

se traduit par la formule suivante :

r = (mx100)/M

(r : rendement d’extraction ; m : masse de ’extrait sec ; M : masse de la poudre)(Djenebet
al., 2016).

3.2.3. Tests phytochimiques
Les composés chimiques sont déterminés par une étude photochimique qui consiste a

caracteriser les différentes catégories de molécules existantes dans les graines de la plante.

15



Chapitre 3 Matériel et méthodes

Ces derniéres vont servir a obtenir des principes actifs utilisés comme agents thérapeutiques
(Bruneton, 1999).

3.2.3.1. Détection des polyphénols
a. Détection des tanins

Les tanins sont mis en évidence a partir de 1 ml d’extrait placé dans un tube en présence
de quelques gouttes de FeCI3 (1% préparé au méthanol). Aprés agitation de ’extrait, la

couleur vire au bleu noir en présence de tanins (Karumiet al., 2004).
b. Détection des coumarines

Les coumarines sont révélées a partir de 5 ml d’extrait placé dans un tube porté a
¢bullition jusqu’a I’obtention d’un volume de 1 ml, ce volume est ajouté a 1ml d’eau chaude.
Apres I’agitation, le volume total est devisé en deux volumes, 1’un sert de témoin et ’autre est
ajouté a 0.5ml de NH4OH (10%) puis examiné sous lampe UV. L’émission de la fluorescence

indique la présence des coumarines (Bruneton, 1999).
c. Détection des anthocyanes

Les anthocyanes sont détectés en plagant 5 ml d’extrait dans un tube auquel en ajoute
15ml d’H2S04 a (10%) (milieu acide), apres agitation, le mélange est ajouté a 5 ml NH4OH a
(10%) (milieu basique). La présence d’anthocyanes est affirmée par une coloration bleu-

violacée en milieu basique (Bruneton, 1999).
d. Détection des flavonoides

Un mélange de 3ml de I’extrait + 4 ml chlorure d’aluminium (1% méthanol),

I’apparition de la coloration jaune foncé indique la présence des flavonoides (Khan et al.,

2011).
e. Détection des anthraquinones

Pour la détection des anthraquinones, 10 ml d’extrait sont ajoutés a 5 ml de NH4OH a

(10%). Apres agitation, I’apparition d’un anneau rouge indique la présence d’anthraquinone

(Oloyede, 2005).
f. Détection des saponosides

Pour la détection des saponosides, 10 ml d’extrait placé dans un tube a essais sont agités
pendant 15 secondes puis déposés durant 15 minutes. Une hauteur de mousse persistante,

supérieure a 1 cm indique la présence de saponosides (Koffi et al., 2009).
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3.2.3.2. Détection des terpénes
a. Détection des stéroides

Les stéroides sont révélés apres addition de 5 ml d’anhydride acétique a 5 ml d’extrait a
chaud. Le mélange est ajouté a 0,5 ml d’acide sulfurique concentré. Aprés agitation
I’apparition, a I’interphase, d’un anneau pourpre ou violet, virant au bleu puis au vert, indique

une réaction positive (Bruneton, 1999).

3.2.3.3. Détection des alcaloides

Les alcaloides ont été caractérisés a partir des réactifs de Mayer ou Wagner. 10 ml
d’extrait sont évaporés jusqu'a I’obtention d’un volume de 0,2ml, sur lequel 1,5 ml de HCI a
(2%) sont ajoutés. Apres agitation de la solution acide, 1 a 2 gouttes du réactif de Mayer ou
Wagner sont ajouté. L’apparition d’un précipité blanc jaunatre ou brun indique la présence

d’alcaloides (Mojab et al., 2003).

Toutes les expériences des tests phytochimiques sont réalisées en triplicata pour vérifier

la reproductibilité des résultats.

3.2.4. Dosage des polyphénols totaux
La teneur en polyphénols totaux des extraits des plantes a étédéterminée par la méthode

de Manian et al. (Manian et al.,2008) utilisant leréactif de Folin—Ciocalteu.

Dans des tubes a essais on introduit un volume de 50 ul dechaque extrait, 450 pul d’eau

distillée puis 250 ul de FolinCiocalteu dilué 2 fois est rajouté. Le mélange est agité au

vortex. Apres 5 min, 1,25 ml de carbonate de sodium(20 %) est additionné. Les tubes

sont agités et conservés al’obscurité pendant 40 min.

L’absorbance est mesurée a 725 nm a I’aide d’un spectrophotométre. Une courbe
d’étalonnage a différente concentrationd’acide tannique a été préparée. Les teneurs en
polyphénolstotaux dans les extraits sont exprimées en pg équivalentd’acide tannique par mg
d’extrait (EAT/mg).

3.2.5. Activité antibactérienne
3.2.5.1. Méthode des disques

Dans cette méthode, un tapis de la souche indicatrice est réalise sur la surface
d’unmilieu solide, ensuite des disques d’antibiotiques ou des autres agents antimicrobiens
sontdéposés sur le tapis bactérien. Aprés incubation, les boites sont examinées pour la

présencedes zones d’inhibition (Bereckaet al., 2009).
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3.2.5.2. Technique de diffusion en puits
Verser 10 ml du milieu Muller Hinton Agar sont coulés dans desboites de Pétri stériles
et laissés refroidir. Apres solidificationdu milieu, des puits de 6 mm de diametre sont réalisés.

A partir des cultures bactériennes de 24 h, des dilutionsdans I’eau peptonée (0.01%)
sont effectuées, 100 pl de ladilution 106 bactéries est ensemencée a la surface. les puitssont
ensuite remplis par 20 pl de I’extrait (50 mg/ml) a tester. les boites sont ensuite incubées a 37
°C pendant 24 h.

L’activité antibactérienne des extraits est révélée parl’apparition de zones d’inhibition
autour des puits, les diametresdes zones d’inhibition formés autour des puits ont étémesurés
en millimétre.

3.2.5.3. Technique de micro-dilution
a. Détermination de CMI

La méthode de micro-dilution (Ismaili H et Milella L ,2004) est utilisée avec quelques
modifications pour déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI). Des séries de
dilutions allant de 0.75 a 24 mg/ml dans le Bouillon Muller Hinton (MHB) et le tween 80 sont
préparées. Dans chaque puits d’une plaque a 96 puits, on dépose 20 ul de la souche
bactérienne (107 UFC/ml), 80 pl du Bouillon Muller Hinton et 100 pl d’une dilution d’extrait
déja préparee. Ainsi les dilutions sont réduites en moitié et passent de 0.75 - 24 mg/ml a 0.375

— 12 mg/ml.

Les puits servant de controle négatif ne contiennent pas d’extrait, et ceux servant de
controle positif contiennent I’extrait sans bactérie. Les plaques sont ensuite incubées a 37 °C

pendant 18 h.

Pour la révélation de la CMI, 5 pl de la résazurine 0.01% (w/v) sont ajoutés a chaque
puits. La CMI correspond a la plus petite concentration de 1’extrait qui ne produit pas de
changement de coloration de la résazurine, et qui correspond a I’absence de la croissance

bactérienne (Mann et Markham, 1998).
b. Détermination de CMB
La CMB est la concentration minimale de I’extrait capable de tuer I’inoculum.

Elle est déterminée par ensemencement des aliquotes de 10 pl prélevés a partir des puits

ou on n’a pas eu de changement de la coloration de la résazurine, sur le milieu Muller Hinton
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Agar (MHA), et la CMB correspond a la plus petite concentration qui ne donne aucune
subculture. (Barchanet al., 2015) .

3.2.6. Activité antifongique
L’étude antifongiques a consisté a déterminer des parametres antifongiques (CMI et
CMF) de I’extraitobtenu. (Moroh et al ., 2008) .

3.2.6.1. Méthode de diffusion de disque sur gélose

Apres le contrdle de pureté des souche fongique testées, les suspensionsde poudre
végetale ont été préparées dans 10 ml de solution de Tryptone-sel (Roques et al .,2002).
Elles ont été passées par lasuite au vortex pendant 3-5 min (Ponnusamy et al.,2010) , la
culture de 24 heures obtenue par un ensemencement sur gélose Sabouraud et incubation a
30°C. Cette opération nous a permis de prélever les colonies purifiées résultantes puis les
remettre dans une solution de Tryptone-sel afin de préparer la suspension fongique.Cette
derniére a été bien homogénéisée et son opacitéa été équivalente a 0,5 Mc Farland (106
cellules/ml) a unetransmission optique de 530 nm (Amoo et al.,2009).

Pour la détermination des zones d’inhibitions, un ensemencementdes souches testées a
été effectué dans les15 min qui ont suivi la préparation de I’inoculum par étalementsur boites
de Pétri, contenant au préalable 10 ml de lagélose Muller Hinton solidifiée et sechée
(I’'inoculum) pendant10 min. Par la suite, et a I’aide d’une pince, des disquesen papier stériles
de 6 mm de diamétre(Kirby—Bauer,1996) ont été imprégnésavec 10 ul (500 pg/disque)
d’extrait organique apartir d’une solution mére de 50 mg/ml dans le DMSO a10% stérilisé¢ a
travers un filtre millipore de 0,45 pm de diamétre.Ces disques ont été déposés a la surface de
la gélosecontenue dans des boftes de Pétri, pendant 30 minutes a latempérature du laboratoire
pour permettre une meilleure diffusionde I’extrait avant I’incubation a 30°C. Aprés 48 h,
lesdiamétres des zones d’inhibitions de la croissance fongique ont été mesurés (Al-Zoreky,
2009).

3.2.6.2. Détermination de CMI et fongicide CMF
La concentration minimale inhibitrice (CMI) correspond a la plus petite concentration

de la substance antifongique pour laquelle aucune croissance microbienne n’est observée

aprées 48h pour les levures et moisissures (Martini et Eloff, 1998).

La concentration minimale fongicide (CMF) correspond a la plus faible concentration
en agent antimicrobien capable de tuer plus de 99,99 % de I’inoculum microbien initial (soit

moins de 0,01 % de survivants) (Degryse, 2008).
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La concentration minimale létale (fongicide) est déterminée par un repiquage d’un
inoculum a partir des boites de la CMI sur un milieu gélosé. Aprés une incubation & 30°C
pendant trois jours, la CMB/CMF est déterminée par I’observation de la présence ou non
d’une subcroissance microbienne. La CMB/CMF correspond a la plus petite concentration de

I’agent antimicrobien testée pour laquelle aucune subcroissance n’a été observée.
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Chapitre 4 Résultats et discussion

4.1.Résultats de rendement
Tableau 4.Les résultats de rendement de 1’extrait organique de Piper nigrum.

Parameétre Premier rendement Deuxiéme rendement
0)
en (%) en (%)
EO
Extraits organiques 25.40 29.76

4.2. Résultats des tests phytochimiques
La phytochimie qualitative est basée sur des réactions colorées ou des précipitations par

des réactifs chimiques spécifiques réalisées sur ’extrait organique de Piper nigrum.

Le résultat de ce criblage phytochimiques est resumé dans le Tableau 05, qui révéle la
présence ou I’absence d’un groupe de métabolite secondaire. Effectivement 08 groupes de
composes bioactifs sont : tannins, coumarine, anthocyanes, anthraquinone, flavonoides,

saponines, alcaloides et stéroides.

Tableau 5.Résultats des teste phytochimiques de I’extrait organique de Piper nigrum

Groupe chimique Extrait organique

Polyphénols | Tannins ()
Coumarines ()

Anthocyanes ()

Flavonoides (&)

Anthraguinone (+)

Saponosides (+)

Terpénes Stéroides (+)
Alcaloides | Alcaloides ()

(-): Absence (+): Présence
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Les résultats obtenus la présence des Polyphénoles sous forme des Tannins, et
Anthraquinone, et des Saponosides avec 1’absence d’Anthocyane et Coumarine ; La présence

des terpénes sous forme des stéroides dans la composition d’extrait organique du poivre noir.

Les résultats de ce criblage phytochimiques indiquent aussi I’absence d’alcaloides dans

la composition d’extrait organique du poivre noir.(Bruneton, 1999).

4.3. Teneur en polyphénols totaux

L’extraction avec des solvants, utilisée dans ce travail, permet de séparer les composés
d’une poudre végétale selon leur degré de solubilité. La plupart des effets pharmacologiques
des plantes sont attribués a leur richesse en polyphénols.

Les taux de polyphénols totaux enregistrés dans 1’extraits organique del’especes Piper

nigrumetudiées sont resumeés dans la figure 7.
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Figure 7. Taux de polyphénols de I’extrait organique de Piper nigrum en pg EAT/mg.

D’aprés ces résultats on constate clairement que le taux de polyphénols de
I’extraitorganique ont présenté taux plus élevés (280 ng EAT/mg) ( Lee et al.,2007).
4.4. Evaluation de I’activité antimicrobienne

4.4.1. Activité antibactérienne
4.4.1.1. Méthode des disques

L’action antimicrobienne autour des puits imprégné de I’agent antimicrobien étudié. Le

diametre des zones d’inhibition autour despuits détermine ’action antimicrobienne.

Selon les intervalles des zones d’inhibition établis par De Billerbeck (2007), I’activité

antimicrobienne des extraits ou des composés purs est classée selon le diamétre de la

22



Chapitre 4 Résultats et discussion

Zone d’inhibition () comme suit :
v" Souche résistante (& < 6 mm)

v" Souche intermédiaire (@ < 13 mm)

v" Souche sensible (@ > 13 mm)

Figure 8.Image illustrant ’effet des antibiotiques témoins sur les deux souches

bactériennes: (A) B. cereus ; (B) E. coli

Les antibiotiques Aminopeniciline et Cephalosporine (temoins positifs). Les résultats
ainsi obtenus sont illustrés dans la figure 8. Les antibiotiques utilisés présentaient des zones

d’inhibition de 14 mm sur E. coli et de 25 mm sur B. cereus .

La comparaison des diamétres de la zone d’inhibition obtenus avec B. cereus (15 a 30
mm) et E. coli (15 a 25 mm) permet de relever une différence de 5 mm, ceci permetd’affirmer

la sensibilité plus élevé de B. cereus par rapport a E. coli. (Bouhadidet al ., 2006) .

4.4.1.2. Technique de diffusion en puits
En fonction des diamétres des zones d’inhibition des bactéries testées on a classé
I’extrait en deux catégories : ceuxfaiblesactivité, et ceux a forte activité antibactérienne

tableau 6.
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Tableau 6.Activité antibactérienne del’extrait organiquetesté vis-a-vis les souches

bactériennes.

EO
Extrait organique
Bactérie
Eschérichia coli +
Bacillus cereus ++
(+) :Faibles inhibition (++) : Forte inhibition

Selon les résultats obtenus on a constaté que les diametres des zones d’inhibition varient
en fonction de I’extrait et de la souche testée. La souches Gram (+) se sont montrées sensibles
vis-a-vis de I’extrait organique avec des diametres supérieures a 12 mm. Alors que le souches
Gram (-) se sont montrées résistantes contre 1’extrait organiqueont pratiquement manifesté les

plus faibles activités en induisant des diameétres inférieurs a 8 mm (Hambaba et al.,2008) .

4.4.1.3 . Détermination des valeurs de CMI et CMB
Les résultats de 1’évaluation des CMI et CMB résumés dans le tableau 7. A partir de
ces résultats, on remarque que les extraits ayant induit une importante zone d’inhibition

présentent les plus faibles valeurs de CMI sur les germes .

Nos résultats sont en accord avec un grand nombre d’études déja faites et qui montrent
que les extraits aqueux sont moins efficaces contre les bactéries que les extraits

organiques.(EI-Amraoui et Biard, 2010).
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Tableau 7. Concentration minimal inhibitrice (CMI) et bactéricide (CMB) de I’extrait

Organique mg/ml.

Bactérie Eschérichia coli Bacillus cereus
EO CMI CMB CMI CMB
(mg/mil) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)
Extrait
Organique 12 >12 1.5 3

Le souche Gram (+) ont montré des valeurs de CMI plus faibles que celles enregistrées
par le souche Gram (-). Cela confirme la sensibilité des souches Gram (+) testées par rapport
a Gram (-) Dans la présente étude, le test de diffusion en puits a démontré que les souches
Gram (+) testées sont plus sensibles que les souches Gram (-). Ces résultats ont été confirmés
apres la determination des CMI par le test en milieu liquide. Nos résultats sont en accord avec
plusieurs études. En effet, il est connu dans la littérature que les souches Gram (+)
représentent une sensibilité toujours supérieure a celle des bactéries Gram (-) (Cosentino et
Tuberoso 1999) Ceci est di principalement a la différence de la structure de la paroi
cellulaire entre les Gram (+) et les Gram (-) ( Ali-Shtayeh et Yaghmour, 1998). Par ailleurs,
d’apres ce qu’est rapporté par Basli et al. la paroi des bactéries Gram (+) est riche en protéines
tandis que chez les souches Gram (-), elle est surtout composeée en lipopolysaccharides (LPS),
la membrane extérieure de ces dernieres constitue une barriere efficace a la diffusion des
molécules antibactériennes. Le LPS, grace a ses charges négatives de surface, empéche la
diffusion des molécules hydrophobes, et les protéines excluent le passage des molécules
hydrophiles de poids moléculaire élevé. Alors que les bactéries Gram (+) sont moins
protégées contre les agents antibactériens, le peptidoglycane n’entrave que la diffusion des

molécules supérieures a plus de 50 000 D (Hogan et Kolter, 2002).
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4.4.2. Activité antifongique
4.4.2.1. Méthode de diffusion de disque sur gélose

Tableau 8. Diamétres des zones d’inhibitions de la croissance fongique obtenus par

I’extrait organique de poudre végétale de Piper nigrum (moyenne técart type).

Souches fongique
Candida albicans Aspergillus niger
EO

Extraits
Organique 18+0 11+0

Ces résultats ont suggéré aussi que 1’activité antifongique de I’extrait n’est pas fonction

du rendement d’extraction .

C’est ainsi que les resultats obtenus ont montré que C. albicansétait la souche

sensiblepar rapport a Aspergillus niger.

4.4.2.2. Détermination de la CMI et CMF de I’extrait étudiés
La présence des flavonoides et des tanins comme les gallotanins, 1,2,4-tri-O-galloyl-p-
glucopyranose et 1,3,4-tri-Ogalloyl- B-glucopyranose dans le poudre Piper nigrum peut étre

responsable de différentes activités biologiques comme I’activité antifongique.

Tableau 9.Valeurs de CMI et CMF des souches fongiques testées avec I’extrait

organique de poudre végétale de Piper nigrum

Souches fongique Candida albicans Aspergillus niger
CMI CMF CMI CMF
EO (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)
Extraits 1,56>CMI>0,78 >1,56 3,125>CMI>1,56 >3,125
Organique

Par ailleurs plusieurs métabolites de espéces de plantes, y compris les alcaloides, les
tanins et les stérols, sont responsables des activités antifongique (Leven et al., 1979).
Toutefois, dans leur mode d’action, les tannins peuvent s’accrocher sur la membrane

cellulaire des micro-organismes grace a leur capacité de précipiter les protéines.
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Ces activités antifongiques des différents extraits peuvent s’expliquer par 1’existence
des composeés biologiquement actifs. Les extraits contiennent, entre autres des flavonoides,
des flavanes, des saponines et des anthocyanes. Ces composés ont été identifies comme
produits antimycotoxiqueset/ou antifongiques. En effet les saponines se sont montrées

¢galement capables d’inhiber la croissance fongique (Turner et al.,1975)

Le mécanisme de résistance des levures aux antifongiquesquedans ce cas, les extraits est
di généralementa 1’ergostérole, principal constituant de la membrane fongique. Par contre

leurs sensibilités étaient dues a :
v'la formation des complexes insolubles
v’ TDaltération de la perméabilité cellulaire
v P’inhibition de la synthése protéique par incorporation del’ ARN
v P’inhibition de la synthése d’ADN(Boiron,1996).

Ces perturbations cellulaires conduisent a I’altération de la paroi du filament fongique.
Tout cela pourra vraisemblablement expliquer la sensibilité des souches de C. albicans,
testées. L’efficacité d’un extrait dépend de sa concentration, de la plante a partir de laquelle il
est issu et de la souche testée. L’activité d’une substance végétale dépend de plusieurs

facteurs dont le mode d’extraction et la concentration en principe actif (Wagner et al., 1996 )

L’activité antimicrobienne de nos extraits pourrait s’expliquer par la présence d’un/ou
plusieurs constituants bioactifs a 1’image des phénols, acide phénolique, tanins, quinones,

flavonoides et coumarines (Das et al., 2010).
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Conclusion

Les propriétés thérapeutique restent toujours le facteur déterminant de la valeur des
plantes médicinales, qui représente la source inépuisable des substancesbioactives et

composé naturels tel que les métabolites secondaire.

Ce travalil était basé surl’étude de [l'activité antimicrobienne de I’extrait organique du
poivre noir ou scientifiquement appelé Piper nigrum vis-a-vis des bactéries et champignons
pathogénes, dontl’extrait posséde un rendementde 29.76%o et les résultats de dosage présenté

un taux de polyphénols plus élevés dans I’extrait (280 pg EAT/mg).

Sur le plan phytochimique, les résultats montrent que les quatre extraits organiques du
poivre noir sont riche en métabolites secondaires ; Stéroides, Tannins, Flavonoides, Saponines

et montre I’absence d’ Anthocyanes, alcaloides.

Concernent ’activité antimicrobiennes, I'extrait organique du poivre noir a montré une
activité antibactérienne plus élevé sur B. cereus par rapport E. coli .alorsqu’une grande

efficacité contre la souche fongique C. albicans par rapport la souche A.niger

Une étude in vivo est souhaitable, pour obtenir une vue plus approfondir sur I’activité
antimicrobienne de cette plante.Cela nous ouvrira la voie pour trouver une nouvelle voie dans
le traitement de nombreuses maladies, telles que:maladies inflammatoires chroniques

(arthrose et compagnie), maladies cardiovasculaires et cancer.
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Groupes chimiques Extrait organique

Tannins

Saponosides

Stéroides

Flavonoides

Anthragunone

Annexe 1.:Les tests phytochimiques
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Annexe 2.: Photos illustrant I’ensemble des étapes effectuées pour la méthode
des puits
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Résumé

Notre travail vise a étudier I’évaluation de l'activité antimicrobienne de 1’extrait
organique du poivre noir« Piper nigrum » sur certains microorganismes pathogénes, ou
I’extrait organiques ont été préparés avec un rendement de 29,76 %, et le résultats de dosage
présenté une taux de polyphénols plus élevés dans I’extrait (280 pg EAT/mg) .Des résultats
ont montré que l'extrait organique a une grande efficacité contre la souche bactérienne
Bacillus cereus par rapport la souche Eschérichia coli, alors qu’une grande efficacité contre la
souche fongique Candida albicans par rapport la souche Aspergillus niger.

Les tests phytochimiques qui ont été effectués sur quelques échantillons du poivre noir
ont révélé la présence de stéroides, tannins, flavonoides, saponines et 1’absence
d’Anthocyanes, alcaloides. Ces substances jouent un rdéle important dans 1’activité
antimicrobienne.

Mots clés : Piper nigrum , tests phytochimiques,activité antibactérienne, activité antifongique,microorganismes
pathogénes.

Abstract:

Our work aims to study the evaluation of the antimicrobial activity of the organic
extract of black pepper « Piper nigrum » on certain pathogenic microorganisms, where the
organic extracts were prepared with a yield of 29.76% , and the assay results presented a
higher level of polyphenols in the extract (280 ug EAT / mg), results have shown that the
organic extract has high efficacy against the bacterial strain Bacillus cereus compared to the
Escherichia coli strain, while high efficacy against the fungal strain Candida albicans
compared to the Aspergillus niger strain.

Phytochemical tests carried out to detect the different groups of chemical compounds
contained in the cold and hot aqueous extracts revealed the presence of steroids, tannins,
flavonoids, saponins and the absence of anthocyanins, alkaloids. These substances play a
determining role in antimicrobial activity .

Key words: Piper nigrum, phytochemical tests, antibacterial activity, antifungal activity, pathogenic,
microorganisms.
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