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« La plante que vous avez chez vous, [avez-vous jamais regardée | Avez-vous
laissé cet étre familier mais mystérieux, que nous appelons une plante, vous
enseigner ses secrets | Avez-vous remarqué sa paix profonde ! Son champ de
calme | Dés que vous prenez conscience de ['émanation calme et paisible d une

plante, celle-ci devient votre maitre. »

ECHHART Tolle cité in (MERBOIS, 2015)



Introduction

Introduction

Depuis la plus haute antiquité, les hommes se sont soignés avec les plantes qu'ils
avaient a leur disposition, a partir de leurs religions, expériences ou par hasard (ISERIN,
2001).

Dans nos jours, la phytothérapie couvre une grande place dans les intéréts quotidiens des
hommes qui ont sur développer la connaissance et l'utilisation des plantes médicinales, toutes
ont pour objectif de vaincre la souffrance et d'améliorer la santé des hommes (ISERIN,
2001).

Les travaux de recherches scientifiques confirment le bien fondé de cette notion
populaire découlant d’un pur empirisme, et ainsi le remeéde de grand-mere devient un
traitement sérieux, étaye par des résultats expérimentaux (KADDEM, 1990).
DUTERTRE (2011), trouve que I’utilisation des plantes médicinales revient a leurs
propriétés particuliéres bénéfiques pour la santé humaine. En effet, elles sont utilisées de
différentes maniéres, décoction, macération et infusion. Une ou plusieurs de leurs parties

peuvent étre utilisees, racine, feuille, fleur.

Les plantes médicinales sont extrémement nombreuses. Il existe environ 13000
especes de plantes ayant été utilisees sur de trés longues périodes comme remedes
traditionnels par diverses cultures dans le monde entier, et dans divers domaines a savoir en
médecine, en pharmacie, en cosmétologie et en agriculture car elles sont connues par leurs
propriétés biologiques bénéfiques et intéressantes (TYLER et VARROE, 1993).

Il est donc indispensable d’étudier ces plantes et de donner une base scientifique pour
leur utilisation. La connaissance des caractéristiques medicinales de ces plantes est un
véritable héritage commun entre les générations. Les étapes qui précedent I'utilisation des
plantes c’est de chercher, identifier et classer ces plantes selon leurs utilisations nous ont

permis de préserver un savoir traditionnel et méme d’acquérir de nouvelles connaissances.

Le pourpier (Portulaca oleracea L.), plante alimentaire a caractére médicinal, membre
de la famille de Portulacaceae, qui comprend plus de 100 especes d'arbustes succulents. Elle

est listee par ’OMS parmi les plantes médicinales les plus utilisées et lui a donné le terme
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«Global Panacea » (DEMIRHAN et OZBEK, 2010),car elle exerce une large gamme d'effets
pharmacologiques, antioxydant, antibactérien, anti-hypoxie, hypoglycémique, anti-
inflammatoire,...(WANG et al., 2016).Cette espece est utilisée dans certaines préparations
alimentaires traditionnelles en Algérie, Egypte et en Chine, en vue de sa richesse en plusieurs
composés antioxydants, tels que les Omega-3, les flavonoides, les minéraux, les B caroténe,
les vitamines A, C et E (SIMOPOLOUS et al., 2005).Par conséquent, I'étude des effets
biologiques de P. oleracea et de ses substances en vue de leurs applications a la santé

humaine demeure une tache intéressante et tres utile.

Ce travail est une contribution a l'exploitation et a la valorisation des ressources
naturelles sahariennes et qui a pour objectif, la quantification des composés phénoliques dans
des extraits aqueux issus des graines de trois provenances de pourpier ainsi que 1’évaluation

de leurs pouvoirs antioxydants et antimicrobiens.
Ce document est structuré en deux parties :

- la premiere, est une synthése bibliographique, comporte des generalités sur la
phytothérapie, les plantes médicinales et leurs principes actifs, ainsi que sur la plante modele

de I’étude P. oleracea;

- la deuxieme partie expérimentale, englobe une description des techniques d’extraction
des principes actifs issus des graines de trois provenances de pourpier (Ouargla, El Oued et
Egypte), les protocoles d’analyse quantitative des polyphénols totaux, flavonoides et tanins
totaux, les méthodes d’évaluation des activités antioxydantes et antimicrobiennes et les

résultats obtenus et leurs discussions ;

- enfin, le travail a été achevé par une conclusion qui résume 1’ensemble des résultats

obtenus et les perspectives d’avenir.
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Chaeitre | Généralité sur les Elantes médicinales et les Erinciees actifs

I. Généralité sur les plantes médicinales et les principes actifs

La médecine par les plantes est la plus ancienne facon au monde de se soigner, on la
retrouve dans toutes les civilisations, chacune dentre elles ayant élaboré sa propre
thérapeutique au fil des siécles. Il apparait que I'nomme a compris trés tot tout ce que le
monde végétal pouvait lui apporter, non seulement pour se nourrir et se vétir mais encore pour

se soigner ou se concilier les forces de la nature (VERBOIS, 2015).

Xiaorui Zhanga, Coordonnateur en OMS a défini 1’expression médecine traditionnelle
par I'ensemble des connaissances, compétences et pratiques basées sur les théories, croyances
et expériences auxquelles différentes cultures ont recours pour maintenir les étres humains en
bonne santé ainsi que pour prévenir, diagnostiquer, traiter et guerir des maladies physiques et
mentales (OMS, 2000).

I.1. Définition des plantes médicinales

Une plante est dite médicinale lorsqu'elle est inscrite a la pharmacopée dont au moins
une partie posséde des propriétés médicamenteuses et que son usage est exclusivement
médicinal (CHABRIER, 2010). Leur action provient de leurs composés chimiques
(métabolites primaires ou secondaires) ou de la synergie entre les différents composés

présents et qui sont capables de prévenir, soulager ou guérir des maladies (SANOGO, 2006).

I.1.1. Définition du principe actif

Le principe actif est désigné par sa dénomination commune internationale comme une
substance qui posséde un effet thérapeutique connu pour prévenir ou guérir une maladie
humaine ou animale (WOUESSI, 2011).

Les plantes produisent des composés chimiques qui se répartissent en différents groupes : les
protides, les acides nucléiques, les glucides et les lipides ; qui sont les constituants du
métabolisme primaire, communs a toutes les plantes et impliqués dans les processus

métaboliques primaires de la construction et le maintien des cellules végétales (BRUNETON,
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1999 ; DONALD, 2000) et des métabolites secondaires d’ou ils appartiennent plus de
100 000 substances identifiees. Parmi les principales familles de métabolites secondaires
trouvées chez les plantes on distingue : les alcaloides, les terpénoides et stéroides, les
saponosides et les polyphénols (BRUNETON, 1999 ; MERGHEM, 2009).

Les métabolites secondaires font I’objet de nombreuses études, ils ont un intérét
multiple, ils sont mis a profit aussi bien dans I’industric alimentaire, cosmétique que
pharmaceutique. Ils ont été définis comme des produits chimiques n’avoir pas un rdle vital
dans la construction des cellules végétales, mais réecemment la recherche a montré différents

roles de ces métabolites en écophysiologie des plantes :

*défensif envers les herbivores, les attaques d'agents pathogenes et un réle attractif

vers les organismes symbiotes ;
* régulateurs de croissance des plantes ;
* modulateurs de génes d’expression et en transduction de signal (DONALD, 2000).

Chez les végétaux, les métabolites secondaires sont soumis a d’importantes variations
quantitatives et qualitatives, ce qui témoigne d’une dynamique biochimique incontestable
(MUANDA, 2010). Parallelement, ces composés ont des effets bénéfiques chez I'homme en
tant qu'antimicrobiens, antidépresseurs, sédatifs, relaxants musculaires ou anesthésiques...etc.
Dongc, il est intéressant de connaitre la composition des plantes en métabolites secondaires

pour comprendre comment elles agissent sur I'organisme.

1.1.1.1. Alcaloides

Les alcaloides sont des substances organiques azotées possedent presque tous une
molécule d'azote qui les rend pharmaceutiquement trés actifs. Ce sont des principes amers,
apéritifs, et qui ont une action directe sur le systétme nerveux (BRUNETON, 2003 ;
VERBOIS, 2015).Chez I'homme ces métabolites azotés provoquent diverses réponses
physiologiques parce qu'ils sont interférents avec les neurotransmetteurs. Les alcaloides ou
des extraits qui en renferment ont été utilisés comme médicaments, relaxants musculaire,
analgésiques, tranquillisants et psychotropes (PRIESTLEY, 2003 ; VERBOIS, 2015). Aussi
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les alcaloides possédent des propriétés antibiotiques, ce qui suggére qu'ils constituent un
moyen de défense contre les infections microbiennes (PRIESTLEY, 2003).

1.1.1.2. Terpénoides et stéroides

Les terpenes et les stéroides ont une structure de base non aromatique, ils ont aussi un
point commun qu’ils sont formés par l'assemblage d'un nombre entier d'unités penta-
carbonées ramifiées dérivées du 2-méthyle butadiene, les isopreénes (Figure 01)
(BRUNETON, 2003).

Selon le nombre d'unités isopréniques qui les constituent, on distingue, les monoterpénes C10
qui sont les molécules les plus représentatives, constituant 90 % des huiles essentielles et
permettent une grande variété de structures (BELKHIRI et BAGHIANI, 2017), les
sesquiterpénes C15, les diterpénes C20, les triterpénes C30, les tétraterpenes C40 et

polyterpénes (environ 400) (BRUNETON, 1999).

HyC

P\

H Cia

Figure 01 : Structure de I’isopréne (RICHTER, 1993).

1.1.1.3. Saponosides

Les saponosides, aussi appelés saponines, viennent du latin, «sapo» signifie savon et

«oside » signifie sucre, donc sont des substances glucosidiques végétales, ils se dissolvent
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dans l'eau en formant des solutions moussantes et ils sont caractérises par leurs propriétés

tensio-actives.

Les saponosides constituent un vaste groupe d'hétérosides trées fréquents chez les végétaux, ils
ont une propriété hémolytique ; mais aussi assurent la défense des végétaux contre l'attaque
microbienne ou fongique (MERAD et MAHIOUT, 2019).

1.1.1.4. Composés phénoliques

Les polyphénols sont des métabolites secondaires d'un poids moléculaire élevé. lls
sont largement distribués dans le regne végetal, avec plus de 8000 structures connues
(HASLAM, 1993). La structure de base qui les caractérise est la présence d'un ou plusieurs
noyaux aromatiques auquel sont directement liés a un ou plusieurs groupements hydroxyles
libres ou engagés dans une autre fonction (éther, ester) (HARBORNE, 1994).

I.1.1.4.a. Intéréts des composés phénoliques

Les composés phénoliques peuvent intervenir dans certains aspects de la physiologie
de plantes (lignification, régulation de la croissance,...), dans les interactions des plantes avec
leur environnement biologique et physique (relations avec les insectes, résistance aux UV)
(MUANDA, 2010).

Les polyphénols sont des substances phytochimiques avec des propriétés, antidiabétique,
anticancéreuse,  anti-inflammatoire,  cardio-protecteur,  antivirale,  antiasthmatique,
antiseptique, hépato-protecteur, antifongique, antibactérienne,... etc. (ISERIN et al., 2001 ;
MISSAQUI, 2018).Le role des composés phénoliques dans la protection contre certaines
maladies est largement montré en raison de leur interaction possible avec de nombreuses
enzymes et de leurs propriétés antioxydantes (ISERIN et al., 2001 ; MUANDA, 2010;
MISSAOUI, 2018).

Sachant que les antioxydants réagissent avec divers mécanismes d’action, incluant :
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* |e captage de I’oxygene singulier ;
* la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente ;
* la chélation des métaux de transition (FAVIER, 2003).

Les composés phénoliques possedent une structure chimique idéale pour piégeage des
radicaux libres, parce qu’ils posseédent des groupes phénoliques hydroxyles qui sont
susceptibles de donner un atome d'hydrogéne ou un électron aux radicaux libres et un systéme
aromatique stabilisé par la résonance (DAI et MUMPER, 2010).

Les polyphénols sont doués d’activité antibactérienne importante, dii probablement a
leurs diversités structurales, les sites et le nombre des groupes hydroxyles sur les groupes
phénoliques sont supposés étre reliés a leur relative toxicité envers les microorganismes, avec
I’évidence que le taux d’hydroxylation est directement proportionnel a la toxicité (COWAN,
1999), plus les composes phénoliques sont oxydés plus ils sont inhibiteurs des
microorganismes (SCALBERT, 1991).Les flavane-3-ols, les flavonols et les tanins sont
caractériseés par leur large spectre et forte activité antimicrobienne par rapport aux autres
polyphénols (DAGLIA, 2011).

Ces composés jouent un réle inhibiteur, ils n’agissent pas sur la paroi bactérienne mais plutot
par un mécanisme interne, ils sont supposés agir sur I’ADN, I’ARN et la synthése protéique
(ULANOWSKA et al., 2008).1ls possedent une capacité de supprimer un nombre de facteurs
de virulence microbienne telle que I’inhibition de la formation de biofilmes, la réduction de
I’adhésion aux ligands de I’héte et la neutralisation des toxines bactériennes ainsi qu’a leur

capacité d’établir une synergie avec certains antibiotiques (DAGLIA, 2011).

1.1.1.4.1. Flavonoides

Les flavonoides constituent une large gamme de substances naturelles appartenant a la
famille des polyphénols (BRUNETON, 1999). Ils sont considérés comme des pigments quasi
universels des végétaux dérivés de la benzopyrone (cycle A et C) (Figure 02), caractérisés par

la présence de deux cycles benzoiques A et B et d’un hétérocycle oxygéné. lls différent les
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uns des autres par le degré d’instauration, le mode d’hydroxylation ou de méthylation et par le

type du sucre attaché, ils peuvent étre sous forme aglycone ou hétéroside (Figure 03).

A /[/IB |] . ,l:;’\\l]

S S g

X 3y

Figure 02 : Structure de base des flavonoides (MERAD et MAHIOUT, 2019).
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Figure 03: Structures chimiques des différents sous-groupes des flavonoides (MISSAOUI,
2018).
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1.1.1.4.1.a. Activités biologiques

Les flavonoides exercent des effets pharmacologiques multiples sur les cellules et les
tissus des mammiferes, leur principale activité est une propriété vitaminique, aussi ils sont
capables de modifier les équilibres enzymatiques (BELKHIRI et BAGHIANI, 2017).

D'autres activités biologiques ont été attribuées aux flavonoides, citons a titre d’exemple les
activités anti-inflammatoires, antiallergiques, antihypertensives, antivirales, antifongiques,
antibactériennes, anticancéreuses et antiulcéreuses. Ces activités sont attribuées en partie aux
propriétés antioxydantes de ces composes naturels (BELKHIRI et BAGHIANI, 2017).

A cause de leur capacité étendue d'inhiber la germination des spores pathogénes des plantes,
les flavonoides ont été proposés aussi pour étre utilisées contre les pathologies fongiques de
I’lhomme (HARBORNE et WILLIAMS, 2000).Cette activité est due principalement a la
capacit¢ de ces molécules a inhiber I’expression de I’ADN et la synthése de certaines

enzymes et protéines membranaires des microorganismes (ULANOWSKA et al., 2006).

L’activité antibactérienne des flavonoides a été signalée dans plusieurs études, le
retrochalconelicochalcone C  (4,4'-dihydroxy-2'-methoxy-3'-prenyl) est actif contre
Staphylococcus aureus avec une concentration inhibitrice minimale (CMI) de 6.25ug / mi
(HARAGUCHI et al., 1998). Aussi, le constituant 5,7-dihydroxy-3,8-dimethoxy flavone a
une CMI de 50 pg/ ml contre Staphylococcus epidermis (INIESTA-SANMARTIN et al.,
1990).La substance 5,7,2',6'-tetrahydroxy-6-prenyl-8-lavandulyl-4'-methoxy-flavanone inhibe
complétement la croissance de S. aureus a des concentrations situées entre 1.56 et 6.25 g /
ml (IINUMA et al., 1994). Le susdit flavanone est particulierement actif contre la souche S.
aureus résistante aux antibiotiques et pourrait avoir la valeur de traiter des patients, qui
prennent involontairement cette infection pendant 1’hospitalisation (HARBORNE et
WILLIAMS, 2000).
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1.1.1.4.2. Tanins

Les tanins sont des composés phénoliques non azotés, hydrosolubles de poids
moléculaire compris entre 500 et 3000Da. lls sont présents dans les feuilles, les fleurs et les
graines des plantes..., La présence de tanins dans une plante nous apporte l'indication qu'elle
a une propriété astringente, c'est-a-dire qu'elle possede la capacité de resserrer les tissus
(OBAME, 2009 ; VERBOIS, 2015).

Les tanins sont répartis en deux classes différentes; les tanins condensés
(proanthocyanidols) et les tanins hydrosolubles (tanins galliques et ellagiques) qui différent
par leur structure chimique et ’origine biogénétique (BELKHIRI et BAGHIANI, 2017;
MERAD et MAHIOUT, 2019).

1.1.1.4.2.1. Tanins hydrolysables

Comme leur nom I’indique, ces tanins subissent facilement une hydrolyse acide et
basique, ils s’hydrolysent sous I’action enzymatique et de I’eau chaude (MUANDA, 2010).
Les tanins hydrolysables proviennent principalement des acides phénoliques, tels que I’acide
gallique ou l’acide ellagique d’ou leur subdivision en gallotanins ou tanins galliques et
ellagitanins ou tanins ellagiques, associé au D-glucose (figure 04) (BRILLOUET et al.,
2013).1ls précipitent beaucoup moins les protéines que les tanins condensés (JARRIGE et
al.,1995).

Figure 04: Structure de tanins hydrolysables penta-O-galloyl-p-D-glucose (COWAN, 1999).
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1.1.1.4.2.2. Tanins condensés

Appelés aussi proanthocyanidines ou procyanidines, les tanins condensés, sont des
polyphénols de masse molaire élevée. Ils résultent de la polymérisation auto-oxydative ou
enzymatique des unités de flavan-3,4-diol liées majoritairement par les liaisons C4-C8
(parfois C4-C6) des unités adjacentes (MUANDA, 2010).

HQ O{ H
= ‘“-»J “CH
H

Figure 05 : Structure de base des tanins condenses (SIKORA, 1990).
1.1.1.4.2.a. Activités biologiques

Les tanins ont un grand intérét pour la nutrition et la médecine a cause de leur effet
protecteur possible sur la santé humaine, ils présentent plusieurs propriétés ; antioxydante due
a leurs noyaux phénol, antiseptique, anti diarrhéique, antimicrobienne, antifongique,
antivirale,...etc. (BRUNETON, 1999).

La plupart des propriétés biologiques des tannins sont liées au pouvoir qu’ils ont la capacité
de former des complexes avec les macromolécules, en particulier avec les protéines
(BELKHIRI et BAGHIANI, 2017).Par voie externe, les tanins imperméabilisent les couches
les plus externes de la peau et des muqueuses, protégeant ainsi les couches sous-jacentes elles
ont également un effet vasoconstricteur sur les petits vaisseaux superficiels. En limitant la
perte en fluides et en empéchant les agressions extérieures, les tanins favorisent la
régénération des tissus en cas de blessure superficielle ou de brilures (OBAME,
2009 ; MERAD et MAHIOUT, 2019).
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Bien que les tanins permettent de stopper les hémorragies et de lutter contre les infections,
(DIALLO, 2005). Les tanins galliques raffinent et tonifient la peau, ils possédent aussi des
activités bactéricides et virucides. Les tanins catéchiques sont bactéricides et toniques
veineux, sert contre les hémorroides, les varices, et le trouble circulatoire en général
(OBAME, 2009).

Les polyphénols notamment les tannins et les flavonoides sont reconnus par leur toxicité vis-
a -vis des microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut étre lié a I'inhibition des enzymes
hydrolytiques (les protéases et les carbohydrolases) ou d'autres interactions pour inactiver les
adhésines microbiennes, les protéines de transport et d'enveloppe cellulaire (COWAN, 1999).

I.2.Geénéralités sur ’espece étudiee Portulaca oleracea L.
1.2.1. Description botanique de I’espéce Portulaca oleracea L.

Portulaca oleracea L. plante annuelle de la famille de Portulacaceae et du genre

Portulaca, I'un des 25 genres de plantes succulentes et arbustes de cette famille.

Elle tient son nom du latin, Portula qui signifie «petite porte», a cause de la forme de
I’ouverture de sa capsule, elle est communément appelée pourpier et connue sous le nom
arabe «Redjila», se produit dans la péninsule Arabique et les zones adjacentes (CHAN et al.,

2000), y compris Emirats Arabes Unis et Oman.

Le pourpier est une plante alimentaire aux tiges rampantes, pluricaules de longueur de 10 a 30
cm (BEL HADJ SALAH et CHEML, 2004), a feuilles opposées, rondes, épaisses et de
racine pivotante, épaisse, mesurant entre 2 a 11 cm (REAUME, 2009) et des nouvelles
racines peuvent se développer a partir des rameaux (BOURGEOIS et MERLIER, 1995). La
plante produit des fleurs jaunes, solitaires, 5 pétales libres avec 6-12 étamines (BELOUED,
2009). Les graines sont ovales, tres petites et généralement de couleur noire (MIYANISHI et
CAVERS, 1980).
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Photo 01 : Aspect botanique de P. oleracea (BEN SMIDA et MESSAID, 2021)

1.2.2. Classification botanique

Le pourpier appartient a la famille de Portulacaceae qui comprend 20 genres et 500
espéces (JONES et LUCHSINGER, 1987). Le genre Portulaca comprend plus de 100
espéces de plantes herbacées annuelles, charnues ou sarmenteuses (BAILEY et BAILEY,

1976).

La classification botanique du P. oleracea établi par JULVE(2014) est donnée dans le

tableau I.
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Tableau 1: Systématique de ’espéce P. oleracea (JULVE, 2014)

Régne : Plantea
Sous-regne : Tracheobionta
Divison: Magnoliophyta
Classe: Magnolipsida
Sous classe: Caryophyllidae
Ordre: Caryophyllales
Famille: Portulacaceae
Genre: Portulaca
Espéce Portulaca oleracea L. (JULVE, 2014).
Nom vernaculaire arabe : Regila - Blabicha - Brabra - Bou el kazit
Nom targui ou berbére : Arrhilem - Bouguel - Benderaech —Tafrita

(BELOUED, 2009).

1.2.3. Distribution géographique

P. oleracea s’épanouit dans de nombreuses situations biogéographiques du monde,
elle est adaptable aux conditions défavorables comme la sécheresse, la salinité et la carence en
élements nutritifs (KAMALUDDIN et al., 2014). P. oleracea est I’une des plantes horticoles
les plus répandues dans le monde. Elle se trouve dans I'Eurasie, I'Europe du sud, I'Asie
occidentale, la Chine, I'Inde et dans le Sahara de I'Afrique du Nord (TUTIN, 1993;
HERNANDEZ et LEON, 1994; SCHOCH et al., 1998).

En Algérie, elle se trouve dans les champs cultivés, les jardins, les cultures et
décombres. Communs dans le tell, les hauts plateaux, les Aures et dans les Oasis du Sud
(BELOUED, 2005).
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1.2.4. Utilisation traditionnelle

P. oleracea est list¢ dans 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) comme des
plantes médicinales les plus utilisées et il a été donné le terme «Global panacea», car elle
exerce une large gamme d'effets pharmacologiques (LIM et QUAH, 2006).

Le pourpier a été utilisé comme médicament traditionnel pour soulager un large éventail de
maladies, notamment les maladies gastro-intestinales, les problémes respiratoires, les
maladies rénales, les ulcéres de la vessie, les fievres, I'insomnie, les inflammations sévéres,
les maux de téte,... etc. (RAZI, 1968 ; IBN SINA, 1987). Elle fut aussi utilisée pour traiter
les mictions douloureuses, I'entérite et la mammite (LEUNG et FOSTER, 1996).

Certains tradipraticiens emploient les tiges et les feuilles fraiches du pourpier comme
cataplasme, ou pour leur jus comme antidote aux pigqlres de guépes et aux morsures de
serpent ou pour soulager la toux seche (BOWN, 1995; LEUNG et FOSTER, 1996).

P. oleracea est riche en vitamine A, un antioxydant naturel qui peut jouer un réle dans
la protection contre le cancer du poumon et de la cavité buccale. Elle a un effet anti-
inflammatoire (CHAN et al., 2000), antidiabétique (GONG et al., 2009). Elle est riche
également en sels minéraux et ayant une teneur élevée en eau (90%) et du mucilage, elle a des
propriétés émollientes et calmantes pour lirritation des muqueuses. D'autres auteurs ont
mentionné ses effets anaphrodisiaques (BEL HADJ SALAH et CHEMLI, 2004).

Elle est aussi utilisée traditionnellement pour le traitement de la dysenterie avec des selles
sanglantes, a l'extérieur pour les furoncles et les plaies, lI'eczéma, I'érysipéle et les pigdres
d'insectes et de serpents (HONGBIN et al., 2010). Elle est décrite comme un «aliment
énergétique» de l'avenir en raison de ses propriétés nutritives et antioxydantes élevées
(RAFFAELLA et al., 2010).

Les graines de pourpier sont appliquées a I'extérieur contre l'aphte, I'anosmie et I'enrouement,

et sont réputées pour étre adoucissantes, diurétiques et vermifuges (ULLAH et al., 2013).
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1.2.5. Composition chimique du Portulaca oleracea L.

Les chercheurs et les nutritionnistes ont prouvé cette plante comme une récolte
végetale potentielle pour la consommation humaine en raison de son importance nutritionnelle
et pharmaceutique (AMIRUL et al., 2015).Plusieurs recherches scientifiques ont montré la
richesse de 1’extrait de P. oleracea par les flavonoides, les coumarines, les glycosides
monoterpénes et les alcaloides (DIANYU et al., 2011; AN SOOK et al., 2012).

Le pourpier est signal¢ étre riche en acide gras, en particulier ’acide alpha linolé¢ique
(oméga-3), lui confére un potentiel thérapeutique aux maladies du systéme nerveux centrales,
la prévention des crises cardiaques et le renforcement du systéme immunitaire (BOUTENKO
etal., 2008 ; BOSI et al., 2009). Aussi il abaisse les niveaux de cholestérol et de triglycérides
et augmente la lipoprotéine de haute densité bénéfique (HDL) (LIU et al., 2000). Elle est
riche aussi en polysaccharide, 1’amidon, tanins, glycoside, d’anthraquinone, [’acide

glutamique et I’a-tocophérol (ABDALLAH, 2010) et triterpénoide (MALLIK et al., 2013).

P. oleracea contient plusieurs types de vitamines ; Vit B (Blet B2), Vit C et les minéraux tels
que ; le magnésium, le manganése, le calcium, le potassium (AMIRUL et al., 2014), le fer, le
phosphore, le zinc (KAMAL UDDIN et al., 2014). Elle contient de grandes quantités de L-
noradrénaline (0,25% en herbes fraiches), une neurohormone qui a vasopresseur et activité
anti-hypotensive et réduit I’hémorragie au niveau tissulaire (ANTHONY et DWECK, 2001).

1.2.6. Toxicité du Portulaca oleracea L.

Plusieurs études ont évalué le degré de toxicité du pourpier. LALROMAWII et al.
(2014), ont révéle que I'extrait aqueux de P. oleracea a la dose de 3000 mg/kg pois corporelle,
ne présentait pas d'effet létal, chez le rat Wistar. Auparavant, KISHORE et al. (2013), ont
observé que l'extrait éthanolique de P. oleracea administré au rat Wistar, a la dose de 2000
mg/kg pois corporelle, n'était pas toxique, pour le rat Wistar (MALLIKARJUAN et al.,
2012 ; REDDY et SOMASUNDARAM, 2013).
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Chaeitre 11 Matériels et méthodes

Ce travail a été effectué au laboratoire pédagogique de 1’Université KASDI Merbeh-
Ouargla, qui a pour objectif I’évaluation des propriétés antimicrobiennes et antioxydantes des
principes actifs issus des graines de trois provenances de pourpier (Portulaca oleracea L.),
dont deux sont cultivées dans le Sahara septentrional Sud Est-Algérien, dans les régions d’El

Oued et Ouargla et la troisiéme est importée d’Egypte.

I1.1. Matériel biologique
11.11. Matériel végétal

Le matériel végétal est constitué des graines de trois provenances de pourpier achetées
dans des marchés algériens en 2020-2021, dont les données sont répertoriées dans le tableau

ci-dessous.

Tableau02 : Origine et lieu d’acquisitions des trois provenances des graines de P. oleracea

Provenance Marchés Herboriste vendeur

Ouargla Soug Lahdjer Mr. Baba ami

vendeur des graines locales de la
région d’El ksar Ouargla

El Oued Région de Jardinier
Guemar
Egypte Région de Said Mr. Babziz
Outba

Vendeur des graines introduites et
sélectionnées

Les graines sélectionnées sont finement broyées a I’aide d’un broyeur électrique de
type Culatti Typ MFC.CZ.13 (Photo 01, Annexe 01) en utilisant un tamis de 0.8 mm de

diametre. Les poudres obtenues (Photo 02) sont conservées dans des flacons sombres en
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verre, hermétiquement fermés et placés a l'abri de I’humidité et a température ambiante

jusqu’a leur utilisation.

(BEN SMIDA et MESSA

Photo 02 : Graines de pourpier finement broyées

11.1.2. Souches microbiennes

Quatre souches de réféerence ATCC (American Type Culture Collection) ont été

testées pour rechercher I’activité antimicrobienne de nos extraits.

Ces microorganismes sont classes comme pathogénes et des contaminants proviennent du

laboratoire de biologie de I’Ecole Normale Supérieure de Koubba (ENS) a Alger.

La taxonomie et les caractéristiques de chagque souche sont rapportées sous dessous.
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Tableau 03 : Souches microbiennes utilisées pour tester I’activité antimicrobienne.

Groupes de germes Espéces Codes de réeférence
Bactérie Gram positif Micrococcus luteus ATCC 9314
Listeria monocytogenes ATCC 13932
Moisissure Aspergillus carbonarius
Levure Candida albicans ATCC 10237 M3

11.1.2.1. Micrococcus luteus

Micrococcus luteus est une bactérie Gram positif, sphérique, saprophyte faisant partie
d’Actinobacteridae, ordre des Actinomycetales et de la famille des Micrococcaceae. Aérobie
obligatoire, M. luteus est une bactérie du sol, des poussieres, de I'eau et de l'air et fait partie de
la flore naturelle de la peau des mammiferes. La bacterie peut aussi coloniser la bouche et des
voies respiratoires supérieures humaines (GREENBLAT et al., 2004). Bien que M. luteus ne
soit pas pathogeéne et est consideré comme un contaminant naturel, cette bactérie pourrait étre
un pathogene émergeant engendrant des maladies nosocomiales chez des patients
immunodéprimés (GREENBLAT et al., 2004).

Image 01 : Aspect des Micrococcus luteus (Site 01)
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11.1.2.2. Listeria monocytogene

Petit bacille a Gram positif, mobile, non sporulé. Aérobie-anaérobie facultatif, fermente de
nombreux glucides sans gaz, faisant partie de Bacilli, ordre des Bacillales, famille des
Listeriaceae. Ne produit pas d'urée et d'indole.

Le comportement de L. monocytogene est assez variable selon les souches, quelque soit le
facteur étudié (T°C, pH, aw) et le type de matrice alimentaire. Elle a une température de
croissance située entre - 2 et + 45 °C sachant que leur température optimale est située entre +
30 et + 39° C. Leur pH de croissance est de 4,6 a 9,6, pH optimal 7,1. C’est une espéce micro-
aerophile mais également peut cultiver en aérobiose et en anaérobiose. Peut cultiver en
présence de 30% de CO». L’aw minimale 0,90 si le glycérol est utilisé pour ajuster a I’aw 0,92

a 0,93 si le NaCl (=11,5% NaCl), le saccharose ou I’extrait de viande sont utilisés.

Les infections a L. monocytogene sont sérieuses mais heureusement « rares». La bactérie
pouvant contaminer un certain nombre d’aliments, de nombreuses personnes ingerent assez
fréquemment de petites quantités de L. monocytogene sans qu’aucun symptéme n’apparaisse
(CATTEAU, 2006).

Image 02 : Aspect de Listeria monocytogene (Site 02)

11.1.2.3. Aspergillus carbonarius

Les Aspergillus sont des contaminants tres communs, polyphages, parfois pathogénes
pour I'nomme, les animaux et les végétaux et susceptibles de produire des métabolites
toxiques comme des malformines, naftoquinones (BOTTON et al., 1990).
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A. carbonarius est un champignon de type moisissure filamenteux saprophyte qui fait partie
des Deuteromycetes (champignons imparfaits, reproduction asexuelle), ordre des
Hyphomycetes, famille des Moniliaceae. Il possede un thalle & mycélium cloisonné portant de
nombreux conidiophores dressés, non ramifiés, terminés en vésicule. Les conidies sont de
couleur noire et présentent une forme verruqueuse de diamétre 7-9 um. A.carbonarius
présente de sclérotes de couleur jaune grisatre. Il appartient a la section Nigri (GAMS et al.,
1985). Cette section est considérée trés importante d’un point de vue ochratoxigénicité

(ABARCA et al., 1994 ; ONO et al., 1995).

Photo 03 : Aspect d’Aspergillus carbonarius (BEN SMIDA et MESSAID, 2021)

A. carbonarius est un contaminant majeur de certaines denrées tropicales et subtropicales tels
que le raisin et ses dérivés (ZIMMERLI et DICK, 1996). Quelques especes d’Aspergillus
noir sont décrites comme étant capables de produire de ’OTA (mycotoxine), notamment
I’agrégat A. niger et A. carbonarius (ABARCA et al., 1994).

11.1.2.4. Candida albicans

Le genre Candida comprend 81 especes de champignons levuriformes, fait partie de
classe Saccharomycetes, ordre Saccharomycetales et de la famille Saccharomycetaceae. Le
Candida albicans est de forme ovale, bourgeonnante, produit des pseudo-mycéliums en
culture, et est la plus souvent a I’origine de la plupart des manifestations pathologiques chez
I’lhomme. On la rencontre habituellement, a I’état saprophytique, dans le tube digestif de
I’homme et par contiguité elle peut étre retrouvée au niveau de la muqueuse vulvo- vaginale

(ou de la bouche). Cette espéce est responsable de plus de 80 % des infections comme les
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infections superficielles cutanées, infections superficielles muco-cutanées (candidoses
cutanéo-muqueuses) (DELORME et ROBERT, 1997).

C.albicans provoque aussi des septicémies ou des lésions viscérales profondes dans un
contexte d’immunosuppression ou chez les patients en aplasie médullaire (VENEREOL,
2005).

Photo 04 : Aspect de Candida albicans (BEN SMIDA et MESSAID, 2021)

11.2. Méthodologie de travail

11.2.1. Extraction des principes actifs (composés phénoliques)

L'extraction veut dire la séparation des métabolites de tissus végétaux ou animaux a

l'aide des solvants sélectifs, traditionnellement 1’eau, les huiles végétales ou les graisses

animales (HANDA, 2008).

Dans notre travail, I’extraction des principes actifs (polyphénols) est effectuée par la
méthode de décoction selon le protocole décrit par KONKON et al. (2006). Le processus
consiste a réaliser une ébullition de la poudre des graines dans I'eau distillée a raison de 5%
(P/V) pendant 30 min et dans un bain Marie bouillant a 95°C (Photo 02, Annexe 01).Puis
apreés filtration a l'aide d'un papier filtre Wattman N° 01(Photo 03, Annexe 01), le solvant est

¢liminé du filtrat a ’aide d’une étuve a 40 °C.
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Les extraits secs obtenus sont conserves dans des flacons sombres en verre hermétiquement

fermé jusqu’a leur utilisation.

Matériel végétal (graines broyées) + solvant (eau distillée), avec un
rapport 5% (P/V)

Bouillir de mélange dans un bain-marie a 95°C pendant
30 min

!

Filtration sur papier filtre

Déshydratation des filtrats

a40°C

Schéma 01: Protocole de préparation des extraits aqueux.

11.2.2. Détermination de rendement d’extraction

Le poids des extraits secs obtenus est déterminé par la différence entre le poids de la
boite de Pétri plein (aprés évaporation) et leur vide (avant évaporation). Le rendement en

extrait brut est calculé selon la formule suivante:
Rendement d’extraction (%)= [(P1-P2) / PV] x 100
Rd : Rendement d’extraction.

P1: Poids de I’extrait apres évaporation.
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P2: Verre de montre vide.
PV: Poids de la poudre du matériel végétal utilisé pour I’extraction.
11.2.3. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux des extraits est réalisé par la méthode de
SINGLETON et al. (1999) en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. Ce réactif est constitué
d’un mélange d’acide phosphotungstique et I’acide phosphomolybdique, il est réduit lors de
I’oxydation des phénols en un mélange d’oxyde bleu de tungsténe et de molybdéne.

Un volume de 300 pl d’extraits est mélangé avec 1,5 ml du réactif Folin-Ciocalteu
diluée 10 fois. Laisser en repos pendant 04 min, ajouter ensuite 1,2 ml d’une solution de
carbonate de sodium a 7.5%, le tout est bien agité. Le mélange réactionnel est incubé a
température ambiante et a I’abri de la lumiére pendant 01 heure. Enfin, la lecture est effectuee
contre un blanc a ’aide d’un spectrophotométre a 760 nm. Un courbe étalonnage est réalisee
en parallele dans les mémes conditions opératoires en utilisant 1’acide gallique comme
standard a différentes concentrations (Figure 01, Annexe 02).Tous les essais sont répétés trois
fois.

Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent d’acide gallique par gramme de

matiére séche (mg eq AG/g de MS).

11.2.4. Dosage des flavonoides

Les contenus en flavonoides des extraits ont été déterminés selon la méthode

colorimétrique au chlorure d'aluminium décrite par KOSALEC et al. (2004).

Le milieu réactionnel se compose de 02 ml d’extraits ou standard (préparées dans le
méthanol a 80%) additionné a 02 ml de chlorure d'aluminium AICIs; a 2% fraichement préparé
dans le méthanol. Aprés 10 min d’incubation, l'absorbance est mesurée a 430 nm et les
teneurs en flavonoides sont calculées a partir de 1’équation de régression de la gamme
d'étalonnage réalisée par la quercétine a différentes concentrations (Figure 02,

Annexe02).Tous les essais sont répétés trois fois.
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Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent de quercétine par gramme de

matiere seche (mg eq QR/g de MS).

11.2.5. Dosage des tanins totaux

La détermination des tanins totaux de nos extraits est réalisée par la méme méthode de
Folin-Ciocalteu apres précipitation des tanins par la gélatine selon la procédure décrite par
ADEWUSI et al. (2011).

3000 pl de chaque extrait sont homogénéisés avec 250 mg de gélatine dans 3000 pl
d’eau distillée. Aprés homogénéisation a 1’aide d’un vortex, le mélange tanins- gélatine est
incubé a 4°C pendant 15 min, ensuite il est filtré par un papier filtre. Apres centrifugation a
4000 rpm pendant 15 min; les composés phénoliqgues non adsorbés (constituant le
surnageant) sont dosés par la méthode de Folin-Ciocalteu comme précédemment décrite. Tous

les essais sont répetés trois fois.

Les valeurs obtenues sont soustraites de la teneur en polyphénols totaux et les teneurs
en tanins totaux et sont exprimées en mg équivalent d’acide gallique par g de matiére séche
(mg eq AG/g de MS).

11.2.6. Evaluation de I’activité antioxydante par méthode d’ABTS

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a pieger le
radical cation ABTSe+ (Acide 2,2’-azinobis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique). Ce dernier
est réduit & la forme ABTS en acceptant un atome d’hydrogene (He) (Figure 06). La capacité
des extraits aqueux des graines de P. oleracea a piéger I’ABTS"" est mesurée par la procédure
décrite par RE et al. (1999).

Page 25



Chaeitre 11 Matériels et méthodes

WHy+ 505~ S0 R

[ j’>=~—~=< r

EEHE, CaHy
HATS : sel @'ammonium de 'acide 2,2 -azinobis-{3-éthylbenzothiazol ne-t-sulfarigue)

"H]_ + Sﬂi-.'"‘-\.‘__.-"h-\..:\.\_ __.5 ,':'.I:I;' + HH.‘

| T "—"=*\[

- |-.|
'-'z-Hs ':z“s
ABTS™ CHy

T

",
I COGH
M <

CH,
CHy  Trolax
(o antioxydant & bester donneur de Hs)

CHy

T “T_ FH_HH:;V e IT ) oo

CHs

NH, + 50x-.

H {a“s '-':-Hs
ABTSH™

Figure 06 : Formation et piégeage du radical ABTSe+ par un antioxydant donneur de He
(LIEN et al., 1999)

Le cation ABTSe<+ est obtenu par la réaction de la solution mére d'ABTS (5 ml) avec
88 ul de la solution du persulfate de potassium (2.45 mM). Le mélange est incubé a

l'obscurité et a température ambiante pendant 12-16 h avant 1'utilisation.

La solution ABTSe<+ est diluée avec de I’eau distillée jusqu'a I’obtention d’une absorbance de
0,700 & 734 nm. Ensuite, 2.9 ml de cette solution est ajouté a 100 pl d’extraits ou d’acide
ascorbique a différentes concentrations. Bien que tous les essais sont répétés trois fois et apres
05 min d’incubation, ’absorbance est lue a 734 nm et le pourcentage d'inhibition est calculé

pour chagque concentration comme suit:
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[ Pourcentage d'inhibition (%) = [(Abs Blanc— Abs Echantillon)/ Abs blanc]X 100. }

Les résultats sont exprimés en IC50 % qui est la concentration qui a piégé 50% du
radical ABTSe+

11.2.7. Evaluation de Pactivité antimicrobienne

La méthode de diffusion sur milieu gélose décrite par BENJELAL et al. (1986) a été

utilisée pour évaluer ’activité antimicrobienne des extraits aqueux des graines de P. oleracea.

Cette méthode a exactement le méme principe que celui de I’antibiogramme, repose sur la
diffusion de l'agent antimicrobien en milieu gélose et se fait par I’utilisation des puits ou
I’application des disques imprégnés par des principes actifs sur la surface des milieux de
cultures préalablement ensemencés par les germes testés dont la concentration est de 10°a 108
germes/ ml (figure 07).

Disque de papier

imbibé d'huie Tapis bac\téxien X B
essentielle P S N N
/ \ £
[ ’
e | m— ()
- . / |Incubation 337°C | \ I
nocuium - \ / !
P 4 /' |pendant 24 heures &
bacténen N — —
(——
Boiks de Pewi Diamétre
avec gélose d'inhibition

nutritive

Figure 07: Principe de la méthode de diffusion sur disques (GANOU, 1993)
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11.2.7.1. Méthode de diffusion sur milieu gélose (méthode des disques)
11.2.7.1.1. Préparation de préculture

Pour assurer la revivification des souches microbiennes conservées, les souches sont
ensemencées a partir de la culture mere sur des boites de pétri contenant une gélose Muller
Hinton ou Saboureaud, puis incubées pendant 24 h a 37°C ou pendant 48 h a 28°C,

respectivement pour les bactéries et les champignons ou levures.

11.2.7.1.2. Préparation de I’inoculum

A partir d’une culture pure et jeune (agée de 16-24 heures pour les bactéries et 48
heures pour les champignons ou les levures), on a choisi 2 a 3 colonies bien isolées avec une
anse de platine et les transférer dans un tube contenant 10 ml de I’eau physiologique stérile
(Photo 04, Annexe 03). Aprés homogénéisation a 1’aide d’un vortex, la densité bactérienne de
la suspension a été ajustée a 0,5 Mc Ferland (10% 108 UFC/ ml), équivalente a une densité
optique de 0.08 2 0.1 lue a 600 nm.

11.2.7.1.3. Ensemencement de la suspension microbienne sur les milieux gélosés

L’ensemencement se fait par inondation de fagon a recouvrir entiérement la surface

gélosée, ’exces est aspiré. Les boites ainsi ensemencées sont mises a sécher 15 min a 37°C.

11.2.7.1.4. Incubation

Des disques stériles de papier Wattman N°03 de 6 mm de diameétre ainsi imprégnés
chacun avec 10 pl des solutions des extraits a tester avec différentes concentrations de 20, 10,
5, 2.5, 1.25 mg/ml dans le diméthylsulfoxyde (DMSO) a 50% (NGAMENI et al., 2009). Ces
disques chargés des principes actifs (Photo 05, Annexe 03) sont déposés a 1’aide d’une pince
stérile a la surface du milieu gélosé. Ils doivent étre parfaitement appliqués a plat sans

glissement en appuyant légérement sur la surface du milieu.

Page 28



Chaeitre 11 Matériels et méthodes

Afin de faciliter la diffusion des extraits des graines ; les boites sont déposées pour 25 minutes
a4°C.

Les boites sont incubées 24 heures a 37 °C concernant les bactéries et 48 heures a
28°C concernant les champignons et les levures. Aprés 24/48 heures d’incubation.

Des témoins négatifs (disques imprégnées par le DMSO a 50% et eau distillée stérile)
sont utilisés. Tous les essais sont répétés trois fois (CHOI et al., 2006; COHEN, 2013).

11.2.7