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Introduction

I ntroduction

L'antibiothérapie au cours des derniéres années a fait face a des difficultés, a cause de
I"augmentation alarmante de I'incidence des nouvelles et émergentes maladies infectieuses,
I'apparition des effets secondaires indésirables de certains antibiotiques ains que le
développement croissant de la résistance aux antibiotiques (Mandal et al., 2011 ; Adwan et
al., 2010), pour cela la recherches de nouvelles substances présentant des activités
antimicrobienne est devenue une nécessité (Tekwu et al., 2012). Les plantes médicinales
utilisées en médecine traditionnelle représentent non seulement une source naturelle de
nouvelles mol écules bioactives ; mais aussi une source de produits naturels qui pourraient étre
utilises comme agents médicamenteux (Djellouli et al., 2013), tels que les composes

phénolique, les terpénoides et les alcal oides.

Ces derniers sont parmi les plus importants groupes de produits naturels, en raison de
leurs propriétés biologiques et de leur diversité structurale. Comme ils peuvent étre des
poisons mortels aforte dose (Muniz, 2006).

Lafamille des Asteraceae, est la plus grande et |a plus vaste classe des dicotitédones,
c’'est une source de métabolites secondaires particulierement Variés, elle comprend environ
900 genres et 15000 éspeces, distribués principalement dans les zones tempérées du globe.
(Park et Kin, 1998 ; Judd et al., 2002).

Matricaria pubescens objet de cette étude est tres peu étudiée, ce qui rend cette étude
particulierement intéressante. En 2012, Makhloufi et ses collaborateurs ont démontré que les
huiles essentielles isolées de Matricaria pubescens possedent une activité contre les bactéries.
Alors gu'en 2013, Djellouli et al. ont réalisé une étude sur cette plante par des tests de
dépistage phytochimique pour démontrer I'existence des ressources naturelles et leurs

propriétés thérapeutiques.

Dans ce travail qui rentre dans le cadre d’ un projet de recherche Cnepru du laboratoire
de Biotechnologie végétale et ethnobotanique, Matricaria pubescens est utilisée pour
I’extraction des acaoides par différentes méthodes puis I'évaluation de leurs activités

antibactérienne sur diverses souches microbienne.



Partie théorique

|.1.Généralités

Les remedes naturels basés sur les plantes médicinales ont été pendant longtemps le
principal recours des populations pour soigner diverses pathologies (Ould El Hadj et al.,
2003). Le Sahara Algérien qui est I'un des plus vastes et des plus chauds déserts du monde,
présente une flore spécifique tres diversifiée, renfermant de nombreuses espéces endémiques
hautement adaptées au climat de la zone (Makhloufi, 2013). Certaines especes possedent des
propriétés pharmacologiques qui leur conferent un intéré médicinal certain, le cas de

Matricaria pubecsens, qui est largement utilisée, mais qui reste néanmoins tres peu étudiée.
|.2. Présentation del’ espece Matricaria pubescens
|.2.1. Description mor phologique

Matricaria pubescens (photo 1), est une plante aromatique spontanée et endémique
Elle appartient a la famille des Astéracée (tableau 1), elle possede de nombreuses tiges
couchées puis redressees sous forme de touffes. Les feuilles découpées et velues sont d’un
vert sombre. Bractées et ayant une marge membraneuse large, les fleurs toutes en tubes, de

coloration jaune, sont groupées en capitules dont le diamétre est de 6 a 7mm (Ozenda, 2004).
[.2.2. Taxonomie

La classification botanique de Matricaria pubescens est décrite comme suit (Judd et
al., 2002 ; Ozenda, 2004 ) :

Tableau | : Classification botanique de Matricaria pubescens

Embranchement Spermaphytes

S/ Embranchement Angiospermes
Classe M onocotylédones
Sous-classe Compositea
Ordre Asterales

Famille Astéracées

Genre Matricaria
Espece Pubescens
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[.2.3. Noms vernaculaires

Le nom scientifique de la matricaire, Matricaria pubescens, dérive du latin Matricaria

désignant matrice ; pubescens signifiant velu.

v En arabe : Guertoufa, Ouazouaza;

v' Entamashaq : Aynasnis;

v" Enfrancais: Camomille;

v' Enanglais: Hairy camomille (Hammiche et Maiza, 2006).

Photo 1 : Photographie de la plante Matricaria pubescens (Djellouli et
al., 2013)

|.2.4 Habitat et répartition géographique

Selon les criteres de I’'UICN (I’Union Internationale pour la Conservation de la
Nature) cette matricaire est endémique en Afrique du nord. Au niveau local (Sahara
Algérien), cette plante est commune dans tout le Sahara septentrional correspondant aux
régions de : Biskra, Figuig, El oued, Touggourt, Béchar, Ghardaia, El Goléa, Ouargla, Beni
Abbeés, et dans le Sahara central qui comprend les régions de : Adrar, Tamanghasset, Djanet,
Fort-polignac, Fort-Flatters, Timimoune, In Salah (Ozenda, 1991).

|.2.5.Utilisation traditionnelle dela plante

Matricaria  pubecsens  possede des  propriétés  anti-inflammatoires,
antimicrobiennes et cytotoxiques (Maiza et al., 2011), elle est utilisée pour le traitement des
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affections oculaires, dysménorrhée (troubles liées a la menstruation), toux et maux de rein,
(Ould EI Hadj et al., 2003), ulcére gastrique, ballonnements et asthme (Dj€ellouli et al., 2013)

Elle est également utilisée pour traiter les rhumatismes, les courbatures, les allergies et
les morsures de scorpions (Hammiche et Maiza, 2006). En usage externe, la matricaire est
utilisée couramment dans le domaine dermatologique (Makhloufi, 2013). Dans I’ dimentation
Matricaria pubecsens est utilisée pour donner une bonne saveur au thé, pour la préparation
des soupes et dans la conservation du beurre transformé traditionnellement. En fonction de la
maladie a traiter, cette plante est utilisee sous différentes formes a savoirs macération,
décoction, infusion ou inhalation (Djellouli et al., 2013). Elle est récoltée et commerciaisée a

grande échelle dans les marchés algériens (Lhuilier, 2007).
[.2.6. Composition chimique de Matricaria pubescens

Un grand nombre de plantes du genre Matricaria ont fait a cejour I’ objet de plusieurs
études, telles que des études chimiques et isolement de nombreux métabolites secondaires
(Benkiki, 2006).

Les composeés phytochimiques thérapeutiques trouvés dans Matricaria pubescens
comprennent les alcaloides, les saponines, les terpenes et les stéroides, Les polyphénals,
tannins et flavonoides (Djellouli et al., 2013).

|.3. Lesalcaloides

Les métabolites secondaires sont un groupe de molécules qui interviennent dans
I” adaptation de la plante & son environnement, ainsi que dans la défense contre les prédateurs
et les pathogenes (Judd et al., 2002). Ils peuvent étre utile dans la prévention contre plusieurs

mal adies (cancer, maladies circulatoires, lesinfectionsviral...) (Namdeo, 2007).

Parmi les premiers produits naturels isolés des plantes médicinales; les alcaloides
(Schauenberg et Paris, 2005), ils forment un vaste groupe de métabolites secondaires (El
Tahchy, 2010), qui ont eu un impact majeur dans I'histoire médicale de I'nomme (Al—-+Fartosy,
2013).

Un alcaloide est un composé organigue hétérocyclique d’ origine naturelle, azoté, plus
ou moins basique (Ameyaw et Duker-Eshun, 2009), de distribution restreinte et dotés, afaible
dose, de propriétés pharmacol ogiques marquées (El Tahchy, 2010). Ils constituent une classe

présentant une grande diversité structurale (Muniz, 2006). Ils se produisent normalement
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dans la plante sous forme de sels ou de bases libres ou en combinaison (avec les tanins en
particulier). (Breneton, 1999 ; Kashani, 2012).

En 1803, DEROSNE a isolé le premier alcaloide semi-pur du latex sec de I’opium
(Papaver somniferum), une drogue utilisée depuis des siecles pour des propriétés anal gésiques
et narcotiques. En 1805, SERTURNER a caractérisé cet alcaloide et la nommée morphine,
(Walton et Brown, 1999) (Figure 1).

Figure 1 : Structure chimique de lamorphine (Rodney et al., 2000).
|.3.1. Distribution et localisation des alcaloides

Chez le végétaux, les acaloides sont des composés essentiellement présents chez les
Angiospermes, ils sont exceptionnels chez les bactéries (pyocyanine de Pseudomonas
aeruginosa), et assez rares chez les champignons (ergolines des Claviceps). Ils existent

également chez les animaux. (Breneton, 1999)
|.3.2. Classification des alcaloides

La classification des acaloides est basée sur plusieurs critéres, a savoirs I’ origine
biologique, la voie de biosynthése, la structure et les propriétés spectroscopiques/
spectrométriques (Hesse, 2002). Une autre classification a été rapportée par (Bennett et
Wallsgrove, 1994) ou les acaloides ont été divisés en trois grandes classes en fonction des

précurseurs et la structure finale :

» Alcaloides vrais : ils sont des dérivés des acide aminés, basique et contiennent |’ azote

dans I’ hétérocycle, par exemple lanicotine (figure 2) et I’ atropine.
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Figure 2 : Structure chimique de lanicotine (Rodney et al., 2000)

» Pseudo-alcaloides : ils représentent le plus souvent toutes les caractéristiques des
acaoides vrais, ils sont basique mais ne sont pas dérives des acides aminés, par exemple
caféine (figure 3) et solanidine ;

Figure 3 : Structure chimique de la caféine (Rodney et al., 2000)

» Proto-alcaloides: sont des amines simples dont I’ azote n’est pas inclus dans un systéme
hétérocyclique, ils ont un caractére basique et sont élaborés in vivo a partir d acides
aminés.

|.3.3. Biosynthése des alcaloides

La biosynthése des alcaloides alieu au niveau du réticulum endoplasmique, la basicité
de la plupart de ces acaloides impose leur compartimentation dans les vacuoles cellulaires.
Leur synthése s effectuent le plus souvent au niveau de sites précis, ils sont ensuite

transportés dans leurs sites de stockage. (Breneton, 1999 ; Rios et al., 2005)

L’ornithine et la lysine, acides aminés diamines, la phénylaanine, la tyrosine et le
tryptophane, acides aminés aromatiques, sont le point de départ de la synthese de nombreux
alcaloides. La premiére étape consiste dans tous les cas a la décarboxylation des acides

aminés par des décarboxylases spécifiques. La tyrosine et la phénylalanine, composés a
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I’origine du noyau aromatique sont les précurseurs de I'important groupe des acaloides

isoquinoléques. (Breneton, 1999)
1.3.4. Activités biologiques des alcaloides

Les propriétés biologiques des acaloides sont aussi variées que leurs structures, elles
sont bénéfiques dans le traitement de différentes maladies ou des dysfonctionnements de
I’ organisme humain (Muniz, 2006). A titre d’exemple, les acaloides agissent au niveau du
systeme nerveux central comme antidépresseurs (morphine, scopolamine) ou stimulants
(strychnine, caféine). Ils peuvent étre utilisés comme des antitumoraux, et des antipaludiques
(Bruneton, 1999).

Les acaloides possedent aussi des propriétés anti-inflammatoires, antioxydantes et
antibactériennes (Karou, 2006). En 2005, Sawer et ses collaborateurs ont démontré que les
alcaloides indoloquinoline, cryptolépine provoquent la lyse cellulaire et des changements
morphologiques sur Staphylococcus aureus, mais ces effets sont peut étre dues a d'autres
mécanismes puisque ce composé est connu pour ére un agent intercalant de I'ADN et un
inhibiteur de la synthéese d'ADN par inhibition de la topoisomérase (Karou, 2006). La
berberine est douée de propriétés bactériostatiques a faible dose, bactéricides a dose plus
forte, elle est active sur de nombreux germes (staphylocoques, streptocoques, mais aussi
salmonelles, proteus, vibrions...etc.) (Khalid et al., 2004).
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1. Matériel e¢ méthodes
[1.1. Milieux et réactifs utilisés :

[1.1.1. Milieux utilisés:

- Muller Hinton (MH)
- Tripticase SojaAgar (TSA)
- Bouillon Nutritif (BN)

I1.1.2. Réactifs utilisés :

- Methanol (BIOCHEM)

- Ethamol (SIGMA-ALDRICH)
- Chloroforme

- Dichloromethane

- Hexane

- Acide Acétique

- Acide Sulférique

- Ammoniac

- Acide Chlorhydrique

- Dimethyl Sulfoxyde (DMSO)
- Réactif de Dragendorff

[1.2. Préparation du matériel végétal

La plante «« Matricaria pubescences »> a é&é récoltée dans la région de Hassi Massoud
willaya de Ouargla durant le moins d avril 2013. Apres la récolte, |’ échantillon est séché a
température ambiante al’ abri de la lumiére. La matiére séche obtenue est réduite en poudre a
I’aide d’un broyeur éectrique, puis tamisée en utilisant deux tamiseurs de granulométries
différentes (500 et 250um), les fractions dont le diamétre inferieur a 250pum sont retenues

pour |’ extraction.
[1.3. Préparation des extraits

Les acaloides totaux de Matricaria pubescens sont extraits en utilisant plusieurs
protocoles avec différents solvants d’ extraction (extraction dans un milieu alcoolique, dans un

milieu acide et dans un milieu acalin).
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Tous les protocoles d' extraction sont précédés par une délipidation, en mélangeant
20g de poudre végétale avec 100ml d’ hexane. Apres 48 heures de macération, le mélange est
filtré, le marc obtenu est dégraissé puis séché al’air libre, et lefiltrat jeté.

[1.3.1. Extraction dansun milieu alcalin

Le protocole d’ extraction des alcaloides dans un milieu acalin est proposé par STAS
(1850) avec quelques modifications; 10g de poudre délipidés sont repris dans 100ml de
chloroforme basifiés aun pH= 9 par I’ gout de quelques gouttes d’ ammoniac. Apres 24 heures
de macération afin de libérer les alcaloides de leurs combinaisons salines, le mélange est filtré
(pour un bon épuisement du marc, la manipulation est répétée trois fois). Le marc épuisé est
jeté et lefiltrat est recueilli et concentré partiellement au rotavapeur. La phase chloroformique
concentrée subis une extraction par 100 ml d’une solution d acide sulfurique (pH= 03). La
phase acide est alcalinisée par une solution dammoniac au pH = 9. Il est procédé a une
extraction (liquide-liquide) dans une ampoule & décantation apres rgjout de 20 ml de
chloroforme. L’ ensemble est mélangé doucement en agitant de haut en bas. Aprés environ 30
mn, la phase organique est récupérée puis concentrée a sec, le résidu obtenu (alcaloides

brute) est récupéré avec le DM SO et conservé a4°C.
[1.3.2. Extraction dansun milieu acide

L’ extraction des acaloides totaux de la matricaire dans un milieu acide a été faite
selon le protocole de Makkar et al. (2007) sur lequel des modifications ont été apportées. 10g
de poudre dédlipidés sont mélangés avec 100ml d’ acide acétique a 15% (dans le méthanol).
Apres 72 heures de macération une filtration est réalisée, le filtrat récupéré est alcalinisé avec
de ’'ammoniac jusgqu’” a PH = 9. Apreés filtration, |’ extrait est concentré au rotavapeur, puis
alcalinisé par I’ addition de quelques gouttes d’ammoniac. La solution obtenue est extraite par
le chloroforme jusqu’a épuisement total, la phase organique est concentrée. Le résidu sec

obtenu est récupéré avec le DM SO puis conservé a4 °C.
[1.3.3. Extraction dans un milieu alcool

L’ extraction des alcaloides dans un milieu alcoolique a été réalisé en utilisant deux
solvants de différente polarité (I’ éthanol et le méthanol), soit par macération ou al’aide du
soxhlet.
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11.3.3.1. Extraction avec |’ éthanol et le méthanol par |e soxhlet

Les alcaloides sont obtenus selon la méthode de Ross et Rain (1977) rapportée par
Harborne (1998); La poudre délipidée (10g) est extraite au Soxhlet par 300ml d'alcool
(éthanol et méthanol) pendant 8h. L’ extrait alcoolique obtenu est évaporé a sec puis repris par
50ml de chloroforme acidifié par une solution d acide chlorhydrique a5 % au pH=3. Trente
minutes apres, la solution aqueuse acide est alcalinisée par I’ammoniac au PH=9, puis mise
pour extraction des acaloides avec 50ml de chloroforme dans une ampoule a décanter. La
phase chloroformique récupérée et évaporée a sec, et le résidu obtenu qui représente les
alcaloides totaux est récupérée par le DM SO puis conservée a4 °C.

[1.3.3.2. Extraction a I’éthanol par macération

10g de poudre délipidés sont repris dans 250 ml d’' éhanol. Une filtration est réalisée
aprés 24h de macération, le filtrat récupéré est évaporé a |I’aide d’'un rotavapeur jusgu'a
0.5ml. L’ extrait éthanolique concentré est additionné de 50ml d’eau distillée acidifie avec
I’'HCl jusgu au PH=03. Aprés 30min de repos le mélange est basifié avec I’ammoniac
jusqu’au PH=9. La solution basique obtenue est épuisée par 50ml de chloroforme dans une
ampoule a décanter. La phase organique récupérée est évaporée a sec. Le résidu obtenu est

récupéré avec le DMSO puis conserve a4cCe.
[1.4. Détermination du taux d’extraction

Le rendement de |’ extraction en alcaloides est déterminé par la différence entrele
poids du bécher plein et le poids du bécher vide. Le pourcentage d’ extraction est calculé

comme suit ;

[ Taux d extraction (%) = [(P;- Po)/E] 100 }

Po: poids du bécher vide (g).
P,: poids du bécher aprées évaporation du solvant (g).

E : poidsdel’ échantillon initia (g).
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[1.5. Test phytochimique

La présence des alcaloides est confirmée par le test phytochimique spécifique. Les
extraits récupérés avec le DMSO subissent une dilution de 1/10 dans un tube a essai, et
guelques gouttes du réactif de Dragendorff sont ajoutées. L’ apparition d’un précipité orangé
indique la présence des alcaloides dans | es extraits.

[1.6. Détermination del’activité antibactérienne

[1.6.1. L es souches bactériennes utilisées

L’ activité antibactérienne des trois extraits (alcoolique, alcalin et acide) de Matricaria
pubescens est testée sur 8 souches a savoir : Echerichia coli ATCC25922, Echerichia coli
164, Saphylococcus aureus ATCC25923, SARM, Acinetobacter baumannii 610,
Acinetobacter baumannii 897, Pseudomonas aeuroginosa ATCC27853, Pseudomonas

aeuroginosa 21.
[1.6.2. Préparation de la suspension bactérienne

Les souches sont préalablement réisolées sur milieux TSA (Tripticase Soja Agar).
Apres 18 a 24 heures d’incubation, trois a cing colonies de la culture sont dissociées dans 3ml
d'eau physiologique ce qui correspond approximativement & 10° UFC (unité formant
colonies).

I1.6.3. Aromatogramme

L’ aromatogramme est basé sur la technique de diffusion sur milieux gélosés (Muller
Hinton). La méthode appliquée est celle des puits décrite par Kuete et al., 2004.

Des puits de 6mm de diametre sont réalisés dans des boites contenants le milieu
Muller Hinton. Le fond des puits est couvert par ajout de quelques gouttes du méme milieu.
Aprées ensemencement par une suspension bactérienne a I’ aide d’ écouvillons, les puits sont
remplis avec 50ul de chaque extrait, le dernier puits (témoin) est rempli avec le DMSO. Un
disque de gentamicine est également déposé au centre de chague boite. Les boites sont mises
pour diffusion a 4°C pendant deux heures, avant une incubation a 37°C pendant 18 a 24h. Le

diamétre des zones d’inhibition obtenues, est mesuré al’ aide d’ un pied a coulisse.

Tous les essaies sont effectué deux fois, et e résultat est exprimé par la moyenne de

ces deux mesures.
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[1.6.4. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La concentration minimale inhibitrice (CMI) correspond a la plus petite concentration
de la substance bactérienne pour laguelle aucune croissance bactérienne n’'est observée
(Martini et Eloff, 1998). La CMI est déterminée en utilisant la méthode de diffusion en milieu
gélosé (Muller Hinton). Pour chague souche, seul |’ extrait ayant la meilleure activité sur elle
est testé. La solution mére subit une série de dilution de 25 mg/ml, 12,5 mg/ml, 6,25 mg/ml,
3,125 mg/ml, 1,562 mg/ml et 0,781 mg/ml.

Apres ensemencement des boites al’ aide d' écouvillons, des puits de 6mm de diamétre
sont remplis avec 50ul de chaque dilution des extraits précédents. Les boites sont par la suite

incubées a 37°C pendant 18 a 24 heures apres une diffusion de deux heures a4°C.
[1.6.5. Détermination del’ activité bactéricide ou bactériostatique

Selon Lewus et al. (1992), I’ activité bactéricide ou bactériostatique est déterminée en
prélevant (découpant) un carrée de la gélose a partir des zones d’inhibitions obtenues avec les

extraits qu’ on re- suspend dans 5ml de bouillon nuitritif.

La lecture des résultats est faite chague jour, les bouillons restant claire apres une
semaine d’incubation, sont utilisés pour I’ensemencement sur milieu TSA (Tripticase Soja
Agar). Lalecture est faite aprés 18 a 24 heures a 37°C.

Un témoin négatif et un autre positive sont pris comme contrdle pour interpréter les

résultats.
[1.6.6. Etude de la synergie entre extrait et antibiotique

Pour étudier I'effet synergique des extraits de Matricaria pubescens avec un
antibiotique, 50pul de chaque extrait avec une concentration de 50mg/ml sont ajouté au disque
d’ antibiotique. Dans notre cas |la ceftazidime (CAZ) est choisie pour le test. La souche choisie
pour cette étude est la souche de référence E.coli ATTCC25922.
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[11. Résultats et discussion

[11.1. Letaux d’extraction

La période de récolte de la plante, la procédure de séchage, la granulométrie des
particules, le temps de macération, le volume ainsi que la nature du solvant, constituent les
paramétres susceptibles d'influencer le taux d'extraction et d'affecter ains I'activité
antibactérienne des extraits (Mallika et Dhar, 1980; Eloff, 1998 ; Pinelo et al., 2005 ; Eloff
et McGaw, 2006 ; Sipgno et al., 2007; Hayouni et al., 2007).

Dans le présent travail, il est procédé a |’ extraction par macération et par soxhlet, des
acaoides totaux a partir d’'une plante médicinale Matricaria pubescens, ains qu'a la
détermination de |’ activité antibactérienne des extraits obtenus. Pour avoir le taux d’ extraction
en acaloides le plus élevé, plusieurs protocoles ont été testés en utilisant différents solvants a

différentes polarités et pH (le chloroforme, le méthanol et I’ éthanol).

Pour confirmer la nature des composés extraits, un test phytochimique spécifique est
testé. Apres I’gout de quelques gouttes du réactif de Dragendorff, un précipité orangé est

constaté pour I’ ensemble des extraits, ce qui témoigne de la présence des a caloides.

Photo 1 : Résultats du test phytochimique par le réactif Dragendorff.

1: extrait au méthanol par soxhlet, 2 : extrait al’ éthanol par macération, 3 : extrait alcalin par

macération, 4 : extrait al’ éthanol par soxhlet, 5 : extrait acide par macération.
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Les résultats montrent que les taux d’ extraction obtenus présentent des différences
selon le protocole d extraction, le pH et la nature du solvant utilisé (figure 04) ; Les taux
d extraction les plus importants sont obtenus avec le 3¥™ protocole utilisant I’ éthanol comme

2eme

solvant et le soxhlet pour I’ extraction et le protocole utilisant le méthanol acide pour
I”extraction, ils sont de 4.03% et 4.02% respectivement. Ils sont suivis par |I’extraction au
méthanol par soxhlet et I’éthanol par macération avec des taux d extraction de 3.52 % et
3.32% respectivement. Cependant en appliquant le premier protocole; e chloroforme basifié a

donné le rendement en acaloide le plus faible 2,69%.

Les différences constatées entre les teneurs en alcaloides obtenues en appliquant
plusieurs méthodes d’ extraction pourraient étres expliquées par lanature et ainsi la solubilité

des alcaloides de la matricaire dans les solvants.
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|_
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basifié acidifié (macération) (soxhlet) (soxhlet)
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Figure 4 : Taux d extraction en alcaloides de Matricaria pubescens en fonction du pH
et de lapolarité du solvant utilisé ainsi que le procédé d’ extraction.

Benhammou et ses collaborateurs en 2013, ont révélé dans leurs travaux sur Anabasis
articulata un taux en acaloides de 5.95% pour |’extrait éthanolique et 5.47% pour |’ extrait
méthanolique, ces résultats sont supérieurs a ceux obtenus avec nos extraits. Alors que
Maatalah et al. (2012), ont obtenu un rendement de 1.25 pour la méme plante.

L’ étude menée par Bouzidi et al. (2011), sur Datura stramonium qui est une plante
tres répondu en Algérie, a donnée un taux de 0.07% pour I’ extrait alcalin, ce taux s avere

beaucoup plus faible que celui obtenu avec notre extrait qui est de 2.69%.
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Un taux d’extraction de 1.94% par méthanol a partir Anethum graveolens a été obtenu
par El fartosy et son collaborateur (2013), alors que Gomah, (2010) a obtenu un taux de
2.60% pour I’ extrait acalin dans son étude sur Peganum harmala, le méme résultat est obtenu

avec notre extrait.

Ces différences des taux d extractions obtenus, sont dues au fait, que la teneur en
métabolites secondaire dépend de plusieurs facteurs tels que I’ espéce, I’ origine, le stade de
croissance, les influences environnementales et |e patrimoine génétique (Bruneton, 1999).

Les alcaoides ont une basicité plus ou moins margquée, ils peuvent former des sels
avec des acides minéraux (chlorhydrates, sulfates, nitrates) ou organiques (tartrates,
sulfamates, maléates). Les sels d'acaloides sont généralement solubles dans I'eau et les
alcools dilués, ils sont insolubles dans les solvants organiques apolaires, sauf rares exceptions
(Bruneton, 1999). La basicité des alcaloides est tres variable, éroitement fonction de la
disponibilité du doublet libre de |I’azote. Des groupements électro-attracteurs adjacents a
I’'atome d'azote diminuent la basicité tandis que des groupements électro-donneurs la
renforcent. La basicité est également influencée par des contraintes stériques, elle est un
facteur d'instabilité pour ces molécules qui, al’ état de base et en solution, sont sensibles ala

chaleur, alalumiére ainsi gu’'al’ oxygéne (Bruneton, 1999).
[11.2. Détermination de |’ activité antibactérienne

[11.2.1. Aromatogramme

Cette partie vise a déerminer |’activité antibactérienne des extraits de Matricaria
pubescens sur huit souches, a savoir : Echerichia coli ATCC25922, Echerichia coli 164,
Staphylococcus aureus ATCC25923, SARM , Acinetobacter baumannii 610, Acinetobacter
baumannii 897, Pseudomonas aeuroginosa ATCC27853 , Pseudomonas aeuroginosa 21.

Les extraits utilisés pour déterminer cette activité sont : I’ extrait obtenu par I’ éhanol
au soxhlet et les extraits obtenus par macération avec le méthanol acidifié et le chloroforme

basifié a des concentrations allant de 20 a 60mg/ml.

La présente étude révéle |’existence d’'une différence entre les diamétres des zones
d’inhibitions en fonction du solvant d extraction, de la concentration en alcaloides et de la

souche testé.
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L’ analyse des résultats montre que les diametres des zones d’inhibitions augmentent
pour toutes les souches testées sensibles dans ce travail en augmentant les concentrations des

extraits en alcaoides.

Pour |'extrait éhanolique, le diamétre de la zone d’inhibition varie de 12.69mm a
15.73mm pour Acinetobacter baumannii 897, de 16.11mm a 24.26mm pour SARM et de
9.97mm a 14.65mm pour Saphylococcus aureus ATCC25923 (figure 5), aors qu’ils n’ont
aucune action sur les souches Echerichia coli ATCC25922, Echerichia coli 164,
Acinetobacter baumannii 610, Pseudomonas aeuroginosa ATCC27853, Pseudomonas

aeuroginosa 21.

30 -+ .
=== A. baumannii 897
— 257 —8—SARM
e
é 20 - S. aureus ATCC
é 15 | . ® =>¢=P. aeuroginosa ATCC
E == P_aeuroginosa 21
— 10 -
8 A. baumannii 610
5 s
N E.coli 164
0 5 i i o i ] E. coli ATCC
0 20 30 40 50 60
Concentration de I'extrait (mg/ml)

Figure5: Effet de la concentration en alcaloides de I’ extrait éthanolique sur les

souches testées.

Pour I’ extrait alcalin, le diamétre des zones d'inhibition varie de 13.05mm a 19.24mm
pour Acinetobacter baumannii 897, de 11mm a 15.55 mm pour Saphylococcus aureus
ATCC25923 (figure 06). Aucune action sur les souches Echerichia coli ATCC25922,
Echerichia coli 164, SARM, Acinetobacter baumannii 610, Pseudomonas aeuroginosa

ATCC27853 , Pseudomonas aeuroginosa 21 n'’ a été constaté
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Figure 6 : Effet delaconcentration en alcaloides de I’ extrait alcalin sur les souches
testées.

Alors que pour |'extrait acide, ce diamétre varie de 8.76mm a 11.21mm pour
Saphylococcus aureus ATCC25923 et de 11.46mm a 15.14mm pour Acinetobacter
baumannii 897, pour cette derniére aucune zone n’est constatée pour les deux concentrations
de 20 mg/ml et 30 mg/ml (figure 07). Aucune zone d'inhibition n’'est constatée autour des
souches : Echerichia coli ATCC25922, Echerichia coli 164, SARM, Acinetobacter baumannii

610, Pseudomonas aeuroginosa ATCC27853, Pseudomonas aeuroginosa 21.

16 -
=@==A. baumannii 897

== SARM
==fe=S. aureus ATCC

IS
N >
1 1

[any
o
1

=¢=P_aeuroginosa ATCC

=ie=P.aeuroginosa 21

=®-A. baumannii 610
E.coli 164

Zone d'inhibition (mm)

E. coli ATCC

0 = = = =
0 20 30 40 50
Concentration de I'extrait (mg/ml)

g n

Figure 7: Effet dela concentration en alcaloides de |’ extrait acide sur les souches

testées.
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La plus grande zone d’inhibition (24.26mm) est obtenue par I’ extrait acoolique sur
SARM, dors que la plus faible (9.97mm) est obtenue avec le méme extrait sur
Saphylococcus aureus ATCC25923.

L’aromatogramme ne montre aucune activité sur les souches: Echerichia coli
ATCC25922, Echerichia coli 164, Acinetobacter baumannii 610, Pseudomonas aeuroginosa
ATCC27853, Pseudomonas aeuroginosa 21, pour |’extrait alcoolique. Echerichia coli
ATCC25922, Echerichia coli 164, Acinetobacter baumannii 610, Pseudomonas aeuroginosa

ATCC27853, Pseudomonas aeuroginosa 21et SARM, pour les deux extraits alcalin et acide.

Nos résultats montrent qu’a la méme concentration et sur la méme souche, les trois
extraits donnent des zones d’inhibition différentes, ce qui pourrait ére di a la nature des
alcaloides extraits dans chague solvant.

Les protocoles appliqués ont permis de donner des taux d’ extraction différents et des
alcaloides ayant des potentiels antibactériens différents a la méme concentration, ce qui

indique ladiversité des alcaloides extraits de Matricaria pubescens.

Maatalah et al. (2012), ont démontré que les acaloides d’ Anabasis articulata, une
plante médicinale localement appelée ‘grem’ présente des activités antimicrobiennes sur les
souches Escherichia coli ATCC 25922, Saphylococcus aureus ATCC 6538 et Pseudomonas
aeruginosa ATCC 14028, ce qui pourrait s expliquer par la nature des alcaloides extrait et
contenus dans chague plante.

Karou et al. (2006), ont démontré que |’extrait alcalin de Sda acuta possede une
activité antibactérienne vis-a-vis Staphylococcus aureus ATCC 25923, le méme résultat est

trouvé avec |’ extrait alcalin de Matricaria pubescens.

Les résultats de Gomah (2010), révélent que I’ extrait alcalin de Peganum harmala est

actif sur E.coli, alors qu’ elle est résistante dans la présente étude.

Torres et ses collaborateurs (2002) ont révélé qu'E.coli ATCC 25922 est insensible
aux quatre alcaloides toxiques isolés a partir d’ Arenosclera brasiliensis, ce qui concorde avec
les résultats de la présent éude.

Les acaloides isolés a partir de Mitragyna speciosa, ne possedent aucune activité sur
E.coli et Pseudomonas aeruginosa (Parthasarathy et al. 2009), ce qui est en accord avec nos
résultats. Bonjar, (2004) de sa part a demontré la résistance de cette derniere aux extraits de

43 especes de 29 familles de plantes médicinal es Iraniennes.
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Wang et al. (2013), ont démontré que les alcaloides de |’ extrait éthanolique de Evodia
rutaecarpa sont actifs contre Saphylococcus aureus ATCC 25923, le méme résultat est
obtenu avec notre extrait.

Les alcaloides isolés a partir de quelques especes de Corydalis et Fumaria, possedent
une activité sur Acinetobacter baumannii (Orhana et al, 2007), le méme résultat est obtenu
avec les extraits de Matricaria pubescens.

Makhloufi et al. (2012), dans leurs travaux sur la méme plante (Matricaria
pubescens), ont rapporté que la souche Saureus ATCC 25923 est sensible au composes
phénoliques de I’ extrait éthanolique, mais résistante a ses huiles essentielles.

La souche E.coli ATCC 25922 testée sensible par les extraits de matricaria pubescens
de Makhloufi et al. (2012) est résistante dans la présente éude, aors que la souche
P.aeruginosa ATCC 27853 rapporté par ces auteurs résistante est résistante aussi dans le

présent travail.

En plus de |a probable implication de la méthodologie dans|’évaluation de I’ activité
antibactérienne, la structure de la membrane cellulaire des bactéries pourrait aussi y jouer un
grand role. En effet la membrane externe des bactéries gram (-), constitue une barriere de
perméabilité efficace, qui empéche la diffusion des molécules hydrophobes et ce par la
présence de charges négatives de surface (Nikaido, 2003). Contrairement aux gram (-), le
peptidoglycane des bactéries gram (+) n’entravent que la diffusion des molécules de poids
moléculaires supérieurs a 50000 Dalton (Hogan et Kolter, 2002). Ceci pourrait expliquer la
sensibilité des souches gram (+) (S aureus ATCC 25923 et SARM), ains que la résistance
desgram (-) (E. coli ATCC 25922 et E.coli 164) aux extraits de Matricaria pubescens.

Cependant, certaines études ne révélent aucune activité antibactérienne sélective vis-
aVis des bactéries gram(+) ou gram (-) (Athamena et al., 2010). La sensibilité des souches
d’A. baumannii 610, P. aeruginosa ATCC 27853 et P. aeruginosa 21 observée avec les

extraits étudiés confirme cette hypothese.
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Photo 3 : Activité antibactérienne de I’ extrait éhanolique sur A.baumannii 897.

Photo 4 : Activité antibactérienne de |’ extrait alcalin sur A.baumannii 897

111.2.2. Concentration minimaleinhibitrice (CMI)

La concentration minimale inhibitrice (CMI) est déterminée par la méthode de
dilution sur milieu solide pour les extraits ayant montré la meilleure activité antibactérienne
(I"extrait éthanolique) vis-a-vis des souches testées a I’ exception de E. coli ATCC 25922, E.
coli 164, A. baumannii 610, P. aerugenosa ATCC 27853 et P.aerugenosa 21 qui se sont

révél ées résistantes a tous nos extraits. Les résultats sont illustrés dans e tableau 2.
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Tableau I : Résultats des concentrations minimales inhibitrices (CMI) mg/ml

Souches CMI
Acinetobacter baumannii 897 <0.781
Staphylococcus aureus ATCC25923 3.125
SARM <0.781

La CMI de I'extrait éthanolique est déterminée pour les souches Acinetobacter
baumannii 897, Staphylococcus aureus ATCC25923 et SARM et ce suite aux résultats de

I’ aromatogramme.

L’ extrait éhanolique est plus actif sur Acinetobacter baumannii 897 et SARM avec
une CMI < 0.781 mg/ml. La CMI des acaloides de I’ extrait éhanolique pour Staphylococcus
aureus ATCC25923 est de 3.3125 mg/ml, alors que celle des alcaloides de Sda acuta est de
0.40mg/ml pour la méme souche et de 0.08mg/ml pour Echerichia coli CIP 105182 (Karou et
al., 2006).

Tanaka et al. (2006), dans leur éude sur les alcaloides de Aspidosperma ramiflorum
ont trouvé une CMI de 0.50mg/ml sur la souche Staphylococcus aureus, cet extrait s est avéré
plus actif que celui obtenu avec Matricaria pubescens, et une CMI de 1mg/ml sur Echerichia

coli qui est résistante dans la présente étude.

Chakraborty et Brantner, (1999) ont rapporté une CMI de 0.42mg/ml  pour
Pseudomonas aeruginosa des alcaloides de Holarrhena pubescens, alors que cette souche est

résistante aux extraits de Matricaria pubescens.

Dans I’ étude réalisée par Makhloufi et al. (2012) sur la méme plante, la CMI de des
composés phénoliques de I’ extrait éthanolique est de 8 mg/ml sur Saphylococcus aureus
ATCC25923. Cependant lors de notre étude la CM1 obtenue avec les alcaloides de Matricaria
pubescens sur la méme souche est de 3.125 mg/ml. La plus petite concentration des huiles
essentielles de cette plante inhibant Echerichia coli ATCC 25922 est de 13 mg/ml (Makhloufi
et al., 2012), alors que cette souche C’ est avérée résistante a tous nos extraits.
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Photo 5: LaCMI del’ extrait é&hanolique sur A.baumannii 897

[11.2.3. Activité bactéricide ou bactériostatique

Un seuil de 12,5 mm de lazone d’inhibition est fixé pour tester I’ activité bactéricide

ou bactériostatique des extraits de Matricaria pubescens sur les souches testées.
Les résultats sont illustrés dans le tableau suivant :

Tableau I11: Résultats de I'activité bactéricide ou bactériostatique des extraits de

Matricaria pubescens

Extrait a cool Extrait acide Extrait acalin
A.baumannii 897 ) Non testé (+)
Saureus ATCC Non testé )] Non testé
25923
SARM ) Non testé Non testé

(-) Bactériostatique
(+) Bactéricide
D’ apres ces résultats |” activité bactéricide ou bactériostatique des extraits varie selon

|a souche testée et | e solvant d' extraction.
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Les extraits alcoolique et acide présentent, apres 24, un effet bactériostatique sur les
souches A.baumannii 897 et SARM, pour le premier et Saureus ATCC25923 pour |e second.

Pour la souche A.baumannii 897, I'extrait acalin resté claire aprés une semaine
d’incubation, est confirmé bactéricide par |’absence de croissance microbienne sur milieu
TSA apreés repiquage.

Photo 6 : Activité bactéricide/ bactériostatique des extraits

Photo 7 : L’activité bactéricide de |’ extrait alcalin sur A.baumannii 897

23



Résultats et discussion

[11.2.4. Synergie extrait / antibiotique

Pour I’é&ude de la synergie, la ceftazidime (CAZ) est utilise comme antibiotique
dont les zones d'inhibitions sont de 21.3mm sur E. coli ATCC 25922. Cependant la souche
Escherichia coli ATCC 25922 est avérée résistante vis-a-vis tous les extraits de la présente

étude. Les résultats sont illustrés dans le tableau 4 :

Tableau IV : Résultats des synergies extrait/antibiotiques sur Escherichia coli ATCC 25922

E.coli ATCC 25922
Extrait Extrait+CAZ Difference
Acool 0 24,71 3,41
acain 0 24.07 2,77
acide 0 24,98 3,68

Les résultats des synergies réalisés entre nos extraits et la ceftazidime sur la souche E.
coli ATCC 25922 révelent une légére améioration de I’ activité antibactérienne dont la plus

grande est de 3.68mm de diamétre, obtenue avec I’ extrait acide.
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Conclusion

Conclusion

La présente étude est consacrée a I’ extraction des alcaloides de Matricaria pubescens
par macération ou par soxhlet en utilisant différents solvants a différentes polarités et pH,

ainsi qu’aladétermination de I’ activité antibactérienne des extraits obtenus.

Les résultats de cette étude montrent que le meilleur taux d’extraction (4.03%) est

obtenu en utilisant I’ éthanol et e soxhlet pour I’ extraction des al cal oides.

Parmi |es souches testées, les extraits acaloidiques de Matricaria pubescens obtenus,
possedent un effet antibactérien uniguement sur Acinetobacter boumannii 897,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Staphylococcus aureus résistante a la méthiciline.
Alors gu'aucune zone d'inhibition n'est constatée autour des souches restantes. La plus
grande zone dinhibition (24.26 mm) est obtenue avec I'extrait éthanolique sur
Saphylococcus aureus résistante a la méthiciline. L’extrait éthanolique est plus actif sur
Acinetobacter baumannii 897 et SARM avec une CMI < 0.781 mg/ml.

L’ activité bactéricide ou bactériostatique des extraits de la matricaire différe selon le
solvant d’extraction et la souche testée. L’extrait alcalin présente un effet bactéricide sur

Acinetobacter baumannii 897.

L’ éude de la synergie entre les différents extraits et la ceftazidime sur la souche E.
coli ATCC 25922, met en évidence une amélioration de I’ activité antibactérienne. L’ extrait

acide adonné lameilleure récupération (3.68mm).
A fin de compléter cette étude, il serait intéressant :

v' D’étudier d autres paramétres d'extraction a savoir la granulométrie de la
poudre, ladurée d’ extraction et bien d autres aspects (différentes parties de la
plante, période de récolte...)

v' D’identifier le principe actif responsable de I'activité antibactérienne, en
utilisant plusieurs techniques dont HPLC, CCM....

v' Déterminer les mécanismes d’ action des alcaloides sur les cellules bactériennes

<

D’ évaluer I’ activité antifongique et anti-enzymatique de ces alcaloides.
v Déduire la toxicité de ces alcaloides ainsi que la dose efficace en réaisant des

testsin vivo.
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Annexes

Composition des milieux :
1. Muller Hintone (MH) (g/l)

e |fusion de viande de boeuf (300)
e Hydrolysat de caséine (17,5)

e Amidon (1,5)

o Agar (17)

e PH73

2. Tripticase Soja Agar (TSA) (d/l)

e Peptone de caséine (15)
e Peptonede soja(b)

e Chlorure de sodium (5)
e Géose (15)

e PH7.2

3. Bouillon nutritif (g/l)

e Macération de viande (15)
e Peptonetrypsique (5)

e NaCl (5

e PH73




Résumé

Le but de ce travail est d'extraire les acaoides, a partir d’une plante médicinale
appelée Matricaria pubescens, en utilisant différents protocoles, solvants et PH (méthanol,
éthanol, chloroforme basifié et méthanol acidifi€). Ainsi que I'’évaluation des activités
antibactériennes des extraits obtenus. Les résultats obtenus indiquent que I’ extrait é&hanolique
présente le taux d’extraction le plus élevé (4.03%), en utilisant le soxhlet pour |’ extraction.
D’ aprés les aromatogrammes réalisés, tous les extraits de la matricaire présentent un pouvoir
inhibiteur sur les souches: Acinetobacter baumannii 897, SARM et Staphylococcus aureus
ATCC 25923. Les autres souches testées sont restées sensibles. Sur toutes les souches
étudiées, Saphylococcus aureus résistant a la méthiciline est la plus sensible a I’ extrait
éthanolique avec des zones d’inhibitions atteignant les 24.26mm. Ce dernier est plus actif sur
Acinetobacter baumannii 897 et  SARM avec une CMI < 0.781 mg/ml. L’extrait acalin
possede un effet bactéricide sur la souche Acinetobacter baumannii 897, Une amélioration
de I’ activité antibactérienne est constatée aprés la réalisation des synergies entre les différents
extraits et la CAZ sur lasouche E. coli ATCC 25922.

Mots clés. Matricaria pubescens, alcaloides, activité antibactérienne.

Summary:

The am of this work, is the extraction of alkaloids from a medicinal plant called
Matricaria pubescens, using different protocols, solvents and pH (methanol, ethanol,
chloroform basified and methanol acidified). And evauation of their antibacterial activity.
The results indicate that the ethanolic extract has the highest extraction rate (4.03%), using
soxhlet for the extraction. All extracts of matricaria have inhibitory effects on : Acinetobacter
baumannii 897, MRSA and Staphylococcus aureus ATCC 25923. Other tested strains have
remained sensitive. All tested strains, methicillin-resistant Staphylococcus aureus is the most
sensitive to the ethanol extract with 24.26mm. It is more active on Acinetobacter baumannii
897 and MRSA with aMIC <0.781 mg / ml. The alkaline extract has a bactericidal effect on
Acinetobacter baumannii 897, an improvement of antibacterial activity is observed after the
realization of synergies between the different extracts and CAZ on the E. coli ATCC 25922.

Key words: Matricaria pubescens, alkaloids, antibacterial activity.



