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Résumé

Notre travail porte sur I'étude et la caractérmatde certaines propriétés biologiques,

biochimiques, pharmacologiques et rhéologiquegatailaca oleraced.

Portulaca oleraceal. est une plante médicinale, appartenant a laill&andes
Portulacaceae , appelée communément par la papulddicale « Redjila ». Elle est

spontanée, largement répandue en Afrique du nartcplierement en Algérie.

C’est une plante potagere et médicinale encdliséet dans la médecine traditionnelle
de nombreux pays comme laxatif, anti-inflammataareglgésique, antispasmodique et pour le
traitement de pathologies cutanées.

Le screening phytochimique a mis en évidence lagmée de coumarines, flavonoides,
glucosides, alcaloides, tanins et Saponines rpetees. Cette richesse est confirmé par des
rendements comprises entre 867,26 %g EAG/g M8&B2 ug EAG/g MS pour les extraits
bruts, des polyphénols totaux et entre 250,92uiM® et 97ug/g MS des
flavocoumarins,noides qui sont extrait a parts tges, feuilles et de la partie aérienne par
des solvants appropriés (I'eau, I'éthanol 96%, léthanol absolue, le chloroforme et
'acétate d’éthyle)

Les extraits bruts, ont montrés des pouvoirs ingmist de réduction de Fer et de

piégeage de radical libre DPPH. Les IC50 sont casaprentre28, 89 ug/ml et 94,54ug/mil.

Les extraits de tige, feuille et partie aérienné am bonnes activités antibactériennes.
L’extrait éthanoique est le plus active corSraureus, E.coli, Bacillus cereus, Pseudomonas
aeruginosa et Entérococcus feacal{$22 mm de diametre“thhibition). Il donne un effet
fongistatique surCandida albicanr I'extrait agueux n’est active que ssiaureus et Ecoli
(15 a 22 mnde diametre d’inhibition) et donne un effet fongigjue surCandida albicans

mais les deux extraits se montrent inactive vissede A. niger qui est tres résistante.

Mots clés :Portulaca oleraced., polyphénols totaux, flavoniodes totaux, acévénti

oxydante, activité antimicrobienne.



Abstract

Our work focuses on the study and characterizaiforertain biological, biochemical,

pharmacological and rheological properties of dada oleracea L

Portulaca oleracea L. is a medicinal plant, beloggio the family Portulacaceae,
commonly called by the local population "Redijildt"is spontaneous, widespread in North

Africa, particularly in Algeria.

It is a vegetable and medicinal plant still usedthe traditional medicine of many
countries like laxative, anti-inflammatory, analgesantispasmodic and for the treatment of

cutaneous pathologies.

Phytochemical screening revealed the presence whaons, flavonoids, glucosides,
alkaloids, tannins and Saponins tri terpenes. fibimess is confirmed by yields of between
867.26% g EAG / g MS and 207.3¢ EAG / g MS for crude extracts, total polyphenats
between 250.92g / g MS and 97.g / g MS of flavonoids, Which are extracted frone th
stems, leaves and the aerial part by suitable sts\@vater, 96% ethanol, absolute methanol,
chloroform and ethyl acetate) The crude extrattsywed significant powers of iron reduction
and trapping of free radical DPPH. The IC50s atevben 28, 8Qug / ml and 94.54ig / ml.

The extracts of stem, leaf and aerial part havel gotibacterial activities. The ethanoic
extract is most active against S. aureus, E.calcilRis cereus, Pseudomonas aeruginosa and
Enterococcus feacalis (+22 mm diameter of inhihitiolt gives a fungistatic effect on
Candida albicans or the aqueous extract is actiyean S. aureus and Ecoli (15 to 22 mm in
diameter of inhibition) and gives a fungistaticeeff on Candida albicans, but the two extracts

are shown Inactive with A. niger which is very stant.

Key words : Portulaca oleracea L, antimicrobial activity total polyphenols, total
flavonoides,

, antioxydant activity.



Sommaire

Résumé

Liste des abréviations
Liste des figures

Liste des tableaux
Introduction générale

Etude bibliographique

Chapitre | : Généralités surPortulaca oleracea L.

00 I T T 71T o PP PPUPURPPR 1
1.2 Systématique deortulaca OlEaraCeA ..............uuvuuiiiiiiiiiiiiieeeee e eeeee e 2
J.3Caractéres MorpholOGIQUES ..........ueieeiiiii e e e e e e e e e e e e e e e e ee e 2
[.4 CompOSItioN DIOCHIMIQUE .......coe et e e e e e e e e e e 4
1.5 Origine, habitat €t EXIJENCES ...« iiiiiiiieiii e 4
|6 CUIUIE B FECOIIE ... ..ttt ettt ettt e e e e e e e e e e e e e s s e s s nnnrneeeeeeeeeeeeeseaaannnnnnnennees 5
B 1 1] 1E57= U1 o] o PP PPPPPPRPPPP 5
Chapitre 1l : Généralités sur les compoSes PhENOIES...........ccovvvvveiiiviiiiiiiiiie e eeeee, 7
Il.1Généralités sur les métaboliteS SECONAAINES. . ......ccvvviieieeeiiiiiieiiccrereee e 7
I1.2 Généralités sur les COMPOSES PNENOIIQUES. cuunreeeeeeeeeeeeiiiiiiiiiiiiittee e e e e e e 7
[1.2.1Biosyntheése des cOMPOSES PHENOIQUES . ccammmme . iiiiiiiiiieeeeieiece e e e e e 8
[1.2.1.1 Voie de ShIKIMIQUE ......uciiiiiii i e e e e e e e e e e e e e ee e e e e e eeeeeaennn 8
[1.2.1.2V0I€ O'ACELALE .....evvviiiiiiiee ettt e e e e e e e e e e eessr e e e aaaeaeeeeas 8
11.2.2 Principales classes des POIYPNENOIS ..eeeeeiiiieiiiiiieeee e 8
[1.2.2.1 Les acides phénoliques SIMPIES ... eeeevveriiniiiiiaieeeeeeeeeeeeeeeeevieeeeeeeeenannns 8
[1.3Généralités sur [es flaVONOTUES ... 10
[1.3.1 Structure chimique et ClaSSIfICAtION ceeeee..eiiiiiiiie e 10
[1.3.2 Localisation et diStrIDULION ... eiiiiiiiiiiiiiiiiiee e ce e e e 12
11.3.3 Biodisponibilité des flavonOides ......cccccieiiiiiiii i 12
[1.4 GENEralités SUI [€S TANNINS ...........cccmeeeiiiiiiiie ettt a e e e e e e e e e e 12
[1.4.1 TYPES €L SITUCIUIES ...ceeiiieei e ieeim ettt et et e et e e e e m e e e e e e e e e e e eaneeeees 13
. 11.4.1.1 Les tannins hydrolySabIles ... 13
[1.4.1.2 LeS tannins CONUENSES ......coiii ittt et e e e e e e s e eeeesnebaaeeeeeees 13
I1.5 Propriétés biologiques des polypPhENOIS ........eeeiiiiiiiiii e 14
1.6 Activités biologiques des compoSEes PhENOIQUES.........ccovvveveeeieiiiiiiiiiieeeeee e 17

[1.6.1 ACLIVIIE @NtiOXYAANTE ......cci i i ittt e e e e e e e e e s e e e e eeeees 17



[1.6.2 ACLIVITE aNtiMICIODIENNE ....oee e 17

Etude expérimentale

Chapitre Il : Matériel et méthode :

KO-V =0 (= =] (UL [ TP 19
[I1.2Appareillages et rEACLITS ..........cciiieeeeece e e e e e e e e e e e eeaannes 19
[ll.3Echantillonnage de la PIante ... e 19
[H1.ASOUCNES ULIIISEES ...oovviiiiiiiee ettt e e e e e e e e e e e e aeeeeas 19
HLEMELhOAES 0'ANAIYSES ... e e e e annnr e e e e e e e e e e e e e e e e e e aanns 21
[11.5.1MEthodologie de SECNAQGE .........ceii ettt ettt e et rr e e e e e e e e e e e e annnes 21
1 .5.1.1Séchage @ l'air IDre.......coo oo 21
l1l.5.2Détermination des propriétés physico-chinggule la plante fraiche et seche............... 22
1.5, 2. 2TENEUI BN AU ..ceuiiiieiiieiti i eeeeeee oottt e e ettt e e e et e et e e e e eeeemeetaa e e eeaeennnn e aeaeennen 22
[11.5.2.2TE@NEUN €N CENAIES .....coiiiiiiiiiceeeeme e e e e e e e et e ettt eetatbb b sseeeee e s s e e e e e e e aaaeeeeeenenens 22
[H1.5.2.3MESUIE AU PH ...t emmmme ettt eeee e e s e e e e e e e e e e e e eeeeeeesnnnnes 23
H1.5.2.4ACIItE tItrabIe ......oovviiiiei e 23

[11.5.2.5 Détermination de la teneur en élémentaéraux par spectroscopie d’absorption

=011 0] [0 L= OO UURPPPRPPPRPRRPRR 24
[11.5.3 Analyse phytoChIMIQUE ........cooviiiiiiiiiiiieie e 24
[1.5.3.1Préparation de I'NfUSE..........cooiiiiieeeec e 24
[1.5.3.2L8S ANtNOCYANES ...ttt e e e e e e e e e e e e eeaeeeeeeeeeeeees 25
[11.5.3.3LeS 1eUCO-aNtNOCYANES ......uuuiiiiiiiee e 25
5.3 4L S TANINS. . ettt e e e e e e e e e et e e———— e 25
[11.5.3.5LeS tanins galliQUES ........ccoeeeiiiiiiiiceeee et e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeennnne 25
[1.5.3.6LES flaVONOTAES ... e e e e e 25
[1.5.3.7LeS qUINONES lIDIES ... ..o e e e e e e e e e e e e e e eeeeaeenes 25
[11.5.3.8LES SAPONOSIUES ......cceeeiieeeieeeeetee et e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeesens s snnnnnaeeeeeas 25

[ TRSRCR e =TI [or=1 o] [0 [T 26



[11.5.3.10LES QIUCOSIAES .....ovvvieiiiiieiie e e e e e et ettt s e s e e e e e e eaeeeaeeeeeeneeeeeeeessnnnnnnns 26

[11.5.3. 11185 COUMABIINES ....ceeieiiiiiuueiiiias s e e e e oo e e e e et eeeeeetbbssa e s s e e e e eeeaaeeeaeaaasaaaeeeeesssnnes 26
[11.5.4 DOSAQGE ... eeiiiiiii ettt e ettt e et e e e et e et et e e e e e et e b e e e e e e e eaa s 26
[1.5.4 .1Préparation de eXIrail .............ccoiiiiiccceeeece e s 26
[11.5.4.1.1 EXIrACHON QUEUSE.  ..cceeiieiitiiiiaeee e e e e e e e e eeeeeeeeeetteenaneessesebnn s s s e e e eeaeaeaeeeeeeesssnnnnnns 27
[1.5.4.1.2 EXIraction OrganIQUE ...........euuuiiiieesceeeeeeeeiniaaaa s e e e e e e e e e eeeeeeesseenessne s s 28
111.5.4.1.2.1 Extraction a I'acétate d’éthyle et@loroforme ............ccccoviiiiiiiiiiiieeceeinee 28
A11.5.4.1.2.1.1 Délipidation de 'échantillon ... 28
[11.5.4.2 Dosage des polyPhENOIS ........cocoeeeeeiiiiiiiii e e 30
[11.5.4.3 Dosage des flaVONOTUES ..........uceeeemeiiiiie e 31
[11.5.5Analyses rhéologiqUES dES POUAIES ..o eeeeeennnnriiiriiiiirereeeeeeraeeseeeeeaasseserreneeeeeees 32
[11.5.5.1Détermination de la microstructure des ¢r@s obtenues par le MEB.................. 32.
[11.5.5.2L'analyse de |a granuUlOMELIie .....eee..ooeieeeeeeeeieiiieeeeeeiieiie e e e e e e e e e eaes 33
[11.5.5.3L'analySe par iNfrarOUQgE .........cocceecueiiiaiiee ettt e e e e e 33
H1.5.5.4L"INdice de goNfIEMENT .........coo i 33
1.5.6ACtiVIté antimiCrODIENNE ........eiiiiieeeee e e e e 34
[11.5.6.1Préparation des milieuX de CUUI® .....cc.eeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiee e 34
[11.5.6.2Préparation deS iSQUES ........uuuuuiiiiiiiiieeeeeeeeeee e et seeeeess e e e e e e e e e e e aaeeeees 34
[11.5.6.3 Préparation des Pré&S CUIUIES ......ueeciiiiiiiiiiiieeeee e eeeeern e e e e e e 34
[11.5.6.4Préparation des suspensions bacCteriennNes...........ccevevveerviiiiiiiiieeeeeeerreee e eeeeee 34
[11.5.6.5Préparation des eXtraitS & tESIEN ..........icccccceeeeiiiiiiiie e e e e e e e e e e enenaeeeeeannes 34
[11.5.6.6Détermination de 1a CIMI ... ceeeeiiiiiie e 35
[1.5.7ACHIVILE aNti-OXYAANTE .......ceeviieiieeeeie e e e e e e e e e e e e et eeeeneeeeeeeean e e e s 35
[11.5.7.1Test de capacité antioxydante totale (TAC)....ccccuuviiiiiieeeiieeeeeee 35
[11.5.7.2Test du pouvoir antioxydant par réductanfer (FRAP) ..........cccooiiiiiiiiiinnnns 37

I1.5.7.3TESt AU DPPH ..ottt sttt e e e e e e 38



Chapitre V : Résultats et discussion

V.1Résultats de la caractérisation physiCo-ChimiQUe............cccvvviiiiiieeiiiiiiiiiiieeeeeeeen 40
V.2.Résultats d’analyse phytOChIMIQUE ......ccmeeeririiiiiiiiiiiiiiiiee e 43
V.3Résultats de dosage des polyphénols totaux>diEBts ..............cccoevvveveeviiiiiiciiieeee e, 45
V.4 Résultats de dosage des flaVOoNOTUES e iiiieieieieiicecr e 48
V.5Résultats des analyses rhéologiques des PaudIeS.........cceveveeeeeeeeiiiiiiciciieeeeee e 50
V.5.11a granUIOMIELIIE ....cooeiiiiiiiiie s+ttt e e e e e e e e e e e e e e eeaansese e e e e neaeaaaaaaaeaaeeas 50
V.5.2Structures microSCOPIQUES AES POUAIES e cevrrrrrrnnnnaasseeeeaeeerereeeesssrennnnsesssssnnnnns 51
V.5.3Résultats d’indice de gonflement des poudres.............oevveiiiiiiiiiiieceeeee e 52
V.5.4Résultats de test d”INfrarOUQge .........uuuuuiiiiiiiiiiieieee e e 53
V.6Résultat de I'activité anti MICrODIENNE .. e eeeee e 54
V.7Résultat de I'activité antioXYdANTE .....ceueeeieieieeeeiiieiiieeee e e e e e ea e 56
V.7.1Capacité antioXydante tOtale...........ccceeceeeeeiiiiieeiiiiiiicrrs e e e e e e e e e e e ee e e e e e 56
V.7.1Résultats de la réduction dU fer ... 58
V.7.3Résultats du tesSt de DPPH ..........iiceeeeemiiiiiiieee e e e e 61

Conclusion .
Références bibliographiques
Annexes



| ntroduction



I ntroduction.

Les plantes ont été utilisées dans la médecineititngelle pendant plusieurs
millénaires. La curiosité et le principe innés @edoctrine de signature préconisée par
Paracelsus (1493-1541) qui, indiquant la possibititidentification des particularités et
vertus de chaque plante par sa " signature " (foomeleur), ont guidé les premiers hommes
dans le choix des nouvelles préparations devaet téstées (Rodriguez, 2007). Dans les
dernieres décennies il y a eu un intérét croispant I'étude des plantes médicinales et leur
utilisation traditionnelle dans différentes régiahismonde (Muthu et al, 2006).

Il'y a environ pres de 240 000 a 300 000 especegdamtes a fleur sur terre. Moins de
10% de ces espeéces auraient été étudiés scieatifieut pour leurs propriétés
pharmacologiques (Diallo, 2000; Anthony et al, 2005

Dans le cadre de la valorisation de la médecinditivanelle, il y a eu un intérét
croissant ces dernieres décennies dans l'étudgldetes médicinales et leurs utilisations
traditionnelles dans différentes régions du mowdgourd'hui, selon l'organisation mondiale
de la santé (OMS), pres de 80% des populationsndépé de la médecine traditionnelle pour
des soins de santé primaire. Des avantages éconesnignsidérables dans le développement
de la médecine traditionnelle et dans l'utilisatis plantes médicinales pour le traitement
des diverses maladies ont été constatés (Muthul,eR086) d'ou la nécessité d'une
valorisation de la médecine traditionnelle.

L’Algérie dispose d’'une grande diversité floristegga laquelle s’ajoute une tradition
séculaire d'utilisation traditionnelle des plant€g potentiel de plantes médicinales comporte
des milliers d'especes présentant divers intérétscamstituent un axe de recherche
scientifique, plus particulierement dans le domaes substances naturelles

Dans ce contexte , notre choix s’est porté sBortulaca oleracea L» connue sous le
nom « redjila » en Algérie que I'on retrouve daaegburtour meéditerranéen, dans le centre
européen et en Afrique (Lim et Quah, 2007).

Cette plante est utilisée dans certaines prépamataimentaires traditionnelles en
Algérie, Egypte et en Chine, en vue de sa richessplusieurs composés antioxydants, tels
que les Omega-3, les flavonoides, les minéraux,viesnines A, C, E et} caroténe
(Simopolouset al, 2005).

L'objectif de notre travail consiste a caractéri¥artulaca oleracea et évaluer I'activité

antioxydante et I'activité anti microbienne deteqtlante.



Pour cela notre travail est divisé en deux parties

La premiére est une synthése des données biblitiguas qui se divise en deux
chapitres :
Le premier correspond a des généralitéspamtulaca oleracea L
Le deuxieme chapitre traite a lui les métabolitxoadaires des plantes

La deuxieme partie porte sur les manipulationsest dxpérimentations faites sur la
plante et elle comprenaux différentes analyses (biochimiques, rhéologigb@logiques et
pharmacologiques) réalisées sur les poudres oldexng sur la plante fraiche

Une troisieme et derniere partie qui révéle touss riesultats obtenus ainsi que leur

discussion, et a la fin, on termine par une comafust quelques perspectives.
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Chapitre I Généralités sur portulaca oleracea L

.1 Définition
Portulacaceae est une famille de plantes dicotpésiqui comprend 20 genres et 500
especes (Jones et Luchsinger, 1987). La dite fanutinstitue des herbes vivaces ou

annuelles, souvent succulentes (Ware, 1967).

Figure 01 : Portulaca oleracea L (originale)

Le genrePortulaca (figure 01 )comprend plus de 100 espéces de plantes herbacées
annuelles, charnues ou sarmenteuses (Bailey e¢yBdiB76). Il tient son nom du latin,
Portula qui signifie «petite porte», a cause de la forméaleserture de sa capsule.

Plusieurs especes de ce genre sont cultivees cdéguene appelé Olera (Gallino,
2001). Citant quelques espécPBs pilosa L. et P. tuberosa R en Afrique australeP.
guandrifida L. en Afrique tropicaleP. retusa Engelm en Amérique du Nor®, pilosa L. en
Amérique du SudP. napiformis Muell. en Australie eP. oleracea L. en Afrique du nord
(Bermejo et Leon 1994).

Cependant, il existe d’autres noms communs proeiende différentes racinesanica

ou louina (sanscrit) koursa (hindoustani)khol za et perphen (perse) adrajneagria (grec).
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Les Arabes du moyen-age I'appelai@aglahamga, ce qui signifie «légume fou» du
fait que ses branches se répandent sur le soteatrle. Tandis que, les agronomes hispano-
arabes d’Andalousie (10-15eme siecle) utilisaientnbm derigla qui signifie «pied»
certainement a cause de ses feuilles dactylifo{Besnejo et Leon 1994).

Ce groupe des espéces est aussi appelé «pourpagepe du fait qu’il est utilisé
comme légume.

En effet, le pourpier est originaire des régiompitales et subtropicales du globe, et
spontané dans toute I'Europe (Couplan, 2009). tlipessent dans toute I'Afrique tropicale
(Grubben etl, 2004).

.2 Systématique dePortulaca olearacea L
Il existe plusieurs classifications de cette espé&@lus récente est celle d’ APG 1l
(2009) est donnée comme suit :
Clade : Angiospermes
Clade : Dicotylédones vraies
Clade : Noyau des Dicotylédones vraies
Ordre : Caryophyllales
Famille : Portulacaceae
Une autre classification proposée par Cronqui$@81) est la suivante :
Régne : Plantae.
Sous regne : Viridaeplantae.
Division : Magnoliophyta.
Classe : Magnolipsida.
Sous classe : Caryophyllidae.
Ordre : Caryophyllales.
Famille : Portulacaceae.
Genre : Portulaca.
Espece : oleracea.
|.3Caractéres morphologiques
Portulaca oleracea L. est une plante herbacée annuelle (Bermejo et,LE204). Elle se
développe en touffe et peut atteindre 30 cm dech@Bourgeois, 1993)
La tige est cylindrique, épaisse, plaine, succelegtt totalement glabre (Akobundu,

1989), souvent rougeatre mesurant de 0,2 a 0,9ondeaeur (Holm eal, 1977).
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Les feuilles (figure 02)sont opposées et parfoteraés (Beloued, 2009), a pétiole
mesurant entre 1 et 3mm de long. Le limbe obovaleadulé, épais et succulent de 0,5 a 2cm
(Grubben et Denton, 2004). La nervure principalé emrquée par une dépression

longitudinale sur la face supérieure du limbe (Bewis et Merlier, 1995).

& o
» .

Figure 02 : Feuille. (Original) Figure03 : Fleur. (Original)

La racine(figure04) est pivotante, épaisse, mesuatne 2 a 11cm (Reaume, 2009). De

nouvelles racines peuvent se développer a padirateeaux (Bourgeois et Merlier, 1995).

Les fleurs(figure03) sont axillaires et solitaires.
Elles sont sessiles, de couleur jaune (GrubbereptdD,
2004) mesurant entre 5 & 10mm de large et 4 & 6enm d
long. Le calice est composé de 2 sépales largesumee
base soudée a l'ovaire et une partie supérieure lib
mesurant de 3 a 4mm. La corolle comprend 5 pétales

\ libres, bilobés ou trilobés au sommet d’'une largiiB3
/”;7} a 6mm. L'androcée porte de 6 a 15 étamines, inséndée
fond du tube, & filet jaunatre (Reaume, 2009). Le
gynécée est a
Figure 04 : Racine. Original
ovaire semi-infere surmonté d’'un style jaune de&iséigmates linéaires ciliés (Bourgeois et
Merlier, 1995).

Le fruit est une capsule déhiscente, de forme d¢nise mesurant de 4 a 8mm et
contient de nombreuses graines. Ces dernieresnsimgs, orbiculaires et réniformes d’un
diamétre de 0,5 & 1mm (Grubben et Denton, 21:04).
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|.4 Composition biochimique

L’analyse phytochimique déortulaca oleracea révele la présence d’une quantité
importante de polyphénols a savoles flavonoides, les coumarines, les glycosides
monoterpéenes et les alcaloides (Diamywal, 2011; An Sooket al, 2012). Ces composés
phénololiques sont responsables de I'activité matticalaire (Lim et Quah, 2007)

La dite espece contient des éléments minéraux N@a,K, Fe, Zn, Na et Cl) a des
concentrations variables selon le stade de mabarétiddinet al, 2012).

La plante contient aussi de l'acide gras Omeg@Bdel-Moneinet al, 2011).
Notamment, ses feuilles contiennent l'acide alphaléique, alphatocophérol et l'acide
ascorbigue avec une quantité tres importante quéelélles des épinards (Simopoukisal,
1992).

1.5 Origine, habitat et exigences

Portulaca oleracea L. est I'une des plantes horticoles les plus répaaddans I'ancien
monde. Elle a été transportée vers ’Amérique Etilope et implantée dans les jardins, au
bord des chemins et devant les roches (Holah, 977, Hernandez et Leon, 1994).

L'origine de cette plante reste peu connue. Enteffeisieurs zones tempérées de
I’hémisphére Nord ont été proposées (Haudricoutledin, 1993). Elle se développe dans
'Eurasie, 'Europe du sud (Tutin, 1993), I'Asieaddentale, la Chine (Schoch &t 1998),
I'Inde et dans le Sahara de I'Afrique du Nord, cetaurrait expliquer I'aspect succulent de la
plante (Holm etl, 1977).

Le pourpier est une plante facultative de jours risolGutteman, 1974). Une
photopériode de jours longs (16h) stimule la camsg végétative tandis qu'une photopériode
de jours courts (12h) stimule la croissance reprtdel (Vengris etal, 1972). Elle tolere
différentes intensités lumineuses ; mais la plegég provoque les plus grands rendements en
poids frais et la croissance de I'espéece (Zimrnerrh876).

Le pourpier est sensible au froid, de méme aux éeatpres de réfrigération. Toutefois,
les graines peuvent bien survivre dans les zonedesutempératures hivernales sont
inférieures a 30°C. Par contre, il résiste biea adcheresse (Vengrisatt 1972) et pourrait
continuer a accumuler la matiére séche et prodigisegraines, avec une légeére irrigation tous
les 6 jours (Noguchi etl, 1975).

Portulaca oleracea L. croit sur différents types de sol, mais préfiexe sols fertiles, riches,

humides, les sols limoneux (Haflinger et Brun-HA®81), les sols calciques et acidophiles
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(Miyanishi et Cavers, 1980). C'est une espece Il capable de croitre dans des sols
salés dont la concentration de NaCl est égale pérmure a 0% (Aronson, 1989).

Cette espece exige des sols riches en phospharestqun facteur important dans la mise en
place (Hopen, 1972). Un niveau élevé d'azote epbiitant pour la croissance de I'espéece
(Zimmerman, 1976). Elle exige également des salses en nutriments (Ca, Mg, P et K)

(Miyanishi et Cavers, 1980).

1.6 Culture et récolte

Le pourpier se développe rapidement en atmosplienade, sur des terrains légers et
riches. La culture a I'air libre doit étre réalis#e printemps mais il peut étre cultivé en serre,
en semant a la volée et en enterrant les graifiagl@ d’'une Iégére pression. Le premier et le
deuxieme arrosage sont essentiels pour la germmatila croissance de la plante.

Les graines germent rapidement et ensuite il faatttansplanter pour accélérer le
développement. Il est important d'assurer I'hundéidaprés le semis afin d’accélérer la
germination.

Lorsque les plantules sont arrivées a une croigsaryenne, elles tolerent peu d’eau et
la plante continue a se développer. Dans le cés cldture en serre, les plantes sont récoltées
au stade de 4 a 5 feuilles, aprés une vingtainputs de semis (Bermejo et LeatB94).
Tandis que, la culture a I'air libre, les feuillesles tiges charnues sont récoltées lorsqu’elles

sont suffisamment développées, environ 2 a 3 npiisde semis (Couplan et Marmy, 2009).

1.7 Utilisation

Portulaca oleracea L. est connue depuis longtemps pour ses multipkegyes. Les
romains et d’autres peuples méditerranéens, I'ompl@yé comme herbe potagere depuis
antiquité (Foster 1980). Le pourpier est utilis@mme salades, auxquelles il donne un go(t
piquant rappelant le citron (Gorman, 1988).

Ladite plante est actuellement considérée commaliorent tres intéressant et incluse
dans la liste des « World Economic Plants » (WYK)3). Au méme temps, elle est employée
en médecine populaire depuis trés longtemps, dirtraiter les maux de téte, les maux
d'estomac, les mictions douloureuses, I'entérite mammite (Leung et Foster, 1996).

Sa richesse en acides gras «omeéga-3» lui confér@otentiel thérapeutique aux
maladies du systeme nerveux central (Bosale008). Les teneurs importantes en acides
gras, permettent de soulager les symptomes duagsoren inhibant la production de
leucotrienes (substance responsable de la démangesti la desquamation). Des recherches

5
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récentes ont montré que ces acides gras, sont tamp@rdans la prévention des crises
cardiaques et le renforcement du systeme immuaiBioutenko et Boutenko, 2008).

Sa teneur élevée en vitamine C, joue un réle inpbrdans le traitement du scorbut et les
maladies de la gencive.

En outre, sa richesse en magnésium qui est un eob&ituant majeur du pourpier, peut
renforcer le cceur et fortifier le systéeme immuméall peut soulager les céphalées de tension,
les migraines et la tension musculaire.

Le pourpier, contient aussi de grandes quantitdsmorépinéphrine, une neurohormone qui a
des activités vasopresseurs, anti hypotensivepstbda de réduire 'hémorragie au niveau des
tissus (Saad et Said, 2011).

La plante fraiche est utilisée comme un cataplaafire de traiter les brdlures, les maux
d'oreilles, les piglres d'insectes, les inflamnmtjoles |ésions cutanées, les ulceres, les
démangeaisons, I'eczéma et les abces (Leung e&r F896). Le pourpier rentre aussi dans la
thérapeutique médicale dentaire (Cocher, 1998).feéeiles du pourpier machées crues fait
disparaitre les aphtes et I'enflure des gencivégés. Tandis qu’en gargarismes soulagent les
maux de dents (Lamendin, 2007).

Cette plante a été utilisée en médecine vétérinAuwel8eme siécle, le jus extrait du
pourpier mélangé avec des roses rouges, a éténmécaux chevaux pour traiter la fievre
(Atzei, 2003). De méme, il stimule le systeme imitaire de I'animal et aide a prévenir les
diarrhées (Bosi «dl, 2008).



Chapitre |

Géneralités sur les composes
phénoligues



Chapitre II Généralités sur les composés phénoliques

Il.1Généralités sur les métabolites secondaires

Le métabolisme de la plante verte produit des dlgi(sucres) et des protides. La
fraction des glucides est ensuite transformée emposés divers dont les lipides sont les plus
importants, mais le métabolisme fournit aussi gluss corps secondaires que I'homme
utilisent dans son arsenal thérapeutique, il s'dgi alcaloides, des hétérosides, des huiles
essentielles et des tanins. Notamment, les végdtaurissent également des vitamines, des
oligoéléments, et des antibiotiques (Boiteau eielP,dt980).

Les métabolites secondaires des plantes constituegroupe diversifié de composés
chimiques d'origine naturelle qui n‘ont généralenarcune fonction primaire évidente en ce
qui a trait a la croissance des cellules de latplan

lls sont synthétisés par la plante en réactionsastiemuli extérieurs et ont souvent une
fonction régulatrice dans le cadre d'une sérieédetions physiologiques et métaboliques en
cascade a la suite d'un stress environnementduoa dttaque par des ravageurs. Lorsque I'on
découvre une nouvelle fonction biologique a un Imgdite secondaire, ce dernier est
généralement classé comme étant une vitamine (Beaald 2001 In Benbrook, 2005).

II.2 Généralités sur les composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des métabolites daicesm des végétaux. lIs peuvent
étre définis comme des molécules indirectementnéisies a la vie des plantes (d'ou la
dénomination de métabolites secondaires). Par dmpgsaux métabolites primaires qui
alimentent les grandes voies du métabolisme basal ils sont essentiels dans l'interaction
de la plante avec son environnement.

Ces composés ont tous en commun la présence d’de plusieurs cycles benzéniques
portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles. ltaucture des composés phénoliques
naturels varie depuis les molécules simples (aguh&mnoliques simples) vers les molécules
les plus hautement polymérisées (tanins condens®s@c plus de 8000 structures
phénoligues identifiées (Urquiaga et Leighton, 2000

Les composés phénoliques peuvent constituer dealsigde reconnaissance entre les
plantes, ou bien lui permettant de résister auerdes agressions vis-a-vis des organismes
pathogénes. lls participent de maniere trés efficada tolérance des végétaux a des stress
variés, donc ces composés jouent un role esselatial I'équilibre et 'adaptation de la plante
au sein de son milieu naturel. D'un point de vi@apeutique, ces molécules constituent la

base des principes actifs que I'on trouve dangléeges médicinales (Macheixat 2005).
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[1.2.1Biosynthése des composés phénoliques
Les cycles aromatiques des polyphénols sont issudedx grandes voies métaboliques de
synthése : la voie shikimique et celle de I'acé(Braineton, 1999).

[1.2.1.1 Voie de Shikimique

Cette voie conduit aprés transamination et désdmimaux acides cinnamiques et a
leurs nombreux dérivés tels que les acides benesigu les phénols simples (Knaggs, 2003).
Elle joue aussi un réle critique pour contrélemétabolisme de la voie de phénylpropanoide
(Yao etal, 1995).

[1.2.1.2Voie d’acétate

C’est a travers cette voie que, sS’effectue la sgtion des chaines polycétoniques,
obtenues par condensation répétée d'unités « Acétagui se fait par carboxylation de
I'acétyl-CoA. Cette réaction est catalysée parZigne acétyl-CoA carboxylase (Fleeger et
Flipse, 1964 ; Richter, 1993).

La diversité structurale des composés polyphénefiquest pas due seulement a cette
double origine biosynthétique, mais aussi accrue lpapossibilité d'une participation
simultanée des deux voies dans I'élaboration deposés d'origine mixte (Martin et
Andriantsitohaina, 2002)

[1.2.2 Principales classes des polyphénols

[1.2.2.1 Les acides phénoliques simples

» Acides hydroxycinnamiques

Dérivent de I'acide cinnamique et ont une structéeérale de base de type (C6-C3).
Existent souvent sous forme combinée avec des miekcorganiques. Les degrés
d'hydroxylation et de méthylation du cycle benzéeiqconduisent une réactivité chimique
importante de ces molécules(figure05).

R1 R2 R3 Acides phénoliques
R1 OOH H H H Acide cinnamique
H OH H Acide p coumarique
OH OH H Acide caféique
R2 OCH3 OH H Acide férulique
R3 OCH3 OH OCH3 Acide sinapique

Figure 05 : Principaux acides hydroxycinnamiques (Sarni-ManohatdCheynier, 2006).
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» Acides hydroxybenzoiques

Sont des dérivés de l'acide benzoique et ont unetgte générale de base de type (C6-C1).

Ces molécules existent souvent sous forme d'estersde glycosides. Les acides

hydroxybenzoiques les plus abondants

R1 R2
H H
H H
e R1 H OH
H OCH3
R3 COOH
H OH
H OCH3
R4 OH H
OH H

sont

R3
H

OH

OH

OH

OH

OH
H
H

répéstordans la figure 06.

R4 Acides phénoliques
H Acide benzoique
Acide p hydroxy
" benzoique
i Acide
protocatechique
H Acide vanillique
OH Acide gallique
OCH3 Acide syringique
H Acide salicylique
OH Acide gentisique

Figure 06: Principaux acides hydroxybenzoiques (Sarni-Mancledzheynier, 2006).

> Coumarines

Les coumarines dérivent des acides hydroxycinnaesiquar cyclisation interne de la

chaine latérale.Les coumarines ont frequemmendlerécologique ou biologique(figure 07).

R6 R7
R6 H OH
OH OH

C=O ocH3 oH

R7 OCH3 OH
R8 H OH

R8 Acides phénoliques

H Umbelliférol

H Aescultol

H Scopolétol
OH Fraxétol
OH Daphnétol

Figure 07: Principaux types de coumarines (Macheigle2005).
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[1.3Généralités sur les flavonoides

Le nom flavonoide proviendrait du terme flavedosigéant la couche externe des
écorces d'orange (Piquemal, 2008), cependant ekaatnteurs supposaient que le terme
flavonoide a été plutdt prété du flavus ; (flavugsene) (Male Eev et Kunti, 2007).

Les flavonoides ont été désignés sous le nom dmwie P, en raison de leur efficacité
a normaliser la perméabilité des vaisseaux sanguieite dénomination fut abandonnée
lorsqu'on se rendit compte que ces substancesrresgondaient pas a la définition officielle
des vitamines, il devient clair que ces substaapgmrtiennent aux flavonoides (Nijveldt et
al, 2001).

Les travaux relatifs aux flavonoides sont multiptespuis la découverte du célébre
“french paradox" correspondant & un bas taux ddatitércardiovasculaire observé chez les
habitants des régions méditerranéennes, associartamsommation de vin rouge a une prise
importante de graisses saturées, Prés de 400hfales ont été décrits (Ghedira, 2005).
[1.3.1 Structure chimique et classification

La structure de base des flavonoides est le noydlagbne (2-phenyl-benzppyrane)
(figure08)mais de point de vue classification, teupe des flavonoides peut étre divisé en
plusieurs catégories. Cette division dépend dedfbyylation du noyau du flavonoide aussi
bien que du sucre lié.

Tous les flavonoides ont une origine biosynthétigommune, et de ce fait, possedent
le méme élément structural de base, a savoir l&nelment phenyl-2 chromane. lls peuvent
étre regroupés en différentes classes selon leédEgrydation de noyau pyranique central
(Krishna etal, 2001).

1
O
C

Figure 08 : Structure chimique de base des flavonoides (Krighaka 2001).

Les flavonoides se répartissent en fonction dériectsire de molécules. En effet, plus

de 6400 structures ont été identifiees (Harborn&/idams, 2000), les plus importantes sont

10
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les flavones, isoflavandiols, flavanols, flavondichurones, chalcones, anthocyanins (Effendi

et al, 2008) (Tab. ).

Tableau | : Distribution alimentaire des principales classedlaeonoides (W-Erdmaat al,

2005 ; Marfak, 2003).

Flavonoides | Exemple Aliments Caractéristique

Flavonols Quercétine, Oignon, poireau| Constituent le groupe le plus
Kaempférol, brocolis, pomme, abondant des COMpOSES
Myricétine chou fraisé, olive| phénoliques.

tomate

Flavones Utéoline, Persil, céleri, thym| Les flavones se different des
Apigénine, romarin, peau desflavonols seulement par |e
Chrysine fruits manqgue d'un OH libre en C3B,

ce qui affecte leur absorption
aux uv, mobilité
chromatographique et les
réactions de coloration.

Flavanones Genisteine, Graines de soja etCaractérisés par leur variabilité
Daidzeine, produits qui  ern structurale dont ['attachement
Naringénine dérivent. Fruit de du cycle B se fait en C3. lls

genre citrus sont présents dans les plantes
sous forme libre ou
glycosylées.

Flavan3-ols Catéchine, Vin rouge, thé noire, Flavan3ols ainsi que flavan,
Epicatéchine, thé vert, cacag,4diols sont tous les deux
Epigallocatéchine| chocolat impliqués dans la biosynthése

de proanthocyanidines (tanins
condenseés) par des
condensations enzymatiques| et
chimiques

Anthocyanid | Cyanidine, Raisins, vin rouge, Représentent le groupe le plus

ines Delphénidine, certaines variétés damportant des  substances
Cyanidol céreales, cassis colorées

11
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11.3.2 Localisation et distribution

Les flavonoides sont largement rencontrés darégieervégétal. On signale environ 2%
de la proportion du carbone photosynthétique glolmaiorporé dans la biosynthése
flavonique. lls sont cependant rares chez les a@géanférieurs.

De plus, leur localisation au sein de la plante emtactéristique. En effet, les
flavonoides sont omniprésents dans les organesnaégeunes ou ils sont localisés dans les
tissus superficiels (Remsyat 1996).

Au niveau cellulaire, on a observé que les flavdesj sous forme d’hétérosides, sont
dissous dans le sac vacuolaire ou localisés dangHmroplastes et les membranes des
végétaux. Lorsque les flavonoides sont présents tamuticule foliaire, il s'agit presque
,toujours de génines libres dont la lipophilie @strue par la méthylation partielle ou totale
des groupes hydroxyles (Bruneton, 1993).

En définitive, les flavonoides possédent une laégartition dans le monde végétal. lls
sont largement abondants dans les légumes fe(slidade, choux, épinards, etc.), ainsi que
dans les téguments externes des fruits. On lewvdrguincipalement dans les agrumes :
citrons, orange, pamplemousses et dans une maimesare : abricots, cerises, mdres, raisins,
papayes, tomates et sarrasin. On en trouve égal@meuantité importante dans nombreuses
plantes médicinales et tres spécifiquement danfiddses aromatiques comme le thym, le

persil, le romarin et le céleri (Bronner et Beecli®95).

11.3.3 Biodisponibilité des flavonoides

Les effets des flavonoides sur la santé ne dépéepdsrseulement de leurs niveaux de
consommation mais aussi de leur biodisponibiligu B'études systématiques ont été menées
sur la pharmacocinétique des flavonoides chez IthemrToutefois, d’apres des expériences
menées sur des flavonoides provenant de I'alimentat apparait que seuls les flavonoides
sous forme de génines (ou aglycones) sont sustEptitétre absorbés. L'’hydrolyse des
liaisons hétérosidiques (reliant la génine a ldreaucrée) n’intervient que dans le cblon ou
les micro-organismes dégradent simultanément ée®ifloides d’origine alimentaire. Le foie
est largement impligué dans le métabolisme desoflaides absorbés, Une meilleure
connaissance de la biodisponibilité des flavonoigletsindispensable pour expliquer leurs
effets protecteurs sur la santé (Walle, 2004).

II.4 Généralités sur les tannins

Les tannins sont des composés phénoliques treglahisnchez les angiospermes, les

gymnospermes (tannins condensés) et les dicotydsdgiannins hydrolysables). Ces
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composés ont la capacité de se combiner et depjiggcies protéines. Ces combinaisons
varient d’'une protéine a une autre selon les dedjedfinités (Harborne, 1997).

Le terme tannin vient de la source de tanninssegli pour le tannage des peaux
d’animaux en cuir. Dans ce processus, les moléadddannins se lient aux protéines par des
liaisons résistantes aux attaques fongiques eéfaches. Le poids moléculaire des tannins
varie entre 500 et 2000 K Da (3000 pour les stresties plus complexes) (Hagerman et
Butler, 1981).

Dans notre alimentation, I'astringence est la dq@atirganoleptique qui indique la
présence des tannins. Elle a un réle important ankoix des aliments (corrélation inverse
entre les especes végétales choisies et leur tengannins) (Larwencet al, 1984).

[1.4.1 Types et structures

Selon la structure, on a deux types de tannins taenins hydrolysables et les tannins
condensés, dits aussi : proanthocyanidines.

11.4.1.1 Les tannins hydrolysables

Sont formés par liaison de plusieurs acides gadkouun carbohydrate (généralement le
glucose). On parle de gallotannins. Aussi des singalloyles peuvent étre ajoutées par
liaisons esters, généralement en position C3 da&lBagallique. Et les unités d’acide gallique
voisines s’accouplent formant les esters d’acidahgdroxydiphénique, dits : ellagitannins.

L’acide gallique provient de Ig-oxydation des composés C6-C3, comme l'acide
coumarique ou les acides oxygénés correspondardss, Wacide shikimique est considéré
comme le meilleur précurseur (Seigler, 1998).

I1.4.1.2 Les tannins condensés

Ce sont des proanthocyanidines (figure 09), congqgd@&noliques hétérogenes :
diméres, oligomeres ou polyméres du flavanes, fiéals, 5-flavanols, 5-deoxy-3-flavanols
et flavan-3,4-diols (Sarni-Manchado et CheynieQ&0

Les deux groupes majeurs des proanthocyanidines lssnprocyanidines et les
prodelphinidines. Les monomeéres constitutifs descyanidines sont la catéchine et
I'épicatéchine qui peuvent étre substituées paid&agallique ou des sucres en position 3 ou
plus rarement en position 7. Ces monomeres de Iptudalines sont la gallocatéchine et
I'épigallocatéchine, mais on distingue égalemens adeonomeéres de quercétine et de
myricétine (Andersen et Markham, 2006).

En s’hydrolysant, les tannins condensés ne dorpentie composés simples comme le
glucose ou les acides phénols comme c’est le aasle® tannins hydrolysables, mais plutét
des anthocyanidines (Andersen et Markham, 2006).
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Figure 09 : structures des tannins (Bahaz et Rachdi, 2010)

[1.5 Propriétés biologiques des polyphénols

Les recherches récentes sur les composés phérmobgugénérale et les flavonoides en
particulier sont trés poussées en raison de leuessgs propriétés physiologigues comme les
activités  antiallergique,  anti-artherogenique, -amtammatoire, hépatoprotective,
antimicrobienne, antivirale, antibactérienne, artmogénique, anti-thrombotique,
cardioprotective et vasodilatoire (Middletehal., 2000 ; Ksouriet al., 2007). Ces actions
sont attribuées a leur effet antioxydant qui estidaurs propriétés redox en jouant un role
important dans la destruction oxydative par la radigation des radicaux libres, piégeage de
I'oxygene, ou décomposition des peroxydes (Nijveld, 2001).

Les effets bénéfiques des polyphénols intéressamicplierement deux domaines : la
phytothérapie et I'hygiene alimentaire (Leong euiSi2002). D’'aprés les études multiples
attestant de I'impact positif de la consommatiorpdé/phénols sur la santé et la prévention
des maladies, les industriels commercialisent reaantt des aliments enrichis en polyphénols
ou des suppléments alimentaires.

De plus, leur activité antioxydante assure une lme# conservation des denrées
alimentaires en empéchant la peroxydation lipidigDans l'industrie cosmétique, les
composeés phénoliques trouvent leur applicationiquraten luttant contre la production des
radicaux libres néfastes dans la santé et la beautpeau.

Les acides phénols et ces dérivés sont considémsne responsables de l'activité
cholérétique de l'artichaut et les propriétés gmépques et anti-inflammatoires des dérivés
salicylés (Hennebellet al, 2004). Les composés posseédant les activités xydantes et

antiradicalaires sont l'acide caféique, l'acideligake et I'acide chlorogénique (Bossokpi,
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2002). Pour l'acide caféique, il se montre tresicaffe contre les virus, bactéries et
champignons (Cowan, 1999). Alors, I'acide galligupour pouvoir de réduire la viabilité des
cellules cancéreuse du poumon chez les sourigrmeti que la combinaison de cet acide avec
les médicaments anticancéreux tels la cisplating @ee un traitement efficace pour ce type
de cancer (Kawadat al, 2001 in Rangkadiloket al, 2007). Il peut aussi prévenir les
dommages oxydatifs d’ADN cellulaire a une faiblencentration et exerce une forte activité
antiproliférative tels que la quercétine sur lebutes humaines cancéreuses du colon et les
cellules épithéliales du foie chez les rats norm@eeet al, 2005).

En phytothérapie, méme si certaines indication$ semmunes a plusieurs classes (les
propriétés vasculoprotectrices, sont par exemssidien attribuées aux flavonoides qu’aux
anthocyanes, tanins et autres coumarines), chdgsgecchimique semble étre utilisée pour
des bénéfices spécifiques (Hennebetla, 2004).

En ce qui concerne les flavonoides, ces composdgept empéchés les dommages
oxydatifs par différentes mécanismes d’actionsit gar capture des radicaux hydroxyles,
superoxydes, alkoxyles et peroxydes (Hodekl e2002) ; soit par chélation des métaux (le
fer et le cuivre) qui sont d'importance majeuresiBinitiation des réactions radicalaires ; soit
I'inhibition des enzymes responsables de la géinérates radicaux libres (Van Acker al,
1996 ; Benavente-Garca al, 1997). lls jouent un rdle trés important dansréitement du
diabéte (inhibant l'aldose réductase), de la gouitdibant la xanthine oxydase), des
inflammations (inhibant la lipoxygnase, la phospbade et la cyclooxygenase), des hépatites,
des tumeurs, de I'hypertension (quercétine), demnthoses (flavonols), des allergies et des
affections bactériennes et viraux (anti-HIV) (Arstanet al, 1996 ; Cowan, 1999 ; Yao et al,
2004). Mais, on attribue également aux flavonoidiss propriétés neurosédatives,
antispasmodiques, diurétiques, anti-estrogenekignfes), contre la sénescence cérébrale et
ses conséguences telle I'altération de la mémoigeamnfusion.

D’autres part, les citroflavonoides (flavonoidesvenant de divers Citrus) et la fragilité
capillaire (insuffisance veino-lymphatique, crisarorroidaire) (Hennebelkt al, 2004).

Les anthocyanes sont également utilisés dansdeblés de la fragilité capillaire (vigne
rouge, Vitis vinifera L.), mais aussi comme diugéts, voire méme antiseptiques urinaires.
Leur plus grande spécificité reste cependant leoprgEté d’améliorer la vision nocturne en
facilitant la régénération du pourpre rétinien (tilg; Vaccinium myrtillus L.; cassis,
Ribesnigrum L.) (Hennebellet al, 2004). Présente comme des couleurs brillant dess
fruits et les légumes, les anthocyanidines ont nédeur effet inhibiteur de la croissance des
lignées cellulaires humaines anormales (Zteiraf, 2005).
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Les flavonoides protégent les plantes contre ldmatians UV, elles sont également
impliquées dans les processus de défense de lge mantre les infections bactériennes et
virales. Agissent comme des pigments ou des cogrgsn Peuvent moduler la distribution
d’auxine, comme elles fonctionnent comme des sixymanléculaires de reconnaissance entre
les bactéries symbiotiques et les Iégumineuses @dinfaciliter la fixation de I'azote
moléculaire. Agis sur la régulation de I'élongatides tiges et interviennent dans la maturité
des fruits. Sont a l'origine des golts amers etiregnts afin de repousser les animaux
herbivores (Subramanianat 2007).

Les tanins sont considérés comme des anti-nutrgyggéte aux divers effets nuisibles a
savoir la digestion réduite des aliments, la faltiledisponibilité des micronutriments et les
dommages du foie (Churgjal, 1998).

lls sont dotés d’'un certain pouvoir astringent, lesuel on explique leurs propriétés
vasculoprotectrices, cicatrisantes et anti-diaghes (chéne, Quercus spp.). Les
proanthocyanidines diméres de l'aubépin@rafaegus spp.) seraient de bons sédatifs
cardiaques (Hennebelgtal, 2004).

Plusieurs observations, chez les humains comme lgseanimaux de laboratoires
suggerent que les tannins exhibent un large spedtrepropriétés pharmaceutiques,
thérapeutiques et chimioprotectrices dues a leaprpté antiradicalaire (Tohggt al, 2005).

En effet, les tannins protégent contre les toxiciteduites par différents agents
(hydrogéne peroxyde, acétaminophene, extraits sostdans la fumés du tabac...), contre
I'hypercholestérolémie et les changements de lmdite sanguine (ALT, BUN et CK). lls
jouent aussi un réle dans la prévention contredisx formes de mort cellulaire connues,
apoptose et nécrose. L’'action cytoprotectrice desrghocyanidines est supérieure a celle
des vitamines C, B et bétacaroténe (R&aat, 2000).

Concernant le pouvoir antioxydant des tanninseqgatbpriété est trés remarquable due
a leurs noyaux phénols et la présence des groupesi drinydroxyles sur le cycle B et les
groupes méta 5, 7 dihydroxyles sur le cycle A.

Les tannins catéchiques du thé vert : gallate d&pchine, gallate d’épigallocatéchine
et I'épicatéchine sont des puissants extracteuwsgatticaux libres (Rahmaat al, 2006), ils
inhibent les ions Cu2+ qui catalysent I'oxydatiogsdipoprotéines dans les macrophages in
vitro (Yoshidaet al, 1999).

Les coumarines sont utilisées pour leurs proprieédsuloprotectrices, neurosédatives,

diurétiques, stomachiques et carminatives (Henkelgelal, 2004). lls ont la capacité de
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capter les radicaux hydroxyles, superoxydes, ebxyees. lls préviennent également la
peroxydation des lipides membranaires (Andeet@h, 1996).

Certaines quinones, dérivant de I'anthraquinonet des laxatifs stimulants. Elles sont
rencontrées dans la bourdairRhdmnus frangula L.), les sénésQassia spp.) et les aloés
(Aloe spp.). D'autres activités antidépressivespéricin), anti-protozoaires, antivirales,
antibactériennes, fongicides et antiallergiques éét décrites et plusieurs molécules du

groupe ont une toxicité non négligeable. (Brunel®@®3 ; Hennebellet al, 2004).

11.6 Activités biologiques des composés phénoliques
11.6.1 Activité antioxydante

De nos jours, il existe un intérét croissant vigsade la biologie des radicaux libres. Ce
n'est pas seulement di a leur réle dans des phémesraigus tels que le traumatisme ou
ischémie, mais aussi a leur implication dans demhbreuses pathologies chroniques
associées au vieillissement tels que le cancemé#adies cardiovasculaires et inflammatoires
et la dégénérescence du systeme immunitaire (Gerretlal, 2005).

11.6.2 Activité antimicrobienne

Des la naissance, 'homme se trouve en contact @e@®anicro-organismes qui vont
progressivement coloniser son revétement cutanépeux. Pour résister a ces micro-
organismes de nombreux moyens sont mis en jeu.e0Ohgechématiquement en distinguer 3
groupes : les barrieres anatomiques, les mécanismagsistance naturelle (ou innés) et
l'immunité acquise (Kaufmann, 1997).

La thérapeutique des infections bactériennes se pascipalement sur l'usage des
antibiotiques. La prescription a grande échellgatois inappropriée de ces agents peut
entrainer la sélection de souches multirésistastitas I'importance d’orienter les recherches
vers la découverte de nouvelles voies qui constituee source d’inspiration de nouveaux
médicaments a base des plantes (Billing et Sherh®28).

Les polyphénols notamment les flavonoides et lasitg sont reconnus par leur toxicité
vis- a -vis des microorganismes. Le meécanisme ®eité peut étre lié a l'inhibition des
enzymes hydrolytiques (les protéases et les cadvolages) ou d'autres interactions pour
inactiver les adhesines microbiennes, les protédedransport et d'enveloppe cellulaire
(Cowan, 1999).

Des études du pouvoir inhibiteur des flavonoides laucroissance bactérienne ont

démontré que de nombreux composés flavoniquese(aipig, kaempferol et d’autres) sont
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doués d’'un effet important sur différentes soudbestériennes a Gram négatifs¢herichia
coli) et Gram positif &aphylococcus aureus) (Ulanowskaet al, 2007).

Des flavonoides, une flavone et une flavanone, es@ment isolés des fruits de
Terminaliabellerica et de l'arbuste Eysenhardtetex ont montré une activité contre le
microbe pathogéne opportunist€afdida albicans) (Wéachteret al, 1999). Deux autres
flavones isolés de la plante Artemisiagiraldi onthibé une activité contre I'espece
Aspergillus flavus une espéce de mycete qui cause la maladie enaatésshez les patients

immunosuppressifs (Valsargjal, 1997).
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lll.1Cadre de I'étude

Notre étude expérimentale a été réalisée au ssitatieratoires communs (I et Il) d’analyses
physico-chimiques, de méme que le laboratoire peglgge de microbiologie de I'Université
Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou (UMMTO) et le LABABAInsi que le laboratoire de
'Unité de Recherche, Matériaux, Procédés &Enviemaent de I'Université de Boumerdes
(UR-MPE).

L’objectif principal de ce travail, est de réalisgre caractérisation des poudres obtenues suite
a un séchage a l'air libre ainsi a la plante fraiehd’évaluer divers activités biologiques.

Le travail pratique est divisé en trois partieyvantes :

1-Caractérisation physico-chimiques des poudresnoiats et de la plante fraiche.
2-Evaluation de certaines propriétés pharmacol@giguiologiques et biochimiques des
poudres obtenues et de la plante fraiche.

3-caractérisation rhéologique des poudres obtenues.

lll.2Appareillages et réactifs
L’ensemble des appareillages, solvants, réactifsignes et milieux de culture est cité dans

I'annexe 01.

[ll.3Echantillonnage de la plante

La partie aérienne dgortulaca oleraced. a été récoltées au nord de I'Algérie (Wilaya de

Tizi Ouzou) au nord-est de la commune de sidi na&ndurant la péeriode allant du mois de

septembre jusqu’au mois d’octobre 2016.

La partie aérienne est lavée a I'eau du robinedyié® épongées a I'aide d’un papier absorbant

a fin d’éliminer I'eau restante a la surface.

lll.4Souches utilisées

Les tests de I'activité antimicrobienne des eidrphénoliques de notre plante sont effectués
sur cing bactéries pathogénes de référence, uneeleat une moisissure (Tableau Il). Ces
souches nous ont été fournies par le laboratoirenideobiologie de I'Université de Tizi-
Ouzou.

Le choix des souches est fait selon leurs displitéibi
Les souches utilisées.

1. Escherichia coli
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C’est une bactérie a Gram négatif, commensal de didestif de 'homme et de I'animal,
(Kaper et al., 2004), de forme non sporulée, de Bgrobie facultative, généralement mobile
grace aux flagelles, sa longueur varie de Zitnpalors que sa largeur est de 1,1 auin5 E.
coli représente la bactérie la plus impliguée dassnfections aigues d’appareil urinaire, elle
provogue également les diarrhées d’été ,diarrif@atite et les intoxications alimentaires
(Percival, 2004).

2. Staphylococcus aureus

Ce sont des cocci Gram positif avec un diametr@,slé 1,50.m, de forme non sporulée, qui
tendent a se grouper en paires, petites chaires,seint habituellement non capsulée, ou
possédant des capsules limitées, elles sont anegfabultatives. Staphylococcus aureus
représente I'agent commun des infections postopiéeatde blessures, endocardite aigue,

intoxication alimentaire (Dworkin et Falkow, 2006).

3. Pseudomonas aeruginosa

Ce sont des bacilles Gram négatif, de forme norugpm elles sont aérobies, mobiles grace a
la présence de 1 a 2 flagelles, ce type de bacgmibétise de types principaux de pigments
pyocyanine : bleue phénazine, pyoverdine: jaung Vearagit de bactéries résistantes pour
plusieurs antibiotiques (Percival, 2004). Pseudas@eruginosa est responsable de 16% des
cas de pneumonie nosocomiale, 12% des infectionairgs, 8 % des infections suites aux

blessures chirurgicales (Van Delden et Iglewsk88)9
4. Candida albicans

Actuellement, le genre Candida comprend 81 espeelampignons levuriformes. Candida
albicans est la plus souvent a l'origine de la pltipdes manifestations pathologiques chez
’lhomme. On la rencontre habituellement, a I'égirephytique, dans le tube digestif de
’lhomme et, par contiguite, elle peut étre retraugaé niveau de la muqueuse vulvo- vaginal,
(ou de la bouche). Mais on ne retrouve qu’excepigtiement Candida albicans au niveau de

la peau. Cette espece est responsable de plus%@el86 infections

connues sous le terme de candidose, comme lesiamesuperficielles cutanées, infections

superficielles muco- cutanées (Delorme et Rob&ay1

5. Aspergillus niger
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Aspergillus niger. sont les especes fongiqueslles@mmunes qui sont capables de produire
des mycotoxines dans les produits alimentaires nhygtoxines sont connues pour étre une
cause puissante capable de produire un cancelidégpahez les animaux et les humains. La
présence et la croissance des champignons peuvegiiner la détérioration et la réduction de
la qualité et la quantité des aliments (Rasoollstaneh, 2004).

6.Enterococcus faecalis

C’ est une bactérie commensale a Gram positif, hathéaube digestif des humains et
d'autres mammiferes .Comme d'autres espéeces de Ejaierococcuskt. faecalispeut causer
des infections mortelles chez 'hnomme et le sipg€jculierement dans un environnement
hospitalier : le haut niveau de résistance natigali antibiotiques de la bactérie contribue a
sa pathogénicité et au risque nosocomial.Elle gessi déclencher des inflammations
chronique de l'intestin.

7.Bacillus cereus

C’est une bactérie appartenant au gdaeillus La morphologie du germe correspond a un

grand_bacille en forme de batonnet deni de large pour 3 & gm de long, sporulé, mobile

grace a une ciliature péritriche, d'une longuemeésieure a 3 um et d'un diamétre moyen de

~

1,4 um et de type respiratoire aéro-anaérpb@sentant une positivité a la coloration de

Gram, et synthétisant deux types de toxines: umeéné thermostable et une toxine

thermolabile.
[11.5 Méthodes d’analyses

Il .5.1Méthodologie de séchage

lIl .5.1.1Séchage a l'air libre

Pour ce type de séchage, la partie aérienngodellaca oleracea L a été séchées sur une
surface ouverte a I'obscurité. La température dbage est comprise entre 20 et 22°C.
Protocole

Une quantité de 20g de feuilles, prélavées et éssug I'aide d’un papier absorbant est étalée
sur un tapis en plastiqgue en couche mince. Reteundguemment. On veillant a obtenir un

séchage uniforme et a éviter ainsi le développemhemoisissures.
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[11.5.2Détermination des propriétés physico-chimiqwes de la plante fraiche et seche

[11.5.2.1Détermination de la teneur en eauNF V 05-113,1972)

Mode opératoire

5g d’échantillon (poudre /plante fraiche) des fesiltige/partie aérienne (feuille +tige) étalé
dans une assiette en aluminium. Puis mis dansvégpendant 15 min & 105+2°C, retirer de
I'étuve, les placer dans le dessiccateur pour étotgte réhydratation, apres refroidissement,
les peser a l'aide d'une balance de précision 0,8@tommencer l'opération jusqu'a

I'obtention d’'un poids constant. La teneur en e@téadéterminée selon la formule suivante :

Soit

M1 — M2
H(%) = — X100

H : Humidité (%);
M1 : Masse de la capsule (Tare) + la matiére fraidlamteséchage en g.

M2 : Masse de I'ensemble apres séchage en g.
M : Masse de la prise d’essai en g.

[11.5.2.2Teneur en cendres (NF V 05-113, 1972)

Principe

L’échantillon est calciné a 550°C dans un four aufiojusqu’a I'obtention de cendres
blanchatres de poids constant.

Mode opératoire

1. Dans des capsules en porcelaine, peser 5 gatithbn (poudre /plante fraiche) des
feuilles /tige/partie aérienne (feuille +tige)

2. Placer les capsules dans un four a moufle geg®0 +15°C pendant 5 heures

jusqu’a obtention d’'une couleur grise claire ownblzatre.

3. Retirer les capsules du four et les mettrerdidif dans le dessiccateur, puis les peser.
Expression des résultats

La matiere organique a été calculée selon I'égnatiovante :
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(M1 — M2)
MO(%) = > X100

Soit

MO : Matiére organique (Q) ;

M1 : Masse de capsule +prise d’essai (Q) ;

M2 : Masse de capsule +cendres (Q) ;

P : Masse de la prise d’essai (Q) ;

La teneur en cendres (Cd) a été déterminée comitne su
Cd =100 - MO% ..........

[11.5.2.3Mesure du pH(NF V 05-108, 1997)

Il définit I'acidité du produit considéré, mesuréaide d’'un pH-métre.

Mode opératoire

1.10 ml d’eau distillée chaude sont ajoutés a 2éghdntillon (poudre /plante fraiche) des
feuilles /tige/partie aérienne (feuille +tige).

2. Broyer le mélange et laisser refroidir.

3. Etalonner le pH-métre, en utilisant des soligitaimpons.

4. Prélever comme prise d’essai un volume V dehBétillon suffisamment important pour
permettre I'immersion de I'électrode, noter ensiatgaleur du pH affichée sur le pH métre. Il

faut rincer I'électrode avec 'eau distillée avahtpres chaque mesure.

[11.5.2.4Acidité titrable (NF V 05-101, 1974)

L’acidité titrable est la somme des acides minértixrganiques libres.

Principe

Il consiste en un tirage avec une solution de NaDHorésence de phénophtaléine comme
indicateur coloré.

Mode opératoire

1. Peser 25 g de I'échantillon broyé (poudre /@draiche) des feuilles /tige/partie aérienne
(feuille +tige).

2. Placer I'échantillon dans une fiole conique aB8cml d’eau distillée chaude récemment
bouillie et refroidie, puis mélanger jusqu’a I'obten d’'un liquide homogene.

3. Chauffer le contenu au bain-marie pendant 30min.
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4. Refroidir, transvaser quantitativement le coatde la fiole conique dans une fiole jaugée
de 250 ml et compléter jusqu’au trait de jauge aded’eau distillée récemment bouillie et
refroidie et bien mélanger puis filtrer.

5. Prendre un volume V0=25 ml auquel on ajoute @255 ml de phénophtaléine. Tout en
agitant, verser a l'aide d’'une burette la solutidaOH (0,1N) jusqu’a I'obtention d’'une
coloration rose persistante pendant 30 secondé&® IRalecture sur la burette graduée pour
avoir le volume de NaOH ayant décoloré la solution.

Expression des résultats

L’acidité titrable est exprimée en gramme d’acidique pour 100g d’échantillon. Cette

premiere a été déterminée selon la formule suivante

V'.0,0067

V(ml) X100

A(%) =

VO : volume de la prise d’essai, en millilitres;
V1 : volume de la solution d’hydroxyde de sodium (0,&N millilitres ;
0,0067: Facteur de conversion de I'acidité titrable eniegjent d’acide citrique.

M : Masse seche en gramme prélevée.

[11.5.2.5 Détermination de la teneur en éléments miéraux par spectroscopie
d’absorption atomique (NF V05-113,1972)

Les éléments minéraux (Mg, Cu, Fe, Cd, K, Na, Qn, Mi, Pb et Cd) sont déterminés par le
spectrophotometre d’adsorption atomique de typeRVAN AA 240) lié a I'atomiseur de
flamme (GTA 120).En effet, la concertation en ppes élément minéraux a été déterminé a
I'aide des courbes étalons préparées au préalable .

[11.5.3 Analyse phytochimique

La mise en évidence des différentes classes dedboliées secondaires constituants la poudre
et la plante fraichea été faite selon les méthodes standards du soge@hiytochimique
(Dohou et al, 2013; Kumaret al, 2010). Ces tests préliminaires sont en relationc ave
I'intensité du précipité, de la turbidité et la @a@tion qui est proportionnelle a la quantité de
la substance recherchée.

[11.5.3.1 Préparation de l'infusé
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20 g d’échantillon sont mis a infuser dans 10Ge&u distillée. Porté a I'ébullition pendant
15 min; apres filtration, le filtrat est ajusté @01ml d’eau distillée. L’infusé ainsi obtenu est
utilisé pour la recherche des différents compobésiques.

[11.5.3.2Les anthocyanes

Introduire dans un Erlenmeyer 5 ml de I'infusé utgw quelques gouttes d’HCI. Une réaction
positive donne une coloration rouge en présencamutbocyanes.

[11.5.3.3Les leuco-anthocyanes

A 2 g d’échantillon, on ajoute 20 ml (propanol id&c chlorhydrique) (V/V). On porte le

mélange au bain-marie bouillant pendant quelquesites.
Les leuco-anthocyanes sont détectées grace a laratmm rouge de la solution.

[11.5.3.4Les tanins

Quelgues gouttes de la solution de FeCI3 (5 %) amnitées a 5ml de I'infusé. La présence
des tanins est identifiée par une coloration bleaiee de la solution.

[11.5.3.5 Les tanins galliques

On sature le filtrat par I'acétate de sodium (CH&IN®R), puis on lui ajoute quelques gouttes
de FeCl3. La réaction est dite positive lorsqueolaration bleue foncée apparait.

111.5.3.6 Les flavonoides

A 5 ml de l'infusé, on ajoute 5ml d’'HCI, un copeda Mg et 1 ml d’alcool isobutanol. La
réaction est positive lorsque la coloration esgearangé.

[11.5.3.7 Les quinones libres

On ajoute 2ml d’HCI (1N) a 2 g de I'échantillon gétale, plus 20 ml de chloroforme, puis on
laisse le mélange pendant 3h. Aprés on filtre ldange. On ajoute au filtrat 5 ml
d’ammoniaque (1/2). La réaction est positive loestgucoloration rouge violette apparait.
[11.5.3.8Les saponosides

Dans deux tubes a essai fermés, on met dans ImhdBHCI & 0,1 N, dans l'autre 5 ml de
NaOH 0,1 N. On introduit dans chacun 2 a 3 gouti8sfusé. Ensuite bien agiter
verticalement pendant 30 s et laisser reposer h5 mi

Une réaction positive est déterminée par la pré&seomon d’'une mousse persistante.

Deux cas sont possibles :

lercas : En présence des saponines stéroidienmaextient dans les deux tubes le méme

volume de la mousse.
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2emecas : Si la plante contient des saponineerpeniques, en milieu basique il y'aura
formation d’'une mousse quelque fois plus grandevplme.

111.5.3.9Les alcaloides

On ajoute 20 ml d’'ammoniaque (1/2) a 5 g d’échmtivégétale, plus 50 ml d’un mélange
éther-chloroforme (3/1). Le filtrat est épuisé pHEl (2N). L’identification des alcaloides a
éteé réalisée grace au réactif de Dragendroff quhdain précipité rouge.

[11.5.3.10 Les glucosides

On ajoute quelques gouttes d'H2SO4 a 2 g d’échamtivégétale. Une coloration rouge
brigue ensuite violette se manifeste en présencgldeosides.

111.5.3.11 Les coumarines

Préparation de I'extrait

2 g d’échantillon plus 20 ml de la solution (altéthylique - eau distillée). Bouillir pendant
15 min. On filtre, puis refroidir.

Identification

On ajoute 10 gouttes de la solution alcoolique d@HK(10%) a 3 ou 5 ml de filtrat, et
guelques gouttes d’HCI a 10 % jusqu’a I'obtenticumdmilieu faiblement acide. L’apparition
d’un trouble indique la présence des coumarines.

111.5.4 Dosage :

La raison principale de quantifier ces substaness des échantillons de poudres obtenues et
de la plante fraiche réside dans le faite qué&thage peut influencer la teneur initiale en ces
composés dans la plante étudiée ainsi pour comfmdifférence de teneur entre la plante
fraiche et le produit sécher. Une courbe d'étadgena été tracée pour cet objectif avec des
solutions d’étalons a différentes concentration®cide gallique est le standard le plus

souvent employé dans la méthode de Folin-Ciocétisuthisakulet al,2008).

[11.5.4 .1Préparation de I'extrait

Il s’agit d’'une extraction solide-liquide. Le pripe consiste a ce que le solvant doit franchir
la barriere de l'interface solide-liquide, dissceide principe actif a l'intérieur du solide et
I'entrainer & I'extérieur.

Les solvants utilisés dans la présente étude daau(distillée et I'éthanol pur 96%, le
méthanol pur 100%, I'acétate d’éthyle et le chlorofe).

Le procédé d’extraction adopté est illustré darfgylare ci-dessous.

26



Chapitre III Matériels et méthodes

[11.5.4.1.1 Extraction aqueuse :

—_—

Figure 10 : Diagramme d’extraction des composés phénoliqu@sve( et Johns, 1999)

(modifier)
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[11.5.4.1.2 Extraction organique :

Extrait éthanoique et méthanoique :

Figure 11:Diagramme d’extraction des composés phénoliquaall@et al, 2004) (modifier)

[11.5.4.1.2.1 Extraction a I'acétate d’éthyle et au chloroforme :

L’échantillon doit, au préalable, subir un préeaient par 'hnexane pour éliminer les lipides.
Il s’agit d’'une extraction liquide-liquide.En efféki et al, (2004) ont démontré que l'acétate
d’'éthyle est plus efficace que les autres solvdigstraction avec un taux d’extraction élevé.
[11.5.4.1.2.1.1 Délipidation de I'échantillon :

20g d’échantillon (poudre /plante fraiche) deslfesi/tige/partie aérienne (feuille +tige) sont
ajouté a 20 ml d’hexane (p /v), la solution estangE pendant 3min. Le mélange subit
ensuite une agitation suivi d’'une décantation pehdémin. L'échantillon délipidé est
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recueilli aprés séparation compléte des deux ghalleexane (surnagent) et I'échantillon

délipidé (phase aqueuse) préte a une extractioidigiquide. Cette étape est reprise 3fois
(3lavages a |

Figure 12 : Diagramme d’extraction des composés phénoliquesli¢Det al,

2004)
(modifier)
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111.5.4.2Dosage des polyphénols :

La teneur en polyphénols totaux des trois exteaésé dosée par spectrophotométrie selon la
méthode colorimétrique au Folin-Ciocalteu mise aunipen1965 par Slingleton et Rossi.

Principe :

Le réactif Folin-Ciocalteu est constitué d’'un mé@aml’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMO124@. Il est réduit, lors de
'oxydation des phénols, en un mélange doxydesudlde tungstene et de molybdene
(Ribereaugayon, 1968). La coloration bleue prodwet proportionnelle a la quantité des
polyphénols présents dans les extraits végétaésepte un maximum d’absorption a760nm
(Boizot et Charpentier, 2006 ; Ghaziet Sahraoud520

Mode opératoire :

La teneur en polyphénols totaux (PPT) a été déterenpar spectrophotométrie, suivant le
protocole appliqué en 2007 par Li et ses collaleonst

Dans des tubes a essai nous introduisons sucoessive200 ul de I'extrait végétal
(200ug/ml), 1 ml de réactif de folin-ciocalteu fraichemigpréparé dilué 10 fois dans I'eau
distillée. Aprés une incubation de 4 minutes lémegtusont additionnés de 8@0de carbonate
de sodium (Na2Co3 a75mg/ml). Le mélange réactioeselincubé a I'obscurité pendant
45minutes, a température ambiante, puis la leded&absorbance est effectuée a 760 nm.

Le méme protocole est suivi pour la constructionadeourbe étalon d’acide gallique (20-
200ug/ml) et (10-100png/ml). La concentration en polypdié de nos extrais exprimée en

équivalent acide gallique (GAE) est calculé surdae de I'’équation de la droite d’étalonnage
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Figure 13: Protocole de dosage des polyphénolse(lal, 2007).

111.5.4.3 Dosage des flavonoides

La détermination de la teneur en flavonoides tofaarxla méthode colorimétrique est faite
selon la méthode utilisée par Zhishen Mengchedigaming (1999); Kim et al, (2003).
L’extrait convenablement dilué (1 ml) ou la solatidu composé étalon, quercetine (20-
250pg/ml) est introduit dans une fiole jaugée demlCcontenant au préalable 4 ml d’eau
distillée. A linstant t = 0 on y introduit 0,3 e NaNO2 a 5 % (P/v). At =5 mn on y ajoute
0,3 ml de AICI3 a 10 % ; 6 mn aprés, 2 ml de NaOHMx Immédiatement le mélange
réactionnel est dilué avec 2,4 ml d’eau bidistigéest agité vigoureusement. L’absorbance
de la solution rose est déterminée a 510 nm camirelanc a I'aide d’'un spectrophotométre
Varian Cary 50 Scan UV-Visible. La teneur en flagiates totaux des différentes parties de

plante est exprimée en équivalents de mg de queegedr gramme de plante séche.
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Aprés 5mn

Aprés 6mn

Figure 14 : protocole de dosage des flavonoides Zhishen Mamggclet Jianming (1999);
Kim et al. (2003).

[11.5.5Analyses rhéologiques des poudres :

On distingue deux grandes classes d’analyses i§aks des poudres en pharmacologie soit
on a recours a des méthodes directes qui reflélieettement la taille des particules (la
microstructure), soit a des méthodes indirectescquisidérent que la taille des particules
comme un parameétre susceptible d'intervenir danphénomeéne physique en I'occurrence
les mouvements des particules (la granulométiiglite de gonflement).

Dans notre étude, on a opté pour I'analyse desrpsuabtenues avec les deux méthodes a fin
de caractériser la taille et la structure des pads.

[11.5.5.1Détermination de la microstructure des pouwres obtenues par le MEB

L’'analyse de la microstructure des poudres, unehoaét d’analyse directe qui consiste a
balayer la surface d’'un échantillon par un faiscéacalisé d’électrons accélérés a des

tensions de 5 a 30 kv. Ces électrons vont intemgic la surface de I'’échantillon. Le signal
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émis en chaque point de la surface de 'objet ysthgonisé avec celui d’'un écran vidéo,
permet la formation d’'une image composite modulée Kintensité du signal détecté
(Fontanille et Gnanou, 1994). Les structures mmwpgjues des différentes poudres issues de
séchage ont été analysées avec un microscopeoédigoie a balayage de type (PHILIPS
ESEM XL 30). L'analyse du MEB a été réalisée aueniv du laboratoire de chimie de
TUMMTO.

[11.5.5.3L’analyse de la granulométrie

Principe

C’est une méthode indirecte consiste a détermiaerépartition granulométrique par la
technique de diffraction de la lumiére laser apnése en suspension de I'échantillon dans un
dispersant (MASTERSIZER 2000).

Les particules passant devant un faisceau de lasgquant une déviation de la lumiere. La
quantité de la lumiere déviée est proportionnella taille des particules. Ce type d’appareil
permet de mesurer des particules sphériques & plar,0hm.

[11.5.5.3L’analyse par infra rouge

La spectroscopie infrarouge a Transformée de Fo(FR€&IR) est une méthode d’analyse
chimique qui est basée sur l'absorption d’'un ragonent infrarouge par le matériau a
analyser .Elle permet, par la détection de vibratioaractéristiques des liaisons chimiques,
d’effectuer I'analyse des molécules présentes amatériau.

L'appareil de mesure est un spectrophotométre asfoemée de Fourier (BRUKER
ALPHA).Il projette sur I'échantillon un rayonnemeirtfrarouge et mesure les longueurs

d’ondes auxquelles le matériau absorbe, ainsi egetensités de cette absorption.

[11.5.5.4L’indice de gonflement

Principe

L’indice de gonflement est le volume en ml occupé pgramme de poudre, y compris le
mucilage qui y adhére, qui a été mis a gonfler deméquide aqueux pendant 4h.

Mode opératoire

Dans une éprouvette graduée a bouchon rodé, denafechauteur sur 20 mm de diameétre,
introduire 1g de poudre. Humecter la poudre avekdlafcool et ajouter 25 ml d’eau. Agiter

énergiquement toutes les 10 min pendant 1 h. Lraispeser pendant 3h.
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Mesurer le volume occupé par la poudre. Effectuars8ais simultanément (Paris, 1976)
L’indice de gonflement est donné par la moyenne3gssais.
IG = (V1+V2+V3) /3

[11.5.6 Activité antimicrobienne

Pour évaluer l'activité antimicrobienne, nous avawdepté la méthode de diffusion sur un
milieu geélosé en utilisant des disques stérilesceltulose selon la méthode décrite par
Benjelaliet al,(1986).

Le principe de la méthode repose sur la diffusiorcdmposé antimicrobien en milieu solide
dans une boite de Pétri, avec création d’un gradlerconcentration aprés un certain temps
de contact entre le produit et le microorganisnidecil’effet du produit antimicrobien sur la
cible est apprécié par la mesure d'une zone d'itibih et en fonction du diamétre
d’inhibition la souche sera qualifiée de sensilités sensible, extrémement sensible ou
résistante.

[11.5.6.1Préparation des milieux de culture

Dans notre travail nous avons utilisé comme milidaxculture les suivants:

- Pour tester l'activité des polyphénols vis adds souches bactériennes nous avons utilisé le
milieu gélose Muller Hinton (MH)

- Pour tester 'activité des polyphénols vis asaeiche fongique nous avons utilisé le milieu
de gélose Sabouraud

La gélose stérile préte a l'usage a été coulée dasdoites de pétrie stériles de 90 mm de
diametre.

[11.5.6.2Préparation des disques

Nous avons préparé les disques avec papier wattim&mm de diametre, ensuite sont mis
dans un tube a essai, stérilisés dans l'autoclagarder le jusqu'a l'utilisation.

111.5.6.3 Préparation des prés cultures

Les souches microbiennes a tester ont été cultidars des boites de Pétri contenant de la
gélose nutritive et incuber pendant 24 h a 37°6 dfobtenir une culture jeune des bactéries
et des colonies isolées.

I11.5.6.4Préparation des suspensions bactériennes

A laide d'une pipette Pasteur nous avons préleuéloges colonies bien isolées et

parfaitement identiques ont été mises dans 10eauddhysiologique stérile a 0,9% de sel (Na
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Cl). La suspension bactérienne est bien homogéneéiséisser sur la paillasse pendant 30
minutes (OMS, 2005).

[11.5.6.5Préparation des extraits a tester

La détermination de l'activité microbienne est dagur les extraits phénoliques issus des
poudres obtenues apres séchage ainsi sur lestexieadifférentes parties de la plante fraiche
Protocole expérimental

Couler aseptiguement les milieux de culture gélopés liquefiés (Mueller Hinton,
Sabouraud) dans des boites de Pétri. On laisseidiefret solidifier sur la paillasse.
Ensemencer les boites de pétri préalablement cpaléétalage a l'aide d'un rateau stérile,
I'ensemencement s'effectue de telle sorte a assueedistribution homogene des bactéries. A
I'aide d’'une pince stérile, prélever un disque waih stérile et I'imbiber avec fiDd’extraits

a tester en mettant seulement en contact le bodisdue puis déposer sur la gélose.

Les boites de Pétri sont ensuite fermées et laisdiéiser & T° ambiante pendant 2h puis
mises a I'étuve a 37°C pendant 24 h pour las hasté&@t a 27°C pendant 5 jours pour la
moisissure.

[11.5.6.6Détermination de la CMI

La CMI est définie comme étant la plus faible conicaion d’extrait pour laquelle, aucune
croissance bactérienne n’est observée (SkandanhNgakta, 2001). Celle-ci, est déterminée
par la méthode de diffusion sur disque décriteQuaomba et Muchanyereyi (2012).Dans les
mémes conditions opératoires que celles décritssegdemment, une série de 5 disques (D1 a
D5) imprégnés (1@l) d’'une concentration décroissante d’extraitsdésposées sur la gélose
(MH).

[11.5.7Activité anti-oxydante

[11.5.7.1Test de capacité antioxydante totale (TAC)

Principe :

Dans cet essai, le mécanisme réactionnel est hask séduction du molybdéne(VI) au
molybdene (V) par les composés réducteurs prédantsles échantillons.

Le complexe obtenu est composé de phosphomolyb@tede couleur verte, et son
absorbance est mesuré par spectrophotométrie an6@setoet al,1999).

Mode opératoire :

Le protocole expérimental suivi est celui de Pradtal, (1999)

35



Chapitre III Matériels et méthodes

Dans des tubes a essai nous mélangeons, 0.1neéxdeit végéetal (100 a 500y/ml) etl ml

de réactif (0,6mM H2S0O4 + 28 mM Na2HPO4 + 4 mM delyindate d’ammonium). Le
mélange est incubé a 95°C pendant 90 minutes au rbarie. Aprés refroidissement, la
lecture de I'absorbance se fait a 695 nm.

L’acide ascorbique est utilisé comme référence demsnémes conditions opératoires ainsi
gue dans la méme gamme de concentration

Figure 15 : Protocole de Test de capacité antioxydante t@Raietoet al, 1999)
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[11.5.7.2Test du pouvoir antioxydant par réduction du fer (FRAP)

Principe :

Le pouvoir réducteur d’'un extrait végétal est ags@cson pouvoir antioxydant, I'activité
réductrice du fer a été déterminée selon la métligédete par Oyaizu (1986), basée sur la
réaction chimique de réduction du fer ferrique Hg €n fer Ferreux (11) (Hubert, 2006).

Cette réduction est observée par le passage darileuc jaune du fer ferrique (Fe+3) au bleu
vert du fer ferreux (Fe+2), dont I'intensité mesueé700 nm, est proportionnelle au pouvoir
réducteur des extraits testés (Jayaprakasih 2001).

Mode opératoire :

Le mélange réactionnel est composé de /aDextrait aqueux (100 a 500y/ml), 400ul de
tampon phosphate (0.2 M, pH 6.6) et @0@e ferricyanure de potassium a 1%. Une fois
incubé20 minutes a 50°C, ce dernier est additiated0@l d'acide trichloracétique a 10%
puis Centrifugés10 minutes a 3000 rpm. 40U surnageant sont récupéres et complétés de
40Qul d’eau distillée et de 80 de chlorure ferrique a 0.1%. Puis la lecture’dedorbance se
fait a 700nm.

L’acide ascorbique est utilisé comme référence demsnémes conditions opératoires ainsi

gue dans la méme gamme de concentrations.
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Figure 16 : protocole du test de réduction du Fer (FRAP) (iiital et al, 2001).
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111.5.7.3Test du DPPH

La capacité antioxydante des extraits de planteéé&tstrminée selon la méthode de Kim et al,
(2002). L'extrait de plante (0,1 ml) est ajouté .8 tnl de DPPH a 0,004% (P/V) dans du
méthanol- eau (8 : 2). La lecture de I'absorbarstdaste a 517 nm aprés 30 mn d’incubation
dans 'obscurité. Un blanc constitué de 50 % deharél et la solution de DPPH accompagne
la lecture de chaque série. La vitamine C (acidmragque) est utilisée comme composeé

étalon et le résultat est exprimé en mg de vitan@ingguivalent par g de matiére séche. La

solution radicalaire de DPPH est préparée fraichémieles essais sont repris au moins trois
fois (Kim et al, 2002).

Figure 17 : Protocole de test du DPPH (Kim et al, 2002)



Chapitre IV Résultats et discussion

V.1Résultats de la caractérisation physico-chimique

Les résultats de quelques paramétres physico-chéwnigles différentes parties tiges
feuilles, et la partie aérienne (tiges et feuillds)la plante étudiée ainsi que sa composition
chimique sont résumés dans les tableaux lll, IV.ets sont présentés sous forme de teneur
moyenne de trois essais * I'écart type (ET).
Tableau Il : Résultats des paramétres physico-chimiqudBadtulaca oleraced. fraiche.

Parametre Partie Teneur moyenne +ET
Tiges 4.82+0,05
pH & 18°C Feuilles 4,94+0,04
Partie aérienne 5,86+0,07
Tiges 71,84+1,24
Taux  d'humidité - 105 63,77+1,52
(%)
Partie aérienne 68,44+1,16
Tiges 28,16+1,24
Matiere séche (%) | Feuilles 36,23+1,52
Partie aérienne 31,66+1,16
Tiges 16,25+1,06
Teneur en cendrd o e 26,40 +1,31
(%)
Partie aérienne 22,48+1,14
Tiges 83,75+1,06
Matiere  organiqu Feuilles 73,60 1,31
(%)
Partie aérienne 77,52+1,14
A10|d_|te titrable (g Tiges 0,728+0,345
d’'acide
citrigue/ 100g MS) | Feulilles 0,747+0,357
Partie aérienne 0,896+0,206
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Tableau lll: Résultats des parameétres physico-chimiques de lalrpode Portulaca

oleracea

L.

Paramétre Partie Teneur (moyennezET)
Tiges 8,65+0,08

pH & 18°C Feuilles 8,45+0,03
Partie aérienne 9,07+0,07
Tiges 11,75+1,02

Taux d’humidité (%) [Feuilles 11,23+1,43
Partie aérienne 13,98+1,37
Tiges 88,25+1,02

Matiére séche (%) Feuilles 88,77+1,43
Partie aérienne 86,02+1,37
Tiges 20,12+1,06

Teneur en cendres (%) Feuilles 23,44+1,02
Partie aérienne 21,67+1,07
Tiges 79,88+1,06

Matiére organique (%)| Feuilles 76 ,56%1,02
Partie aérienne 78,33+1,07

A10id_ité titrable (g Tiges 0.307+0,112

d'acide

citrique/ 100g MS) Feuilles 0,345+0,117
Partie aérienne 0,298+0,107
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oleraceal.
Tene

Minéraux - ur (ppm) —
Seche Fraiche

Cr 157,072 88,724

Fe over 4803,416

Mn 217,426 202,692

Pb 130,35 52,11

Zn over 249,62
59404,55

Mg 63254,71
92598,98

Ca 62217,19
34022,1

K 10094,56
23459,77

Na 9719,665
0,21

Cu 0,224

D’aprés ces résultats on remarque deefeuilles et les tiges d®ortulaca oleraced.
sont trés riches en eau et présentent un pH adidtatfrais. Cependant, ce pH augmente en
séchant la plante. L'augmentation du pH peut siguer par la teneur non négligeable en
cendres qui sont responsables de 'alcalinité qéalate séchee

Du point de vue composition chimiquegrtulaca oleracea Lpossedent une quantité
non négligeable en cendres et en matiére secheé.cGefirme leur richesse en substances
biologiques et en minéraux.

En effet, elles renferment des teneurs importagneda, Mg, Fe et K avec des teneurs
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qui varient entre 4803,416 ppm et 92598,98 ppmc®fit, Portulaca oleracea Ipeut
étre utilisée pour remédier les carences en mirémutout la population qui souffre
notamment en manque de fer (anémie) et ce dapsysssous-développés.

Les éléments toxiques tels que le Pb se trouvenguamtités acceptables qui ne
dépassent pas les normes décrites par la FAO. @atiéere recommande de ne pas dépasser
la dose admissible qui est de 50 a §four/personne (FAO, 1972).

La richesse en minéraux peut s’expliquer par leslitimns de culture (climat humide

et méme le type de sol). Ainsi, il est intéressinsensibiliser les gens pour développer
cette plante spontanée qui pousse presque daes teatrégions humides.

Etant donné queRortulaca oleraceaest comestible, il serait utile de les utiliser en
cuisine ou sous forme de sirops pour remédier edat(utilisé en médecine traditionnelle), et
peuvent servir aussi d’excipient en industrie plareutique, elle est utilisée comme anti
hypotensive et capable de réduire I'hémorragieman des tissus (Saad et Said, 2011).
V.2.Résultats d’analyse phytochimique

Pour identifier la composition en métabolites sel@res présents darRortulaca
oleracea L, un screening chimique est fait selon la méthodendstal de screening
phytochimique.

Les résultats de cette analyse sont présentédaltaiseau VI :
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Tableau V: Résultats d’analyse phytochimiqueRgrtulaca oleraced

Métabolites secondaires Quantités

Les anthocyanes -

Les leuco-anthocyanes +

Les tanins 4+
Les tanins galliques +++
Les flavonoides +++

Saponines tri terpéniques -

Saponines stéroidiennes ++
Les alcaloides 4+
Les coumarines 4+

(+++) : Abondance ; (++) : moyen ; (+) : faible-) ( absence

Les résultats de ce tableau révélent que, leeeuwt les tiges dPortulaca oleracea
L, sont riches en métabolites secondaires (tataméns galliques, flavonoides, quinones
combinés, alcaloides et coumarines). De plus,s efenferment aussi les saponines

stéroidiennes, les glucosides avec une quantit@nmay

En effet, ces métabolites ont été déja recherphésl’autres chercheurs traitant la
méme espéce (Dweck, 2001 ; ToufexialeR006). Ces derniers, affirment effectivement nos
résultats et révelent la présence de divers métabalont les alcaloides tels que: I'oleracin et

le noropinéphrine qui sont impliqués dans le tragat de I'anxiété.

Les feuilles et les tiges deortulaca oleraced. constituent un réservoir de substances

bioactives (polyphénols, flavonoides..) connues e propriétés pharmacologiques et de
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substances biochimiques a plusieurs intéréts whatibon qui n'ont fait en aucun cas

d’application.

En effet, les flavonoides possedent des activitdi®xydantes, anti-inflammatoires et
jouent un réle positif dans le traitement des makadcardiovasculaires (Wang et Mazza,
2002).

Généralement, les flavonoides sont présents sans fdemes : les flavonoides libres
(flavones et dihydroflavonols) et leuco-anthocyaffles’onols et flavanonols). Notons tout de
méme, I'absence totale des flavonoides sous laefa’anthocyanes dans les feuilles tiges de
Portulaca oleraceal. Par contre, les flavonoides et les leucoanthoeyasont présents
(Leung et Foster, 1996).

La plante est utilisée en médcine traditionnellardaciliter les fonctions d’élimination
urinaire et digestive (Bruneton, 2009) et ce gi@isa richesse en coumarines.

En ce qui concerne, les saponosides sont préseunssforme stéroidiennes. Plusieurs
plantes connues et utilisées pour leurs effetsiafidimmatoires et anti-oedémateux doivent
ses propriétés a des saponosides (lkegaatj 2006).

D’aprés les travaux de (keys, 1976), les tige$ddulaca oleraced.. renferment des
tanins galliques. Ces derniers, possedent des igr@pr antiseptiques, vermifuges,
cholagogues et anti-diarrhéiques (Bergale005). Par ailleurs, les quinones libres et les
saponines tri terpénigues sont absentes.

Les tests phyto-chimiques &®rtulaca oleraced.. montrent sa richesse en métabolites
secondaires. Alors, il serait utile de faire extrates substances et les appliquer dans les
différents domaines d’utilisation.

V.3Résultats de dosage des polyphénols totaux desraits

Les polyphénols sont des produits secondairesoiistituent le groupe le plus

important et le plus largement distribué dans faome des végétaux (Lugasiadt
2003).

L’analyse quantitative des polyphénols de nos éstia été réalisée selon la méthode
décrite par Singleton et Rossi (1965) avec le iréats Folin-Ciocalteu. La courbe
d’étalonnage est effectuée par I'acide galliquéfaréntes concentrations (annexe02, 03).

Les teneurs en phénols totaux sont exprimées eréquiyalent acide gallique/g de

matiere séche de la plante.
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Les résultats obtenus en PPT sont présentédatafigures 18 et 19.

Taux de ppt
mg EAG/MS
1000
900
800
700
600
500
400
300
200
100
0 Solvant
Acétate d'ethyle  Chloroforme Méthanol Ethanol

HTige MFeuille M Partie aérienne

Figure 18 : Résultats relatifs aux taux de PPT dans legmifits extraits de poudre de

Portulaca oleraced

Taux de ppt
mg EAG/MS
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300
100 '
0 Solvant
Acétate d'ethyle Chloroforme Méthanol Ethanol

H Tige MFeuille M Partie aérienne

Figure 19: Résultats relatifs aux taux PPT dans les diffésrextraits dgoortulaca oleracea
L fraiche.

A partir des figures (18) et (19) nous pouvons dédgue, les différents extraits analysés sont
tres riches en polyphénols.
Ces résultats, montrent aussi que, les solvanteignpolaires (chloroforme, acétate

d’éthyle) influencent positivement les taux d’extran de PPT en comparaison avec les
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solvants plus polaires (I'éthanol, le méthanol’eau) avec des taux de PPT plus au moins
importants.

En effet, une meilleure extraction en PPT (867,2&Ag/g) a été obtenue en utilisant
I'acétate d’éthyle comme solvant d’extraction.

Nous pouvons conclure que, le couple solvant/tedgpsacération influence le taux
d’extraction des polyphénols.
Ces valeurs sont supérieures a celles obtenudddaiam et ses collaborateurs (2012), qui
ont obtenus des concentrations de 1,488EAG/mg pour l'extrait aqueux, 2,768y
EAG/mg pour I'extrait hydroéthanolique et 3,608 EAG/mg pour I'extrait méthanolique.
Nos résultats coincident avec ceux de Gunasaitaah (2014) qui ont étudié
I'effet de la température de séchage sur la teeeyoolyphénols de différentes plantes
médicinales.

En effet, plusieurs facteurs interviennent danzéeessus d’évaluation des PPT des

plantes. Ces teneurs varient qualitativement entifaivement d’'une plante & une
autre.

Parmi ces facteurs on cite :
-Le patrimoine génétique, la période de récolle stade de développement de la
plante (Miliauskas edl, 2004).
-La méthode d’extraction et la méthode de quaatibc peuvent également influencer
I'estimation de la teneur des polyphénols totawee(etal, 2003).
-Les facteurs climatiques (température élevée, skipn solaire...) et environnementaux
(zone géographique, sécheresse, sol, salinitéggesssions et les maladies...etc. (Fadeh
al, 2008 ; Ebrahimi edl, 2008).
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V.4 Résultats de dosage des flavonoides
Les résultats obtenus pour le dosage des flavosoitieux sont exprimés gugy
equivalent quercetine par mg de matiere séehpeC/mg MS) en utilisant I'équation

de la régression linéaire de la courbe d'étalontragée de la quercitine (Annexe 04).

Taux de flavonoides

mg/g MS
300
250
200
150
100
50
0 SoIvan
Acétate d'ethyle Chloroforme Méthanol Ethanol

ETige MFeuille M Partie aérienne

Figure 20: Résultats relatifs aux taux de flavonoides dassliéérents extraits de poudre de

Portulaca oleraced.
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Figure 21: Résultats relatifs aux taux de flavonoides dasgliférents extraits dportulaca

oleraceal fraiche.
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D’apreés les figures 20 et 21, nous pouvons dédjies les extraits analysés ont montré
des teneurs importantes en flavonoides dont I'eeé&tathyle présente la plus importante
teneur.

Ces résultats trouvés sont supérieurs a ceuxlégypar Guenzat, (2012). Cet auteur a
estimé la teneur en flavonoides dans |'extrait axjugophilisé dePortulaca oleracea lde
I'ordre de 0,14g/ml. Cette valeur reste faible comparée a nodtegsurouves.

Les difféerences constatées dans les teneurs emphgoigls totaux et en flavonoides
peuvent étre expliquées d’'une part par la natusesdlvants utilisés, et d’autre part, le climat
et la région influencant la quantité des métabkecondaires.
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V.5Résultats des analyses rhéologiques des poudres
V.5.1La granulométrie

La granulométrie est une analyse qui détermine diesensions et la forme des
particules. Elle a pour objectif de décrire 'enddendes caractéristiques qui définissent I'état
granulaire d’une poudre.

Cette analyse, revét une grande importance dadenine pharmaceutique, d’autant
gu’elle conditionne en partie I'activité et le coonfement des médicaments.

Les figures ci-dessous illustrent la distributicar pamisage de la taille des différentes

poudres par diffraction au lazer.
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b)
Figure 22 : Distribution granulaire de poudres de la pagérienne (feuilles et tiges) de

Portulaca oleraced., (b) : tamisé ; (a) : non tamisé.
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L’'analyse de la granulométrie révele que, les deoudres tamisée et non tamisé ne
possedent pas les mémes pourcentages de graintaigoCelle non tamisée a une taille de
grain majoritaire de dimension de 1258,925 um. &@ande, la poudre issue de tamisage a
une taille majoritaire des particules de petitesatisions de 239,883um.

Généralement, autant que la taille des particus¢spetite autant que le transfert de
matiére est meilleur. Cette théorie est valablesdarcas de nos poudres analysées.

Nous constatons, des taux d’extraction élevés eh pdur les poudres issues de
tamisage aient une taille plus petite en companadscelles de la poudre non tamisée.

En effet, la libération des substances bioactigtsiée a plusieurs facteurs :
-La nature biochimique des particules;

-La structure des particules (la perméabilité);

- La taille et les niveaux de disponibilité de ldstance a extraire.

Il est important de signaler que, cette analyserange inconvénient de considérer les
particules systématiquement sphériques. Raisonlaajurelle I'observation microscopique

est indispensable.

V.5.2Structures microscopiques des poudres
Les résultats de I'analyse de MEB sont présentds dafigure ci-dessous

Acc¥ SpotMagn  Det WD F————1 00ym fim® % AccV  Spot Magn Det WD e
200KV.50 260x GSE 102 05TORESEM UMMTO i F 2o - 200KV 60 1000x GSE 10.2 0.5 Tor FsEuuuu
y , % ~ e pia

(a) b) ( c) (

Figure 23 : Structures microscopiques des poudres des tige#leteet partie aérienne de
portulaca oleraced. .

a) tiges ;b) feuilles et c) partie aérienne

Nous remarquons d’apreés la figure (23) que, ldas proudres étudiées semblent étre
formées a partir des particules de forme relativeriregguliéres.
Cependant, la texture de la poudre issue de sécleafgiilles est composée de multi pores

particulaires en comparaison avec les deux autedrps qui se caractérisent par une surface
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rugueuse et ressemble a la structure des polymeres.

La porosité peut s’expliquer par I'effet de la tedrgiure de séchage sur certains
composes facilement dégradables induisant la orédgs pores

Généralement, la forme et la taille des particulegent d’'un produit a I'autre. Elles
affectent certaines propriétés rhéologiques (lasmaslumique, la cohésion) et
pharmacodynamiques (I'écoulement et I'aptitude astifage).

Selon ces résultats, on préconise d'utiliser ladpeissue de séchage feuilles , car elle

constitue un indice de réactivité (libération deksstances bioactives).

V.5.3Résultats d’indice de gonflement des poudres

L’indice de gonflement des trois poudres a étéutéldans le but de montrer le comportement
rhéologique des constituants des poudres obteramesl’@éau (phénomene de gonflement)

Cet indice confirme la présence de mucilages (gashnmoenstituées de polysaccharides, qui
se gonflent au contact avec de I'eau en prenantaomngstance visqueuse, parfois collante,
semblable a la gélatine.

Les résultats trouvés sont portés dans le tablésart :

Tableau VI : Indices de gonflement des poudres

Types de poudres Poudre issue de tipes Poudre isdas| Poudre issue de la
feuilles partie aérienne

(feuilles et tiges)

Indice de 4,03+0,17 4,67+0,15 5,03+0,06

gonflement

Les résultats mentionnés dans le tableau (VI) mreabtque, les valeurs de lindice de
gonflement sont presque identiques pour les troisdpes analysées. Cela signifie que, le
procédé de séchage n’influe pas sur le phénomegerdkement de la poudre.

Selon Paris, (1976), les plantes qui possédentndice de gonflement supérieur a 10
contiennent des mucilages et on les appelle « gdaatmucilages ». Alors, nous pouvons
déduire quePortulaca oleracea Lne posséde pas de mucilages. Ce résultat, pagsit tr
important de point de vue conservation et stockdge poudres a des fins d'utilisation,

puisque nous montre également que le facteur deti@h d’eau est moins éventuel.
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V.5.4 Résultat de test d’infrarouge
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Figure 24 : Le spectre des polyphénols plertulaca oleraced...

Les zones entre 500-4000 cm-1 ont montrées

le O-H (alcool) une vibration d’élongation a 3441.¢dm-1 ,3424.75cm-1,le C-H vibration
d’élongation a 2923.08 cm-1,2922.26 cm-1,2920.491¢r#852.04 cm-1 cm-1,2852.02 cm-
1,2850.81 cm-1,2360.90 cm-1,2339.73 cm-1 cm-1, #O Gribration d’élongation entre
1634 .74 cm-1,1634.03 cm-1,,1633 .93 cm-1, le CH2ation de déformation a 1384.24 cm-
1, le O-H (acide) vibration de déformation a 1322cén-1, 1321.45 cm-1, le spectre montre
également les vibrations d’élongation a 1104.361¢h®38.15 c¢cm-1,1036.71 cm-1typique
pour le groupe C-O, et une vibration de déformaties groupes CH=CH a 780.17,779.69
cm-1,779.20 cm-1,519.38 cm-1.,516.76 cm-1.

Ces résultats sont en bon accord avec un spect@e$Rpolyphénols. Leur composition
chimique et activité dépondent non seulement dpé&ee productrice, mais aussi des
conditions de culture et des parametres physigigespgrature, aération, pH), ainsi que la
nature du sol et sa composition qui influencenglantité et la qualité des polyphénols

produit.
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V.6Résultat de I'activité anti microbienne

Les résultats des test&ctivité microbienne (annexe05) sont regroupésisdde

tableauylll). Les valeurs indiquées sont les moyennes de 4 nef@maexe 5).

Tableau VII

I'extrait des trois poudres et de la plante fraiche

. Diametres des zones (mm) d'inhibition (moyenn&™ exprimés pour

Diametres d’inhibition (mm) +ET

Microorganisme Poudre Frais
Partie étudiée
E.aqueux| E. éthano‘que)lf'aqueu E. éthanoique
S.aureus . 15 22 15 22
Tiges
ATCC 25923 ++ +++ ++ +++
. 15 22 16 22
Feuilles
++ +++ ++ +++
Partie aérienne 17 22 15 22
++ +4++ ++ +++
E-coli 22 22 22 22
ATCC 25322 Tiges +++ +++ +++ 4+
. 22 22 22 22
Feuilles
+++ +++ +++ +++
Partie 22 22 22 22
aerienne +++ +++ +++ F++
Bacillus cereus Tiges 0 22 0 22
ATCC 10876 g ; an - arn
. 0 22 0 22
Feuilles
- +++ - +++
Partie 0 22 0 22
aérienne - +++ - 4+
Pseudomonas _ 0 99 0 2o
aeruginosa Tiges
ATCC 27853 - +++ - 4+
. 0 19 0 19
Feuilles
- ++ - ++
Partie 0 17 0 15
aérienne - ++ - ++
Enterqcoccus _ 0 29 0 9
faecalis Tiges
ATCC 14506 - +++ - 4+
. 0 22 0 22
Feuilles
- +++ - +++
Partie 0 22 0 22
aerienne - +++ - +++
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L’action bactériostatique se traduit par I'apparitid’une zone d’inhibition autour du
disque de papier imprégné d’extrait étudié. Le dmende la zone d’inhibition differe d’une
bactérie a une autre et d’'un extrait a un autre.

On considére qu’un extrait exerce une action basttique si le diametre de la zone
d’inhibition est supérieur a 12 mm (Duraffourd eipiaz, 2002).

EFS : effet fongistatique
(-) ; non sensiblé+) : peu sensiblg(++) : moins sensible (+++) : plus sensible
Tableau VIII : Diamétres des zones (mm) d'inhibition (moyenn&™® exprimés pour

I'extrait des trois poudres et de la plante fraiche

Diametres d’inhibition (mm) +ET
Microorganisms Poudre Frais
Partie
étudiée
E.aqueux | E.éthanoiqu¢ E.aqueux
Candida Tiges EFS EFS EFS EFS
Albicans
Feuilles EFS EFS EFS EFS
Partie 1 gpg EFS EFS EFS
aérienne
aérienne
A.niger 0 0 0 0
Tiges - - - -
Feuilles O O 0 _O
Partie 0 0 0 0
aérienne | - - - -

Il ressort du tableau (VIII) et (VIl) que, les eaitis éthanoiques exercent un large
spectre d’activité car ils agissent sur les baeséfram positif et négatif, mais le degré de
sensibilité differe d’'une souche a une autre. Ceaet) ils n’exercent aucune activité
antifongique. En effet, un effet fongistatique @ ébserveé vis-a- vi€andida albicans

Globalement, les extraits éthanoiques des diffésepbudres sont plus efficaces que les
extraits aqueux vis-a-vis de toutes les souchdéessvec des diamétres allant jusqu’a (38
mm) tandis que, pour les extraits aqueux ils Ss@mt que suE.coli et S.aureus Ces
dernieres exercent un effet fongistatiqueGandida albicans

Cela peut s’expliquer par le fait que, I'extrati@noique est plus riche en polyphénols
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qui sont connus par leurs activités antimicrobierargtioxydante d’ou les diameétres
élevés des zones d’inhibition. Quant a la moisesAuniger, elle s'avere résistante a tous les
extraits testés sans zones d’inhibition.

Nos résultats sont similaires a ceux de Sktial( 20149 qu’ont montré aucun effet
inhibiteur exercé par les mémes types d’extraits lau croissance @&.niger ,un effet

fongistatigue sue C.Albicans et @ffet inhibiteur sur E.coliS.aureus, Bacillus cereus et

Pseudomonas aeruginosa.

V.7Résultat de I'activité antioxydante
V.7.1Capacité antioxydante totale
Les figures ci-dessous illustre les résultats alate test du pouvoir antioxydant

au molybdate d’ammonium.

Pourcentage d'inhibition(%)
120

100

40

20
Concentrations(u

0 100 200 300 400 500 600

—@— % d'inhibition tige —@— % d'inhibition feuille

—0— %d'inhibition partie aérienne —@— % d'inhibition d'acide ascorbique

Figure 25 Capacité antioxydante totale des extraits étlmppesi de la poudres

(tige/feuille/tige +feuille ) dd’ortulaca oleracea let de I'acide ascorbique.

56



Chapitre IV Résultats et discussion

Pourcentage
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Figure 26 : Capacité antioxydante totale des extraits éfiupes de Portulaca oleracea L

fraiche (tige/feuille/ tige +feuille )et de I'acidescorbique.
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Figure 27 : Capacité antioxydante totale des extraits aquiuia poudres (tige/feuille/tige
+feuille ) dePortulaca oleracea let de I'acide ascorbique.
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Figure28 : Capacité antioxydante totale des extrait aquimiRortulaca oleracea L fraiche

(tige/feuille/tige +feuille ) et de I'acide ascaghe.

Les résultats obtenus, révelent une activité aptiante appréciable de nos extraits et
proportionnelle a la concentration utilisée.

Nous constatons quéextrait éthanoique est celui qui se caractépaela plus forte
activité antioxydante. Les résultats pour les dstraqueux quant a eux sont affectés

respectivement d’'une baisse d’activité.

V.7.2Résultats de la réduction du fer

Les résultats obtenus illustrés dans les figuraadiguent que, le pouvoir réducteur
présente une augmentation proportionnelle a la esuration d’extrait appliguée. En
comparant les résultats obtenus pour les extraitseux de l'acide ascorbique, nous

remarquons une différence.

58



Chapitre IV Résultats et discussion

Pourcentage d'inhibition(%)
120

100

80
60
40
20
Concentrations(ug
0 /ml)
0 100 200 300 400 500 600

—8— % d'inhibition tige —8— % d'inhibition feuille

—0— %d'inhibition partie aérienne —@— % d'inhibition d'acide ascorbique

.Figure 29 réduction du fer des extraits éthanoique delalpe (tige/feuille/tige+feuille) de

Portulaca oleracea L. ale I'acide ascorbique.

Pourcentage d'inhibition(%)

120

100 | ___e—————o

80
60
40

20

Concentrations(ug/ml

0 100 200 300 400 500 600

—@— % d'inhibition tige —@— % d'inhibition feuille

—®— % d'inhibition partie aérienne  —@=— % d'inhibition d'acide ascorbique

Figure 30 réduction du fer des extraits éthanoique Rietulaca oleracea Lfraiche

(tige/feuille/tige+feuille) et de I'acide ascorbique
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Figure3l : réduction du fer des extraits aqueux de pouytge/feuille/tige+feuille) de

portulaca oleracea dale I'acide ascorbique .
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Figure 32 réduction du fer par les extraits agqueux PRiertulaca oleracea Lfraiche

(tige/feuille/tige+feuille) et de I'acide ascorbique

60



Chapitre IV Résultats et discussion

V.7.3Résultats du test de DPPH

Les résultats obtenus sont exprimés en pourcekagebition du radical liore DPPH

en fonction des concentrations des extraits.

Les figures suivantes rapportent les pourcentaieiltion obtenus en fonction des
concentrations utilisées de chaque extrait.
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Figure33 : piégeage de DPPH en fonction des concentratiessextraits éthanoique de la

poudre (tige/feuille/tige+feuille) déortulaca oleracea let de I'acide ascorbique.
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Figure34 : piégeage de DPPHN fonction des concentrations des extraits étlqaloi de

Portulaca oleracea lfraiche(tige/feuille/tige+feuille)et de I'acide ascorbique.
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Figure35 : piégeage de DPPH en fonction des concentratiessextraits aqueux de poudre

(tige/feuille/tige+feuille) ddPortulaca oleracea Let de I'acide ascorbique.
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Figure 36 piegeage de DPPH en fonction des concentrati@ss ektraits aqueux de

Portulaca oleracea lfraiche (tige/feuille/tige+feuille)et de I'acide ascorbique.

Les extraits étudiés deortulaca oleraced. ont présentés a tres faibles concentrations des
pourcentages d’inhibitions élevés. A une conceioimatde 30Qg/ml les pourcentages
d’inhibitions sont de 'ordre de 89,37(DPPH) %2,37 %(FRAP) et 81,07%(TAC) pour les
extraits éthanoiques et 75,37%(DPPH),77,04%(FRAR¥,04 %(TAC) obtenus par,'extrait
aqueux.

La tige exhibent la plus grande valeur d’activitéi@ydante ,dans les trois tests suivi par la
partie aérienne, Les feuilles gmrtulaca oleracealL affichent une activité antioxydante
relativement faible malgré la présence de polyplsdraveélés par le test quantitatif . Ces

COMpOSES ne sont peut étre pas extraits ou sestiaant en faible quantité.

D’apreés les valeurs obtenues, on a remarqué quextests éthaniogues présentent un
IC50 inférieur a celui des extraits aqueux , dome activité meilleure.
En comparaison avec l'antioxydant utilisé commetia positif, I'acide ascorbique qui

présente un IC50 égale a Qu@iml, tous les extraits testés s’averent moingsacti

Plusieurs travaux ont montrés des résultats diftérpour le piégeage du radical libore DPPH

parPortulaca oleraceaSanja et ces collaborateurs ont trouvés une vakeitement inferieur
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a nos résultats avec un IC50 égal a 12.§/fnl dans un extrait méthanolique (Saajaal,
20009).

Une autre étude faite par Uddeh al (2012) montre des IC50 varient entre 1300 a 1710
ug/ml pour le FRAP a différent stades de maturatians I'extrait méthanoique, ces résultats
sont largement supérieurs a ceux trouvés dans mmatail.

Les différences constatées avec les résultats wbtrparavant par les auteurs déja

cités peuvent étre expliquées par la nature diftéreles solvants et le type d’extraction

utilisés.

Les résultats de I'activité anti oxydante sur besagts dePortulaca oleraceaont en accord
avec ceux obtenus par 'examen quantitatif dors enregistré que I'extrait éthanioque
présente la quantité la plus élevée en polyphéotidsix et en flavonoides, ceci nous permet
de penser que les polyphénols seraient responséblaxctivité antioxydante .
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Conclusion

Portulaca oleracea L. est une plantes médicinales trés utilisée en ecigd
traditionnelle. Malgré son utilisations dans laiodgméditerranéenne et le Moyen-Orient, elle

demeure encore relativement peu utilisée en méelecinventionnelle.

Apres avoir recolté le matériel végétal (feuilldgges). Nous avons effectué un
screening phytochimique afin d’identifier la natutes principaux métabolites secondaires
présents. Ainsi, nous avons identifié la présenakaloides, de composés poly-phénoliques
(flavonoides, tanins), de saponosides, de compeésiégteurs (coumarines). Ces composées
possedent pour la plupart des activités biologigoEsessantes ce qui justifierait I'utilisation

abondante et variée de cette espece dans la médeadditionnelle.

Le dosage des polyphénols et flavonoides totalecefé sur les extraits obtenus par
maceération a partir de la plante séchée et datdaepfraiche montrent des teneurs de l'ordre
de 867,26 mg EAG/g MS et 657,43 mg EAG/g MS déypeenols totaux et des
concentrations de l'ordre de 250,92 mg /g MS167,92 mg/g MS pour les flavonoides

respectivement d’extrait éthanoique et aqueux

Nous avons testeé l'activité antimicrobienne deedsaits sur des microbes via un test
in-vitro et I'analyse des résultats a démontré laugluspart des bacteries sont sensibles avec
des degrés de sensibilité qui varient ainsi queidsaits éthanoiques sont plus efficaces que
les extraits aqueux. Les deux extraits exerceneftet fongistatique sur C.albicans mais

n’exercent aucun effet sur A. niger.

L’activité antioxydante des différents extraits Bertulaca oleracea a été évaluée
spectrophotométriquement par test de DPPH, FRARA€, nous avons enregistré que
I'extrait éthanoique possede I'activité antioxydala plus élevée (IC50= 28,39/ml), suivi
par I'extrait aqueux (IC50= 48,a§/ml

D’aprés les résultats on peut dire que cette eslodade Portulaca oleracea L. peut
constituer une source naturelle de composés natngage biologique et

thérapeutique intéressant.

Notre travail reste une étape préliminaire pourétades plus larges, plus
approfondies et plus accomplies incluant:
-Déterminer la DL50, de faire des tests de toxiaitgie et chronique.

-Un fractionnement des extraits et identificati@s anolécules responsables du



pouvoir antioxydant en utilisant des techniquedatitification plus performantes.

- Evaluation des autres activités biologiques aveligs.

-De fractionner, de purifier et caractériser lefédentes fractions de nos extraits a
usage thérapeutique.

-De faire des tests in vivo afin de vérifier legmiétés biologiques des différents

composants de la plante étudiée.
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Annexe01:
Tableau I1: Appareillages, solvants, réactifs chimiques eteniide culture, appareillages
utilisés pour I'activité antimicrobienne, matériedslution

Appareillages,
Verrerie de laboratoire

Solvant

Milieu de culture

Agitateurs variés (a barreat
magnétique

chauffant et non).

Balance de précision 0.001
(KERN

770)

Bain-matrie,

Etuve (MEMMERT)

Four a moufle
(NABERTHERM)
Microscope électronique a
balayage

(PHILIPS ESEM XL 30)
pH- métre (INOLAB)
Plaque chauffante (RYPA)
Mastersizer (SCIROCCO)
Spectrophotomeétre visible
(EV 9200)

Réfrigérateur

béchers, burettes, fiole,
entonnoir

Flacons, pipette gradée
Pipette pasteur
cristallisoirs, éprouvettes,

Acide chlorhydrique
Ammoniaque
Acétone, Acétate de
gsodium

Acide gallique
Acétate d’éthyle
Chloroforme

Chlorure ferrique
Carbonate de calcium
Chlorure d’aluminium
Carbonate de sodium
Eau distillée

Ethanol

Ether diéthylique
Ether de pétrole,
Hydroxyde de sodium,
Isobutanol

Méthanol, Propanol
Potasse

Sulfate d’aluminium
Sulfate de sodium
anhydre

Réactif de Dragendroff
Réactif du Folin-

Gélose nutritive (GN)
Gélose Mueller Hinton
(MH)

Gélose sabourau

tubes a Ciocalteu

essai ...etc).

Mortier, pilon, verre de

montre,

tamis, papiers filtres,

spatule, passoire, cuves.

Appareillages utilisés pour | Matériels Solution
l'activité

antimicrobienne

Autoclave de paillasse boites de Pétri Anse de Eau distillée

(WEBECO)

Bain-marie (MEMMERT)
Etuves bactériologiques
(MEMMERT) : Etuve 37°C
et

Etuve 28°C
Spectrophotometre visible
(MEDLINE)

platine, bec bunsen,
cuves, disques stériles
(papier Wattmann),
embouts en plastiques
stériles, micropipettes,
pince, pipettes Pasteur,
tubes a essali,
Antibiotique(ATB).

Réfrigérateur.

Antifungique (ATF)

Eau physiologique
stérile (9 g/l)
Eau de javel




Annexe 02 :
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Figure0l : Courbe d’étalonnage de 'acide gallique (pourats organiques)

Annexe03:
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Figure02 : Courbe d’étalonnage de 'acide gallique (pouragts aqueux)



Annexe 04 :
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Figure 03 : Courbe d’étalonnage de quercetine



Annex 05 : Résultats de I’activité anti microbienne

Figure 02 : Antibiogramme de I’extrait aqueux de poudre de P.oleracea L vis-a-vis de E.colie

Figure 03 : Antibiogramme de I’extrait éthanoique de P.oleracea L fraiche vis-a-vis de E.colie



Figure 04 : Antibiogramme de I’extrait aqueux de P.oleracea L fraiche vis-a-vis de E.colie

Figure 05 : :Antibiogramme de I’extrait éthanoique de poudre de P.oleracea L vis-a-vis d’E.faecalis

Figure 06 : Antibiogramme de I’extrait aqueux de poudre de P.oleracea L vis-a-vis d’E.faecalis



Figure 08 : Antibiogramme de I’extrait aqueux de de P.oleracea L fraiche vis-a-vis
d’F.faecalis

Figure 09 : Antibiogramme de I’extrait éthanoique de poudre de P.oleracea L vis-a-vis de
pseudomonas aéruginosa



Figure 10 : : Antibiogramme de I'extrait aqueux de poudre de P.oleracea L vis-a-vis de
pseudomonas aéruginosa

Figure 11 : : Antibiogramme de I'extrait éthanoique de P.oleracea L fraiche vis-a-vis de
pseudomonas aéruginosa

Figure 12 : : Antibiogramme de I'extrait aqueux de P.oleracea L fraiche vis-a-vis de pseudomonas
aéruginosa



Figure 13 : : Antibiogramme de I'extrait éthanoique de poudre de P.oleracea L vis-a-vis de
Bacillus cereus

Figure 13 : : Antibiogramme de I’extrait aqueux de poudre de P.oleracea L vis-a-vis de Bacillus
cereus

Figure 14: : Antibiogramme de I'extrait éthanoique de P.oleracea L fraiche vis-a-vis de Bacillus
cereus



Figure 15 : : Antibiogramme de I’extrait aqueux de P.oleracea L fraiche vis-a-vis de Bacillus
cereus

Figure 16 : : Antibiogramme de I'extrait éthanoique de poudre de P.oleracea L vis-a-vis de
Saureus

Figure 17 : : Antibiogramme de I’extrait aqueux de poudre de P.oleracea L vis-a-vis de Saureus



Figure 18 : : Antibiogramme de I'extrait éthanoique de P.oleracea L fraiche vis-a-vis de S.aureus

Figure 19 : : Antibiogramme de I'extrait éthanoique de P.oleracea L fraiche vis-a-vis de S.aureus

Figure 20 : Antibiogramme de I'extrait éthanoique de poudre de P.oleracea L vis-a-vis de Candida
Albicans



Figure 21 : Antibiogramme de I’extrait aqueux de poudre de P.oleracea L vis-a-vis de Candida
Albicans

Figure 22 : Antibiogramme de I’extrait éthanoique de P.oleracea L fraiche vis-a-vis de Candida
Albicans



Figure 24 : Antibiogramme de I’extrait aqueux de P.oleracea L fraiche vis-a-vis de Candida
Albicans

Figure 25 : Antibiogramme de I’extrait éthanoique de poudre de P.oleracea L vis-a-vis de A.niger

Figure 26 : Antibiogramme de I’extrait aqueux de poudre de P.oleracea L vis-a-vis de A.niger



Figure 27 : Antibiogramme de I'extrait éthanoique de P.oleracea L fraiche vis-a-vis de A.niger

Figure 28 : Antibiogramme de I'extrait aqueux de P.oleracea L fraiche vis-a-vis de A.niger

Figure 29 :Témoin négatif de I’antibiogramme de A.niger



Figure 30 : :Témoin positif de I’'antibiogramme de A.niger



