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Introduction

Depuis la préhistoire, les plantes ont fourni a I'hnomme tous ses besoins en matiére d'abri,
de vétement, de nourriture, de saveurs et de parfums et surtout en médicaments. Ces plantes ont
formé la base de la médecine traditionnelle qui a donné naissance a certains médicaments
importants encore utiliseés aujourd’hui (GURIB-FAKIM, 2006).

L'inventaire réalisé par I'OMS, vers la fin des années 1970, a estimé que le nombre des
espéces végétales ayant des propriétés médicinales était de 1’ordre de 21 000 espéces dans le
monde (PENSO, 1980 ; SCHIPPMANN et al., 2002). On estime que 70 a 80 % de la population
humaine, principalement dans les pays en développement, dépendent des plantes médicinales
pour les soins primaires (BADIAGA, 2011).

Avec une superficie de 2 381741 km?, I’ Algérie est reconnue pour sa diversité variétale
en plantes médicinales et aromatiques, ainsi que leurs diverses utilisations populaires dans
I’ensemble du pays. La richesse de la flore algérienne est incontestable, avec environ 4300
especes et sous-especes de plantes vasculaires (DOBIGNARD et CHATELAIN, 2010 ; 2013).
Elle recele un grand nombre d’espéces classées en fonction de leur degré de rareté : 289 espéces
assez rares, 647 especes rares, 640 espéces trés rares, 35 especes rarissimes et 168 especes
endémiques (KOUIDER et al., 2019).

Plusieurs études ont rapporté la richesse des plantes médicinales et aromatiques en
composants naturels, qui ont fourni une nouvelle application dans les domaines médicinaux et
pharmaceutiques. De plus, les huiles essentielles et les extraits organiques obtenus a partir de
plantes ont démontré des propriétés biologiques telles que des effets antioxydants, anti-

inflammatoires, antidiabétiques, anticancéreux et antimicrobiens (MRABT]I et al., 2021).

La résistance aux antibiotiques des souches bactériennes pose depuis quelques
décennies un probléme de santé publique dans le monde, car les antibiotiques de la derniére
génération qui avaient un effet bactériostatique et bactéricide sur les germes deviennent de plus
en plus inefficaces (LANGO-YARA et al., 2020). 1l s’avére donc nécessaire de rechercher de

nouvelles molécules afin de pallier a ce probléme.

Dans ce contexte, notre travail s’oriente vers I’évaluation in vitro de Iactivité
antibactérienne et anti biofilm de I’extrait aqueux de feuilles d’Arbutus unedo ; ainsi qu’une
analyse phytochimique de cette partie de la plante. Notre expérimentation est donc subdivisée

en deux parties :



Introduction

Microbiologique ; dans le but d’évaluer ’effet antibactérien et anti biofilm de notre

extrait.
Biochimique ; qui consiste a I’analyse phytochimique ainsi qu’a I’extraction et dosage
des polyphénols.
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Chapitre | : Généralités sur Arbutus unedo

1-Plantes médicinales

Une plante médicinale est toute plante contenant un ou plusieurs principes actifs
capables de prévenir, d'atténuer ou de guérir une maladie. Certaines plantes contenant une série
de substances efficaces peuvent avoir des actions trés différentes selon leur préparation
(SCHAUENBURG et PARIS, 1977).

Les plantes médicinales sont des drogues végétales, dont au moins une partie posséde
des propriétés médicamenteuses, leurs principes actifs sont des composants essentiels d’une
grande partie de nos médicaments et produits de soins (HANS, 2007). Environ 35 000 espéces
de plantes sont employees dans le monde a des fins médicinales, ce qui constitue le plus large

éventail de biodiversité utilisé par les étres humains (ELQAJ et al., 2007).

Depuis la nuit des temps, les traditions humaines ont su développer a travers les siecles
la connaissance et 1’utilisation des plantes médicinales. En effet, elles sont utilisées de
différentes maniéres, décoction, maceération, infusion, huile essentielle etc. Une ou plusieurs de

leurs parties peuvent étre utilisées telles que les racines, feuilles et fleurs (DJAALAB, 2013).

L’utilisation des plantes médicinales a conservé une large place du fait de leur efficacité
dans diverses procédures thérapeutiques (LAZLI et al., 2019). De part cette utilité, elles peuvent
étre vendues en herboristerie, en pharmacie, avec ou sans prescription selon la réglementation
du pays (MAZARI et al., 2010).

Dans les pays africains, les plantes constituent, les principaux moyens médicamenteux
pour des soins pratiques en santé publique. Les travaux de N’GUESSAN et al., (2009)
rapportent qu’en médecine traditionnelle, certains organes de plantes, telles que les feuilles, les
écorces, les racines sont utilisées dans le traitement d’affections courantes comme la fiévre

typhoide, les diarrhées, le paludisme, la bronchite et I’hypofertilité¢ (BLA et al., 2015).

L’utilisation des plantes médicinales en Algérie est en nette diminution, en raison d’un
secteur sanitaire en continuel développement. Elle reste néanmoins fortement dans les zones
reculées (REGUIEG, 2011).
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2-Définition d’Arbutus unedo

Arbutus est un ancien nom latin désignant I’arbousier, 1a racine arbor signifie ‘plante
haute’ pour désigner un arbre. Le terme « Unedo » est un nom latin qui dérivé de « unum edo
= je mange un seul fruit », il est réutilisé par CARL LINNAEUSE (1753) (KHELFALLAH,
2013).

Arbutus unedo, est une plante méditerranéenne commune, appartenant au genre Arbutus
de la famille des Ericaceae, ordre des Ericales (KACHKOUL et al., 2019).

La famille des Ericacées est une grande famille cosmopolite représentée par 124 genres
(dont Arbutus (arbousier), Calluna (calune), Erica (bruyére) et Rhododendron et environ 4100
especes (MEBERLEY, 1987; STEVENS et al., 2004 ; LHUILIER, 2007).

Il est trés répondu en raison de sa tolérance a la sécheresse et sa capacité a se régenérer
et recoloniser les foréts incendiées. Il résiste bien au gel jusqu'a des températures de -15°C, et
il s'adapte a une trés large gamme de sols et d'expositions (DOUKANI et TABRAK, 2014).
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3-Noms vernaculaires

Tableau I : Noms vernaculaires d'Arbutus unedo peuvent étre résumés dans le tableau

suivant :

Noms botaniques

Arbutus unedo.

Nom Commun

Busserole, raisin d’ours, petit buis (DELILLE., 2013).

Nom Arabe

Mathrounia, Qatilabihia, Acireddob,
Hennaameur, Lenj, Boujbiba (BELOUED, 2001 ; AIT-
YOUSSEF, 2006).

Nom Francais

Arbre aux fraise, Arbousier (BROSSE.,2000 ;DELILLE.,2007).

Nom Anglais

Strawberrytree tree, Apple of Cain (ANONYME., 2003).

Nom Berbeére ou

targuis

Sisnou, Ticisnou, Bahennou (BELOUED, 2001), Asesno,
Assisnou, Issinssou (DELILLE, 2007).

Nom Espagnol

Madrono (AIT-YOUSSEF, 2006).

Nom Allenand

Westliche erdbeerbaum (BOSSARD, 1984).

Nom Portugais

Medronheiro.

Nom Italien

Corbizzolo.

Nom grec

Koumaria.

4-Classification taxonomique

Selon les classifications botaniques établies par GUIGNARD (2001) et SPICHIGER et
al., (2004) I’Arbutus unedo est classé comme suit :

Reégne : Plantae
Embranchement : Spermatophytes

Sous-embranchement : Angiospermes

Classe : Dicotelédone
Sous-classe : Gamopetales
Ordre : Ericales
Famille : Ericacées
Genre : Arbutus unedo
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5-Répartition géographique

En général, la plus grande densité ainsi que la plus grande diversité des Ericaceae se
retrouve sous les climats méditerranéens (MEBERLEY, 1987; STEVENS et al., 2004 ;
LHUILIER, 2007).

La répartition géographique de 1’ Arbutus unedo est mediteraneo-atlantique (ABBAYES
et al, 1971). Il pousse spontanément autour du bassin méditerranéen sur les sols acides ou

siliceux, en lisiére de bois et sur les versants rocailleux.

Il est trés répandu dans le monde, il se trouve au nord-est de I'Afrique (hors Egypte et
Libye) et les Tles Canaries et I'Asie occidentale, ou le gel n'est pas trés habituel et la sécheresse
estivale n'est pas tres intense. En Europe, cette espéce pousse au Portugal, en Espagne, en
France, en Italie, en Albanie, en Gréce, en Bosnie-Herzégovine, en Croatie, en Macédoine, au
Monténégro, en Serbie et en Slovénie et dans les Tles méditerranéennes (Baléares, Corse,
Sardaigne, Sicile et Creéte). Il est également capable de s'adapter aux conditions de la céte sud-
ouest de I'lrlande (MIGUEL et al, 2014).

Arbutus unedo est une plante tres abondante en Algérie dans les garrigues, les tells et
les foréts, mais aussi en Tunisie et au Maroc (AIT-YOUCEF, 2006). Elle se rencontre a des
altitudes allant de 0 a 600 m, mais moins fréquemment au-dela de 1000 m (FERARD, 2003)

Figure 1: Répartition géographique mondiale d’Arbutus unedo (KIRKALDYELLA 2000)

6
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6-Description botanique

Arbutus undo est un arbuste buissonnant del,5 a 3 m de haut, mais pouvant parfois
atteindre une hauteur de 9 a 12 m de haut (SEIDEMANN., 1995). La distribution varie d'une
altitude de 700 a 1000 M. L'arbre peut pousser sur des sols alcalins et relativement acides (pH
5-7,2) (CARCACHE-BLANCO et al., 2006).

. B s
e

Figure 2: Arbre d’Arbutus unedo.
% Feuilles

Arbutus unedo est un arbuste a feuilles persistantes de 5 a 8 cm de longueur sur 3 a 4
cm de largeur (BOULLARD, 2001). Elles sont coriaces avec le bord en dents de scie ou

largement dentelées, a court pétiole de 7 a 8§ mm, qui peut atteindre jusqu’a 15 mm
(BIZOUARD et FAVIER, 1962).

Les feuilles sont ovales, allongées, dentelées et de couleur vert foncé luisant sur la partie
antérieure et vert pale sur la partie postérieure (AIT YOUCEF, 2006), elles réfléchissent la
lumiéere (BIZOUARD et FAVIER, 1962).
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Figure 3: Feuilles d’ Arbousier face inférieure et supérieure.

s Fruit

Le fruit est une baie sphérique couverte d’épis conique (FONSECA et al., 2015). Varie
considérablement dans la taille, bien qu’il fasse 1 & 3 cm de diametre, pouvant atteindre jusqu’a
15 g, toujours hérissées de petites proéminences pyramidales (BIZOUARD et FAVIER, 1962)
dont la couleur passe du vert au jaune puis au rouge orangé et enfin au rouge foncé a maturité
(TARDIO et al, 2002). Sa chair est molle de couleur jaune plus ou moins parfumée et douceatre
(BIZOUARD et FAVIER, 1962), un peu farineuse, acidulée et sucrée en méme temps
(TARDIO et al., 2002).

Figure 4: Fruit d’Arbutus unedo.

s Fleurs

Elles sont blanchatres, vertes au sommet, en forme de petites cruches ventrues a
ouverture rétrécie (BIZOUARD et FAVIER, 1962) de 1cm de long, & 5 petites pointes
recourbées, groupées en panicules a I’extrémité des rameaux (POLESE, 2010), rassemblées en
petites grappes et apparaissent en septembre-octobre, en méme temps que les fruits (CELIKEL
et al, 2008).
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Figure 5: Fleures d ’Arbutus unedo.

«» Ecorce

Elle est écailleuse de couleur rouge brun, couvre le tronc qui peut avoir jusqu’a 35 cm
de diamétre (BIZOUARD et FAVIER, 1962). Lorsque celui-ci devient agée, elle prend une
couleur brune terne, se fissure et finit par s’exfolier en petites plaques (BIZOUARD et
FAVIER, 1962).

Figure 6: Ecorce d’Arbutus unedo.

+ Racine

La racine, pivotante, a nombreuses ramifications ligneuses, est d‘extraction difficile
9 9 b

(BIZOUARD et FAVIER, 1962).
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7-Composition chimique

« Feuilles

Les feuilles d’A. unedo possédent différents composés photochimiques, tels que les
terpénoides, 1’a-tocophérol, les huiles essentielles et les composés phénoliques (MOUALEK,
2018).

La fraction phénolique des feuilles montre une diversité de composés : tanins,
flavonoides (catéchine gallate, myricétine, rutine, afzéline, juglanine, avicularine), glycosides
phénoliques (quercitrine, isoquercitrine, hyperoside) et glucosides iridoides (CARCACHE et
al., 2006 ; MALES et al., 2006 ; SANJUST et al., 2008).

Les feuilles sont tres riches en tanins, cette fraction représente environ 37% des
polyphénols la composant. D’autres composés phénoliques la composent, tels que,
arbutoflavonol A et B (Ait-YOUCEF, 2006). Elle contient aussi d’aprées MALES et al. (2006)
une quantité trés importante de flavonoides qui varie entre 0.5% a 2%. Elles renferment aussi
de I’acide gallique et isolique, qui sont caractérisés par leurs activités antioxydantes (DELLILE,

2007).

Les terpénoides identifiés dans cette méme partie de 1’arbre sont : I'acétate d'amine,
I'acide bétulinique et le lupéol (GASPAR et al., 1997 ; FIORENTINO et al., 2007).

Les feuilles de I’arbousier contiennent plusieurs autres molécules d’intérét tel que
I’arbutoside, présent a une estimation de 3,2%. D’autre part I’'unédoside, I’acide ursuline,
I’hydroquinone libre (traces) ont été identifiée au niveau de cette partie de la plante
(HAMITOUCHE et al., 2016).

Les composés polyphénoliques dominants sont I’arbutine, suivie de la catéchine et du
gallate d’éthyle. Les études ont aussi montré que, selon les saisons et la répartition
géographique, la composition et la concentration phytochimique pourraient varier. Par exemple,
pour les extraits de feuilles venant de la Croatie, la quantité d’hyperoside et de quercitrine est

plus élevée en janvier qu’en juin et juillet (MALES et al., 2013 ; MORGADOA et al., 2018).

10
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Figure 7: Structure chimique des composés phénoliques plus abondants dans les feuilles
d’Arbutus unedo (OLIVEIRA, 2011).

% Fruit

La composition des baies est relativement mieux connue comparativement a celle des
feuilles (MOUALEK, 2018). Les études phytochimiques des fruits d’Arbutus unedo ont révélé
la présence de plusieurs sucres. En effet, ces fruits sont riches en monosaccharides (fructose et
glucose), disaccharides (saccharose) et polysaccharides (cellulose et amidon) (OZCAN et al.,
2007).

Ces fruits contiennent plusieurs molécules bioactives dont 10,17 % de glucides, 0,51 %
de lipides, 1 % de protéines, 48 mg/100 g de vitamine C, 0,2 mg/100 g d'a-tocophérols, 0,117
mg/100 g de B-tocophérols et 0,33 mg/100 g de vitamine A (SALEM, 2018).

Le fruit de I’arbousier est comestible et trés riches en tanin (Ait-YOUCEF ,2006), aussi
bien que les flavonoides, la vitamine E, les caroténoides les anthocyanines, les dérivés d'acide
gallique (AYAZ et al., 2000 ; ALARCAO et al., 2001 ; MALES et al., 2006 ; PAWLOWSKA
et al., 2006; PALLAUF et RIVAS-GONZALO, 2008).

+ Racine

Les différentes études effectuées sur les racines d’Arbutus unedo ont révélé que cette

partie est majoritairement composée de catéchine (DIB et al, 2010).

Les racines sont constituées dans une moindre mesure d'acide benzoique, gallique,
protocatéchique et caféique. Les racines d’arbousier se retrouvent largement étudiées dans le

traitement du cancer de la prostate grace a la présence d’acide caféique, composé antimutageéne

(MIGUEL et al., 2014).

11
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D’autres composés phénoliques majoritaires dans les parties aériennes se retrouvent
dans les racine d’Arbutus unedo en plus faibles proportions, comme les anthocyanes (3,65mg/g)
et les flavonoides (0,56mg/g), dont les flavones et les flavonoles représentaient 0,17mg /g (DIB
etal., 2013 ; MIGUEL et al., 2014).

Tableau I1: Composition chimique des différentes parties d’Arbutus unedo (AIT YOUCEF,
2006 ; DOUKANI et TABAK, 2015 ; MALES et al., 2006 ; ALI-DELILLE, 2013; MIGUEL
etal., 2014).

Partie de o
Composés phénoliques Sucres Autres
la plante
Flavonoides
Tannins
Quercitine _ ) _
) o Arbutoside Acide arsuline
Feuille Catéchine o . .
) Unédoside L’hydroquinone libre
Arbutin
Arbutoflavonol A
Arbutuflavonol B
Eau
Fibres alimentaires
L Sucre totaux Composés solides
Les dérivés de galloyl ) )
) Fructose Acides organiques
) Tannins .
Fruit Glucose Proteines
Flavonols .
Saccharose Niacine
Anthocyanes ) )
Maltose Acide ascorbique
[-caroténe
Potassium K™,
Anthocyanes
_ Flavonoides ] .
Racine Composes mutagenes
Flavonols
Arbutine
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8-Usages traditionnels et intéréts
Depuis I’antiquité, les produits naturels, notamment ceux d’origine végétale comme
I’arbousier (Arbutus unedo) ont toujours été utilisé dans la médecine traditionnelle (EL

HOUARI, 2007). Les parties utilisées principalement sont : Feuilles, fruits et racines.
=  Feuilles

Les feuilles d'A. unedo sont utilisées en phytothérapie en raison de leurs propriétés
antiseptiques, diurétiques, astringentes (KARIKAS et al., 1986 CARCACHE-BLANCO et al.,
2006) et purgatives, ils sont aussi appliqués dans le traitement du diabete et des états
inflammatoires (ZIYYAT et BOUSSAIRI, 1998, AFKIR et al., 2008, MARIOTTO et al., 2008)
et dans l'industrie chimique en raison de sa forte teneur en tanins. (CELIKEL et al., 2008). Les
feuilles ont également une forte activité antioxydante (PABUCCUOGLU et al., 2003), anti-
hypertension (MIGUEL et al., 2014) et antispasmodiques, celles-ci provoquent la contraction

des tissus et des vaisseaux sanguins et stimulent la coagulation du sang (BOULLARD, 2001).

Elles sont aussi utilisées en décoction contre les affections des voies urinaire (cystite en

particulier) et dans le traitement des infections rénales mineures (BOUZID, 2015).
»  Fruit

Le fruit de I'Arbutus unedo posséde des propriétés astringentes, diurétiques (OZCAN et
HACISEFEROGULLARI, 2007) et antiseptiques dans le traitement des infections des voies
urinaires, (ALARCAO et al., 2001). Il est utilisé aussi pour traiter les affections gastro-

intestinales, les problémes neurologiques et dermatologique (LEONTI et al., 2009).

Selon BELLAKHDAR (1997), il est nécessaire de respecter les doses d’arbouses
consommees, car en petite quantité, il joue un role anti-diarrhéique mais en cas d’exces, il
devient toxique (BOULLARD, 2001), c¢’est pour cela qu’il est déconseillé pendant la grossesse
et en cas d'affection rénale (ISERIN, 2001).

Il est généralement utilisé dans la production des boissons alcoolisées (vins, liqueurs et
eaux-de-vie) et moins fréquemment consomme frais (SANTO, GALEGO, GONCALVES, et
QUINTAS, 2012). Il peut également étre ajouté aux yaourts en morceaux ou en tant qu'arémes
et étre utilisé dans la confiserie, comme pour les garnitures de tarte et de patisserie (MIGUEL
et al, 2014). Il est également ajouté dans les produits a base de viande et de céréales (BOUZID,

2015). Le fruit sec est utile pour faire du thé, des saveurs et couleurs dans 1’industrie (DIDI,
2009).

13
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= Racine

Elle est utilisée en décoction contre I’hypertension et I’artériosclérose, on lui attribue
des propriétés anti-inflammatoire, elle est également efficace contre les rhumatismes (AIT
YOUCEF, 2006). Les racines sont également de bons désinfectant des voies urinaires et
soignent les blennorragies (BOULLARD, 2001 ; ISERIN, 2001).

Les extraits des racines ont la capacité d’améliorer la sensibilité du barorécepteur
artérielle, représentent de trés bon hypoglycémiant, mais aussi réduisent le développement de

I’hypertension et empéchent I'hypertrophie du myocarde (MIGUEL et al., 2014).
= Ecorce

Lécorce est encore utilisée actuellement pour le tannage des cuirs. Le bois de
I’arbousier est relativement facile a travailler et la souche permettrait de fabriquer des pipes
appréciées par les connaisseurs. La carbonisation fournit un excellent charbon de bois
(BIZOUAR et FAVIER, 1962).

=  Fleurs

La floraison semble intéresser les apiculteurs, mais il faut reconnaitre qu’elle favorise
chez les abeilles la secrétion de cire plutét que de miel. Quoiqu’il en soit, Arbutus unedo n’a
pas le défaut de certaines éricacées (en particulier Androneda caluria) dont les fleurs font
produire aux abeilles un miel toxique (BIZOUARD et FAVIER, 1962).

14



Tableau I11: Utilisations médicinales des différentes parties de la plante Arbutus unedo.

Partie bibliographique

Partie utilisée

Utilisation médicinale

Référence

Feuille et racine

Affection gastro-intestinales ;
Problémes urologiques;
Problémes dermatologiques;
L'application cardio-vasculaire;
Maladies rénales;
Hypertension;

Les maladies cardiaques;
Diabete;

Antihémorroidaires;
Diurétique;
Anti-inflammatoire;

Anti-diarrhéique

ZIYYATietal., 1997.
EI-HILALY et al., 2003.
LEONTI et al., 2009.
JOUAD et al., 2001.
CORNARA et al., 2009.

Affections gastro-intestinales;
Problémes neurologiques;

Problemes dermatologiques;

EI-HILALY et al., 2003.
LEONETI et al., 20009.

Problémes dermatologiques,

Applications cardio-vasculaire.

Fruit )
Maladies rénales; CORNARA et al., 2009.
L'application de cardiologie
Affections gastro-intestinales,
Problémes urologiques, LEONTI et al., 20009.
Ecorce
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Chapitre 11 : Métabolites secondaires et activités biologiques

1-Généralités

Les plantes ont une importance capitale pour la survie de I’homme et des différents
écosystemes. Elles renferment une part importante des composés qui interviennent dans
I’ensemble des réactions enzymatiques ou biochimiques ayant lieu dans 1’organisme. On
distingue ainsi deux groupes de métabolites : les métabolites primaires et les métabolites
secondaires (MUANDA, 2010).

Les métabolites primaires sont des molécules organiques qui se trouvent dans toutes les

cellules de I’organisme d’une plante pour y assurer sa survie. Ces composé€s sont classés en
quatre principaux groupes, les glucides, les protéines, les lipides et les acides nucléiques
(MUANDA, 2010).

Le terme métabolite secondaire utilisé pour la premiére fois en 1891 par Albrecht Kossel

qui I’introduisit par opposition a celui de métabolites primaires (HADACEK, 2002). Ce sont
des molécules ayant une répartition limitée dans 1’organisme de la plante. Ils sont nécessaires a
sa défense contre les agressions extérieures. Cependant, ils ne sont pas toujours nécessaires a
la survie de la plante (MUANDA, 2010).

Les métabolites secondaires se caractérisent par une trés grande diversité structurelle,
leur nombre serait compris entre 100 000 (HADACEK, 2002) et 200 000 (HARTMANN, 2007)
mais sont produits en faible quantité (NEWMAN et CRAGG, 2012).

Ces composés marquent de maniere originale, un genre, une famille ou une espece de

plante et permettent parfois d’établir une taxonomie chimique (MUANDA, 2010).
2-Classification des métabolites secondaires

La majorité des métabolites secondaires sont regroupés en trois classes sur la base de
leur origine biosynthétique : les terpénoides, les alcaloides et les composés phénoliques
(CROTEAU et al., 2000).
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2-1-Composés phénoliques

Introduit en 1980, le terme « polyphénol » définit les produits du métabolisme
secondaire des plantes. Ce sont des molécules organiques hydrosolubles largement retrouvées

dans le régne végétal. Ils sont issus du métabolisme secondaire des plantes (HADIM, 2018).

L'élément structural fondamental qui caractérise les polyphénols est la présence d'au moins un
noyau benzénique auquel est directement lié au moins un groupement hydroxyle ainsi que des
groupes fonctionnels (ester, méthyle ester, glycoside...etc) (BRUNETON, 1999 ;
HENNEBELLE et al., 2004).

En fonction du nombre et de la position des groupements hydroxyles sur le squelette de
base, toutes les classes de composés phénoliques comportent un grand nombre de structures
différentes. (MUANDA, 2010). Ces derniers ont plus de 8000 structures phénoliques connues.
IIs peuvent étre divisés en trois groupes principaux : les flavonoides, les acides phénoliques et
les stilbénoides. Parmi eux, les flavonoides sont I'un des polyphénols les plus courants (PAN et
al., 2023).

2-1-1-Classification des composes phenoliques

Les polyphénols sont communément subdivisés en acides phénoliques, coumarines,
stilbénes, flavonoides, lignanes, lignines, tanins (BRUNETON, 1999).

2-1-1-1-Acides phénoliques

On distingue deux principales classes d’acide phénolique; les dérivés de I’acide
benzoique (GUIGNARD et al., 1996) et les dérivés de I’acide cinnamique. (MALAGAS et al.,
1992)

La concentration de 1’acide hydroxy-benzoique est généralement trés faible chez les
végétaux comestibles. Ces dérivés sont assez rares dans I’alimentation humaine par contre ceux
d’acides hydroxycinnamiques sont trés présents (FLEURIET, 2005). Selon BENYAHYA
(2014), ils sont répartis en deux groupes (Figure 8) :

2-1-1-1-1-Acides hydroxybenzoiques : dérivés de 1’acide benzoique, ils
existent sous forme : libre, d’ester ou de glycoside. Leur structure de base et de type C6-C1

(BRIANCEAU, 2015). Exemple : Acide salisalique.
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2-1-1-1-2-Acides hydroxycinnamiques : dérivés de I’acide cinnamique,
existent sous forme combinée avec des molécules organiques et une structure de base C6-C3.
Parmi les molécules importantes de groupe : 1’acide férulique, I’acide caféique (NADOUR,
2010).

Acides hydroxybenzoiques Acides hydroxycinnamigues
R1 (]
Rz OH
R3
R1=R2=R3=Ra=H Acide benzoique [non phénalique) R1-R2-R3-H Acide cinnamique (non phénolique)
R1=R4=H, RZ=R3=0H Acide protocat échique R1=-R3~H, R2=0H Acide p-coumarique
R1=H, R2=R3I=-R4=-0H Aride galligue R1=0H, R1-R2-0OH, R3I=H
R2=R3=-R4=H Aride salicyligue R1=0CH,, R2=0H, R3=H Acide fEruligue
R1=R4=0H, R2=R3=H Aride gentisigue R1=-R3=-0CH,., R2=0H Acidesinapique

Figure 8: Structure chimique des acides hydroxybenzoiques et des acides
hydroxycinnamiques (MUANDA, 2010).

2-1-1-2-Coumarines

Les coumarines sont des hétérocycles oxygénés ayant comme structure de base le
benzo-2-pyrone .1ls ont été isolés pour la premiere fois par Vogel en 1820 dans le Coumarouna
odorata. Aujourd’hui, prés de 1000 composés coumariniques sont isolés dans plus de 800

especes de plantes et dans les microorganismes. (MUANDA, 2010).

> 4

Figure 9: Structure chimique de Benzo-2-pyrone (MUANDA, 2010).
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2-1-1-3-Stilbénes

Les stilbenes sont des composés poly phénoliques qui ont une structure C6-C2-C6,
deux noyaux benzéniques reliés par un pont méthyléne. Ils sont produits par les plantes en

réponse a des attaques fongiques, bactériennes ou virales (CHIRA et al, 2008).

Les stilbénes se trouvent en petites quantités dans ’alimentation humaine, parmi ces
composés on trouve le resveratrol qui est un anticancéreux présent dans certaines plantes

médicinales, I’exemple le trans-resveratrol (MUANDA, 2010).

O

(11

(16 ) trans-resveratrol

OH

Figure 10 : Structure chimique de trans-resveratrol (TSAI et al., 2017).
2-1-1-4-Flavonoides

Le terme flavonoide provient du latin « flavus », signifiant « jaune ». Ces molécules
sont des pigments quasi hydrosolubles qui sont synthétisés a partir de la phénylalanine, qui

contribuent a la coloration des fleurs et des fruits en jaune (DIDI, 2009).

Le terme flavonoide regroupe une tres large gamme de composés naturels
polyphénoliques. On dénombre prés de 6500 flavonoides (MUANDA, 2010).

Les flavonoides présentent un squelette de base a 15 atomes de carbone, constitué de deux

noyaux aromatiques a 6 carbone et d’un hyterocycle central de type pyrane, formant une
structure C6-C3-C6 (HAVESTEEN, 2002).

En se basant sur leur squelette, les flavonoides peuvent étre divisés en différentes classes
: anthocyanidines ; flavonoles ; isoflavonoles ; flavones ; isoflavones ; flavanes ; flavanols ;

isoflavanols ; flavanones ; isoflavanones et aurones (HAVSTEEN, 2002).
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= 27)

Figure 11 : Structure chimique de base de base des flavonoides (MUANDA, 2010).
e Flavonols

Les flavonols sont des composes flavonoides largement répandus. 1ls sont incolores et
caractérisés par la présence d’un groupement carbonyle en position 4 et d’un groupement
hydroxyle en position 3.Les flavonols tels que la myricétine, la quercétine, 1’isorhamnétine et
le kaempférol sont la plupart du temps présents sous forme d’O-glycosides. (CHIRA et al,
2008). Les structures chimiques de quelques flavonols sont reprises ci-dessous (MUANDA,
2010).

iy

OH L

Figure 12 : Structure chimique de base des flavonols (MUANDA, 2010)
e Flavones

Les flavones sont structurellement trés proches des flavonols, la différence provenant
de I’absence de I’hydroxyle en C3. Il existe aussi de trés nombreuses substitutions des flavones,
telles que 1’hydroxylation, la méthylation, les O- et C-alkylation et glycosylation. (CHIRA et
al., 2008).
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Ry
Rs|

Figure 13: Structure chimique de base des flavones (MUANDA, 2010).
e Flavanones

Ils sont les premiers produits de la voie de synthese des flavonoides. Elles sont
caractérisées par 1’absence de la double liaison entre C2 et C3 et par la présence d’un centre
d’asymétrie. (CHIRA et al., 2008). Les variations structurales sont de méme nature que celles

décrites pour les flavones et les flavonols (Trik, 2020).

Figure 14: Structure chimique d’une flavonone (BRUNETON, 2009).
e Flavanes

Leur principale classe est les flavan-3-ols. Ces derniers sont la catégorie de flavonoides
la plus complexe (CHIRA et al., 2008).

Figure 15: Structure chimique de base des flavanes (CHORFI, 2022).
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e Isoflavones

Ils constituent une grande et tres diversifiée sous classe de flavonoides. Ces composés
tres actifs se trouvent essentiellement chez les légumineuses. Leur structure ne differe des autres

flavonoides que par la présence du cycle  en position 3.

R5 R7 R4
OH OH OH Genistine
HO-GIlu OH Daidezine

R4

Figure 16: Structure chimique de deux isoflavones (MUANDA, 2010).
e Anthocyanidines

La structure de base des anthocyanines est caractérisée par un noyau « flavon »
généralement glucosylé en position C3 (GUINARD, 1996). Ce sont des pigments rouges en
milieu acide, virant au bleu-violet en milieu neutre ou faiblement alcalin (BRAVO et al., 2001).
Leur présence dans les plantes est donc détectable a I'ceil nu (HARBONE, 1967).

Figure 17: Structure chimique de base des anthocyanidines (MACHEIX et al., 2005).
2-1-1-5-Tanins

Le terme tanin fut introduit a la fin du dix-huitieme siecle pour définir les substances
organiques présentes dans les extraits aqueux des feuilles, fleurs, tiges et fruits (SWAIM, 1979).
Leur structure complexe est formée d’unités répétitives monomériques qui varient par leur

centre asymétrique et leur degré d’oxydation (HEMINGWAY, 1992).

Les tanins sont un groupe des polyphénols a haut poids moléculaire. Ce sont des

molécules fortement hydroxylées et peuvent former des complexes insolubles lorsqu’ils sont
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associés aux glucides, aux protéines et aux enzymes digestives, réduisant ainsi la digestibilité
des aliments (Alkurd et al., 2008).

Il existe deux catégories des tanins, d'origine biosynthétiques différentes : les tanins

hydrolysables et condensés (Paolini, 2003).

2-1-1-5-1-tanins hydrolysables : Comme leur nom 1’indique, ces tanins

subissent facilement une hydrolyse acide et basique, ils s’hydrolysent sous [’action

enzymatique et de I’eau chaude (MUANDA, 2010).

2-1-1-5-2-tanins condensés : appelés aussi proanthocyanidines ou
procyanidines, ce sont des oligomeéres ou polymeéres des flavonoides. (CONARD et al., 2017)
Les tanins condensés sont des polyphénols de masse molaire élevée. lls résultent de la
polymeérisation auto oxydative ou enzymatique des unités de flavan-3,4-diol (MUANDA,
2010).

OH}

tanin condensé

tanin hydrolysable

Figure 18: Structures des tannins (BAHAZ et RACHDI, 2010).
2-1-1-6-Lignanes et les lignines

Les lignanes répondent a une représentation structurale de type (C6-C3); 1’unité (C6 -

C3) est considérée comme un propylbenzéne.

Les lignines constituent une classe importante de produits naturels dans le regne végétal
et seraient formées par polymérisation oxydative de monolignols (monomeres) qui sont les

alcools p-coumarique, coniférique et sinapique (MUANDA, 2010).
2-2-Alcaloides

Les alcaloides sont des substances organiques d'origine végétale, azotée et a caractere
alcalin. (MUANDA, 2010). On en dénombre pres de 12 000 structures différentes et constituent
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I’une des fractions les plus puissantes des principes actifs issus des plantes médicinales

(STOCKIGT et al., 2002 ; ZENK et JUENGER, 2007 ; ROBERTS et WINK, 2013).

On distingue trois classes d’alcaloides :

- Alcaloides vrais : synthétisés uniquement par les végétaux, ils proviennent
biosynthétiquement d’acides aminés (MOUALEK et al., 2018).

- Proto-alcaloides : ils proviennent d’acides aminés simples dont 1’azote n’est pas impliqué

dans un cycle (MOUALEK et al., 2018).

- Pseudo-alcaloides : Ils présentent le plus souvent, toutes les caractéristiques des alcaloides
vrais, mais ne sont pas dérivés des acides aminés (BRUNETON, 1999).

Figure 19: Structures de quelques alcaloides : (A) Quinine ; (B) Morphine ; (C) Caféine
(CHORFI, 2022).

2-3-Terpénoides

Spécifiques du regne végétal se retrouvent chez les organismes marins, les champignons
et méme les animaux.

Avec un nombre de composés identifiés compris entre 30000 et 40000, les terpénes
constituent la famille la plus largement diversifiée du point de vue structural (KAMPRANIS et
al, 2007 ; DEGENHARDT et al, 2009).

Parmi les terpenes les plus importants on trouve : I'a-pinene, le 3-pinene, le 6-3- caréne,
le limoneéne et le carotene. (MUANDA, 2010).
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La structure carbonée de base des terpénoides est constituée d’un assemblage d’un
nombre variable d’unités 2-méthylbutane (aussi appelées unités isoprene - C5). Ces
assemblages peuvent étre modifiés par ajout/soustraction de groupes méthyles ou ajout

d’atomes d'oxygene.

CHy

e

Figure 20 : Structure chimique de base I’isopréne (MUANDA, 2010).

H,C

3-Rdles et intéréts des polyphénols

La famille des polyphénols comprend des milliers de molécules dont les propriétés
intéressent au plus haut point I'industrie agro-alimentaire. Les polyphénols sont responsables
du brunissement, participent a l'astringence et a l'amertume, sont aussi des molécules
aromatiques et colorées, et ont un impact majeur sur les propriétés organoleptiques des
produits.Par leurs propriétés antiseptiques, antibactériennes, antifongiques, les polyphénols
peuvent avoir un impact sur la conservation des produits, notamment cosmétiques, alimentaires
ou médicamenteux (SARNI-MANCHADO et CHEYNIER, 2006).

L'intégration du métabolisme phénolique dans le programme général de développement
des organes végétaux pose elle-méme la question du réle éventuel de ces substances. Les
polyphénols ont été liés a la qualité alimentaire des fruits. Les anthocyanes et certains
flavonoides contribuent a la coloration des fruits mdrs. Les composés phénoliques déterminent
également la saveur des fruits : les tanins sont responsables de l'astringence des fruits non mars,
les flavanones sont responsables de I'amertume des agrumes et peuvent étre transformés

chimiquement pour produire les dihydrochalcones sucrées (DUBOIS et al, 1977).

Les pigments responsables de la coloration des fleurs représentent des signaux visuels
qui attirent les pollinisateurs. La plupart de ces pigments sont des anthocyanes et des cétones.
D'autres polyphénols incolores, tels que les flavonols et les flavanones, interagissent avec les
anthocyanes pour modifier la couleur des fleurs et des fruits par co-pigmentation
(BROUILLARD et al., 1997).
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Les polyphénols sont des micro-constituants végétaux abondants dans nos aliments. Ces

composés sont reconnus pour leur forte bioactivité qui se traduit au niveau de 1’organisme par

une large gamme de proprietés biologiques, potentiellement intéressantes pour contribuer aux
effets santé des produits végétaux (MORAND et MILENKOVIC, 2014).

IIs suscitent actuellement un grand intérét en raison de leurs bénéfices potentiels dans la

prévention des maladies liées a I'age

infarctus du myocarde, cancer,

maladies

neurodégéneratives (HENNEBELLE, SAHPAZ & BAILLEUL, 2004).

En raison de leurs interactions possibles avec de nombreuses enzymes et de leurs

propriétés antioxydantes, les composés phénoliques jouent un réle important dans la prévention
de certaines maladies (MUANDA, 2010).

Tableau IV: Activites biologiques des polyphénols.

Composeés phénoliques

Activités

Références

Acides phénols
(cinnamique et

benzoiques)

Anti-inflammatoire
Antipyrétique
Antioxydant
Antiradicalaire
Antifongique antivirale

Anticancéreux

(HENNEBELLE et al., 2004),
(MOUALEK et al., 2016) ;
(COWAN, 1999) ;
(BAHORUN, 1997).

Antioxydant
Anti-inflammatoire

Antiagrégant plaguettaire

(HALLIWELL, 1994) ;
(DJERIDANE et al., 2007) ;
(SUTRADHAR et al., 2008) ;

Diurétique et carminatives

Flavonoides
Antiallergique (LI etal., 2007) ;
Antibactérienne (KRAVCHENKO et al.,
Anti carcinogenes 2003).
Antioxydant (PINENT et al., 2016) ;
Anthocyanes Antifongique (RIAZ et al., 2016) ; (SHAO
Anti-inflammatoire et al., 2018).
Anticedémateux (SMYTH et al., 2009)
Coumarines Protectrice vasculaire (ITOetal., 2009) ;

(HENNEBELLE et al., 2004)
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Antiparasitaire (MELAGRAKI et al., 2009).

Tannins galliques
(hydrolysables) et Antioxydant (OKAMURA et al., 1993).

catéchiques (condenseés)

o Anti-inflammatoire
Lignines . (KIM, 2009).
Antialgésique

_ Antioxydant
Lignanes - ) (CASARIN et al., 2014).
Anti-inflammatoire

4-Activités biologiques

Les polyphénols ont des propriétés saines potentielles sur l'organisme humain,
principalement en tant qu'agents antioxydants, antiallergiques, anti-inflammatoires,

anticancéreux, antihypertenseurs et antimicrobiens (DAGLIA, 2012).

4-1-Activité antimicrobienne

Beaucoup de groupes de recherches ont étudié I’activité antimicrobienne des extraits de
plantes médicinales et ils ont trouvé que ces extraits sont actifs non seulement contre les

bactéries mais aussi contre les champignons, les levures et les virus (JURGEN et al., 2009).

D’autres groupes de chercheurs sont arrivés a identifier et isoler les métabolites
responsables de 1’activité antimicrobienne des extraits de plantes, cette étape constitue une
plateforme pour plusieurs applications incluant 1’industries pharmaceutique, cosmétique et
alimentaire (HUANG et al., 2008).

L’activité antimicrobienne principalement contre les bactéries Gram-positif (ORAK et
al., 2011 ; HAOUAT et al., 2012) des extraits des feuilles d’Arbutus unedo est largement traitée
dans la littérature scientifique. La fraction insaponifiable de ses feuilles a été active pour inhiber
la croissance de Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis et Candida albicans (DIBA et
al., 2010). Les extraits aqueux, quant a eux, ont donné un effet inhibiteur vis-a-vis de
Staphylococcus aureus (ORAK et al., 2011 ; MALHEIRO et al., 2012) Bacillus cereus,
Bacillus subtilis et Staphylococcus epidermis (MALHEIRO et al., 2012).
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La maitrise des infections bactériennes devient difficile du fait que de nombreuses
bactéries ont développé une résistance en raison de I’utilisation abusive des antibiotiques, ce
qui a constitué¢ un probléme de santé publique important a I’échelle mondiale et motive ainsi

I’orientation de la recherche scientifique vers de nouvelles molécules d’origine végétale

(BILLING et al., 1998).

Certains auteurs supposent que les biomolécules présentes dans les extraits végétaux
tels que les polyphénols et plus particulierement les flavonoides agissent sur la membrane
cytoplasmique ou la paroi cellulaire bactérienne, causant des dommages structurels et
fonctionnels (DIXON et al., 2005 ; KOSALEC et al., 2005 ; SCAZZOCCHIO et al., 2006 ;
HEINONEN, 2007).

Plusieurs études in vitro ont démontré que les extraits aqueux des feuilles d’Arbutus
unedo L. sont dotés d’une activité antibactérienne. (MOUALEK, 2018). Le potentiel
antibactérien de ces derniers dépend de sa teneur en polyphenols et plus particulierement en
flavonoides et tanins (FERREIRA et al., 2012).

4-2-Activité anti biofilm
4-2-1-Synthese sur les biofilms

4-2-1-1-Définition

Un biofilm est une communauté de différents micro-organismes aérobies ou anaérobies
(bactéries, champignons, algues, protozoaires, etc.) qui se caractérisent par des cellules fixées
les unes aux autres, 1‘ensemble ainsi formé étant lui-méme fixé a une surface non toxique (bois,
verre, plastique, métal sauf cuivre, poisson, etc.). Les micro-organismes sécrétent une matrice
complexe de substances exopolymériques appelés classiquement EPS (Exo-Polymeére
Substance) (ALNNASOURI, 2010).

Ils sont particulierement connus pour leurs effets négatifs sur la santé publique et cause

d’un large éventail d’infections chez 1I’homme, ainsi que leurs impacts écologiques et

économiques considérable (CHALVET de ROCHEMONTE, 2009 ; MAHAMAT I et al., 2013).

4-2-1-2-Composition d’un biofilm

Le biofilm est composé de microorganismes unicellulaires et de la matrice d'exo-

polysaccharides. Les micro-organismes représentent moins de 10 % de la masse séche du
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biofilm alors que la matrice peut en représenter plus de 90 % selon I’espéce impliquée
(COSTERTON, 1999).

Les biofilms ont généralement des teneurs elevées en exopolymeres qui les composent
de 50290% (CHARACHLIS etal., 1983 ; CHRISTENSEN etal., 1990; NIELSEN et al, 1997).
Le contenu de la matrice peut varier d'un organisme a un autre, mais ce sont généralement des
polysaccharides et des protéines (SUTHERLAND, 2001), ainsi que leurs combinaisons
(glycoprotéines) (HUMPHREY et al., 1979) qui sont majoritaires. La composition des EPS en
sucre et en protéine dépend de I’alimentation (COMTE et al., 2007 ; ALNNASOURI et al.,
2010).

4-2-1-3-Formation d’un biofilm

Les différentes études montrent que les biofilms se forment de la méme maniere quel
que soit I'environnement qu'ils colonisent (JOHN et al., 2006 ; COSTERTON et al., 1987). La
formation du biofilm est composée de cing étapes (STEVEN et al., 2000 ; JOHN et al., 2006 ;
CHARACKLIS et al., 1990 ; LAPPIN-SCOTT et COSTERTON, 1995) suivantes :

1. Conditionnement d‘un film de nutriments sur la surface ;

2. Positionnement des micro-organismes a la proximité de la surface ;

3. Adhésion réversible et irréversible des microorganismes sur la surface conditionnée ;
4. Croissance, colonisation et maturation sur la surface ;

5. Migration et le déplacement des agrégats. Migration
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Figure 21 : Formation d’un biofilm (ALNNASOURI, 2010).
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4-2-1-4-Effet anti biofilm

La maitrise des infections bactériennes devient complexe, vu la structure spécifique des
biofilms qui fournit un haut niveau de résistance aux antibiotiques, aux désinfectants et aux
détergents (CLOSTERON et al., 1999 ; STEWART et CLOSTERON, 2001; STEWART et
FRANKLIN, 2008). Par conséquent, lorsque les cellules existent dans un biofilm, elles
deviennent 10 a 1000 fois plus résistantes aux antimicrobiens (KANAAN et al., 2017).

Plusieurs études ont évalue la capacité d'extraits de plantes a empécher leur formation
par I’inhibition de la synthése des différents appendices membranaires (fimbrae, pilis, curlis...)

qui permettent la fixation des bactéries aux surfaces biotiques ou abiotique.

4-3-Activité anti oxydante

Les antioxydants sont des molécules qui, lorsqu‘elles sont présentes a faible
concentration par rapport au substrat oxydable, retardent ou stoppent le processus d‘oxydation,
et ainsi régulent I'équilibre redox cellulaire (ARUOMA, 1996). Cette définition peut étre élargie
et le terme "antioxydant" englobe ainsi toutes les substances qui protégent les systémes
biologiques contre les effets nocifs des processus ou réactions qui engendrent une oxydation
exageérée (SHIMIZU, 2004).

Les antioxydants les plus connus sont le -carotene (provitamine A), I’acide ascorbique
(vitamine C), le tocophérol (vitamine E) ainsi que les composes phénoliques. Ces derniers, en
particulier les flavonoides, ont des propriétés antioxydantes en raison de leur capacité a piéger
les radicaux libres tels que les radicaux hydroxyles (OH) et superoxydes (O.) (BOUDET, 2007
; RICE-EVANS et al., 1996)

De nombreux travaux notent une augmentation transitoire de la capacité antioxydante
du plasma lors de la consommation de produits riches en polyphénols (fruits et Iégumes)
(MANACH et al., 2004). Ce qui permet de provenir 1’apparition de nombreuses pathologies
notamment les cancers, les maladies cardiovasculaires et le diabéte (ICHAI et al,.2011), c’est
en cela qu’on s’intéresse de plus en plus aux antioxydants présents dans les plantes notamment
ceux d’Arbutus unedo L., dans les feuilles trés riches en tanins, flavonoides, coumarines)
(MEKHFI et al., 2006).

L’activité antioxydante est fortement liée au solvant utilisé lors de 1’extraction des
principes actifs a partir des feuilles d’arbousier. (PABUCCUOGLU et al., 2003 ; OLIVEIRA

et al., 2009). L’effet antioxydant, corrélé positivement, non seulement quantitativement avec
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les molécules antioxydantes, mais aussi qualitativement (VINSON et al., 2001). La variabilité
du potentiel antioxydant des extraits de feuilles est aussi liée a la zone de collecte et au génotype
de I’arbousier (PAVLOVIC et al., 2011).

4-4-Activité anti inflammatoire

L’inflammation est une réaction adaptative engendrée en réponse a des stimuli nocifs
telle qu’une infection ou une agression tissulaire. Elle nécessite une régulation fine,
généralement bénéfique, elle conduit a 1’élimination d’éventuels pathogénes et au retour a

I’homéostasie du tissu 1és¢ (NATHAN, 2002; BARTON, 2008).

Les plantes anti-inflammatoires regroupent des espéces de diverses familles dont les
principes actifs présumés responsables de I’activité anti-inflammatoire sont de nature chimique
variée tel que les composants phénoliques. Ces derniers présentent une capacité tres importante
a prévenir et traiter les maladies inflammatoires, et encore a éliminer les causes de
I'inflammation comme par exemple élimination des aliments pro-inflammatoires (graisses
satures, exces de sucre...etc. (BIERHAUS et al., 1997).

L’effet anti-inflammatoire d’une solution aqueuse des feuilles d’Arbutus unedo a été
mis en évidence par MARIOTTO et al., (2008) sur l'inflammation pulmonaire aigué induite
chez un rat. Leurs résultats ont montré que les composés biologiques contenus dans les feuilles

de cette plante sont capables de réduire considérablement I'inflammation pulmonaire.

4-5-Activité anticancéreuse

Plus récemment, des recherches menées in vitro et in vivo suggerent que les polyphénols
sont parmi les substances susceptibles de retarder voire d'empécher I'apparition de certains
cancers, tout en reduisant d'une maniére spécifique les risques d'en avoir chez les sujets humains
(STAGOS et al., 2012)

Les composés phénoliques inhibent la topo isomérase nécessaire a la division cellulaire,
ainsi que la prolifération des cellules cancéreuses (DE MAJIA et al., 2010). Cette activité anti-
tumorale des polyphénols est due d’aprés SHI et al., (2009) aux propriétés des tanins a se

complexer avec les protéines.
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Chapitre | : Matériel et méthodes

Le travail expérimental que nous avons réalisé a été effectué au sein du laboratoire de
recherche de Biochimie Analytique et Biotechnologie (LABAB) ainsi que le laboratoire
pédagogique des analyses physico-chimiques de la faculté des Sciences Biologique et
Agronomiques de I’université Mouloud MAMMERI de Tizi-Ouzou (UMMTO).

1-Materiel
1-1-Matériel végétal
1-1-1-Récolte

Les feuilles d’Arbutus unedo ont été collectées en décembre 2022 dans la région de
Larbad Nath Irathen (36° 38’ 12" nord, 4° 12’ 24" est). Le choix de la zone d’échantillonnage
est motivé par son éloignement de la route et de toute exploitation agricole. Dix arbres sains

sont sélectionnés et echantillonnés aux quatre expositions de la couronne.

CARTE DE LA

—e Limites des dairat
—_— e Limmit des

Chef licux de daira
Chef lieux de Ia wilay:

- b ,’
£ AzaZg}:.’Y’akouren

Yo

W. de Bouira

Figure 22 : Localisation géographique de la région de récolte (Larbaa Nath Irathen).

1-1-2-Séchage
Une fois triées et lavées a 1’eau distillée, celles-ci sont séchées a température ambiante
et a ’abri de la lumiére et de I’humidité pendant 21 jours, ensuite stockées dans des sacs en

papier a température ambiante jusqu’a leur utilisation.
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1-1-3-Broyage
Apres le séchage, I’échantillon sec obtenu est broyé a 1’aide d’un broyeur électrique de
type Siyo lux 220-240 V a 2500 r/m suivi d’un tamisage pour obtenir une poudre tres fine qui

sera conservée dans un sac en plastique.

% 4 3
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(1) Récolte (2) Séchage (3) Broyage

1-2-Souches bactériennes

L’activité antibactérienne et anti biofilm de 1’extrait aqueux de feuilles d’Arbutus unedo
sont évaluées vis-a-vis les deux souches suivantes : Escherichia coli ATCC 25922 et
Staphylococcus aureus ATCC 25923. Le choix de ces souches est motivé par leur large impact
pathologique di a leur pouvoir pathogéne. Celles-ci proviennent de la collection de 1’unité de
microbiologie appliquée du laboratoire de recherche en biochimie analytique et biotechnologie
(LABAB) de I’Universit¢ Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou.

2-Méthodes
2-1- Préparation de I’extrait sec
2-1-1-Macération
10 g de feuilles en poudre sont macérés sous agitation a 296 rpm a température ambiante
dans 100 ml d’eau distillée pendant 24 h.
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Figure 23 : Macération de la poudre végétale (original).

2-1-2- Filtration
Le macérat est filtré une premiére fois sur une passoire afin d’éliminer le maximum de
matiere vegeétale puis une deuxiéme fois sur laine de verre jusqu'a obtenir un liquide limpide et

homogeéne.

2-1-3-Evaporation
Le filtrat obtenu est versé dans des cristallisoirs de 15 cm de diametre, puis disposé dans
I’étuve & 42°C pendant 72h.

2-1-4-Grattage
Une fois évaporé, on gratte la matiére en utilisant un couteau, la poudre récupérée est
ensuite repartie dans un petit flacon en plastique stérile et conservée au réfrigérateur a 4°C

jusqu’a son utilisation.

Figure 24: Grattage (originale).
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2-2- Préparation de I’extrait aqueux
500ug de I’extrait sec sont ajoutés a Iml de 1’eau distillée puis agités a 1’aide d’un vortex

sa concentration est donc = [50mg/ml]. Réaliser une dilution %2 pour I’extrait aqueux.

2-3-Rendement d’extraction
Le rendement représente la masse de I’extrait déterminée aprés évaporation. Il
représente le pourcentage de la poudre finale par rapport a la masse initiale de la poudre soumise

a extraction. Il est calculé suivant la formule ci-dessous :

R(%)= (M/MO) x 100

R : Rendement en extrait brut exprimé en %.
M : Masse en gramme de I’extrait sec obtenue.

MO : Masse en gramme de la poudre végetale utilisée.

2-4-Préparation des suspensions bactériennes
Les souches bactériennes sont préalablement revivifiees en milieu BHIB (24h a 37°C),
isolées en colonies par la méthode des stries sur milieu Mueller Hinton, puis ré-incubées a

37°C pendant 24 h sur le méme milieu.

Quelques colonies de chacune- des deux souches bactériennes sont prélevées pour
réaliser deux suspensions standardisées dans deux tubes a essai remplis de 10 ml d’eau
physiologique (10° — 108 UFC/ml, & 622 nm, Do= 0,08 4 0,1).

Mesure de la DO : La DOg.coii= 0,093 et la DOs_aureus= 0,087.

2-5- Etude de P’activité antibactérienne :

L’activité antibactérienne de I’EA d’Arbutus unedo est évaluée par la méthode décrite
par FALLEH et al., (2008) vis-a-vis de deux souches bactériennes Escherichia coli ATCC
25922 et Staphylococcus aureus ATCC 25923.
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2-5-1-Ensemencement des boites
A partir de cet inoculum préalablement préparé, de nouvelles boites sont ensemencées
par écouvillonnage par la méthode des stries serrées sur milieu MH. On prépare deux boites

pour chaque souche (la premiére pour I’extrait pure et la deuxiéme pour la dilution ¥2).

2-5-2- Méthode de diffusion sur disque sur milieu Mueller Hinton
L’activité antibactérienne de nos extraits vis-a-vis des 2 souches a été évaluée par la
méthode de diffusion en milieu solide MH (DIB et al., 2013).

e Escherichia coli

Deux disques de papier Whatman n° 1 de 6 mm de diamétre, stériles, sont déposes sur la

surface du milieu MH pour chaque boite.

Le premier disque de la premiere boite est chargé par 15ul de I’EA pure a la concentration
de 50mg/ml, et celui de la deuxieme boite par 15ul de I’EA dilué ¥2(25mg/ml).

Le deuxieme disque sert de témoin négatif (imprégné de 15ul de I’eau distillée), et un disque
d’antibiotique (gentamicine) est placé a la surface de chaque boite comme témoin positif puis
laisser le tout au frigo pendant 2-4 h a 4°C dans le but d’avoir une bonne diffusion de 1’extrait
et d’empécher les souches de croitre puis incubé a 37°C pendant 24h.

Les diametres des zones d’inhibition sont mesurés autour de chaque disque en milliméetre

apres incubation.

e Staphylococcus aureus : le méme principe que la souche E. coli est effectué.

Figure 25 : Deux boites contenues le milieu MH ensemencées par S. aureus avant

I’incubation ; (a) extrait pure et (b) extrait dilué ¥ (disque n°2).
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Figure 26 : Deux boites contenues le milieu MH ensemenceées par E. coli avant I’incubation ;
(a) extrait pure et (b) extrait dilué %2 (disque n°2).

2-6- Etude de P’activité anti biofilm
2-6-1-Ensemencement des boites
A partir de cet inoculum préalablement préparé, de nouvelles boites sont ensemenceées par

écouvillonnage par la méthode des stries serrées sur milieu Rouge Congo.

¢ Deux boites sont ensemenceées : la premiére par E. coli et la deuxieme par S. aureus,
puis incubées a 37°C pendant 24h afin d’évaluer la formation de biofilms. Les souches
non formatrices de biofilms donnent des colonies rouges tandis que 1’apparition des

colonies noires indique formation de biofilms.

e Deux autres boites sont ensemencées par S. aureus (la premiére pour 1’extrait pure et la
deuxiéme pour la dilution %2 afin d’évaluer I’activité anti biofilm de notre extrait par la

méthode de diffusion sur disque.

2-6-2- Méthode de diffusion sur disque sur milieu rouge Congo
L’activité anti biofilm de notre extrait vis-a-vis de deux souches (Escherichia coli ATCC
25922 et Staphylococcus aureus ATCC 43300) a été évaluée par la méthode de diffusion en

milieu Rouge Congo de Freeman et al., 1989.
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e FEscherichia coli

Deux disques de papier Whatman n° 1 de 6 mm de diamétre, stériles, sont déposes sur la

surface du milieu RC de chaque boite.

Le premier disque de la premiére boite est chargé par 15ul de I’EA pure a la concentration de
50mg/ml, et celui de la deuxieme boite par 15ul de I’EA dilué % (25mg/ml).

Le deuxiéme disque sert d’un témoin négatif (imprégné de 15ul de 1’eau distillée), et un
disque d’ATB de la gentamicine est placés a la surface de chaque boite comme témoin positif,
puis laisser le tout au frigo pendant 2-4 h a 4°C dans le but d’avoir une bonne diffusion de

I’extrait et d’empécher les souches de croitre puis incubé a 37°C pendant 24h.

Les diamétres des zones d’inhibition sont mesurés autour de chaque disque en millimetre

apres incubation.

e Staphylococcus aureus : le méme principe que la souche E.coli est effectué.

Figure 27 : Deux boites contenus le milieu RC ensemencées par S. aureus avant incubation ;

(a) extrait pure et (b) extrait dilué %2 (disque n°2)

2-7- Screening phytochimique
La mise en évidence des différentes classes des métabolites secondaires constituants la
poudre des feuilles d’Arbutus unedo a été faite selon les méthodes standards de

screening phytochimique.

C’est une analyse qualitative basée sur des réactions de précipitation et/ ou de coloration

qui permettent la révélation des métabolites secondaires.
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2-7-1-Préparation de I’infusé
5¢ de la poudre de feuilles sont ajoutés a 25 ml d’eau distillée, le mélange est porté a
’¢ébullition pendant 15 min puis on filtre. Le filtrat obtenu est ajusté a 100 ml d’eau distillée

pour ’utilisé dans I’analyse phytochimique.

2-7-2-Testes phytochimiques
» Anthocyanes

Dans un Erlenmeyer introduire 5 mL d’infusé, puis ajouter quelques gouttes d’HCI. La

présence d’anthocyanes est indiquée par 1’apparition d’une coloration rouge.
» Tanins

2,5 mL d’infusé auquel on ajoute quelques gouttes de la solution FeCls (5 %). La

coloration bleu noir implique la présence des tanins.
» Tanins galliques

Saturer le filtrat par I’acétate de Sodium (CH3COONa), ajouter par la suite quelques

gouttes de FeClz. Une réaction positive donne une coloration bleu foncée.
» Quinones libres

Ajouter ImL d’HCI (IN) a 1g de poudre végétale, ensuite ajouter 10 mL de chloroforme
et laisser reposer pendant 3 heures puis filtrer. 2,5 mL d’ammoniaque (%2) sont ajoutés.

La réaction est dite positive lorsqu’une coloration rouge violette apparait.
» Saponosides

Prendre 2 tubes a essai fermés :

On ajoute au premier tube 2,5 mL d’HCI (0.1N) et dans le deuxiéme 2,5 mL de NaOH
(0.1 N).

Introduire dans chacun des tubes 2 a 3 gouttes d’infusé, puis agiter bien verticalement
pendant quelques secondes et laisser reposer pendant 15 min. La présence des
Saponosides est indiquée par I’apparition d’une mousse persistante. Il y a deux cas
probables :

1°" cas : si on obtient dans les deux tubes le méme volume de mousse, cela indique la
présence des Saponosides stéroidiennes.

2™ cas : s°il y aura la formation d’une mousse plus grande par stabilité et par volume

en milieu basique, cela indique la présence des saponines tri-terpéniques.
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» Glucosides

Quelques gouttes d’H2S04 sont ajoutées a 1g de poudre végétale. L’apparition d’une

couleur rouge brique puis violette indique la présence des glucosides.
» Flavonoides

Ajouter 2,5 mL d’HCl a 2,5 mL de I’infusé puis un copeau de magnésium (Mg) et 0,5mL
de I’alcool iso-butanol. La réaction est dite positive lorsqu’une coloration rouge orangé

apparait.
» Coumarines

1 mL de l’infusé auquel on ajoute 1,5 mL de NaOH (10 %). L’apparition d’une

coloration jaune indique une réaction positive.
» Stéroides

Ajouter a 5 mL d’infusé, 5 mL de I’anhydride acétique, puis 5 mL de I’acide sulfurique

H>SO4. L’apparition d’une couleur verte indique la présence des stéroides.

2-8- Dosage des sucres
On met en évidence trois catégories de sucres : les sucres totaux, les sucres réducteurs
et le saccharose. Avant de commencer les dosages, on prépare les deux filtrats [1] et [2] de

compositions suivantes.

2-8-1- Préparation de deux filtrats
Avant de commencer les dosages, on prépare les deux filtrats [1] et [2] de compositions

suivantes.
e Filtrat [1]

Dans un bicher de 100 ml, 2,5ml d’acétate de plomb sont ajoutés a 10g de 1’échantillon,
remplir ensuite jusqu’au 2/3 du volume de bécher avec 1’eau distillée et agiter le mélange. Apres
un repos de 15 min on ajuste avec 1’eau distillée jusqu’a 100 ml puis on filtre avec un papier

filtre et on récupere le filtrat.
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e Filtrat [2]

2,5ml d’HCI concentré sont ajoutés a 25ml du filtrat [1], le mélange est ensuite chauffé au
bain marin a 70°C pendant 5 min puis neutraliser avec NaOH (10N) en présence de

phénolphtaléine a 1%.

2-8-2-Dosage des sucres totaux

» Mode opératoire
- Prélever 2,5ml de la solution Fehling A et 2,5ml de la solution Fehling B ;
- Ajuster jusqu'a 50ml avec 1’eau de robinet ;
- Chauffer le contenu jusgu'a ébullition durant 2mn ;
- Titrer par le filtrat [2] obtenu jusqu’a la disparition de la couleur bleue ;

- Ajouter quelques gouttes de bleue de méthyléne jusqu’a ce que la coloration bleue soit

remplacée par une coloration marron cuivree ;
- Noter le volume de filtrat [2] V2.
> Expression des résultats

La quantité des sucres totaux dans la prise d’essai est donnée par la formule suivante :

500

S, = X 10
T~ vx(W2-0,05)

ST : quantité des sucres totaux (g/100ml).
V : volume de la prise d’essai.
V2 : volume du filtrat [2] dépensé pour le titrage (ml).

2-8-3- Dosage des sucres réducteurs

» Mode opératoire

- Introduire 2,5ml de la solution Fehling A et 2,5ml de la solution Fehling B dans un
bécher de 250ml ;
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- Ajuster jusqu’a 50ml avec 1’eau de robinet ;
- Chauffer le contenu jusqu’a I’ébullition durant 2mn ;
- Titrer par le filtrat [1] jusqu’a ce que la teinte bleue disparaitre ;

- Ajouter quelques gouttes de bleu de méthyléne et continuer le titrage jusqu’a ce que la

coloration bleue devienne rouge brique ;
- Arréter le titrage et noter le volume du filtrat [1] dépensé V1.
> Expression des résultats

La quantité de sucres réducteurs dans la prise d’essai est donnée par la formule

suivante :

G - 240
RV x(v1-0,05)

SR : quantité des sucres réducteurs (g/100ml).
V : volume de la prise d’essai (ml).
V1 : volume du filtrat [1] utilisé au titrage (ml).

2-8-4-Le taux de saccharose

La quantité de saccharose est calculée selon la formule suivante :

S = (Sy— Sg) X 0,95

S : quantité de saccharose en g/l.
ST : quantité des sucres totaux en g/l.

SR : quantité des sucres réducteurs en g/l.
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2-9-Dosage des polyphénols totaux
Le dosage des polyphénols totaux est effectué selon la méthode utilisant le réactif Folin-
Ciocalteu (LI et al., 2008).

Le réactif Folin-Ciocalteu est constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (HP3 MO12040). 1l est réduit lors de 1’oxydation
des phénols, en mélange d’oxyde bleu de tungsténe et de molybdéne qui induit un virage de
couleur du jaune vers le bleu (BOIZOT et CHARPENTIER, 2006). L’intensité de cette
coloration bleue produite est proportionnelle a la quantité des polyphénols présents dans

I’extrait végétal.

200 uL de I’extrait vegétal de concentration 400ug/mL sont introduites dans des tubes
a essai et mélangees avec 1ml de réactif Folin-Ciocalteu fraichement préparé dilué 10 fois dans
I’eau distillé. Ce mélange est ensuite additionné de 800 pl d’une solution de carbonate de
sodium Na2Co3 a75mg/mL puis incubé a I’obscurité et a température ambiante pendant 30
minutes. La mesure de 1’absorbance est effectuée avec un spectrophotometre (UV, visible) a
760 nm. Le blanc est préparé avec la méme concentration en remplacant I’extrait végétal par de

I’eau distillée.

Suivant le méme protocole et dans les mémes conditions opératoires une gamme
d’étalonnage d’acide gallique est réalisée a des concentrations allant de 10 & 100 pL. Les

résultats sont exprimés en milligramme équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait (mg

EAG/g).

Le taux de polyphénols totaux contenu dans 1’extrait est estime en se référant a la courbe
d’¢étalonnage réalisée avec 1’acide gallique a différentes concentrations, les dilutions sont
préparées a partir de la SM (Tableau V). 3000 uL de chaque dilution est traité dans les mémes

conditions que I’extrait.
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Tableau V : Préparation de la gamme de dilution de I’acide gallique pour le dosage des

polyphénols totaux.

Partie expérimentale

Concentration
(ng /mL) 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Volume SM
(uL) 0 300 600 900 | 1200 | 1500 | 1800 | 2100 | 2400 | 2700 | 3000
n
Volume d’ED
(uL) 3000 | 2700 | 2400 | 2100 | 1800 | 1500 | 1200 | 900 600 300 0
n
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Chapitre 11 : Résultats et discussion

1-Rendement d’extraction

Le rendement en extrait sec obtenu est : R(%)= (2/10) x 100 =20 %
e Masse en gramme de ’extrait aprés évaporation, M= 2g.
e Masse en gramme de la poudre végétale utilisée, MO = 10g.

Dans une étude comparative réal isée par CHORFI (2022), le pourcentage de rendements
de I’extrait brut de feuilles d’Arbutus unedo obtenu R= 6,9% est trés faible par rapport a notre
résultat. La masse de I’extrait brut utilisée est M=6,9g extraite a partir de 100g du matériel

végétal sec initial, 10 fois la masse qu’on utilise dans notre étude.

Le rendement en extrait varie en fonction de différents facteurs comprenant la méthode et
les conditions dans lesquelles I’extraction a été effectuce, de I’espéce et 1’origine géographique
de la plante, des conditions et de la durée de stockage ainsi que de la période de recolte
(MOKDAD et al., 2020).

2-Résultats de screening phytochimique des feuilles d’Arbutus unedo

L’analyse qualitative de la poudre de la partie aérienne de la plante étudiée est une étape
importante puisqu’elle mit en évidence la présence de certains constituants bioactives
responsables de différentes activités biologiques. L’analyse a été faite par des réactions de
colorations. Les résultats sont portés dans le tableau suivant ;

Tableau VI: Résultats de screening phytochimique effectué sur la poudre de feuilles
d’Arbutus unedo.

Test Résultat
Anthocyanes _
Tanins +
Tanins galliques +
Flavonoides +
Saponosides _
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Quinones libres

Glucosides +
Coumarines +
Stéroides +

Signification des symboles :(+) présence ; (-) absence.

Les résultats montrent la présence des tanins, tanins galliques, flavonoides,
glucosides, coumarines et les stéroides. Néanmoins, les autres composés sont quasiment

absents.

Sur I’ensemble des résultats obtenus, nous remarquons que la poudre des feuilles
d’Arbutus unedo est riche en composés phénoliques. Les tests phytochimiques réalisés nous ont

permis d’avoir une idée générale sur la composition chimique de notre échantillon étudiés.

Dans une étude comparative réalisée par CHORFI (2022) sur les feuilles d’Arbutus
unedo, les résultats ont montré 1’absence les quinones libres dans la poudre de la plante tandis

que les anthocyanines, saponosides sont présents contrairement a nos résultats.

MRABTI et al., (2017) a évalué I’analyse phytochimique de feuilles d’Arbutus unedo
récoltés an Maroc dans la région de Beni Mellal. Les résultats enregistrés ont montré une teneur
en concentration enlevées des tanins et flavonoides bien que la présence de quinones libres, par

contre le test de saponosides était négatif. Ces résultats sont similaires avec ceux de nos tests.

En effet, la composition chimique varie suivant diverses conditions de I’environnement
climatique, la localisation, 1’origine géographique et la période de récolte (SVOBODA et
HAMPSON, 1999).
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3-Détermination de la teneur en sucres

Tableau VII: Résultat de la teneur en sucres.

Sucres Résultats Indicateur La quantité

Totaux Apparition de la couleur | 64,519/100ml
marron cuivrée.

Réducteurs Apparition de la couleur | 0,96g/100ml
rouge brique.

Saccharoses / / 60,3725 g/l

Les résultats obtenus démontrent que la poudre des feuilles d’Arbutus unedo est riche

en sucres totaux en particulier le saccharose.

Une étude comparative réalisé par LARBI (2018) sur les feuilles de vigne muscat
d’Alexandrie a enregistrée une faible quantité en sucres totaux (3,37 £ 0,152) g/l, et en
saccharose (2,98 + 0,141g/l) contrairement a nos résultats, ainsi qu’une quantité plus élevé en

sucres réducteurs (0,23 £ 0,137) g/l.

DOUKANI et al (2014) a réalisé une étude sur deux échantillons de fruit d’Abutus
unedo, on remarque que les teneurs en sucres totaux de ces derniers sont de ’ordre de
8.899/100mL et 14.01g/100mL respectivement, plus faibles que nos résultats, tandis que les
teneurs en sucres réducteurs sont de I’ordre de (9.27g/100g + 1.881) et (6.98g/100g + 1.024)

supérieures que ceux qu’on a enregistrées.

Ces variations peuvent étre attribuées a plusieurs facteurs tels que I’age de la plante, la
charge de I’arbre, le stade de maturation, la région de récolte, 1’état physiologique des feuilles

lors de I’analyse.
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4- Détermination de la teneur en polyphénols totaux

La détermination de la teneur en polyphénols totaux de I’extrait aqueux de feuilles
d’Arbutus unedo a été effectuée suivant la méthode colorimétrique au réactif de Folin-Ciocalteu
(SINGLETON et ROSSI, 1965).

L’extrait brut obtenu par macération dans de I’eau distillée a subi une analyse
quantitative par dosage spectrophotométrie de la teneur en polyphénols. Les résultats obtenus

sont exprimés respectivement en équivalent acide gallique par gramme d’extrait.

L’apparition de la couleur bleue confirme la présence des polyphénols chez Arbutus

unedo. La coloration obtenue varie selon la concentration 1’extrait en composés phénoliques.

La Concentration en polyphénols de 1’extrait a été calculée en utilisant I’équation de
régression linéaire de la courbe d’étalonnage établie grace a des concentrations précises d’acide

gallique comme standard (y = 0,0128x + 0,0456) et coefficient de corrélation : R? = 0,9951.

DO vy =0,0128x+ 0,0456
2 _

14 R? =0,9951

1,2 =
E
(=]
(Y=} -
M~
-~ 0,8 =
3 =
=
2 o6 @
2
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0 @
0 20 40 60 80 100 120
Concentration en acide gallique (ug/ml)

Figure 28 : Courbe étalon de 1’acide gallique.

Les résultats obtenus montrent que la teneur moyenne en polyphénols totaux de I’extrait

aqueux d’Arbutus unedo est de 49,79 + 0,88 mg équivalent acide gallique par gramme d’extrait.

D’apres les résultats obtenus par MOUALEK et al., (2018) et ORAK et al., (2011) les
teneurs moyennes en PPT de I’EA de feuilles d’Arbutus Unedo est respectivement de (207.84
+ 15.03 mg), (394.32 = 1.43 mg) équivalent acide gallique par gramme d’extrait, plus

importantes que celle que nous avons enregistrés.
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MENDES (2011) a également déterminé le contenu phénolique total de I’EA de feuilles
d'A. unedo. L'extrait a montré une teneur élevée en composés phénoliques = (170,3 £ 1,4 mg

EAG/g) supérieure a notre résultat.

Dans une étude similaire réalisée par MRABTI (2017), I’EA de feuilles d’A. unedo (50g
de poudre dans 500ml d’eau distillée) récoltées a Beni Mellal au Maroc a montré une teneur

moyenne en PPT de 37,30 + 0,19 mg EAG/g inférieure au résultat de notre travail.

La distribution des métabolites secondaires peut changer pendant le développement de
la plante. Ceci peut étre lié aux conditions climatiques dures (la température élevée, exposition
solaire, sécheresse, salinité), qui stimulent la biosynthése des métabolites secondaires tels que
les polyphénols (FALLEH et al., 2008). En effet, les variations de valeurs obtenues pourraient
s’expliquer par plusieurs facteurs tels que la nature du sol, la saison de récolte, le degré de
maturité etc. (MOUALEK et al., 2018).

Plusieurs études ont montré ’effet du solvant d’extraction, sur la concentration des PPT

dans les extraits des plantes.

Les extraits vegetaux posseédent un large éventail d'activités biologiques, celles-ci sont

étroitement liées a la teneur et a la composition en polyphénols (CABRAL et al, 2012).

5-Evaluation de ’activité antibactérienne
L’activité antibactérienne de I’extrait des feuilles d’Arbutus unedo a éteé testée par la
méthode de diffusion sur gélose Muller Hinton (DIB et al., 2013) vis-a-vis de deux souches

bactériennes : une de Gram — (E. coli) et I’autre de Gram + (S. aureus).

L’effet antibactérien de 1’extrait aqueux pur et dilué sur les deux souches bactériennes
Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Escherichia coli ATCC 25922 se traduit par
I’apparition d’une zone d’inhibition autour des disques. Les résultats sont exprimés par la

mesure du diamétre de la zone d’inhibition.
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Figure 29 : Résultats du test de I’activité antibactérienne de 1’extrait pure (a) et dilué % (b) de
feuilles d’Arbutus unedo vis-a-vis de la souche S.aureus (originale).

Figure 30 : Résultats du test de 1’activité antibactérienne de ’extrait pure (a) et dilué % (b) de
feuilles d’Arbutus unedo vis-a-vis de la souche bactérienne E. coli (originale).

Tableau VIII: Résultats des diameétres des zones d’inhibition

ATB
Souch EA EA Sensibilité des
ouche entamicine
© ) pure (mm) | dilué ¥ (mm) souches
mm
Staphylococcus aureus ATCC 25923 35 0 0 _
Escherichia coli ATCC 25922 38 0 0 _
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Signification des symboles : (+) sensible ;( -) résistante.

D’apres les résultats présentés dans le tableau, 1’extrait aqueux de feuilles de la plante
étudiée aux deux concentrations ne présente aucune activité antibactérienne vis-a-vis de deux

bactéries testées.

En effet, I’absence de zone d’inhibition pour I’extrait dans les boites ensemencées avec

E. coli et S.aureus traduit leur résistance a 1’extrait étudié.

L’apparition des zones d’inhibition autour des disques de la gentamicine d’un diametre
de 35mm pour S.aureus et 38mm pour E. coli indique une forte sensibilité de ces deux bactéries
a cet antibiotique.

Une étude réalisée par KOUMARE et BOUGOUDOGO en (1993) sur la résistance aux
antibiotiques de 2187 souches bactériennes isolées an Mali, a montré qu’aucune souche de S.
aureus n’était résistante a la gentamicine, de plus la résistance de E. coli au méme antibiotique

était nulle.

Il existe dans la littérature peu d’études sur I’effet antibactérien de I’extrait aqueux de

feuilles de la plante étudiée, ce qui rend difficile la comparaison de nos résultats

Une étude comparative effectuée par MOUALEK et al., (2018) a évalué I’activité
antibactérienne de I’EA de feuilles d’Arbutus unedo en suivant la méthode de diffusion en
milieu solide décrite par FALLEH et al., (2008), vis-a-vis de huit souches bactériennes dont
E.coli ATCC 25922 et S.aureus ATCC 43300.

Les résultats obtenus ont montré que I’EA de feuilles d’arbousier présente une activité
antibactérienne vis-a-vis de S.aureus avec un diamétre d’inhibition= 17.3 + 0,6 mm
contrairement a notre résultat. Par contre aucun effet n’a été enregistré pour le méme extrait

vis-a-vis d’E.coli.

Une étude réalisée par MALHEIRO et al., (2012), ou ils ont testé ’effet des extraits
aqueux de feuilles d’Arbutus unedo vis-a-vis de six souches bactériennes dont S.aureus et

E.coli. Les résultats obtenus ont permis de calculer la CMI de I’extrait contre les deux souches :
CMI S. aureus = 2.5 mg/mL Et CMI E. coli ATCC 25922 =5 mg/mL

La zone d’inhibition augmente considérablement en fonction de la charge du disque, ce
qui a été constaté aussi par ORAK (2011) qui a évalué ’activité antibactérienne de 1’extrait

aqueux des feuilles d’Arbutus unedo vis-a-vis de plusieurs souches dont S.aureus en utilisant

52



Partie expérimentale

la méthode de diffusion en milieu solide. Une zone d’inhibition a été apparue avec un diametre

de:
10.5 mm (10 pL/disc), 13.8 mm (20 pL/disc), 21.1 mm (40 pL/disc).

La résistance des souches peut étre attribuée a la capacité de 1’agent antibactérien de

diffusé uniformément dans lI'agar (HAYOUNI et al., 2007).

La méthode utilisée pour I’évaluation de D’activité antibactérienne influe aussi les
résultats (NATARAJAN et al., 2005) et (FQZELI et al., 20070 ont constaté que la méthode de
diffusion a partir des puits sur gélose est plus adaptée pour étudier 1’activité des extraits aqueux
de I’Euphorbia fusiformis et Hydro-ethanoliques de Rhus coriaria et Zataria multifora que la

méthode de diffusion en milieu gélose.

Les bactéries Gram- offrent un systeme complexe de barriere aux biocides (DENYER
et MAILLARD, 2002), elles possédent une couche additionnelle la membrane externe, qui se
compose des phospholipides, des protéines et des lipopolysaccharides, cette membrane est

imperméable a la plupart des molécules.

Les bactéries a Gram+ tel que S. aureus possédent une paroi cellulaire perméable qui ne
limite géneralement pas la pénétration des antimicrobiens. Cependant, une résistance due a une
pénétration restreinte peut se produire (LAMBERT, 2002).

6-Evaluation de ’activité anti biofilm

6-1-Evaluation de la formation de biofilm

Pour détecter la production de biofilms plusieurs méthodes ont été établies, dont la
méthode qualitative du Rouge Congo (FREEMAN et al., 1989). Cette méthode a une faible
précision, mais elle est peu colteuse et facile a réaliser et le critére d'évaluation est basé sur une
analyse visuelle de la couleur des colonies qui poussent sur la gélose, de couleurs rouges pour
les souches non formatrices de biofilm et noir pour les souches formatrices de biofilm (KAISER
etal., 2013).
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Figure 31: Résultat de la formation de biofilms par E. coli et S.aureus sur milieu RC.

Le criblage de la production de biofilms par la méthode Gélose RC a montré que la
souche étudiée S.aureus est fortement formatrice de biofilms, ce résultat est exprimé par la
formation de colonies noires avec un cristallin de consistance seche sur gelose RC. Cet aspect
est d0 a la production des exo-polysaccharides(EPS) qui réagissent avec le RC. L’apparition
des colonies rouge sur la boite ensemencée par E. coli indique 1’absence de biofilms, la souche

est donc dite non formatrice de biofilms.

Tableau 1X: Résultats de formation de biofilms

Souche Formation de biofilms

Escherichia coli ATCC 25922

Staphylococcus aureus ATCC 25923 +

Signification des symboles : (+) formatrice ;( -) non formatrice.

Une étude comparative a été réalisée par REWATKAR et WADHER (2013) en suivant
la méthode de FREEMAN et al., 1989 par culture des isolats sur le milieu RCA. Les résultats
ont révélé la présence de colonies noires pour la souche S.aureus qui indique la formation de

biofilm.

Une étude comparative réalisée par TALBI (2021) en utilisant la technique de plaque
de culture de tissu. La formation du biofilm est révélée par lecteur de I’intensité de la coloration
du Crystal violet dans la microplague. Les résultats démontrent que la souche E.coli est

moyennement formatrice de biofilm contrairement a nos résultats.

Des etudes ont demontré que cette méthode a une faible précision (KAISER et al.,
2013). DEKA (2014), a comparé la formation de biofilm par deux techniques, dans la méthode

en tube il y a eu 83% de souches formatrices de biofilm contre seulement 20% par la technique
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de RCA. MATHUR et al., (2006) n’ont également pas trouvé les mémes résultats entre la
méthode en tube et la méthode de RC, contrairement a FREEMAN et al., (1989).

Les structures de surface cellulaire telles que les fimbriae, d'autres protéines, le LPS,
I'EPS et les flagelles jouent clairement un réle important dans le processus d‘attachement aux
surfaces et formation de biofilms (DONLAN, 2002).

6-2-Evaluation de I’activité anti biofilm de I’extrait aqueux de la plante étudiée
L’activité anti biofilm de ’extrait des feuilles d’Arbutus unedo a été testée par la

méthode de diffusion sur gélose Rouge Congo vis-a-vis d’une souche bactérienne de S.aureus.

L’effet anti biofilm de 1’extrait aqueux pure et dilué vis-a-vis de la souche bactérienne
S.aureus ATCC 25923 se traduit par I’apparition d’une zone d’inhibition autour de disque.

Cette derniére est donc mesuree et les résultats sont exprimés en mm.

Figure 32: Résultat du test de I’activité anti biofilm de I’extrait pure (a) et dilué (b) de
feuilles d’Arbutus unedo vis-a-vis de la souche bactérienne S.aureus (originale)

Tableau X: Résultats des diamétres des zones d’inhibition.

Souche ATB EA pure EA Sensibilité
(gentamicine) (mm) dilué % (mm) de la
mm souche
Staphylococcus aureus ATCC 25923 28 6 6 +

Signification des symboles : (+) sensible ;( -) résistante.
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D’aprées les résultats exprimés dans le tableau nous remarquons que I’EA de feuilles
d’Arbutus unedo aux deux concentrations a exercé une faible activité anti biofilm contre

staphylococcus aureus.

De plus, I’apparition d’une zone d’inhibition autour de disque de la gentamicine d’un

diametre de 28mm pour S. aureus indique la sensibilité de cette derniere a I’ATB.

Il existe dans la littérature peu d’études sur 1’effet anti biofilm de 1’extrait aqueux de

feuilles de la plante étudiée, ce qui rend difficile de comparer nos résultats.

L’effet anti biofilm de I’extrait est dd a la teneur de ce dernier en composés phénoliques
en particulier les tanins. Une étude de DONG et al., (2018) a évalué I’effet inhibiteur sur la
formation de biofilm de I'acide tannique contre Staphylococcus aureus. Les résultats ont montré
que l'acide tannique pourrait réduire la formation de biofilm par la destruction de l'intégrité de

la paroi cellulaire.

KIM et al., 2016 a rapporté que les extraits de plantes médicinales de Cocculus trilobus
et Coptis chinensis pourraient bloquer I'adhérence des bactéries Gram+ aux surfaces

recouvertes de fibronectine.

Des recherches récentes sur les feuilles de Cotinus coggygria riches en gallotanins tels
que l'acide gallique et le gallate de méthyle, ont montré une bonne activité contre S. aureus dans
les formes de croissance planctonique et de biofilm (SLOBODNIKOVA et al., (2016). L'extrait
de méthanol a 60 % a montré une activité bactéricide contre toutes les souches de S. aureus
testées, y compris les souches poly résistantes, et a éradiqué les bactéries dans le biofilm de 24h
déja établi (RENDEKOVA et al., 2016).

Les effets inhibiteurs augmentent considérablement avec la concentration des extraits et
la charge des disques. Ainsi, 1’activité d’un extrait peut étre le résultat de constituants actifs
mais en faibles proportions (ATHAMENA, 2009). Le faible effet anti biofilm de 1’extrait peut-

étre également attribué a la capacité de ce dernier de diffuser dans le milieu.

L'inhibition de la formation de biofilm sur les surfaces recouvertes de produits végétaux
peut étre importante dans les futures techniques qui préviennent les infections associées au
biofilm des dispositifs médicaux. Une telle activité a été décrite dans plusieurs études sur
I'activité anti biofilm des polyphénols végétaux (SLOBODNIKOVA et al., 2016).
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Conclusion

Certaines plantes médicinales peuvent étre bénéfiques pour la santé humaine en vue de
leur richesse en substances naturelles bioactives responsables de plusieurs propriétés
thérapeutiques et pharmacologiques particuliére. L’objectif assigné a cette étude a été d’évaluer
I’activité antibactérienne et anti biofilm de feuilles d’arbousier collectées dans la région de Tizi-

Ouzou ainsi leur composantes phytochimigues.

Dans un premier temps nous avons réalisé une analyse qualitative des feuilles
d’arbousier par des tests basé sur des réaction de précipitation et / ou de coloration qui
permettent la révélation des métabolites secondaires, les résultats ont montré la présence des
molécules bioactives a savoir les tannins, les tannins galliques, les glucosides et les stéroides,
les coumarines, les quinones libres et I’absence d’autres molécules dont les flavonoides et les
saponosides dans la poudre des feuilles d’Arbutus unedo. Ces biomolécules jouent un réle

essentiel pour la survie de la plante.

Dans un deuxiéme temps nous avons quantifié la totalité des polyphénols par la méthode
de Folin- Ciocalteu, notre résultat montre que 1’extrait aqueux présente une teneur élevée en

polyphénols de 49,79 + 0,88 mg EAG/g MS.

D’autre part les résultats de dosage de sucres montrent la présence de sucres totaux et
saccharose en quantité élevée de 64,51(g/l) et 60,3725(g/l) respectivement, ainsi que la présence

des sucres réducteurs en trés faible quantité 0,96(g/1) dans I’extrait des feuilles d’Arbutus unedo.

L’évaluation de I’activité antibactérienne par la méthode de diffusion sur disques sur
milieu gélosé Mueller Hinton effectuée contre deux souches bactériennes S. aureus et E. coli

n’a montré aucun effet antibactérien vis-a-vis les deux souches.

L’évaluation de I’activité anti biofilm par diffusion sur milieu gélosé Rouge Congo,
effectuée sur les mémes souches a montré que S. aureus qui est une souche formatrice de
biofilms, contrairement & E. coli ainsi que 1’extrait aqueux présente une zone d’inhibition d’un
diamétre de 6mm vis-a-vis S. aureus, donc 1’extrait a exercé une faible activité anti biofilm vis-

a-vis de la souche.

L’ensemble de ces résultats justifient 1’utilisation traditionnelle de 1’arbousier et
démontrent son potentiel comme source de biomolécules aux multiples applications
thérapeutiques. L’exploitation des extraits de cette plante pour la recherche de molécules a

activité antibactérienne et anti biofilm semble donc étre une voie intéressante.
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Conclusion

Notre travail reste préliminaire et mérite d’étre complété par ;
e L’étude de la toxicité de I’extrait brut.

e [La détermination de la concentration minimale inhibitrice et élargir le test sur d’autres

microorganismes pathogenes.
e [’étude de I’effet antioxydant, antivirale, antipaludique et anti-inflammatoire.
e [’étude de la partie racinaire, fleurs et fruits de cette plante.

e Reéalisation des études sur les huiles essentielles de cette plante.
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ANNEXE 1 : Matériels du laboratoire.

Annexes

- Balance de précision (0,0001)
- Agitateur

- Vortex

-Bain marie

-Broyeur

-Hotte

-Plaque chauffante

- Chloroforme

- FeCls

- NaOH

- Acétate de sodium
- Ammoniaque 1/2
- Magnésium

- Alcool iso-butanol
- Anhydride acétique
- Méthanol
-Acétate de plomb

- Phénolphtaléine

- Fehling AetB

- Bleu de méthylene

- Amidon

Appareils Réactifs Verreries et autres
- Spectrophotométre  (UV, | - Folin-ciocalteu - Béchers

visible) - Carbonate de sodium - Boites pétri

- Etuve - H,SO4 - Pipettes Pasteur
-Bec benzéne - HCl - Lames

- Micropipette

- Ecouvillon

- Papier Wattman

- Eprouvettes graduées
- Tubes & essais a vis stérile
- Erlenmeyers

- Pipettes graduée

- Flacons

- Spatule

- Support

- Barreaux magnétiques
- Verres de montres

- Entonnoir

- Papiers filtres

- Cristallisoirs

- Burette de graduation
- Passoir

- Pince stérile
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- Eau distillée

ANNEXE 2 : Eau physiologique stérile.

Composition en g/l :

Chlorure de sodium (NACH) ......oooiiiiie e 9g
BAU QISTIIEE ..ottt ens 1000ml
pH=7

Stérilisation a 120°C/15min

ANNEXE 3 : Les milieux de cultures solides et leur composition.
Milieu Mueller Hinton (MH)

La gélose Mueller-Hinton est un milieu standardisé recommandé pour 1’étude de la sensibilité

aux antibiotiques des bactéries peu exigeantes.

» Composition

Compositionen g/l :

EXEFAIT 08 VIANUE. ...ttt bbbttt 39
Hydrolysat aCide 0 CASEINE ..........ccuiuiiiiiriiiierie et 17,59
N 001 1o o] o SRR 1.5¢
F N | OO PUPR PSP 189
pH=7,4

Stérilisation a 120°C/15 min.
Milieu Rouge Congo Agar (CRA)

Le milieu Congo Red Agar (CRA) est un milieu solide utilisé pour la détection de la formation
de biofilm par la production de slim. les souches exprimant PIA (polysaccharide intercellular
adhesin) ont produit des colonies noires avec des surfaces rugueuses pour les souches PIA-
positives tandis que des colonies rouges et des surfaces lisses pour les souches PIA-négatives
(ZIEBUHR et al., 2001).
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» Composition

BHI B, ..o 37¢g
SACCRATOSE. ...ttt e 50g
N2 10g
ROUZE COMEO. ..ot e 0.8¢g
BaU distillee ..o 1000 ml
pH=7,4

Stérilisation a I’autoclave : 121°C pendant 15 minutes.
Gelose nutritive BHIB

Est non sélectif enrichi a usage général. C’est est une base hautement nutritive qui répond aux
besoins de croissance de nombreux types de micro-organismes, notamment les bactéries, les

levures et les moisissures.

» Composition

EXtrait Coeur-Cervelle .........oiuiiiiii i e 17.5¢g
Peptone pancréatique de gelatine ...........c.oouiiniiiiiiiiii i 10.0g
Chlorure de SOAIUM ..o e 05.0g
Phosphate di sOdIqUE ......c.uiiiniii e 02.5g
(€211 1o 0 P 02.0g
Bau distillée ... 1000 ml

pH=7.4
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ANNEXE 4 : souches bactériennes.
Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus est une bactérie a gram positif. C’est un coccus, de forme arrondie, qui
se présente sous la forme de diplocoques (des coccis associés par deux) ou sous la forme d’amas
ayant la forme de grappes de raisin ABAZA et SEDRATI(2018). Les colonies sont de couleur
jaune (relatif a aureus qui signifie doré), elles peuvent se développer en milieu aérobiose ou

anaérobiose facultative a des températures comprises entre 18°C et 40°C.
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Quelques caractéristiques des bactéries Staphylococcus aureus (TAYLOR et UNAKAL, 2021).

Forme Cocci

Gram Positif

Culture aérobie-anaérobie facultatif

Genre Staphylococcus

Espece Aureus

Nom courant staphylocoque doré

Morphologie diplocoques ou amas

Habitat peau, muqueuses et fosses nasales et le
pharynx en majorité
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Escherichia coli

Escherichia coli, autrement appelé colibacille, est une bactérie a gram négatif. C’est un bacille,

qui se présente sous la forme de batonnets allongés. Dotée d’une mobilité conférée par ses

flagelles, cette bactérie mesure entre 2 a 6um de longueur.

Quelques caractéristiques des bactéries Escherichia coli (LAU et al., 2008).

Forme Bacille
Gram Négatif
Culture Aérobie
Genre Escherichia
Espéce Coli

Nom courant Colibacille

Habitat

constitue la majorité de la flore intestinale
aerobie; peut se retrouver également au
niveau des muqueuses de I’homme et de

I’animal.
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ANNEXE 5 : Aspect macroscopique de S.aureus et E. coli sur gélose MH.

ANNEXE 6 : La DO de déférentes concentrations d’acide gallique.

Concentration

0

10

20
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40

50

60

70

80

90

100

DO

0,156

0,3

0,48

0,586

0,712

0,82

0,904

1,085

1,183

1,301

ANNEXE 7 : L’extrait aqueux de feuilles d’Arbutus unedo utilisé pour le dosage des

polyphénols totaux.
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ANNEXE 8 : Les trois essais réalisés pour la détermination de la teneur en PPT

de I’extrait (originale).

ANNEXE 9 : Les dilutions d’acide gallique

ANNEXE 10 : 1a DO des deux essais réalisés pour le dosage des polyphénols totaux de 1’extrait

aqueux des feuilles d’Arbutus unedo.

Tube DO
01 0,675
02 0,691
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ANNEXE 11 : Résultats de screening phytochimique effectué sur la poudre de feuilles

d’Arbutus unedo.

Tanins galliques

Test Image Indicateur

Anthocyanes Pas d’apparition de
la couleur rouge

Tanins Apparition de la

couleur bleu noir.

Apparition de la
couleur bleu foncé.

Flavonoides

Apparition de la
couleur rouge

orange.




Saponosides
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Pas de formation de

MOousse.

Quinones libres

Pas d’apparition de
la couleur rouge

violette.

Glucosides Apparition de la
couleur rouge brique
puis violette.

Coumarines Apparition de la
couleur jaune

Stéroides Apparition de la

couleur vert.




Résumé

Arbutus unedo est une plante d’intérét médicinal au regard des nombreuses études
rapportées par la littérature spécialisée et de nombreuses molécules bioactives qui rentrent dans
la composition des différentes parties de cette plante. Dans ce contexte, cette étude a pour
objectif d’évaluer I’effet antibactérien et anti biofilm de 1’extrait aqueux de feuilles d’arbousier

de la région de Tizi-Ouzou.

Une caractérisation de certains composés actifs (coumarines, flavonoides, tanins ...) des

feuilles d’arbousier a été réalisée, ainsi que le dosage des sucres.

La teneur totale de composés phénoliques déterminée par la méthode colorimétrique
pour I’extrait est de 49,79 + 0,88 mg EAG/g MS.

L’étude de I’activité antibactérienne de I’extrait aqueux de feuilles d’Arbutus unedo a

montré ’absence d’effet antibactérien vis-a-vis S. aureus et E. coli.

L’évaluation de formation de biofilms par la méthode de rouge Congo a révélé que la

souche S. aureus est formatrice de biofilms contrairement a E. coli.

Dans le cadre de 1’évaluation de 1’activité anti biofilm, 1’extrait aqueux étudie a montré

un effet anti biofilm vis-a-vis S. aureus.

La somme des résultats obtenus au cours de cette etude montre clairement que l'extrait
aqueux de feuilles d’Arbutus unedo est potentiellement bioactif et il semble que cette espéce

posséde une variété de composés métaboliques pouvant étre utilisés a des fins thérapeutiques.

Mots clés : Arbutus unedo, polyphénols, activité antibactérienne, activité anti biofilm.



Abstract

Arbutus unedo is a plant of medicinal interest in view of the numerous studies reported
by the specialized literature and numerous bioactive molecules, which are part of the
composition of the different parts of this plant. In this context, this study aims to evaluate the
antibacterial and ant biofilm effect of the aqueous extract of strawberry tree leaves from the

Tizi-Ouzou region.

A characterization of certain active compounds (coumarins, flavonoids, tannins...) of

strawberry tree leaves was carried out, as well as the dosage of sugars.

The total content of phenolic compound determined by the colorimetric method for the
extract is 49.79 £ 0.88 mg EAG/g DM.

The study of the antibacterial activity of the aqueous extract of Arbutus unedo leaves

showed the absence of antibacterial effect against S. aureus and E. coli.

The evaluation of biofilm formation by the Congo red method revealed that the strain S.

aureus is biofilm-forming unlike E. coli.

As part of the evaluation of ant biofilm activity, the aqueous extract studied showed an

ant biofilm effect against S.aureus.

The sum of the results obtained during this study clearly shows that the aqueous leaf
extract of Arbutus unedo is potentially bioactive and it seems that this species has a variety of

metabolic compounds that can be used for therapeutic purposes.

Key words: Arbutus unedo, polyphenols, antibacterial activity, ant biofilm activity.



