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Introduction

La phytothérapie ou soins par les plantes a retrouve ces derniéres décennies un
regain d’intérét considérable, portée par les recettes connues des herboristes et les
expériences des guérisseurs, qui constituaient déja une grande source de connaissances ainsi
que la pharmacognosie qui présente aujourd’hui une plateforme essentielle pour les
pharmacopées modernes et la médecine.

En effet, les plantes médicinales restent encore le premier réservoir de nouveaux
médicaments, elles sont considérées comme source de matiére premiére essentielle pour la
découverte de nouvelles molécules nécessaires a la mise au point de futurs médicaments
(Maurice, 1997).

Malgré son ancienneté, 1’étude de la chimie des plantes connait toujours un grand
essor, cela tient principalement au fait que le régne végétal représente une source
importante d’une immense variété de molécules bioactives. Cette matiere végétale contient
un grand nombre de molécules qui ont des intéréts multiples mis a profit dans 1’industrie
alimentaire, en cosmétologie et en pharmacie. Parmi ces composés on retrouve, les
coumarines, les alcaloides, les acides phénoliques, les tannins, les terpenes et les
flavonoides (Bahorun et al., 1996). Les polyphénols par exemple, sont doués de plusieurs
vertus thérapeutiques, ils jouent un réle trés important, principalement, dans la lutte contre
les cancers, les maladies cardiovasculaires et la peroxydation lipidique, cela explique leur
grande utilisation dans la fabrication des médicaments. Ils interviennent aussi dans la
protection des plantes contre les différentes attaques microbiennes (surtout fongiques)
risquant de causer la perte d’une grande quantité de végétation (Bruneton, 1999).

Ainsi, [’évaluation des propriétés phytopharmaceutiques, antioxydante et
antimicrobienne demeure une tache trés intéressante et utile, en particulier pour les plantes
d’une utilisation rare ou moins fréquente ou non connue dans la médecine traditionnelle.
Ces plantes représentent une nouvelle source de composeés actifs (Teixeira da Silva, 2004).

C’est dans ce contexte que s’inscrit notre travail a savoir 1’étude du genre
(Cinnamomum zeylanicum) et d’estimer la teneur de cette espece végetale en composés
actifs essentiels, et d’en évaluer le pouvoir biologique in Vvitro ; car d’aprés une récente
étude ethnobotanique menée au laboratoire GBBV, cette espéce n’est utilisée en Algérie
que dans le domaine culinaire sauf dans la région de Constantine ou elle est aussi connue en

médecine traditionnelle pour ses vétues thérapeutiques .




Introduction

Pour mener a bien nos objectifs, nous nous sommes consacrées dans ce mémoire
a présenter un screening du contenu et de la richesse en métabolites secondaires de
différents extraits de notre plante, leur identification ainsi que leur quantification afin de les
soumettre a des essais bioguidés, pour 1’évaluation de leur potentiel antimicrobien. Pour se
faire nous avons divisé notre mémoire en trois grandes parties :

- Une premiére partie bibliographique qui portera sur des notions d’histoire et
d’origine de Cinnamomum zeylanicum, les travaux phytochimiques et
pharmacologiques antérieures, les principes des méthodes de criblage et
quantification utilisées, ainsi que les souches microbiennes testées.

- Une deuxiéme partie matériel et méthodes ou nous établirons les différents
protocoles nécessaire a: [D’extraction, la purification, I’identification, la
quantification, et enfin 1’évaluation du spectre antimicrobien comparé a celui
d’un antibiogramme.

- Une troisiéme partie qui discutera les résultats obtenus, tout en les commentant,
afin d’aboutir a une conclusion générale sur cette premicre approche d’étude, tout

en projetant d’autres perspectives de recherche pour I’avenir.
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CHAPITRE I : Revue Bibliographique

1- Origine historique de la cannelle :

Plusieurs civilisations se sont épanouies principalement en Egypte, au Moyen-
Orient, en Inde et en Chine grace a ’utilisation des plantes a des fins médicinales. Au
cours des siecles, leur utilisation s’est développée et méme devenu de plus en plus
élaborée.

Connue depuis plus de 4500 ans, la Cannelle fait partie des épices renommées les
plus anciennes. Outre son role de condiment, la « Casse » (synonyme francais de la
Cannelle de Chine), est déja utilisée dans son pays d’origine la Chine pour ses propriétés
médicinales au début du 3¢me millénaire avant notre ere. L’exportation de la Cannelle
est courante a cette époque et empreinte le chemin de la route de la soie, Babylone
faisant office de plaque tournante de ce négoce. Une fois dans le bassin méditerranéen,
ce sont les phéniciens qui reprennent a leur compte le commerce de la cannelle.

Chaque année, les commercants asiatiques prennent la mer en Inde avec un
chargement d’épices a destination de 1’Arabie. Cette entreprise est quelque peu
hasardeuse dans la mesure ou ces commercants n’ont pour seul moyen de transport des
radeaux sans gouvernail ni voiles. Par conséquent, beaucoup de ces expéditions
échouent. Toutefois, cette forme de négoce va perdurer pourtant jusqu’au XVIIIéme
siécle.

Les Grecs et les Romains emploient déja les deux sortes de Cannelle, qu’ils
utilisent entre autre pour aromatiser le vin. De plus, les égyptiens 1’associent a 1’alogs,
la myrrhe et & d’autres substances pour I’embaumement des cadavres ou dans la
confection d’essence de Cannelle, de parfums et plus tard dans celle de I’huile sainte

(http://nature.jardin.free.fr).

Avec la diversification des voies commerciales pendant le Moyen Age, le volume
des importations de nouvelles plantes exotiques a augmente. Le négoce de la Cannelle
échoue dans les mains de différentes nations européennes, parmi lesquels les Portugais
et les Hollandais qui réussirent a en maintenir le prix élevé.

En Europe, la Cannelle est une épice de luxe prisée, que 1’on apprécie également
en Pharmacopée, notamment pour soigner les maladies du foie et les angines de poitrine.
Certains patients qui en possedent, 1’utilisent dans 1’hypocras (boisson tonique faite de

vin sucré dans lequel on fait infuser de la cannelle, du gingembre et des clous de

<
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girofle), d’autres, portent sur eux des petites boites remplies d’aromates — dont la
Cannelle — pour se préserver des maladies contagieuses.
Cet engouement est justifié par Chamberland, en 1887, qui atteste selon lui que trois
essences ont « a la fois le plus grand pouvoir antiseptique, soit qu’elles agissent par
leurs vapeurs, soit qu’elles agissent en solution, ce sont celles de cannelle de Ceylan,

de cannelle de Chine, d’Origan » (Valnet, 1990).

2- Caractéristiques de la plante :

En dehors de son origine historique et culturelle, la Cannelle a aussi une
origine et une situation géographique bien spécifiques, de par son origine nous
retiendrons deux appellations :

A - Cannelle de Chine : Cinnamomum cassia.
B - Cannelle de Ceylan : cinnamomum zeylanicum.
Dans notre étude nous nous sommes intéressées a la Cannelle de Ceylan : cinnamomum

zeylanicum identifiée comme telle par 1’herboriste qui nous 1’a fourni.

2.1- Origine géographique de la cannelle de Ceylan :

Originaire du Sri Lanka et du sud de I'Inde, la Cannelle de Ceylan
(Cinnamomum zeylanicum) pousse dans les foréts tropicales de Ceylan, de 1’Inde
orientale, de Java, de Madagascar... jusqu’a 500 metres d’altitude. Elle est cultivée de
maniere intensive dans toutes les régions tropicales, notamment aux Philippines et aux
Antilles. On la multiplie par bouturage et, tous les deux ans, a la saison des pluies, on
taille les arbrisseaux au ras du sol. L écorce est récoltée sur les nombreux rejets et mise
a fermenter pendant 24 heures. L’écorce interne peut alors étre séparée de 1’écorce

externe (Encyclopédie des Plantes Médicinales, 2001).
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2.2. Taxonomie :

D’un point de vue étymologique, le nom générique du Cannelier de Ceylan
vient du grec « kinnamdémou » ou « kinnamomon » qui désigne cette Lauracée
aromatique, « Kinein » signifiant enroulé, et « Zeylanicum » désignant son origine de
Ceylan. (tab n°1).

Tableau N°1 - Taxonomie de Cinnamomum zeylanicum
D’apres Presl (1825)

Reégne Plante
Sous-regne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Magnoliidae
Ordre Laurales
Famille Lauraceae
Genre Cinnamomum
Nom binominal Cinnamomum zeylanicum

2.3. Aspect botanique de Cinnamomum zeylanicum :

2.3.1. Description :

Le Cannelier de Ceylan est aussi appelé « Arbre a cannelle », ou nommé par les
anglophones « Cinnamon ». Son nom latin est : Cinnamomum zeylanicum Nees,
synonymes Cinnamomum verum Presl., Cinnamomum aromaticum J.Grah. « L’Arbre a
cannelle » est un arbre au tronc droit de 10 a 15 m, toujours vert, avec une écorce
grisatre en dehors, rougeatre au-dedans (Encyclopédie des Plantes Médicinales, 2001).
Son port est arrondi et dense. Il posséde un feuillage persistant, aromatique, vert brillant
au revers plus clair et glaugue.

Les feuilles sont longues (15 cm) lisses, simples, coriaces, opposées de 10 a 18
cm de large et de 4 a 5 cm de long, ovales a lancéolées, marquées de trois nervures plus

claires. Les jeunes pousses sont rouge vif (Figures n°1).
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Figure N°1 : Feuilles de Cannelier de Ceylan (Cinnamomum zeylanicum)

Tableau N°2 : Les propriétés des feuilles de Cannelier de Ceylan
© Books of Dante — novembre 2014

Cannelier de Ceylan «feuilles»

Partie végétale Utilisée

Feuilles

Couleur jaune ambré
Odeur poivrée, typique du clou de girofle
Rendement 0,4a20,8 %
Densité 1,05

Les fleurs sont blanches a jaune péle et ont une odeur désagréable. Elles sont

groupées en panicules terminales a 1’aisselle des feuilles. La fleur est petite, tubulaire

unisexuée a corolle évasée et a six lobes arrondis et duveteux (Figure N°2).

Figure N°2: Fleurs de Cannelier de Ceylan (Cinnamomum zeylanicum).

Le fruit est une baie charnue enserrée dans une cupule rigide, pyriforme (1,5 — 2

cm), vert foncé virant & maturité au pourpre — rouge marron. Il n’est pourvu que d’une

seule graine (Figure N°3).
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Figure N°3 : Fruit de Cannelier de Ceylan (Cinnamomum zeylanicum).

La croissance du Cannelier de Ceylan est moyenne et I’arbre peut atteindre six a
dix meétres de hauteur. Le sol sablonneux est son terrain de prédilection et le Cannelier
nécessite de la chaleur, de I’humidit¢é pour bien se développer et préfére les
emplacements au soleil ou légérement a I’ombre.

Dans les plantations, les arbres sont taillés tous les deux ans, pour les forcer a
drageonner. Ces drageons sont démasclés. La partie interne de 1’écorce est récupérée
puis séchée, au séchage elle reprend une forme tubulaire. La récolte s’effectue durant la

saison des pluies en mai/juin et octobre/novembre (http://nature.jardin.free.fr).

Les batonnets de Cinnamomum cassia sont facilement différenciables par rapport a
ceux de Cinnamomum zeylanicum car ils sont plus fins, plus sombres et plus ternes.
D’un point de vue du gott, les batonnets de la Cannelle de Chine sont plus piquants,
moins sucrés et 1égerement plus ameres que ceux du Cannelier de Ceylan (Figure N°4)

(http://botanical.com).

Figure N°4 : Batonnets d’écorce de Cannelier de Ceylan (Cinnamomum zeylanicum).
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Tableau N°3 : Les propriétés des écorces de Ceylan.
© Books of Dante — novembre 2014

Cannelier de Ceylan «écorce»
Partie végétale Utilisée Ecorce
Couleur jaune clair & rougeatre
Odeur épicée, chaude, suave, sucrée
Rendement 0,2a0,4%
Densité 1,03

2.3.2. Partie utilisée :

C’est I’écorce intérieure des nouvelles pousses, lorsqu’elles ont la taille d’un
doigt, que I’on exploite tous les deux ans. Les fragments d’écorce, séchés, sont
emboités, pour constituer les petits cylindres vendus dans le commerce (Valnet, 1990).
L’¢écorce interne est utilisée dans diverses préparations. On la distille pour en extraire
I’huile essentielle (Encyclopédie des Plantes Médicinales, 2001).

L’huile de Cannelle (Cinnamomum zeylanicum, Cinnamomum verum) : 60 kg de feuilles
donnent, apres distillation a la vapeur d’eau, 1 kg d’huile essentielle de Cannelle.
150 kg d’écorce séchée donnent, apres distillation a la vapeur d’eau, 1 kg d’huile

essentielle d’écorce de Cannelier.

3. Aspects phytochimiques :
D’aprés (Jean Valnet, 1990) le Cannellier de Ceylan (Cinnamomum zeylanicum) est
tres riche en nombreux composants qu’ils subdivisent en 2 parties :
3.1. Feuilles :
Phénols (eugénol 70-90%, isoeugénol, phénol, 2-vinylphénol)
Esters (acétate d'eugényle 5%, benzoate de benzyle 1-5%, acétate d'eugényle 1-5%..)
Sesquiterpénes (beta-caryophylléne 2-7%, alpha-humuléne 0-2%, alpha-ylangéne 0-
1%)
Alcools phénolés (alcool cinnamique 0-8%, cinnam-alcool, alcool benzylique)
Aldéhydes aromatiques (méthoxycinnamaldéhyde 0-6%, cinnamaldéhyde 0-2%)
Dioxydes (safrol 0-3%)
Cétones : aucune

Furanocoumarines : aucune (Gedane - www.gedane.com).

<
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3.2. Ecorce:
- Aldéhydes aromatiques (cinnamaldéhyde 30-80%, hydroxy-cinnamaldéhyde,
benzaldehyde, cuminaldehyde)
- Phénols (eugénol 1-35%)
- Alcools monoterpéniques (linalol 2-10%, alpha-terpinéol, terpinene-4-ol)
- Sesquiterpenes (beta-caryophylléne 0-6%, alpha-humuléne 0-2%, copaene 0-1%)
- Acides (acide cinnamique 2-3%)
- Pyranocoumarines (coumarine 0-1%)
- Cétones : aucune

- Furanocoumarines : aucune (Secrets et Vertus des Plantes Médicinales, 1985).

4. Aspects pharmacologiques :

Du fait du grand nombre de ses propriétés, la Cannelle est indiquée dans un grand
nombre de pathologies ou de désordres organiques et fonctionnels.

En usage interne, elle est indiquée dans 1’asthénie, les courbatures fébriles, la
grippe, les affections dues au refroidissement et les syncopes. En Inde comme en
Europe, la Cannelle est utilisée pour « réchauffer » ['organisme en cas de
refroidissement, souvent en association avec le gingembre. Elle stimule la circulation,
notamment périphérique (doigts et orteils).

e Mais elle est aussi employée dans les désordres intestinaux de toute sorte comme : les
infections intestinales (choléra), I’atonie gastrique, les digestions lentes, les parasites
intestinaux, les spasmes digestifs, les colites spasmodiques et les diarrhées.
e La plante peut favoriser I’arrivée des reégles. En Inde, elle est utilisée comme
contraceptif aprés 1’accouchement. Elle peut étre indiquée aussi dans les métrorragies, et
les hémoptysies.

Elle était autrefois, trés recommandée en saisons froides aux mélancoliques, aux
insuffisants digestifs, aux vieillards.

En usage externe, la Cannelle est utilisée pour combattre la pédiculose, la gale et
soigner les pigdres de guépe et les morsures de serpent.

Les manicres d’utiliser la Cannelle sont diverses et variées. Il est possible d’utiliser
la Cannelle en usage interne sous différentes formes:

e En infusion d’écorce a la dose de 8 a 15 grammes par litre d’eau.

<
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e En poudre a la dose de 0,50 g a 2 g par jour, en cachets.

e Sous forme d’eau distillée de Cannelle : 10 a 50 g en sirops ou en potions.

e En Teinture au 1/5: 1,50 a 10 g en sirops ou en potions.

e Sous forme de vin chaud sucré avec de la Cannelle, dans les refroidissements,
courbatures fébriles, états grippaux.

e sous forme d’essence : 2 a 3 gouttes, 2 fois par jour, dans du miel (dose moyenne :
0,054 0,30 g).

e Contre la grippe : 0,5 cc toutes les 2 heures

e Contre le choléra : 5 a 10 gouttes toutes les ¥ heures

e En usage externe, la Cannelle peut s’utiliser, associée a d’autres essences, dans les

mélanges pour inhalations (affections des voies respiratoires) (Valnet, 1990).
La cannelle est une source de :

e Manganese : La cannelle moulue est une bonne source de manganese. Le manganese
agit comme cofacteur de plusieurs enzymes qui facilitent une douzaine de différents
processus métaboliques. Il participe également a la prévention des dommages causes

par les radicaux libres.

e Fer: La cannelle moulue est une source de fer pour I’homme seulement, les besoins
de la femme étant supérieurs a ceux de ’homme. Chaque cellule du corps contient du
fer, ce minéral est essentiel au transport de 1’oxygene et a la formation des globules
rouges dans le sang. Il joue aussi un réle dans la fabrication de nouvelles cellules,
d’hormones et de neurotransmetteurs (messagers dans I’influx nerveux). (Santé

Canada. Fichier canadien sur les éléments nutritifs, 2005.)

Tableau N° 4: Les nutriments d’une portion de cannelle

Poids/volume Cannelle moulue, 2 g (5 ml)
Calories 6
Protéines 0,19
Glucides 199
Lipides 01g
Fibres alimentaires 139
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Travaux antérieurs :

Les etudes scientifiques modernes confirment les usages traditionnels de la
cannelle et ses principes actifs et ajoutent d’autres propriétés pharmacologiques: les
extraits aqueux et hydro-alcooliques présentent un effet antidépressif (Emamghoreishi
et Ghasemi, 2011); antiasthmatique par diminution de 1’inflammation pulmonaire
et/ou la réaction allergique (Kandhare et al., 2013); antifongique, antibactérien et
antioxydant (Senhaji et al., 2005; Shan et al., 2005; Singh et al., 2007); effet
antiparasitaire sur les poux humains et leurs ceufs (lentes) (Yang et al., 2005); antiviral
(Zhuang et al., 2009); cytotoxique sur des cellules cancéreuses humaines et provoque
I’arrét de la croissance de cellules leucémiques (Unlu et al., 2010; Sudan et al., 2013;
Schoene et al., 2009); protection des dommages oxydatifs et inflammatoires induits
par les radiations gamma (Azab et al.,, 2011); protecteur gastrique antiulcéreux
(Rafatullah et al., 2011); analgésique (Arzi et al., 2011); anti-arthrite et
antiinflammatoire sans effet ulcérogene (Vetal et al., 2013); le cinnamaldéhyde est un
antidiabétique potentiel par voie orale en agissant comme hypoglycémiant et
hypolipidémiant (Subash Babu et al., 2007); I’extrait aqueux agit aussi comme
antidiabétique (Abd EI. Rahman et al., 2010).

En usage vétérinaire I’huile est antibactérienne contre certains germes
responsables de la mastite (mammite) qui est I’inflammation des glandes mammaires
(Fratini et al., 2014). L’huile extraite par CO2 supercritique prévient le brunissement
enzymatique et par conséquent c’est un bon conservateur des aliments (Marongiu et
al., 2007). De plus I’huile posséde un effet herbicide et protecteur des cultures contre
les insectes et les champignons (Tworkoski, 2002; Dayan et al., 2009) et un effet
insecticide sur les charancons nuisibles des graines en stocks (Viteri Jumbo et al.,
2014).

6. Méthodes d’analyses :
6.1. Etude phytochimique :
6.1.1. Collecte:

Dans 1’objectif de réaliser une étude phytochimique, les quantités des items a

analyser doivent étre importantes. En effet, méme si les molécules responsables des
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activités ont un effet puissant, leur concentration dans 1’extrait brut est le plus souvent
trés faible et 1’élucidation structurale nécessite plusieurs milligrammes de la molécule
active. Photos, herbiers en duplicate, et dessins doivent accompagner la récolte afin de
faciliter I’identification botanique et de pouvoir éventuellement suivre la production des

molécules intéressantes. (Harbone, 1998).
6.1.2. Sechage :

Apreés réduction en fragments de la partie de plante récoltée permettant un séchage
optimal, les items récoltés sont placés sur des étagéres ajourées permettant la circulation
de l’air a ’abri impératif du soleil, des insectes et des rongeurs a une température
inférieure a 35 °C. Les plantes doivent étre retournées pour éviter les moisissures
d’abord plusieurs fois par jour puis au moins tous les jours jusqu’a séchage complet. Un

séchage complémentaire peut étre réalisé dans des étuves ventilées.

6.1.3. Extraction :

Les échantillons séchés sont broyés puis extraits et la solution filtrée correspond a
I’extrait brut. Les solvants d’extraction (méthanol, acétate d’éthyle, eau...) sont choisis
en fonction du type de molécules qu’on souhaite isoler ou du protocole d’extraction
systématique comparative des activités biologiques des différentes parties de plantes
étudiées. Les solutions obtenues sont évaporées a sec sous vide et les extraits bruts sont

stockés a 1’abri de la lumiere et a une température inférieure a 4 °C.
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v Choix des solvants :

Tableau n° 5: Ensemble des solvants nécessaires aux extractions végétales,

chacun en fonction de sa polarité.

Solvants

Caractére
Hydrophile - Hydrophobe

Classe chimique

Solvants polaires

- Eau

- Méthanol

- Ethanol

Solvants moyennement
Polaires :

- Isopropanol

- Aceétonitril

- Dichloromethane
- Chloroforme

- Acetate d’étyle
Solvants apolaires
- Ether éthylique

- Hexane

- Ether de pétrole

Substances tres polaires

- Alcaloides, sels

- Oses et osides

- Heterosides

- Flavonoides Heterosides
- Tanins

- Acides Aminés
Substances moyennement
polaires

- Flavonoides aglucones

- Saponines aglucones

- Alcaloides bases

- Huiles essentielles

- Substances apolaires

- Quinones

- Carotenoides

- Stérols

- Acides gras

- Hydrocarbures

v" Les différentes techniques d’extraction :

« La filtration. Elle date de la préhistoire et permet, par exemple, au travers d’un lit de

sable ou de mousse de rendre une eau boueuse limpide.

* Le pressage. Par exemple, il s'agit d'exercer une pression sur une orange pour obtenir

le jus, ou d'écraser des fleurs pour extraire les aromes comme le faisaient les égyptiens.
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« La décoction. On place la racine ou 1'écorce d’une plante dans de l'eau froide ; le tout
est porté a ébullition et les constituants se dissolvent dans 1’eau. Cette méthode est trés

ancienne.

 L’enfleurage. Les fleurs fragiles (violette ou jasmin)13 sont posees sur des chassis
enduits de graisse animale tres pure et inodore qui absorbe le parfum des fleurs au
contact ; en fin de séchage, les graisses sont imprégnées de substances odorantes que

I’on extrait avec de ’alcool.

 L'infusion. On verse de I'eau bouillante sur les feuilles ou les fleurs finement hachées

puis on les laisse tremper pour dissoudre les principes actifs. Le thé en est un exemple.

« La macération. Une substance séjourne a froid dans un solvant organique pour en

extraire les constituants solubles dans ce solvant.

« Entrainement a la vapeur ou hydro-distillation. Les parfums de la plante (huiles
parfumées ou huiles essentielles) sont entrainés par de la vapeur d'eau. Cette technique

date de I'Egypte ancienne.

» Extraction par Soxhlet :

L’extraction par Soxhlet est une méthode simple permettant de répéter
infiniment le cycle d’extraction avec du solvant frais jusqu'a I’épuisement complet du
solut¢ dans la matiere premiere. L’extraction continue jusqu’a 1’épuisement de la
matiére solide chargée dans la cartouche. La séparation du solvant de 1’extrait est faite a

’aide de ’appareil appelé Rotavap (Voir I’annexe).
7. Essais bio-guidés :

Le principe d’un essai bioguidé est de tester les extraits bruts sur différentes
cibles biologiques (cellules, parasites, bactéries, champignons, virus...) a plusieurs
concentrations afin si possible de déterminer la dose nécessaire inhibant la croissance de
50 % des parasites ou des cellules (dite « Concentration Inhibitrice 50 », CI50). La
comparaison de leur activité a celle de substances de références pour cette cible permet
ainsi de sélectionner les extraits bruts les plus actifs et qui seront soumis a un
fractionnement bio-guide afin de déterminer la ou les molécules responsables de

I’activité biologique.

<
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8. Les métabolites secondaires :

Une des originalités majeures des végetaux réside dans leur capacité a produire

des substances naturelles tres diversifiées (Macheix et al., 2005).
En effet, & coté des métabolites primaires classiques (glucides, protides et lipides), les
végétaux accumulent fréquemment des métabolites dits < secondaires > dont la
fonction physiologique n’est pas toujours évidente mais qui représente une source
importante de molécules utilisables par I’lhnomme dans des domaines aussi différents que
la pharmacologie ou I’agroalimentaire (Herbert, 1989).

On peut classer les métabolites secondaires en plusieurs grands groupes : parmi
ceux ci, les composés phénoliques, les terpénes et stéroides et les composés azotés dont
les alcaloides. Chacune de ces classes renferme une tres grande diversité de composés

qui possedent une trés large gamme d'activités en biologie humaine.

8.1. Composés phénoliques :

Bien qu’étant trés diversifiés, ils ont tous en commun la présence d’un ou de
plusieurs cycles benzéniques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles.
Les composés phénoliques sont une classe constituée de 8000 composés.
IIs constituent un groupe de substances variées et ubiquistes. En font partie les
flavonoides, les tanins les dérivés phénylpropanoides tels que les lignanes, les esters et
amides hydroxybenzoiques, les stilbenes, les coumarines, les acides hydroxybenzoiques,
les xanthones et de nouveaux composés sont identifiés continuellement (Marouf, 2000;
Hopkins, 2003; Georgé et al., 2005).
e Les principales classes de composés phénoliques :

Les composés phénoliques peuvent étre regroupés en de nombreuses classes
(Tableau 06) qui se différencient d’abord par la complexité du squelette de base (allant
d’un simple C6 a des formes trés polymérisées). Ensuite par le degré de modification de
ce squelette (degré d’oxydation, d’hydroxylation et de méthylation, etc.). Enfin par les
liaisons possibles de ces molécules de base avec d’autres molécules (glucides, lipides,
protéines, etc.) (Herbert, 1989; Macheix et al., 2005; Beta et al., 2005). Les formes
phenoliques les plus simples présentent des structures chimiques allant de simple phénol

en C6 aux flavonoides en C15 et a des molécules proches.

<
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Tableau N°6: Les principales classes de composés phénoliques
(Harborne, 1980; Macheix et al., 1990).

Squelette Classe Exemple Origine
Carboné
C6 Phénols simples Catéchol
C6-C1 Acides p-Hydroxybenzoique Epices, fraise
hydroxybenzoiques
C6-C3 Acides Acides cafeique, ferulique Citrus
hydroxycinnamiques Scopolétine, esculétine Citrus
Coumarines
C6-C4 Naphtoquinones Juglone Noix
C6-C2-C6 Stilbénes Resvératrol Vigne
C6-C3-C6 Flavonoides
- Flavonols Kaempférol, quercétine Fruits, 1égumes, fleurs
- Anthocyanes Cyanidine, pélargonidine Fleure,fruit, rouges
- Flavanols Catéchine, épicatéchine Pomme,citrus
- Flavanones Naringénine raisin
Isoflavonoides Déidzéine Soja, pois
(C6-C3)2 Lingnanes Pinorésinol Pin
(C6-C3)n Lignines Bois, noyau des fruits
(C15)n Tannins Raisin rouge, Kaki

> Les phénols :

Les phénols simples sont rares dans la nature (catéchol, phloroglucinol 1...). Les acides
phenols sont des dérivés de I'acide benzoique 2 (composés en C6-C1) tels que l'acide
galliqgue 3 élément constitutif des tanins hydrolysables ou de I'acide cinnamique
(composés en C6-C3) comme l'acide caféique 4 qui sont souvent estérifiés.

L'artichaut (Cynara scolymus L., Asteraceae) ou encore le romarin (Rosmarinus
officinalis L. Lamiaceae) contiennent des esters de l'acide caféique 4. L'acide
chlorogénique 5, ester de I'acide quinique, largement présent dans le regne végétal, et

qui a des propriétés proches de celles des tanins.
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Fig. n°5 : Quelques phénols et acides phénoliques

Ils ont généralement des actions antiseptiques, antibactériennes et
antihelminthiques. Le plus simple est le phénol (antimicrobien) présent dans 1’huile de
thym. Il y a aussi I’acide salicylique (aspirine), on le trouve dans I’écorce du saule blanc
et la reine des prés. Les acides phénoliques ont une action anti-oxydante et protectrice
contre les maladies cardiovasculaires et le cancer. D’autres phénols sont analgésiques,
anti-inflammatoires, hypocholestérolémiants, hypotensifs, anticoagulants,
antiallergéniques, hypotensifs et hépatoprotecteurs (http://www.maplante.com/).

> Les coumarines :

Les coumarines sont des 2H-1-benzopyran-2-ones, lactones des acides ortho-hydroxy-
Z-cinnamiques. Prés d'un millier d'entre elles ont été décrites, et si les plus simples sont
tres largement distribuées dans le monde végétal, les plus complexes sont surtout
décrites chez les Apiaceae et les Rutaceae. Les coumarines sont frégquemment
hydroxylées en position 7 et ces hydroxyles peuvent étre méthylés ou engagés dans une
liaison hétérosidique.

L'esculoside 6, présent dans I'écorce du Marronnier d'Inde, est considéré comme
vasculoprotecteur et veinotonique ; c’est le principe actif de médicaments
antihémorroidaires.

La prénylation du noyau benzénique des coumarines aboutit a la formation de
furano et pyranocoumarines. Elles sont responsables de la phototoxicité (entraine une
sensibilisation lorsqu’elle est exposée a la lumiére ou au rayonnement solaire comme
cedéme, rougeur et une inflammation) de certaines espéeces végetales (Apiaceae ou
Rutaceae), qui se manifeste par une dermite aigué. Le bergaptene 7 est d'ailleurs utilisé

dans le traitement du psoriasis, et certaines coumarines sont aussi utilisées dans les

<
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produits solaires, la coumarine est aussi antimicrobienne, antifongique, anticoagulante et
antispasmodique (http://www.maplante.com/).

OH

N0

HO

Figure N°7 : Acide coumarique
8.2. Les flavonoides :

L’ensemble des flavonoides de structure générale en Cis (Cs-C3-Cs) comprend a
lui seul plusieurs milliers de molécules regroupées en plus de dix classes (Harborne,
1980).

Ces composés existent sous forme d’hétérosides (Heller et al., 1998) dont certains
ont une trés grande importance biologique et technologique: les anthocyanes pigments
rouge ou bleu, les flavones et les flavonols de couleur créme ou jaune clair, les flavanes
dont les produits de condensation sont a I’origine d’un groupe important de tanins et les
isoflavones qui jouent un réle dans la santé humaine (Macheix et al., 2005; Medic-saric
et al., 2004)

Figure N° 8 : Flavonoide

Leur action antioxydante a un effet bénéfique sur le ceeur et la circulation,
fortifiant et réparant les parois des vaisseaux sanguins et accroissant la résistance au
stress. lls sont anti-inflammatoires, hépatoprotecteurs, antitumoraux, antiviraux et
hypotensifs. Les plantes riche en flavonoides comme le kaempférol, la myricitine et la

quercitrine protégent contre les affections cardiovasculaires et traitent les problémes
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vasculaires tels que l’insuffisance veineuse, les ecchymoses, les hémorroides et le

saignement nasal. (http://www.maplante.com/).

8.3. Les anthocyanes:
Le terme <« anthocyanes > a une valeur générale désignant, soit les formes
naturelles glycosyleées, soit les molécules non glycosylées (Macheix, 2005).
Chez les anthocyanes, en plus de la position 3 qui est toujours glycosyleée, il y a aussi

préférentiellement la position 5 qui est aussi glycosylée

K
Ol
HO O 0 A
A
= 0N
OH

Figure N° 9: Anthocyanidines: pélagonidine (R=H)),cyanidine (R=0H)

Les anthocyanes sont caractérisés par leurs propriétés antioxydantes, elles
sont favorables a notre santé et notamment en ce qui concerne le vieillissement
cellulaire : elles améliorent 1’¢élasticité et la densité de la peau. Les anthocyanes évitent
aussi les rougeurs en renforcant la résistance des petits vaisseaux sanguins de
I’épiderme, améliorent la vision nocturne et lacuité visuelle en général

(http://www.espritsante.com/).

8.4. Lestanins:
Il est classique de distinguer deux grands groupes de tanins, différents a la fois par
leur réactivité chimique et par leur composition (Haslam, 1989).

- Les tanins hydrolysables: ce sont des esters de glucose et d’acide gallique
(Guignard, 2000). Ils sont d’abord caractérisés par le fait qu’ils peuvent étre dégradés
par I’hydrolyse chimique (enzymatique). lls libérent alors une partie non phénolique
(souvent du glucose) et une partie phénolique qui peut étre soit de I’acide gallique, soit
un dimere de ce méme acide — I’acide éllagique (Guignard, 2000).

- Les tanins condensés: ce sont des oligoméres ou des polymeéres de flavane-3 ol
dérivés de la (+) catéchine ou de ses nombreux isomeres (Harborne, 1980; Awika &
Rooney, 2004). Ils ont la propriété de coaguler les protéines du derme, d’ou leur

utilisation dans le tannage des peaux (Guignard, 2000).

<
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Figure N°10 : tanin

lIs représentent le plus grand nombre de polyphénols. Elles sont connues pour leurs
propriétés astringentes, antioxydantes et cardiovasculaires.

(http://www.maplante.com/).

8.5. Les saponines :

Les saponines constituent un vaste groupe d'hétérosides tres fréquents chez les
végétaux. lls se caractérisent par des effets tensio-actifs leur conférant la propriété de
former des solutions moussantes lorsqu'ils sont dissous dans l'eau. Ils peuvent étre
classés en deux groupes selon la nature de leur génine qui peut étre stéroidique ou
triterpénique. Les génines stéroidiques posseédent un squelette en C27 et six cycles. Les
saponosides stéroidiques sont rencontrés dans de nombreuses plantes, mais ils sont aussi
caractéristiques des étoiles de mer.

Certains ont servi pendant un temps a la synthése des stéroides (diosgénines des
Dioscorea), ainsi, la sarsapogénine, provenant de 1’hydrolyse du sarsaparilloside, a été
utilisée comme matiére premiere de synthése des stéroides.

Les saponosides jouent un role de défense du végétal contre les pathogénes
microbiens. Les interactions mises en jeu avec les stérols de la membrane ont pour
conséquence des propriétés hémolytiques de certaines molécules. Elles sont toxiques pour
les animaux a sang froid et en particulier pour les poissons et les mollusques. Certaines
drogues a saponosides sont utilisées pour leurs propriétés antitussives (rhizome de la
réglisse), mais aussi anti-oedémateuses (cotyledons de la graine de Marronnier d'Inde) ou
encore analgésiques (Platycodon grandiflorum), Les plantes contenant des saponines
peuvent dissoudre les parois des globules rouges, si bien qu’on ne doit jamais les injecter
dans le sang. Prises oralement, elles sont a peine absorbées a travers un intestin intact et
favorisent la digestion et I’absorption des minéraux tels que le calcium et le silicium.

Certaines comme le marronnier d’Inde, ont une action bénéfique sur les parois des
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vaisseaux sanguins, d’autres ralentissent la coagulation du sang, diminuent la glycémie et
le mauvais cholestérol. Certaines, dont la verge d’or et la préle, sont diurétiques.
D’autres, comme le bouillon-blanc sont expectorantes. Plusieurs, par exemple le ginseng
de Corée et la réglisse, ont des effets hépatoprotecteurs et immunomodulateurs.

(http://www.maplante.com/).

Figure N°11: Saponine

9. Etudes physico-chimiques :

9.1. Extraction liquide-liquide:

L'extraction liquide-liquide est une méthode de purification qui repose sur la
différence d'affinité d'un soluté entre deux phases liquides non miscibles, on utilise
habituellement une phase aqueuse et une phase organique.

On choisit, lorsque cela est possible, un solvant d'extraction dans lequel le soluté
est trés soluble. Les extractions multiples sont plus efficaces que I'extraction simple

pour un méme volume de solvant. (Voir annexe).

9.2. Profil chromatographique :

9.2.1. Chromatographie sur couche mince (CCM) :

La chromatographie est une meéthode physique de séparation dans laquelle les
composés a séparer ; elle est basée sur les différences d’affinité des substances a 1’égard
de deux phases, 1’'une stationnaire ou fixe (usuellement du gel de silice, de I'oxyde

d'aluminium ou de la cellulose) a laquelle on ajoute souvent un pigment fluorescent pour
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permettre une détection des produits a la lumiére ultraviolette a 254 nm ou 366 nm, 1’autre
mobile se déplace dans une direction définie. La CCM est une technique considérée
comme technique trés pratique vu I’économie de solvant et d’échantillons réalisés en
méme temps que I’obtention de plusieurs informations sur la composition chimique des

extraits et les conditions opératoires optimisées (GRIFFITHS, 1958).

On dépose sur la phase fixe une petite quantité du mélange a séparer et on met
cette phase au contact de la phase mobile. La phase mobile migre de bas en haut, par
capillarité, le long de la phase fixe en entrainant les constituants du mélange. C’est le

phénoméne d’¢élution, qui permet la séparation des constituants du mélange a analyser.
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Figure N° 12 : Exemple d’élution en CCM

Chaque constituant migre d’une certaine hauteur, caractéristique de la substance,

que I’on appelle rapport frontal ou rétention frontale (Rf) :

_ Distance entre I’origine (le dépot) et la tache du produit A

Distance entre l'origine(le depét)et le front du solvant B

Chaque tache correspond a un constituant et on 1’identifie par comparaison du Rf avec
un témoin (une méme substance migre a la méme hauteur dans des conditions

opératoires identiques; méme Rf). (http://eduscol.education.fr/).
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9.2.2. Spectrométrie UV-Visible :

La spectroscopie d’absorption dans 1I’UV et le visible est une méthode tres
commune dans les laboratoires. Elle est basée sur la propriété des molécules d’absorber

des radiations lumineuses de longueur d’onde déterminée.

v" UV-visible s'étend environ de 800 a 10 nm.

e Visible: 800 nm (rouge) - 400 nm (indigo)
e proche-UV : 400 nm - 200 nm
e UV-lointain : 200 nm - 10 nm.

10. Technique d’étude de I’activité antimicrobienne :

Les activités antimicrobiennes des plantes aromatiques et médicinales sont
connues depuis l'antiquité. Toutefois, il aura fallu attendre le début du XXe siécle pour
que les scientifigues commencent a s'y intéresser. Ces propriétés sont dues d’apres
(Caillet et al., 2007 ; Bouaoun, 2000) a la fraction des métabolites secondaires

contenue dans les plantes.

Les méthodes utilisées pour évaluer l'activité antimicrobienne in vitro sont
nombreuses et donnent parfois des résultats différents selon les conditions

expérimentales adoptées par chaque manipulateur (Suhr et Nielsen 2003).
10.1. L’antibiogramme :

Un antibiogramme est une méthode d’analyse qui a pour but de déterminer la
concentration minimale d’inhibition (CMI) de la croissance bactérienne face a un ou
plusieurs antibiotiques. Elle peut se faire en milieu liquide (dans une culture
bactérienne liquide) ou en milieu solide(sur une boite de pétri gélosée) en ajoutant une
concentration connue d’antibiotique. La CMI est la concentration ne permettant

aucune croissance bactérienne. (www.futura-science.com).
10.2. Aromatogramme:

L’aromatogramme est une méthode par diffusion en milieu gélosé ou encore

méthode des disques. Le contact se fait par I'intermédiaire du disque de papier sur lequel

<


http://www.futura-sciences.com/magazines/sante/infos/dico/d/biologie-inhibition-762/
http://www.futura-sciences.com/magazines/sante/infos/dico/d/medecine-antibiotique-2992/
http://www.futura-sciences.com/magazines/matiere/infos/dico/d/chimie-liquide-15334/
http://www.futura-sciences.com/magazines/matiere/infos/dico/d/chimie-solide-15332/
http://www.futura-sciences.com/fr/news/t/medecine/d/vers-un-nouvel-antibiotique-a-base-de-miel_24290/
http://www.futura-science.com/

CHAPITRE I : Revue Bibliographique

on dispose une quantité donnée des extraits de plante. Cette méthode a l'avantage de
s'appliquer a un trés grand nombre d'especes bactériennes, et d'avoir été largement
évaluée par 50 ans d'utilisation mondiale (Fauchere et Avril, 2002). L'aromatogramme
se réalise aussi sur un milieu liquide par la méthode des disques (Belaiche, 1979).

10.3. Méthode de dilution :

Les produits a tester peuvent également étre directement mélangées en
concentration connue au milieu de culture, qu'il soit solide ou liquide sans oublier que
les techniques de dilutions exigent une dispersion homogéne. Le milieu est ensuite
inoculé a un taux déterminé de microorganismes et aprés incubation on note la présence
ou l'absence de culture; la lecture peut étre visuelle ou spectrophotométrique car le degré

d'inhibition est en rapport avec la turbidité du milieu (Ferhat, 2004)
10.4. Méthode du puits ou cylindre :

Proposée par Cooper et Woodman en 1946, reprise par Shroder et Messing en
1949, elle mesure une diffusion radiale de métabolites secondaires a partir d'un puits en
donnant une zone d'inhibition claire et facilement mesurable. Elle consiste a découper un
tronc circulaire vertical dans la gélose et d'y verser une solution d'huile essentielle de
concentration connue. L"huile essentiel diffusant radialement crée une zone d'inhibition
circulaire a la surface de la gélose préalablement ensemencée avec la suspension

bactérienne ou fongique. (Bousbia, 2004).

11. Les microorganismes testeés :

11.1. Bactérie Gram (+) :

++ Staphylococcus aureus

Les espéces Staphylococcus aureus sont des cocci @ Gram positif, de forme
sphérique, avec un diametre de 0.8 a 1 um. Elles sont regroupées en diplocoques ou en
petits amas (grappe de raisin). Ce type de bactéries sont immobiles, asporulés,
habituellement sans capsule. De nombreuses souches de Staphylococcus aureus
produisent un pigment jaune doré (Patrick et al., 1988). S. aureus est la cause de

méningite, ostéomyélite et de diarrhée (Steven et al. 2004).

5
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11.2. Bactérie Gram (-) :

+ Escherichia coli :

Escherichia coli est un bacille a gram négatif (Patrick et al ., 1988), de forme non
sporulée, mobile, (Steven et al., 2004). Les bactéries E. coli constituent la majeure
partie de la flore microbienne aérobie du tube digestif de ’homme et de nombreux
animaux. Certaines souches sont capables de déclencher des infections spontanées des
voies digestives ou urinaires ou bien encore des méningites néo-natales. D’autres
souches appartiennent a la flore commensale peuvent étre responsables d’infections
opportunistes variées, surtout chez les sujets aux défenses immunitaires affaiblies
(Patrick et al. 1988).

% Pseudomonas aeruginosa

Les espéces Pseudomonas aeruginosa sont des bacilles a Gram négatif, ces
bactéries fines sont de 1.5 a 3 pum de long et 0.5 a 0.8 pm de large. Elles sont mobile.
P. aeruginosa ne forme ni spores ni sphéroplastes. Elle est responsable de 10 % de
I’ensemble des infections nosocomiales, occupant le 3 sme rang apres E. coli et S. aureus,
mais le 1 errang pour les infections pulmonaires basses et le 3 eme rang pour les infections
urinaires (Richard et Kiredjian., 1995).

% Klebsiella pneumoniae :

Klebsiella pneumoniae agent de pneumopathies aigiies, d’angines et d’otites, parfois
retrouvée dans les infections urinaires nosocomiales (Madigan et Martinko, 2007). Ce
genre causal de la pneumonie bactérienne présente une virulence liée a la capsule de
polysaccharides qui permet a la bactérie d’adhérer aux voies respiratoires et de les
coloniser. La production de la capsule fait aussi obstacle aux défenses de 1’hote en

perturbant la phagocytose (Perry et al., 2004).

% Acinetobacter baumannii :

Acinetobacter baumannii gram négatif, non fermentantes, immobiles, aérobies
strictes, catalase positive et oxydase négative est le plus souvent responsable de
pneumopathies, en particulier chez les patients sous ventilation mécanique. Il peut aussi

étre la cause de bactériémies et plus rarement d’infections de la peau et des tissus mous,

3



CHAPITRE I : Revue Bibliographique

d’infections urinaires, de méningites, d’endocardites, de kératites, et d’endophtalmies.

(Peleget al., 2008).

% Salmonelles :

Les salmonelles sont en général considérées comme pathogenes : fievres
typhoides, gastro-entérites, toxi-infections alimentaires. Les hotes naturels des
salmonelles sont la population humaine, les animaux, les volailles et le bétail, y compris
les oiseaux communs. Les salmonelles peuvent donc étre présentes dans 1’eau des égouts
agricoles et domestiques, les eaux douces, y compris les eaux potables et les nappes
phréatiques, ainsi que 1’eau de mer. (RODIER et al., 2009).

+ Citrobacter freundii :

Les Citrobacter freundii sont wune des variétés de citrobacters,
des bactéries a Gram négatif pathogénes relativement rares. Il s'agit de bactéries
opportunistes qui peuvent provoquer des infections du systeme nerveux central (SNC)
chez les nourrissons, des infections urinaires, d’infections de plaies ou encore de
septicémies, notamment des méningites susceptibles d'entrainer la  formation

d'abces cérebraux. (http://sante-medecine.journaldesfemmes.com/).

% Enterobacter aerogenes :

E. aerogenes est un agent pathogene nosocomial, et des infections sont associées a
l'utilisation accrue d’antibiotiques. Est une bactérie Gram négatif, mobile, asporulée, en
forme de batonnet. Les colonies sont circulaires, surélevees et humides, et leur couleur
varie du beige au blanc cassé. La bactérie dans des sources environnementales présente
une croissance optimale entre 20 °C et 30 °C, et a 18 °C dans un sol stérilisé. (Gupta et
al., 1986; Richard, 1963).

s Proteus :

Les bactéries du genre Proteus sont des bacilles, Gram négatif aérobies
mobiles. Ils mesurent habituellement de 0,3 a 1,0 um de large par 0,6 a 6,0 um de
long 1l s’agit de bactéries uréase positives capables d’essaimage lorsque cultivées en
milieu solide. Elles font partie de la flore gastro-intestinale normale de 1’humain. Ils

causent les infections des voies urinaires (IVU) compliquées. lls sont observes dans
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les voies urinaires hautes et peuvent entrainer des urolithiases (formation de pierres
dans le rein ou la vessie), des cystites et des pyelonéphrites aigués. (Agence de la

santé publique du Canada, 2011 Canada)
11.3. Champignons :

+* Candida albicans :

Cette levure vit a I’état saprophyte dans le tube digestif humain (Agbo-Godeau et
Guedj, 2005). Elle existe sous la forme d’éléments unicellulaires bourgeonnants (Feigin
et Cherry, 2004). L’infection découle habituellement de la prolifération opportuniste du
microorganisme, lorsque la flore normale est détruite par des antibiotiques a large
spectre ou par d’autres facteurs (humidité, pH acide, personnes immunodéprimées)
(Regnault, 2002). Cette levure est responsable de candidoses humaines touchant
principalement les muqueuses, les phanéres et peuvent méme atteindre les organes
internes (Boiron, 1999 ; Pfaller, 2002).

% Rhizopus oryzae :

On le trouve dans le sol, volontiers associé a des végétaux ou des excréments en
décomposition. C’est I’agent le plus fréquent de Mucormycose rhinocérébrale chez le
patient diabétique ou chez les patients d’hématologie trés immunodéprimés. Il est
¢galement responsable d’infections pulmonaires, digestives ou disséminées. Plus
rarement, il peut étre la cause de mucormycoses cutanées chez le grand brulé ou apres
traumatisme chez le patient immunocompétent présentant une plaie souillée par de la

terre. Porte d’entrée généralement respiratoire, parfois cutanée.
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La partie pratique de notre travail, s’est déroulée en trois grandes parties :

1.

Extraction de 1’écorce de Cinnamomum zeylanicum. a 1’aide d’un appareil
d’extraction type Soxhlet, et d’un évaporateur rotatif, répartition du contenu
du percolat dans plusieurs solvants de polarité différente par extraction

liquide-liquide.

Criblage du contenu des différents extraits a 1’aide de la chromatographie
liquide sur couche mince et de révélateurs spécifiques et caractéristiques.
Identification et quantification des différentes familles de métabolites
secondaires par des méthodes de dosage physico-chimique et

spectrophotométrique.

Evaluation a I’aide d’essais bio-guidés de I’activité antimicrobienne in vitro.

1. Matériel d’étude :

1.1. Matériel végétal :

La plante Cinnamomum zeylanicum, qui fait 1’objet de notre étude chimique et

biologique, a été achetée chez I’herboriste sous forme de batonnets d’écorce seche et

identifiée comme étant originaire du Sri Lanka.

1.2. Matériel biologique :

L’activité antimicrobienne du Cinnamomum zeylanicum a été testée sur treize souches

cibles, dont neuf référenciées et quatre de provenance clinigue.

1.

© N o g B~ w N PE

e Bactérie Gram (+) :
Staphylococcus aureus 2S : ATCC 43300

e Bacterie Gram (-) :
Escherichia coli : ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa : ATTC 27853
Pseudomonas aeruginosa : ATTC 2330
Pseudomonas aeruginosa : ATTC 1616
Klebsiella pneumoniae : ATCC 700603
Acinetobacter baumannii : 1625
Salmonelle : souche clinique

Citrobacter freundii : 22

<
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10.

Enterobacter aerogenes : souche clinique
Proteus Sp : souche clinique

e Champignons :
Candida albicans : souche clinique

Rhizopus oryzae : M491890.1

1.3. Matériel de laboratoire :

1. Les milieux nutritifs, ainsi que les milieux de culture spécifiques : «Mueller
Hinton (MH) » pour les bactéries et « Sabouraud» pour les champignons,
proviennent de I’Institut Pasteur Alger.

2. Les disques utilisés pour les tests antimicrobiens, ont été préparés a partir du
papier Wathman 4mm, puis ont été stérilisés a chaleur humide.

3. Tous les solvants et produits chimiques utilisés sont de qualité analytique.

2. Méthode d’étude :

2.1. Extraction :

2.1.1. Broyage :

Dans un mortier et a I’aide d’un pilon 200 mg d’écorce de cannelle de Ceylan ont été

broyés jusqu'a 1’obtention d’une poudre fine.
yes jusq p

-

Figure N° 13: Broyage de la cannelle de Ceylan.

Ensuite, le broyat ainsi obtenu est transféré dans une cartouche de cellulose qui va a

I’intérieur du Soxhlet.
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2.1.2. L’extraction par Soxhlet :

L’extraction par Soxhlet est une méthode simple permettant d’obtenir notre
percolat, qui est le résultat de la répétition de cycles d’extraction ou percolation avec
un solvant, pendant 6 heurs.

L’extraction est continue jusqu’a I’épuisement de la matiere solide chargée

dans la cartouche, nous obtenons ainsi I’extrait brut.

Figure N°14 : Extraction par Soxhlet.

2.1.3. Evaporation :

Pour évaporer rapidement le méthanol utilisé pour I’extraction de la
cannelle, nous avons programmé 1’évaporateur rotatif ‘BUTCHI” a 37 °C sous pression
réduite, nous avons mis I’extrait brute dans un ballon vide et on 1’a placé sur le rotavap,
pendant 20 min jusqu’a évaporation totale du solvant (méthanol) pour obtenir 1’extrait
brut sec (voir annexe). Cette méme évaporation, peut étre obtenue en laissant les
extraits a D’air pendant quelques jours mais elle s’avére trop longue et expose les
produits aux diverses contaminations.

Ensuite, nous avons procédé a la pesée de I’extrait brut afin de calculer le rendement.
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Figure N°15 : Evaporation de I’extrait brut.

2.2. Purification du percolat de Cinnamomum zeylanicum :
2.2.1. Protocole de I’extraction liquide-liquide :

L’extrait méthanolique brut est transféré¢ dans une ampoule a décanter, afin de
lui faire subir une extraction liquide-liquide multiple (voir annexe), une quantité d’eau
distillée 50ml est ajoutée, puis 100 ml de chloroforme, bien agiter le tout en dégazant
de temps en temps, laisser décanter puis récupérer la phase aqueuse et organique
séparément.

Filtration de I’extrait chloroformique (phase organique) dans un Erlen
contenant du sulfate de sodium (Na, So,) pour le séchage Fig 16.

Conserver la phase aqueuse dans I’ampoule a décanter et refaire la méme manipulation
en utilisant tour a tour I’acétate et le butanol comme solvants organiques d’extraction

Fig 17.

Figure N°16: Extraction liquide-liquide
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Matériel végétal broyé 200g

Poudre végétale D—

Extraits réunis

Extraction avec du Méthanol

Evaporation a sec

L’extrait sous forme d’une gomme [25.9¢]

Reprise par 50ml d’eau distillée et

Affrontement avec le chloroforme

Extrait Chloroforme

A 4
Phase aqueuse

Affrontement avec rontement avec le 1.butanol

L’acétate d’éthyle

Extrait

Extrait acétate d’éthyle

1. butanol

Figure N°17: Protocole d’extraction

2.2.2. Criblage chimique par Chromatographie liquide sur couche mince :
La chromatographie liquide sur couche mince de la cannelle a été effectuée,
avec une phase stationnaire solide (gel de silice fixée sur une plaque d’aluminium) et

une phase mobile adéquate (un systeme de solvants Table7).

<
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Une goutte de chaque extrait est déposee sur la plaque de CCM , puis cette
derniére est mise dans une cuve en verre saturée par les vapeurs de I’¢luant, la
migration des molécules par capillarité est arrétée, dés que le solvant atteint le front
que nous avons dessiné au préalable sur la plaque, la plague est alors & nouveau séchée
a I’air et observée a I’ceil nu puis révélée sous lompe UV a 254 et 356 nm et a 1’aide de

produits chimiques.

Tableau N° 7 : Les systémes solvant testés pour 1’élution en CCM

Systeme Hexane (ml) Acétate (ml) Méthanol (ml)
1 7 3 0
2 7 3 3
3 7 3 0.5
4 7 3 1

Figure N°18: Chromatographie sur couche mince des extraits de Cinnamomum

zeylanicum.

2.3 ldentification et quantification des métabolites secondaires dans les extraits

de Cinnamomum zeylanicum :

Dosage des phénols totaux :

La teneur phénolique totale est habituellement  déterminée
colorimétriquement avec le spectrophotometre UV-Vis en utilisant le réactif de Folin-
Ciocalteu. Les propriétés colorimétriques du réactif de Folin-Ciocalteu sont modifiées
lorsqu’il est complexé a certaines molécules. Il réagit avec la fonction —OH des

phénols (Catalano et al, 1999). Ce réactif est formé d’acide phosphomolybdique
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H3PMo0,,0, et d’acide phosphotungstique HsPW1,04 qui est réduits par 1’oxydation des
phénols en oxydes bleus de tungsteneWgO,3 et de molybdéne MogOs3, cette réaction se
traduit par le développement d’une coloration bleue foncée.

Le protocole de ce dosage est le suivant: a 5 ml de Follin-Ciocalteu
(1/10) sont ajoutés 0.4 mg/ml d’extrait de plante (acétate, chloroforme, 1.butanol et
aqueux) et 4 ml Na,CO3 (75mg/ml), bien agiter le tout et laisser incuber 2h a I’abri de

la lumiére.

Avant - apres

Figure N°19 : Dosage des phénols totaux.

Dosage des flavonoides totaux :

La méthode de trichlorure d’aluminium (AICI3) cité par Djeridane et al., 2006

et Boudiaf, 2006, est utilisée pour quantifier les flavonoides dans nos extraits.

Le chlorure d’aluminium (AICI3) forme un complexe trés stable avec les
groupements hydroxydes OH des flavonoides. Ce complexe jaune absorbe la lumiére
visible a une longueur d’onde 430 nm.

Donc, pour ce dosage : a 1 ml de solution méthanoique d’Alclz (2%) sont
ajoutés 0.4 mg/ml de I’extrait (acétate, chloroforme, 1.butanol et aqueux). Bien agiter

et incuber 15min a ’abri de la lumiére.
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Figure N°20: Dosage des flavonoides totaux.

Nos composes ont été caractérisés par spectrophotomeétrie UV-Visible:

L’absorbance de nos extraits a été mesurée en utilisant un spectrophotomeétre de
type JENWAY 6300 en mode balayage. Les mesures sont effectuées dans des cuves
en verre, le balayage de 1’absorbance pour les phénols et les flavonoides se fait entre
400-800 nm.

2.4. L’application biologique :
Nous avons cherché comme premiéere approche biologique, a faire des
investigations sur l’activité antimicrobienne in vitro de nos extraits, en utilisant la

méthode de diffusion des disques sur milieux solides.

24.1. Choix de la technique d’étude de Dactivité antimicrobienne de
Cinnamomum zeylanicum :

Elle a été effectuée selon la méthode de diffusion des disques sur milieu gélosé
(Bijondi, 1993). L’ensemencement des suspensions bactériennes est réalisé par
écouvillonnage en tournant la boite d’environ 60°. Cette méthode permet d’assurer une
distribution uniforme de I’inoculum sur la gélose et de faciliter la diffusion des

molécules actives sur une fine couche de surface (Horicaw, 1999 ; Woo, 2002).

2.4.2. Protocole de I’étude de Dactivité antimicrobienne de Cinnamomum
zeylanicum :
2.4.2.1 Préparation des dilutions :
Nous avons établi pour cette étude une gamme de dilution en partant d’une

concentration de solutions meres qui contiennent respectivement 500 mg d’extrait
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(pour le chloroforme) ,700 mg (pour le 1-butanol) et 800 mg (pour ’acétate), nous
avons ensuite complété le volume a 10 ml avec le DMSO, nous obtenons ainsi la
gamme de dilution suivante : 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64. Nous avons utilisé a
chaque fois uniquement le DMSO comme solvant de dilution.

Figure N°21: La gamme des dilutions pour chaque extrait.

2.4.2.2 Ensemencement des souches microbiennes :

Les tubes de bouillon nutritif du pré enrichissement et qui ont montré un
trouble apparent a 1’ceil nu (suspensions microbiennes ayant une turbidité voisine a 0.5
McFarland (ABS=0.8 a 1)), sont ensemencés au rateau a I’aide de pipettes pasteur a la
surface du milieu gélosé Muller Hinton pour les bactéries et sur gélose Sabouraud pour

les champignons.

2.4.2.3 Application des extraits végétales sur les disques :

Des disques de papier Wattman stériles (5 mm) sont préalablement imprégnés
de 10pul de chaque dilution et sont ensuite déposé stérilement a la surface de la gélose
Muller —Hinton pour les bactéries, et sur la gélose Sabouraud pour les champignons
préalablement ensemencés par les souches microbiennes, un disque imbibé par le
DMSO a été employé en tant que témoin, laisser les disques diffuser quelque temps
puis incuber toutes les boites 24h a 37°C.

Figure N°22: Ensemencement des souches microbiennes sur boites de pétries.
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1. Purification de Cinnamomum zeylanicum :
Les produits utilisés a des fins thérapeutiques doivent étre d’une pureté
immaculée, c’est pour ¢a cela qu’il faut passer préalablement par une étape
d’extraction et de purification.

1.1 Extraction :

1.1.1Broyage :
Effectu¢ a 1’aide d’un mortier et d’un pilon jusqu’a I’obtention d’une poudre
grossiére.
1.1.2. Extraction par Soxhlet :

L’extraction par Soxhlet a été la méthode choisie, basée sur la technique
d’épuisement a chaud de la poudre végétale au contact d’un solvant pendant une
durée de 5 a 6 heures. (Negrette and coll, 1987).

Le principe est le suivant :

- La quantité de poudre épuisée est de 200 mg.

- La drogue séche n’étant pas en contact directe avec la source de chaleur, est mise
dans une cartouche en papier absorbant, le solvant se trouve dans un ballon le tout
monté en colonne en verre sur un chauffe ballon.

-L’épuisement est réalisé en un temps de 6 heures maximum par simple

évaporation.

1.1.3 L’évaporation :

Cette opération fait suite a I’épuisement, elle a été réalisée a I’aide d’un Rota-
vapor.

Ce principe permet d’éliminer par évaporation le solvant en un temps tres
court, environ une demi-heure et avec récupération totale du solvant (méthanol)
pour obtenir 25.9g de gomme huileuse marron, c’est I’extrait brut sec avec un
rendement de 12.95%, ce qui n’est pas négligeable.

Apres 1’évaporation en utilise 20 ml de meéthanol pour la récupération de

I’extrait.
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1.2. Purification du percolat de Cinnamomum zeylanicum:

1.2.1. Extraction Liquide-Liquide multiple :

L’extrait méthanoique brut transvasé dans une ampoule a décanter, est repris
par de I’eau distillée (50 ml) qui solubilise quantitativement les composés phénoliques;
pour avoir les différentes phases (fractions), la phase aqueuse obtenue est soumise a
plusieurs affrontements par divers solvants organiques: chloroforme, acétate d’éthyle,
1.butanol, chaque solvant étant spécifique a une famille de métabolites secondaires, le
chloroforme sépare les flavonoides, 1’acétate d’éthyle sépare les saponines et le
1.butanol sépare les polyphénols. Une décantation suivie d’une filtration (ou plusieurs)
permettent d’éliminer les boues (graisses, résine). Cette épuration facilitera grandement

les épreuves de chromatographie.

Tableau N°8 : Rendement de I’extraction de Cinnamomum zeylanicum

Extraits Rendement

Chloroformique

0.33%

Acétate d’éthyle 0.40%
1. Butanol 2.46%
Aqueux 3.62%

1.2.2 Criblage chimique de Cinnamomum zeylanicum par Chromatographie sur
Couche Mince (CCM) :

Nous avons procédé a un screening chimique par CCM du contenu des phases
issues de ’extraction liquide-liquide, afin d’en identifier et d’en évaluer la richesse en
métabolites secondaires. Apres développement et séchage de la plague CCM, le
chromatogramme est visualisé¢ sous la lampe UV et révélé a 1’aide de produits
chimiques, les composées apparaissent sous forme de spots intenses pour certains de
couleur orange indiquant la présence de flavonoides d’autres ont du étre révéler sous

lumiere UV sous forme de spots sombres.
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Extrait aqueux

Extrait 1. Butanol

Extrait Chloroforme

Extrait Acétate d’¢thyle

Figure N°23: La plague CCM apres développement, avant et aprés visualisation par la
lampe UV pour les différents extraits.

Couleur apres la révélation
Revelateurs Acide Eau

sulfurique/eau
Exrait chloroformique Jaune-orange -

Extrait acétate d’éthyle | Jaune-orange Noir
Extrait 1. Butanol Jaune-orange -
Extrait aqueux - -

e Larichesse des extraits en métabolites secondaires d’apres la CCM :
D’apres la CCM nous avons remarqué que nos extraits contiennent plusieurs
COmMpOsés.
D’apres les spots obtenus :

v" Dans D’extrait chloroforme, nous avons remarqué quatre spots de couleur
jaune-orange apreés révélation chimique, chaque spot désigne un composé
différent de la classe des flavonoides.

v Dans I’extrait acétate d’éthyle, nous avons remarqué deux Spots noirs apres
révélation, chaque spot désigne un composé différent appartenant peut étre
a la classe des saponines.

v Dans I’extrait 1. Butanol, nous avons remarqué un spot orange indiquant la

présence de polyphénols.
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Ceci permet de dire que I’extrait chloroformique est le plus riches en

flavonoides et donc peut étre le plus actif, et que I’extrait aqueux est le plus pauvre

en métabolites secondaires recherchés.

Tableau N°9 : Choix des systemes solvant pour I’élution en CCM

Systeme [Hexane |Acétate  |[Méthanol (Observation

1 7ml 3ml 0 Bonne séparation des composées avec le
chloroforme et 1’acétate d’éthyle

2 7ml 3ml 3ml Bonne séparation pour le 1-butanol

3 7ml 3ml 0.5mi Bonne séparation des composées avec le
chloroforme et 1’acétate d’éthyle

Donc les systemes retenus en vue de ces résultats, sont le systemel pour les extraits

chloroforme et acétate d’éthyle, et le systéme 2 pour I’extrait 1-butanol.

Calcul des rapports frontaux Rf:

Avec : dgpot1= 3.6 cm

solvant = 3.8 cm
Ce qui impligue : Rf; = 3.6/3.8 = 0.94cm

AvVec : dgpor= 3.2cm

Rf, = 3.2/3.8 = 0.84cm

AVec : dgporz=3Cm

Rf;= 3/3.8 =0.79cm
AvVeC : dgpota=2.2CM

Rfy= 2.2/3.8 =0.57cm

Pour ’extrait acétate :

Rf= dspot/dsolvant1

Avec : dspot1 =3.4cm
Rf; =3.4/3.8 =0.89 cm

Avec : dspot2 = 2.9 cm

Pour I’extrait chloroforme :

Rf= dspot/ Osolvant
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Rf, =2.9/3.8=0.76 cm

e Pour I’extrait 1-butanol :

Avec : dsoant2 = 4.5cm
dSPOT =4.3cm
Rf =4.3/4.5=0.95 cm

On peut conclure que les spots d’un méme extrait ayant une différence de
RF>0,2 peuvent étre facilement séparés par chromatographie sur colonne en utilisant
la phase mobile adéquate ( Still et all., 1978).

2. Analyse qualitative et quantitative du percolat de Cinnamomum zeylanicum:
2.1 Analyse par la Spectrophotométrie UV-Vis :

La caractérisation par spectroscopic UV s’est faite par un balayage sur une
gamme d’absorption entre 400nm et 800nm avec un pic d’absorption caractéristique
maximale pour les flavonoides a environ 430 nm et pour les polyphénols a environ 765
nm. Cette méthode est aussi bien qualitative que quantitative, en nous donnant des pics a
des longueurs d’ondes caractéristiques ou absorbent les groupements fonctionnels

appartenant a nos composés mais aussi leurs concentrations calculées a partir de la loi de
Beer-Lambert.

e Dosage des polyphénols totaux :
Aprés une incubation de 2h, nous avons observé le développement d’une
coloration bleu- verdatre dans les quatre tubes plus ou moins intense selon la

concentration de 1’extrait en polyphénols.

Avant apres

Figure N°24 : Dosage des polyphénols

E


http://pubs.acs.org/author/Still%2C+W.+Clark
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« La lecture des résultats du dosage par le spectrophotomeétre UV-Vis:

Chloroforme

Acétate d’éthyle

1.butanol

Figure N°25 : Analyse des polyphénols totaux par spectrophotométrie UV-Vis

Longueur d’onde (nm) Absorbance
Extrait chloroforme - -
Extrait Acétate d’éthyle 765 2.1
Extrait 1. Butanol 765 0.66
Extrait aqueux - -

e Discussion de Dosage des polyphénols totaux :

Les résultats du dosage montrent la présence des polyphénols, dans deux de

nos extraits I’acétate d’éthyle et en moindre quantité dans le 1. Butanol I’absorbance

étant proportionnelle a la concentration.
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Figure N°26 : Droite d’étalonnage de 1’acide gallique (moyenne + SD de deux essais).

E
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Tableau N° 10 : La concentration des polyphénols totaux dans les trois extraits

exprimée en acide gallique (pug/ml).

Extrait Absorbance a 765nm | Concentration exprimée en acide
gallique. (ug/ml)
Acétate d’éthyle 2.1 300
1. butanol 0.66 28

e Dosage des flavonoides :
Apres une incubation de 15 min, nous avons observé une accentuation de la
couleur du jaune vers 1’orange plus prononcée dans 1’extrait chloroforme que dans les

autres, I’extrait aqueux étant toujours le plus pauvre avec une coloration trés dissipée.

v

- % vl '> y
— el e e
—l 2 :

Avant apres

Figure N°27: Dosage des flavonoides

0,

+« La lecture par le spectrophotométre UV-Vis :

5500

Chloroforme Acétate d’éthyle 1.butanol
Figure N°28: Analyse des flavonoides par spectrophotométrie UV-Vis.

Longueur d’onde (nm) Absorbance
Extrait Chloroforme 400 3.0
Extrait Acétate d’éthyle 450 1
Extrait 1. butanol 430 0.4
Extrait aqueux - -

E
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e Discussion du Dosage des flavonoides :

2
18 y = 0,0348x + 0,4944
€16 R2=0,993 _*
c ’
8 1’4 /
<
iy 172
g 1
8 0,6 -
204
0,2
0
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Concentrations (pug/ml)

Figure N°29 : Droite d’étalonnage de la quercétine (moyenne + SD de deux essais)

Tableau N° 11: La concentration des flavonoides exprimée en quercétine (ug/ml).

Extrait Absorbance Concentration exprimée en quercétine
(Hg/ml)
Chloroforme 3.0 50
Acétate d’éthyle 1 15
1. butanol 0.4 2,5
Aqueux - -

Les résultats de 1’analyse qualitative et quantitatives par spéctrophotométrie
UV-Vis viennent conforter ceux déja obtenu par les tests préliminaires sur CCM a
savoir que I’extrait chloroformique était le plus riche en flavonoides, que les extraits
acétate d’éthyle et 1-butanol sont les plus riches en polyphénols totaux et que 1’extrait
aqueux était le plus pauvre en métabolites secondaires recherchés, ¢’est pour cela que

nous avons décidé de ne pas le soumettre a I’évaluation de 1’activité antimicrobienne.

3. Evaluation de I’activée antimicrobienne de Cinnamomum zeylanicum :

La zone d’inhibition d’un bon agent antimicrobien differe selon les références
bibliographiques. D’aprés Pereira et ses collaborateurs (2006) celle-ci doit étre égale
ou supérieur a 10mm ; pour Vireira et ses collaborateurs (2001) elle est de 15 mm
alors que pour Seokwon kim et ses collaborateurs elle est supérieur a 6mm .

En ce qui concerne nos resultats, ils varient de 5 mm a 90 mm (I’activité
antimicrobienne a été déterminée a 1’aide d’une régle mesurant le diametre de la zone

d’inhibition (mm)).
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Pour DPextrait chloroforme: nous n’avons observé aucune activité
antimicrobienne, contre les bactéries Gram (-) Salmonelle, Proteus
SP, Pseudomonas aeruginosa 3, et le champignon Rhizopus oryzae. Les résultats
positifs pour le restant des souches testées, sont présentés dans le tableau
suivant :

- Tableau N°12 : L’activité antimicrobienne de 1’extrait chloroforme de

Cinnamomum zeylanicum

Dilution Diamétre des zones d’inhibition de croissance des cultures
microbiennes en mm
Les souch SM(@) | 1/2 Ya 1/8 1/16 1/32 1/64

testées
Candida 23 23 23 21 14 8 8
Albican
Entirobactere 10 8 10 10 9 9 11
Staphylococcus | 13 13 10 9 10 10 10
aureus 25
Citrobactére 18 18 18 18 18 10 10
Freudir
E.Coli 90 mm 15 15 15 10
Acinetobactére 28 28 11 10 10 / /
Kleb 18 11 10 10 10 10 10
pneumoniae
Pseudomonas 18 15 12 11 10 10 10
aeruginosa 1
Pseudomonas 24 13 11 12 12 10 10
aeruginosa 2

e Le témoin n’a aucune activité antimicrobienne vis-a-vis de toutes les souches

testées.

<
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[ Bactérie Gram (+) }

Fiaure N° 30: Effet de I’E.Ch sur Staphvlococcus aureus

[ Bactérie Gram (- )

Figure N° 31: Effet de I’E.Ch sur Klebsiella pneumoniae  Figure N°32 : Effet de I’E.Ch sur Pseudomonas aeruginosa

Figure N°33 : Effet de I’E.Ch sur Citrobacter freundii ~ Figure N° 34: Effet de I’E.Ch sur Escherichia coli ‘

E
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Figure N°35: Effet de 1’E.Ch sur Enterobacter aerogenes Figure N°36: Effet de I’ E.Ch sur Acinetobacte rbaumannii

Figure N°37 : Effet de I’E.Ch sur Pseudomonas aeruginosa.l

Discussion :

Nous remarquons une activité modérée pour les quatre premiéres souches :
Candida Albican, Entirobactére, Staphylococcus aureus 2S, Citrobactere Freudii, avec
un diametre d’inhibition variant de 7 a 23 mm, une activité plus notable pour les cinq
derniéeres :  Acinetobactere, Kleb pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa 1,
Pseudomonas aeruginosa 2 avec une zone d’inhibition allant de 10 a 28 mm, et une
activité tres prononcée contre E.coli avec un diamétre d’inhibition record de 90mm
pour les trois premiéres dilutions.

En comparant les résultats obtenus avec quelques références bibliographiques
sur  les mémes souches microbiennes:

v" Pour M. Hoferl et all. (2009), la zone d’inhibition de Candida albicans est de

27 mm, et dans notre étude la zone d’inhibition maximale est de 23mm.

E
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v Toujours en comparaison avec M. Hoferl et all. (2009), la zone d'inhibition
de Staphylococcus aureus est de 16mm et dans notre cas la zone maximale
d’inhibition est de 13mm.

v En comparant les résultats obtenus pour la zone d'inhibition d’Escherichia
coli avec ceux obtenus par F. Edet (2004), nous avons obtenu 90 mm contre

30 mm pour la référence.

v La zone d'inhibition de Klebsiella pneumoniae est de 14 mm pour M.
Hoferl et all. (2009), et dans notre étude elle est de 18 mm,

v" Enfin, pour F. Edet (2004), la zone d'inhibition de Pseudomonas est de

22mm, nous 1’avons trouvé pour 24 mm.

Nous remarquons qu’il n’y a pas une grande différence entre nos résultats et
ceux relevés dans la littérature, seulement en ce qui concerne E.Coli cela peut
s’expliquer par le fait que les trois premicres dilutions se sont rejointes ne formant
qu’une seule grande zone d’inhibition, ce qui rend difficile la mesure et I’attribution

des zones.

- Pour Dextrait acétate d’éthyle : nous n’avons observé aucune activité
antimicrobienne, contre les bactéries Gram (-) Salmonelle, Acinetobacter
baumannii, E.coli, Pseudomonas aeruginosa, la bactérie Gram(+)
Staphylococcus aureus 2S, et le champignon Rhizopus oryzae. Les résultats
positifs pour le restant des souches testées, sont illustrés dans le tableau

suivant :
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Tableau N°13 : L activité antimicrobienne de 1’extrait acétate d’éthyle de

Cinnamomum zeylanicum.

Dilution Diameétre des zones d’inhibition de croissance des cultures
microbiennes en mm
Les souches SM (1) Yo 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64

testées
Candida albicans 18 10 10 11 8 11 9
Entérobactérie 15 15 12 11 11 8 6
aérogenes
Proteus 10 10 11 9 7 8 /
Citrobacter 22 9 10 10 9 10 10
freundii
Klebsiella 24 20 19 20 18 19 10
pneumoniae
Pseudomonas 20 12 8 10 9 10 8
aeruginosa .1
Pseudomonas 16 15 10 11 10 11 10
aeruginosa .2

e Le témoin n’a aucune activité antimicrobienne vis-a-Vvis de toutes les souches

testées.

[ Bactéries Gram (-) }

Figure N° 38: Effet de I’E.A .E sur Enterobacter aerogenes  Figure N°39 : Effet de I’E.A .E sur Proteus ‘

E
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Figure N° 40: Effet de I’E.A .E sur Kleb pneumoniae Figure N°41: Effet de 1’E.A .E sur Pseudomonas aeruginosa2

Figure N° 42: Effet de I’E.A .E sur Citrobacter freundii Figure N° 43: Effet de I’E.A .E sur Pseudomonas aeruginosa2

[ Champignon ]

Figure N°44 : Effet de I’E.A .E sur Candida albicans ‘
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Discussion :

Une activité homogene et modérée est a noter pour les trois premiéres
souches : Candida Albican, Entirobactére et Proteus, avec des diamétres d’inhibition
variant de 6 a 18 mm, une activité plus importante pour le restant des souches testées :

Citrobacter freundii, Kleb pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa 1,
Pseudomonas aeruginosa 2 avec une zone d’inhibition allant de 8 a 24 mm.

En comparant les résultats obtenus avec les précédentes références
bibliographiques pour le méme extrait :

v Pour M. Hoferl et all. (2009), la zone d’inhibition de Candida albicans est de

27 mm, et dans notre étude la zone d’inhibition maximale est de 18mm.

v Proteus Sp : le diametre maximal de la zone d’inhibition est de 10mm pour
M. Hoferl et all. (2009) est de 12 mm dans notre étude.

v Pour Klebsiella pneumoniae : le diametre de la zone d’inhibition selon M.

Hoferl et all. (2009) est de 14mm, alors qu’il apparait a 24 mm dans nos essais.

v'Alors que pour Pseudomonas aeruginosa: le diamétre maximal de la zone
d’inhibition est a 22mm pour F. Edet (2004), pas tres loin du notre qui est a 20
mm.

Nous remarquons une homogénéité des résultats obtenus avec ceux de la
littérature.

- Pour P’extrait 1-butanol : nous n’avons observé aucune activité
antimicrobienne, vis-a-vis des bactéries Gram (-) Salmonelle, Acinetobacter
baumannii, E.coli, Pseudomonas aeruginosa 3, les bactéries Gram(+)
Staphylococcus aureus 2S, et le champignon Rhizopus oryzae. Les résultats

positifs pour le restant des souches testées, sont illustrés dans le tableau
suivant :

S
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Tableau N°14: L’activité antimicrobienne de I’extrait 1-butanol de Cinnamomum

zeylanicum
ilutions  Diamétre des zones d’inhibition de croissance des cultures microbiennes
en mm
Les souche SM 112 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64
testées
Enterobacter 18 18 8 8 8 7 8
aerogenes
Proteus SP 19 19 10 7 8 7 /
Citrobacter 13 13 10 12 12 11 /
freundii
Klebsiella 13 11 10 12 9 9 8
pneumoniae
Pseudomonas | 25 23 23 22 22 15 10
aeruginosa 1
Pseudomonas 9 9 8 8 8 7 7
aeruginosa2
Candida 12 11 10 9 10 8 8
albicans

e Le témoin n’a aucune activité antimicrobienne vis-a-Vvis de toutes les souches

testées.

[ Bactéries Gram (-) ]

Figure N° 45: Effet de I’E.B sur Proteus SP  Figure N°46 : Effet de I’E.B Pseudomonas aeruginosal
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Figure N°47: Effet de 1’E.B sur Citrobacter freundii  Figure N°48 : Effet de 1’E.B sur Enterobacter aerogenes

Figure N° 49: Effet de I’E.B sur Kleb pneumoniae Figure N° 50: Effet de 1’E.B sur Pseudomonas aeruginosa2

[ Champignons ]

Figure N°51: Effet de I’E.B sur Candida albicans ‘




CHAPITRE Il : Résultats et Discussion

Discussion :
L’activité antibactérienne est sensiblement la meme pour toute les souches
téstées avec des diamétres d’inibition entre 7mm et 13mm, une activité plus importante
contre Pseudomonas aeruginosal avec une zone d’inhibition allant de 10 a 25 mm.

En comparant les résultats obtenus avec les précédentes références
bibliographiques pour le méme extrait :

Pour M. Hoferl et all. (2009), la zone d’inhibition de Candida albicans est de 27 mm,
et dans notre étude la zone d’inhibition maximale est de 13mm.

Selon les mémes auteurs M. Hoferl et all. (2009), pour Proteus la zone d'inhibition

est del0mm, la zone maximale dans notre étude est de 19 mm.

Pour Klebsiella pneumoniae la zone d'inhibition est del4mm selon M. Hoferl et all.

(2009). Elle apparait pour nous a 15 mm.

Selon F. Edet (2004) pour Pseudomonas la zone d'inhibition est de 22mm. Nous

trouvons la zone maximale a 25 mm.

Les écarts que nous avons pu noter par rapport a la bibliographie peuvent
étre expliqué par le fait que I’extrait testé est pauvre en métabolites secondaires

responsable de 1’inhibition microbienne et inversement.

4. L’antibiogramme :

e Les résultats obtenus pour I’antibiogramme des antibiotiques : Gentamicine
(10pg /disque), Cefotaxime (30pg/disque), Amoxicillin
(20/10pg/disque), Spiromycine (100pg/disque),  Nalidixique
(30ug/disque) et Imipenéme (10pg/disque),.testés sur quelques unes de

nos souches microbiennes.




Tableau N° 15: Les résultats de 1’antibiogramme

CHAPITRE Il : Résultats et Discussion

Antibiotique IPM NA Sr CN CTX AMC

Souches
testees Diameétre de la zone d’inhibition (cm)
Gram+ Staphylococcus 6 2.2 0 - - -

aureus

E.coli 6 42 - 3.8 3 0

Gram-

Klebsiella 4.5 2.8 - 1.8 0 0

pneumoniae

Pseudomonas 3.3 0 - 2.4 0 0

aeruginosa

Proteus 5 0 - 3.15 2.6 0

Le témoin n’a aucune activité antimicrobienne vis-a-Vvis de toutes les souches

testées.

Discussion :

des concentrations des disques d’antibiotiques, le pouvoir inhibiteur de nos

En vue des résultats obtenus pour 1’antibiogramme et tenant compte

extraits vis-a-vis de quelques souches est tout a fait comparable a celui

d’antibiotique puissant tel que I’IPM et a des concentrations proches ce qui est

tres encouragent pour développer de potentiels candidats médicaments.
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Conclusion Générale

Au cours de ce travail, nous avons pu étudier chimiquement et biologiquement une plante
usuellement utilisée comme condiment dans la cuisine algérienne, afin de mettre en exergue
ses vétues médicinales déja reconnues dans d’autres pharmacopées de par le monde et qui est
la cannelle de Ceylan (Cinnamomum zeylanicum).

Nous avons en premier lieu procédé a une extraction solide-liquide de notre
plante médicinale par percolation, ensuite nous I’avons purifié par extraction liquide-
liquide multiple en utilisant des solvants de polarité croissante pour en extraire tous les
métabolites secondaires, nous avons également procédé a un criblage chimique des
différents extraits obtenus, par chromatographie sur couche mince CCM, et
spectrophotométrie UV-Vis pour I’identification et la quantification des différentes

familles de composés dans nos extraits, et ce afin d’en évaluer la richesse.

Enfin, 1’évaluation du potentiel antibactérien et antifongique de cotre
plante, en utilisant la technique de diffusion des disques sur milieu gélosé, montre
une excellente activité de Cinnamomum zeylanicum contre une souche bactérienne
Gram (+) : Staphylococcus aureus, sept souches bactériennes Gram (-) : Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Citrobacter freundii, Enterobacter aerogenes, ProteusSp, et un Champignon:

Candida albicans.

Ceci ouvre les perspectives a d’autres recherches, la premicre étant le
fractionnement bioguidé de I’extrait le plus actif contre les souches étudiées afin
d’identifier la/les molécule(s) active(s) responsable(s) de cet effet thérapeutique,
I’isoler et lui faire subir d’autres transformations qui la rendront peut étre plus efficace
et ouvrir ainsi la porte a d’autres analogues synthétiques comme candidats

médicaments.
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Annexe

Matériel de laboratoire :

1. Soxhlet :

L’extraction de notre produit a été réalisée a 1’aide d’un Soxhlet NS 45/40 PRECISO
WITEG GERMANY 100ML.

Le schéma d’un appareil Soxhlet est représenté sur la figure 7 est composé d'un corps
en verre, dans lequel est placé une cartouche poreuse en papier-filtre épais (une
matiere pénétrable pour le solvant), d'un tube siphon et d'un tube de distillation. Dans
le montage, I'extracteur est placé sur un ballon contenant le solvant d'extraction. Le
ballon est chauffé afin de pouvoir faire bouillir son contenu. La cartouche contenant le
solide a extraire est insérée dans I'extracteur, au dessus duquel est placé un réfrigérant
servant a liquéfier les vapeurs du solvant. Ainsi le solvant dans le ballon s'enrichit

progressivement en composants solubles.

Figure N°54: Soxhlet NS 45/40 Figure n°55: Schéma de 1’extracteur Soxhlet

PRECISO WITEG GERMANY 100ML
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2. Le rot-vapor:

L’évaporation des différents solvants a été effectuée a 1’aide du rotavapor BUTCHI de

type R 11.

Il est composé de plusieurs parties :

. un réfrigérant en spirale, équipé d'une prise de vide et d'un robinet pour casser
le vide,

. un ballon de recette pour le distillat, situé dans la partie basse du réfrigérant,

. un moteur, qui assure la rotation du ballon évaporateur (en forme de poire),

par l'intermédiaire d'un tube rotatif d'admission des vapeurs. Le ballon évaporateur
contient la solution dont on doit chasser le/les solvant(s),
. un bain marie, chargé de chauffer le ballon évaporateur (car I'évaporation est

un processus endothermique).

Figure N°56: Rotavapor BUTCHI de type R 11

3. L’extraction liquide-liquide
L'extraction liquide-liquide est une méthode de purification qui repose sur la
différence d'affinité d'un soluté entre deux phases liquides non miscibles, on utilise

habituellement une phase aqueuse et une phase organique.

e Principe :




Annexe

On utilise pour cela des ampoules a décanter. On choisit une ampoule de volume
tel que les phases liquides occupent au maximum la moitié de I'ampoule.
1) On introduit la solution a extraire et le solvant d'extraction dans I'ampoule
2) Apres avoir bouché I'ampoule, on la tient retournée, a deux mains, et on agite
énergiquement, pour extraire le soluté de fagon optimale. Il faut prendre soin de
dégazer entre chaque agitation pour éviter une surpression dans I'ampoule.
3) Il faut deboucher I'ampoule lorsqu'on la repose sur son support, toujours pour eviter
une surpression. On doit ensuite laisser décanter les phases.
4) On récupere ensuite les deux phases séparément : la phase aqueuse est en générale
plus dense que les phases organiques. On recommence I'extraction de la phase aqueuse
avec une nouvelle fraction de phase organique. Une fois I'extraction terminée, on réunit

toutes les phases organiques pour le séchage.

1) Ajouter le solvant d'extraction 4 la solution & extraire, puis boucher I'ampoule  2) Agiter énergiquement
et dégazer régulierement

/f\\/

3) Laisser décanter, ampoule débouchée 4) Racuparer les deux phases

phase phase phase
agueuse organigue agueuse

Figure n°57 : Protocole d'extraction liquide-liquide a I'ampoule a décanter
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4. La Lampe UV:

La visualisation de la plaque CCM, a été réalisée a I’aide d’une lampe UV de type
UVSL-58.

Figure N°58: la lampe UV de type UVSL-58.

5. Le spectrophotometre :
L’analyse par spectrophotométrie d’absorption UV-Vis, a été réalisée au
laboratoire d’enzymologie a 1’aide d’un spectrophotomeétre UV, JENWAY
6300 BIOCHIMIE (RDC).

v PRINCIPE :

Soit une lumiere monochromatique traversant une solution absorbante de

concentration C contenue dans une cuve d’épaisseur .

Une partie de ce rayonnement sera absorbée par I’échantillon et une partie
sera transmise. Bouguer, Lambert et Beer ont étudié les relations qui existent entre 10
et | : l'intensité d'une lumiére monochromatique traversant un milieu ou elle est
absorbée décroit de facon exponentielle : 1= 10e™°

* 10 est l'intensité de la lumiére incidente

* | est l'intensité apres passage a travers la cuve contenant la solution (intensité
transmise)
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* | est la distance traversée par la lumiére (épaisseur de la cuve) (en cm)
* C est la concentration des especes absorbantes

* k est une constante caractéristique de 1’échantillon.

Cette équation peut se réécrire log (Io/I) =kIC/2.3 =¢1C.

* log (10/1) est appelé absorbance (A)

*1/10 =T est la transmission

* ¢ est le coefficient d'extinction molaire ; c’est une caractéristique de la substance

étudiée a une longueur d'onde donnée. Si C est la molarité, € est en L.mol-1 .cm -1.
On obtient alors la relation connue sous le nom de loi de Beer-Lambert :
A=-logT=¢lC

(F.GUEDIRA Module 14/ Cours de Spectroscopie/ Chapitre 111)

Figure N°59: le spectrophotomeétre UV, JENWAY 6300 BIOCHIMIE
(RDC).
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6. L’étuve :

L’incubation des souches a été réalisée au laboratoire de biotechnologie
végétale al’aide d’une étuve MEMMERT.

Figure N°60 : I’étuve MEMMERT.




Abstract

The development of bio-guided trials on medicinal plants therapeutic target
has evolved in recent years, through pharmacology who is interested in discovering
new molecule expressing a therapeutic activity and development of useful drugs.

The main of this work, is the study of a plant Cinnamomum zeylanicum on
both chemical and biological plan, which revealed its richness in secondary
metabolites. Therefore, we perform Identification and quantification analysis in order
to subject them to bio guided tests for the evaluation of their antimicrobial potential. To
achieve our objective, we used qualitative and quantitative methods: the thin layer
chromatography (TLC), ultra violet spectroscopy (UV) which confirmed the
components of our different extracts. The antimicrobial effect of our medicinal plant
was evaluated by disk diffusion method on Mueller-Hinton agar medium for 10 Gram
(-) bacteria (Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa: ATCC 27853,
Pseudomonas aeruginosa: ATTC 2330 Pseudomonas aeruginosa: ATT1616,
Klebsiella pneumoniae: ATCC 700603, Acinetobacter baumannii: 1625 Salmonella:
clinical strain, Citrobacter freundii: 22, Enterobacter aerogenes: clinical strain,
Proteus Sp: clinical strain), Gram bacteria (+): ( Staphylococcus aureus 2S: ATCC
43300), and on Sabouraud agar for two Mushrooms (albicans candida: clinical strain,
Rhizopus oryzae: M491890.1) .

This confirms literary results and open large perspectives on bioguided
fractioning of actives extracts to identify molecules responsible of therapeutic effect.
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Résumé :

L’¢élaboration des essais bio-guidés sur les plantes médicinales a connu un essor
considérable ces derniéres années, grace a la pharmacologie qui s’intéresse a la découverte
de nouvelles molécules exprimant une activité thérapeutique et leur développement en
médicaments utiles.

Le but de ce travail, est I'étude de notre plante médicinale Cinnamomum
zeylanicum aussi bien sur le plan chimique que biologique, qui ont révélé sa richesse en
métabolites secondaires, c’est pour cela que nous avons procédé a leur identification ainsi
que leur quantification afin de les soumettre a des essais bio-guidés, afin d’évaluer leur
potentiel antimicrobien. Pour atteindre notre objectif, nous avons utilisé des méthodes
d’analyses qualitatives et quantitatives : la chromatographie sur couche mince (CCM), et la
spectrophotométrie ultra-violet/visible (UV-Vis), I’effet antimicrobien de notre plante
médicinale a été evalué par la méthode de diffusion des disques sur milieu gélosé Mueller-
Hinton, pour 10 bactéries Gram (-) :(Escherichia coli : ATCC 25922 , Pseudomonas
aeruginosa : ATTC 27853, Pseudomonas aeruginosa :ATTC 2330, Pseudomonas
aeruginosa : ATT1616, Klebsiella pneumoniae : ATCC 700603, Acinetobacter baumannii :
1625, Salmonelle : souche clinique, Citrobacter freundii : 22, Enterobacter aerogenes :
souche clinique , Proteus Sp : souche clinique), une bactérie Gram (+) : (Staphylococcus
aureus 2S : ATCC 43300), et sur gélose Sabouraud pour deux Champignons : (Candida
albicans : souche clinique, Rhizopus oryzae : M491890.1) .

Ceci confirme des résultats déja établies et ouvre les perspectives a un
fractionnement bio-guidé des extraits actifs afin d’identifier les molécules responsables de
I’effet thérapeutique.
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