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Introduction Générale

Les plantes medicinales ont toujours eu une place importante dans I'arsenal
thérapeutique de I'hnumanité. Selon I'Organisation mondiale de la Santé (OMS), environ 65 a
80% de la population mondiale dans les pays en développement manque d'acces a la
médecine moderne a cause de la pauvreté et dépendent essentiellement des plantes
médicinales traditionnelles pour leurs soins de santé primaire. Malgré les avancées
significatives en chimie organique de synthése au cours du vingtiéme siecle, plus de 25 % des
médicaments prescrits dans les pays industrialisés trouvent leurs origines, qu'elles soient

immediates ou derivees, dans les plantes. (Newman et al., 2000 ; Calixto, 2005).

Les constituants bioactifs essentiels des plantes médicinales incluent les alcaloides, les
tanins, les flavonoides, les anthraquinones et les composés phénoliques. Ces substances jouent
un réle crucial dans les propriétés thérapeutiques des plantes et sont largement étudiées pour

leurs effets bénéfiques sur la santé humaine. (Liu et al., 2011).

Dans ce contexte,le présent travail vise & la valorisation phytochimique de la plante
Asphodelus microcarpus Salzm. et Viv. appartenant a la famille des Asphodelaceae rencontré
au niveau du bassin méditerranéen notamment en Algérie, pour ce faire ce travail vise a faire
un screening de différents métabolites secondaires et a déterminer ses propriétés

antibactériennes.
Pour cela, nous avons structuré notre travail comme suit :

La premiere partie a été consacrée a des géneralités et données bibliographiques. Le
premier chapitre abordera une description portant sur I'étude bibliographique de I'espéce
Asphodelus microcarpus Salzm. et Viv. (Asphodelaceae). Le deuxieéme chapitre sera consacré
aux meétabolites secondaires et leurs roles biologiques. Cependant Le troisieme chapitre

comprend des généralités sur I’activité antibactérienne

Quant a La deuxieme partie, elle comprend la partie pratique de nos travaux repartie
entre la partie matériel et méthodes et la présentation et la discussion des résultats de 1’étude

phytochimique et antibactérienne de la plante en considération.
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Chapitre 01 :

Description de la

plante




I-Nomenclature

Le terme "Asphodelus” provient du mot grec "Asphodelos™ qui signifie le fer de lance

ou une pique son nom précis Microcarpus désigne les fruits a petites tailles.

Nom commun : Asphodele désigné par les anglophones ‘Branched Asphodel’

Nom latin : Asphodelus microcarpus

Famille : Asphodelaceae (Alain et al.,2010)

Synonyme : Asphodelus ramosus L

Nom vernaculaire : berwag, Tgri, Tmegri, bliluz, abliluz (Natacha, 2006 ; Hosni et
al.,2020).

I1- Distribution géographique

Cette espece se développe dans les régions sableuses et rocailleuses autour du bassin
méditerranéen, dans des régions peu irriguées et moyennement arrosees, principalement dans
les foréts du Nord de I'Afrique, en Tunisie, en Algérie, en Syrie et sur les cotes de I'Asie-

Mineure (Mersina, Adalia, Smyrne, Constantinople) (Gay, 1857 ; Hosni et al.,2020).
I11- Description botanique
I11-1-description morphologique

La plante Asphodelus microcarpus salzm & Viv se caractérise par des fleurs qui

peuvent étre blanches ou de couleur carnée, et mesurent jusqu'a 15 mm de longueur

maximum. Les tépales ont une forme carénée, avec une caréne de couleur verte ou pourpre.
Les capsules, de forme oblongue, ovoide ou subglobuleuse, ont une longueur comprise entre 6
et 14 mm. Leurs valves sont distinctement ridées transversalement lorsqu'elles sont seches
(Quezel, 1962 ).




Figure 1. Photo in situ de I’espéce Asphodelus microcarpus Salzm &Viv.
I11-2- Description anatomique
> latige

L'épiderme d'Asphodelus microcarpus est une cuticule de 9,5 um d'épaisseur avec des
cellules ovariennes ou sphénoides, le cortex contient du collenchyme monocouche et des
cellules parenchymateuses sphénoides, et les ensembles vasculaires varient , dont le xyléme et
le phloéme (Majeed ,2014).

» Les feuilles

La feuille possédait des deux cotés un épiderme monocouche, I'épiderme supérieur étant

plus épaisse. Celles épidermiques orbiculaires, mésophylle unifacial, composé de 10 a 12

couches de cellules de parenchyme ronde. L'ensemble des faisceaux vasculaires était placé sur

une rangée, le xyleme étant situé a la surface supérieure et le phloéme a I'épiderme inférieur.
La feuille avait une forme amphistomatique et était de type stomate anomocytique. (Majeed,
2014)




Figure 2. A-Anatomie de la tige d’Asphodelus microcarpus: cu :cuticule, ep: epiderme, cl:

collenchyme, co :cortex

B-anatomie des feuilles d’Asphodelus microcarpussc : stoma cell,ue : upper epidermis, xy :xylem,

ms :mesophyll, ph :phloem

IVV-Composition chimique

Le tubercule de la racine de I'Asphodéle contient des alcaloides (choline, Stachydrin) et
des anthraquinones (principalement de I'Asphodeline). En outre, la graine est riche en stérols.
(FOURNIER P, 1947).

En analysant les sucres libres, on a pu constater la présence de raffinose, de saccharose,
de glucose et de fructose, Les éléments présents dans le mucilage sont le glucose, le galactose
et l'arabinose. La présence d'acides gras oléique, linoléique, linolénique, myristique,
palmitique, stéarique, arachidique, béhénique et lignocérique a été identifiée par des analyses
chromatographiques en couche mince et gaz-liquide (Hammouda et al., 1970).

V-Utilisation
V-1-utilisation de la vie quotidienne

La racine tubéreuse riche en amidon était autrefois utilisée pour la panification. Les
tiges séchées de cette plante sont employées comme fourrage pour le bétail et comme
matériau pour la fabrication d'objets. De plus, les feuilles fraiches étaient traditionnellement

utilisées pour repousser les moustiques. En Turquie et en Egypte, la poudre de ses tubercules,




contenant naturellement de la gomme, est respectivement utilisée par les relieurs et les

cordonniers comme substitut de la colle. (Hammouda et al., 1970 ; Natacha, 2006).
V-2-Utilisation médicinale

En Algérie, différentes parties de la plante Asphodelus microcarpus Salzm. & Viv. sont
utilisées a des fins médicinales, en effet la poudre des parties aériennes est employée pour
traiter les problemes de peau, tandis que la décoction des fruits est utilisée pour les affections
rénales, le rhumatisme, les douleurs buccales et les maux de dents, ainsi que pour les
affections respiratoires. En Jordanie, les rhizomes de la plante sont utilisés en décoction
comme carminatif et pour traiter la jaunisse, tandis que des cataplasmes de rhizomes sont
utilisés pour favoriser la cicatrisation. En Syrie, malgré la toxicité de la plante, le jus
d'Asphodelus microcarpus est utilisé pour traiter le lichen cutané et possede des propriétés
médicinales potentielles tels que des effets anticancéreux, antioxydants, anti-inflammatoires,

antiviraux, antifongiques et antibactériens (Dioguardi et al., 2019 ; Ouasti et al., 2023).
VI-Etude Antérieure

El-Ghaly et al., (2017) ont examiné les propriétés phytochimiques et biologiques des
feuilles d'Asphodelus microcarpus Salzm & Viv., mettant en lumiere les composés chimiques
présents tels les alcaloides, des flavonoides, des tanins, des saponines, des terpénoides et leurs
éventuelles influences sur diverses activités biologiques, Di Petrillo et al., (2016) ont étudié
les caractéristiques inhibitrices et antioxydantes des métabolites contenus dans les extraits

d'Asphodelus microcarpus Salzm & Viv., tels que des flavonoides, des polyphénols, des

tanins, des acides phénoliques, Abosedera et al. (2022) ont découvert les composants

d'Asphodelus microcarpus tels que des alcaloides, des flavonoides, des terpénoides, des
polyphénols et leur capacité a affecter les cellules du mélanome A375, ce qui suggere
qu'Asphodelus microcarpus Salzm & Viv.pourrait étre un potentiel agent anticancéreux contre
ce type de cancer, Dans leur recherche de 2019, Alhage et Elbitar ont réalisé une étude in
vitro sur les propriétés antioxydantes et antimicrobiennes des extraits bruts de trois plantes
médicinales libanaises y compris 1’espéce qu'Asphodelus microcarpus Salzm & Viv., et on
mis en évidence certains composes, tels que des polyphénols, des flavonoides, des tanins, des
alcaloides, des terpénoides, démontrant ainsi leur potentiel en tant que sources d'antioxydants
et d'agents antimicrobiens. En Turquie, Peksel et al., (2011) ont étudié le potentiel
antioxydant et antifongique contre trois espéces a savoir: Candida albicans, Aspergillus spp ,

Fusarium spp.de la plante Asphodelus aestivus Brot. Selon Ghoneim et al., (2014), les

5




asphodosides A-E, qui sont des métabolites isolés de I'Asphodelus microcarpus Salzm & Viv.,
et qui ont été identifiés et caractérisés puis testés pour leur activité anti-MRSA montrant leur
potentiel pour combattre les infections causées par les souches résistantes de Staphylococcus
aureus. Selon Khalfaoui et al., (2021) une analyse phytochimique réalisée sur des extraits

organiques de I'Asphodelus tenuifolius (Cav.) d'Algérie parmi ceux-ci, on peut s'attendre a

trouver des flavonoides, des alcaloides, des terpénoides, des polyphénols, des acides

phénoliques, des saponines, des stéroides, caractérisés par chromatographie liquide couplée a
la spectromeétrie de masse en mode électrospray ionisation (LC-ESI/MS), démontrant les
effets antioxydants, antibactériens, antifongiques, antiviraux et pharmacologiques in silico des
extraits organiques que contient cette plante. Kitaz, (2017) a effectué une comparaison entre
les niveaux de phénols totaux, de flavonoides et l'activité antioxydante des extraits
méthanoliques de racines d'Asphodelus microcarpus qui pousse en Syrie. Enfin 1’étude de
Alkayali et al., (2016), examinant [l'efficacité antibactérienne des extrais d'Asphodelus
microcarpus tels que les alcaloides, les flavonoides, les terpénoides, les tanins, les saponines
contre des isolats de Staphylococcus aureus résistants a la méthicilline, suggérant ainsi leur

potentiel pour traiter les infections causées par le MRSA.
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I-généralité sur les métabolites secondaire

Les métaboliques secondaires se trouvent dans les plantes, contrairement aux
métabolites primaires comme les protéines, les glucides et les lipides. Ces substances varient
d'une espece a une autre et sont liées aux interactions des plantes avec les organismes vivants.
IIs jouent un réle crucial dans I'évolution des plantes, impliquant des interactions avec des
parasites, des agents pathogénes, des prédateurs, des pollinisateurs et des disséminateurs,
conduisant & une diversification significative des composés , Les métabolites secondaires sont
classés en plusieurs groupes : composés phénoliques, terpenes et composés azotés, en
particulier alcaloides, qui présentent chacun une grande diversité de composés et une gamme

d'activités dans la biologie humaine (Krief, 2003).
I-1- composes phénolique

Les composés phénoliques ont un cycle aromatique, avec un ou plusieurs substituants
hydroxyle, et peuvent varier de molécules phénoliques simples a des composés hautement
polymérisés. En dépit de cette variété structurelle, ce groupe de composés est couramment

désigné sous le nom de polyphénols (Balasundram et al., 2006).
I-1-1- phénols simples (C6)
» Acides phénoliques

Il s'agit de composés organiques ayant au moins une fonction carboxylique et un
hydroxyle phénolique. Deux sous-classes sont représentées : les dérivés de Il'acide
hydroxybenzoique et de I'acide hydroxycinnamique (Achat, 2013).

» L’acide hydroxybenzoique (C6-C1)
On retrouve ces acides a la fois sous forme libre et combinée a I'état d'esters ou
d'héterosides. Cette catégorie est présente dans de nombreuses plantes et aliments. Les deux
dérivés les plus courants de l'acide hydroxybenzoique sont l'acide vanillique et l'acide

gallique.

» L’acide hydroxycinnamique (C6-C3)
Ces substances ont une répartition extrémement étendue. Souvent esterifiés, ils peuvent
également étre amidifiés ou combines avec des sucres (O-acylglucosides, Oarylglucosides) ou

des polyols (acide quinique). Cette catégorie est principalement constituée d'acide caféique.
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Figure 3. Composants fondamentaux de A-l'acide cinnamique B- Acide benzoique
(GORHAM, 1977).

» Coumarines

Les coumarines sont des structures hétérocycliques oxygénées basées sur le benzo-2-
pyrone. Pour la premiére fois, Vogel les a isolés en 1820 dans le Coumarouna odorata. De nos
jours, on peut identifier pres de 1000 composés coumariniques dans plus de 800 especes de
plantes. (Francois, 2010). Par cyclisation interne de la chaine latérale, les coumarines sont
dérivées des acides hydroxycinnamiques., elles jouent un réle biologique. Elles peuvent étre
rencontrées dans la nature soit a I'état simple, soit en substitution par des sucres. Ces
substances sont a l'origine de l'ardbme distinctif du foin, Les coumarines, lors de leur
hydroxylation en position 7, peuvent étre méthylées ou liées dans une liaison hétérosidique.
Chez certaines espéces végétales, la prénylation de I'azote benzénique entraine la formation
de furano et de pyranocoumarines, qui sont des agents phototoxiques. Le bergaptene 7 est
employé en raison de ses caractéristiques photodynamiques pour traiter le psoriasis, tandis
que certaines coumarines sont employées dans les produits solaires (Krief, 2003).
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Figure 4. Structure de base d’une coumarine (COWAN, 1999).
I-1-2- Les phénols complexes
» Flavonoides

Les flavonoides sont des éléments de faible poids moléculaire, composés de quinze
atomes de carbone, disposés en C6 — C3 — C6. La structure se constitue principalement de
deux cycles aromatiques A et B, reliés par un pont a 3 carbones, habituellement sous la forme
d'un hétérocycle C. Le cycle aromatique A provient de la voie acétate/malonate, tandis que le
cycle B provient de la voie shikimate de la phénylalanine. Les différentes formes de
substitution du cycle C conduisent aux classes principales de flavonoides, a savoir les

flavonols, les flavones, les flavanones et les flavanols (Balasundram et al., 2006).

Figure5. Structure de base d’un flavonoide (Pengelly, 2004).

Les flavonoides jouent un role crucial dans la physiologie des plantes et leurs
interactions avec l'environnement. Leur contribution a la coloration des plantes et a I'attraction

des pollinisateurs est essentielle pour assurer la pollinisation et la protection contre les




Chapitre 02 : Les Metabolites Secondaire

insectes grace a leur odeur désagréable. De plus, ils régulent la croissance et le
développement des plantes en interagissant avec diverses hormones de croissance, tout en
produisant des phytoalexines pour combattre les infections parasitaires ou bactériennes. Sur le
plan thérapeutique, les flavonoides sont reconnus pour leurs puissants effets antioxydants,
inhibant la production de radicaux libres par I'enzyme. Leur potentiel comme anti-viraux,
anti-inflammatoires, anti-allergiques et anti-cancéereux, soulignant leur importance croissante
dans la recherche et dans la médecine contemporaine (Marfak, 2003).
Tanins

Les tanins sont des composés végétaux secondaires solubles dans I'eau, appartenant aux
composés phénoliques avec une masse moléculaire variant entre 300 et 3000 Da. lls sont
capables de précipiter des alcaloides, des glycérols et d'autres protéines. Des recherches
récentes ont identifié des tanins plus volumineux avec des masses moléculaires atteignant
jusqu'a 2 000 Da, étendant ainsi la diversité de ces composes. Les tanins sont classés en
hydrolysables (HT) contenant des galliques et des hexahydroxydiphényles, et en condensés,
formés d'oligomeres et de polymeéres. Ils sont présents dans diverses parties végétales comme
les épis, I'écorce, les feuilles, les fruits, les racines et les galles. lls jouent un réle crucial dans
la protection des plantes contre les microbes, les insectes et l'activité animale. Les tanins
possedent des propriétés bénéfiques pour le traitement des inflammations cutanées, des
Iésions superficielles, et pour potentiellement prévenir les maladies chroniques. Bien que leurs
effets biologiques aient été largement étudiés in vitro et chez I'animal, les données cliniques
chez I'nomme restent limitées (Sieniawska, 2017). En médecine, les plantes riches en tanins
sont utilisées pour leur capacité a se lier aux protéines, offrant des effets antidiarrhéiques et
vasoconstricteurs, ainsi qu'une réduction de la perte de fluides. De plus, ils sont utilisés en
application externe pour favoriser la cicatrisation des blessures superficielles et des brdlures,
et sont couramment employés comme agents astringents et hémostatiques dans le traitement
des dermatoses (Krief, 2003).
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Figure 6. Structure chimique de a- tanins Condensés et b- gallotanin (Achat, 2013).
I-2- Terpenes

C'est une grande catégorie de métabolites secondaires. Les terpénoides sont des
hydrocarbures naturels leur unité de base isopréne est composés de cing atomes de carbone
(Figure 7). Elles sont présentes dans toutes sortes de plantes et dans certains insectes et
organismes marins, aromatisant les plantes et les fleurs. Le terme « terpene » est dérivé du
terme térébenthine, un composé oléorésine de conifére. On classifie les terpénoides en
fonction du nombre d'unités isopréne présentes dans le noyau parent. 1l est difficile de classer
leurs profils d'activité biologique en raison de leur diversité. L'artémisinine, un endoperoxyde
de sesquiterpénes, est cependant un médicament antipaludique puissant a haute activité. Les
effets biologiques/pharmacologiques/thérapeutiques de certains diterpénoides sont bien
connus, tels que les ginkgolides, les gibbérellines, les esters de phorbol et le paclitaxel. Les
acides ginsénosides, bétulinique, brusatol et boswellique sont des triterpénoides
biologiquement actifs. Les caractéristiques intéressantes et les activités biologiques variées de
nombreux autres terpénoides rendent difficile la proposition d'un traitement complet pour tous
les groupes (Mabou, 2021). Ces éléments bioactifs ont une activité hypoglycémiante bien
connue. Un triterpenoide saponine présente un effet similaire a celui de l'insuline, ce qui

entraine une activité hypoglycémiante, en particulier dans le dt2 in vitro. (Roni, 2017).
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Figure 7. Structure d’un isoprene (sharkey, 2001).
» Saponines

Les saponines sont des substances bioorganiques naturelles qui possédent au moins une
liaison glycosidique (liaison C-O-sucre) en C-3 entre un aglycone et une chaine de sucre. La
molécule de saponine se décompose en deux parties, un aglycone et un fragment de sucre. Le
poids moléculaire des saponines solides amorphes isolées est élevé et la partie non
saccharidique est composée de 27 a 30 atomes de carbone. Les activités antioedémateuses,
antiphlogistiques, veinotoniques, expectorantes et broncholytiques sont les principales
utilisations thérapeutiques des médicaments a base de saponine. Plusieurs revues ont signalé
le développement de nouvelles techniques chromatographiques et spectroscopiques et de
nouveaux systémes de tests biologiques ont permis d'accroitre considérablement le nombre de

saponines végetales biologiquement actives bien définies (Lacaille, 2000 ; Aziz et al., 2020).
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Figure 8. Structure de saponines (Moghimipour, 2014).
I-3-Quinones

Les quinones sont obtenues par oxydation de dérivés aromatiques avec un motif 1,4-
dicétocyclohexa-2,5-diénique(para-quinones)oul,2-dicétocyclohexa-3,5-diénique
(ortho-quinones) (Krief, 2003).

La dione peut étre associée aux doubles liaisons d'un noyau benzénique
(benzoquinones) ou a celles d'un systeme aromatique polycyclique condensé : naphtalene
(naphtoquinones), anthracene (anthraquinones), naphtodianthréne (naphtodianthrone).De
nombreuses naphtoquinones, telles que la juglone 24, possedent des propriétés
antibactériennes et antifongiques, ce qui permet, par exemple, a certains bois tropicaux de
faire face aux attaques des micro-organismes. On décrit des activités antiprotozoaires et
antivirales. De plus, certaines quinones présentent une forte capacité d'allergéne, ce qui peut

entrainer des dermites et des réactions prurigineuses. (Krief, 2003).

» Anthrone, anthranol et dérivés anthracéniques

L'anthrone, aussi appelé 9,10-dihydro-9-anthracénone selon la nomenclature IUPAC,
est un compose organique representé par la formule chimique C14H100 (Blohm, 1997). Les
dérivés d'anthrone, similaires aux anthraquinones mais avec un groupe alcéne substitué,
montrent également une forte activité antitumorale in vitro (Roma, 2020). I'anthranol aussi

appelé anthracen-9-ol utiliseés pour traiter ou prévenir les troubles cutanés ou pour les soins

13
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courants de la peau (National Center for Biotechnology Information, 2024). Les dérivés
anthracénique aussi appelé anthracéne. L'exposition a l'anthracéne peut avoir des effets

toxiques sur les organismes vivants (National Center for Biotechnology Information, 2024).
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Chapitre 03 : évaluation de I’activité anti bactériennes

I-Généralités

Tout au long de sa vie, ’humain est exposé a des micro-organismes qui envahissent
progressivement son organisme. Pour lutter contre ces micro-organismes, diverses stratégies
sont employées, notamment les obstacles anatomiques, les mécanismes de résistance naturels
et I’immunité acquise. L'antibiothérapie est principalement utilisée pour traiter les infections

bactériennes, mais une utilisation excessive peut conduire a la sélection de souches
multirésistantes (Kaufmann, 1997 ; Billing, 1998 ; Cowan, 1999).

I1- Les antibiotiques
11-1- Définition

Les antibiotiques représentent des substances synthétisées par des microorganismes ou
par synthese chimique qui ont une activité bactériostatique ou bactéricide a faible dose.
(Mammeri, 2013).

I1-2- Les principales classes d'antibiotiques et leurs modes d'action

Il'y a plus de 15 catégories d'antibiotiques qui, grace a leur grande diversité chimique et
structurale, ont un impact sur les bactéries a différents degrés, (Tableau 1) (Poli, 2018).
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Tableaul. Les principales classes d'antibiotiques et leurs modes d'action

Classe Organisme d’origine | Mode d’action Exemple

Origine naturelle

B-lactames de 1lére Penicillium Inhibiton de la Pénicilline
génération notatum synthese du
peptidoglycane

via bloquage des

B-lactames de 2éme Penicillium verisimilum Céphalosporine

transpeptidases

génération

Macrolides Streptomyces Fixation sur Erythromycine
I’ARN 23 S de la
sous-unité
ribosomique 50 S
:blocage de
Phénylpropanoides Streptomyces I’élongation Chloramphénicol
peptidique
pendant la
traduction

erythraeus

venezuelae

Tétracyclines Streptomyces Fixation sur la Tétracycline
sous-unité
ribosomique 30 S :
blocage de la
traduction

Aminoglycosides Streptomyces ou Fixation sur la Streptomycine
sous-unité
ribosomique 30 S
: blocage en
partie de la
traduction +
erreurs de lecture

Micromonospora

Origine synthétique

Sulfamides Inhibition de la Sulfaméthoxazole
synthése de ’acide folique
entrainant une diminution de
laproduction de base des bacteries

Quinolones et

fluoroquinolones Inhibition de la Gyrase bactérienne | Ciprofloxacine
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11-3- La résistance bactérienne aux antibiotiques

Il existe de nombreux et divers mécanismes d'acquisition de la résistance aux antibiotiques
(Poli, 2018).

> La résistance innée

On parle de résistance naturelle lorsque toutes les souches d'une méme espece sont
résistantes a un antibiotique. Prenons 1'exemple des B-lactames qui empéchent la production
du peptidoglycane, qui est le principal constituant de la paroi bactérienne,en I'absence de cet
élément constitutif, les bactéries du genre Mycoplasma sp sont naturellement résistantes a
cette classe d'antibiotiques. Les bactéries ont également la capacité de synthétiser des

substances antimicrobiennes telles que la f-lactamase L2 de Stenotrophomonas maltophilia.
> La résistance acquise

La résistance acquise se produit lorsque seules quelques souches d'une méme espéce
deviennent résistantes a un antibiotique auquel elles sont initialement sensibles. Le transfert

de géne ou la mutation peuvent entrainer I'acquisition de cette résistance.

Bacteriophage

__._-—~_—_

,c;";/ Plasmide \\(— it

Iransduction

<i\:§< A, ’ i

< 7?- \B Plasmide

Co'njugaiso;:

: Transformation
ADN libre

Figure 9. Les différentes facons dont les génes de résistance (R) sont acquis
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I11-les méthode d’évaluation de P’activité antibactérienne
I11-1-Méthodes de dilution
I11-1-1-La concentration minimale inhibitrice CMI

La CMI correspond a la concentration minimale d'un agent antibactérien, mesurée en
mg/L (ug/mL), qui dans des conditions in vitro strictement contrélées, empéche entierement

la croissance visible de la souche test d'un organisme (Kowalska, 2021).
Plusieurs approches sont utilisées :

» Test de macrodilution

Le principe fondamental de ce test est identique a celui de I'essai de microdilution de
bouillon. Cependant, le test est réalisé dans un tube de test. Au cours du test de
macrodilution, un groupe de tubes a essai est utilisé. On prépare différentes quantités
d'extrait de plante avec le méme volume. Le test des micro-organismes de concentrations
standards est effectué sur les tubes. Une fois I'incubation terminée, les tubes sont analysés

afin de repérer les variations de turbidité comme signe de croissance (Das et al., 2010).

» Test de microdilution
La technique de microdilution sur des plaques de microtitration ou en bouillons est
pratique pour évaluer la concentration maximale inhibitrice (CMI) d'un grand nombre
d'échantillons. On obtient un mélange de I'extrait dans un solvant DMSO, puis on le dilue
dans les plaques de micro-titration avant de transférer un volume équivalent a la solution mére
dans la plaque. Il est conseillé d'utiliser les bouillons Mueller Hinton pour les micro-
organismes peu exigeants. En général, la taille de Iinoculum est de 1 x 10° UFC/ml. Certains
chercheurs font appel a une culture microbienne avec une densité optique allant de 0,4 a 620
nm, ou a un bouillon McFarland de 0,5 turbidité ajusté sur une période de 12 heures. On
ajoute un volume équivalent de culture microbienne aux puits et on les incube a 37°C pendant
24 heures. Une fois incubees, les plaques sont analysées afin de repérer les variations de
turbidité comme signe de croissance. Le puits initial qui semble évident est percu comme la
CMI de l'extrait (Das et al., 2010).
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Figure 10. Microdilution methode (Balouiri, 2016).
> Ladilution sur gélose

La dilution de la gélose consiste a incorporer dans un milieu gélosé (milieu gélose
fondu) des concentrations désirées de l'agent antimicrobien, généralement en utilisant des
dilutions en série au double, puis & inoculer un microbien spécifique dans un inoculum sur la
surface de la plaque de gélose. La concentration la plus basse d'agent antimicrobien qui inhibe
totalement la croissance est enregistrée au point final CMI, dans des conditions d'incubation
adéquates. Ce procédé est approprié pour évaluer la sensibilité aux antibactériens et aux

antifongiques. (Balouiri, 2016).
111-1-2-Détermination de la Concentration Minimale Bactéricide (CMB)

La CMB, ou concentration minimale bactéricide, correspond a la concentration de
I'antimicrobien qui laisse au moins 0,01% de germes survivants. Cette méthode consiste a
diluer le tube témoin jusqu'a une concentration de 10, ce qui a permis d'observer une survie
de 0,01%. Ensuite, cette dilution a été appliquée en strie sur une gélose Mueller Hinton et
incubée & 37°C pendant 24 heures. Les colonies obtenues & partir de la strie de la dilution 107
ont été comparées a celles de chaque tube expérimental, également repiqué par une strie de 5
cm. Ainsi, le tube expérimental initial présentant un nombre de colonies sur sa strie inférieur
ou égal a celui de la dilution 10—4 a été déterminé comme la Concentration Minimale

Bactéricide (CMB) ( La Maroh et al., 2008).




Chapitre 03 : évaluation de I’activité anti bactériennes
111-2-Les méthodes de diffusion

» La méthode de diffusion sur disque

En 1940, la technique de diffusion sur disque de gélose a été mise au point afin de tester
I'efficacité antimicrobienne des extraits de plantes. L'objectif est d'utiliser des disques de
papier stérilisés de 6 mm, remplis de I'extrait végétal desiré, puis déposés sur une surface d'un

milieu gélose approprié, comme Mueller Hinton, gélose trypton soja ou Gélose nutritionnelle.

Le standard d'inoculum est de 1 x 108 UFC/mI de bactéries, ce qui correspond & la norme de

turbidité de 0,5 McFarland. Le délai de séchage du disque de papier imprimé peut varier, les
chercheurs le séchant pendant 2 heures a une nuit dans une chambre a flux laminaire. Ensuite,
les plaques sont placées en incubation a une température de 37°C (bactéries) et 25°C
(champignons) pendant 24 heures et 48 heures. Une fois I'incubation terminée, on mesure le
diamétre de la zone au millimétre prés ou I'on observe une diminution significative de 80% de

la croissance (Das et al., 2010).

; f
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Figure 11. La méthode de diffusion sur disque ( Balouiri,2016).

I11-3- Test de bioautographie sur CCM

La bioautographie est un moyen trés pratique de tester les plantes, les sels de
tétrazolium sont convertis par les déshydrogénases des micro-organismes vivants en
formazan, un compose intensément coloré. Ces sels sont pulveérisés sur le bioautogramme, qui
est ensuite réincubé a 25°C pendant 24 heures ou a 37°C pendant 3 a 4 heures. Les zones de
croissance bactérienne apparaissent sous forme de zones blanches sur un fond violet dans la
chromatographie sur couche mince (CCM). Cette méthode permet de visualiser et d'évaluer

I'activité antimicrobienne des extraits testés (Das et al., 2010).
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111-4 E.test

Le test est basé sur la capacité a genérer un gradient de concentration de l'agent
antimicrobien testé dans le milieu gélose. Les Etests (BioMérieux) jouent un réle commercial
dans cette méthode. Au cours de l'opération, une bandelette remplie d'un gradient de

concentration croissant de l'agent antimicrobien d'une extrémité a l'autre est placée sur la

surface de la gélose, qui a éte préalablement inoculée avec le micro-organisme testé (Balouiri,

2016).
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Matériel et méthodes

I- Extraction et screening phytochimique
I-1- Matériel et équipement

Pendant la réalisation de la partie chimigue nous avons eu recours aux équipements
suivants :
- Ampoule a décanter.
-Erlen Meyer.
- Balance de précision.
- Agitateur magnétique.
- Evaporateur rotatif.
- Plagues CCM (Machery Nagel).
- Cuve CCM.
- Lampe UV (254 nm et 365 nm).
- Hotte chimique.
- Ultrason.
- Microplaques
- Lecteur de microplaques (Perkin EImer Multimode Plate Reader EnSpire).
I-2- Réactifs

L’hydroxyde de potassium (KOH), le chloride d’aluminium (AICl3), le chloride de fer
(FeCly), la vanilline, 1’éthanol, I’acide acétique glacial, le nitrate de bismuth basique, 1’acide
sulfurique, 1’acétate de potassium (CH3-COOK) et le sulfate de sodium (Na,SQO,) proviennent
de VWR chemicals, le Folin-Ciocalteu, le carbonate de sodium (NaCQOj3), I’ammoniac (NH3),
la quercétine, I’acide gallique et le diméthylesulfoxyde (DMSO) proviennent de Sigma
Aldrich. Nitrite de sodium (NaNO,), Hydroxyde de sodium (NaOH), Chlorure d’hydrogéne
(HCI)

I-3- Matériel vegétal
A/ Collecte

Les rhizomes de la plante Asphodelus microcarpus Salzm. & Viv. ont été récoltés entre

la cité Boussouf et la commune d’Ain Smara a la wilaya de Constantine.
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Figure 12. Lieu de récolte des rhizomes de la plante Asphodelus microcarpus. Salzm. & Viv.

B/ Séchage et broyage

Les rhizomes et les racines ont été séchés dans un endroit sec a I’abri de la lumicre,
suffisamment aéré, et a une température modérée de 25°C, puis placés dans un mortier et
broyés par le pilon avec 1’ajout d’azote liquide jusqu'a l'obtention d'une poudre fine et

homogeéne.
I-4- Mode opératoire
I-4-1- Extraction solide-liquide

C'est un processus ou la matiere voulue est déplacée d'une substance solide vers un

liquide, appelé solvant.

2509 de poudre de la partie sous terraine (rhizomes-racines) de la plante Asphodelus
microcarpus Salzm. & Viv. macérés dans une solution éthanol/eau distillée (2L x 3, 70:30,

v/v a tempeérature ambiante pendant 3 jours, apres le macérat a été filtré, puis évaporé sous
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vide pour offrir un résidu sec que nous avons pesé pour déterminer la quantité finale d’extrait

brut en grammes ainsi que le rendement et conservé dans un flacon a 1’abri de la lumicére.

I-4-2- Extraction liquide-liquide

Cest un procedé ou les composants sont transférés entre deux phases liquides
immiscibles, généralement une phase aqueuse et une phase organique, pour séparer les
substances cibles.

L’extrait brut de la plante Asphodelus microcarpus Salzm. & Viv. (629) a été dissout dans
300mL d'H,O jusqu'a l'obtention d'une solution homogene. Nous avons ensuite versé la
solution dans une ampoule & décanter.

Pour réaliser I'affrontement (décantation), des solvants de polarité croissante ont été utilisés,
allant d'un solvant moins polaire a un solvant plus polaire a savoir : éther de pétrole, acétate

d’éthyle et méthanol, selon le schéma d’extraction suivant :
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Plante en poudre | i
(2509)

Macération avec éthanol/H20 (3jours) =.
(70:30, v/v)

Evaporation sous vide

Extrait brut
(629)

Phase aqueuse Extraction liquide-liquide

* Ph Phgse aqueyse

Solvant Solvant [pbtenue .
d'éther de d'acétate nc\)é& . Ie
pétrole d'éthyle s

! ! }

Affrontement Affrontement Affrontement
2h x3 fois 2h x3 fois 2h x3 fois

Séchage avec Séchage avec Séchage avec
Na2S04 Na2504 Na2504

! ! !

évaporaﬁon (40°C) évapomﬁon (40°C) évaporaﬁon (40°C)
Extrait sec Extrait sec Extrait sec
(0,049) (0,489) (9,059)

Figure 13. Schéma d’extraction de la plante Asphodelus microcarpus Salzm. & Viv.
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* Principe

Chaque métabolite se dissout dans le solvant qui lui convient le mieux en fonction de sa

polarité.
*300 mL de solvant sont ajoutés a 300 mL de solution aqueuse dans une ampoule a décanter.
» L'ampoule est fermée, agitée vigoureusement et dégazée trois fois.

* Le mélange repose deux heures, formant une phase aqueuse qui se trouve en bas de

I’ampoule et une phase organique contenant 1’éther de pétrole qui se trouve au-dessus de la

phase aqueuse.

« La phase organique est récupérée, traitée au Na,SO,4 pour éliminer I'eau résiduelle, puis

transférée pour évaporation.
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Figure 14. Ampoule & décanter contenant les deux phases (aqueuse et organique).
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I-5- Rendement

Le poids de I'extrait sec est obtenu en calculant la différence entre le poids du ballon
plein (aprés évaporation) et le poids initial du ballon vide.

I-6- Screening phytochimique
I-6-1- Chromatographie sur Couche Mince (CCM)

La chromatographie sur couche mince est une méthode de séparation des composés
permettant d'étudier la complexité d'un mélange. Dans notre étude, elle a été employée pour
observer la séparation des métabolites secondaires présents dans les phases de la plante
étudiée.

* Principe

La chromatographie sur couche mince utilise I'adsorption et la polarité. Un mélange est
déposé sur une phase stationnaire, puis un solvant (phase mobile) se déplace par capillarite.
Les composés migrent a différentes hauteurs selon leur affinité pour chaque phase, ce qui
permet de les caractériser par leur rapport frontal (Rf) (Abedini, 2013).

I-6-2- Mode opératoire
A/ Préparation de la phase stationnaire

Les plaques pré-étalées de gel de silice sont découpées aux dimensions voulues (10 cm
de hauteur). Nous avons tracé lIégérement une ligne de dép6t a environ 1 cm du bord inférieur

de chaque plaque.
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Figure 15. Plaques de silice pour CCM Figurel6. Plagues CCM préparées

B/ Préparation de la phase mobile

Pour préparer le systeme d'élution, nous avons suivi les étapes suivantes :

Sous une hotte a flux laminaire, nous avons mesuré 4 mL de toluéne dans une
éprouvette graduée, ajouté 14 mL de chloroforme, puis 2 mL de méthanol pour obtenir 20 mL

de phase mobile, versé ensuite dans la cuve et agité pour homogeénéiser le mélange.

Tableau 2 : les différents systémes solvants utilisés pour la CCM.

Eluants Proportions
Toluéne/Chloroforme/Méthanol (20/70/10) (viviv)

Les systemes

solvant (éluants)
essayés Chloroforme/Acétate d’éthyle/Méthanol | (60/30/10) (v/v/v)

Toluene/Chloroforme/Méthanol (20/65/15) (v/viv)

L’éluant choisi | Toluéne/ Chloroforme/Méthanol (20/70/10) (v/Iviv)

Nous avons opté pour le systeme Toluene/ Chloroforme/Méthanol (20/70/10) (v/v/v), en
raison de la bonne séparation obtenue.
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1-6-3- Développement du chromatogramme

L'éluant a été versé dans une cuve a chromatographie et cette derniére a été

couverte pour éviter I’évaporation des solvants.

A l'aide de pipettes Pasteur, nous avons déposé une petite quantité de chaque extrait sec
(éther de pétrole, AcOEt, MeOH) sur la ligne de dépbt des plaques. Les plaques ont été
placées dans la cuve a chromatographie et laissées se développer jusqu'a ce que le solvant
atteigne 1 cm du bord supérieur. Les plagues ont ensuite été retirées, les fronts de solvant

marqueés au crayon, puis laissées secher a l'air.

Figurel7. Cuve de chromatographie.
1-6-4- Révélateurs chimiques des différentes classes de métabolites

La révélation s'effectue en utilisant des révélateurs chimiques sur la plaque
chromatographique. Les résultats peuvent étre observés a 1'eeil nu, sous une lampe UV, ou les

deux.

Les spots qui apparaissent ont été encerclés et les rapports frontaux (Rf) ont été calculés

en utilisant la formule suivante :

distance parcourue par le spot

distance parcourue par I'éluant

Distance parcourue par le spot : Distance de la ligne de dépdt jusqu’au centre de spot.
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e La mise en évidence des quinones libres, anthrones et anthranols, coumarines et
dérivés anthracéniques

Pulvériser les plaques avec la solution de KOH a 10%

Tableau 3. Métabolites révélés par KOH (Wagner et Bladt, 1996).

Metabolites souhaités Couleur attendue Dans le visible/ Sous UV-365nm
Quinones libres Rougeatres Visible
Anthrones et anthranols Fluorescentes en jaune Sous UV-365nm
Coumarines Intensification de la couleur Visible
Dérivés anthracéniques Rouge/fluorescentes en rouge Visible/ Sous UV-365nm

e La mise en évidence des flavonoides
Pulvérisation des plaques d’une solution de AICl3 a 1 % jusqu’a apparition de Spots
jaunes en visible, bleus, bruns et jaune-verts sous UV-365nm (Merck, 1980).

e La mise en évidence des tannins et des composés phénoliques

Pulvériser les plaques d’une solution de FeCls a 2 %. Apparition dans le visible d’une
couleur grise, brune et brune verdatre pour les tanins, rouge, bleu et vert pour les composés

phénoliques (Dohou et al., 2003).

e La mise en évidence des saponines

Pulvérisation des plaques d’une solution d’acide sulfurique éthanolique a 10 % suivie
d’un chauffage jusqu'a ce que des spots noirs apparaissent dans le visible (Sharma et al.,
2012).

e La mise en évidences des alcaloides

Pulvérisation des plaques par le réactif de Dragendorff, suivie d'un chauffage jusqu'a ce
qu'une couleur brune ou orange-brunétre apparaisse dans le visible (Lagnika, 2005) (voir

annexes).

e La mise en évidences des acides phénoliques

Vaporiser le réactif de Folin sur les plaques, et laisser sécher pendant 2 minutes a 1’air
libre. Ensuite, la tremper dans une solution de NH,4+ jusqu’a ce que le fond jaune se décolore.
Noter les spots (Wagner et Bladt, 1996).
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e La mise en évidences des terpénes et des lignanes

Préparation d’une solution de vanilline et d’acide sulfurique et pulvérisation des plaques
suivie d'un chauffage jusqu'a ce qu'une couleur violette apparaisse dans le visible pour les
terpenes), rougeétre en visible et sous UV a 365 nm pour les lignanes (Wagner et Bladt, 1996)

(voir annexes).
I1- Dosage des polyphénols et des flavonoides

I1-1- Dosage des polyphénols

La teneur en polyphénols totaux dans les extraits est effectuée a l'aide du réactif de
Folin-Ciocalteu, selon une méthode de dosage sur microplaques. Ce réactif est composé d'un
mélange d'acide phosphotungstiqgue (H3PW12040) et d'acide phosphomolybdique
(H3PMO012040) qui réagit lors de I'oxydation des phénols, générant un mélange d'oxyde de
tungstene (WsO23) et de molybdéne (MosO23) et donnant une coloration bleue. L'intensité
de cette coloration est directement liée a la concentration de phénols totaux et présente une
absorption maximale autour de 750-765 nm, selon la méthode décrite par Muller et al., (2010)

ainsi que par Hadouchi et al., (2016).

v" Procédure

1mg de chaque extrait (Ether de pétrole, Acétate d'éthyle et Méthanol) est mesuré avec

précision et placé dans des tubes Eppendorf. Ensuite, ImL d’éthanol est ajouté a chaque tube

contenant l'extrait.

e Préparation de I’extrait

Dans un puits d’une microplaque, 20 pL d'extrait ont été ajoutés a un mélange de 100
pL de réactif de Folin-Ciocalteu (FCR) et 75 puL de NaCOgs. Trois répétitions ont été réalisées
pour chaque extrait, suivies d'une incubation de 2 heures a I’obscurité. Ensuite, la lecture a été

effectuée par un lecteur de microplaques a 765nm.

e Préparation de la courbe d’étalonnage d’acide gallique

Les concentrations de la gamme d'étalonnage basée sur l'acide galliqgue vont de 25
pg/mL a 200 pg/mL, le processus de dilution est illustré dans la figure :
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Figure 18. Schéma de la préparation des dilutions d’acide gallique.

La figure ci-dessous présente la courbe d'étalonnage obtenue a partir des dilutions

préparées pour I’acide gallique :

Titre du graphique

& Sériel

Absorbance

—— Linéaire (Sériel)

100 150 200

Concentration (ug/mL)

Figure 19. Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.
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* Dans une microplaque a 96 puits, 20 pL de chaque dilution sont déposés (trois
répeétitions pour chaque dilution), suivis de I'ajout de 100 pL de FCR et de 75 pL de NaCOs.

La microplaque est incubée pendant 2 heures et est lue & 765 nm.

11.2 Dosage des flavonoides

Pour évaluer la concentration de flavonoides dans les extraits, nous avons utilisé une

méthode qui repose sur la formation d'un complexe entre Al** et les flavonoides. Cette

méthode décrite par Topgu et al., (2007) a été adaptée avec quelques ajustements pour étre

réalisée dans des microplaques a 96 puits.
Procédure
e Préparation de I’extrait

Trois répétitions ont été effectuées pour chaque extrait, ce qui correspond a trois puits
dans la microplaque. Dans chaque puits, 50 pL de I'extrait sont mélangés avec 20 uL de
NaNO; (a 5%), 20 uL de AICI; (& 10%), et 100 uL de NaOH. Ensuite, la microplaque est

incubée a 1’obscurité pendant 40 minutes et la lecture a 415 nm.
e Préparation de la courbe d’étalonnage de la quercétine

Une solution mere de quercétine a été préparée avec une concentration de 0,2 mg/ml, a
partir de laquelle une série de dilutions a été préparée (méme principe que dans la préparation

des dilutions de I’acide gallique) (Figure 18).

La courbe d'étalonnage établie avec ces dilutions de quercétine est illustrée ci-dessous :
1,20
1,00 y=0,0047x +0,0165
R2=0,9978
0,80
0,60
0,40

0,20

0,00
50 100 150 200

Figure 20. Courbe d’étalonnage de la quercétine.
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* 50 uL de chaque dilution sont transférés dans une microplaque a laquelle est ajouté
20pL de NaNO; (a 5%), 20uL de AICI3 (a 10%) et 100 pL de NaOH, incuber pendant 40 min

et lecture a 415 nm.

I11- Activité antibactérienne
I11-1- Matériel et équipement

- Hotte microbiologique.

- Bain Marie.

- Etuve.

- Bec Bunsen.

- Gélose Mueller Hinton.

- Boites de Pétri.

- Micropipettes.

- Embouts bleus et jaunes.

- Tubes Eppendorf.

- Ecouvillons.

- Micro-filtres.

- Disques stériles (6mm).

- Pinces stériles.

-Souches bactériennes Escherichia coli NCTC10538, Bacillus subtilis subesp. spizizenii
ATCC6633, Pseudomonas aeruginosa NCIMB8626 et Staphylococcus aureus ATCC6538.

I11-2- Méthode de diffusion sur milieu gélosé
I11-2-1- Mode opératoire
e Stérilisation du matériel

Le matériel nécessaire pour l'activité bactérienne, y compris les disques en papier
Whatman, les embouts jaunes et bleus, ainsi que les tubes Eppendorf et tubes a essai, est

stérilisé en autoclave a 121°C pendant 60 minutes.

*Les étapes suivantes sont réalisées sous une hotte microbiologique et devant un bec

Bunsen afin de prévenir toute contamination :
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Figure 21. Hotte microbiologique.

e Préparation du milieu de culture

Le milieu de culture est préparé en faisant bouillir la gélose Muller Hinton jusqu'a sa
dissolution compléte dans un bain-marie a 95°C. Ensuite, le milieu est coulé dans des boites

de Petri stériles et laissé a refroidir pour qu'il solidifie.

Figure22. Préparation des boites de Pétri.
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e Préparation des extraits et séries de dilutions

. Une série de dilutions est réalisée a partir d’une solution mére allant de 200 mg/ml,
150 mg/ml et 100 mg/ml jusqu'a 1/64 dans du DMSO.Ces solutions sont ensuite filtrées a

travers des microfiltres de 0,22 um.

e Préparation et standarisation de I'inoculum

Les quatre souches bactériennes sont mises en culture dans du bouillon nutritif et
incubées a 37 °C pendant 24 heures. L'inoculum est préparé a partir de cette suspension dans

de I'eau physiologique stérile pour atteindre une densité équivalente a 0,5 McFarland.

e Ensemencement et dépdt des disques

Pour l'ensemencement, les suspensions bactériennes sont étalées a la surface de la
gélose M.H. par écouvillonnage. Ensuite, les disques imbibés de différentes concentrations
d'extraits et de DMSO (contrble négatif) sont déposés a I'aide d'une pince stérile, délicatement
sur la surface de la gélose inoculée. Les boites de Petri sont ensuite placées au réfrigérateur
(4°C) pour favoriser une meilleure diffusion pendant 30 minutes. Cette étape est répétée trois

fois pour chaque extrait et chaque souche bactérienne.

Figure 23. Ensemencement complet en surface pour extraits de plante et antibiotiques.
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e Incubation et lecture

Enfin, les boites de Petri sont incubées pendant 24 a 48 heures a 37°C. Aprés
I'incubation, les zones d'inhibition de la croissance bactérienne autour des disques de test sont

mesurées a 1’aide d’une régle. (Biondi et al.,1993).
I11-3- Antibiogramme

Les antibiotiques utilisés : Clindamycine (2ug), Fosfomycine trométamol (200ug),
Pénicilline (6ug), Ofloxacine (5ug), Cefotaximine (30ug) et Spiramycine (100ug). Deux
répeétitions ont été réalisées contre les souches appropriées, c’est-a-dire selon leur sensibilité

vis-a-vis de I’antibiotique.
IVV- Concentration Minimale Inhibitrice sur milieu liquide
IV-1- Préparation du bouillon nutritif

8g de poudre de bouillon nutritif sont dissouts dans un litre d’eau distillée puis repartis

sur des tubes pour stérilisation.
IV-2- Mode opératoire

Iml de suspension bactérienne dans de I’eau physiologique (équivalent a 0,5
McFarland) est mélangé avec 1 mL d’extrait de plante et 7 mL de bouillon nutritif. Cette
opération est répétée deux fois, puis le mélange est agité et incubé pendant 24 heures a 37°C

avant d'étre lu. (www.pasteur.dz/aarn).

1mL d'extrait
de plante
+ 1mL de
suspension
bactérienne

7mL de
bouillon
nutritif

200mg/mL  150mg/mL 100mg/mL SOmg/mL 25mg/mL 12,5mg/mL

Figure 24. Schéma de la préparation de la CMI
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I- Screening phytochimique sur plaqgue CCM

Les résultats du screening phytochimique réalisé sur les différentes phases de la partie

sous terraine de la plante Asphodelus microcarpus Salzm. & Viv. (Ether de pétrole, acétate

d’¢éthyle et méthanol) ont montré une grande diversité¢ de familles de métabolites secondaires
en I’occurrence : les quinones libres, les anthrones et anthranols, les flavonoides, les

saponines, les terpénes, les tanins et les acides phénoliques (Tableau 4).

Tableau 4. Détection des phytoconstituants par différents révélateurs.

Phytoconstituants Révélateur Extrait
AcOEt | Ether | Méthanol
de
pétrole

Quinones libres -
Anthrones et
anthranols

Dérivés
anthracénigues

Flavonoides
AICl,4

Saponines Ethanol/Acide
sulfurique

Composés
phénoliques

Tanins
Dragendorff
Ethanol/ Acide

Alcaloides sulfurique

Sans révélateur

Acides phénoliques Folin et NH**
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Tableau 4. Détection des phytoconstituants par différents révélateurs (suite).

Phytoconstituants Révélateur Extraits

Ether | Méthanol
de
pétrole

Terpénes +

Vanilline sulfurique

Lignanes

Rapports frontaux

Les résultats de chromatographie sur couche mince (CCM) avec différents révélateurs

montrent les rapports frontaux suivants :
I-1- Révélation par KOH a 10%

Dans l'extrait acétate d’éthyle, les spots sont tous de couleur rouge dont les valeurs de
Rf sont : Rfl = 0,35, Rf2 = 0,41, Rf3 =~ 0,48, Rf4 =~ 0,53, Rf5 = 0,6, Rf6 =~ 0,89, Rf7 =~ 0,96,
tandis que dans I'extrait éther de pétrole, un spot de teinte rouge avec une valeur de Rfl =
0,91.

I-2-Révélation par AICl;a 2 %

Dans I'extrait d’acétate d'éthyle, les valeurs de Rf sont : Rfl ~ 0,22 (une spot brun), Rf2
~ 0,3 (un spot brun), Rf3 = 0,38 (un spot jaune), Rf4 = 0,57 (un spot jaune), Rf5 =~ 0,61 (un
spot jaune), Rf6 = 0,77 (un spot brun), Rf7 =~ 0,83 (un spot violet), Rf8 ~ 0,87 (un spot jaune),
Rf9 = 0,97, tandis que dans 1'extrait éther de pétrole, les valeurs sont Rfl = 0,53 (un spot

jaune), Rf2 = 0,87 (un spot jaune orangé).

I-3- Réveélation par FeCl; a 1 %

Dans I'extrait d’acétate d'éthyle, les spots ont les couleurs et les valeurs de Rf suivantes : Rf1
~ 0,09 (gris), Rf2 = 0,17 (brun verdatre), Rf3 = 0,23 (brun verdatre), Rf4 =~ 0,27 (brun
verdatre), Rf5 = 0,3 (brun verdatre), Rf6 ~ 0,32 (brun verdatre), Rf7 = 0,4 (brun verdatre),
Rf8 =~ 0,47 (brun verdatre), Rf9 =~ 0,56 (vert), Rf10 = 0,74 (brun), Rf11 = 0,86 (brun verdatre),
et Rf12 = 0,95 (brun verdatre). Tandis que dans I'extrait éther de pétrole, les spots ont les
valeurs de Rf suivantes : Rfl = 0,56 (vert), Rf2 = 0,73 (brun), et Rf3 = 0,97 (brun verdatre).
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I-4- Révélation par Folin et NH,

Dans I'extrait d’acétate d'éthyle, les spots ont les couleurs et les valeurs de Rf suivantes :
Rfl = 0,2 (bleu-noir), Rf2 = 0,5 (bleu-noir), tandis que dans I'extrait éther de pétrole, un spot

avec la valeur de Rfl = 0,9 (bleu-noir).

I-5-Révélation par vanilline sulfurique

Dans l'extrait d’acétate d'éthyle, les spots ont les couleurs et valeurs suivantes : Rfl =
0,17 (vert brunétre), Rf2 = 0,12 (violet), Rf3 = 0,31 (vert brunatre), Rf4 = 0,37 (vert brunatre),
Rf5 = 0,45 (vert brunatre), Rf6 = 0,6 (violet), Rf7 = 0,68 (vert jaunatre), Rf8 =~ 0,81 (vert

jaunéatre), Rf9 = 0,91 (violet), tandis que dans l'extrait éther de pétrole, les spots ont les

valeurs de Rf et les couleurs suivantes : Rfl = 0,56 (violet), Rf2 =~ 0,68 (vert jaunatre), Rf3 =
0,98 (violet), cependant I'extrait méthanol, les spots sont violets avec Rfl = 0,24 et Rf2 =
0,24.

Figure 25 a. Figure 25 b. Figure 25 c.

Figures25. Chromatogrammes des trois extraits dans le spectre visible avant révélation dans le
systeme toluene/CHCIy/MeOH : (20/70/10). a. AcOEt, b. Ether de pétrole, c. MeOH
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Figure 26 a. Figure 26 b. Figure 26 c.

Figures 26. Chromatogrammes des trois extraits sous UV 365 nm avant révélation dans le systeme
toluéne/CHCIs/MeOH : (20/70/10). a. AcOEt, b. Ether de pétrole, c. MeOH.

Figure 27 a. Figure 27 b.

Figures 27. /a. Chromatogramme avant chauffage révélé avec KOH éthanolique (10%) en visible dans
le systéeme toluene/CHCI3/MeOH : (30/60/10)./b. Chromatogramme avant chauffage révélé avec le
révélateur KOH éthanolique (10%) sous UV 365 nm dans le systéme toluéne/CHCI3/MeOH :
(30/60/10). Ac : AcOEt, E : éther de pétrole, M : MeOH.
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Figure 28 a. Figure 28 b.
Figures 28. /a. Chromatogramme apres chauffage révélé avec KOH méthanolique (10%) en visible

dans le systeme toluéne/CHCI3/MeOH : (20/70/10)./b. Chromatogramme apres chauffage révélé avec

le révélateur KOH méthanolique (10%) sous UV 365 nm dans le systeme toluéne/CHCIl3/MeOH :
(20/70/10). Ac : AcOEt, E : éther de pétrole, M : MeOH.

1
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Figure 29a. Figure 29 b.

Figures 29 /a. Chromatogramme révélé avec AlCl; éthanolique (2%) en visible dans le
systeme toluéne/CHCI3/MeOH : (20/70/10)./b. Chromatogramme révélé avec AlCl;
éthanolique (2%) sous UV-365nm dans le systeme toluene/CHCI3/MeOH : (20/70/10).
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Figure 30 a. Figure 30 b.

Figures 30. /a. Chromatogramme avant chauffage révélé par ethanol/acide sulfurique (9/1)
(v/v) en visible dans le systeme toluene/CHCI3/MeOH : (20/70/10)./b. Chromatogramme
apres chauffage révelé par éthanol/acide sulfurique (9/1) en visible dans le systéme
toluene/CHCI3/MeOH : (20/70/10).

Figure 31.Chromatogramme révélé par FeCl; éthanolique (1%) en visible dans le systéme
toluene/CHCI3/MeOH : (20/70/10).
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Figure 32. Chromatogramme apreés chauffage révélé par le réactif de Dragendorff en visible
dans le systéeme toluene/CHCI3/MeOH : (20/70/10).
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Figure 33 a. Figure 33 b.

Figures 33. /a. Chromatogramme lors de I’ajout de Folin-Ciocalteu révélé en visible dans le

systeme toluéne/CHCI3/MeOH : (20/70/10).
/b. Chromatogramme révélé par NH** en visible dans le systéme toluéne/CHCls/MeOH :

(20/70/10).

Figure 34 a. Figure 34 b.

Figures 34. /a.Chromatogramme avec chauffage révélé par la vanilline sulfurique dans le
spectre visible dans le systeme toluéne/CHCI3/MeOH : (20/70/10).
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/b. Chromatogramme avec chauffage révélé par la vanilline sulfurique en visible dans le
systeme toluéne/CHCI3/MeOH : (20/65/15). M : MeOH, Ac : AcOEt, E : Ether de pétrole.

I1- Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides
I1-1- Teneur en polyphénols totaux

Les résultats présentés dans 1’histogramme ci-dessous montrent que les teneurs en

polyphénols totaux varient considérablement entre les différents extraits. L’extrait AcOEt

présente la teneur la plus élevée en polyphénols (101,54+0,72pg/mL), suivi de I’extrait éther

de pétrole qui renferme un faible taux (62,875+ 7,14pg/mL). Tandis que la plus basse
concentration en polyphénols a été enregistrée dans 1’extrait méthanolique (56,792+2,53 ng/

mL).

Teneur en polyphénols

AcOEt

B CCpug/ml mSD

Figure 35. Teneur en polyphénols des différents extraits.

En revanche, I’étude menée par Di Petrillo et al.,(2016) sur les tubercules d’Asphodelus
microcarpus révele des teneurs en polyphénols significativement inférieures a nos résultats.
En effet, cette étude a déterminé que les extraits aqueux, éthanolique et méthanolique
contiennent respectivement (5,10 + 0,5 pg/mL), (39,35 + 4,2 pg/mL) et (15,31 + 7,8 pg/mL)
de polyphénols.

Dans la présente étude, 1’extrait méthanolique (56,792 + 2,53 pg/mL) est nettement plus
concentré en polyphénols que celuide Di Petrillo et al.,(2016).

Cette différence marquée peut s’expliquer par des variations dans les méthodes

d’extraction, les solvants utilisés ou les conditions spécifiques de culture des plantes. Ces
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résultats mettent en évidence I’importance de 1’optimisation des conditions d’extraction pour

maximiser la récupération des polyphénols dans les extraits végetaux.
11-2- La teneur en flavonoides

Les résultats présentés dans I'histogramme ci-dessous montrent que les teneurs en
flavonoides varient significativement entre les différents extraits. L'extrait d’AcOEt enregistre
la teneur maximale en flavonoides (192,25+0,44ug/mL), indiquant une richesse notable en
flavonoides par rapport aux autres extraits. L'extrait d'éther de pétrole présente une teneur
modérée en flavonoides (73,83+0,00 pug/mL). En revanche, I'extrait de MeOH affiche la plus
basse concentration en flavonoides (19,42+0,29ug/mL). Ces résultats suggerent que I'AcOEt
est le solvant le plus efficace pour extraire les flavonoides, comparé a I'éther de pétrole et au
MeOH.

Teneur en flavonoides

=
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B CC (ug/mL) mSD

Figure 36.Teneur en flavonoides des diférents extraits.

Par contre, les résultats obtenus pour les tubercules d'Asphodelus microcarpus, décrits
par Di Petrillo et al. (2016), montrent des teneurs en flavonoides significativement plus
faibles, dans les extraits aqueux, éthanolique et méthanolique (1,99+0,42 pg/mL, 1,4+0,33
pg/mL et 3,94+1,05 pg/mL) respectivement, indiquant ainsi que les extraits de tubercules
d'Asphodelus microcarpus sont moins riches en flavonoides, quel que soit le solvant utilise,
comparé aux extraits étudiés. En particulier, I'extrait méthanolique des tubercules
d'Asphodelus microcarpus (3,94+1,05 pg/mL) qui est beaucoup moins concentré en

flavonoides que I'extrait méthanolique mentionné dans notre étude (19,42+0,29 pg/mL).
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I11- Activité antibactérienne

Pour évaluer D’activité antibactérienne des extraits faisant objet de cette étude,
différentes concentrations ont été testées contre plusieurs souches bactériennes. Aprés 24h
d’incubation, les résultats obtenus ont été notés dans le tableau ci-dessous, indiquant la

présence (+) ou I’absence (-) de I’activité antibactérienne.

Tableau 5. Activité antibactérienne des extraits de 1’espéce Asphodelus microcarpus Salzm. &
Viv. a différentes concentrations et celle des antibiotiques utilisés contre les diverses souches

bactériennes, exprimée en termes de diamétre d’inhibition.

Extrait Concentration Bactérie
De plante (mg/mL) Escherichia | Bacillus | Pseudomonas | Staphylococcus
coli subtilis aeruginosa aureus

100

) 50
Ether de 25

pétrole 125
6,25
3,13
1,56
200

150

840,08 mm
+
12+0,21mm
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Tableau 5. Activité antibactérienne des extraits de I’espéce Asphodelus microcarpus Salzm.

& Viv. a différentes concentrations et celle des antibiotiques utilisés contre les diverses

souches bactériennes, exprimée en termes de diamétre d’inhibition.

Antibiotiques

Concentration

E. coli

B.subtilis

P.aeruginosa

S. aureus

Ofloxacine

(SpgmL)

21,5+1,5mm

/

19,5+0,5mm

23+0mm

Pénicilline

(6pg/mL)

30+5mm

18+0

Cefotaximine

(30pug/mL)

37,5+2,5mm

/

/

/

Fosfomycine
trométamol

(200pg/mL)

/

/

Spiramycine

(100pg/mL)

36,5+1,5mm

/

Clindamycine

(2pg/mL)

/

17+0,4mm

Figure 37. Activité antibactérienne des extraits ACOEt et MeOH contre Escherichia coli.
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Figure 38. Activité antibactérienne des extraits AcOEt et MeOH contre Staphylococcus aureus.

La majorité des concentrations testées des extraits de la plante n’ont montré aucune
activité antibactérienne contre les souches testées, a savoir :Escherichia coli, Bacillus subtilis,
Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus.

Cependant, les concentrations les plus élevées ont démontré une activité antibactérienne
modérée. Les extraits ACOEt et MeOH a 200 mg/mL et 150 mg/mL ont présenté une
inhibition de la croissance bactérienne pour Escherichia coli et Staphylococcus aureus,
comme indiqué par un (+) dans le tableau 5. Néanmoins, la zone d’inhibition observée n’était

pas tres étendue, variant de moins de 6 mm a 12 mm.

Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés par Alhage et Elbitar,(2019). Leur
étude a évalué I’activité antimicrobienne des extraits des racines de Asphodelus a des
concentrations variant de 1 a 10 mg/mL. En effet, ils ont constaté que les extraits
(Dichlorométhane, MeOH et H20) n’ont montré aucune activité inhibitrice significative
contre Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus, a I’exception de
I’extrait méthanolique des tubercules & 10 mg/mL, qui a présenté une zone d’inhibition de

14mm pour Staphylococcus aureus.

La principale différence entre nos résultats et ceux d’Alhage et Elbitar réside dans les
concentrations testées. Nous avons utilisé des concentrations plus élevées (150 mg/mL et 200
mg/mL). Cette différence de concentration pourrait expliquer pourquoi nous avons observé
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une activité antibactérienne a ces niveaux plus élevés. Ces observations suggerent que

I’efficacité antibactérienne des extraits de Asphodelus microcarpus est dose-dépendante et
structure-dépendante, nécessitant des concentrations plus élevées pour obtenir une inhibition

significative de la croissance bactérienne.
I11-1- Antibiogramme

Les résultats obtenus ont permis d'évaluer la sensibilité de chaque souche bactérienne
aux antibiotiques testés, fournissant ainsi un cadre de référence pour le comparer avec

I'activité antibactérienne des extraits de Asphodelus microcarpus Salzm. & Viv. (Tableau 5)
I11-2- Concentration Minimale Inhibitrice en milieu liquide

Les résultats de la détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) des
extraits de Asphodelus microcarpus Salzm. & Viv., ont montré une variabilité dans I'efficacité
antimicrobienne  contre les souches testées, incluant Escherichia coli, Bacillus

subtilis, Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa.

Les résultats ont été évalués en observant la turbidité des cultures. L'absence de
turbidité indiquait une inhibition de la croissance bactérienne, déterminant ainsi la CMI pour
chaque extrait et chaque souche bactérienne. Le tableau ci-dessous résume les concentrations

minimales inhibitrices observées pour chaque combinaison extrait-souche bactérienne.

NB : L’extrait éther de pétrole n’a pas été testé en raison de la quantité insuffisante.
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Tableau 6. Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) des extraits de la plante Asphodelus

microcarpus Salzm. & Viv. vis-a-vis de diverses souches bactériennes.

Bactérie Extrait Résultats

150 mg/mL

Escherichia coli
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Tableau 6. Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) des extraits de la plante Asphodelus

microcarpus Salzm. & Viv. vis-a-vis de diverses souches bactériennes (Suite).

Bactérie Extrait Resultats

50 mg/mL
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Escherichia coli

100 mg/mL

Bacillus subtilis

Ec: Escherichia coli, B : Bacillus subtilis, M : MeOH, Ac : AcOEt.
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Tableau 6. Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) des extraits de la plante Asphodelus
microcarpus Salzm. & Viv. vis-a-vis de diverses souches bactériennes (Suite).

Bactérie Extrait Résultats

100 mg/mL

100mg/mL
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Tableau 6. Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) des extraits de la plante Asphodelus
microcarpus Salzm. & Viv. vis-a-vis de diverses souches bactériennes (Suite).

Bacterie Extrait Resultats

100 mg/mL

150 mg/mL

Staphylococcus aureus

P : Pseudomonas aeruginosa, S : Staphylococcus aureus, M : MeOH, Ac : AcOEt.

Les extraits d’Asphodelus microcarpus Salzm. & Viv.,montrent une variation dans

leur efficacité contre différentes bactéries. Globalement, I'extrait methanolique a montré une

meilleure efficacité contre Escherichia coli avec une CMI plus faible (50 mg/mL) comparée a
I’extrait de I’AcOELt. En revanche, pour Pseudomonas aeruginosa et Bacillus subtilis, les deux
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extraits (AcOEt et MeOH) semblent avoir une efficacité similaire, avec une CMI de 100

mg/mL, sachant que la souche Bacillus subtilis présente une résistance significative contre les
antibiotiques visant les ribosomes comme cible, en les protégeant par les ions de magnésium
et en augmentant la perméabilité membranaire pour ces ions, ce qui engendre sa survie (Lee et
al., 2019). Pour Staphylococcus aureus, l'extrait AcOEt est plus efficace que 1’extrait
methanolique présentant une CMI de 150 mg/mL.Cet effet modéré est probablement dd a la
teneur modérée en polyphénols et en particulier les flavonoides. En effet les polyphénols, dont
les flavonoides, possedent une activité antibactérienne contre les bactéries & Gram positif et a

Gram négatif grace a divers mécanismes.

Les polyphénols peuvent inhiber la synthése des acides nucléiques, perturbant ainsi la
réplication et la transcription de I’ADN bactérien. Ils altérent également les fonctions de la
membrane cytoplasmique, provoquant des dommages structurels et fonctionnels. Certains
acides phénoliques, comme 1’acide caféique, compromettent la stabilité de la membrane
bactérienne, tandis que d’autres, comme [’acide chlorogénique, inhibent la formation de
biofilms, sachant que les bactéries Gram- sont plus sensibles a cette classe de métabolites

secondaires (Coppo et Marchese, 2014 ; Shamsudin et al., 2022).

Les flavonoides, une classe spécifique de polyphénols, peuvent interagir avec les
membranes cellulaires de bactéries perturbant la perméabilité membranaire et provoquant des
fuites de composants intracellulaires. 1ls endommagent les bicouches phospholipidugues de la
membrane cellulaire et inhibent des enzymes essentielles a la survie bactérienne, telles que la
gyrase et la topoisomérase IV, ils peuvent également se lier aux protéines de la paroi
cellulaire, perturbant la fonction des ribosomes et générant un stress oxydatif. 1ls inhibent la
chaine respiratoire bactérienne et la synthése d’ATP et perturbent la formation de biofilms.
(Coppo et Marchese, 2014 ; Shamsudin et al., 2022).

Il faut noter que les effets de ces molécules sont modulés par les substitutions dans
leurs différents cycles qui peuvent augmenter ou diminuer I’activité antibactérienne, comme
les hydroxylations, les méthoxylations, les glycosylations, I’acétylation, la méthylation qui
favorisent ou défavorisent I’effet selon leurs positions sur les différents cycles, la double
liaison quant a elle améliore 1’effet antibactérien contre les Gram+ (Coppo et Marchese,
2014 ; Shamsudin et al., 2022).
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Conclusion Générale

Conclusion

La présente étude a révélé que I’extrait de I’AcOEt de la plante Asphodelus
microcarpus Salzm. et Viv. présente un effet antibactérien modéré, principalement en raison
de sa teneur modéree en flavonoides. Il est cependant crucial de ne pas négliger I'impact des
autres métabolites présents dans la plante, tels que les quinones, les anthrones et les
anthranols qui possédent également des propriétés antibactériennes. Ces composes peuvent
parfois montrer une meilleure activité lorsqu'ils sont isolés, plutét que combinés, ce qui est

connu sous le nom d'effet antagoniste.

Afin de mieux comprendre et confirmer I'activité antibactérienne de cette plante, il est
recommandé de réaliser d'abord un profil phytochimique détaillé, par exemple via LC-MS,
puis d'isoler les composés spécifiques responsables de cet effet. Cela permettra de caractériser
spécifiqguement les différentes classes de flavonoides présentes et d'établir de maniere certaine
leur corrélation avec l'activité antibactérienne, notamment vis-a-vis des bactéries Gram-

positives et Gram-négatives.
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Préparation des révélateurs

e Revélationpar KOH a 10 %
Dissoudre 10g d'hydroxyde de potassium (KOH) dans 100 mL d'éthanol.

e Reévélation par AICl; éthanolique a 2%
2 g d’AlICl; ont été dissout dans 100 mL d’éthanol.

e Reévelation par FeCl; éthanolique a 1%
1g de FeCl; ont été peseés et ajoutés a 100 mL d'éthanol.

e Reévélation par acide sulfurique EtOH (10 :90)

ImL d’acide sulfurique ajouté a 9mL d’éthanol.

e Révélation par le réactif de Dragendorff

Préparation de la solution acide d'iodobismuthate de potassium :

Pour la solution A : Mélanger 10 mL d'acide acétique glacial avec 40 mL d'eau distillée et
0,85 g de nitrate de bismuth basique (chauffé et filtré si nécessaire).

Pour la solution B : Dissoudre 8 g d'iodure de potassium dans 20 mL d'eau distillée.

Ensuite, mélanger 5 mL de la solution A avec 5 mL de la solution B, puis ajouter 20 mL

d'acide acétique glacial et 100 mL d'eau distillée.

e Révélation par vanilline sulfurique

A : 1%. 1 g de vanilline dissous dans 100 mL d'éthanol.

B :10%. 1 mL d'H,SO4 mélangé avec 9 mL d’éthanol.

Ensuite, 10 mL de chaque solution ont été pulvérisés sur la plaque, puis cette derniere a été

placée dans I'étuve a 110°C pendant 10 minutes.
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Dosage de polyphénols et des flavonoides
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d'étalonnage
dela
quercétine

Teneur en polyphénols

Teneur en flavonoides
Un puits

Courbe
d'étalonnage
d'acide
gallique

Figure 39 : Microplaque a 96 puits.
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Antibiogramme

Tableau 7. Antibiogramme réalisé sur les différentes souches bactériennes.

Bactérie Antibiogramme

Antibiotique

Zone d’inhibition

Escherichia coli

Pénicilline (R)

Ofloxacine (1)

Cefotaximine (S)

Fosfomycine (R)

trométamol

Bacillus subtilis

Pénicilline (R)

Spiramycine (S)

Péni : Pénicilline, Oflo : Ofloxacine, Cefo: Cefotaximine, Fosfo : Fosfomycine trométamol,

Spira : Spiramycine.




Tableau7. Antibiogramme des antibiotiques (témoins positifs) sur différentes souches
bactériennes (Suite).

Bacterie Resultats Antibiotique Zone

d’inhibition

Pseudomonas - Pénicilline (S) 30 mm

aeruginosa 'Ofloxacine (1) 19,5 mm

/

Staphylococcus

aureus

|Clindamycine ()

Clinda : Clindamycine.

(S) : Bactérie sensible a un antibiotique. (1) : Bactérie a une sensibilité intermédiaire contre un

antibiotique. (R) : Bactérie résistante a un antibiotique.
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Résumé

Ce travail vise a étudier la composition phytochimique et l'activité antibactérienne de la
partic souterraine d’Asphodelus microcarpus Salzm. et Viv., une plante médicinale
méditerranéenne. Les extraits ont été obtenus par extraction solide-liquide ensuite I’extrait
brut est soumis a une extraction liquide-liquide utilisant des solvants de polarité croissante :

éther de pétrole, acétate d'éthyle et méthanol.

Le Screening phytochimique par Chromatographie sur Couche Mince a révéle la
présence des anthrones et anthranols, des flavonoides, des saponines, des terpénes, des tanins

et des acides phénoliques.

Le dosage quantitatif du contenu en polyphénols totaux, en adoptant la méthode de
Folin-Ciocalteu a montré que l'acétate d'éthyle est I’extrait présentant la plus grande quantité
de polyphénols (101,54 + 0,72 pg/mL). De méme, la teneur en flavonoides dosée par la
méthode d'AlCI; avec une valeur de (192,25 + 0,44 pg/mL), ce qui indique une quantité
considérable en flavonoides dans cet extrait.

L'activité antibactérienne des extraits a été testée par la méthode de diffusion sur disque
ainsi que I’ensemencement dans un milieu liquide, contre 4 souches bactériennes a Gram- et &
Gram+ a savoir: E. coli, P. aeruginosa, B.subtilis, et S.aureus. Seuls les extraits acétate
d'éthyle et méthanol a des concentrations élevées (150 mg/mL et 200 mg/mL) ont montré une
inhibition modérée sur E. coli et S. aureus. Ce pendant Les extraits d’Asphodelus microcarpus
Salzm. & Viv., montrent une variation dans leur efficacité contre différentes bactéries en
milieu liquide, I'extrait methanolique a montré une meilleure efficacité contre E. coli avec une
CMI plus faible (50 mg/mL) comparée a I’extrait de I’AcOEt. En revanche, pour P.
aeruginosa et B. subtilis, les deux extraits (AcOEt et MeOH) semblent avoir une efficacité
similaire, avec une CMI de 100 mg/mL. Pour S. aureus, I'extrait AcCOEt est plus efficace que

I’extrait methanolique présentant une CMI de 150 mg/mL.

Mots-clés : Plante médicinale, extraction, activité antibactérienne, Asphodelus

microcarpus, métabolites secondaires.




Résumés

Abstract

This study aims to investigate the phytochemical composition and antibacterial activity
of the underground part of Asphodelus microcarpus Salzm. et Viv., a Mediterranean
medicinal plant. Extracts were obtained by solid-liquid extraction, followed by liquid-liquid
extraction using solvents of increasing polarity: petroleum ether, ethyl acetate, and methanol.

Phytochemical screening by Thin Layer Chromatography revealed the presence of

anthrones and anthranols, flavonoids, saponins, terpenes, tannins, and phenolic acids.

Quantitative analysis of the total polyphenol content, using the Folin-Ciocalteu method,
showed that ethyl acetate extract has the highest amount of polyphenols (101.54 + 0.72
pg/mL). Similarly, the flavonoid content, measured by the AICI3 method, was found to be

(192.25 £ 0.44 pg/mL), indicating a considerable amount of flavonoids in this extract.

The antibacterial activity of the extracts was tested using the disc diffusion method and
liquid medium inoculation, against 4 Gram-negative and Gram-positive bacterial strains: E.
coli, P. aeruginosa, B. subtilis, and S. aureus. Only the ethyl acetate and methanol extracts at
high concentrations (150 mg/mL and 200 mg/mL) showed moderate inhibition against E. coli
and S. aureus. However, the extracts of Asphodelus microcarpus Salzm. & Viv. showed
variability in their effectiveness against different bacteria in liquid medium. The methanolic
extract showed better effectiveness against E. coli with a lower MIC (50 mg/mL) compared to
the ethyl acetate extract. On the other hand, for P. aeruginosa and B. subtilis, both extracts
(AcOEt and MeOH) seemed to have similar effectiveness, with an MIC of 100 mg/mL. For S.
aureus, the ethyl acetate extract was more effective than the methanolic extract, with an MIC
of 150 mg/mL.

Keywords: Medicinal plant, extraction, antibacterial activity, Asphodelus microcarpus,

secondary metabolites.
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