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Résumé

Ammi visnaga L. est une plante médicinale appartenir a la famille des Apiaceae, largement
utilisée en medecine traditionnelle, est une plante vivace, trés fréquente dans le bassin
méditerranéen. En Algérie Ammi visnaga est une plante annuelle ou bisannuelle, qui pousse
généralement au printemps. Le but de ce travail est de déterminer la teneur des extraits
méthanolique (EM), aqueux (EA) en composés phénoliques, ainsi que d’évaluer leur activité
antibactérienne. Les rendements d’extraction : (extraction méthanolique par macération
étaient de 9.2% , tandis que extraction aqueuse par décoction étaient de 7.2%). Le taux en
polyphénols et flavonoides totaux a révélé une forte concentration dans [’extraits
méthanoliques par rapport I'extraits aqueux avec un taux de de 243.57 (ug EAG/mg E) et
77.15 (ug EQ/mg E). L’activité antibactérienne a été évaluee, pour 05 souches bactériennes
salmonella, Escherichia coli, Bacillus, Pseudomonas aeuruginosa; staphylococcus par la
méthode (disques de diffusion). Ces résultats montrent que les extraits d'’Ammi visnaga ne
possédent pas des propriétés antibactérienne.

Mots clés : Ammi visnaga, Apiaceae, Polyphénols, flavonoides , activité antibactérienne.

Abstract

Ammi visnaga L. is a medicinal plant belonging to the Apiaceae family, widely used in
traditional medicine. It is a perennial plant, very common in the Mediterranean basin. In
Algeria Ammi visnaga is an annual or biennial plant, which usually grows in spring. The aim
of this work is to determine the content of methanolic (EM), aqueous (EA) extracts in
phenolic compounds from this plant, as well as to evaluate their antibacterial activity. The
extraction yields: (methanolic extraction by maceration was 9.2%, while aqueous extraction
by decoction was 7.2%) %). The level of total polyphenols and flavonoids revealed a high
concentration in methanolic extracts compared to aqueous extracts with a level of 243.57 (ug
EAG / mg E) and 77.15 (ug EQ / mg E). antibacterial activity was evaluated for 05 bacterial
strains of salmonella, Escherichia coli, Bacillus, Pseudomonas aeuruginosa; staphylococcus
by the method (diffusion discs). These results show that Ammi visnaga extracts do not have
antibacterial properties.

Keywords: Ammi visnaga, Apiaceae, Polyphenols, flavonoids, antibacterial activity.
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Introduction

Introduction

Le displine d'ethnobotanique étudie les relations entre I'nomme et les plantes au fur et a
mesure qu'il traite ces échantillons a travers une méthodologie appliquée a [I'Institut
international d'histoire naturelle de France. La recherche en ethnobotanique est une double
compétence pour connaitre les regles de la botanique pour toutes les espéces végétales

utilisées par les populations et mener une enquéte (Brousse, 2014).

La plupart des types des plantes sont utilisées en phytothérapie classique pour leur apporter
plusieurs avantages, notamment des médicaments car elles contiennent des substances qui
peuvent agir a plusieurs niveaux (Iserin, 2001). Les plantes médicinales sont donc importantes
pour la recherche pharmaceutique et L'élaboration des meédicaments, directement comme
agents thérapeutiques, mais aussi comme Matiére premiére pour la synthese des médicaments

ou comme modele pour les composés Pharmaceutiquement actifs (Decaux, 2002).

L'augmentation de la résistance des bactéries aux antibiotiques est un probleme Mondial
sérieux qui a orienté la recherche pour I’identification des nouvelles biomolécules avec une
large activité antibactérienne. Les plantes et leurs dérivés, tels que les extraits méthanoloiques
et aqueux, sont utilisés dans la médecine Populaire. Les antibiotiques ont constitué une
découverte thérapeutique importante pour la santé humaine. Leur utilisation a permis de
diminuer le taux de mortalité et de morbidité mondiale depuis longtemps. Cependant, le
mauvais usage des agents antimicrobiens et leur utilisation accrue ont eu pourconséquence de
faire apparaitre certaines formes de résistances des souches microbiennes contrebalancant les

effets des antibiotiques (Goossens, 2005).

L’objectif de ce travail est d’estimer la teneur des extraits méthanoliques et aqueux, en
polyphénols dans les parties aériennes de la plante médicinale Ammi visnaga . et d’en évaluer
leur pouvoirs antimicrobien. Cette plante est une plante annuelle qui croit spontanément en
Afrique du nord et au Proche-Orient mais également dans le bassin méditerranéen, dans la
moitié sud de la France et utilisée par la population locale. Ce travail est constitué d’une partie
théorique présentant en bref les activités biologiques et une description de la plante étudiée,
une partie expérimentale relative aux différentes méthodes et techniques utilisées pour évaluer

activité antibactérienne. Enfin une conclusion générale.
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1. Les plantes médicinales
1.1 Définition.

Les plantes médicinales sont utilisées dans le domaine de la préparation pharmaceutique,
vétérinaire, cosmetique et des boissons, qu'elles soient ordinaires ou en préparation de
galénique, ou encore sous forme de substance active comme matieres pour l'obtention de
médicaments, qui sont toutes des plantes qui ont des activités médicinales pouvant conduire a
des usages thérapeutiques car elles en contiennent un certain nombre. C'est l'une des
substances actives qui s’appliquent notamment au corps humain (Naghibi et al., 2005;
Babulka, 2007).

1.2 Utilisation des plantes médicinales

Seules les plantes ont longtemps été utilisées dans la nature sous forme de tisanes ou de
poudres, mais maintenant elles se présentent sous forme de capsules de formes variées et
utilisées par les plantes médicinales ou de nombreuses plantes sont mélangées pour créer de
nouvelles et bonnes pratiques pharmaceutiques tout en respectant de nombreuses conditions
(numéro de plante, saveur, goQt ... ........ ). Dans l'intérét du client et de I'4ge du patient
également (Chabrier, 2010).

2. Les polyphénols
2.1. Définition
Les composeés phénoliques ou les polyphénols sont des produits du métabolisme
secondaire des plantes, largement distribués possédant plusieurs groupements phénoligues,
avec ou non d’autres fonctions et comportant au moins 8000 structures connues différentes
(Bahorun, 1997) de molécules phénoliques simples de bas poids moléculaire tels que,
les acides phénoliques a des composés hautement polymérisés comme les tannins. lls font
partie intégrante de I’alimentation humaine et animale (Martin et Andriantsitohaina, 2002).
Les polyphénols occupent une part importante de notre alimentation sous diverses formes
(vitamines, zinc, etc.), puisque cette substance est produite par de grands groupes de plantes.
Plus qu'une simple molécule de composés complexes est divisé en plusieurs classes

différentes et est codé pour les acides (coumarine , flavonoides...etc.). (Uthurry et al., 2011).
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2.2. Classifications
Les polyphénols sont repartit en plusieurs classes (Uthurry et al., 2011) (tableau 01) :
e Les flavonoides
e Lestanins
e Les lignanes et les coumestanes
e Autres phytoestrogénes
e Les saponines (triterpenoides)
e Les phytostérols et les phytostanols
Les isothiocyanates sont généralement ajoutés a cette liste qui sont dérivés de I'hydrolyse

de glucosinolates et qui n'appartiennent pas aux polyphénols (Dacosta, 2003).

Tableau 1 : Principales classes des composés phénoliques

Squelette carboné Classe

C6 Phénols simples

C6-C3 Acides hydroxycinnamique coumarines
C6-C2-C6 Stilbénes

C6-C3-C6 Flavonoides

(C6-C3)2 Lignanes

(C6-C3)n Lignines

(C6-C3-C6)n Tanins condensés

2.3. Effets biologiques de polyphénol

Les polyphénols sont associées de nombreux processus physiologiques des aliments ou
des plantes. Ces derniers sont intervienne dans la protection des espéces végétales contre les
attaques d'insectes, de micro-organismes et méme lorsque les plantes sont exposées a des
blessures mécaniques (Bahorun, 1997). Les composés phénoliques montrent des activités
anti-carcinogenes, anti-inflammatoires, antiathérogenes, anti-thrombotiques, analgesiques,
antibactériens, antiviraux, anticancéreux (Babar et al., 2007), anti-allergénes, vasodilatateurs
(Falleh et al., 2008), et antioxydants (Gomez-Caravaca et al., 2006) jouent un rdle majeur
contre les infections, la coagulation sanguine, les bactéries, virus et allergiques. Donc a été
utilisé dans le traitement en les regroupant dans une catégorie des veinotoniques et des

vasculoprotecteurs (Martin et Andriantsitohaina, 2002).

3
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3. Les flavonoides
3.1. Généralites

Les flavonoides représentent le groupe principal des polyphénols et contiennent plus de
5000 composés différents pour le regne des légumes. Ces molécules forment un squelette
commun comme le montre la premiere figure en fonction du nombre et de la composition
chimique du carbone. Ces composés ont la capacité de protéger les plantes contre les effets
néfastes des chéloides. Attaques environnementales, bactéries, virus et infections. On le
trouve également dans les plantes a feuilles (épinards), les agrumes (citron), les plantes

médicinales et notre alimentation quotidienne (Heim K.E et al., 2002).
3.2. Classification

Les flavonoides sont classés en différentes catégories dont les plus importantes sont (Heim K.E et
al., 2002) :

e Les flavanones
e Les flavonols

e Les flavones

e Les flavanols

e Les isoflavones

e Les anthocyanes

Fig. 01 : Structure de base des flavonoides (Heim et al., 2002)
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3.3. Méthodes d’extraction des polyphénols
3.3.1. Extraction méthanolique par macération

Cette technique dépend de la présence d'un solvant tel que le méthanol et de tout type de
matiere végétale, ou le volume de méthanol ajouté est un dixieme de la quantité de matiére
végetale broyée, appelée technique d'extraction méthanolique par macération, comprend deux
conditions de base: premierement, le mélange doit étre sous agitation constante pendant une
période de 24 heures a température ambiante. Deuxiemement, le mélange doit étre filtre et le

filtrat concentré a I'évaporateur rotatif a 60°C, puis pesé et stocké a 4°C (Atere et al., 2018).

3.3.2 Extraction par décoction

Cette technique comprend une plague chauffante, un bécher d'une quantité d'eau
distillée avec un dixieme de la quantité de matiere végétale broyée Mélanger cette quantité
avec de I'eau distillée et laisser bouillir pendant (20-30) minutes, puis filtrer et sécher a 40°C
(Boubakeur et al., 2017).

4. Activité antibactérienne

Les plantes ont été une source d'inspiration dans la recherche médicale pour étre utilisées
comme traitement pour toutes les maladies. Cependant, ces derniéres années, d'autres
alternatives sont apparues, comme l'utilisation d'antibiotiques principalement pour traiter les
infections bactériennes et la consommation de ces médicaments a conduit a la sélection des

souches résistances (Ali-Shtayeh et al., 1998).
4.1. Les infections bactériennes

Une infection est un processus infectieux pathologique due a une souche bactérienne

pathogéne. Elle peut étre :

¢ Locale : lorsqu’elle se manifeste uniquement au niveau ou les germes ont pénétré.

s Générale : lorsqu’un germe franchit les barriéres opposées par 1’organisme a son
entrée (peau, muqueuses) ou au niveau des ganglions, il pénetre dans le sang et se
dissémine par celui-ci dans tout 1’organisme.

% Focale : c’est I’infection en foyer dans les tissus ou organes ou les germes sont

apportés par la circulation sanguine (Pocidalo et al., 1989; Marc et al., 2001).

5
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4.2. Rappel sur les bactéries

Une bactérie c'est un micro-organisme unicellulaire que I'on trouve partout. Les bactéries
sont souvent unicellulaires (constituées d'une cellule) et sont toujours procaryotes, contenante
un chromosome dont le génome est constitué d'acide nucléique et d'un petit morceau
circulaire qui se compose également d'ADN appelé plasmide. La science qui étudie les

propriétés des bactéries et des bactéries s'appelle la bactériologie.

Certaines bactéries sont mobiles grace a des cils vibratiles. Selon leur mode de nutrition et
leur comportement vis-a-vis de 1’oxygene, les bactéries sont classées en aérobies et en

anaérobies. Les bactéries se reproduisent selon deux modes :
-la division simple ou scissiparité.
-la sporulation, la spore représentant la forme de résistance et de dissémination du germe.

Pour croitre, les bactéries doivent trouver dans le milieu extérieur des conditions
physicochimiques favorables qui leur sont nécessaires et les aliments couvrant leurs besoins
énergétiques élémentaires et spécifiques. Afin d'étudier les bactéries, I'nomme a développé
des milieux qui remplissent toutes ces conditions et répondre a tous les besoins des bactéries.
(Leclerc et al., 1995; Madigan et al., 2001).

4.2.1. : Exemple de classification des bactéries
4.2.1.1 : Bactéries en forme de sphére : les coccies

e Coccies Gram positif : les genres Staphylococcus, Streptococcus, Micrococcus,
Pneumococcus. Enterococcus

e Coccies Gram négatif : le genre Neisseria.
4.2.1.2. : Bactéries en forme de batonnet : les bacilles

e Bacilles Gram positif : les genres Listeria, Erysipelothria, Bacillus, Cynetobacter,
Actynomyces.

e Bacilles Gram négatif : les genres Enterobacter, Pasteurella, Haemophilus, Bordetella,
Brucella,Francisella, Pseudomonas,Acinetobacter,Vibrion, Campylobacter, Moraxella,

Aeromonas, Escerichia, Klebsiella.
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e Bacilles acido-alcoolo résistants (BAAR) : Ici, nous retrouvons le bacille de la
tuberculose (Mycobacterium tuberculosis) et celui de la lepre (Mycobacterium leprae).

4.2.1.3. Bacteéries en forme de spirale : les spirochétes
Les genres Treponema, Leptospira, Borrella, Spirilum.

e 4.2.1.4. Flore bactérienne anaérobie

e Gram positif : les genres Clostridium, Peptococcus, Peptostreptococcus,
Propionobacterium, Bifidobacterium.

e Gram négatif : les genres Veillonella, Fusobacterium, Bacteroides (Lechat et al., 1992;
Marc et al., 2001).

5. Les antibiotiques

Les premiers ATB, substances naturelles, ont probablement été utilisés bien avant la
découverte de leurs propriétés thérapeutiques au XXe siecle . L’avénement des antibiotiques a
constitué un formidable progrés thérapeutique, leur utilisation a permis de réduire
considérablement la mortalité liée aux infections bactériennes souvent voire toujours fatales

comme la tuberculose et les méningites bactériennes (Lode H et Am J Med, 2010).

Un antibiotique, comme tout médicament, expose au risque d’interaction médicamenteuse

en réduisant ou augmentant 1’effet d’autres traitements (Dancer, 2004).

D’autres effets secondaires non désirés sont liés a 1’activité antimicrobienne elle méme :
par son impact sur la flore bactérienne, 1’antibiotique peut favoriser la prolifération de

certaines espéces qui seront a 1’origine d’infections secondaires (Baxter R et al., 2008).
5.1. Reésistance bactérienne aux antibiotiques

Les plantes médicinales ont joué un rdéle important dans le traitement de nombreuses
maladies jusqu'a I'émergence d'autres alternatives, qui sont les antibiotiques, qui ont une trés
grande importance dans la pratique médicale en traitant les infections bactériennes (Bouyahia
et al., 2017b). La résistance des bactéries aux antibiotiques leur permet de survivre (Duvaland
Cossart, 2019).
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La multi résistance est décrite comme la résistance ou diminution de la sensibilité a au
moins trois classes dantibiotiques actifs sur les souches sauvages: (1) Blactamines,
pénicillines, céphalosporines et monobactames; (2) carbapénemes; (3) fluoroquinolones et (4)
aminosides (Shorr, 2009).

Microbes ont des formes récemment développées. Il existe deux formes: soit
naturelle, programmée au niveau du génome, soit acquise selon les états métaboliques, qui

peuvent se résumer en plusieurs modes de résistance (Bouyahia et al., 2017b).
- Diminution de I’adsorption des aminoglycosides.

-Modification de l'interaction des lipopeptides avec la membrane cellulaire.
-Modification de I'activité enzymatique des aminoglycosides.

-Modification de laisons des B-lactamines a des cibles intracellulaires.
-Modification de laisons & des cibles intracellulaires.

-Réduction de I’affinité des glycopeptides a des cibles membranaires.
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Fig. 02: Schéma général des mécanismes de résistance aux antibiotiques (Bouyahia et al.,
2017D).



Chapitre 01 synthése bibliographigue

6. Etude bibliographique d’Ammi visnaga
6.1 Description botanique

Khella ou bien « Noukha » en Algérie (Belkacem et al., 2016) est une plante vivace qui
pousse annuelle ou bisannuelle généralement au printemps (Vogel, 2013; Jaradat et
al., 2015). On la trouve en abondance dans la mer Méditerranée, sa hauteur est d'environ 120
cm (figure 03). Elle a une légere odeur et un goQt tres amer. Elle possédent des feuilles
alternes et basales, sessiles (dans les pousses supérieures ) et courtes en pétioles (vers le bas)
(Bishr et al., 2014). Attribué a plusieurs langues différentes («<Sowak ANabi » en arabe ; «
Tabellaout » en Berbere , « Pick tooth, Tooth pick » en anglais , « Bishop's weed »et «
Herbe aux cure-dents » en francais ) (Bishr et al., 2014). L'inflorescence naturelle a lieu de
juillet a septembre, lorsque des fleurs blanches tres gonflées se forment a la base (Keddad et
al., 2016). Possedent une odeur particuliére sur les feuilles (Bishr et al., 2014). Ammi
visnaga porte des fruits ovoides, contracté par deux méricarpes (d'environ 3 mm de
longueur), ces derniers privilégies par une couleur brun-vert avec une nuance violette et
portent des graines ovales (figure 03), minuscules (environ 2 mm de long) (Bishr et al., 2014 ;
Hashim et al., 2014 ; Meepagala et al., 2016).

Fig. 03 : Description botanique (A). ( Dirar et al., 2014 ) ,La fleur (Jaradat et al., 2015) et les
grains(B) (Pavela et al., 2016).
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6.2 Position taxonomique de la plante

Selon (bok benit, 2011). Ammi visgana appartient au:

Regne : plante
Embronchement : Magnoliophyta
Ordre : Apiales
Famille : Apiaceae

Genre : visnaga

6.3 Répartition Géographique

La plante Ammi visnaga pousse dans un climat chaud (Hashim et al., 2014), elle est

originaire d'Afrique du Nord (dans un sol argileux) et du bassin méditerranéen (Ullah R et al.,

2012), elle s'acclimate également en Russie, au Mexique, aux Etats-Unis d’Amérique, dans

I'océan Atlantique, en Argentine et en Australie (Kenner & Requena, 2001; Al -Sanfi A .1,

2013 ; Bihor et al., 2014). Utilisé en Iran et par le Pakistan comme plante médicinale (Ullah

etal., 2012).

6.4 Etude phytochimique

Les études phytochimiques d’Ammi visnaga ont révélé sa richesse en différentes

composants (Khalfallah et al., 2011). Résument dans le tableau suivant :

Tableau 02: Compositions chimiques d’Ammi visnaga.
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Famille Composants Structure de majeurs composants
(Dirar et al., 2014;Hashim et al., 2014 )
y-pyrones 4%., la khelline (0,3- e
1,2%), la visnagine (0,05 a 0,30%), '
Fruranochromones khellinol,ammiol, khellol et khellinin o - Vc_i.,‘CHj
visammiol ,khellinone, visnaginone (
Hashim et al., 2014) Khelline
0,2-0,5% comprenant: la visnadine, Ho O o
Pyranocoumarines lasamidine et dihydrosamidine | Y
Ghoneim et al., 2014) o) OCH,
Furanocomarines  xanthotoxine et d'amoidine (Jaradat e
Khellol
al., 2015)
Comprenant  :la  quercétine et 0 '®) CHs
Flavonoides Iisorhamnetine et leurs trisulfates N
ainsi que le kaempferol (Jaradat et
al., 2015) OCHa O
Volatiles Les plus abundant :linalool and aliphatic _ _
esters (Ghoneim et al., 2014) Visnagine
Protéines (fruits mars seches) 12-16% (Bishr et 7 f)'—-/L/J
al" 2014) . _ O\Z):L\'\/l:\ﬁ

Visnadine
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1. Matériel
1.1 Matériel végétal

Le mateériel végétal étudié dans ce travail est constitué des parties aériennes de la plante
Ammi visnaga (feuilles, fleurs et feuilles de la tige). Cette plante est répandue en Afrique du
Nord et comprend de nombreux états d'Algérie (M'sila, Djelfa, Bordj Bou Arerrige ... ). La
plante a été identifiée par enseignent au département des sciences de la nature et de la vie de
I’'université de M’sila. Apres la floraison naturelle de cette plante (de juillet a fin septembre)
(figure 04), elles sont récoltées et laissées a l'air naturel jusqu'a ce qu'elles soient
complétement seches (figure 04) afin d'en étudier les parties aériennes uniquement de

plusieurs manieres différentes.

Fig.04 : Ammi visnaga au durée de la floraison (a) ; aprés le séchage (b) (Jaradate et al.,
2015).

1.2. Appareillages

Eprouvette, Entonnoir, Béchers, Papier filtre (whatman) , Spatule, Flacon, boites de pétré,
tubes a essais, plaque chauffant ,micropipette, Réfrigérateur, Balance de précision,
Evaporateur rotatif (Rotavapor), vortex, Bain-marie, spectrophotometre, étuve, centrifugeuse,

marqueur ,eppendrof tube ,Etiquettes ,bec bunsen ,cristallisoir ,erlenmeyer.
1.3.Réactifs

Les réactifs chimiques utilisés dans cette travail sont: Le méthanol pur(CHsOH), quercitine,
chlorure d'aluminium (AICI3), carbonate de sodium(NaCOs), folin-Ciocalteu, ’acide gallique
(DMSO) Dimethylsulfoxyde.

12
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2. Méthodes
2.1. Extraction méthanolique par macération

Apreés broyage des parties aériennes de la plante, 50 g ont été pesés et mélangés avec 500
ml de méthanol pendant 24 heures a température ambiante. Du papier Whatman a été utilisé
pour filtrer I'extrait a concentrer dans un milieu sous vide a l'aide d'un évaporateur rotatif a 40
° C. Enfin il a été séché a I'étuve a 40 ° C, puis collectez-le, pesez-le et stockez-le a 4 ° jusqu'a
son utilisation (Atere et al., 2018). Le rendement en extrait est exprimé en pourcentage par
rapport au poids sec de la plantes et est calculé par la formule (01) (Muniyandi
etal., 2019):

RendementExt% = MExt /MEch x 100.............. 01)
ou
MExt: Masse de ’extrait aprés évaporation du solvant en g.

MEch: Masse de I’échantillon végétal en g.

2.2. Extraction aqueuse par décoction

Cette méthode d’extraction a été effectuée selon le protocole décrit par (Boubakeur et
al., 2017). Une quantité de 50 g du matériel végétal broyé est mise a bouillir pendant 30
minutes dans 500 ml d’eau distillée (Akassa et al., 2019). Apreés filtration sur papier-filtre
Whatman, Le filtrat obtenu a été concentré et séché a 40°C dans une étuve. L’extrait sec a été
récupéré et stocké a 4°C a I’obscurité jusqu’a son utilisation (Benothman et al., 2017).

Nommeés EA puis conservés a 4 °C pour les travaux ultérieurs .

13
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Extrait (M ) a évanorateur

Fig. 05 : Les déférents étapes d'extraction par macération et par décoction .

3. Dosage des composés phénoliques
3.1. Dosage des polyphénols
< Principe

La méthode est l'une des meilleures méthodes pour déterminer la teneur totale en
polyphénols d'extraits de plantes c'est la méthode de Folin Ciocalteu (Singleton et al., 1999);
c'est le résultat de de la réaction entre I’acide phosphotungstique (H3PW12040) et I’acide
phosphomolybdique (H3PMI2040) en milieu alcalin. Cette réduction se traduit par
I'apparition de couleur bleu et se compose de formée d’une mélange d'oxyde bleu de
tungsténe (W8023) et de molybdéne (M8023) qui sont proportionnels a la concentration en

polyphénols dans le mélange (Blouin et al., 1972).
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Mode opératoire

Un volume de 500ul de I’extrait en solution est mélangé avec 1ml du réactif de Folin-
Cioclateu (10 fois dilué avec de I’eau distillée); aprés 4 minute additionner 400 ul de
carbonate de sodium Na2CO3. L’ensemble est incubé a température ambiante pendant 2
heure et la lecture est effectuée contre un blanc a I’aide d’un spectrophotométre a 765nm. Les
résultats sont exprimés en pg équivalent d’acide gallique par mg d’extrait sec (ug EAG/mg

d’extrait) (voir annexe 01).

3.2. Dosage des flavonoides
% Principe

La formation d’une liaison covalente entre le trichlorure groupements hydroxyles (OH)
des flavonoides produise un complexe de couleur jaune ayant une absorbance maximale a 430
(Rezzaghi, 2012). La teneur en flavonoides des extraits a été déterminée
spectrophotométriquement selon la méthode de trichlorure d’aluminium AICI3 décrite par
(Ayoola et al., 2008 ; Mbaebie, 2012) avec des modifications : Le chlorure d’aluminium
forme des complexes jau-natres avec les atomes, d’oxygene présents sur les carbones 4 et 5

des flavonoides.
Mode opératoire

Un volume de 1 ml de I’échantillon (Img/ml) est ajouté a 1 ml de la solution de
trichlorure d’aluminium AICI13, vigoureusement agité. Apres 10 min d’incubation, a
température ambiante et a I’abri de la lumiére, 1’absorbance est lue a 430 nm. La teneur en
flavonoides est exprimée en microgramme d’équivalent de Quercétine par un milligramme

d’extrait de feuilles (ug EQ/mg) (voir annexe 01).
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4. Activité antibactérienne :

Différents types de bactéries sont exposés a l'effet d'extraits de méthanol et d'extraits
aqueux de la plante d’Ammi visnaga , sont des bactéries de référence de type ATCC
(American Type Culture Collection) disponibles au niveau de laboratoire de microbiologie du
département de Microbiologie et Biochimie;. Ce sont des bactéries pathogeénes, infectieuses et
responsables de divers problemes qui surviennent au niveau des denrées alimentaires, tels que
les intoxications et autres, et susceptibles de causer de nombreux maladies sérieuses. Ce test
est réalisé au niveau du laboratoire de microbiologie de Msila . L’activité antibactérienne des
extraits a été déterminée par la méthode de diffusion en milieu gélosé standardisée par
(NCLLS) cité par (Celiktas et al., 2007a).

4.1. Souches bactériennes utilisées
Cing souches bactériennes ont été testées :

Des bactéries a G+ dont, Bacillus subtiles ATCC9372, Staphylococcus aureus ATCC25923
et des bactéries a G— dont Escherichia coli ~ ATCC25922, Salmonella enterica
ATCC13311.Pseudomonas aeuruginosa ATCC27853.

4.2. Vérification de la pureté des bactéries et identification des souches :

Les souches bactériennes utilisées sont des souches déja identifiées et référenciées. Nous
avons tenu a Vvérifier leur pureté ; apres incubation et a partir de colonies isolées sur milieux
sélectifs, on vérifie immédiatement la pureté par morphologie (aspect des colonies ,mobilité a

I'état frais ,coloration de Gram (voir_annexe 02 ) et par les caractéristiques chimiques .

4.3. Milieux de culture utilisé

Nous avons utilisé trois milieux de culture (voir annexe 01): Gélose Nutritive, Gélose

Mueller Hinton et Bouillon nutritif .
4.4. Méthode de diffusion en milieu gélosé
4.4.1. Préparation de I’inoculum bactérien
Apres s'étre assuré de la pureté des échantillons, Chaque souche a été ensemenceée sur un
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milieu de gélose nutritive et incubé pendant 24 heures a 37 ° C. Aprés incubation, nous

choisissons parmi 4 des 5 colonies isolées et les mettons dans un tube contenant 9 ml d'eau
distillée sterile . afin d’avoir une densité cellulaire initiale ou une turbidité voisine a celle de

McFarland 0,5 (106 UFC/ml).(voir annexe 02) , Cette comparaison est mesurée a 1’aide d’un

densitometre.
4.4.2. Ensemencement :

Apres I’ajustement de la turbidité de la suspension servant d’inoculum, Nous trempé un
écouvillon dans la suspension et on a étalé la surface entiére de la gélose (Gélose Mueller
Hinton ) a trois reprises , en tournant la boite a environ 60° aprés chaque application dont le
but d’avoir une distribution égale de I’inoculum . Enfin, on a écouvillonné partout autour du

bord de la surface de la gélose.
4.4.3. Incubation :

Les disques stériles imprégnés des concentrations croissantes d’extraits( aqueux et
méthanoliques ) a raison de( 10 a 15 ul) par disque (Ngameni et al., 2009), ont été déposés
stérilement a 1’aide d’une pince sur la surface de la gélose. Des témoins imbibés seulement

par le DMSO ont été réalisés. Les boites ont été incubées 24 h a 37 °C dans incubateur .
5. Analyse statiques

Toutes les analyses de l'activité antibactérienne sont faites en trois répétitions et la
comparaison des moyennes est réalisée par Analyse de la Variance (ANOVA), permettant de
calculer les moyennes et les écarts types. Les comparaisons statistiques ont été faites au

moyen de Excel 2010.
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1. Rendement de I'extraction

Il est important de souligner que la méthode utilisée (le choix des solvants), ainsi que les
conditions dans lesquelles I’extraction est effectuée (a chaud ou a froid), affectent en
métabolites secondaires, et par conséquent affecte les activités biologiques mediées par ces

métabolites

Dans nos études sur Ammi visnaga , nous avons procédé a la préparation de deux
extraits par maceration et décoction a partir de la partie aérienne (feuilles ,les tiges et les
feuilles de tige ), et cela afin d’évaluer leur activité antibactérienne. Les deux extraits

obtenus suivant (figure.7).

Afin de ces résultats on a noté que I’extrait méthanolique a permis d’obtenu le meilleur
rendement 9.2% suivi par I'extrait aqueux avec un rendement de 7.2%. Les études rapportées
par la littérature (Maupetit, 1994 ; Chehab, 1993 ; Mouslih, 2001) ont indique que le
rendement des extraites d'/Ammi visnaga varient en fonction de la periode de recolte, du
mode d'extraction et du séchage de la plante. La selection individuelle a egalement un effet
sur ces deux facteurs (Chehab, 1993). Sont donnent un rendement de 0.48% ; nettement

inférieur a notre résultat.

9.2

B Rendement de la plante

Extrait méthanolique Extrait aqueux

Fig. 06: Rendement (%) des échantillons d’Ammi visnaga en extraits méthanolique et aqueux

apres l'extraction .
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Le rendement d’extraction dépend de plusicurs facteurs a savoir I'environnementaux tels que
(la géographie, la température, la longueur du jour, les éléments nutritifs, etc....) . Ainsi que la
variation de ’espéce végétale elle-méme, 1’organe végétale, le stade de la croissance , la
conservation du matériel végétale et la méthode d’extraction .Nous pouvons dire que les
solvants polaires donnent des rendements meilleurs que les solvants apolaires, étant donné
que les solvants polaires ont la capacité de diffuser a l'intérieur de la poudre végétale . Tandis
que les solvants apolaires, non miscibles avec I’ecau, (Ghedaba et al., 2010). Ce résultat est en

accord avec ceux obtenus par d'autres auteurs (Ghedaba et al., 2010).
2. Lateneur de polyphénols et flavonoides

Tableau 3: Taux de polyphénols et flavonoides totaux dans extraits méthanoliques et aqueux

d’Ammi vishaga .

Rendement(%) Polyphénol Flavonoide
(ug EAG/mg E) (ng EQ/mg E)
E.Méth 9.2% 243.57 £ 0.57 77.15x20.73
E.Aq 7.2% 198 + 0.59 41.74 £0.25

La détermination de la teneur en polyphénols et flavonoides totaux a été effectuée par la
méthode spectrophotométrique en utilisant le réactif de Folin—Ciocalteu et le trichlorure
d'aluminium (AICI3), respectivement. Les teneurs en polyphénols ont été rapportées en pg
équivalent d’acide gallique/mg d’extrait du matériel végétal, tandis que la teneur en
flavonoides a été rapportée en pg équivalent de queurcitine / mg d’extrait (Georgé et al., 2005
; Lietal., 2007).

Les résultats de la courbe d’étalonnage d’acide gallique et de la queurcitine sont représentés

respectivement dans les figures 08 et 09.
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3 .
absorption a 765nm

20 40 60 100 120 140 160 200 concentration d'acide
gallique pg/ml.

Fig 07: Cinétique de pouvoir réductrice de I’extrait méthanolique d'/Ammi visnaga.

absorption a 430 nm

2.5 4

2 -
15 4

1 -
0.5

0 \ \ \

2 4 8 12 20 40 concentration de queurcitine pg/ml.

Fig 08: Cinétique de pouvoir réductrice de I’extrait aqueux d'Ammi visnaga.

A partir des valeurs obtenue dans le tableau 3 nous avons remarqué que: la teneure on
polyphénols est variable dans les deux extraits methanoliques et aqueux d’Ammi visnaga,
dont le taux le plus élevé a été enregistré dans I’extraits méthanoliqgues  avec
une valeur de 243.57 (ug EAG/mg E) par apport I'extraits aqueux ,le taux moins diminue

avec une valeurs 198 (ug EAG/mgE) .

Concernant les flavonoides, 1’extrait aqueux présente un faible taux de flavonoides41.74 (ug

EQ/mg E) , par apport I'aextraits méthanoliques avec une valeurs 77.15 (ug EQ/mg E) .

Les extraits méthanoliques des parties aérienne d'Ammi visnaga présent le taux le plus
important en polyphénol et flavonoides 243.57 pg équivalent acide gallique par mg d’extrait

et 77.15 pg équivalent de queurcitine/ mg de I’extrait, respectivement.
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3. Evaluation de P’activité antibactérienne

L’évaluation de I’activité antibactérienne des extraits aqueux et extraits méthanoliques
d’Ammi visnaga est déterminée par la technique de diffusion sur gélose (antibiogramme) par
la mesure du diametre de la zone inhibition autour des disques contenant les extraits a tester

vis —a-vis des cing souches. Apres 24 h d’incubation a 37 °C .

Aucun résultat n'a été obtenu (résultat négatif) dans les cing boites contenant les
échantillons de bactéries (chaque boite nous avons mis trois disques un pour l'extrait

méthanolique, un pour I'extrait aqueux et un pour le DMSO comme témoin ).

Nous avons répété la partie appliquée de ce travail plusieurs fois et quatre
concentrations (la masse des extraits par ug) différentes pour chacun des extraits

méthanoliques et aqueux, mais nous n‘avons obtenu aucun résultat. Ces concentrations sont :

- 50 ug de chaque extrait, nous le dissolvons dans 1 ml de DMSO avec l'agitation , (car
I'extrait aqueux est difficile a dissoudre, nous ajoutons un peu d'eau distillée) Nous prenons 10
ul de chaque solution et le mettons sur un disque dans la boite . Apres incubation pendant 24

heures a 37 ° C, nous n'avons remarqué aucun resultat (zones d'inhibition ) .

- Nous avons augmenté les concentrations d'extraits a 80 pg .Nous prenons 10 pl de
chaque solution et le mettons sur un disque dans la boite . Aprés incubation pendant 24 heures

a 37 ° C, nous n‘avons remarqué aucun résultat (zones d'inhibition) .

- Nous avons augmenté autre fois les concentrations d'extraits a120 pg .Nous prenons 10
ul de chaque solution et le mettons sur un disque dans la boite . Aprés incubation pendant 24

heures a 37 ° C, nous n'avons remarqué aucun résultat (zones d'inhibition ).

-Nous avons suggéré que ces concentrations pourraient étre trés elevées sur les
échantillons, nous n'avons donc obtenu aucun résultat (zones d'inhibition). Nous avons réduit
le niveau de concentration a 20 pg pour chaque extrait (car il existe plusieurs types de
bactéries qui nécessitent de faibles concentrations pour donner un résultat) encore une fois,

aucun résultat n'a été montré.
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Nous recommandons et confirmons que la négativité de ces résultats n'est pas due a la
méthode de travail (car nous avons bien travaillé et suivi toutes les étapes requises) ou a la
validité et a la qualite du matériel de laboratoire (car nous sommes ceux qui ont préparé la

communauté agricole et qui s'est également assuré de la pureté des échantillons.

Ces résultats négatifs sont dus aux facteurs environnementaux affectant la plante, (mode
de cueillette, lieu de mise en place et de stockage avant utilisation ... etc.).. Parmi les facteurs

gue nous mentionnons :

1- Facteurs climatiques: (température, chaleur, humidité, lumiere, vent, pluie, CO2.)

2- Les facteurs du sol (sol): le sol et ses propriétés naturelles, chimiques et biologiques.

3- Facteurs biologiques: les influences mutuelles entre les plantes cultivées et entre les
organismes végétaux et animaux et les plantes.

4- Facteurs humains: influence humaine directe et indirecte sur la croissance et le

développement.

En plus des différentes conditions environnementales, la composition génétique
des plantes a un impact important sur son succes agricole. En outre, la vie végeétale n'est que
le résultat de l'interaction de facteurs environnementaux avec des facteurs de constitution
génétique. L'environnement et ses facteurs influencent la croissance et le développement des
plantes, et ils se chevauchent dans leur influence sur les processus physiologiques et

métaboliques de la plante.
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Conclusion

Conclusion

Les plantes étaient utilisées dans le passé dans plusieurs domaines, en particulier dans
le domaine de la médecine, car elles étaient trés populaires dans toutes les régions du monde
(Egypte, Chine, Inde ...) et c'est avant I'émergence des médicaments chimiques et des
antibiotiques qui ont des effets secondaires sur le corps humain et la santé du patient. De
nombreux cas de maladie difficiles a traiter avec des médicaments par crainte pour la santé du
patient, les médecins ont donc préféré recourir a un traitement a base de plantes médicinales,

qui s'est avéreé efficace dans le traitement de nombreux cas de maladie.

En Afrique du Nord en général, et en Algérie en particulier, on trouve de nombreuses
plantes médicinales, dont la plante que Ammi visnaga discutée dans cet ouvrage en termes de
composés phénoliques(PPT) , d'extrait méthanolique (EM) et d'extrait aqueux(EA) , et son
activité antimicrobienne est évaluée en fonction de la zone en Nos études sur cette plante ont
montré qu'elle n'a pas d'activité antibactérienne, avec différentes concentrations d'extraits
aqueux et de méthanoliques , mais ces résultats ne prouvent pas qu'il n'y a pas d'activité
antibactérienne pour cette plante en raison de la présence de plusieurs raisons ( la différence
de qualité du sol, le moment de sa cueillette, la méthode de stockage et de conservation avant

de I'étudier...... etc.).

Que les résultats de I'étude soient positifs ou négatifs, ils constituent une étape importante
dans la recherche de matériaux d'origine naturelle. L'étude des différents extraits nous permet
de trouver de nombreuses applications dans plusieurs domaines (traitement des infections
microbiennes, alimentation conservation, etc.), qui ont besoin Une analyse chimique est
souhaitable pour obtenir une spécification plus approfondie de la composition quantitative et

qualitative.

Nous restons toujours dans le besoin d'etudier les corps vivants pour diverses activités

antimicrobiennes, antifongiques, antibacterienne et oxydantes.
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Annexe n°1
1. Préparation des Milieux de culture
v" Mueller-Hinton(38g/1), préparé dans 1L d’eau distillée.
-Extrait de viande 3 g
-Hydrolysat acide de caséine 17.5 g
-Amidon 1.5 ¢
-Agar 16 ¢
-Eau distillée 1000 ml
-pH 7.3

v' Gélose nutritif (23g/l), préparé dans 1L d’eau distillée.
-Peptone 10 g
-Extrait de viande 3 g
-Extrait de levure 3 g
-Chlorure de sodium 5 g
-Agar 18 g
-Eau distillée 1000 ml
-pH 7.3

v bouillon nutritif ( g/l), préparé dans 1L d’eau distillée.
-Peptone 10 g
-Extrait de viande 5 g
-Chlorure de sodium 5 g
-Eau distillée 1000 ml
-pH 7.3

Les milieux de culture préparés comme suit :
Dissoudre chaque milieu dans un litre d’cau distillée. Faire bouillir avec agitation jusqu’a
dissolution compete, puis autoclave pendant 20 min a 130°C et finalement couler le milieu

dans les boites de pétri.
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2. Préparation de (dosage de polyphénols)

v’ Extrait méthanolique :( 500 pg extrait méthanolique sec +1 ml de méthanol).

v Extrait aqueux : (500 pg extrait aqueux sec +500ul de I'eau distillé +500ul de
méthanol ).

v" Folin Ciocalteu : (1ml de folin +500pul de chaque solution d'extrais préparés aqueux et
méthanolique +9ml d'eau distillée et cette mélange diluée 10 fois ).

v" Acide gallique : (500ug + 1ml de methanol ,en utilisant 100 pl pour dosage).

v' carbonate de sodium (Na2CQ3) : (3.75 g + 500 ml de I'eau distillé ).

3. Préparation de (dosage de flavonoides )

v' Extrait méthanolique :( 2 g extrait méthanolique sec +1 ml de méthanol).

v' Extrait aqueux : (2 g extrait aqueux sec +500ul de I'eau distillé +500ul de
méthanol ).

v" Dissolution de Quercitaine dans le méthanol (1 mg/ml) ,dilution 50 pg/ml.

v" Préparation de chlorure d'aluminium (1 g dans 50 ml de méthanol )

Annexe n°2
1. Coloration de Gram

La coloration de Gram doit son nom au bactériologiste danois Hans Christian Gram .
Les bactéries présentent toutes une paroi constituée d'une substance, la muréine qui est un
peptidoglycanne. Celle-ci est recouverte par une membrane externe chez les bactéries
Gram-, tandis que les bactéries a Gram+ en sont dépourvues. Cette paroi de part son
organisation permet de les classer soit dans les Gram+ ou les Gram-. Cette information est
importante car elle est utilisée dans la taxonomie. Elle permet ainsi, avec la reconnaissance
de la morphologique et le mode de groupement des bactéries de renseigner sur I'ordre dont

fait partie les bactéries étudiées.

% Cette coloration de Gram se réalise en 7 étapes:

-Réalisation de frottis sur une lame de microscope a partir d'une suspension bactérienne: on
agite la suspension afin de I'hnomogénéiser et d'éviter d'avoir un culot au fond du tube. Avec
I'aide d'une anse que I'on aura préalablement sterilisé (en la passant sous le bec benzéne), on
préleve un peu de la solution bactérienne en plongeant le fil de platine de la anse dans le

tube & essai.
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-On dépose ensuite ce prélevement au milieu de lalame en faisant des rotations jusqu'a
séchage.

-On procéde a la fixation du frottis soit avec de I'éthanol a 90° (5 minutes) puis on enflamme
la lame ou on passe directement 3 fois la lame dans la flamme du bec Bunsen.

-La coloration au violet de Gentiane (colorant basique): la lame est plongée pendant 2 a 3
minutes (en fonction de la concentration) dans la coloration au violet de gentiane. Toutes les
bactéries sont colorées en violet puis rincer a I'eau déminéralisée.

-Mordancage au lugol (solution iodo-ioduree) : étaler le lugol et laisser agir 20 secondes ;
Rincer a I'eau déminéralisée. Cette étape permet de stabiliser la coloration violette.

-Décoloration a I'alcool: verser goutte a goutte I'alcool sur la lame inclinée

obliguement. Surveiller la décoloration (5 a 10 secondes). Le filet doit étre clair a la fin de la
décoloration. Rincer sous un filet d'eau déminéralisée. L'alcool pénettre dans la bactérie. La
coloration au violet de Gentiane disparait. Les bactéries décolorées sont des bactéries Gram-.
Si I'alcool ne traverse pas la paroi, on est en présence de bactéries Gram+.

-Contre coloration avec de la Fuchsine ou de la Safranine: laisser agir de 30 secondes a 1
minute. Laver doucement a I'eau déminéralisée. Sécher la lame sur une platine chauffante a
40°C, 10 a 15 minutes. Les bactéries Gram- sont colorées en rose.

2. McFarland PMS 0,5 pour la microbiologie

Les étalons McFarland PMS sont des étalons de turbidité équivalents aux étalons
originaux de sulfate de baryum. La suspension de microparticules de polymere
optimisée (PMS) se mélange plus lentement que la variante du sulfate de baryum.

La densité cellulaire d'une suspension bactérienne est ajustée au cours d'une simple
comparaison avec la turbidité de I'étalon. Cela peut aussi bien se faire par une
comparaison visuelle directe qu'au moyen d'une mesure dans un spectrophotometre.

La valeur de turbidité de I'étalon de 0,5 MFU (McFarland Units) correspond a peu
prés a une densité de culture de 1,5 x 108 cellules/ml. Cette densité cellulaire est
particulierement requise pour l'inoculum bactérien pour le test de sensibilité aux
antibiotiques.

Uniquement pour la recherche. Produit non approuvé pour une utilisation en médecine
humaine ou vétérinaire, ni pour les applications sur ’homme ou 1’animal, ni pour des
applications cliniques ou de diagnostic in vitro.
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¢+ Uniquement pour la recherche. Produit non approuvé pour une utilisation en médecine
humaine ou vétérinaire, ni pour les applications sur I’homme ou 1’animal, ni pour des
applications cliniques ou de diagnostic in vitro.

Annexe n°3. les zones d’inhibition des témoins négatif pour les cinq souches

Concentration
(ng/ml.)

Souches
bactérienne

Poids d'extraits méthanolique et
aqueux ( 50pg/ml.)

Poids d'extraits méthanolique
et aqueux (120pg/ml.)

Escherichia coll

Pseudomonas

stapthococcus

Salmonella

®Bacillus
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Résumé

Ammi visnaga L. est une plante médicinale appartenir a la famille des Apiaceae, largement
utilisée en medecine traditionnelle, est une plante vivace, trés fréquente dans le bassin
méditerranéen. En Algérie Ammi visnaga est une plante annuelle ou bisannuelle, qui pousse
généralement au printemps. Le but de ce travail est de déterminer la teneur des extraits
méthanolique (EM), aqueux (EA) en composés phénoliques, ainsi que d’évaluer leur activité
antibactérienne. Les rendements d’extraction : (extraction méthanolique par macération
étaient de 9.2% , tandis que extraction aqueuse par décoction eétaient de 7.2%). Le taux en
polyphénols et flavonoides totaux a révélé une forte concentration dans [’extraits
méthanoliques par rapport I'extraits agqueux avec un taux de de 243.57 (ug EAG/mg E) et
77.15 (ug EQ/mg E). L’activité antibactérienne a été évaluée, pour 05 souches bactériennes
salmonella, Escherichia coli, Bacillus, Pseudomonas aeuruginosa; staphylococcus par la
méthode (disques de diffusion). Ces résultats montrent que les extraits d'’Ammi visnaga ne
possédent pas des propriétés antibactérienne.

Mots clés : Ammi visnaga, Apiaceae, Polyphénols, flavonoides , activité antibactérienne.

Abstract

Ammi visnaga L. is a medicinal plant belonging to the Apiaceae family, widely used in
traditional medicine. It is a perennial plant, very common in the Mediterranean basin. In
Algeria Ammi visnaga is an annual or biennial plant, which usually grows in spring. The aim
of this work is to determine the content of methanolic (EM), aqueous (EA) extracts in
phenolic compounds from this plant, as well as to evaluate their antibacterial activity. The
extraction yields: (methanolic extraction by maceration was 9.2%, while aqueous extraction
by decoction was 7.2%) %). The level of total polyphenols and flavonoids revealed a high
concentration in methanolic extracts compared to aqueous extracts with a level of 243.57 (ug
EAG / mg E) and 77.15 (ug EQ / mg E). antibacterial activity was evaluated for 05 bacterial
strains of salmonella, Escherichia coli, Bacillus, Pseudomonas aeuruginosa; staphylococcus
by the method (diffusion discs). These results show that Ammi visnaga extracts do not have
antibacterial properties.

Keywords: Ammi visnaga, Apiaceae, Polyphenols, flavonoids, antibacterial activity.
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