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INTRODUCTION

INTRODUCTION

A D’origine, la nature constituée essentiellement d’étres végétaux servait d’alimentation aux
animaux et aux Hommes peuplant la terre. Mais a c6té de cette fonction nutritionnelle,
I’Homme découvrit bien d’autres fonctions que pouvaient lui procurer les plantes, notamment
le pouvoir de guérison. En effet cette faculté de guérison des plantes fut connue longtemps de
nos ancétres depuis, les temps reculés. Elle deviendra plus tard la médecine traditionnelle
avec toutes les avancées notoires qu’on peut lui attribuer.

Selon certains auteurs, les composés d'origine naturelle présentent 1'avantage d'une tres
grande diversité de structures chimiques et ils possedent aussi un tres large éventail d'activités
biologiques (Bérubé-Gagnon, 2006).

L’étude de la chimie des plantes est toujours d’une brilante actualité malgré son

ancienneté. Cela tient principalement au fait que le régne végétal représente une source
importante d’'une immense variété de molécules bioactives (Ferrari, 2002).

La flore Algérienne est caractérisée par sa diversité florale: Méditerranéenne, Saharienne et
une flore Paléo Tropicale, estimée a plus de 3000 espéces appartenant a plusieurs familles
botaniques. Ces espeéces sont pour la plupart spontanées avec un nombre non négligeable

(15 %) d’espéces endémiques (Ozenda, 1977). Ce qui a donné a la pharmacopée
traditionnelle une richesse inestimable.

Malgré les efforts des chimistes dans la synthése de nouvelles molécules, plus de 25 % des
médicaments prescrits dans les pays développés dérivent directement ou indirectement des
plantes (Newman et al, 2000). Cependant, en tant que sources de médicaments, les plantes
restent encore sous exploitées surtout dans le domaine de la microbiologie médicale (Kirby et
al, 1996). Il est certain que la plupart des antibiotiques prescrits dérivent des microorganismes
et que, un a trois antibiotiques sont mis sur le marché chaque année (Clark, 1996), mais il est
aussi évident que les agents antimicrobiens d’origine végétale ont leur place dans I’arsenal de
médicaments prescrits par les cliniciens et a juste titre (Cowan, 1999). Chaque antibiotique a
une durée de vie effective limitée au bout de laquelle les microorganismes développent des
résistances.

Le phénomene de la résistance bactérienne aux antibiotiques est du en grande partie a la

prescription massive d’antibiotiques par les médecins et leur mauvaise administration.
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Egalement, ’utilisation des antibiotiques en agriculture comme prometteurs de la croissance
et dans la prévention des infections est suspectée de contribuer au développement de souches
résistantes non seulement chez les animaux mais aussi chez les populations humaines.

Ces différentes difficultés ont suscité notre intérét pour la recherche d’autres substances
antibactériennes pouvant constituer une solution alternative contre les résistances aux

antibiotiques.

Pour cela on propose notre contribution a 1’étude de 1’écorce de Pinus pinaster (pinaceae),
des sommités fleuris de Marrrubium vulgare (lamiaceae) et des parties aériennes
d’Artémisia herba alba (asteraceae) appartenant a des biotopes et familles botaniques

différentes.

Dans ce contexte, le présent travail s’est fixé comme objectif 1’identification des groupes
phytochimiques, qui caractérisent 1’extrait de la partie végétale de chaque plante et la
recherche de I’activité antibactérienne et les potentialités que peuvent avoir ces extraits in

vitro.



TRAVAUX ANTERIEURS



Chapitre 1. Les plantes en Médecine

Chapitre I : Les plantes en Médecine

I.1. Définition d’une plante médicinale

Une plante médicinale est définie par la pharmacopée frangaise comme une « drogue
végétale au sens de la pharmacopée européenne dont au moins une partie possede des
propriétés médicamenteuses ». Une « drogue végétale » est une plante ou une partie de plante,

utilisée, soit le plus souvent sous la forme desséchée, soit a 1’état frais (Sofowora, 2010).

L’expression drogue végétale ou, plus couramment, drogue, désigne donc une matiere

premicre naturelle servant a la fabrication des médicaments.
I.2. Intérét de 1'étude des plantes médicinales

La plupart des espéces végétales contiennent des substances qui peuvent agir, a un
niveau ou un autre, sur l'organisme humain et animal. On les utilise aussi bien en médecine
classique qu'en phytothérapie. Elles présentent en effet des avantages dont les médicaments

sont souvent dépourvus (Iserin, 2001).

La raison fondamentale est que les principes actifs végétaux proviennent de processus
biotiques répandus dans tout le monde vivant, alors que l'essentiel des médicaments de
syntheése sont des xénobiotiques aux effets secondaires trés mal maitrisés (Bruneton, 2009).
Les plantes médicinales sont donc importantes pour la recherche pharmaceutique et
I'¢laboration des médicaments, directement comme agents thérapeutiques, mais aussi comme
matiere premiere pour la synthése des médicaments ou comme modele pour les composés

pharmaceutiquement actifs (Decaux, 2002).
1.3. La phytothérapie

La phytothérapie est I’utilisation des plantes (de 1’ensemble des éléments de la plante)
a des fins thérapeutiques. Ce terme vient du grec : « phytos » la plante et « therapiea » la
thérapie. Il s’agit d’'une des sciences médicales les plus anciennes, elle est parfois connue
aujourd’hui sous le nom de « reméde de bonne femme », étymologiquement : Bona fama =
grande renommeée. Une citation de Galien dit : « la meilleure médecine, c’est la nature car elle

guérit les trois quart de toutes les maladies ».
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Aujourd’hui, 60 % des spécialités médicamenteuses employées en médecine courante

sont issues, directement ou par hémi-synthése, du régne végétal (Grosmond, 2001).

Toutefois, malgré les énormes progrés réalisés par la médecine moderne, la
phytothérapie offre de multiples avantages. N'oublions pas que de tout temps, a I'exception de
ces cent dernicres années, les hommes n'ont eu que les plantes pour se soigner, qu'il s'agisse
de maladies bénignes, rhume ou toux, ou plus sérieuses, telles que la tuberculose ou la

malaria.

Aujourd'hui, les traitements a base de plantes reviennent au premier plan, car
l'efficacité des médicaments tels que les antibiotiques (considérés comme la solution quasi

universelle aux infections graves) décroit.

La phytothérapie, qui propose des remédes naturels et bien acceptés par l'organisme,
est souvent associée aux traitements classiques. Elle connait de nos jours un renouveau
exceptionnel en Occident, spécialement dans le traitement des maladies chroniques, comme
l'asthme ou l'arthrite. De plus, les effets secondaires induits par les médicaments inquictent les
utilisateurs, qui se tournent vers des soins moins agressifs pour l'organisme (Iserin, 2001).
L’exploitation des ressources naturelles, et notamment du monde végétal, est encore capitale a

I’heure actuelle. Elle est réalisée par :

e Etude chimiotaxonomique qui consiste a rechercher des catégories de molécules
dans les plantes en fonction de leur appartenance botanique. Ainsi les Apocynaceae, les
Rutaceae, les Rubiaceae renferment souvent des alcaloides et c’est parmi ces familles que

I’on recherche d’abord les alcaloides.

eEtude ethnopharmacologique qui consiste a recueillir des renseignements sur
I’utilisation des plantes aupres des populations vivant encore prés de la nature en Amérique

du Sud, dans les iles du Pacifique, en Afrique ou dans le Sud- Est Asiatique.

eEtude pharmacologique qui est caractérisée par 1’observation du comportement des
plantes dans leur environnement naturel. Les interactions plantes-plantes (allélopathie),
plantes-microorganismes, plantes-insectes, plantes-animaux sont associées a des signaux

chimiques (Barnes et al, 2007).
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1.4. Métabolites des plantes

Les plantes ont une importance capitale pour la survie de I’homme et des différents
¢cosystemes. Elles renferment une part importante des composés qui interviennent dans
I’ensemble des réactions enzymatiques ou biochimiques ayant lieu dans 1’organisme. Les

métabolites sont les molécules issues du métabolisme des végétaux ou d’animaux.

On distingue deux classes de métabolites : métabolites primaires et métabolites

secondaires (Hartmann, 2007).

1.4.1. Les métabolites primaires

Les métabolites primaires sont caractérisés par leur caracteére nécessaire et vital a la

survie de la cellule ou de I’organisme (Diallo D., 2000).

- Les glucides représentent une source d’énergie surtout au niveau des parois
cellulaire (cellulose).

- Les lipides constituent aussi une source d’énergie présente dans les membranes
cellulaires.

- Les amino-acides représentent une source primaire de construction des protéines

Métabolites primaires

Les acides

Les glucides Les lipides aminés
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1.4.2. Les métabolites secondaires

Sont des molécules ayant une répartition limitée dans I’organisme de la plante. Ils
sont nécessaires a sa défense contre les agressions extérieures. Cependant, ils ne sont pas

toujours nécessaires a la survie de la plante.

Les produits du métabolisme secondaire qui sont émis en trés faible quantité, sont
d’une grande variété structurale (plus de 200000 structures définies). Ces composé€s marquent
de maniére originale, un genre, une famille ou une espéce de plante et permettent parfois
d’établir une taxonomie chimique. Les métabolites secondaires font 1’objet de nombreuses
recherches, ils ont un intérét multiple, ils sont mis a profit aussi bien dans 1’industrie

alimentaire, cosmétique que pharmaceutique.

Ils sont largement utilisés en thérapie comme vasculo-protecteurs, anti-inflammatoires,
inhibiteurs enzymatiques, antioxydants et anti-radicalaires. La pharmacie utilise encore une
forte proportion de médicaments d’origine végétale et la recherche trouve chez les plantes des
molécules actives nouvelles ou des matiéres premieres pour la hémisynthése de composés
actifs. On a longtemps employé des remédes traditionnels a base de plantes sans savoir a quoi
¢taient dues leurs actions bénéfiques. L’isolement de principes actifs au XIXéme siecle, a
contribué¢ a I’amélioration des connaissances des structures, ce qui a permit de passer
progressivement d’une phytothérapie traditionnelle souvent empirique, acceptée parfois avec

une certaine méfiance a une thérapie moderne, acceptée scientifiquement.

Au début du XXeme siecle, des synthéses de composés analogues (métabolites
secondaires) ont commenceés a naitre; et afin d’augmenter leurs efficacités pharmacologiques,
des études des structures et des activités biologiques issues des dérivés prénylés de ces
métabolites ont été réalisés. La prénylation consistait a la fixation d’une chaine latérale

(pentenyle, géranyle et farnésyle) sur une molécule acceptante.

Les métabolites secondaires constituent un groupe de produits naturels qu’il convient
d’explorer pour leurs propriétés antioxydantes, anti microbiennes, anti-inflammatoires et anti

carcinogeénes ou mutagénes (Epifano et al.2007).

Ce sont des composés tres hétérogenes tant par leur composition que par leur structure.
Pendant longtemps, ces composés ont été considérés comme secondaires et métaboliquement

inactifs, ils ne suscitaient donc que peu d’intérét.
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A T’heure actuelle, cette opinion a changé, du fait de nombreuses recherches qui ont
largement montrées que ces composés ne sont pas inertes et contribuent efficacement dans la

biosynthése de divers métabolites de 1’organisme.

Chez les végétaux, ils sont soumis a d’importantes variations quantitatives et
qualitatives, ce qui témoigne d’une dynamique biochimique incontestable (Brzozowska et
al.1976). lls interviennent dans des processus vitaux les plus divers. D’ou I’'importance
croissante des études consacrés a ces composés. Leurs mode d’action et leurs signification
physiologique ne sont pas encore suffisamment claires, d’ou la place de plus en plus large qui

revient aux études de ces composés et de leurs fonctions.

On trouve des métabolites secondaires dans toutes les parties de plantes, mais ils sont
distribués différemment selon leurs roles. Cette distribution varie d'une plante a l'autre. Parmi

les principales familles de métabolites secondaires trouvées chez les plantes on distingue :

e Les composés phénoliques qui interviennent dans les interactions plante-plante
(allélopathie, inhibition de la germination et de la croissance). Parmi ces composé€s, on citera
les polyphénols, les lignines, les stilbénes, les flavonoides, les phénylpropanoides, les

anthocyanes et les tannins.

e Les alcaloides, renferme un atome d’azote dans la structure. Parmi ces derniers,
certains reléguent de 1'acide cyanhydrique quand les plantes sont abimées. Ils sont synthétisés

a partir d'acides aminés. On citera la nicotine, I'atropine, la codéine, la lupinine.

e [es mucilages: Ces sont des polyméres complexes de fructose, d'acide glucorinique
et d'acide manuronnique. Les mucilages sont des mélanges colloidaux qui gonflent avec I'eau
(agar agar).

e Les gommes et les résines: Ces sont des substances produites par la plante a la suite

d'une blessure.

e [es huiles essentielles: Ces sont des liquides concentrés et hydrophobes des
composés aromatiques (odoriférants) volatils d'une plante, ces essences sont trés volatiles et

non miscibles a l'eau.

e [es latex: Ces sont des substances sécrétées ou fabriquées par des cellules laticiferes

(vraies ou anastomosées) et qui ont la particularité de se solidifier au contact de 1'air.



Chapitre 1. Les plantes en Médecine

Les principaux groupes de métabolites secondaires rencontrés dans les plantes et qui
possedent généralement une activité antimicrobienne sont : les composés phénoliques, les

alcaloides, les terpénoides et stéroides.

1.4.2.1. Les alcaloides

Les composés azotés se divisent en deux groupes: les acides aminés et les alcaloides.
Les acides aminés (qui n’appartiennent pas aux métabolites secondaires), sont a la base de la
constitution des protéines et des autres peptides, méme s'ils n'en sont pas toujours les mémes
uniques constituants, c’est le cas de 1'héme, qui est un groupement prosthétique de
I'hémoglobine. La structure générale des acides aminés et de quelques acides aminés porteurs
du groupement fonctionnel guanidinium sont représentés ci-dessous. La plupart des composés

de ces deux groupes sont tres hydrosolubles.

Les alcaloides sont des substances organiques d'origine végétale, azotée et a caracteére
alcalin. Bien que beaucoup d'entre eux soient toxiques (comme la strychnine ou l'aconitine),
certains sont employés dans la médecine pour leurs propriétés analgésiques (comme la
morphine, la codéine), dans le cadre de protocoles de sédation (anesthésie, atropine) souvent
accompagnés des hypnotiques, ou comme agents antipaludéens (quinine, chloroquinine) ou
agents anticancéreux (taxol, vinblastine, vincristine). La morphine a été le premier alcaloide

isolé dans l'opium (vers 1805). Puis on découvrit la strychnine (1818).

Les autres alcaloides plus connus sont : la colchicine, 1'atropine, le tubocurarine, la

théine, la cocaine, la mescaline, 1'acide lysergique et I'aconitine.

Les pyrazoles forment un groupe d'alcaloides contenant deux atomes d'azote dans le
noyau aromatique, ceux-ci ne sont pas d'origine naturelle (Bruneton, 1999 ; Zenk et
Juenger, 2007). Les alcaloides sont des composés organiques naturels hétérocycliques avec

un atome d’azote comme hétéroatome.

Leurs structures moléculaires sont complexes, plus ou moins basiques et douées des
propriétés physiologiques prononcées méme a faible dose (Zenk et al. 2007). Ils constituent
un des groupes de métabolites secondaires contenant plus de 10000 a 12000 différentes

structures (Stockigt et al. 2002).
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Les alcaloides sont des composés organiques azotés de faibles poids moléculaires. Ils
possedent des structures hétérocycliques et se retrouvent dans environ 20% de toutes les
especes de plantes (Zhang et Bjorn, 2009). Les alcaloides sont connus comme doués de
propriétés antimicrobiennes (Faizi et al. 2003). Le mécanisme d'action des alcaloides est

attribu¢ a leur capacité a s'intercaler avec I'ADN.

1.4.2.2. Les terpenes

Les terpenes forment une classe d'hydrocarbures, produits par de nombreuses plantes,
en particulier les coniferes. Ce sont des composants majeurs de la résine et de l'essence de

térébenthine produite a partir de résine.

Les terpénes sont des dérivés de l'isopréne C5SHS et ont pour formule de base des
multiples de celle-ci (C5H8) . On peut considérer l'isopréne comme I'un des éléments de
construction préférés de la nature. Leur squelette de carbone est constitu¢ d'unités
isopreniques reliées entre eux. C'est ce que l'on appelle la régle de l'isoprene. Ces squelettes

peuvent étre arrangés de fagon linéaire ou bien former des cycles.

CH,

HECNCHE

lsoprene

En fonction du nombre n (entier) d'unités, on peut distinguer pour; n = 2 : les
monoterpenes (C10), n = 3: les sesquiterpenes (C15), n = 4: les diterpénes (C20), n = 5: les
sesterpenes (C25), n = 6: les triterpenes (C30) (Soldermann, 2002).

Le caroténe est un tétraterpene (C40H64). 11 joue le role de pigment en photosynthese
végétale. Des matieres aussi diverses que le caoutchouc, la vitamine Al ou le cholestérol sont

construites essentiellement des «briques» d'isoprenes.

Parmi les terpénes les plus importants on trouve: l'a-pineéne, le B-pinéne, le 6-3-

caréne, le limonéne, le caroténe...
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En revanche, les caroténoides qui contiennent des atomes d'oxygeénes, ne sont pas a

proprement parler des terpenes, mais des terpénoides (luteine).

Deux de propriétés fondamentales de terpénes sont leurs caractéres odoriférants
(géranium) et leurs sensibilités a la lumiére. Un grand nombre d’entre eux possede des

propriétés antiseptiques (Klaas et al. 2002).

C10 Monoterpénes (ex: limonéne)

.y
N — W
Unité de base C5:

isopréne C40 Tetraterpénes (ex: p-caroténe)

\ £<300
N\ A\ — —

Polyterpénes (ex: caoutchouc)

Figure 1: structure des différents terpénes.

» Role bioactif des terpénoides

Les terpénoides sont connus comme doués de propriétés antifongiques et
antibactériennes. A titre illustratif, la buteline et I'acide 12-oxohardwickique isolés de 1'écorce
de Croton macrostachys, ont montré des activités antifongiques et antibactériennes. Le
mécanisme des terpénoides n'est pas bien connu mais, il pourrait induire une destruction de la

membrane du microorganisme par une action lipophilique (Cowan, 1999).

Les terpénoides sont les plus représentés dans la constitution chimique des huiles

essentielles (Brunetton, 1999).

Des investigations concernant les activités biologiques des mono-et des sesquiterpenes
ont prouvé ’existence des effets suivants : anesthésique, antihistaminique (allergies), anti-
rhumatismal, diurétique (B-eudesmol), insecticide, analgésique, toxique (sesquiterpenes)
quelquefois, antibiotique, anti-inflammatoire, anti-cancéreux, irritant et calmant (mono et

sesquiterpenes) (Hsiou-Y, 2000 ; Velickovi¢, 2003).
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1.4. 2.3. Les stérols

Ce sont des dérivés des phytostérols. Ces composés sont naturellement présents dans
la fraction lipidique des plantes. Ils ne sont pas synthétisés par I'nomme et l'animal, ils ne
peuvent é&tre apportés que par l'alimentation. Plusieurs études ont démontré que les
phytostérols et les phytostanols réduisent 1'absorption du cholestérol dans l'intestin gréle.
L’exemple le plus courant de stérol est le : cholestérol. Leur structure générale est composée
de 4 cycles dont les trois premiers 6 chainons et le dernier a 5. Les principaux stérols dans les
plantes, les champignons et les algues sont caractérisés par la présence, sur la chaine latérale,

d’un méthyle (ou éthyle) attaché au carbone C-24.

Ces différents types de stérols, appelés phytostérols, sont des constituants de
membranes cellulaires qui jouent un role trés important dans la perméabilité de celles-ci et

aussi dans la prolifération cellulaire (Bruneton, 1993 ; Rahal, 2004 ; Kartal, 2005).

1.4.2.4. Les saponines

Le nom saponine dérive du mot latin «sapo», qui signifie savon, parce que ces
composés moussent une fois agités avec de I’eau. Ils se composent d’aglycones non polaires
liés a un ou plusieurs sucres. Cette combinaison d’éléments structuraux polaires et non
polaires explique leur comportement moussant en solution aqueuse. Comme définition, on
dirait qu’une saponine est un glycoside de stéroide ou de triterpéne. Fondamentalement, on
distingue les saponines stéroiques et les saponines triterpéniques dérivant tous deux

biosynthétiquement de I’oxyde de squaléne (Manach, 2004).

1.4.2.5. Composés phénoliques

Le terme« polyphénolsy est fréquemment utilisé dans le langage courant et méme dans
des articles scientifiques ou de vulgarisation pour désigner l'ensemble des composés
phénoliques des végétaux. En fait, il devrait étre réservé aux seules molécules présentant
plusieurs fonctions phénols. Ce qui exclurait alors les monophénols, pourtant abondants et
importants chez les végétaux. Donc la désignation générale «composés phénoliques»
concerne a la fois les mono, les di et les polyphénols dont les molécules contiennent

respectivement une, deux ou plusieurs fonctions phénoliques (Fleuriet, 2005).

Les polyphénols posseédent plusieurs groupement phénoliques, avec ou non d’autres

fonctions (alcoolique (OH), carboxylique (COOH),...). Ils sont probablement les composés
11



Chapitre 1. Les plantes en Médecine

naturels les plus répandus dans la nature et de ce fait sont des éléments faisant partie de
I’alimentation animale. Ces composés présentent une grande diversité de structures, divisées
en non flavonoides et flavonoides. La premiére est représentée par les acides phénoliques, qui
comprennent les acides benzoiques. La seconde classe est constituée d’un noyau phénolique

porteur d’une chaine latérale insaturée en C3.

La derniére classe est basée sur un squelette en C6-C3-C6, elle comprend plusieurs

groupes qui se distinguent par le degré d’oxydation de I’hétérocycle central en C3.

Toutes les classes de composés phénoliques comportent un grand nombre de structures
différentes en fonction du nombre et de la position des groupements hydroxyles sur le
squelette de base. Ces structures peuvent également étre diversement substituées (glycosylées,

estérifiées, acylée) (Robbers et al, 1996).
e Les coumarines

Les coumarines sont des hétérocycles oxygénés ayant comme structure de base le
benzo-2-pyrone . Ils ont été isolés pour la premiere fois par Vogel en 1820 dans le
Coumarouna odorata. Aujourd’hui, prés de 1000 composés coumariniques sont isolés dans
plus de 800 espéces de plantes et dans les microorganismes. Dans les plantes, on les rencontre
chez les Apiacées, les Astéracées, les Fabacées, les Rosacées, les Rubiacées, les Rutacées et
les Solanacées. Du point de vue structural, ils sont classés en coumarines simples avec des
substituants sur le cycle du benzene, les furanocoumarines , les pyranocoumarines, les
coumarines substitués en position 3 et/ou 4. Le dernier groupe serait celui des dimeéres

(Sakagami , 2005).

Figure 2 : Structure de base : coumarine
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P Intérét des coumarines

Les coumarines possédent des propriétés physiologiques et antimicrobiennes. La
warfarine est une coumarine utilisée comme anticoagulant qui posséderait également des
propriétés antivirales (Cowan, 1999). De méme, les coumarines présentes dans la
plante Galium odoratum, seraient responsables de l'activité antibactérienne et antifongique de

cette plante (Hostettmann, 1991).

e Les flavonoides

Les flavonoides représentent une classe de métabolites secondaires largement
répandus dans le régne végétal. Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux qui
sont en partie responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. On les
trouve dissous dans la vacuole des cellules a 1'¢tat d'hétérosides ou comme constituants de

plastes particuliers, les chloroplastes (Guignard, 1996).

Le terme flavonoide regroupe une trés large gamme de composés naturels
polyphénoliques. On dénombre prés de 6500 flavonoides répartis en 12 classes (Stockigt et
al. 2002) et leur nombre ne cesse d’accroitre. Par définition, les flavonoides sont des
composés qui ont en commun la structure du diphénylpropane (C6-C3-C6) (27); les trois
carbones servant de jonction entre les deux noyaux benzéniques notés A et B forment

généralement un hétérocycle oxygéné C (De Rijke et al. 2006).

Figure 3 : Structure générale du noyau des flavonoides (Bruneton 1999)
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Leur fonction principale semble étre la coloration des plantes (au-dela de la chlorophylle, des
caroténoides et des bétalaines), méme si leur présence est parfois masquée par leur présence

sous forme "leuco", ce qui explique leur intérét commercial dans l'industrie alimentaire

(Gabor et al. 1988).

On distingue différentes structures des flavonoides parmi lesquels se trouvent : les
flavones, les flavonols, les flavanones, les flavanonols, les flavanes, les flavan - 3-oles, les
flavylium, les chalcones, les aurones, les isoflavones, les isoflavonols, les isoflavanes,
lesptérocarpanes, les coumaronochromones, les 3-arylcoumarines, les coumestanes, les
roténoides. De Rijke et al. (2006) ont classé les flavonoides en 6 familles qui impliquent les
flavonols, les flavones, les flavanes, les isoflavones, les anthocyanines et les flavanols. Au
sein de ces six familles, deux types de structures ont été relevés, celui des flavonoides au sens

strict dont la structure porte le noyau aromatique B en position 3 sur la chaine C3 et celui des

Figure 4 : Définition des différents types de flavonoides a partir du squelette flavane.
(Dacosta, 2003 ; Louis, 2004)
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P Activité antibactérienne des flavonoides

Une activité antibactérienne est connue pour les flavonoides. En effet, ils sont capables
d’inhiber la croissance de différents types de bactéries : Staphylococcus aureus (Babayi
2004), Escherichia coli (Ulanowska 2006), Enterococcus feacalis, Enterobacter cloaceae,
Heliotropium sinuatum, Proteus mirabilis (Didrak 1999 ; Modak 2001 ; Okigbo 2005 ;
Mamatha 2005).

Chaque composé agit spécifiquement sur un ou plusieurs germes. Ex : 1’apigénine ne
montre une faible activité que contre Staphylococcus .aureus et la galangine une activité

seulement contre cette méme espece (Basile 1999 ; Cushnie 2003 ; Martini 2004).

Aussi dans certains travaux, il est cité que les flavonoides extraits avec du méthanol
95% sont actifs sur certaines bactéries, alors que ceux extraits avec du méthanol 60% de la
méme plante ne le sont pas, comme c’est le cas des flavonoides de Linum capitatum contre

Staphylococcus aureus ( Slavica et al. 2004).

La diffusion radiale est souvent utilisée pour mettre en évidence cette activité, mais la
mesure par le biais de cette méthode demeure difficile du fait que les zones sont parfois
diffusionnelles (Ilic et al. 2004). Les flavonoides sont des composés phénoliques qui

possedent une unité C6-C3 liée a un noyau aromatique (Zhang et Bjorn, 2009).

Etant donné que les flavonoides sont synthétisés par les plantes suite a une infection
microbienne, il n'est donc pas surprenant qu'ils possédent des propriétés antimicrobiennes
(Cowan, 1999). Leur activité est probablement due a leur capacité de se complexer aux
protéines extracellulaires et solubles. Mais, les flavonoides a caractere lipophile peuvent
détruire les membranes microbiennes en augmentant la fluidité des lipides membranaires

(Prasad et al. 2004).
e Les tannins

Le terme tanin dérive de la capacité de tannage de la peau animale en la transformant
en cuir par le dit composé. Les tannins sont un groupe des polyphénols a haut poids
moléculaire. Les tannins sont des molécules fortement hydroxylés et peuvent former des
complexes insolubles lorsqu’ils sont associés aux glucides, aux protéines et aux enzymes
digestives, réduisant ainsi la digestibilité¢ des aliments. Ils peuvent étre liés a la cellulose et
aux nombreux ¢léments minéraux (Alkurd et al. 2008). On distingue: les tannins

hydrolysables et condensés.
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» Les tannins hydrolysables

Ces tannins sont des diméres d’acide gallique condensés sur un dérivé glycosyle, Ils
comprennent 1’acide gallique et les produits de condensation de son dimeére, 1’acide
hexahydroxydiphénique. Comme leur nom I’indique, ces tannins subissent facilement une
hydrolyse acide et basique, ils s’hydrolysent sous 1’action enzymatique et de I’eau chaude

(Conrad et al. 1998).

Figure 5 : Structure des tannins hydrolysables (Bruneton, 1999)

» Les tannins condensés

Appelés aussi proanthocyanidines ou procyanidines, les tannins condensés, sont des
polyphénols de masse molaire élevées. Ils résultent de la polymérisation autooxydative ou
enzymatique des unités de flavan-3,4-diol liées majoritairement par les liaisons C4-C8
(parfois C4-C6) des unités adjacentes, et se nomment ainsi pro anthocyanidines de type B.
Lorsque la condensation se produit entre les unités adjacentes par la liaison C4-C8 et par une
liaison d’éther additionnelle entre C2 et C7, les proanthocyanidines sont dits de types A

(Wollgast, 2000 ; Dykes, 2006).
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Figure 6 : Structure des tannins condensés (Li, 2004)

P Activité antibactérienne des tannins :

Les tannins ont une action antibactérienne puissante leur permettant d’inhiber la
croissance des bactéries ruminales (dont certaines sont sporogeénes) comme Clostr
idiumaminophilum, Butyvibrio fibrisolvans, C.proteoclasterium (Chatterjee et al. 2004 ;
Leitao 2005), ainsi que les bactéries responsables de différentes infections chez ’homme :
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Helicobacter pylori, Proteus mirabilis. L’inhibition
bactérienne par les tannins est dépendante de la structure et du degré de polymérisation de ces

derniers, mais ceci n’est pas toujours le cas (Sivakumaran 2004).

Chung et ses collaborateurs ont trouvé que 1’acide tannique a inhibé la croissance des
bactéries des aliments comme :Alealigenes faecalis, Enterobacter aerogenes , Escherichia
coli, K pneumonia , Proteus vulgaris , Pseud fluorescens ,Salmonella enteritidis, S
paratyphi,Staph aureus, Strept faecalis, Strept pyogenes et Yersinia enterocolitica. Les
bactéries intestinales humaines comme : Bacteroides fragilis , Clostridium clostridiiforme, C
perfringens , C paraputrficum, Enterobacter cloacae , Escherichia coli et Salmonella

typhimurium sont inhibées par ’acide tannique (Chung et Wei, 2001).
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L.5. Relations entre métabolisme secondaire et métabolisme primaire

Les jonctions entre métabolisme primaire et secondaire sont nombreuses et parfois
complexes. Les principales sont synthétisées dans le schéma suivant qui indique également
I’origine biosynthétique des principales phytohormones. Les étapes enzymatiques les plus

représentatives sont :

- la phénylalanine ammonia lyase (PAL) qui initie la synthése de la plupart des
composés phénoliques a partir d’un acide aminé

- la chalcone synthase qui initie la synthése des flavonoides a partir du malonyl
CoA et d’un élement phénylpropane

- Relationsentremiétalylishigr v

(IPP), a I’origine,de la synthese dg Flus grande partie des terpenoides

secondaire et metabolisme primaire
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Chapitre I1: Activité antibactérienne

Il est connu que le traitement des infections bactériennes se base principalement sur
I’usage des antibiotiques. Mais, la consommation a grande échelle de ces « médicaments » a
entrainé la sélection de souches multirésistantes d’ou I’importance d’orienter les recherches
vers de nouveaux substituts, surtout les végétaux qui ont toujours constitué une source

d’inspiration dans les recherches médicales (Ali-Shtayeh et al. 1998).

I1.1. Les infections bactériennes
Une infection bactérienne est un ensemble de troubles qui résultent de la pénétration
d’une bactérie pathogene dans un organisme. Elle peut étre :

- locale, lorsqu’elle se manifeste uniquement au niveau ou les germes ont pénétré ;

- geénérale, lorsqu’un germe franchit les barriéres opposées par 1’organisme a son
entrée (peau, muqueuses) ou au niveau des ganglions, il pénétre dans le sang et se dissémine

par celui-ci dans tout 1’organisme ;

- focale : c’est ’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).

I1.2. Rappel sur les bactéries

Une bactérie est un microbe formé d’une seule cellule, visible au microscope,

appartenant a une zone de transition entre le régne animal et le régne végétal.

Comme toute cellule, les bactéries sont constituées d’un noyau, isolé¢ ou diffus, un

protoplasme contenant des granulations et des vacuoles, une paroi parfois d’une capsule.

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 :

e la division simple ou scissiparité ;

e la sporulation, la spore représentant la forme de résistance et de dissémination du germe.
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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. Sur le plan pratique, ces besoins sont satisfaits dans
des milieux élaborés par I’homme en vue d’étudier les bactéries et sont appelés de ce fait,

milieux de culture (Leclerc et al. 1995 ; Madigan et al. 1997 ; Marc et al. 2001).

I1.2.1. : Exemple de classification des bactéries
I1.2.1.1 : Bactéries en forme de sphére : les coccies

» Coccies Gram positif
Nous avons les genres Staphylococcus, Streptococcus, Micrococcus, Pneumococcus.
Enterococcus.

» Coccies Gram négatif
Nous avons le genre Neisseria.

11.2.1.2. : Bactéries en forme de batonnet : les bacilles

» Bacilles Gram positif
Nous avons les genres Listeria, Erysipelothria, Bacillus, Cynetobacter, Actynomyces.
» Bacilles Gram négatif

Nous avons les genres Enterobacter, Pasteurella, Haemophilus, Bordetella, Brucella,
Francisella, Pseudomonas, Acinetobacter, Vibrion, Campylobacter, Moraxella, Aeromonas,

Escerichia, Klebsiella. Benbrinis soumia
» Bacilles acido-alcoolo résistants (BAAR)

Ici, nous retrouvons le bacille de la tuberculose (Mycobacterium tuberculosis) et celui

de la lepre (Mycobacterium leprae).

11.2.1.3. Bactéries en forme de spirale : les spirochétes

Nous avons les genres Treponema, Leptospira, Borrella, Spirilum.
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11.2.1.4. Flore bactérienne anaérobie

» Gram positif

Nous avons les genres Clostridium, Peptococcus, Peptostreptococcus,

Propionobacterium, Bifidobacterium.
» Gram négatif

Nous avons les genres Veillonella, Fusobacterium, Bacteroides (Lechat et al. 1992 ;

Marec et al. 2001).

I1.2.2. Caractéristiques des souches bactériennes utilisées

11.2.2.1. Staphyloccocus aureus

Les staphylocoques sont des bactéries sphériques, qui se divisent sur plusieurs plans
pour former des amas réguliers ou irréguliers en grappe de raisin, d’ou leur nom (en grec
staphylos), ils sont immobiles et cultivent sur des milieux contenant 5% de Na ClI et pour
certains jusqu'a 10 et méme 15%. Ils sont aérobies ou anaérobies facultatifs.

Les staphylocoques sont des germes ubiquistes largement distribués dans
l'environnement naturel de 'homme, mais ils le sont plus fréquemment et en plus forte densité
sur les surfaces cutano — muqueuses des mammiferes.

Il existe une certaine relation entre les especes de staphylocoques et 1'hote qui les
héberge. Staphyloccocis epidermidis est 1'espece la plus fréquente et la plus abondante sur les
surfaces cutanées de I'homme. Staphyloccocis aureus est I'espéce prédominante chez 'homme
et autres mammiferes, la cavit¢é nasale de lI'homme est sa niche préférentielle. Les
staphylocoques ont un pouvoir pathogéne opportuniste extrémement large qui s'exerce avec
une grande fréquence en milieu hospitalier. L'espece Staphyloccocis aureus, responsable
d'infections pyogeénes de la peau et des muqueuses (furoncle, impétigo, staphylococcie
maligne de la face, staphylococcies bulleuses, etc.), mais aussi osseuses (ostéomyélite),
digestives (entérocolites post-antibiotiques), septicémiques. Staphyloccocis epidermidis un

agent de plus en plus fréquent d'infections nosocomiales (Leclerc et al. 1995).
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11.2.2.2. Pseudomonas aeruginosa

Ce genre appartient a la famille des Pseudomonadaceae. Les bactéries de cette famille
sont des batonnets, mobiles par cils polaires, aérobies strictes. Les Pseudomonas cultivent
facilement sur milieux usuels, en aérobiose, a la température de 30°C, certaines espéces
comme Pseudomonas aeruginosa en sont capables a 41°C et méme 43°C; ce caractere étant
utilisé pour le diagnostic. La production d'un pigment est assez commune dans le genre. Deux
sont particulierement fréquents et utiles pour la reconnaissance des espéces: la pyocyanine,
pigment phénazinique, soluble dans I'eau et le chloroforme, spécifique de l'espece
Pseudomonas aeruginosa; la pyoverdine, ou pigment vert fluorescent, soluble uniquement
dans l'eau et ¢laborée en particulier par Pseudomonas aeruginosa et Pseudomonas
fluorescens. Ces bactéries sont capables d'utiliser une variété trés large de substrats comme
source de carbone et d'énergie.

Ceux-ci comprennent les glucides, lipides, acides aminés, acides organiques, et aussi
un grand nombre de corps aromatiques benzéniques, phénoliques, terpénique, des stéroides.

Dans le genre Pseudomonas quelques especes se signalent a l'attention, du fait de leur
pouvoir pathogeéne opportuniste. Pseudomonas aeruginosa, l'espéce type, est un germe
ubiquiste communément rencontré dans le sol et plus encore dans les eaux, capable de se
multiplier a 41°C, contrairement a Pseudomonas fluorescens et Pseudomonas putida.
Fréquemment isolé sur la peau et les muqueuses de 'homme ou de I'animal, il est aussi
particuliérement résistant aux antibiotiques et méme aux antiseptiques. En milieu hospitalier
il est a l'origine de surinfections et de suppurations locales ou profondes, isolé essentiellement
chez des patients présentant une immunodéficience locale ou générale (briilés, cancéreux,
etc.), et tres fréquemment impliqué dans les infections nosocomiales (infections pulmonaires,
cutanées...). De méme qu'il est phytopathogéne avec beaucoup d'autres espéces du méme

genre (Leclerc et al. 1995).
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11.2.2.3. Escherichia coli

Ce genre comprend 5 especes, mais Escherichia coli est la plus importante. Cette
espece est subdivisée en sérotypes sur la base des antigénes présents.

Escherichia coli, un hote commun de I’intestin de I’homme (108/g de selles), et des
animaux ; elle est recherchée a ce titre, comme genre témoin de contamination fécale, dans
I’eau et les aliments.

A l'intérieur de l'espéce il y a des pathotypes souvent associés a des sérotypes
particuliers. Certains de ces pathotypes sont responsables d'infections intestinales (gastro-
entérites et diarrhées) leur pouvoir pathogeéne est induit par des facteurs d'adhésion et/ou la
production d'entérotoxines. Escherichia coli entéropathogéne (diarrhées infantiles),
Escherichia coli entérotoxinogeéne (turista), Escherichia coli entéroinvasif (invasion des
cellules intestinales), Escherichia coli entérohémorragique (diarrhées sanglantes), Escherichia
coli entéroadhérent (diarrhée du voyageur).

D'autres responsables de méningites néonatales, provoquent des infections du tractus
urinaire, ou encore des septicémies qui correspondent a un nombre restreint de sérotypes

(Leclerc et al. 1995).

11.2.2.4. Protéus vulgaris

Caractérisés par leur grande mobilité, et sont vraisemblablement d'origine tellurique.
Certaines especes d'intérét médical tels Protéus mirabilis, Protéus vulgaris, Morganella
morganii (ancien Proteus morganii), peuvent induire des infections des voies urinaires (dans
60% des cas d'infections urinaires), des infections cutanées (surinfections des plaies
chirurgicales, brilures...), des infections des voies respiratoires (otites chroniques suppurées,

sinusites), et méme des septicémies (Berche et al. 1989).

Figure 7 Aspect morphologique des micro-organismes étudiés
(Pieri et Kirkiacharian, 1992) (a) : S. aureus ; (b) : E. coli ; (¢) : P. aeruginosa
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I1.3. Les Antibiotiques

Pour de multiples raisons, il est apparu utile et, dans certains cas indispensable, de
controler le développement des microorganismes, car certaines bactéries sont hautement
pathogeénes pour I'homme ou l'animal et qu'il fallait tout naturellement se protéger de leurs
effets néfastes et empécher la transmission des maladies infectieuses. Les bactéries ne sont
pas seulement nuisibles pour 'homme et I'animal, mais d'autres produits, substances ou
matériaux peuvent étre détruits ou altérés sous l'effet de leur multiplication: détérioration des
produits alimentaires; plusieurs monuments d'un grand intérét historique sont dégradés
(maladie de la pierre); les canalisations aussi peuvent étre perforées.

Alors, il est devenu indispensable a I'homme de mener une lutte contre
l'envahissement des microorganismes, pour conserver ses biens, son potentiel industriel, son
patrimoine artistique et pour "protéger son existence" méme. Les moyens de lutte sont
nombreux, les agents physiques (température, rayonnements...), les agents chimiques
(métaux lourds, chlore et dérivés, alcools...) sont trés actifs mais nocifs, aussi bien pour les
bactéries que pour les cellules humaines ou animales.

Mais il y a d'autres agents, possédants une "toxicité sélective": ils s'opposent a la
multiplication bactérienne sans nuire aux cellules de I'hote, et sont utilisés pour cette raison en

thérapeutique, ce sont les "Antibiotiques" (Leclerc et al. 1995).

I1.4. Principe de base d’une antibiothérapie

La prescription et la dispensation d’un antibiotique doivent étre rigoureuses. Il est
donc nécessaire de convaincre le patient de la durée, de la posologie et des précautions

d’emplois de I’antibiotique (ATB).

C’est sur la base d’un diagnostic clinique complété par des connaissances biologiques

que vont se fonder la décision et le choix d’une antibiothérapie (Pichard et al. 2002).
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IL.5. Résistance des antibiotiques

La résistance d’un germe peut exister, si le germe appartient a la méme espece
(résistance naturelle) alors la résistance acquise n’intéresse que certaines souches. La
résistance acquise d’une espeéce bactérienne a un antibiotique se développe au fur et a mesure
que I’antibiotique est administré. Elle se traduit par une augmentation de la concentration

minimale inhibitrice.

Dans 10%, cette résistance acquise est due a des modifications génétiques de la
bactérie, alors que dans 90% des cas cette résistance est due a ’acquisition de plasmides qui
sont des molécules d’ADN se trouvant dans le cytoplasme des bactéries. Le transfert des

plasmides se fait par conjugaison, par mobilisation ou par transformation.

La résistance plasmidique permet a la bactérie d’élaborer des enzymes capables de
détruire la molécule d’antibiotique par exemple des 8 lactamases pour les B lactamines, des

adenylases-acétylase-phosphorylases pour les aminosides, les tétracyclines, et les sulfamides.

Cette résistance des germes aux antibiotiques explique I’importance de
I’antibiogramme qui permet de choisir I’antibiotique le plus efficace vis a vis d’un germe
déterminé et la mise en évidence des germes multirésistants dont la dissémination doit €tre

¢vitée en milieu hospitalier (Berche et al. 1989 ; Hamza, 1993 ; Fatorrusso et al. 2001).

I1.6. Mécanisme d’action des antibiotiques

Les antibiotiques agissent : Sur la syntheése de la paroi bactérienne : la paroi est
constituée de mucopeptide. Les antibiotiques bloquent la transpeptidase qui intervient pour
synthétiser la paroi des cellules-filles en provoquant la formation de paroi incompléte
aboutissant a 1’éclatement de la bactérie. Exemples : B lactamines, la bacitracine, la

vancomycine.
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e Sur la structure de la membrane cytoplasmique

Les antibiotiques altérent la membrane cytoplasmique et la dissocient ce qui entraine une

fuite du cytoplasme. Exemple : polymyxine et la colistine.
e Sur la synthese des protéines bactériennes
L’ADN du noyau transmet a I’ARN messager (ARNm) le code de synthése des protéines.

Cet ARNm vient en contact du ribosome rencontré I’ARN de transfert (ARNt) qui apporte les

aminoacides. Certains antibiotiques empéchent la libération de I’acide aminé par la
ARN;. Exemple : les tétracyclines.

D’autres génent la lecture du code de synthése sur I’ARN messager. Exemple : les
aminosides. Le chloramphénicol inhibe 1’enzyme qui permet aux acides aminés codés de

s’assembler en polypeptide utile.

Sur I’ADN nucléaire ces antibiotiques agissent en génant la réplication de I’ADN.

Exemple : rifamycine, 1’acide nalidixique (Duval et al. 1985).

Figure 8 Mécanisme d’action des antibiotiques
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CHAPITRE III : MONOGRAPHIE DES PLANTES

I11.1 Artemisia herba alba

Le genre Artemisia est un membre d’une grande variété de plantes appartenant a la
famille des Asteraceae (Compositae). Plus de 300 différentes especes de ce genre se trouvent
principalement dans les zones arides et semi arides d'Europe, d'Amérique, I'Afrique du Nord
ainsi qu'en Asie. Les espéces d’Artemisia sont largement utilisées comme plantes médicinales
en médecine traditionnelle. Certaines especes, telles que 1’ Artemisia absinthium, I’ Artemisia
annua ou 1’Artemisia vulgaris sont incorporés dans les Pharmacopées de plusieurs pays
européens et asiatiques (Proksch, 1992). En Algérie, plus d’une dizaine d’armoises sont
répertoriées. Certaines sont tres rares dans les hautes montagnes. En revanche, d’autres sont
trés répandues et abondantes dans les régions steppiques et sahariennes. Sa détermination est
trés connue des populations, car elle est vivace et d’'une odeur aromatique trés caractéristique

(Temani, 2005).

En commun avec plusieurs d'autres espéces de ce genre, |’ Artemisia herba alba Asso,
plante caractéristique du moyenne-orient et d’Afrique du Nord (Feinbrun-Dothan, 1978), est

utilisée en médecine traditionnelle pour traiter plusieurs maladies.

Des plantes du genre Artemisia (Asteraceae) ont ét¢ employées dans la médecine
traditionnelle par beaucoup de cultures depuis les périodes antiques. Des thés de fines herbes
de ces especes ont ¢été employées comme agents analgésiques, antibactériens, anti-
plasmodique, et hémostatiques, anthelminthique, anti-diarrhéique et diurétique (Jakupovic,
1987 ; Alshamaony, 1994 ) alors que plusieurs extraits et huiles essentiels montraient un
certain nombre d'activités biologiques telles que antihyperglycemique (Kwak, 1997),
antimicrobien, antioxydant (Abu-Zarga ,1971 ; Hu, 1996 ) et anti-inflammatoire (Khafagy,
1971; Sharma, 1991). En outre, quelques especes du genre sont fréquemment utilisées pour
le traitement de certaines maladies telles que la malaria, I'hépatite, le cancer et les infections
par des champignons, des bactéries, et des virus (Mericli, 1988 ; Zheng, 1996).
Historiquement, l'armoise a été un genre productif dans la recherche de nouveaux composés
biologiquement actifs. Les investigations phytochimiques ont montré que ce genre est riche en

sesquiterpenes, monoterpenes, flavonoides et coumarines (Marco, 1989 ; Ahmed, 1990).
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I11.1.1.Noms vernaculaires
Thym des steppes, absinthe du désert. Les noms vernaculaires (populaires) sont trés
nombreux pour cette plante.

Nom frangais armoise blanche
Nom anglais wormwood
Nom arabe shih (z )

I11.1.2.Systématique

Artemisia est le nom de genre des armoises, il provient de celui de la déesse grecque
de la chasse Artémis; herba-alba signifie herbe blanche. Artemisia herba-alba est une espece
dans le genre Artemisia qui contient environ de 521 a 696 especes et fait partie de la famille

des Asteraceae (Asteracées).

Phylum: Angiospermeae.
Sous Phylum: Dicotylédones
Ordre: Gampanulatae
Famille: Asteraceae.
Sous-famille: Asterioideae.
Tribu: Anthemideae.
Sous-tribu: Artemisiinae.
Genre: Artemisia.
Espéce: Herba-alba.

Et que son nom scientifique est Artemisia herba-alba asso. Ou Artemisiaincultadel.
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I11.1.3. Présentation et description botanique

L'espece Artemisia herba-alba  (armoise herbe blanche) connue depuis des
millénaires, a été¢ décrite par l'historien grec Xénophon, des le début du IVe siecle av. J.-C.,
dans les steppes de la Mésopotamie (Francis Joannés, 2001). Elle a été répertoriée en 1779
par le botaniste espagnol Ignacio Jordan Claudio de Assoy del Rio (IPNI). C’est une plante
essentiellement fourragere, trés appréciée par le bétail comme paturage d’hiver. Elle présente
une odeur caractéristique d’huile de thymol et un golit amer d’ou son caractére astringent
(Nabli, 1989). Plusieurs noms sont attribuées a /'Artemisia herba-alba; thym des steppes,
absinthe du désert

L'Artemisia Herba-Alba est une plante herbacée a tiges ligneuses et ramifiées, de 30 a
50 cm, tres feuillées avec une souche épaisse. Les feuilles sont petites, sessiles, pubescentes et
a aspect argenté. Les fleurs sont groupées en grappes, a capitules trés petites (3/1,5mm) et
ovoides. L’involucre est a bractées imbriquées, les externes orbiculaires et pubescentes. Le
réceptacle floral Est nu avec 2 a 5 fleurs jaunatres par capitule toutes hermaphrodites
L’Artemisia Herba-Alba est largement répandue depuis les iles Canaries et le sud-est de
'Espagne jusqu'aux steppes d'Asie centrale (Iran, Turkménistan, Ouzbékistan) et a travers
I’Afrique du Nord, 1’Arabie et le Proche-Orient. En Afrique du nord, cette espéce couvre
d'immenses territoires évalués a plus de dix millions d'hectares, /'Artemisia herba-alba est
absente des zones littorales nord. Cependant, l'espéce se raréfie dans l'extréme sud. Elle
pousse sur des sols bruns steppiques de texture moyenne et en extréme sud sur des sols
sableux. L'armoise résiste a la sécheresse, supporte le gypseet des niveaux

de salinité modérément élevés (Nabli, 1989).

La croissance végétative de 1’Artemisia herba alba Asso a lieu a I’automne, la
floraison commence en Juin et se développe essentiellement en fin d'été. L'armoise blanche se
développe dans les zones bioclimatiques qui vont de la partie supérieure semi-arides a la

partie inferieure Subsaharienne (Gharabi et al.2008).
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Figure 9 : la plante dans son milieu naturel au début de la saison de floraison

Figure 10 : la plante dans son milieu naturel a la fin de la saison de floraison.
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I1.1.4. Chimie de la plante

Plusieurs métabolites secondaires ont été isolés de [’Artemisia herba alba, les plus
importants sont les sesquiterpenes lactones. D'autres études ont été portées sur les flavonoides

et I’huile essentielle.
Plusieurs types de sesquiterpenes lactones ont €été trouvés dans les parties aériennes de

I’Artemisia herba alba Asso. Les Eudesmanolides suivie par germacranolides
semblent les types les plus abondants dans cette espece ( Ahmed et al. 1990 ; Boriky et al.
1996). Les flavonoides détectés dans /’Artemisia herba alba montrent aussi une diversité
structurale, allant des flavonoides communs (flavones glycosides et favonols) jusqu’a les

flavonoides méthylés qui sont trés inhabituel (Saleh et al. 1985, Saleh et al. 1987).

Les flavonoides glycosides comprennent des O-glycosides tels que quercitrine-3-
glucoside, mais aussi des flavones C-glycosides qui sont rares dans le genre Artemisia, ainsi

que dans l'ensemble des Astraceae.

En plus des sesquiterpenes lactones et des flavonoides 1’analyse phytochimiques a
porté sur la composition des huiles essentielles de I’ Artemisia herba alba Asso. Parmi les
composants les plus importants des huiles essentielle de 1’Artemisia herba alba Asso on

trouve les monoterpenes tels que le 1,8-cineole et le terpéne 4 ol (Feuerstein et al. 1986).

Des santonines, des coumarines, des triterpeénes pentacycliques et les tanins (Gharabi

et al. 2008).

L’ Artemisia herba alba Asso est trés utilisé au Moyenne-Orient et en Afrique du nord
contre plusieurs maladies y compris l'entérite et les troubles intestinaux (Yashphe et al
1987). L’huile essentielle d’Artemisia herba alba Asso a montré une activité antibactérienne
contre plusieurs bactéries telle que ['Escherichia coli, Shigella sonnei et la Salmonelle

typhose. Cette activité a été assimilée a linalool, pinocarveneol et surtout terpene 4-ol.

L’effet antispasmodique de l'huiles essentielle d’Artemisia herba alba Asso a été
expérimentalement 100 - 1000 fois plus ¢élevé que l'effet antibactérien observé (Yashphe et

al. 1987).
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I11.1.5. Usage traditionnel

Artemisia. herba alba représente une importante ressource fourragere (Aidoud, 1983)
D'apres des é€leveurs, cette espece est souvent préconisée dans I'alimentation des ovins comme
vermifuge. Elle est aussi utilisée dans la médecine traditionnelle pour faciliter la digestion,
calmer les douleurs abdominales et celles du foie, dans le traitement du diabéte et comme
vermifuge (Belakhdar, 1997). Les racines sont efficaces contre les convulsions (Baba Aissa,

2000).

H1.2. Marrubium vulgare

La famille des Lamiacées (Lamiaceae) ou Labiées (Labiatae) est une importante
famille de plantes dicotylédones, qui comprend environ 4000 especes et pres de 210 genres
(Spichiger, 2004 ; Naghibi et al. 2005). Cette famille comporte de nombreuses plantes
exploitées pour les essences ou cultivées pour [’ornementation et la plupart de ces espéces
sont aussi bien utilisées dans la médecine traditionnelle que dans la médecine moderne (Judd

et al. 2002).

Un trés grand nombre de genres de la famille des Lamiaceae sont des sources riches
en terpénoides, flavonoides et iridiodes glycosylés. Le genre Phlomis comprend prés de 100
especes est particulierement riche en flavonoides, phénylethanoides, phenylpropanoides et en
iridoides glycosilés. Le genre Salvia (Sauge), comprenant prés de 900 especes
majoritairement riches en diterpenoides et le genre Marrubium (Marrube) qui est 1’objectif de
notre recherche comprend prés de 30 espéces qui peuvent se trouver dans de nombreux pays

du globe (Naghibi et al. 2005).

II1.2.1.Noms vernaculaires

Nom francgais Marrube blanc
Nom anglais White horehound
Nom arabe Maroubia ,elfrassioun , arriouat
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I11.2.2. Systématique

Sous royaume Tracheobiontes
Embranchement Spermatophytes
Division Magnoliophytes
Classe Magnolipsides
Sous classe Asteridae

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Genre Marrubium
Espéce Marrubium vulgare

I11.2.3. Présentation et description botanique

Le Marrube vulgaire est une plante, d’aspect blanchatre a odeur forte et désagréable, de 30 a
80cm de hauteur. Ses fleurs blanches, relativement petites, apparaissent du mois de Mai
jusqu’au mois de Septembre, et parfois encore en hiver. Les feuilles ont toutes un pétiole. Ce
dernier est tres allongé chez les feuilles inférieures, au contraire trés court et bordé par deux
prolongements du limbe chez les feuilles supérieures (Boukef. 1986). Le limbe est fortement
ridé en réseau, irrégulicrement crénelé, a contour largement ovale ou arrondi, se rétrécissant
en coin a sa base, velues cotonneux et blanchatre sur la face inférieure, poilue mais verte
(rarement blanchatre) sur la face supérieure. L’inflorescence est allongée et formée de
groupes successifs renfermant chacun de nombreuses fleurs. Les petites bractées qui
accompagnent les fleurs sont tres étroites et crochues dans leurs parties supérieures. Le calice
est velu-cotonneux, avec un anneau de poils vers I’intérieur en haut du tube du calice, il est
terminé par 6 a 10 dents crochues. La corolle, couverte de petits poils a 1I’extérieur, présente
un tube courbé, resserré, vers le milieu et ayant, a ce niveau, a I’intérieur, un anneau de poils,
qui est dispos¢ transversalement. La lévre supérieure est dressée en deux lobes obtenus a leur
sommet. Le lobe médian de la lévre inférieure est de contour arrondi et crénelé a son sommet.
Les nectaires forment 4 lobes alternant avec les 4 parties de 1’ovaire, qui sont aigués a leur

sommet dont I’antérieur est un peu plus large que les autres.
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C’est une plante vivace, a tiges €paisses, cotonneuses, tres feuillées, qui se perpétue et se
multiplie par des bourgeons nés sur la tige souterraine Bonnier. Elle pousse dans toute

I’ Afrique du nord et presque toute I’Europe (Quezel, 1962-1963 ; Bellakhdar, 1997).

Figurell : sommités fleuris du Marrubium vulgare

Figure 12 : Le marrubium vulgare
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I11.2.4. Chimie de la plante

Une recherche bibliographique exhaustive faite sur I’espéce Marrubium vulgare a
permis de révéler la présence des diterpénes et les phenyléthanoides glucosidiques ou elle

contient un principe amer di a la présence de ,-lactone (Novak, 1966) .

Frangoise et collaborateur  ont pu isoler cing composés phenyléthanoides
glucosidiques (Hill, 1991). Les mémes résultats ont été obtenus par Sevser et collaborateur
(Finar, 1994). Ces structures sont : Acteoside, Forsythoside, Aenarioside, ballotetroside, et un
phenylethanoide non glucosidique; (+) E-Caffeoyl-L-malique acide. Ces composés ont été
trouvés dans les parties aériennes de I’extrait butanolique. Une autre étude plus récente
effectuée sur 1’extrait méthanolique des parties aériennes du Marrubium vulgare (Mann,
1994) a révélé deux produits phenylethanoidiques le premier: 3,4-dihydroxy-B-phenylethoxy-
O-[B-D-apiofuranosyl- (1 = 2) a-L rhamnopyranosyl-(1 — 3)]-[B-D-apiofuranosyl-(1—6)]-
4-O-caffeoyl-B-D-glucopyranoside = Marruboside, le deuxiéme composé est Marruboside

acétylé.

Ces structures sont identifiées par les différentes méthodes d’analyse spectroscopique
UV, RMN et spectrométrie de masse ESI-MS. Popa et collaborateur ont pu isoler deux
composées diterpenique : Marrubiol, 13 Labdene-8,15-diol ; (5B, 8a, 13E)-form. Ces

structures ont été identifiées par IR spectroscopie (Courtios, 1971).

La réaction de Marrubiol avec 1’acétique anhydride dans la pyridine donne facilement
un mono acétate d’ou 1’oxydation de ce dernier avec 1’acide chromique donne un

hydroxycétone

Un autre travail récent réalisée par Sanae et collaborateur (Boulanger, 1966) a permis

de déterminée ’activité de relaxation du marrubiol.

M.S.Henderson et collaborateur ont pu isoler un produit majoritaire de 1’extrait
acétonique des parties aériennes. Il s’agit de : Premarrubiin, comme on peut l'obtenir par une

petite conversion de la Marrubiin par la chaleur (Grassé, 1969).
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II1.2.5. Usage traditionnel

Les especes Marrubium, connues pour leurs propriétés médicinales, trouvent d’ores et
déja une large utilisation en médecine traditionnelle et en phytothérapie. Associé¢ a du miel ou
a du sucre, le Marrubium vulgare était employé, dans 1'Antiquité, contre les affections
respiratoires. Le médecin grec Dioscoride (40-90 apr. J.-C.) le recommandait déja en

décoction pour soigner la tuberculose, l'asthme et les toux (Iserin, 2001).

Actuellement, quelques especes Marrubium demeurent utilisées, pour le traitement des
troubles gastro-intestinaux, diabéte de type 2, difficultés respiratoires, bronchites
asthmatiformes, tuberculose, toux séches, coqueluches, fiévres et diverses affections cutanées.
(Issan calis, 1992; Paul Iserin, 2001; J. VanderJagt, 2002; Herrera-Arellano, 2004;
Hellen K. Stulzer , 2006; Amal G. Al-Bakri, 2007).

Une bonne activité antimicrobienne de I’espece Marrubium globosum a également été
observé (Rigano, 2006 ; Al-Bakri, 2007). L’action antioxydante du marrube semble protéger
contre I’oxydation du « mauvais » cholestérol (LDL) et accentuer 1’action du « bon »
cholestérol (HDL) (Matkowski, 2006). La plante pourrait donc contribuer a prévenir

I’athérosclérose (Berrougui, 2006).

On en sait trés peu au sujet des composants du marrube et de leur mode d'action
pharmacologique. En juin 2002, des chercheurs francais isolaient d'ailleurs dans la plante

un glucoside jusqu'alors inconnu, le marruboside (Sahpaz, 2002).
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II1.3. Pinus pinaster
Selon William Aiton ,1789, Pinus est le genre des coniferes le plus largement étendu
dans la famille des Pinaceae avec plus de 100 especes (Farjon, 1984; Price et al. 1998),

comprenant notamment le pin maritime (Pinus pinaster ou Pinus maritima).

I11.3.1. Noms vernaculaires

Nom frangais

pin maritime

Nom anglais

maritime pine

Nom arabe

sozd o<

I11.3.2.Systématique
Le genre Pinus contient plus d’espéces que n’importe quel autre genre du groupe des

coniferes. Le sous-genre des Pinus (Diploxylon) est lui-méme subdivisé en sections et sous
sections. La position systématique du pin maritime (Pinus pinaster Ait. Ou Pinus maritima

Mill.) dans la classification actuelle est la suivante (Farjon, 1984).

Sous embranchement Gymnosperme
Classe Pinopsida
Ordre Pinal

Famille Pinaceae
Genre Pin

Espece Pinaster
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I11.3.3. Présentation et description botanique

Présent naturellement sur tout le pourtour méditerranéen, le pin maritime est
essentiellement planté¢ pour la production dans les Landes francaises (CIRAD, 2012b).
L’espéce Pinus pinaster d’Espagne, du Portugal et du sud de la France a montré une forte
variabilité dans ses aspects morphologiques (Tapias et al. 2004). Le pin maritime est un pin
de taille moyenne, qui peut atteindre 30 m de hauteur avec une écorce d’un brun rouge-clair.
Son feuillage a un port de conifére étalé et ses aiguilles sont portées par paires. Ses cones sont

ovales, de couleur brune et d’une hauteur de 2 cm de long (Pullaiah, 2006).

Le pin maritime se trouve dans le sud-ouest et le sud-est de la France, en Corse, au
Portugal, en Espagne, sur le littoral nord africain (Rif et Atlas marocains, Algérie, Tunisie),

ainsi qu’en Italie (Bettayeb, 2010).

Figure 13 : Photographie de pin maritime et ses feuilles réduites ou aiguilles
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Figure 14 : Photographie de pin maritime son fruit ou céne et son écorce.

I11.3.4. Chimie de la plante

Chimiquement, la famille des Pinaceae, dont les pins font partie, est surtout
caractérisée par la présence de résines, de tanins, de terpenes, de lignans et de quelques
stilbénes (LaFever et al, 1994). La résine des pins est un mélange complexe de terpénes
constitué¢ d'une partie volatile appelée térébenthine et d'une partie non volatile appelée
colophane (rosin). La térébenthine contient principalement des monoterpénes et quelques
sesquiterpenes. Le (3-pinene , l'a-pinéne , et le 3-caréne sont les plus répandus alors que les
composés mineurs généralement présents sont le dipenténe, le p-phellandréne, le terpinolene,
l'a-terpineéne, le p-cymeéne et le myrcéne (Zinkel er al, 1989a). La colophane contient

essentiellement des acides diterpéniques (Phillips et al, 1999).

Les principaux tanins retrouvés dans les pins, surtout étudiés a partir du pin maritime
(Pinus maritima L.), sont des oligoméres de deux a sept unités de fiavan-3-ol. Les plus
fréquemment retrouvés sont les procyanidines, c'est-a-dire des oligoméres de catéchine ou

d'epicatéchine (Romani et al, 2006).

Une trés grande variét¢ de terpenes a été identifiée dans le genre Pinus. Les
compositions en terpenes volatils des aiguilles de plusieurs especes de pin ont déja été
analysées (Tsitsimpikou et al, 2001; Yu et al, 2004; Hong et al, 2004 Ka et al, 2005). Les
composés présents en plus grandes quantités sont des mono ou des sesquiterpénes et leurs
concentrations varient d'une espece a l'autre. Le 3-pinéne, I'a-pinene, et le 3- phellandréne

sont les plus répandus.
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Plusieurs diterpenes ont ét¢ isolés tant dans la colophane que dans différentes parties
des pins. On retrouve principalement dans la littérature des diterpénes avec des squelettes de
type abietane, pimarane, isopimarane et labdane . Structures des sesquiterpénes et de

diterpenes chez le genre Pinus.

Les composés phénoliques retrouvés dans les pins sont trés variés. Les lignans, qui
sont dérivés des phénylpropanes, sont souvent présents en grande quantité. Ceux
principalement rencontrés dans le bois de coeur, les noeuds et 1'écorce sont le lariciresinol,
Tisolariciresinol, le secoisolariciresinol et le (-)-nortrachelogenin (Suga et al, 1993; Willfor
et al, 2003a; Willfor et al, 2003b). Le xylopyranoside de (+)-isolarisiresinol est un glycoside
de lignan isolé¢ dans un extrait au MeOH des,aiguilles de Pinus densiflora (Jung et al, 2003).
Les stilbénes constituent aussi des composés phénoliques majoritaires dans le bois interne de
plusieurs pins. Certains agissent comme phytoalexin, c'est-a-dire que leur présence a été
induite par un stress provenant d'une attaque fongique ou bactérienne. Les plus rencontrés
dans le genre Pinus sont le pinosylvin , le pinosylvin monomethyl ether et le pinosylvin
dimethyl ether. Ces derniers sont des constituants caractéristiques du bois interne du genre

Pinus (Rowe, 1989¢)

En terminant cette revue de littérature sur la composition chimique des pins,
mentionnons l'identification d'une série d'alcaloides de type piperidine. Les premiers a étre
identifiés furent Pa-pipecoline et le (-) pinidine a partir des feuilles de Pinus sabiniana
(Tallent et al, 1955). Plusieurs autres alcaloides de ce type ont ensuite été identifiés (Tawara
et al, 1993) et Stermitz et al. 1994, ont déterminé leur présence dans plusieurs especes de

pins.

IT1.3.5. Usage traditionnel

L’utilisation des extraits d’écorces de pin maritime comme source de bienfaits pour la
sant¢ humaine remonte a Hippocrate, le « Pere de la Médecine », qui mentionnait leurs effets
thérapeutiques sur les maladies inflammatoires (Packer et al. 1999). En Amérique, I’extrait
d’écorces de pin maritime était utilisé par les Indiens natifs comme remede pour les plaies
enflammées ou les ulcéres (Yougken, 1924; Chandler et al. 1979). Plus tard, 1’équipage de
I’explorateur francais Jacques Cartier a découvert, lors de I’hiver 1534, que la décoction
d’écorces de pin maritime prévenait avec efficacité le scorbut causé par une carence en

vitamine C (Maimoona et al. 2011).
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CHAPITRE I : MATERIELS ET METHODES

1.1. Matériels

I.1.1. Lieux d’étude

Pour cette étude, le matériel végétal a été récolté a plusieurs localités et acheminé sur la

région de Constantine.

1.1.2. Especes végétales étudiées

Le matériel végétal, utilisé est constitué des écorces de tronc de Pinus pinaster, des sommités

fleuries de Marrubium vulgare et des parties aériennes d’ Artémisia herba alba obtenu a partir

de plantes se développant dans leur habitat naturel ou aupres d’herboristes. Leur identification

a été réalisée par un taxonomiste confirmé et les vouchers spécimens (N°AB04-xx) déposés

dans I’herbier du laboratoire de botanique médicale et de pharmacognosie, du département de

pharmacie de la faculté de médecine, Université Constantine 3.

Tableau 1 : Especes végétales étudiées

Nom
Voucher
Espéces commun
Famille Code Lieu de récolte spécimen
végétales et
NO
vernaculaire
Artemisia
Commune d’El Djazia —
herba  alba Armoise
15 km au nord de
Asteraceae | Asso. AHA | blanche ABO04 - 103
Meskiana  (Oum el-
Partie "shih" .
o Bouaghi)
aérienne
Marrubium
Forét de Chataba — 7 km
vulgare L. Marrube blanc
Labiateae . MVU ' au nord de Ain Smara | AB04 — 112
Sommité "merriout" .
) (Constantine)
fleurie
Pinus
Pinaceae Pin maritime | Djebel el-Ouahch
pinaster L. PPI AB04 - 115
"d'bagha (Constantine
Ecorce
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I.2. Méthodes et techniques

1.2.1. Méthode d’obtention des extraits totaux

1.2.1.1. Préparations des substances végétales

Les plantes séchées ont été pulvérisées tout juste avant 1’extraction, en utilisant un broyeur a
couteaux. L’extraction des poudres obtenues (30g) s’est faite par macération a froid dans une

solution hydroalcoolique a 70% d’éthanol (1:5 ; v/v), agitée sur une plaque magnétique

(700 tr/mn, pendant 30mn). Les solutions sont ensuite clarifiées par filtration sur papier
Whatman, concentrées par évaporation d’alcool sous vide, puis lyophilisées pour fournir un
extrait brut sec a consistance sec plus ou moins pulvérulent. Ces derniers sont conserveés

jusqu’a I’analyse a basse température (-10°C) (fig.15).

Figure 15 : Extraction des substances végétales
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Les études phytochimiques et les activités biologiques des divers organes (partie aérienne de
AHA, sommités fleuris de MUV et écorce de PPI) ont été réalisées dans le laboratoire
d’obtention de substances thérapeutiques (LOST) de la faculté des sciences exactes, le
laboratoire de biochimie micro-moléculaire et phytochimie de la faculté des sciences de la
nature et de la vie, universit¢ de Constantinel, le laboratoire de microbiologie du CHU de

Constantine et le laboratoire de génie microbiologique et applications université Constantine 1
I.3. Etude phytochimique des extraits

L.3.1. Analyse qualitative

Le criblage chimique préliminaire a été réalisé par des réactions chimiques en solution. Les
essais de caractérisation en tube permettent une recherche grossiere des composants
chimiques; les résultats peuvent étre difficilement interprétables. La chromatographie sur
couche mince (CCM) et La chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC)
confirment les tests en tube. Les métabolites secondaires des végétaux, dépassant

actuellement 100 000 substances identifiées, appartiennent a trois classes principales
(Pichersky 2000; Dave Oomah 2003).

* les terpénes (un groupe de lipides),
* les composés phénoliques,

* les alcaloides.

On trouve des métabolites secondaires dans toutes les parties des plantes, mais ils sont

distribués différemment selon leurs roles défensifs.
La recherche des groupes chimiques a été réalisée par des réactions en tubes.
Les résultats sont classés selon 1’apparition en :

e Rcéaction positive : +

e Réaction négative : -

Les tests de détection des grands groupes de composés chimiques ont porté sur les extraits
hydroalcooliques des parties aériennes de AHA, des sommités fleuris de MUV et de I’écorce

de PPL
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1.3.1.1. Recherche des polyphénols

Les polyphénols sont des molécules synthétisées par les végétaux lors du métabolisme
secondaire pour se défendre contre les agressions environnementales. Ils sont localisés dans
différentes parties des plantes selon I’espéce végétale et le groupe polyphénolique considéré.
Ces composés regroupent une multitude de molécules et représentent 1’un des groupes les plus

importants présents dans le regne végétal. (Lebham, 2005).
» Détection des tannins

Les tanins sont des polyphénols que 1'on trouve dans de nombreux végétaux tels que les
¢corces d'arbre et les fruits (raisin, datte, café, cacao...). Leur structure complexe est formée
d'unités répétitives monomériques qui varient par leurs centres asymétriques, leur degré
d’oxydation (Hemingway, 1992). Les tannoides (tannins hydrolysables) et les tannins vrais

(tannins non hydrolysables ou condensés) sont des polymeres de polyphénols.

Ces derniers ont été mis en évidence par la réaction au chlorure de fer a partir de 1 ml
d’extrait placé dans un tube en présence de quelques gouttes de FeCl3 (1% préparé au
méthanol). Apres agitation de I’extrait, la couleur vire au bleu noir en présence de tanins

galliques et au brun verdatre en présence de tanins catéchiques (Karumi et al, 2004) (figl4).
» Détection des flavonoides

Les flavonoides sont des molécules trés répandues dans le réegne végétal. Ils font partie de la

classe des polyphénols, principaux métabolites secondaires des plantes.

La présence des flavonoides dans un extrait peut étre mise en évidence par un test simple et
rapide appelé " réaction de Shinoda" (Lock et al, 2006). Le test consiste a ajouter a 2ml de
I’extrait, quelques gouttes d’HCI concentré (2N) et environ 0,5g de magnésium métallique.

Laisser agir 3 min et regarder le changement de couleur (Malec et Pamelio 2003) (fig14).
» Détection des coumarines

Les coumarines sont parmi les composes phénoliques les plus connus, se trouvent dans de
nombreuses especes vegetales et possédent des propriétés tres diverses. Elles sont capables de
prévenir la peroxydation des lipides membranaires et de capter les radicaux hydroxyles,

superoxydes et peroxyles (Igor,2002).

Les coumarines sont révélés a partir de 5 ml d’extrait placé dans un tube porté a ébullition

jusqu’a I’obtention d’un volume de 1 ml, ce volume est ajouté a 1ml d’eau chaude.
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Apres agitation, le volume total est divisé en deux volumes, I’un sert de témoin et 1’autre est
ajouté¢ a 0.5 ml de NH40OH (10%) puis examiné sous lampe UV. L’émission de la

fluorescence indique la présence des coumarines (Bruneton, 1999) (figl6).

Figure 16 : Schéma des tests phytochimiques pour la détection des polyphénols
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1.3.1.2. Détection des alcaloides

Les alcaloides sont un groupe de composés azotés et faiblement basiques issus principalement
des végétaux. Ils présentent des réactions communes de précipitation.

Les alcaloides ont été caractérisés a partir des réactifs de Mayer ou Wagner. 10 ml d’extrait
sont évaporés jusqu'a I’obtention d’un volume de 0,2ml, sur lequel 1,5 ml de HCI a (2%) sont

ajoutés. Apres agitation de la solution acide, 1 a 2 gouttes du réactif de Mayer ou Wagner sont

ajouté. L’apparition d’un précipité blanc jaunatre ou brun indique la présence d’alcaloides
(Figure 17) (MOJAB et al. 2003 ; Gacem, 2011).

Figure 17 : schéma des tests phytochimiques pour la détection des alcaloides
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1.3.1.3. Détection des terpénes

Les terpenes sont des molécules tres volatiles fréquentes dans la nature, surtout dans les

Plantes, ce sont les principaux constituants des huiles essentielles. Les terpenes sont issus du

couplage d’au moins 2 sous-unités isopréniques a 5 carbones (Bottin 2006).

La mise en évidence des stérols et triterpenes est fondée sur la réaction de Lieberman-
Burchard. Les extraits des trois variétés sont additionné chacun de 0.5ml d’anhydride acétique
puis de 0.5ml de chloroforme, apres dissolution, les solutions sont transférées dans des tubes a

essai auxquels sont ajoutés 1ml d’acide sulfurique concentré. La réaction est effectuée a froid.

La formation d’un anneau rouge brunatre ou violet, avec coloration de la couche surnageante de vert

ou de violet, traduit la présence de stérols et de triterpenes (Bruneton, 1999) (fig18)

5ml d’extrait
+

Sml d’anhydride acétique
+

Quelques gouttes d’H,SO, concentré

v

Agiter et laisser reposer

l

Apparition d’une coloration fugace virant au vert

|

stéroides

Figure 18 : schéma des tests phytochimiques pour la détection des stéroides (Bruneton, 1999)
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1.3.1.4. Détection des saponines

Les saponines sont des glycosides contenus dans les plantes qui doivent leur nom au fait

qu’elles moussent lorsqu’on les mélange avec I’eau (Hans, 2007).

Pour la détection des saponines, 10 ml d’extrait placé dans un tube a essais sont agités pendant 15
secondes puis déposés durant 15 minutes. Une hauteur de mousse persistante, supérieure a 1 cm

indique la présence de saponosides (Koffi et al, 2009).

1.4. Le fractionnement

La méthode d’extraction utilisée a été faite d’apres Merghem 1995. Cette méthode permet
I’extraction des composés polyphénoliques, en particulier les flavonoides. Cette méthode a
été utilisée parce que les analyses phytochimiques antérieures avaient montré la présence de

ces composés dans les plantes et aussi pour leurs nombreuses propriétés.

Le fractionnement de I’extrait hydroalcoolique a été mené en utilisant successivement des
solvants organiques a polarité croissante : 1’éther de pétrole, 1’éther diéthylique, ’acétate
d’éthyle et lel. Butanol pour en avoir quatre fractions : la fraction éther diéthylique (ED),

acétate d’¢thyle (AE), la fractionl. butanolique (1.B) et la fraction aqueuse (AQ).

1.4.1. Préparation des extraits pour ’affrontement

A partir de nos extraits a tester, 2g ont été dilué¢ dans 100 ml d’eau distillée dans un bain
marie. Cette phase aqueuse contenant les phytoconstituants totaux est laissée au repos pendant
une nuit dans une éprouvette graduée (décantation des impuretés et poussieres). Cette étape
permet de séparer les polyphénols selon leur structure et leur degré de polymérisation; en les

affrontant avec plusieurs solvants spécifiques allant du moins polaire au plus polaire.

1.4.2. Extraction par les solvants organiques a polarité croissante

L’extraction est effectuée par épuisement successive du matériel végétal, en utilisant des

solvants a polarité croissante méthode décrite par (Biallo et al. 2004).
> Etape 1 : extraction a I’éther de pétrole

Dans une ampoule a décanter on introduit 100ml de la solution aqueuse et on ajoute 100ml
d’éther de pétrole. On remue énergiquement avec précaution. L’éther de pétrole solubilise

tous les constituants lipophiles, la chlorophylle ainsi que les composés indésirables.
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La phase éther de pétrole (phase supérieure de 1’ampoule & décanter) est éliminée. Cette

opération est répétée 2 a3 fois
La phase eau (phase inférieure de I’ampoule a décanter) est récupérée dans un bécher propre.

Cette phase sera soumise a une extraction sélective par 1’éther diéthylique et ensuite par
I’acétate d’éthyle, ensuite par le 1.butanol. Ces trois solvants organiques sont spécifiques des

composés phénoliques et des flavonoides.
> Etape 2 : extraction a I’éther diéthylique

Dans une ampoule a décanter 100ml de la phase eau sont mélangé al0Oml d’éther
dié¢thylique, on agite énergiquement avec précaution et on laisse reposer jusqu’a la formation
de 2 phases: une supérieure appelée phase €ther et une inférieure appelée phase eau (2
répétitions), cette derniére est récupérée dans un bécher et la phase éther est laissée a
évaporation a I’air libre sur une source chaude afin d’accélérer 1’évaporation. Les molécules

sont ensuite récupérées par 3ml de Méthanol dans des tubes en verre.

L’affrontement avec 1’éther diéthylique permet pour les extraits éthanoliques d’isoler (de
soutirer) les composés phénoliques simples tels que les acides phénols et les flavones

lipophiles. Pour les extraits acétoniques, cette phase soutire les tannins monomériques.
> Etape 3 : extraction a I’acétate d’éthyle

L’affrontement avec ’acétate d’éthyle entraine les aglycones, les mono-Oglycosides et
partiellement les di-O-glycosides présents dans les extraits éthanoliques. Et les tannins

dimériques des extraits acétoniques.
> Etape 4 : extraction au 1. Butanol

Cette étape n’est faite que pour les extraits acétoniques, permettant ainsi d’entrainer les

tannins trimériques, oligomériques et une partie des polymériques (2 répétitions)

Pour chaque solvant (chaque partition), on refait deux a trois fois cette opération pour un

entrailnement optimal des groupes polyphénoliques séparés.
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Les phases éther de pétrole ne renfermant pas de composés phénoliques sont rejetées. Quant
aux autres phases, elles sont évaporées a sec a 1’aide de 1’évaporateur rotatif et reprises dans

du méthanol (4 a Sml) pour le diagnostic chromatographique. (figure 19)

Les extraits méthanoliques ont été soumis a divers tests phytochimiques (chromatographie sur
couche mince, spectrphotométrie UV-Visible et chromatographie en phase liquide a haute
performance ) en vue de mettre en évidence les métabolites secondaires responsables de la
plupart des activités biologiques de chaque espece végétale. Ces essais ont ét€¢ menés selon les

techniques décrites par (Farnsworth 1966 ; Harbone 1973 ; Rizk 1982 ; Al-Yahya 1986).
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Extraction éthanol-eau (7:3 v/v)

Vv
Extrait brut concentré

\V4
Traitement avec de I’eau distillée

A%
Extraction liquide-liquide avec I’éther de pétrole

N
4 A

Phase éther de pétrole phase aqueuse

!

Extraction liquide-liquide avec I’éther diéthylique

N
é N

Phase éther diéthylique (ED) phase aqueuse

Extraction liquide-liquide avec I’acétate d’éthyle
Phase acétate éthyle(AC) phase aqueuse

|

Extraction liquide-liquide avec le 1 butanol

N
4 A

Phase 1 butanol (1B) phase aqueuse

figure 19 : Etapes d’extraction liquide-liquide (Merghem R, 1995)
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I.5. La spectrophotométrie UV-Visible

C’est la méthode la plus importante pour ’identification des structures flavonoiques. Elle est
basée essentiellement sur 1’enregistrement d’un spectre dans un milieu alcoolique (méthanol
ou ¢thanol) qui sera caractéris¢ par deux bandes d’absorption principales, la bande I et la

bande II (Jurd and Horowitz 1962).

Ces deux bandes représentent les absorptions dans le proche UV, des chromophores
composant le squelette flavonoique. Ainsi, la bande I présentant un maximum d’absorption
entre 300 et 400 nm, est attribué¢e a I’absorption du systéme cinnamoyle qui résulte de la
conjugaison du groupement carbonyle avec la double liaison (C2-C3) et le noyau B, elle

donne donc, des renseignements sur les variations structurales du cycle B et I’hétérocycle C

(fig20).

Figure 20 : Conjugaison du groupement carbonyle avec les cycles A et B.

La bande II, présentant un maximum d’absorption entre 240 et 280 nm, est attribuée a
I’absorption du systéme benzoyle qui dérive de la conjugaison du groupement carbonyle avec
le noyau A et donne des informations sur les variations structurales du cycle A (Markham

1982).

Le maximum d’absorption d’une telle ou telle bande dépend du nombre et de la position des

groupements hydroxyles ou méthoxyles sur le squelette flavonoique.
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L’augmentation du nombre de groupements hydroxyles fait déplacer le maximum
d’absorption vers des longueurs d’ondes plus élevées, par contre la substitution des
groupements hydroxyles par des groupements méthoxyles ou glycosyles fait déplacer ce

maximum vers des longueurs d’ondes plus courtes (Markham and Mabry 1968).

Le tableau donne [D’intervalle du maximum d’absorption des deux bandes en milieu

méthanolique pour quelques types de flavonoides.

Tableau2 : Les principales caractéristiques des spectres UV-visible des flavonoides

Bande II (nm) Bande I (nm) Types de flavonoides

250-280 304-350 Flavones

250-280 352-385 Flavonols

250-280 328-357 Flavonols substitué en 3
275-295 300-330 Flavanones et dihydroflavanol
270-280 Flavanols

230-270 340-390 Chalcone

230-270 380-430 Aurone

270-280 465-560 Anthocyane

245-275 310-330 Isoflavone

Plusieurs facteurs peuvent affecter le spectre d’absorption des flavonoides. L’augmentation du
nombre d’hydroxyles sur la partie aglycone provoque un déplacement bathochrome des

bandes d’absorption vers de plus grandes valeurs Tableau3.

En absence d’hydroxyle en position 3, cas des flavones, la longueur d’onde de la bande I est
plus courte de 20 a 30 nm. La méthylation comme la glycosylation, en particulier sur les
hydroxyles en position 3, 5, 7, 4°, provoquent un déplacement hypsochrome vers les
longueurs d’ondes plus courtes (Figure 20). Toutefois, la nature du sucre n’a généralement

pas d’effet.
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Tableau 3 : Relation entre I’arrangement des groupements hydroxyles et le maximum

d’absorption (Rice-Evans et al. 1996)

Flavonoides Arrangement du OH Position des bandes
Flavonols

Kaempferol 3,5,7,4 367 nm
Quercétine 3,5,7,3,4 371 nm
Myricetine 3,5,7,3,4°,5° 374nm

Flavones

Chrysine 5,7 313nm
Apéginine 57,4 337nm
Flavanones

Naringinine 57,4 289 (326sh) nm
Taxifolin 3,5,7,3,4 29027sh) nm

I1.6. Essais de caractérisation par chromatographie sur couche mince

(CCM)

Pour les analyses de routine par CCM, nous utilisons généralement des plaques de Silicagel®
60 F254 prétes a ’emploi a support en aluminium (Merck). Celles-ci sont développées dans
des cuves en verre conventionnelles, dont 1’atmosphére a été préalablement saturée en

vapeurs de phase mobile.

Du fait de ses faibles contraintes techniques, de son emploi simple et de son cott
relativement modeste, la CCM est un outil de choix pour I’analyse phytochimique de routine
d’extraits bruts, de fractions, ainsi que de produits purs isolés lorsque les conditions

opératoires sont bien déterminées (Bataille 2000).

Elle permet de suivre I’évolution d’une réaction et de tester la pureté d’un solvant (Delmeyda

2001).
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1.6.1. Principe de la chromatographie sur couche mince (CCM)

Cette méthode repose sur la séparation des différents constituants d’un extrait selon leur force
de migration dans la phase mobile (Ekoumou 2003, Debete 2005) qui est en générale un
mélange de solvant; adapté au type de séparation recherché (Ferrari 2002), et leur affinité vis-
a-vis de la phase stationnaire qui peut étre un gel de polyamide ou de silice. Elle nous permet

d’avoir les empreintes du contenu polyphénolique et flavonoique de I’extrait.

La chromatographie sur couche mince a été réalisée sur des plaques pré-étalées de gel de

silice et sur des plaques de polyamide (DC6).

» Phase stationnaire

e Gel de polyamide :

Plaque en verre de gel de polyamide DC6 préparées dans le laboratoire. Le gel est préparé en
mélangeant 10g de poudre de polyamide dans 50ml d’éthanol. Aprés étalement du gel sur les
plaques en verre et séchage, la phase stationnaire devient préte a 1’utilisation (Merghem,

1995).
e Plaques de silice

Les analyses sont effectuées en phase normale, avec des plaques de silice (Silicagel 60 Fs4,
de 0,25 mm d’épaisseur) déposées sur feuille d'aluminium. Sur les plaques préparées, on a
déposé 10ul de chaque extrait (100 mg/ml) et les plaques sont ensuite introduites dans des
cuves conventionnelles en verre préalablement saturée par la phase mobile, qui peut étre
généralement un mélange binaire ou ternaire de solvants, selon le type de séparation

recherchée (Biallo et al. 2004).

» Phase mobile : On essaie plusieurs systémes solvants et on choisit ceux qui donnent les

meilleures séparations (migrations).

P Extraits : Phase éther diéthylique, phase acétate d’éthyle et la phase 1-butanol des trois
plantes ¢étudiées (les parties aériennes de AHA, les sommités fleuris de MUV et 1’écorce de

PPI).
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1.6.2. Le dépot

Le dépdt se fait linéairement de fagon ponctuelle avec un capillaire (pipette capillaire) a usage
unique (un capillaire pour chaque phase). Le capillaire doit étre posé perpendiculairement et
prudemment sur la plaque pour ne pas gratter le gel. On fait plusieurs dépots du méme
échantillon au méme endroit pour obtenir les produits séparés en grande quantité (ceci est
nécessaire surtout lors de la CCM préparative). Il faut sécher apres chaque dépot (Sine, 2003)

(fig21).

Figure 21 : le dépot

1.6.3. Développement des plaques

Les différents constituants de 1’échantillon déposé migrent avec des vitesses différentes. Dans
le cas idéal, on obtient autant de taches que les constituants sur le trajet de migration du

solvant (fig22).
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Figure 22 : Développement des plaques
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1.6.4. Révélation (Visualisation des taches)

Aprés développement et 1’évaporation du solvant de migration les taches sont visualisées :

(Merghem 1995).

> A I’ceil nu.
> Sous I’UV a 254nm.
> Sous I’UV a 365nm.

1.6.5. Révélation par des méthodes chimiques

Ces méthodes consistent a mettre en contact de la plaque un réactif plus ou moins spécifique
qui donne un produit coloré par réaction chimique avec les substances a révéler (Latifou,

2005).

1.6.5.1. Identification des flavonoides : pulvérisation du Réactif de Neu

Le Réactif de NEU : NP/PEG

Ce réactif est préparé a partir de deux solutions : une solution méthanolique de
diphénylboryloxyéthylamine (solution I) et une solution éthanolique de polyéthyléne glycol a
5% (solution II). Pour préparer ces deux solutions, ont dissous 1,5 g de
diphenylboryloxyéthylamine et 2,5 g de et polyéthylene glycol, respectivement dans 50 ml de

méthanol et 50 ml d’éthanol. Les deux solutions sont conservées a 4°C.

La réaction est positive lorsqu’on observe une fluorescence en UV a 365 nm apres
pulvérisation des deux réactifs. Cette fluorescence est due a la formation d’un complexe entre

le groupement hydroxyl-flavones avec le réactif.

Le test se déroule en plusieurs étapes :

- On chauffe le chromatogramme pendant 10 minutes a 80°C puis on laisse refroidir
- La solution I est ensuite pulvérisée sur le chromatogramme

- Apres séchage, on visualise les taches a la lumiere UV (365 nm)

- Apres 15 minutes, on pulvérise la solution II
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Apres pulvérisation des deux solutions, d’intenses fluorescences se produisent immédiatement
ou apreés 15 minutes a la lumiére UV (365 nm). La solution II permet d’augmenter 1’intensité

de la fluorescence.

Figure 23: Structure de 2-aminoéthyl diphényl borate (réactif de Neu)

e Mode opératoire :

Vaporiser une solution méthanolique du réactif de Neu 1% sur les plaques de CCM. Les
flavonoides apparaissent sous forme de tiches fluorescentes. Selon la couleur obtenue nous

avons identifié le type de flavonoide (Stahl 1981) :

- Les dérivés d’apéginine présentent une couleur fluorescente sous UV jaune-verdatre et
aprés 24 heures, leurs couleurs a la lumiére visible virent au rouge- brun.
- Les dérivés de lutéoline présentent une couleur fluorescente sous UV jaune.

- Les dérivés de kaempférol présentent une florescente sous UV jaune verdatre plus
intense que celles des dérivés d’apéginine.

- Les dérivés de quercétol présentent une couleur fluorescente sous UV orange intense.

1.6.5.2. Identification des stérols et triterpenes : pulvérisation du réactif de Liebermann
Laréaction de Liebermann-Burchard est une réaction chimique principalement utilisée
comme test révélateur du cholestérol et plus généralement des phénols .Elle a été décrite
initialement par Carl Liebermann (Liebermann 1885) puis appliquée a la révélation du

cholestérol par Burchard (Burchard 1890, Burke 1974).
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Figure 24 : Réactifs : acide sulfurique + anhydride acétique

On ajoute quelques gouttes d’anhydride acétique a la solution de la substance dans le

chloroforme; ensuite on introduit une couche d’acide sulfurique concentré

La solution dans le chloroforme se colore en rouge intense, puis violet, en bleu et prend

finalement une coloration vert foncé.

Cette coloration évolue rapidement avec le temps ce qui rend plus difficile encore la
définition de coloration spécifique.

1.6.5.3. Identification des tanins : pulvérisation du réactif du FeCl;

Apres développement, les plaques CCM sont séchées, observées sous lampe UV a 254 nm et

366 nm, pulvérisées par le réactif FeCls, puis séchées a 80°C pendant 5 minutes afin

de révéler les spots issus de la séparation.

1.6.6. Applications

Parmi les multiples applications que posséde la CCM, on s’intéresse dans cette étude a

celles qualitatives.

Le comportement d’une molécule particuliére dans un systtme donné est exprimé par sa
fluorescence sous UV et par son Rf (le rapport de la distance parcourue par cette molécule sur

celle parcourue par la phase mobile c’est a dire le front du solvant) qui est compris entre 0 et1.

_ Distance entre la ligne de base et la tiche du produit

~ Distance entre la ligne de base et le front de solvant
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» Relation : structure — Rf :

Les relations existant entre le Rf (rapport frontal ou facteur de rétention) et la structure des
molécules apportaient aussi des renseignements sur la structure des polyphénols séparés par
CCM. Le comportement chromatographique en fonction de la composition moléculaire dans
un solvant alcoolique ou aqueux permettait de mentionner les premiéres indications

concernant la substitution de la molécule tableau 4.

Tableau4 : Relation entre le Rf et la structure des flavonoides

Structure flavonique Rf

Augmentation des (OH) Diminution du Rf

Méthylation des groupements (OH) Augmentation des valeurs de Rf

Acétylation Augmentation des valeurs de Rf

Glycosylation Diminution des valeurs de Rf due
principalement de I’introduction de nouveaux
groupements (OH)

» Relation : structure — fluorescence

L’examen sous lumiére UV fournit des informations trés importantes sur la configuration
structurale des molécules isolées. Il apporte des indications particuliéres concernant les

substitutions.

Le tableau5 suivant résume les relations existantes entre la structure d’un composé

flavonoique et sa fluorescence sous UV.
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Tableau5 : Relation entre la fluorescence et la structure des flavonoides

Spot coloré

Types de flavonoides

Noir Flavonols 5, 6, 7, tri OH libres
Flavonols 5, 7, 8, tri OH libres
Brun noir 3-OH absent ou 3-OH substitué
Flavones 5-OH et 4 OH
Flavones 3-OR et 5 OH ,4’-OH
Violet Flavones 6 ou 8 OH

Chalcones
Dihydroflavonols
Isoflavones

Flavanones

Bleu claire (fluorescent)

Flavones sans 5-OH libre
Flavonols sans 5-OH libre avec 3 OH

Substitué

Jaune terne
Jaune

Fluorescence orangée

Flavonols 3- OH libre avec ou sans 5-OH

Libre

Jaune vert brillant

5 OH libre ou 5 OH substitué

Jaune fluorescent

Flavonols avec 30H libres
Aurones
Chalcone

Flavanones

Jaune pale

Dihydroflavonols
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I.7. Essai de caractérisation par chromatographie liquide a haute

performance (HPLC)

La technique de séparation la plus appréciée en analyse phytochimique est la
chromatographie liquide a haute performance, abrégée HPLC (CLHP en frangais). Les
principes de base permettant de séparer des produits d’un mélange sont les mémes que ceux
décrits dans le cas de la CCM. L’immense avantage de la HPLC par rapport a la
chromatographie sur couche mince réside dans 1’amélioration sensible des parametres de seuil
de détection et de résolution de séparation, ainsi que dans les possibilités d’automatisation du
procédé.

Ce type de détection est d’un apport considérable dans la caractérisation des pics sur un
chromatogramme HPLC/UV, car il permet de visualiser le spectre UV de chaque constituant.
Ainsi, certaines classes de métabolites secondaires de plantes (flavonoides, xanthones) ayant
un spectre UV caractéristique peuvent étre mises en évidence par une simple analyse

HPLC/DAD-UV (Braithwaite et Smith 1999).

Vers
enregistreur

Réserve de liquide
phase mobile

Figure25 : Principe de fonctionnement de I’appareil HPLC
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Chapitre II RESULTATS ET DISCUSSION

I1.1. Extraction

La préparation des extraits a partir des sommités fleuris de Marrubium vulgare
(MUYV), de I’écorce de Pinus pinaster (PPI) et des parties aériennes d’ Artemisia herba alba
(AHA) ¢été effectuée en deux grandes étapes, la premiére est une extraction par un mélange
hydroalcoolique éthanol/eau (7/3 V/V) pour obtenir initialement 1’extrait brut contenant les
polyphénols totaux. La deuxieme étape de fractionnement a été réalisée par une série de
solvants a polarité croissante Acétate d’éthyle, éther diéthyle et le 1 butanol permettant ainsi
de séparer les composés de ’extrait brut selon leur degré de solubilit¢ dans les solvants
d’extraction et donc selon leur degré de glycosylation (flavonoides aglycones, mono, di et tri-
glycosylés) (Merghem 1995). De ce fait, quatre différents extraits ont été obtenus
successivement: I’extrait brut (Br), 1’extrait d’acétate d’éthyle (AE), I’extrait d’éther diéthyle
(ED) et D’extrait de 1 butanol (1B). Une partie de ces échantillons est consacrée a la
caractérisation, aux épreuves chromatographiques (CCM et HPLC) et a 1’étude spectrale.

L’autre partie est consacrée aux analyses antibactériennes.

La préparation des échantillons est d'une importance capitale pour toute analyse fiable.
De nombreuses méthodes de préparation des échantillons ont ét¢ développées pour déterminer
les composés phénoliques. Les procédures de préparation des échantillons pour 1'analyse des
composés phénoliques varient beaucoup en fonction de la nature des composés a analyser.
Celles-ci doivent tenir compte de nombreux parameétres parmi lesquels: la polarité, 1’acidité
des molécules, le nombre de groupements hydroxyles et de noyaux aromatiques. Les
méthodes de dosage les plus couramment décrites comprennent plusieurs étapes de
préparation d'échantillons. Chacune d’elle a pour but d’augmenter la sensibilité et la
sélectivité du dosage. Malheureusement, les différentes étapes peuvent parfois introduire des
interférences qui créent des artefacts, ce qui n’est pas sans conséquence sur la reproductibilité
du dosage et nécessite de faire la moyenne de plusieurs essais. Il est donc important de
contrdler toute la préparation et d'évaluer l'influence de ces effets sur l'analyse des résultats.
En général, les échantillons solides sont soumis a un broyage et & un tamisage, souvent
précédés par une étape de séchage a l'air libre du matériel végétal a analyser. Les échantillons

liquides sont centrifugés et filtrés.
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I1.2. Caractérisation des principaux constituants chimiques

La phytochimie qualitative basée sur des réactions colorées ou de précipitation par des
réactifs chimiques spécifiques réalisée sur les extraits reconstitués a partir de la poudre
lyophilisée de chaque échantillon végétal génere pour une premicre estimation des données
préliminaires sur les constituants des extraits. Le résultat de ce criblage phytochimique est
résumé dans le Tableau 6. Le signe “+” traduit la présence du groupe de composés chimiques
en quantité supérieure au seuil de détection, et le signe “—” une réaction négative. . Il révele la

présence ou I’absence d’un groupe de métabolite secondaire.
Notre étude nous a permis d’identifier les différents groupes chimiques présents dans les

les écorces de PPI, des sommités fleuris de MUV et des parties aériennes de AHA a travers
des réactions de caractérisation qui ont été confirmées par la chromatographie sur couche

mince,

Effectivement trois groupes de composés bioactifs sont identifiés dans tous les extraits
stérols et triterpénes, flavonoides et tannins, alors que Marrubium vulgare et Artémisia herba
alba sont dépourvus de coumarines et saponines. En revanche, les alcaloides sont révélés

uniquement dans I’extrait de Pinus pinaster.

Tableau6 : Résultat de la phytochimie qualitative des extraits hydroalcooliques
des différentes especes végétales

Marrubium vulgare Pinus pinaster Artemesia herba
alba

Tanins + + +

Sterol et + + +
Terpenoides

Coumarines - + +

Flavonoides + + +

alcaloides - + -

Saponines + + -

+ : présence -: absence
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Bien entendu, les tests de caractérisation présentent des imprécisions car ils sont basés
sur 1’analyse qualitative. La composition chimique des extraits varie selon les organes et
suivant les espeéces. Toute fois, ce screening phytochimique ne renseigne point sur la nature
des molécules chimiques.

Des ¢études chimiques sur les especes d'drtémisia indiquent que toutes les classes de
composés sont présentes dans le genre avec une référence particuliere aux terpenes et
flavonoides selon Wright 2002. Nous y avons décelé la non présence de saponines et des
alcaloides. En revanche Sellami et al 2010 confirment la présence des alcaloides.

Les molécules identifiées dans AHA sont les sesquiterpenes lactones, les coumarines et les
hydrocarbures acétyléniques (Da Silva J. A 2004).

La non concordance des résultats serait due probablement au choix du solvant et au mode
d’extraction.

Les alcaloides sont révélés uniquement dans les extraits bruts de PPI. Stermitz et al. 1994
ont déterminé leur présence dans plusieurs espéces de pins. Identification d'une série
d'alcaloides par Tawara et al. 1993.

Les travaux de Romani ef al. 2006 ont permis de retrouver les principaux tanins
dans les pins, surtout étudiés a partir du pin maritime (Pinus maritima L.), ce sont des
oligoméres de deux a sept unités de fiavan-3-ol. Les plus fréquemment retrouvés sont les
procyanidines, c'est-a-dire des oligomeres de catéchine ou d'epicatéchine.

Une tres grande variété de terpénes a été identifiée dans le genre Pinus (Tsitsimpikou et al.
2001 ; Yu et al. 2004; Hong et al. 2004; Ka et al. 2005).
Les principaux tanins retrouvés dans les pins, surtout étudiés a partir du pin maritime (Pinus
maritima L.), sont des oligomeéres de deux a sept unités de flavan-3-ol. Les plus fréquemment
retrouvés sont les procyanidines, c'est-a-dire des oligomeéres de catéchine ou d'epicatéchine
(Romani et al. 2006).
Les composés phénoliques retrouvés dans les pins sont tres variés (Suga et al, 1993; Willfor
et al, 2003a; Willfor et al, 2003b).

Nos résultats de 1’analyse phytochimique de marrubium vulgare sur la présence de
flavonoides concordent avec ceux de Elberry et al 2011.
Une recherche faite sur 1’espéce Marrubium vulgare a permis de révéler la présence des

diterpenes et les phenyléthanoides glucosidiques (Ahmad 2010).
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Des études phytochimiques ont indiqué que de nombreux espéces de Marrubium
inclus la présence des flavonoides et phenylethanoidess, diterpénoides, de composés

phénoliques et huile essentielle (Hennebelle ez al. 2007; Rigano et al. 2007).

Les polyphénols (phénols totaux, flavonoides, tannins condensés et hydrolysables) ont été
quantifiés dans différents organes de Marrubium vulgare du mont de Tessala (Algérie

occidentale) ce qui se rapportent avec nos travaux (Bouterfa 2013).

Les études phytochimiques effectuées sur le genre Marrubium ont permis d’isoler un grand
nombre de métabolites secondaires tels que les flavonoides, les iridiodes, les sesquiterpenes,

les diterpénes et les triterpénes (Ashkenazy, D 1983).

Selon Moussaid 2012 que Les tests phytochimiques préliminaires effectués sur Marrubium
vulgare étaient de type qualitatif. Il a ét¢ observé la présence dans les extraits des alcaloides,

des tanins, des flavonoides, des stéroides, des saponines triterpenes et composés réducteurs.

I1.3. Spectrophotométrie

L’action des flavonoides dans les plantes résulte de leur forte absorption dans le
domaine UV du spectre. Les spectres UV des flavonoides exhibent deux bandes d’absorption
principales dans la région 240-400 nm. La bande I (300- 395 nm) est considérée comme étant
associée a I’absorption de la partie cinnamoyle (noyau B) du flavonoide et la bande I1 (240-

280 nm) a celle de la partie benzoyle comme I’indique le schéma suivant :

Les intensités de ces bandes dépendent du degré de conjugaison de la structure. En dehors des
bandes d’absorption des différents chromophores présents dans les flavonoides, ce spectre
nous renseigne aussi sur le type de squelette des flavonoides et sur la position des

groupements hydroxyles.
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Tableau 7: Différentes bandes d’absorption des phases obtenue des
extraits de PPI et AHA réalisés dans le méthanol.

Les espéces Nature des Bande I Bande II
Végétales phases (A max €0 NM) (A max €N NM)

Ether diéthylique - 290

PPI Acétate d’éthyle - 284

1-butanol - 281

Eau - 281

AHA Ether diéthylique 330 277
Acétate d’éthyle 328 -
1-butanol 327 -

Eau 324 287

Les spectres UV des quatre phases d’extrait de PPI : Ether dithylique, Acétate d’éthyle, 1-
butanol et Eau, possédent tous une seule bande d’absorption centrée vers 275-300 nm, sont
respectivement 290 nm, 284 nm 28 1nm 280 nm et 281 nm (Fig26). Il est reconnu que la
plupart des flavones et flavonol posseédent deux bandes d’absorption dans la région
ultraviolet/visible : la Bande I entre 230 nm et 385 nm représentant la conjugaison entre les
cycles B et C, et la Bande II allant de 240 nm jusqu’ a 280 nm représentant la conjugaison
entre les cycles A et C. Pour les longueurs d’onde d’absorption des quatre phases d’extrait de
PPI la présence d’une seule bande d’absorption rend la caractérisation de type des flavonoides
un peu difficile, donc selon nos donnés on peut avancer la prédominance des flavonoides de

nature Flavonol, Flavone, Flavanone, Flavanol ou Anthocyane.

2,008

|

i B0

PPI: phase ean PPI: Ether di éthyle

67



Chapitre I1: Résultats et Discussion

9104 b= —
Mom By 426.0m

PPI: acétate d’éthyle PPI: 1 butanol

Figure 26 : Spectres UV/Visible des phases d’extrait de PPI formés au
cours des affrontements

AHA: phase eau AHA : Ether di éthyle

68



Chapitre II: Résultats et Discussion

AHA : aceétate d’'éthyle AHA:1 butanoel

Figure27 : Spectres UV/Visible des phases d’extrait de AHA formés au cours
des affrontements

I1.4.Chromatographie analytique sur couche mince

Un screening phytochimique a été mené afin de visualiser les classes de métabolites

secondaires présentes et potenticllement antibactériennes des différentes phases (acétate
d’éthyle, étherdiéthylique et 1.butanol) des extraits de [1’écorce de Pinus pinaster, des

sommités fleuris de Marrubium vulgare et des parties aériennes d 'Artémisia herba alba.

Une chromatographie sur couche mince (CCM) a été réalisée suivant la méthode de Biallo et

al. 2004.

Les valeurs des rapports frontaux (Rf) des taches visualisées sur les chromatogrammes des

extraits étudiés sont consignées dans les tableaux 8,10 et 12.

Les systemes solvants utilisés,

- MEC/MEOH/ETOH/EP (40/30/30/10). CCM sur gel de polyamide
- acétate d’éthyle/ MEOH/H20 (40/4/2) sur gel de silice

ont permis d’avoir une bonne séparation et une visibilité acceptable des spots, (fig 28, 29, 30,

31, 32, 33, 34).

Outre 1’observation sous rayonnement UV a 254 nm et 366 nm, les plaques ont été révélées a
I’aide de réactifs chimiques, dans le but de donner un premier apercu de la composition des

échantillons.
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Les spots sont visualisés sous des longueurs d’onde 254nm et 365nm, cette derniére a

donné des fluorescences plus claires et distinctes que la premiere longueur d’onde.

Le criblage chimique sur plaque CCM a permis de mettre en évidence relativement quelques
classes de composés. La révélation au chlorure de fer a montré la présence systématique de

tanins Wagner and Bladt, 1996, les taches ont une coloration brune ou grise.

Le giclage de la CCM avec le réactif de NEU, permet de supposer la présence de flavonoides
avec des spots de couleur orange, jaune-orange, marron vert-bleu, bleu vert (Kabran et al.

2011 ; Benamar et al. 2010).

Les stérols sont révélés par la coloration jaune et jaune-vert et les terpénes sont mis en
¢vidence en rouge et orange par le réactif de Liebermann-Burchard (Kabran et al. 2011 ;

Benamar et al. 2010).

I1.4.1. Révélation au réactif de NEU (gel de polyamide)

PPI PPI
1.B AE ED e AE ED
Révélateur : NEU a il nu Révélateur : NEU a 365nm

Figure28 : Chromatogramme sur gel de polyamide des extraits ED, AC, 1B

de I’écorce Pinus pinaster (aprés révélation au réactif de NEU)
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AHA MUV

Figure29 : Chromatogramme sur gel de polyamide des extraits ED, AC, 1B des
parties aériennes d’Artémisia herba alba et les sommités fleuris de Marrubium vulgare
(aprés révélation au réactif de NEU)

La chromatographie sur couche mince sur gel de polyamide avec révélation au réactif de
NEU , nous a permis de supposer que les plantes (AHA, MUYV, PPI) renferment de différents
flavonoides, leur couleur varient du jaune, brun et orange, ainsi que des acides phénoliques

colorés en bleu ou en bleu fluorescent (plaques révélés au réactif de Neu) (figure28, 29).

La présence de ce type de composés n’est pas surprenante, car ils sont fréquemment décrits

chez les especes de ces familles (pinaceae, lamiaceae et asteraceae) (Bruneton 1999).
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I1.4.2. Révélation au réactif de NEU (gel de silice)

PPI muv AHA PPI muv AHA
Avant révélation a 254nm Aprés révélation a 365nm

Figure 30 : Chromatogramme sur plaque de silice des extraits ED, AC, 1B de Artémisia
herba alba (AHA), Marrubium vulgare (MUV) et Pinus pinaster (PPI) (avant et apreés

révélation)
Front du solvant : 10.5 cm ED : phase étherdiéthyle
Support: Plaque de G60F254 en aluminium AE : phase éther éthyle
Eluant:acétate d’éthyle/ MEOH/H20 (40/4/2) 1B : phase 1 butanol

Avant révélation a 254nm

Apres révélation a 365nm
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pPPI Muv AHA

Figure31 : Chromatogramme sur plaque de silice des extraits ED, AC, 1B de Artémisia
herba alba, Marrubium vulgare et Pinus pinaster (révélation NEU) A I’eil nu

Front du solvant : 10.5 cm ED : phase étherdiéthyle
Support : plaque de Silice G60F254 en aluminium AE : phase éther éthyle
Eluant : acétate d’éthyle/ MEOH/H20 (40/4/2) 1B : phase 1 butanol

Révélation au réactif de NEU
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pPPI Muv AHA

Figure32 : Chromatogramme sur plaque de silice des extraits ED,AC,1B de
Artémisia herba alba, Marrubium vulgare et Pinus pinaster (révélation NEU)a 365nm

Front du solvant : 10.5 cm ED : phase étherd

Support : plaque de Silice G60F254 en aluminium AE : phase éther éthyl
Eluant : acétate d’éthyle/ MEOH/H20 (40/4/2)
Révélation au réactif de NEU

1B : phase 1 butanol
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Tableau8 : screening phytochimique des extraits de AHA, MUYV et PPI
(Révélation au réactif de NEU)

plantes AHA MUV PPI
phases
ED Sints Sininty +
AC +++ +++ +
1B A i -

Tableau9 : Résultats de la CCM des extraits ED, AC, 1B de AHA, MUV,PPI
Systéme de solvant : acétate d’éthyle/ MEOH/H20 (40/4/2)
(Révélation au réactif de NEU)

plantes AHA MUV PPI
phases spot | Rf spot Rf spot Rf
ED 1 0.28 1 0.57 1 0.78
2 0.71 2 0.66 2 0.85
3 0.81 3 0.76
4 0.85
AC 1 0.38 1 0.38 1 0.81
2 0.47 2 0.47
3 0.53 3 0.61
4 0.62 4 0.76
5 0.81
1B 1 0.28 1 0.43 /
2 0.36 2 0.70
3 0.43
4 0.81

AHA : parties aériennes d’Artémisia herba alba ED : phase étherdiéthyle
MUV : sommités fleuris de Marrubium vulgare AE : phase éther éthyle

PPI : écorce de Pinus pinaster 1B : phase 1 butanol
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11.4.3. Révélation au réactif Liebermann-Burchard

PPI MUV AHA

Figure33 : Chromatogramme sur plaque de silice des extraits extraits
ED, AC, 1B de Artémisia herba alba, Marrubium vulgare et Pinus

pinaster (Révélation au réactif Liebermann-Burchard )

AHA : parties aériennes d’Artémisia herba alba ED : phase étherdiéthyle
MUYV : sommités fleuris de Marrubium vulgare AE : phase éther éthyle

PPI : écorce de Pinus pinaster 1B : phase 1 butanol
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Tableau 10 : screening phytochimique des extraits de AHA, MUV etPPI

plantes AHA MUV PPI
phases
ED ++ + +
AC +++ - +
1B +++ ++ =

Tableaull : Résultats de la CCM des extraitsED, AC, 1B de AHA, MUYV, PPI Systeme
de solvant : acétate d’éthyl/ MEOH/H2O (40/4/2) (révélétion réactif Liebermann-

Burchard)
plantes AHA MUV PPI

phases spot Rf spot Rf spot Rf

ED 1 0.26 1 0.60 1 0.66
2 0.40 2 0.82 2 0.90
3 0.66

AC 1 0.32 1 0.66
2 0.40 2 0.90
3 0.49 /
4 0.61
5 0.73

1B 1 0.10 1 0.33
2 0.17 2 0.46
3 0.26 3 0.66 /
4 0.64

AHA :parties aériennes d’ Artémisia herba alba

MUYV : sommités fleuris de Marrubium vulgare

PPI : écorce de Pinus pinaster

ED : phase étherdiéthyle

AE : phase éther éthyle

1B : phase 1 butanol
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11.4.4. Révélation au FeCl3

Figure 34 : Chromatogramme sur plaque de silice des extraits ED, AC, 1B de Artémisia
herba alba, Marrubium vulgare et Pinus pinaster (Révélation au réactif Fe CI3)

AHA : parties aériennes d’Artémisia herba alba ED :phaseétherdi¢thyle
MUYV : sommités fleuris de Marrubium vulgare AE : phase éther éthyle
PPI : écorce de Pinus pinaster 1B : phase 1 butanol
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Tableaul2 : screening phytochimique des extraits de AHA, MUYV et PPI

(Révélation au réactif Fe Cl5)

plantes AHA MUV PPI
phases
ED +++ = -
AC +++ - +
1B ++ - -

Tableaul3 : Résultats de la CCM des extraitsED, AC, 1B de AHA, MUV, PPI
Systéeme de solvant : acétate d’éthy/MEOH/H20O (40/4/2) (Révélation au réactif
Fe Cl5)

plantes | AHA MUV PPI
spot Rf Spot Rf spot Rf
phases
ED 1 0.33 1 0.50 1 0.53
2 0.46 2 0.73 2 0.74
3 0.80 3 0.82
4 0.90
AC 1 0.32 1 0.53
2 0.40 2 0.74
3
* los /
5 .
0.73
1B 1 0.13
: 0.33 / /
4 0.42

AHA : parties aériennes d’Artémisia herba alba ED :phase ¢étherdiéthyle
MUYV : sommités fleuris de Marrubium vulgare AE : phase éther éthyle
PPI : écorce de Pinus pinaster 1B : phase 1 butanol
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La CCM aprés révélation au réactif de Neu et visualisation sous UV, a permis de
mettre en évidence de nombreuses fluorescences (en particulier Rf 0,28, 0.38, 0.36 verdatre ;
0,81, 0.47, 0.53, 0.62 et 0,43 marron ; 0,71, 0.28 et0.81 bleu. Une fluorescence bleue violette
(Rf 0,71, 0.81) est nettement observée pour les parties aériennes d’Artémisia herba alba.
L’écorce de Pinus pinaster contient des spots de couleur bleu (Rf 0.81, 0.78) et orange (Rf
0.85).

Les sommités fleuris de Marrubium vulgare présentent des fuorescences bleu (Rf 0.57,
0.61) ; marron (Rf 0.66, 0.85, 0.38) ; orange (Rf 0.47, 0.43) et verdatre (Rf 0.70, 0.76)
(tableau 8, 9) (figure 30, 31, 32).

Les stérols et triterpenes ont été révélés par le réactif de Liebermann -Biirchard sous UV/366
nm, avec des spots de couleur jaune (Rf=0.66, 0.73, 0.10, 0.64) et jaune vert (Rf= 0.66, 0.90)
(tableau 10, 11) (figure 33).

Par ailleurs, les tanins ont été révélés par Fe CI3 les spots sont de couleur grise pour tous les

Rf (tableau 12, 13) (figure 34).

Nous remarquons, dans cette analyse qualitative, que les phases (ED, AE et 1B) des parties
aériennes d’Artémisia herba alba sont les plus riches en flavonoides totaux, en terpenes et
stérols et en tanins suivies des sommités fleuris de Marrubium vulgare et enfin de 1’écorce de

Pinus pinaster.

Les Rf différents sont dus a la polarit¢ des composés vis-a-vis du systéme solvant de
migration, et la phase stationnaire. Celle-ci s’installe suite a une différence au niveau du
squelette moléculaire, dont les molécules méthylées ont un Rf plus élevé que celles

glycosylées.

Les polyphénols (phénols totaux, flavonoides, tannins condensés et hydrolysables) ont
¢té quantifiés dans différents organes de Marrubium vulgare du mont de Tessala (Algérie
occidentale) en période de végétation et de floraison. Quelle que soit la période de
prélevement, les feuilles seches sont les plus riches en polyphénols, suivies des fleurs alors
que de faibles concentrations sont observées pour les feuilles fraiches, les tiges et les racines.
Les fleurs accumulent des tannins condensés et peu de phénols totaux et de flavonoides

(Bouterfas 2013).
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Six composés flavonoides ont été isolés a partir de Marrubium vulgare, ils ont été
identifiés par les données spectrales et par comparaison avec les données publié¢es (Mabry et

al. 1970 ; Agrawal et al. 1989 ; Markham 1989).

L'extrait méthanolique de Marrubium vulgare a été analysé par chromatographie sur
couche mince en utilisant un systéme chromatographique tel que rapporté par (Wagner et
Bladt 1996). CCM sur gel Si F254 60 plaques, en utilisant CHCI3-MeOH (95:5) comme
systtme de solvants, pour l'identification des composés de la classe des terpénes, apres la
pulvérisation avec le réactif Komarowsky. L'extrait a été¢ également chromatographie sur TLC
(SI gel 60 F254 plaques) en utilisant AcOEt-HCOOH-CH3COOH-H20 (100:11:11:26)
comme phase mobile. TLC a été observé sous UV 254 et 366 nm, avant et aprés la
pulvérisation avec des produits naturels réactif NP / PEG pour la détection de composés de la
classe des flavonoides ( Elberry et al. 2011). Ces données concordent avec nos résultats sur

la CCM des sommités fleuris de Marrubium vulgare.

Selon Paulo Brito et al 2000 les composés phénoliques de ’écorce de pin ont été
séparés et identifiés par chromatographie sur couche mince. Ces résultats ont été comparés
avec ceux obtenus avec des extraits de tanin disponibles dans le commerce (acacia,

quebracho, tara, de chataigniers et gambir).

Maimoona et al. 2011 rapportent qu’habituellement, la plupart des flavones et de
flavonols sont obtenu dans les fractions de dichlorométhane et d'acétate d'éthyle de I’extrait

de pin en raison de leur nature polaire.

La présence de flavonoides et phénoliques simples comme l'acide phénolique dans différents
especes de pin a été signalée diversement par Rohdewald et al. 2002 ; Senthilmohan et al.

2003 ; Yesil-Celiktas et al. 2009.

Les principaux constituants de 1'écorce des extraits de Pinus pinaster, Pinus massoniana et
Pinus radiata sont des proanthocyanidines (Weber et al. 2007). Toutefois, étant donné la
complexité de leur analyse, la composition et les propriétés des extraits ont été analysés selon
l'activité de piégeage phénol et radicale totale comme indicateurs de I'effet du changement des

variables d'extraction.
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Les composés phénoliques des végétaux avec nature peu ou non polaire, ont €té rapportés
dans différentes plantes (Oleszek et al. 2001; Ito et al. 2005; Muhtadi et al. 2006; Cui et
al. 2008).

Abou El-Hamd et al. 2010 rapportent que Les flavonoides détectés dans Artemisia herba-
alba montrent une grande variation structurelle, allant de la commune flavones et flavonols
glycosides flavonoides les plus insolites fortement dénaturé. Dans les €tudes sur les feuilles et
les effluves d’Artemisia herba-alba recueillies a partir du Sinai, un total de huit flavonoides

O-et C-glycosides ont été isolés et identifié.

L'examen des parties aériennes de Artemisia herba-alba recueillies auprés de magasins
libanais ont conduit a 1'isolement de deux flavonoides; hispidulin et cirsilineol. Une nouvelle

<

flavone, 5.4 dihydroxy-6, 7,3 '-triméthoxyflavone, a ¢été isolé a partir de I'extrait

nonglycosidic des parties aériennes de Artemisia .herba-alba (Segal et al. 1973).

Lactones sesquiterpéniques sont parmi les produits naturels importants trouvés dans des
especes d'Artemisia et sont en grande partie responsable de I'importance de ces plantes dans la
médecine et la pharmacie. Plusieurs types de structures de lactones sesquiterpéniques ont été
trouvés dans les parties aériennes d’Artemisia herba-alba. Eudesmanolides suivies
germacranolides semblent étre les types les plus abondantes de lactones trouvés dans cette

espece.

En cours d'enquéte d’Artemisia. herba-alba plante poussant en Israél (Néguev et le désert de
Judée) cinq chemotypes différents ont été identifiés sur la base de différences dans leur

constitution lactone sesquiterpeéne (Segal et al. 1977; Hull et al. 1978).

En Espagne, certaines études phytochimiques ont étudié les lactones sesquiterpéniques de
l'"Artemisia herba-alba, recueillies dans des zones géographiques différentes Segal et al.
1977; Hull et al. 1978De nombreux groupes ont étudié la chimie d’Artemisia herba-alba en
Egypte. La plupart des études ont concernés les lactones sesquiterpéniques. Toutes les
lactones isolées différent de celles trouvées précédemment d’ Artemisia herba-alba poussant
en Israél (Gordon 1981; Ahmed 1990). Peu d’¢tude sur les constituants chimiques des
especes d’Artemisia herba alba marocaine (Marco 1994; Boriky 1996) et algérienne (Laid

2008), qui ont prouvé que ce genre est riche en sesquiterpénes.
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Des ¢études chimiques sur les espeéces d'drtemisia indiquent que toutes les classes de
composés sont présentes dans le genre avec une référence particuliere a trapénoides et

flavonoides (Turk 2012).

Moufid 2012 rapporte que les études phytochimiques ont clairement démontré que les
principaux constituants d’Artemisia herba alba son les sesquiterpeénes lactones, les acides
phénoliques, les flavonoides et les huiles essentielles avec une variabilité spécifique de ces
constituants en fonction de la zone géographique.

Selon Akrout et al. 2012. Le genre Artemisia présente une teneur élevée en composés
phénoliques ayant une activit¢ antioxydante forte contribution a la forte puissance

antioxydante des extraits de plantes.

Lors de I'interprétation des résultats obtenus par réactions chimiques effectuées sur CCM, il
faut garder a I’esprit qu’elles ne sont qu’indicatives, et que la présence de résultats faux

positifs ou faux négatifs est fréquente.

I1.5. Chromatographie liquide a haute performance

L’analyse est réalisée par un HPLC (VP SHIMADZU LIQUID CHROMATOGRAPH) au
niveau du laboratoire de biochimie micro-moléculaire et phytochimie de la facult¢ des

sciences de la nature et de la vie, université de Constantinel.

Le besoin de savoir les profils et d'identifier les composés individuels dans les échantillons

exige le remplacement des méthodes traditionnelles par des techniques séparatives.

L’HPLC est sans doute la technique analytique la plus utile pour caractériser les composés

polyphénoliques (Gomez-Caravaca et al. 2006).

20 pl de P’extrait ont été injecté sur une colonne de type phase inverse C18, de dimensions
égales a 125 x 4.6 mm. La phase mobile est constituée de deux ¢luants : I’eau distillée,
méthanol (3.5/6.5) (V /V). Le gradient d’¢lution appliqué est de type isocratique étalé sur 10
min. Le débit est de 0.8 ml / min (Amarowicz et al. 2005).
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La détection a été effectuée par un détecteur UV-Vis a une longueur d’onde égale 254 nm.

Le profil chromatographique et les spectres UV-Visible de I’extrait éther diéthylique obtenu
apres épuisement de 1’extrait de I’écorce de Pinus pinaster, est représenté au niveau de la

figure 31 on remarque une bonne résolution et séparation des différents pics.

Ces pics ont été repérés grace au détecteur a barrettes de diodes qui donne les profils UV de

deux pics et permet de les différencier grace a leur maxima d’absorption.

En effet, le premier pic a une réponse a environ 249nm. Le deuxiéme pic est détecté a 288nm.
Les deux pics décelés dans le profil chromatographique peuvent nous faire supposer qu’on
est en présence de flavonoides (fig35). (les flavonoides ont deux bandes maximales a

environ 250 nm et 350 nm).
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Figure 35 : profil chromatographique de la fraction éther diéthylique de Pinus pinaster
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Chapitre III : Etude biologique

II1.1. Détermination de I’activité antibactérienne

Les infections bactériennes restent des affections graves et leur fréquence a augmenté de
facon considérable, au cours des dernieres années, en raison de 1’usage extensif des agents
antibactériens chimiques dans la médication humaine ainsi que dans les élevages des
animaux, qui conduit a la sélection de souches microbiennes résistantes. Dans ce contexte,
I’objectif de ce travail est de mettre en évidence ’activité antibactérienne des extraits totaux
des parties aériennes d’Artémesia herba alba, I’écorce de Pinus pinaster, des sommités fleuris
de Marrubium vulgare et des différentes phases obtenues par épuisement successif, en
utilisant des solvants a polarité croissante (Acétate d’éthyl, ether diéthyl et 1.butanol).

Pour chaque espece végétale, la nature des composants phytochimiques est a 1’origine des
activités biologiques de chaque extrait ou fraction. Ces activités sont aussi en dépendance de
la teneur de la substance ou I’ensemble des substances biologiquement actives.

Cette activité a été évaluée sur des souches fournies par le laboratoire de bactériologie du
CHU de Constantine (tableaul4) et réalisée aux laboratoires de bactériologie du centre
hospitalo-universitaire de Constantine et laboratoire de génie microbiologique et applications

université Constantine 1.

Tableau 14: Souches bactériennes testées

Familles Souches Gram
: +
Micrococcaceae Staphylococcus aureus
Enterobacteriaceae Escherichia coli -

Proteus vulgaris -

Pseudomonadaceae Pseudomonas -

aeruginosa

86



chapitre III : Etude Biologique

IIL.1.1. Activité antibactérienne des extraits totaux
L’activité antibactérienne des différents extraits végétaux est évaluée par deux méthodes :

II1.1.1.1. Méthode de diffusion en milieu solide

Telle que décrite par Bauer et al. 1966, et reprise par Ananil et al. 2000. A partir de colonies
jeunes de 18 a 24 h, une suspension bactérienne est réalisée dans I’eau distillée stérile pour
chaque souche. La turbidité de cette suspension est ajustée a 0,5 Mc Farland puis diluée au
1/100. On obtient alors un inoculum estimé a 10° unités formant colonie par millilitre
(Muc/ml). Cet inoculum est ensemencé par inondation sur des boites de Pétri contenant la
gélose Mueller-Hinton (NCCLS. 2002).

Des solutions méres concentrées a 25 mg/ml ont été préparés qui sont ensuite stérilisées a
I’autoclave (121°C pendant 15 minutes). Des disques de papier buvard Wattman de 6 mm de

diametre sont imprégnés avec 25 pl de la solution mere.

On prépare des disques imprégnés d’eau distillée stérile et de solvant éthanol (v/v). Cette
derniere catégorie de disque servira de controle négatif. Des disques d’ Ampicilline (10ug) ont
¢été également utilisés comme antibiotique de référence, controle positif. Les boites de Pétri
sont d’abord laissées pendant 1h a la température ambiante pour une pré-diffusion des
substances, avant d’étre incubées a 37°C a I’étuve pendant 24 h. L’activité antibactérienne est
déterminée en mesurant le diametre de la zone d’inhibition autour de chaque disque

(Doughari et al.2007).
1I1.1.1.2. Limites de la méthode

Tous les produits peuvent étre testés mais ils doivent diffuser parfaitement dans 1’agar. En
plus de cette conditionnalité plusieurs facteurs peuvent influer sur les résultats : la
composition du milieu gélosé, la densité de I’inoculum, les caractéristiques de croissance des
souches, la température d’incubation, le temps d’application des produits a tester et la
concentration des produits sur disques (Leclerc 1975 ; Alcamo 1984 ; Rios ez al. 1988), dans

les puits (Rios et al. 1988) ou le réservoir.
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Bien que cette méthode soit simple, rapide et applicable a tout type de substance et tout
organisme. Elle permet aussi d’évaluer un grand nombre d’échantillons a la fois (4 par boites)
mais les résultats ne sont pas exprimés par une unité standard universelle permettant de

quantifier les résultats (Leclerc 1975 ; Alcamo 1984 ; Rios et al. 1988).

Son application est aussi limitée par la différence de diffusion dans ’agar des composés

chimiques végétaux de polarité variable.

I11.1.1.3. Méthode de diffusion en milieu liquide

Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) : Pour chaque extrait de
plante, on prépare par la méthode de double dilution, une gamme de concentrations stérile,
allant de 25 4 0,024 mg/ml avec 1’eau distillée.

On prépare également pour chaque souche bactérienne, un inoculum dont la turbidité est
ajustée a 0,5 Mc Farland (soit 108 ufc/ml) et ramené a 10° ufc/ml dans du bouillon Mueller-
Hinton deux fois concentré. Ensuite, on ajoute dans des tubes a hémolyse, 1 ml de chaque
concentration et 1 ml d’inoculum bactérien. La gamme de concentration de chaque extrait
subit alors une dilution de moitie et s’étale comme suit: 25 ; 12.5; 6.25; 3.125; 1.56; 0.78 ;
0.39;0.195; 0.097 ; 0.048 ; 0.024 mg/ml.

On prépare ¢galement un tube témoin de croissance contenant 1 ml d’eau distillée stérile et 1
ml de solvant. La gamme de concentration ensemencée est incubée a 37 °C pendant 24
heures. Apres 1’incubation, on examine la croissance bactérienne, dans chaque tube, qui se
traduit par une turbidité. La CMI d’un extrait vis-a-vis d’une souche donnée sera la plus petite

des concentrations ne montrant aucune croissance visible de germe (NCCLS.1999).

I11.1.1.4. Limites de la méthode
Bien que la méthode de dilution soit la plus appropriée pour les évaluations quantitatives
d’activit¢ (CMI), elle reste toutefois assez fastidieuse et longue avec les procédures de

dilutions en série a faire (Ferron 1976).
II1.1.2. Traitement statistique

Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne de trois répétions avec 1’écart type
(Moy£SD), ils ont été analysés par le logiciel Origine, version 6.0. En appliquant le test de

Student pour comparer les populations.
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II1.1.3. Activité antibactérienne des phases

L’objectif de ce travail est de déterminer parmi les extraits préparés ceux qui avaient la plus
grande activité inhibitrice des bactéries a Gram-positif, des bactéries a Gram-négatif.

L’activité antibactérienne des phases acétate d’éthylique, éther diéthylique et 1.butanol ont été
testées in vitro par la méthode de diffusion sur gélose (Bauer et al. 1966 Ananil et al

2000).

Cette méthode a exactement le méme principe que celui des tests d’antibiogramme. C’est-a-
dire, I’application de disques imprégnés de principes actifs sur des milieux de culture
ensemencés de microorganismes. L’activité, quand elle est présente, se manifeste alors par
des zones d’inhibition autour des disques. Des disques de 6 mm de diameétre ont été découpés

sur du papier Wattman n°1 puis autoclavés a 120°C pendant 20 minutes.

Les extraits des phases enrichies secs sont reprises dans 4 a 5 ml de méthanol solubilisés dans
du diméthylsulfoxyde (DMSO) 1% (Boloug et al. 2011).

Les microorganismes apportés sous forme de suspensions ont été normalisés a 10° UFC / ml.
Ceci en mettant 0,2 ml de chaque suspension apportée dans 20 ml de bouillon. L’incubation
s’est faite a 37°C pendant 24 H.

Les microorganismes ont ét¢ ensemencés par étalement sur des boites de Pétri contenant la
gélose Muller-Hinton. Les disques ont été¢ ensuite imprégnés chacun par 20 pl de principe
actif (extrait dilué) et déposés sur la surface des géloses. Comme témoin, nous avons utilisé
des disques industriels d’Ampicilline (10ug d’antibiotique par disque) et des disques
imprégnés de solvant et DMSO. L’incubation s’est faite a 37°C pendant 18 heures (Osato
2009).
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Chapitre I'V Résultats et discussion de I’activité antibactérienne

IV.1. Des extraits totaux

Pour chaque espece végétale et au sein de la méme espece, la nature des composants
phytochimiques est a I’origine des activités biologiques de chaque extrait ou fraction.

Ces activités sont aussi en dépendance de la teneur de la substance ou I’ensemble des
substances biologiquement actives.

Les résultats obtenus ont révélé une activité antibactérienne notable des extraits végétaux de

PPI, MUYV et AHA contre les bactéries testés.

IV.1.1. Activité antibactérienne des extraits sur Staphylococuss aureus.

Tableau 15 : Effet inhibiteur des extraits végétaux sur la culture de Staphylococuss
aureus (exprimé en diamétre d’inhibition de la croissance bactérienne +/- écart type).

Staphylococuss aureus
D 1(mm) D 2(mm) D 3(mm) Moy + SD
PPI™ 15 10 12 12.33 £2.52°%4
MUV® 17 15 18 16.66 £1.53°**
AHA~™ 10 15 16 13.66 +3.21°**
CONT 0 0 0 00 +0
AMPIC* 32 32 32 32+ 0

PPI: Pinus pinaster , MUV : Marrubium vulgare , AHA : Artemisia herba alba. CONT : Controle
Méthanol / Eau (70 %, 30 %), AMPIC : Ampicilline, D 1, 2 et 3 : Diamétre d’inhibition mesuré,
Moy : Moyenne de trois répétition de diamétre d’inhibition, SD : écart type, CMI : concentration
minimale d’inhibition, w : 200 pg/ml, 4 :10 pg/disc, @ %(P<0.05) [extraits végétaux vs control], les

valeurs portant la lettre A ne sont pas significativement différents.
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Figure 36 : Activité antimicrobienne des extraits végétaux sur Staphylococuss aureus.

A la concentration de 25 mg/ml les extraits végétaux de PPI, MUV, AHA et AMPIC a 10
pg/disc ont un effet significatif sur la souche de Staphylococuss aureus testé par rapport au
controle. En présence des extraits de PPI (P<0.05), MUV (P<0.05) et AHA (P<0.05)
Staphylococuss aureus a développé des diamétres d’inhibition de 12.33, 16.66 et 13.66 mm
respectivement (Figure36). Aucune différence significative entre les extraits de PPI, MUV et

AHA

IV.1.2. Activité antibactérienne des extraits sur Escherichia coli

Tableau 16 : Effet inhibiteur des extraits végétaux sur la culture d’Escherichia coli

Escherichia coli

D I(mm) D 2(mm) D 3(mm) Moy + SD CMI
mg/ml
PPI” 18 11 14 14.33 £3.51°%% 0.195
MUV~ 13 16 17 15.33 +2.08° "1 0.195
AHA~® 9 6 7 7.33+1.537%¢ -
CONT 0 0 0 00+ 0
AMPIC* 25 25 25 2540

PPI: Pinus pinaster , MUV : Marrubium vulgare , AHA : Artemisia herba alba. CONT : Contrdle
Méthanol / Eau (70 %, 30 %), AMPIC : Ampicilline, D 1, 2 et 3 : Diamétre d’inhibition mesuré,
Moy : Moyenne de trois répétition de diamétre d’inhibition, SD : écart type CMI : concentration
minimale d’inhibition, w: 200 pg/ml, € :10 pg/disca %(P<0.05) [extraits végétaux vs control],
$1(P<0.01) [extrait PPI vs AHA], [[(P<0.01) [extrait MUV vs AHA],les valeurs portant la lettre C ne

sont pas significativement différents.
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Figure 37: Activité antimicrobienne des extraits végétaux sur Escherichia coli

A la concentration de 25 mg/ml les extraits végétaux de PPI, MUV, AHA et AMPIC
a 10 pg/disc ont un effet significatif sur la souche d’ Escherichia coli testé par rapport
au controle. En présence des extraits de PPI (P<0.05), MUV (P<0.05) et AHA
(P<0.05) Escherichia coli a développé des diamétres d’inhibition dans les 24 heures
de 14.33, 15.33 et 7.33 mm respectivement (Figure37). Une différence significative
de extrait PPI (P<0.01) par rapport a I’extrait AHA et une différence significative
des extraits MUV (P<0.01) par rapport a 1’extrait AHA, par contre aucune différence
significative entre les extraits de PPI et MUV.

IV.1.3. Activité antibactérienne des extraits sur Pseudomonas aeruginosa

Tableau 17: Effet inhibiteur des extraits végétaux sur la culture de
Pseudomonas aeruginosa (exprimé en diametre d’inhibition de la croissance
bactérienne +/- écart type)

Pseudomonas aeruginosa

D1(mm) D2(mm) D 3(mm) Moy + SD CMI
mg/ml
PPI” 8 10 7 8.33 +1.53°%F -
MUV~ 15 10 9 11.33 £3.21°%F -
AHA*® 20 18 19 19 £1.00" %00 0.097
CONT 0 0 0 00+ 0
AMPIC* 24 24 24 2440

PPIL: Pinus pinaster , MUV : Marrubium vulgare , AHA : Artemisia herba alba. CONT : Controle
Méthanol / Eau (70 %, 30 %), AMPIC : Ampicilline, D 1, 2 et 3 : Diamétre d’inhibition mesuré,
Moy : Moyenne de trois répétition de diamétre d’inhibition, SD : écart type, CMI : concentration
minimale d’inhibition, w : 200 pg/ml, € :10 pg/disc & T(P<0.05) [extraits végétaux vs control],
00(P<0.01) [extrait AHA vs PPI et MUV],les valeurs portant la lettre ne sont pas significativement
différents.
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Figure 38 : Activité antimicrobienne des extraits végétaux sur Pseudomonas aeruginosa

A la concentration de 25 mg/ml les extraits végétaux de PPI, MUV, AHA et AMPIC a 10
pg/disc ont un effet significatif sur la souche de Pseudomonas aeruginosa testé par rapport au
contrdle. En présence des extraits de PPI (P<0.05), MUV (P<0.05) et AHA(P<0.05)
Pseudomonas aeruginosa a développé des diamétres d’inhibition dans les 24 heures de 8.33,
11.33 et 19 mm respectivement (Figure38). Une différence significative de I’extrait AHA
(P<0.01) par rapport aux extraits PPI et MUV, par contre aucune différence significative entre

les extraits de PPI et MUV.

IV.1.4. Activité antibactérienne des extraits sur Proteus vulgaris

Tableau 18 : Effet inhibiteur des extraits végétaux sur la culture de Proteus vulgaris
(exprimé en diamétre d’inhibition de la croissance bactérienne +/- écart type).

Proteus vulgaris

D 1(mm) D 2(mm) D 3(mm) Moy + SD CMI
mg/ml
PPI” 0 0 0 00 =0 -
MUV~ 9 11 10 10 £1.00°*UJ 0.048
AHA~® 0 0 0 000" -
CONT 0 0 0 00+ 0
AMPIC* 25 25 25 25+ 0

PPI1 : Pinus pinaster , MUV : Marrubium vulgare , AHA : Artemisia herba alba. CONT :
Controle Méthanol / Eau (70 %, 30 %), AMPIC : Ampicilline, D 1, 2 et 3 : Diamétre
d’inhibition mesuré, Moy : Moyenne de trois répétition de diamétre d’inhibition, SD : écart
type, CMI : concentration minimale d’inhibition, w : 200 pg/ml, 4 :10 pg/disc @ 2(P<0.05)
[extraits végétaux vs control], JU (P<0.01) [extrait MUV vs PPI et AHA],les valeurs portant

la lettre ne sont pas significativement différents
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Figure 39 : Activité antimicrobienne des extraits végétaux sur Proteus vulgaris.

A la concentration de 25 mg/ml I’extrait végétal de MUV et AMPIC a 10 pg/disc ont un effet
significatif sur la souche de Proteus vulgaris testé par rapport au contrdle, par contre aucune
différence significative entre les extraits de PPI et AHA par rapport au controle. En présence
de I’extrait de MUV (P<0.05) Proteus vulgaris a développé des diamétres d’inhibition dans
les 24 h de 10mm (Figure39). Une différence significative de 1’extrait MUV (P<0.01) par
rapport aux extraits PPI et AHA, par contre aucune différence significative entre les extraits

de PPI et AHA.

Tous les extraits ont réagi positivement au moins sur une des souches microbiennes
testées.On remarque aussi que la plante MUV est douée de propriétés antibactériennes
trésapprécies sur 2 souches staphlococcus auréus et pseudomonas aeruginosa. En plus, les 3
plantes ne montrent aucune activité inhibitrice de la croissance bactérienne vis-a-vis de

Protéus vulgaris.

Au vu des résultats précédents, nous avons fait ressortir que I’extrait d¢ AHA montre un
effet important contre Pseudomonas aeruginosa et I’extrait MUV contre Proteus vulgaris,
Les extraits PPI, MUV et AHA ont un effet comparable entre eux concernant les souches de

Staphylococuss aureus et Escherichia coli.
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L’efficacité de I’extrait AHA contre Pseudomonas aeruginosa  peut étre expliquée par la
dominance des lactones sesquiterpéniques (Laid 2008), en effet, les bactéries ont une

sensibilité a ce type de métabolites.

Pour I’extrait de MUV contre Proteus vulgaris et Escherichia coli est probablement due a la

présence de terpénoides signalée pour cette plante (Schlemper 1996; Meyre-Silva 2005).

L’extrait d’écorce de PPI contre Escherichia coli titré en Polyphénols (teneur > 90%) ils
possederaient des propriétés antibactériennes contre les Gram+ et — (Mariana Royer, Ph.D,

2010).

A la suite de ces résultats, il est déduit que les extraits hydroalcooliques de Marrubium
vulgare, Pinus pinaster et Artemesia herba alba ont montré une activité antibactérienne
significative a une dose de 0.2, 0.1 et 0.05 mg /ml. Selon certains auteurs (Laid 2008.
Schlemper1996). L’activité antibactérienne détectée pour Marrubium vulgare
est probablement due a la présence de terpénoides signalée pour cette plante, alors que les
phénols sont responsables en grande partie de 1’activité antimicrobienne et surtout

antioxydante de ces extraits (Meyre-Silva 2005).

Marrubium vulgare avait donné des résultats prometteurs (Al- Bakri et Afifi, 2007), I’extrait
¢thanolique de Marrubium. Vulgare en raison de sa propriété microbicide solide, peut se
révéler étre un protecteur a base de plantes efficaces contre un large spectre de bactéries et
champignons pathogenes.

Les propriétés antimicrobiennes des huiles essentielles provenant de Marrubium vulgare sont
soupconnées d'étre associés, en partiec avec leur teneur élevée en composés oxygénés
(46,21%). Plusieurs chercheurs (Oyedeji et al. 2005 ; Cakir et al. 2004) signalent également
que les principaux composants des huiles essentielles mono-et sesquiterpénoides sont de
nature phénolique. Il est donc raisonnable de supposer que leur activité antimicrobienne

pourrait étre liée a I'abondance de composés phénoliques

L'activité antibactérienne de /’Artemisia herba alba recueillis prés de Sde Boker - (désert du
Néguev)- en Israél, a été étudiée. Seule 1'huile essentielle a été trouvé actif contre certaines
bactéries Gram- positives (Hemolyticus de Streptococcus et Staphylococcus aureus) et des

bactéries gram-négatives (Escherichia coli, Shigella sonnei et Salmonella typhosa).
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L'activité¢ antibactérienne d’Artemisia herba alba effectuée contre Bacillus subtilis et
Escherichia coli n'ont pas montré une activité significative contre ces deux especes (Abou El-
Hamd 2010) ce qui correspond a nos résultats.

Des composés phénoliques totaux, des flavonoides et de proanthocyanidines ont été quantifiés
dans les extraits de pins cembro par (Cristina Lungu Apetrei 2011) espece de la famille des
pinaceae ; selon (Guo 2011 et Maimoona 2011), les polyphénols, les flavonoides et
proanthocyanidines ont suscité un intérét considérable en raison de leur large spectre de la
diversit¢ de leurs effets  biologiques (antioxydant, anti-inflammatoire, vasorelaxant,
antimicrobien, antiviral, anticancéreux, antimutagene).

Les flavonoides ont une activité antibactérienne trés vaste et trés diversifiée. En effet, ils
s’attaquent a un grand nombre de bactéries avec une intensité différente selon le
microorganisme et 1’écosysteme dans lequel il se trouve : les flavonoides sont capables
d’inhiber la croissance de différents types de bactéries : Staphylococcus aureus (Babayi et al.
2004), Escherichia coli (Ulanowska et al. 2006), Enterococcus feacalis, Enterobacter
cloaceae, Heliotropium sinuatum, Proteus mirabilis ... etc. (Didrak 1999, Modak 2001,
Okigbo et al. 2005. Mamatha 2005).

Comme les autres types de polyphénols, les tannins sont aussi répandus pour leurs
nombreuses activités thérapeutiques notamment ; anti-infecticuses (Latte et Kolodziej 2001,

Leitao et al. 2005).

En d'autres termes, les composés phénoliques de faibles poids moléculaires agissent
pratiquement avec la méme intensité que ceux ayant un poids moléculaire important. La
structure et le degré de polymérisation n'ont donc pas une grande influence sur cette action,
comme le signale (Sivakumaran 2004). Ceci explique le fait que (Moreno 2006) travaillant
avec des acides phénols, (Babayi 2004) travaillant avec des flavonoides (aglycones et
glycosides) et des tannins, (Didrak 1999) travaillant avec des tannins affirment tous que

leurs composés respectifs ont une action antibactérienne évidente.

L’activité antimicrobienne et donc anti-infecticuse des flavonoides a ét¢ démontrée par de
nombreuse €tudes. Cette activité est due principalement a la capacit¢ de ces molécules a
inhiber I’expression de I’ADN et la synthése de certaines enzymes et protéines membranaires

des microorganismes (Ulanowska et al. 2006).
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Les tannins ont une action antibactérienne puissante leur permettant d’inhiber la croissance
des bactéries ruminales (dont certaines sont sporogenes) comme Clostridium aminophilum,
Butyvibrio fibrisolvans, C.proteoclasterium (Leitao 2005, Chatterjee et al. 2004), ainsi que
les bactéries responsables de différentes infections chez I’homme : Escherichia coli, S.aureus,
Helicobacter pylori, Proteus mirabilis.  L’inhibition bactérienne par les tannins est
dépendante de la structure et du degré de polymérisation de ces derniers, mais ceci n’est pas
toujours le cas (Sivakumaran 2004). L’activité¢ d’une substance végétale dépend de plusieurs
facteurs dont le mode d’extraction et la concentration en principes actifs (Wagner 1993;
Thangara 2000). La plupart des travaux soutiennent que le principal site d’action des
substances phénoliques est la membrane plasmique bactérienne (shunying et al. 2005) qu’ils
sont en mesure de désintégrer (ultee et al. 1999). Cette membrane se déstructure devenant
plus perméable aux ions (lambert et al. 2001). La Iésion de la membrane cellulaire peut

¢galement favoriser la dimunition du potentiel membranaire (ultee et al. 1999).

Ceci confirme les conclusions de (Cushnie 2003) qui affirme que chaque composé agit
différemment sur les microorganismes. C'est-a-dire, qu'un composé peut avoir une action tres

importante sur un germe et une action moindre, voire méme nulle sur un autre.

L’antibiogramme par disque est une méthode simple qui donne de bons résultats mais il est
difficile d’utiliser cette méthode avec des quantités importantes d’échantillon car le disque est
petit et le papier filtre utilisé ne permet pas d’imprégner une trés grande quantité au risque de

déborder I’échantillon a étudier (la quantité maximale est de 25pul).

Le test de diffusion en milieu solide n’est qu’un criblage des activités antimicrobiennes des
extraits végétaux, il nous permet de sélectionner pour chaque souche 1’extrait qui présente le
plus une activité parmi I’ensemble des extraits naturels. C’est aussi un test préliminaire pour
un autre essai microbiologique complémentaire, qui est la dilution en milieu liquide pour
déterminer la CMI qui a pu étre déterminé ou justifier a 0.097 et 0.195 pour les souches les
plus sensibles Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa.

Aussi, faut-il rappeler que nos extraits les sommités fleuris de Marrubium vulgare , [’écorce
de pinus pinaster et les parties aériennes d’ Artemisia herba alba contiennent des

flavonoides, des saponines, de coumarines, des terpenes, des alcaloides et des tanins.
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Ces composés ayant des propriétés antibactériennes connues, leur présence pourrait donc
expliquer les propriétés antimicrobiennes observées (Scalbert 1991 ; Bruneton 1993 ;
Cowan, 1999). Dans tous les cas, les substances végétales des extraits de MUV, PPI et AHA
pourraient étre de bons agents antimicrobiens.

Les résultats du test de sensibilité antibactérienne aux extraits (antibioaromatogrammes) sont
regroupés dans les tableaux 15, 16, 17 et 18. Les valeurs indiquées sont les moyennes de trois
mesures.

L’action bactériostatique se traduit par I’apparition d’une zone d’inhibition autour du disque
de papier imprégné d’extrait brut étudié. Le diametre de la zone d’inhibition différe d’une
bactérie a une autre et d’un extrait a un autre. Comme cela a été rapporté dans la littérature,
nous avons considéré qu’un extrait a une action bactériostatique si son diametre d’inhibition
est supérieur a 12 mm (Sagdac 2003).

L’activité antibactérienne des extraits de plantes est due aux différents agents chimiques
présents dans ces extraits, les flavonoide et les triterpénoides ainsi que d’autres composés de
nature phénolique qui sont classifiés comme composés antibiotiques tres actifs (Rojas et al.
1992 ; Marjorie 1999).

Parmi les principaux métabolites secondaires, on peut citer les flavonoides qui sont

des composés qui possedent de fortes propriétés anti-oxydantes (Rice-Evans, 1995). IIs sont
synthétisés par les plantes lors de 1’invasion microbienne (Dixon et al, 1983), il est par
conséquent logique, qu’ils agissent comme substances antimicrobiennes efficaces in vitro
contre les microorganismes (Cowan, 1999 ; Recio et al/, 1989).

Nos extrais ont été tous trouvé contenir une quantité¢ de flavonoide plus ou moins importante,
donc on peut dire que I’activité antibactérienne de ces extraits est due, au moins partiellement,
a la présence de se type de composés chimiques actifs dans leur composition.

Par ailleurs, nos résultats montrent donc une grande variabilité des qualités bactériostatiques
des extraits vis-a-vis des différentes souches. Les deux souches de Staphylococcus aureus a
gram positif sont plus sensibles que les autres souches bactériennes testées a gram négatif.

La résistance de ces derniéres n’est pas surprenante, en fait, ces bactéries possedent une
résistance intrinseque aux agents biocides qui est en relation avec la nature de leurs
membranes externes composées de lipopolysaccharides qui forment une barriére impermeéable
aux composés hydrophobes. En présence d’agents perméabilisants de la membrane externe,

des substances inactives contre ces bactéries deviennent actives.
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IV.2. Activité antibactérienne des phases
Afin de mener une étude détaillée il serait donc intéressant d’évaluer 1’activité antibactérienne

in vitro sur les fractions des extraits des trois plantes en vue d’identifier la fraction ou les

métabolites secondaires responsables de cette activité.

Les 3 phases (ED, AE et 1.B) des extraits ont été testées vis-a-vis de quatre souches suivant
la méthode de diffusion en milieu solide, méthode décrite dans le chapitre III étude

biologique.

Pour cela, les bactéries provenant du laboratoire de bactériologie du CHU de Constantine,
sont mis en contact avec les extraits dans le milieu de Miiller Hinton. Les extraits ont été
dissous dans du DMSO et été testés a 20 ug/ml avec des concentrations déterminé par un
dosage au spectrophotometre, la lecture est faite a420 nm (flavonoides) tableau 19. Pour le

blanc 2ml de méthanol et 20ul de DMSO

Cette analyse permettra de savoir si ces molécules sont actives en synergie ou peuvent agir

isolement. Les résultats de cette activité sont consignés dans les tableaux, 20, 21, 22 et 23.

Tableaul9 : concentrations des extraits par dosage spectrophotométrique

Phases AE ED 1.B
plantes
AHA 0.446 0.203 0.654
PPI 0.397 0.386 0.387
MUV 0.679 0.470 0.382
AHA : Artémisia herba alba AE: acétate d’éthyle
MUV: Marrubium vulgare ED: éther diéthyle
PPI: pinus pinaster 1B: 1butanol
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IV.2.1. Activité antibactérienne des extraits sur Pseudomonas aeruginosa

Tableau 20 : Screening antibactérien des extraits vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa

ED AE 1B
PPI - + +
MUV + - +
AHA + + +

1V.2.2. Activité antibactérienne des extraits sur Escherichia coli

Tableau 21 : Screening antibactérien des extraits vis-a-vis de Escherichia coli

ED AE 1B
PPI - = >
MUV - + -
AHA = = a

IV.2.3. Activité antibactérienne des extraits sur Staphyloccocus aureus

Tableau 22 : Screening antibactérien des extraits vis-a-vis de Staphyloccocus aureus

ED AE 1B
PPI + + +
MUV - - -
AHA + + -
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IV.2.4. Activité antibactérienne des extraits sur Protéus vulgaris

Tableau 23 Screening antibactérien des extraits vis-a-vis de Protéus vulgaris

ED AE 1B
PPI - 2 -
MUV - - -
AHA - - .
PPI : Pinus pinaster + : peu d’activité

MUV : Marrubium vulgare
AHA : Artemisia herba alba
ED : éther diéthyle

AE : acétate d’éthyle

1B : 1 butanol

- : pas d’activité

On remarque la présence d’une faible activité pour la plupart de nos échantillons sur la
plupart des souches bactériennes utilisées (Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli et Protéus vulgaris (diamétre d’inhibition< 12 mm).

Marrubium vulgare révele une activité sur Escherichia Coli sur la phase acétate d’éthyle et
sur les phases éther diéthyle et 1 butanol vis-a-vis de pseudomonas aeruginosa. Par contre les
trois phases des trois extraits ne présentent aucune activité vi a vis de Protéus vulgaris
Artemisia herba alba Asso est largement utilisé dans la médecine populaire algérienne.
Les composés phénoliques présents dans cette plante pourraient étre des candidats pour
certaines de ses activités biologiques et donc pour son utilisation thérapeutique.
Selon Seddik et al. 2010 Flavonoides teneurs €levées (apigénine et lutéoline ) sont présents
dans la phase d'acétate d'éthyle en plus des acides phénoliques ( acide protocatechic , l'acide
caféique , l'acide gallique et de dérivés de 'acide férulique ) .

La phase aqueuse contient de petites quantités d'acides phénoliques et la phase

chloroforme contient des acides phénoliques et des flavonoides d’aglycone.
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L'activité¢ antibactérienne d'extraits d'Artemisia et des composés phénoliques a

également été estimée contre certaines souches bactériennes. Cet extrait contient une grande
quantité¢ de composés phénolique.
Ce qui concorde avec nos résultats pour les phases acétate d’éthyle, éther diéthyle et 1
butanol de Artémisia herba alba contre pseudomonas aeruginosa et les phases éther diéthyle
vis-a-vis de staphyloccccus auréus.
Les travaux de Aljebouri 2005 ont montré que les extraits de Artemisia herba alba évalués
pour leur activité antibactérienne contre les bactéries Gram-négatives telles que Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa et Gram- bacteries positives staphylocoque aureus utilisant
quatre solvants méthanol, 1'eau, le chloroforme, et I’acétone.

L'étude a révélé que I’ Artemesia méthanolique est le plus efficace contre les bactéries Gram
négatives telles que Eschérichia coli et Pseudomonas aeruginosa, suivi par 1’extrait
chloroformique, acétonique et en dernier 1’extrait aqueux.

Ce résultat est en accord avec Seddik et al. , 2010 qui ont démontré que les extraits
aqueux d’Artemisia herba alba avaient une faible activité antibactérienne contre Eschérichia
coli.

Jouda Mohamed Mahmoud 2013 rapporte que les extraits éthanoliques ont montré une
activité antimicrobienne et une synergique avec antibiotiques mieux que les extraits
méthanoliques et aqueux.

Les activités antibactériennes de l'acétate d'éthyle, le méthanol, chloroforme et 1'acétone
extraits de plante entiere d 'Artemisia absinthium ont été étudiées. L'acétate d'éthyle et extraits

de chloroforme ont montré une activité contre certains des bactéries d'essai (Erdogrul 2002).
Ceci nous pousse a constater pas ou peu d’effet sur les souches testées. Il y aurait donc une
synergie d’action au niveau des principes chimiques présents dans les extraits.

Ces résultats montrent que 1’isolement de molécules a partir d’un extrait total ne doit pas
toujours étre un objectif surtout qu’il demeure une opération trés onéreuse sans pour autant
aboutir a un produit plus efficace.

Selon Iserin et al. 2001 Le fractionnement donne des extraits moins efficaces qui n’ont
aucune activité, montre qu’il existerait une synergie d’action au niveau des molécules

présentes dans I’extrait hydro¢hanolique.
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L’extrait hydroalcoolique est le plus efficace de ces extraits. Le fait que son fractionnement
donne des extraits moins efficaces qui, fractionnés a leur tour donne des sous fractions qui
n’ont aucune activité, montre qu’il existerait une synergie d’action au niveau des molécules
présentes dans I’extrait hydroéthanolique.

Les plantes ne révélant que trop peu ou pas d’activité in vitro, incluent des plantes utilisées en
médecine traditionnelle avec des résultats probants, nous pensons notamment au cas de Pinus
pinaster, de Marrubium vulgare et d’Artemisia herba alba dont, contre toute attente, les
extraits ne se sont pas révélés actifs ou peu actifs lors de ce screening. Plusieurs hypothéses

peuvent étre avancées quant a cette absence de réponse lors des tests in vitro.

- La médecine traditionnelle utilise le jus des feuilles, dont la composition chimique
est impossible a reproduire expérimentalement par solvant ainsi que les éventuelles
associations et synergies de composés qui peuvent s’opérer naturellement.

- Laplante est utilisée fraiche en médecine traditionnelle. Lors de cette étude, pour des
raisons de conservation, nous avons pris le parti de sécher les plantes. Cette étape
préliminaire de séchage peut engendrer des altérations chimiques des composés et
provoquer la perte de ’activité.

- Les concentrations testées sont insuffisantes pour visualiser une activité. Nous avons
pris le parti de sélectionner les extraits les plus actifs et la concentration maximale
testée n’est pas suffisante pour cet extrait.

- Les principes actifs apolaires ne sont que partiellement solubles dans ce test en milieu
liquide. Il n’est pas exclu que la concentration nécessaire a I’activité d’un composé
relativement apolaire ait été suffisante. Il s’agit d’une des limites de ce test.

En conclusion, bien souvent critiquée pour son manque de rationalité (doses non définies
selon les calibres standardisés « modernes », potentielle toxicité, manque de cohérence,
manque de concordance d’un lieu a un autre...) la médecine traditionnelle n’est guere
valorisée dans le cadre de la recherche. Cette absence de validation in vitrodes  usages
traditionnels est intéressante a souligner et permet, de garder également un ceil critique vis-a-
vis de la validation scientifique, certes essentielle a ’aboutissement de projet tel que celui-ci

mais qui en démontre aussi ses limites.
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En effet, ’absence d’activité in vitro n’est pas synonyme d’absence d’activité réelle chez le
patient et a contrario, I’activité in vitro n’est pas garante d’une activité ultérieure chez le
patient.
11 est totalement impossible de reproduire dans leur intégralité les facteurs impliqués dans une
interaction peau/bactérie/antibactérien ; nous ne pouvons que nous en approcher en élaborant
des modeles (solvants et tests pharmacologiques) et il convient de toujours garder un ceil
critique vis-a-vis de nos résultats. Un résultat positif devra par conséquent toujours €tre validé
par la suite sur le patient par la mise en place de tests cliniques. De plus, au cours de tests in
vitro, d’une facon générale, dans un extrait brut, des interactions peuvent se produire et des
phénoménes notamment de précipitation ou d’émulsion, peuvent interférer dans le résultat
(faux positifs/négatifs).
Des études (expériences, essais cliniques) ont montré 1’existence d’une synergie entre les
constituants d’une plante. La synergie est le résultat de I’interaction entre plusieurs composés,
de sorte que les effets biologiques d’une plante ou d’une partie de plante sont supérieurs a la
somme des effets de ses constituants étudiés isolément.
Les scientifiques n’ont pas réussi a déterminer le mécanisme exact de la synergie, mais les
hypothéses retenues sont.

- La présence d’antioxydants permettant la conservation des principes actifs.

- La présence de principes actifs complémentaires (flavonoides) potentialisant 1’action

du principe actif ayant montré une activité biologique.

- Laprésence d’un principe actif non encore isolé.
Selon le docteur Tetau : « La plante totale a une action plus nette, plus complete que 1’un ou
plusieurs de ses principes actifs isolés. Elle constitue un ensemble synergique naturel d’une
activité thérapeutique plus souple, plus maniable que celle d’un alcaloide ou d’un hétéroside.
Elle permet pour un méme résultat de prescrire une dose moindre et, de ce fait, de rester en
deca d’un seuil de toxicité ».
Dans une drogue végétale il y a de nombreux constituants et ce n’est pas parce qu’on en a
isolé un ou plusieurs qu’il n’en existe pas encore une multitude d’autres qui peuvent par leur
synergie d’action conférer a la plante son effet thérapeutique. Par exemple I’opium (latex de
Papaver somniferum) contient plus de 40 alcaloides dont les plus importants sont la morphine,

la narcotine, la codéine et la papavérine (Hivin 2008).
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Conclusion

La majorité¢ des médicaments actuels sont des copies concentrées de remedes végétaux. Notre
pays est doté d’une biodiversité végétale immense, qui reste a découvrir et une grande partie
de cette flore est constitué par des espéces médicinales. Ce document a porté dans un premier
temps a I’identification des groupes phytochimiques, dans un deuxieme temps a la recherche
de I’activité biologique et les potentialités que peuvent avoir ces extraits in vitro a savoir la
capacité antibactérienne.

Sur le plan phytochimique, les résultats de la caractérisation montrent une composition riche
et variée en métabolites secondaires, ou les flavonoides, les tannins et les terpénes et stérols,
les coumarines et les saponines ont caractérisé tous les extraits bruts, alors que les alcaloides
particularisent le pinus pinaster.

Ce résultat a été confirmé par une chromatographie analytique sur couche mince sur quelques
métabolites secondaires tels que les flavonoides, les tanins et les terpénes et stérols des trois
phases obtenus apres épuisement des trois extraits de plantes par des solvants organiques a
polarité croissante La chromatographie sur couche mince sur gel de polyamide avec
révélation au réactif de NEU , nous a permis de supposer que les plantes (AHA, MUV, PPI)
renferment de différents flavonoides.

L’analyse chromatographique sur plaque de silice nous a permis de mettre en évidence
plusieurs fluorescences avec le réactif de NEU, réactif de Liebermann-Burchard et FeCl; qui
nous laisse supposer la présence des flavonoides, des terpenes et stérols et des tanins.

L’analyse spectrale des extraits méthanoliques avance la prédominance des flavonoides de
nature Flavonol, Flavone, Flavanone, Flavanol ou Anthocyane.

Les potentialités antibactériennes de différents extraits sont évaluées par la méthode de
diffusion en milieu solide et en milieu liquide et leurs fractions acétate d’éthyle, éther diéthyle
etl.butanolique sur staphyllococus aureus, Escherichia coli, Proteus vulgaris et Pseudomonas
aeruginosa.

Au vu de ces résultats des extraits totaux nous avons fait ressortir que ’extrait de AHA
montre un effet important contre Pseudomonas aeruginosa, Les extraits PPI, MUV et AHA
ont un effet comparable entre eux concernant les souches de Staphylococuss aureus et
Escherichia coli.

L’activité antibactérienne des différentes fractions sur milieu gélosé solide montre peu ou pas
d’effet. Il y aurait donc une synergie d’action au niveau des principes chimiques présents

dans les extraits.



Conclusion

Ce travail va nous ouvrir des horizons de recherche ciblés dans le domaine des plantes
utilisées en médecine traditionnelle, notamment en termes de mise en évidence des principes
actifs et évaluation de leurs activités biologiques.

Sachant que notre pays possede une biodiversité immense dont chaque plante se caractérise
par un réservoir assez important de métabolites secondaires avec des caractéristiques
thérapeutiques et pharmacologiques particulieres qui demandent d’étre exploitées par des
recherches plus approfondies. A cet effet, il est important de :

» Déterminer de nouvelles substances bioactives naturelles pouvant répondre aux différents
problémes de la santé et d’étre un alternatif de médicaments synthétiques.

» Développer des médicaments antibactériens a base des plantes.

P Orienter les recherches scientifiques vers la réalisation des études approfondies et
complémentaires qui seront nécessaires et devront pouvoir confirmer les performances mises

en évidence.
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Evaluation chimique et activité antibactérienne de quelques plantes médicinales
d’Algérie

Résumé

Les plantes médicinales constituent une source immense de molécules bioactives, dotées de nombreuses
activités. L’objectif de notre travail est de réaliser une étude phytochimique et biologique des extraits
hydroalcooliques et des phases acétate d’éthyle (AE), étherdiéthyle (ED) et 1 butanol (1B) de 1’écorce de Pinus
pinaster (PPI), des sommités fleuris de Marrubium vulgare (MUV) et des parties aériennes d’Artemisia herba
alba (AHA). Ces trois especes de plantes algériennes sont utilisées en médecine traditionnelle.

Le criblabe phytochimique a montré que les trois plantes contiennent des flavonoides, des stérols et terpénes,
des tanins et des coumarines. En revanche seul PPI renferme des alcaloides.

L’analyse spectrale des extraits méthanoliques met en évidence la présence de flavonoides de nature Flavonol,
Flavone, Flavanone, Flavanol ou Anthocyane.

Des travaux ont été effectués dans le but de mettre en évidence in vitro les propriétés antibactériennes des
extraits hydroalcooliques et les phases AE , ED et 1B des écorces de pinus pinaster, des sommités fleuries de
marubium vulgare et de la partie aérienne d’Artemesia herba alba obtenus aprés €puisement par des solvants
organiques a polarité croissante. Toutes les plantes se sont révélées actives sur une ou plusieurs bactéries a 25
mg /ml, les effets des extraits ont été comparés a celle de 1’ampicilline, un contrdle positif. Par la méthode de
diffusion en milieu solide (disque), et la méthode de diffusion en milieu liquide (CMI), les deux extraits PPI
et MUV ont montré une activité antibactérienne plus élevé sur Escherichia coli que 1’extrait AHA, les zones
d’inhibition ont ¢ét¢ de 14.33+3.51 et 15.33+2.08 mm respectivement. Cette importante activité a été
manifestée sur Escherichia coli avec une CMI de 0.195mg/ml. L’extrait hydroalcoolique de AHA a révélé une
activité significative par rapport au controle positif (AMPIC) égale a 19+1.00 avec une CMI de 0.097 mg/ml
sur Pseudomonas aeruginosa. Un diametre d’inhibition de 10£1.00 mm a été observé avec |’extrait
hydroalcoolique de MUV contre Proteus vulgaris pour une CMI égale a 0.048mg/ml. Les extraits MUV, AHA
et PPI se sont révélés actifs avec des diamétres d’inhibition de 16.66 +£1.53, 13.66 £3.21 et 12.33 +2.52
respectivement contre pseudomonas aeruginosa. Nos résultats indiquent aussi que les phases des extraits de
plante sont peu ou pas actives ce qui montre ’existence d’une synergie d’action au niveau des molécules
présentes dans I’extrait hydroéthanolique.

L’analyse par chromatographie sur couche mince (CCM) des trois extraits de la plante a montré leur richesse
en composés flavoniques, terpéniques et tanniques suggérant ainsi la présence d’une corrélation entre
I’activité antibactérienne et le contenu de la plante.

Mots-clés: Etude phytochimique, activit¢ antibactérienne; plantes médicinales; diffusion en milieu solide;
diffusion en milieu liquide

Kahlouche- Riachi F.
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Chemical Evaluation and antibacterial activity of some medicinal plants
from Algeria

Summary

Medicinal plants are an immense source of bioactive molecules, with many activities. The
objective of our work is to achieve a phytochemical and biological study of alcoholic extracts
and acetate ethyl phases (AE ) diethyl ether (DE ) and 1 -butanol (1B) of the bark of Pinus
pinaster (PP1 ), flower buds of Marrubium vulgare ( MUV ) and aerial parts of Artemisia
herba alba (AHA) . These three Algerian plants species are used in traditional medicine.
The phytochemical screening showed that three plants contain flavonoids, sterols and
terpenes, tannins and coumarins. However, only PPI contains alkaloids.
Spectral analysis of the methanol extracts reveals the presence of flavonoids such Flavonol,
Flavone, Flavanone, Flavanol or anthocyanin.

Studies have been carried out in order to demonstrate the in vifro antibacterial properties of
alcoholic extracts and AE, ED and 1B phases of Pinus pinaster bark, flowering tops of
Marubium vulgare and the aerial part of Artemesia herba alba obtained after exhaustion with
organic solvents of increasing polarity. All the plants proved to be active on one or more
bacteria in 25 mg / ml, the effects of the extracts were compared to that of ampicillin, a
positive control. By the method of diffusion in solid media (disk), and the diffusion method in
liquid medium (MIC), both PPI and MUV extracts showed higher antibacterial activity on
Escherichia coli than AHA, the areas of inhibition were 14.33 + 3.51 and 15.33 + 2.08 mm
respectively . This important activity has been demonstrated in Escherichia coli with an MIC
of 0.195mg/ml. The hydroalcoholic extract of AHA showed significant activity compared to
positive control (AMPIC ) equal to 19 + 1.00 with an MIC of 0.097 mg / ml against
Pseudomonas aeruginosa. An inhibition diameter of 10 = 1.00 mm was observed with the
hydroalcoholic extract of MUV against Proteus vulgaris with an MIC equal to 0.048mg/ml.
The MUV, AHA and PPI extracts were active with inhibition diameters of 16.66 = 1.53,
13.66 + 3.21 and 12.33 + 2.52 respectively against Pseudomonas aeroginosa. Our results also
indicate that the phases of plant extracts are little or no active which shows the existence of a
synergistic action at the level of molecules present in hydro ethanolic extract.
Analysis by thin layer chromatography (TLC) of the three plant extracts showed their high
flavonoid, terpene and tannin compounds suggesting the presence of a correlation between the
antibacterial activity and the content of the plant.

Keywords: Phytochemical study, antibacterial activity, medicinal plants, diffusion in solid
medium, diffusion in liquid medium.
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