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Introduction générale

Les plantes ont été et sont toujours connus comme étant une source importante de

médicaments.

En effet, I’industrie pharmaceutique moderne s’appuie largement sur la diversité des
métabolites secondaires des végeétaux pour trouver de nouvelles molécules aux propriétés

biologiques inédites.

Les plantes sont extrémement complexes du point de vue de leur composition chimique. On
estime qu’elles sont formées de plusieurs milliers de constituants différents, dont quelques-uns
seulement (ou parfois un seul) sont (ou est) responsable(s) de ’effet thérapeutique ou de 1’effet
toxique [1]. Il est donc indispensable de connaitre les principes actifs des plantes médicinales afin
d’étudier leur efficacité, leur mode d’action et bien entendu leurs effets secondaires sur la santé

humaine.

Afin de donner un sens sinon valoriser ce genre de travail de recherche, autant essayer de
choisir une espéce de plante utilisée dans un domaine tel que la médecine traditionnelle, la
cosmétologie ou autre. Ainsi, I’occasion se présente afin de considérer 1'écosystéme dans lequel se

développent les especes végetales (Sahara, montagne, milieu aquatique) ou encore I'endémisme [2].

Le chemin qui mene de la plante a ses constituants purs est trés long et nécessite un travail
d’équipes pluridisciplinaires (botanistes, chimistes, etc.....), le travail de phytochimiste concerne
essentiellement I’isolement, la purification et enfin la détermination structurale du produit isolé

quoiqgue ce dernier a tellement évolué ces dernieres années.

L'Algérie compte dans sa flore un grand nombre de plantes médicinales appartenant a des
familles vari€es, notre choix s’est porté particuliecrement sur une espece de la famille des

Gentianaceae.

Notre présent travail est orienté vers I'étude phytochimique de I'espece Centaurium
erythraea, et consiste en l'extraction, les tests CCM et 1’activité antibactérienne des métabolites

secondaires en 1’occurrence les flavonoides et qui est présenté comme suit :

* Le premier chapitre est consacré a une étude bibliographique concernant les plantes
médicinales (Centaurium erythraea ) , sa classification botanique, I'intérét biologique de leurs

especes et leurs métabolites secondaires les plus courants.

-
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* Le second chapitre renferme une étude bibliographique des flavonoides, les différents

squelettes flavoniques, leur biosynthese ainsi que leurs propriétés biologiques.

« Le dernier chapitre sera consacré a la présentation des différentes méthodes de séparation et
d'identification, des techniques d'isolement, et de purification des flavonoides des plantes
médicinales, et 1’activité antibactérienne. Ainsi que la partie expérimentale de notre éspece

Centaurium erythraea et les interprétations des résultats obtenus, suivi d'une conclusion génerale.

-
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Chapitre I L’étude bibliographique de la plante

I.1.La phytothérapie

1.1.1. Définition
La phytothérapie est un terme inspiré du grec « phytos » qui signifie « plantes » et
« thérapie » qui signifie « traitement ». Elle fait partie des « medecines douces ».

La phytothérapie a recours a des substances médicalement actives prélevées a partir des
plantes récoltées a cet effet. Les produits de phytothérapie sont fabriqués a partir de n’importe
quelle partie de la plante, mais ils sont le plus souvent élaborés a partir de ses feuilles, ses racines,
ses graines ou ses fleurs. Selon la plante utilisée, ces produits sont soit pris sous la forme d’une

pilule ou d’un liquide, soit inhalés ou appliqués sur la peau.

On fait souvent la promotion des herbes médicinales en mettant I’accent sur le fait qu’elles
agissent en douceur et qu’elles ne sont pas toxiques. Cela ne signifie pas pour autant que les plantes
médicinales ne provoquent jamais d’effets secondaires ou qu’elles n’interagissent avec aucun autre
traitement pharmaceutique ou phytothérapeutique. Il faut se renseigner sur les plantes médicinales,

quelles qu’elles soient, pour vérifier leur innocuit¢ et leur efficacité.

Parler des plantes médicinales et de leurs vertus est d’une importance capitale pour 1’étre
humain. Pour la survie sanitaire de sa lignée, I’lhomme doit cultiver, protéger et mieux connaitre son
environnement premier qui est la nature. « Les plantes nous offrent gratuitement plus de composés
nouveaux que tous les Chimistes du monde ne pourraient jamais en synthétiser pendant mille ans

d’efforts...

Non seulement les composeés fabriqués par les plantes sont infiniment plus variés que ceux
dont nous disposons a I’heure actuelle; mais ils sont toujours mieux tolérés par I’organisme, parce
qu’ils sont le produit naturel de la chimie de la vie... » [3]. Mais il faut faire attention car les plantes

se font plus rares et elles sont en réel danger [4].

La phytothérapie semble étre une discipline parfaitement connue. Malgré la clarté de sa
définition, la phytothérapie est souvent confondue avec I’homéopathie ou du moins sans faire
ressortir les différences. La phytothérapie existe depuis que le monde est monde et tire ses

ressources exclusivement des plantes en utilisant des posologies courantes et classiques.

L’homéopathie, par contre, est une discipline d’apparition récente, introduite par Hahnemann, il y
a deux siécles environ; qui consiste a traiter les maladies par I’administration de produits issus du
régne animal, végétal ou minéral, qui produisent sur I’homme sain des symptomes semblables a

ceux que I’on veut combattre chez 1’homme malade et cela a doses infinitésimales [5].
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1.1.2. Utilisation thérapeutique

La phytothérapie se donne un champ d'action sur de nombreux troubles, a titre préventif et
curatif, dans des cas aigus ou pour modifier des terrains (tendances générales a étre victime d'un
type de maladie). Elle s'attache a traiter la cause du mal et non pas seulement ses symptdémes. Son
emploi s'appuie sur les connaissances traditionnelles, sur I'analyse des principes actifs des plantes et
la compréhension de leur mode d'action, ainsi que sur les résultats constatés par les malades.
Cependant, la phytothérapie n'a pas les mémes bases scientifiques que la médecine moderne
officielle, et il est impossible de la recommander pour des affections graves ni quand il existe un

traitement moderne plus efficace.
1.1.3. Les avantage de phytothérapie

Toutefois, malgré les énormes progres réalisés par la médecine, la phytothérapie offre de
multiples avantages. N’oublions pas que de tout temps, a I’exception de ces cent derni¢res 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 1’efficacité des
médicaments tels que les antibiotiques (considérés comme la solution quasi universelle aux
infections graves) décroit. Les bactéries et les virus se sont peu a peu adaptés aux médicaments et

leur résistent de plus en plus.

La phytothérapie, qui propose des remedes naturels et bien acceptés par I’organisme, est
souvent associée aux traitements classiques. Elle connait de nos jours un renouveau exceptionnel en
Occident, spécialement dans le des traitements des maladies chroniques, comme 1’asthme ou
I’arthrite. De plus, les effets secondaires induits par les médicaments inquictent les utilisateurs, qui

se tournent vers des soins moins agressifs pou I’organisme.

On estime que 10% a 20% des hospitalisations sont dues aux effets secondaires des
médicaments chimiques [6].

I.2. Le pharmacognosie

La pharmacognosie est lI'une des branches les plus anciennes de la pharmacologie (officiel
depuis 1969, CSP). Elle est pratiquée par les pharmaciens, et cible les ingrédients actifs naturels,

animaux ou végétaux comme les plantes médicinales. Elle étude des principes actifs des plantes :

* Plante : définir I’identité, morphologie, I’origine, les modes de production et leur influence sur

la composition chimique.
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» Principes Actifs: d’origine naturelle propriétés physico-chimiques (stabilité, solubilité,
extractibilité, structure, réactivités, ...) et activités pharmacologiques.

 Connaissance de 1’utilisation optimale des plantes et des produits qui en dérivent (indications,
contre-indications, effets secondaires, interactions médicamenteuses, ...).

« Méthodes objectives de controle de la qualité des drogues végetales.

Les végétaux ou animaux, en totalité ou en partie, ou des dérivés, qui, apres avoir subi la

procédure de prélevement, de préparation et de stockage peuvent servir de matiere premiére brute

pour l'obtention de substances médicamenteuses ou de la méme substance sans activité

pharmacologique, mais d'intérét pharmaceutique.

Le terme dérive de deux mots grecs, pharmakon, la drogue, et gnosis, le savoir. Le

pharmacognosie est devenu obligatoire dans les écoles brésiliennes de pharmacie en 1920 [7].
1.3. Plant meédicinale

Depuis quelgues années, le marché des thérapeutiques dites naturelles progresse, révélant un
intérét de plus en plus fort des patients a 1’égard de la médication a base de plantes. Dans ce
contexte particulier, afin d’harmoniser les pratiques au sein de I’Union européenne et de garantir la
sécurité sanitaire, une directive européenne a été adoptée en 2004, autorisant la mise sur le marché

de « médicaments traditionnels a base de plantes »
1.3.1. Définition des plantes médicinales

Les plantes médicinales sont des drogues végétales au sens de la Pharmacopée européenne
(1433) dont au moins une partie possede des propriétés médicamenteuses.l’étude de 1’effet des
plantes repose sur I’utilisation des parties les plus riches en métabolites secondaires telles que les

feuilles, les graines, les racines, les fruits, les fleurs ou la totalité de la partie aérienne de la plante .

Elles sont utilisées depuis au moins 7.000 ans avant notre ere par les Hommes et sont a la

base de la phytothérapie.

Leur efficacité releve de leurs composés, trés nombreux et tres variés en fonction des espéces,

qui sont autant de principes actifs différents.

A noter qu'il a été observé chez des grands singes la consommation de certaines plantes & usage

thérapeutique [8].

]
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1.3.2.Les éléments actifs des plantes

Les principes actifs d'une plante médicinale sont les composants présents dans cette plante; ils
lui donnent ses effets curatifs. Ces composants sont souvent en quantité extremement faible dans la
plante: ils représentent quelques pour-cent a peine du poids total de celle-ci, mais se sont eux qui en

sont I'élément essentiel.

Or, ce n'est que récemment que les éléments actifs a I'origine des actions thérapeutiques des
plantes ont été isolés et étudiés. Il est indispensable de connaitre la composition des plantes pour

comprendre comment elles agissent sur I'organisme [9].
1.3.2.1.1es phénols

Il existe une tres grande variété de phénols, de composés simples comme I'acide salicylique,
molécule donnant par synthese l'aspirine, a des substances plus complexes comme les composés

phénoliques auxquels sont rattachés les glucosides.

Les phénols sont anti-inflammatoires et antiseptiques. On suppose que les plantes, en les
produisant, cherchent a se prémunir contre les infections et les insectes .Les acides phénohques,
comme l'acide rosmarinique, sont fortement antioxydants et anti-inflammatoires et peuvent avoir
des propriétés antivirales. La gaulthéne (Caulthena pmcumbens) et le saule blanc (Salix alba)
contiennent des acides glucosides phénohques qui donnent, par distillation, des dénvés[9].

1.3.2.2.les huiles essentielles

Les huiles essentielles extraites des plantes par distillation comptent parmi les plus
importants principes actifs des plantes .Elles sont largement employées en parfumerie. Les huiles
essentielles contenues telles quelles dans les plantes sont des composés oxygénés, parfois d'origine
terpénoide et possédant un noyau aromatique Les huiles essentielles ont de multiples propriétés.

L'arbre a thé (Melaleuca altemifolia), par exemple, est fortement antiseptique[9].
1.3.2.3.1es flavonoides

Les composés flavoniques sont des polyphénols naturels trés répandu dans lafamille des composées
ou beaucoup de travaux ont été réalisés [], plus d'une trentaine detypes flavonoidiques ont pu étre
identifiés dans cette famille. On note aussi plus de 87 structures qui ont été identifiées dans la seule

classe des flavones et plus de 153 structures dans la classe des flavonols [10].

-
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1.3.2.4.Les tanins

Toutes les plantes contiennent des tanins a un degré plus ou inoins élevé Ceux-ci donnent un
godt amer & I'écorce ou aux feuilles et les rendent impropres a la consommation pour les insectes ou
le bétail. Les tanins sont des composants poryphénoliques qui contractent les tissus en liant les
protéines et en les précipitant, d'ou leur emploi pour « tanner » les peaux. lls permettent de stopper

les hémorragies et de lutter contre les infections .

Les plantes riches en tanins sont utilisées pour retendre les tissus souples, comme dans le cas
des veines variqueuses, pour drainer les sécrétions excessives, comme dans la diarrhée, et pour
réparer les tissus endommagés par un eczéma ou une bralure .Les écorces de chéne (Quercus) et

d'acacia (Acacia catechu) sont riches en tanins[9].
1.3.2.5.les anthocyanes

Les anthocyanes sont issus de I'hydrolyse des anthocyamdmes (flavonoides proches des
flavones), qui donnent aux fleurs et aux fruits leurs teintes bleue, rouge ou pourpre. Ces puissants
antioxydants nettoient I'organisme des radicaux libres. Ils maintiennent une bonne circulation,
notamment dans les régions du cceur, des mains, des pieds et des yeux La mire sauvage (Rubus
jruticosus), la vigne rouge (Vitis inmfera) et l'aubépine (Crataegus oxyacantha) encontiennent

toutes des quantités appréciable
1.3.2.6.les anthraguinones

Ce sont les principaux constituants de plantes comme le séné (Cassia senna) et la rhubarbe de
Chine(Rheum palmatwn), qui, toutes deux, agissent sur la constipation .Elles ont un effet irritant et
laxatif sur le gros intestin, provoquent des contractions des parois intestinales et stimulent les
évacuations environ dix heures aprés la prise Elles rendent les selles plus liquides, facilitant ainsi le

transit intestinal.
1.3.2.7.1es coumarines

Les coumannes, de différents types, se trouvent dans de nombreuses especes végétales et
possédent des propriétés tres diverses. Les coumannes du méhiot (Melilotus offianahs) et du
marronnier d'Inde (Aesculus hippocastanum) contribuent a fluidifier le sang alors que les
furanocoumannes comme le bergapténe, contenu dans le céleri (Apium graveolens), soignent les
affections cutanées et que la khelline de la khella (Ammi visnaga, p 62) est un A puissant

vasodilatateur coronarien.

e
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Certaines foranocoumarines sont photosensibilisantes, elles ont des effets carcinogenes qui
tendent a diminuer I’emploi de ces substances dans le traitement des maladies de la peau telles que

le psoriasis [11].

1.3.2.8.les saponines

Principaux constituants de nombreuses plantes médicinales, lessaponines doivent leur nom au
fait que, comme le savon, elles produisent,de la mousse quand on les plonge dans l'eau .Les
saponines existent sous deux formes, les stéroides et les tréterpénoides. La structure chimique des
stéroides est similaire a celle de nombreuses hormones humaines (cestrogene, cortisone), et de
nombreuses plantes qui en contiennent ont un effet sur l'activit hormonale.L'igname sauvage
(Dwscerea mllosa) contient des saponines stéroides a partir desquels on synthétisa la pilule
contraceptive. Les saponines triterpénoides, contenues dans la réglisse (Glycyrrhiza glabra) et la
primeveére (Pnmula vens), ont une activité hormonale moindre .Elles sont souvent expectorantes et

facilitent I'absorption des aliments.
1.3.2.9.les glucosides cardiaques

Présents dans de nombreuses plantes médicinales, telles que les digitales laineuse et pourprée
(Digitahs lanata et D purpurea)et le muguet (Convallana mcgalis), les glucosides cardiaques comme
la digitoxine, la digoxme et la convallotoxine ont une action directe et puissante sur le cceur .1ls

I'aident a maintenir le rythme cardiaque en cas d'affaiblissement.

Ces glucosides sont également diurétiques .1ls contribuent a transférer les liquides des tissus

et du systeme circulatoire vers les conduits urinaires.
1.3.2.10 les glucosipes cyanogéniques

Bien que ces substances soiten a base de cyanure, un poison trés violent, elles ont a petites

doses, un effet sédatif et relaxant sur le cceur et les muscles.

L'écorce du cerisier sauvage (Prunus serotma) et les feuilles du sureau noir (Sambucus
nigra),qui en contiennent toutes deux ,permettent de supprimer ou de calmer les toux seches et
irritantes .De nombreux noyaux de fruits a contiennent de fortes quantités de glucosides

cyanogéniques, par exemple ceux de I'abricotier (Prunus flrmemaca) .
1.3.2.11.les alcaloides

Les alcaloides sont des substances organiques azotées généralement cycliques ou l'azote est assez

souvent incorporé dans un noyau hétérocyclique. Généralement les alcaloides ont des propriétés tres

)
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basiques, la plupart, ainsi comme leur nom l'indique ont une réaction alcaline, on peut les subdiviser

en trois classes, alcaloides vrais, protoalcaloides et pseudoalcaloides [12].
1.3.2.12.les vitamines

Bien qu'elles soient souvent négligées, de nombreuses plantes médicinales sont
particuliérement riches en vitamines. Le citronnier notamment (Citrus limon) contient des doses
élevées de vitamine C et la carotte (Daucus carota) est riche en béta-carotene (provitamine A). Le
cresson de fontaine (Nasturtium officinale), par exemple, contient des doses élevées de vitamines
B1l, B2, C et E et de béta-caroténe tandis que l'argousier (Hippophae rhamnoides) peut étre

considéré comme uncomplément vitaminique et minéral en tant que tel.
1.3.2.13.les terpenoides

Sont des lipides synthétisés a partir de 1’acétyle-CoA par la voie de I’acide mévalonique, ils
sont des hydrophobes généralement stockés dans les canaux a résine.lls jouent un role médical,par
exemple le taxol qui a des propietés anticancéreuses, ou encore un role industriel comme la
production de caoutchouc, mais beaucoup des terpénoides sont des poisons, comme les glucosides

cardiotoniques qui peuvent provoquer des crises cardiaques.
1.3.3. Conservation des plantes médicinales

Il existe diverses méthodes de conservation, les plus courantes et les plus simples étant le
séchage a I’air ou au four. Un endroit chaud et sec est 1’idéal. Poser toujours les plantes sur du
papier journal. Une fois séchées, les plantes se conservent plusieurs mois dans un sac ou un pot en

verre teinté on dans un sac en papier kraft.
1.3.3.1. Séchage

Le séchage est une place extrémement importante dont la qualité du produit est conservée.
Cette opération, qui permet d’éliminer ’humidité des végétaux, doit étre effectuée immédiatement
apres la cueillette. Les plantes cueillies doivent étre étalées dans une piéce bien aérée, sur des toiles
de jute ou de coton, la différente espece étant bien séparées. Sauf indication contraire, elles ne
seront pas exposées directement aux rayons du soleil. En effet, elles risqueraient alors de perdre de
nombreuses propriétés, a cause de la volatilisation de nombreuses substances.

Bien entendu, si les plantes sont salies par la terre ou autre, il sera nécessaire de les nettoyer,
de les laver et de les sécher soigneus ement. Cela est particulierement vrai pour les racines, il est
conseillé de couper ces dernieres en petits morceaux pour en accélérer le séchage, mais aussi pour
vous éviter la peine de les découper, une fois qu’elles auront séché et qu’elles auront donc durci a

cause de la déperdition d’eau. Si la plante a été cueillie tout entiére, on peut aussi 1’étendre sur un fil

)
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tendu, commeon le fait avec le linge. Tout au long de cette opération, qui peut durer jusqu’a une

semaine, voire deux et il faut retourner périodiquement les plantes.

1.3.3.2. Conservation

Une fois que les plantes seront séchées, passez immédiatement & la phase de conservation,afin
d’éviter que la poussiére ne s’accumule inutilement. A cette fin, procurez-vous des sachets de
papier, des boites en fer blanc, des sacs en plastique (sauf pour les especes contenant des huiles
éthérées) et des bocaux en verre. Vérifier toujours, au bout de quelques temps, que la condensation
ne s’est pas formée sur les parois des récipients car cela constitue un symptéme de mauvais
séchage. Si vous voulez sauver votre cueillette, vous devrez immédiatement faire sécher a nouveau
les plantes. Cela vaut également pour les plantes achetées dans les boutiques spécialisées

(pharmacies, herboristeries).
1.4. Présentation générale de la plante a etudié

1.4.1. Historique

Le mot Centaurium vient du grecken taureion qui désignait dans la mythologie grecque un
étre hybride entre I'nomme et le cheval. Les centaures étaient considérés comme férus en médecine.
Selon Pline, le centaure Chiron aurait soigné avec cette plante son pied blessé par une fleche. La
langue populaire transforma I'étymologie du mot en centum aurei (= cent piéces d'or). Cela donna
en allemand «Hundertguldenkraut», encore utilisé au 16éme siécle. Il en résulta ensuite
«Tausendguldenkraut» qui exprime encore mieux la haute estime dont jouissait la plante. A cause
de son godt amer, les Romains I'appelaient Herba felis terrae qui signifie «herbe de la bile de terre».
Minus, le nom de l'espéce, dérive du latin minor pour «petit» ou »mineur». On retrouve des traces
de l'usage médicinal de la petite centaurée jusque chez les disciples d'Hippocrate (5°™ et 4°™ siécle
av. J.-C.). Dioscoride la recommandait comme purgatif et emménagogue, ainsi que pour soigner les

yeux et panser les plaies.
1.4.2. Taxonomie de I’espéce

Tableau 1. Données taxonomiques

Reégne Plantae
division Magnoliopsida
Ordre Gentianales
Famille Gentianaceae

.
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Genre Centaurium
Nom Centaurium erythraea
scientifique

Noms communs |petite centaurée commune, petite centaurée rouge, érythrée, herbe a

Chiron, fiel de terre, herbe au centaure, herbe a fiévre,

Noms anglais common centaury, European centaury

Noms Meraret el h'nech goustt el haia, quanttarium es saghir, tikoukt, ,

vernaculaires

I. 4.3. Description générale

Le genre Centaurium comprend environ 40 especes réparties dans 1’hémisphere Nord,
I’Amérique du Sud et 1’Australie. La Petite Centaurée pousse principalement dans les régions
tempérées d’Europe, en Asie occidentale et centrale et en Afrique du nord-ouest. En Europe c’est
une espece menacée non seulement par suite des effets de 1’industrialisation mais aussi parce
qu’elle est tres récoltée a des fins pharmaceutiques. La culture de la plante serait une bonne solution
mais elle est difficile et onéreuse. Médicinalement on utilise les sommités fleuries. La drogue est

sans odeur et a une saveur amere prononcée

Elle peut atteindre une hauteur de 10 a 50 centimétres, mais peut également se présenter sous

la forme d'un coussin.

Les nombreux rameaux stériles sont étalés et forment un gazon plus ou moins tapissant sur le
sol. lls sont composés de feuilles opposées, rapprochées le long de la tige avec un limbe
ovale-spatulé, arrondie, atténué en un court pétiole ou presque sessiles et marqué de 3 nervures dont

celle du milieu fortement prononcée [13].

Les rameaux floriferes sont quant a eux dressés a feuilles plus espacées, plus allongées,
elliptiques oblongues et sessiles. Ces rameaux portent des inflorescences en cyme bipare laches, de
1 a 6 grandes fleurs pédicellées, de 1.5 a 2 cm de diametre d’un rose vif en pleine floraison (parfois
blanche) .Dans certaines stations de la Hague, des individus a 18 fleurs ont été observés. Le type
d’inflorescence de la Petite centaurée vivace induit la floraison dans un premier temps de la fleur

centrale et dans un second temps la floraison des fleurs périphériques.

-
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Figure 1 : Rameaux floriféres. Grandes fleurs d’un rose vif

La corolle est formée le plus souvent par 5 sépales étroits, aigus et soudés sur leur demi-longueur et
par 5 pétales ovales-arrondis et long de 8 a 9 mm réguliers, soudés et se divisant dans leur partie

supérieure.

Figure 2 : 5 pétales de la fleur

1.4.4. Culture
La petite centaurée est propagée par graines ; mais on a remarqué que celle qui était cultivée
était moins amére que celle qui pousse a I'état sauvage.

1.4.5. Récolte et conservation

Cette plante se recolte en juillet et ao(t, époque de sa plus grande vigueur florale. Sa
dessiccation doit s'opérer rapidement. Il faut I'envelopper dans des cornets de papier, afin de
conserver la couleur et les propriétés de ses fleurs. Henry a observé que, parmi nos amers indigénes,

la petite centaurée est d’autant plus active que sa floraison est plus avancée.
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1.4.6. Indications thérapeutiques

La petite centaurée est utilisée pour la stimulation de I'appétit et pour favoriser la digestion.
Elle est recommandée aux convalescents pour les aider a reprendre du poids. Elle permet de lutter
contre la perte temporaire d'appétit, les problemes digestifs et gastro-intestinaux peu importants.
Elle stimule les sécrétions du foie et de I'estomac. Les substances ameres stimulent I'activité de
I'estomac de maniére réflexe, favorisant la secrétion des sucs gastriques. C'est un tonique général
permettant de lutter contre la fatigue. Utilisation comme diurétique ou pour faire baisser la fievre.
Lutte contre les parasites intestinaux ; prévention des calculs biliaires ; probléemes hépatiques

; migraines.

Utilisation en application locale comme antiseptique, mais aussi pour faire disparaitre les
poux ou pour lutter contre la chute des cheveux. La gentianine, un composé alcaloide, lui procure
de fortes propriétés anti-inflammatoires. Dans certains cas de diabéte, elle est utilisée comme

stimulant du pancréas[14].
1.4.7. Composition de la petite centaurée
1.4.7.1. Parties utilisées
En phytothérapie, on utilise essentiellement les fleurs séchées.
1.4.7.2. Principes actifs

Hétérosides amers dont I'érythaurine ; la swertiamarine est transformée en gentianine dans
I'organisme et a des propriétés sédatives. Polyphénols : acides phénols et flavonoides qui ont une
action contre la fiévre. Alcaloides : gentianine. Triterpénes. Proche de la gentiane, la petite
centaurée contient plusieurs principes amers a fonction lactone, des acides organiques, des dérivés

phénoliques ainsi que la gentianine, un alcaloide[14].
Remarque :

La petite centaurée est toxique a fortes doses.
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11.1.Généralités

Les polyphénols constituent un groupe important de substances naturelles largement
répandues dans le regne végétal. Les scientifiques en ont identifié plus de 8000, allant de
molécules simples & des composés hautement complexes [15]. Leur accumulation dans les
plantes, varie quantitativement et qualitativement non seulement dans les différentes parties
de la plante, mais aussi d’une espece végétale a ’autre. On peut distinguer les différentes
classes de polyphénols en se basant d’une part, sur le nombre d’atomes constitutifs et d’autre

part, sur la structure du squelette de base [16] :

* les acides phénoliques (acides hydroxybenzoiques, acides hydroxycinnamiques).
* les flavonoides qui représentent la classe la plus abondante et la plus étudiée
* les tanins et lignines.

* et plus rares, les coumarines et les stilbénes.

Les flavonoides, les acides phénoliques, les stilbénes, les tanins et les lignanes sont
majoritairement présents dans les feuilles, les fleurs et 1’écorce de bois. Ces molécules jouent
un role majeur au niveau de la croissance des vegétaux et dans la lutte contre des agents

pathogenes et des infections.
11.2.Deéfinition

Les flavonoides (du latin flavus, jaune) sont des substances généralement colorées
répondues chez les végétaux ; on les trouve dissoutes dans la vacuole a I'état d'hétérosides ou
comme constituants de plastes particuliers, les chromoplastes.

Le terme flavonoides rassemble une trés large gamme de composés naturels appartenant
a la famille des polyphénols. Sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs:
racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines, bois. 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 [17].

11.3.Structure chimique

Les flavonoides ont tous la méme structure chimique de base, ils possedent un squelette
carboné de quinze atomes de carbones constitué de deux cycles aromatiques (A) et (B) qui
sont reliés entre eux par une chaine en C3 en formant ainsi I'nétérocycle (C) [18].

Genéralement, la structure des flavonoides est représentée selon le systeme C6-C3-C6 en
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formant une structure de type diphényle propane dont des groupements hydroxyles, oxygénes,
méthyles, ou des sucres peuvent étre attachés sur les noyaux de cette molécule (figure 03)[19]

S 4

Figure 03 : squelette de base et numérotation adoptée des flavonoides

I11.4.Classification

Les diverses classes de flavonoides different en fonction de la cyclisation et du degré
d’insaturation et d’oxydation du cycle C, alors que les composés individuels au sein d’une
méme classe différent par la substitution des cycles A et B [20]. Les principales classes de

flavonoides sont représentées sur la figure.

Les flavonoides sont souvent hydroxylés en position 3, 5, 7, 3°, 4°, et / ou 5’.
Fréguemment, une ou plusieurs de ces groupes hydroxyles sont méthylés, acétylés, sulfatés ou
prénylés. Dans les plantes, les flavonoides sont souvent présents sous forme d’O- ou C-
glycosides. Les formes libres, sans sucres attachés, sont appelées génines. Les O-glycosides
sont de loin les plus fréquents. lls portent leurs substituant sur les groupements hydroxyles de
la génine, généralement situé a la position 3 ou 7. Alors que pour les C-glycosides, la liaison
se fait directement avec un carbone de la génine, généralement les C-6 ou C-8. Les sucres les
plus rencontrés sont le rhamnose, le glucose, le galactose et 1’arabinose. Deux disaccharides
tres courants sont aussi fréquemment trouvés, le néohespréridose et le rutinose. Les sucres

sont souvent en outre substitués par des résidus d’acyles tel que I’acétate et le malonate [21].
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flavanone R3' flavone

flavanonol flavonol R3

flavan 3-ol isoflavone

Figure04 : les diverses classes de flavonoide

.
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Tableau02 : principale classe des flavonoides

Classes Structures chimiques R3’ R4’ R5’ Exemple
flavones flavone H OH H Apigénine
OH |OH H Lutéoline
OH |OCH3 |H Diosmétine
flavonols flavonol H OH H Kaempférol
OH
OH |OH H Quercétine
OH |OH OH | Myrecétine
Flavanols flavan 3-ol OH | OH H Catéchine
Flavanones H OH H Naringénine
OH |OH H Eriodictyol
Anthocyanidines H OH H Pelargonidin
OH |OH H Cyanidine
OH |OH OH | Delphénidine
Isoflavones H OH H Genisteine

o
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Flavones et flavonols

Tous les types de flavonoides dérivent de la 4, 2° .4’ ,6° -tétrahydroxychalcone et par
conséquent, possedent tous au moins trois hydroxyles phénoliques en C-5, C-7 et C-4’, cela

étant, I'un d'entre eux peut étre absent .

OH O
4,2’ ,4’ 6’ —tétrahydroxychalcone Flavanone

Dans plus de 90% des cas, le cycle A des flavones et flavonols [structures (1) et (2)] est
substitué par deux hydroxyles phénoliques en C-5 et en C-7. Ces hydroxyles peuvent étre
libres ou éthérifiés. D'autres substitutions sont possibles avec des fréquences variables:
hydroxyles libres ou éthérifiés en C-7 et/ou en C-8, méthylation en C-7 ou en C-8, implication
du C-6 et/ou C-8 dans une liaison carbone-carbone avec un sucre. D’autre part, dans plus de
80% des cas, le cycle B est substitué en C-4’ ou disubstitué en C-3* et C-4’, ou moins
fréquemment 3’ ,4° |5 -trisubstitué; ces substituant peuvent étre des groupes hydroxyles (OH)
comme ils peuvent étre des methoxyles (OCH3). Les autres positions (C-2’ et C-6’) ne sont
qu'exceptionnellement substituées. De plus, les flavonols se distinguent des flavones par la
présence d'un groupement OH en position C-3 [22].

OH O
Structure (1): FLAVONE Structure (2): FLAVONOL

.
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Flavanones et dihydroflavonols

Les flavanones et les dihydroflavonols sont caractérisés par l'absence de la double
liaison C2-C3 et par la présence de centres d'asymeétrie. Les variations structurales sont de
méme nature que celles décrites pour les flavones et les flavonols. Les dihydroflavonols se
distinguent des flavanones par 1’ hydroxylation de la position C-3. Cette classe de flavonoides
semble un peu moins fréquente que son homologue insaturé rassemblant les flavones et
flavonols [22].

OH
HO (@) _‘\\©/ HO (@) o
) T,

OH O OH O
Flavanone Dihydroflavonol

Flavan-3-ols, flavan-3,4-diols et anthocyanidols

Ces molécules sont toujours hydroxylées en C3 et se caractérisent par 1’absence du
groupe carboxyle en C4. Cette position peut étre libre (flavan-3-ols et anthocyanidols) ou

hydroxylée (flavan-3,4-diols).

o
O
X o
OH

OH
Flavan-3-ols Flavan-3 4-diols

Les anthocyanosides sont caractérisées par I’engagement de ’OH en C3 dans une
liaison hétérosidique. On trouve parmi ces composes, le palargonidol-3,4-O-glucoside et le
cyamidol-3-O-rutinose ou keracyanine. Les flavan-3-ols et les flavan-3,4-diols sont souvent a

I’origine des polymeres flavoniques appelés proanthocyanidols ou tannins condensés [20].

OH
®
v d
(1>
Z > OH

OH
Pélargonidol
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Chalcones et aurones

Les chalcones ont leur noyau pyranique central ouvert et sont constituées par deux
unités aromatiques reliées par une chaine tricabonée, cétonique et insaturée. Le noyau B est
assez freqguemment non substitue, alors que les substitutions sur le cycle A sont plus souvent

identiques a celles des autres flavonoides.

Chalcone

Les aurones sont caractérisées par une structure de 2-benzylidéne coumarone.

Aurone

Néanmoins, selon d’autres auteurs, la classification des flavonoides inclue aussi le
groupe des anthocyanes. Ceci en raison de la grande similitude structurale de ces derniers

avec les flavonoides ; et plus précisément avec les anthocyanidols [23].
Les anthocyanes

Les anthocyanes (anthocyanidines lorsque sous forme glycosylée) sont un groupe de
molécules solubles dans 1’eau, auquel on attribue la pigmentation rouge, bleu ou encore violet
de plusieurs fruits tels que les aubergines, les pruneaux, les pommes et plusieurs types de
baies [24]. Les proanthocyanidines different des autres composés phénoliques de par leur
structure polymérisée qui, sous des conditions acides a température élevée, se retrouvent sous
la forme d’anthocyanidines [25]. Jusqu’a maintenant, on a relevé plus de 300 différents
anthocyanes et anthocyanidines d’origine végétale, dont les plus connus sont la cyanidine, la

delphinidine, la pétunidine, la pélargonidine, la péonidine et la malvidine [26].

.
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I Cyanidine -R, =OH, R =H
oH Malvidine -R =R, =OCH,
Pélargonidine -R =R_,=H
Péonidine -R =OCH,, R =H
OH ot Pétunidine -R,=OCH,, R,=OH
S R, Delphinidine -R,=R,=OH
B
/

OH

OH

Isoflavone et neoflavone:

Les isoflavonoides sont moins répandus taxonomiquement. Ces composés tres actifs se
trouvent essentiellement chez les legumineuses [27,28].
La structure des isoflavones ne differe des autres flavonoides que par la présence du

cycle B en position 3.

Isoflavone

Les neoflavones sont caractérisées par la substitution entre le groupement

carboxyle et le noyau B dans le squelette des flavones [29] .

Neoflavone

Les neoflavones sont des flavonoides rares, cette rareté est due a leur faible présence

dans la nature contrairement aux flavones et flavonols.

:
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I.5.La biosynthése

De nos jours, plus de 4000 flavonoides ont été identifiés. Ils ont une origine

biosynthétique commune et par conséquent, possedent tous un méme squelette de base a

quinze atomes de carbone, constitué de deux unités aromatiques, deux cycles en C6 (A et B),

reliés par une chaine en C3 [30] (Figure05)

Figure05 : Squelette de base des flavonoides

Leur biosynthese (Figure 06) se fait a partir d'un précurseur commun, la 4,2°.4°,6> —
tétrahydroxychalcone. Cette chalcone de couleur jaune est métabolisée sous I'action d'enzyme,
la chalcone isomérase, en flavanone (1) : naringénine. C'est sur cette derniére qu'agit ensuite
la flavone synthase ou la (2S)-flavanone-3- hydroxylase pour donner la formation de la
flavone (2) : apigénine ou le dihydroflavonol (3) : (2R, 3R)-dihydrokaempférol,
respectivement. Les deux enzymes fonctionnent difféeremment, la premiere introduit la double
liaison entre les carbones C-2 et C-3, tandis que la deuxiéme catalyse 1’ hydroxylation du
carbone C-3. Le dihydroflavonol, en présence de la flavonol synthase ou la dihydroflavonol-
4-réductase, se métabolise en flavonol (4) : kaempférol ou en flavan-3,4-diol (5) :
leucoanthocyanidol, respectivement. Ce dernier semble étre le précurseur des flavan-3-ols (6)
et anthocyanidols (7). Cependant, les étapes ultimes de leur formation ne sont pas encore
élucidées. Le pélargonidol (7), sous l'action de la 3-O-glycosyltransférase, se transforme en
anthocyanoside (8) : pélargonidol-3-glucoside. Les composés de chaque sous-classe se
distinguent par le nombre, la position et la nature des substituants (groupements hydroxyles,
méthoxyles et autres) sur les deux cycles aromatiques A et B et la chaine en C3 intermédiaire.

A l'état naturel, on trouve trés souvent les flavonoides sous forme de glycosides.

Une ou plusieurs de leurs fonctions hydroxyles sont alors glycosylées. La partie du

flavonoide autre que le sucre est appelée aglycone.
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11.6.Localisation

Les flavonoides sont impliqués dans de nombreuses interactions des plantes avec les
conditions biotiques et abiotiques de leur environnement, ces substances sont accumulées
dans différentes parties cellulaires et tissulaires de la plante durant I'organogenése et sous

I'influence de plusieurs facteurs stimulants.

Les études sur la localisation tissulaire des flavonoides constituent un préalable
fondamental a la compréhension des fonctions écologiques de ces composés. Le présent
travail montre la localisation des flavonoides dans des parois cellulaires, des vacuoles et
associes a des noyaux cellulaires, dans des feuilles de plantes monocotylédones et

dicotylédones [31].
11.7.Distribution

Les flavonoides sont largement abondants dans les Iégumes, feuilles (salade, choux, épinards,
etc.), ainsi que dans les téguments externes des fruits. Récemment, de nombreux travaux ont

montré que certains fruits et légumes sont tres riches en flavonols, flavones et flavanones

(tableau 03) [32].

Le Tableau03 : distribution nutritionnelle de certains flavonoides.

Flavonoides aliment

flavonols
Kaempférol Radis, brocoli, thé noir
quercétine Oignon, pomme, olive, tomate
Myricétine Canneberge, vin rouge
Quercétine-3-glucoside oignon
Quercétine-3-rhamnoglucoside (rutine Thé noir

flavones
Chrysine Peau des fruits
Apigénine Persil, thym, romarin, céleri
Lutéoline Persil, céleri

Lutéoline-7-apiosylglucoside

Poivron rouge

flavonones

Naringénine

Fruits des genres citrus
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Hespertine-7-rhamnoglucoside Jus d'orange
(hesperidine)

Naringenine-7-rhamnoglucoside Jus d'orange

(narirutine)

Flavan-3-ols
Epicatéchine Thé vert, thé noir
Catéchine Thé vert, thé noir, pomme
Epigallocatéchine Vin rouge

Anthocyanidol

Cyanidol Cassis, myrtille
Malvidol Raisin, fraise, cassis
Apigénidol Framboise, fraise
isoflavones
Genisteine-7-glucoside soja

Daidzeine-7-glucoside

11.8.Propriétés des flavonoides

11.8.1.Propriétés Physico-Chimiques des flavonoides
11.8.1.1.Solubilité et ’extraction

Les génines sont pour la plupart, solubles dans les solvants organiques apolaires. Les
hétérosides peuvent étre extraits, le plus souvent a chaud, par de I'acétone ou par des alcools
additionnés d'eau. Il est possible de procéder ensuite a une évaporation sous vide et lorsque le
milieu ne contient plus que de l'eau, de mettre en oeuvre une série d'extractions liquide-
liquide par des solvants non miscibles a l'eau [30]. Si les aglycones sont les cibles, une
hydrolyse chimique est habituellement effectuée avec de l'acide chlorhydrique ou I’acide
formique a des températures élevées, I'hydrolyse enzymatique est également employée. Si
I'intérét des flavonoides-glycosylés intacts, I'hydrolyse devrait naturellement étre empéchée
[21].

11.8.1.2.Dosage

Les méthodes de dosage classiques sont le plus souvent, colorimétriques ou
spectrophotométriques. L’ HPLC offre maintenant la possibilit¢ d'une estimation rapide et

précise de tous les flavonoides[30].
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11.8.2.Propriétés biologiques des flavonoides

11.8.2.1.Propriétés anti-inflammatoires des flavonoides et effets sur le systeme

immunitaire

De nombreux travaux semblent indiquer que les flavonoides possédent des propriétés
anti-inflammatoires [33], et qu’ils sont capables de moduler le fonctionnement du systéme
immunitaire . Les flavonoides sont de puissants inhibiteurs de la prolifération des
lymphocytes B et T. Cet effet des flavonoides sur les lymphocytes B ou T peut étre variable:
en effet, les flavones (apigénine, lutéoline et 7,3°,4’ hydroxyflavone) et les flavonols
(kaempférol, quercétine et myricétine) inhibent la prolifération des lymphocytes T alors que
seule la myricétine est active sur les lymphocytes B. L'explication est encore inconnue.
L’effet antiprolifératif des flavonoides pourraient s’expliquer par leur capacité a inhiber

I’activité de certaines protéines kinases (protéine Kinase C ou protéine tyrosine kinase) [34].

Par ailleurs, les flavonoides sont susceptibles de diminuer la libération d’histamine des
basophiles et des mastocytes . La phagocytose qui accompagne une infection virale
oubactérienne est suivie d’une production d’especes oxygénées réactives par les neutrophiles
ce qui va promouvoir I’inflammation. D’une manic¢re générale, les especes radicalaires,
quelles que soient leurs origines, peuvent induire des dommages tissulaires, favoriser le
processus de vieillissement, voire étre a 1’origine de certaines pathologies telles que le cancer
et ’athérosclérose . Il est intéressant de noter que de nombreux flavonoides sont capables de
contrer cette production d’espéces oxygénées par les neutrophiles . Les flavonoides inhibent
également 1’adhésion et 1’agrégation des plaquettes. L’hispiduline, une méthoxyflavone,
diminue par exemple 1’agrégation plaquettaire en augmentant les taux intracellulaires en
AMPc a la suite d’une inhibition des phosphodiestérases . En effet, I’accumulation d'AMPc
plaquettaire semble interférer avec la mobilisation de Ca2+ impliqué dans ’agrégation de ces

cellules [35].
11.8.2.2.Propriétés des flavonoides contre le cancer

Parmi les flavonoides les plus actifs sur les cellules tumorales, nous citons la quercétine

et la catéchine qui sont trés abondantes dans les aliments.

La quercétine prévient la cancérogenese, surtout le cancer de la peau et du colon. La
présence de 20 % de quercétine dans 1’alimentation chez les animaux diminue le cancer du

colon et y prévient I’apparition des cryptes anormales. Le mécanisme suggéré est que la

-
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quercétine joue le réle d’un antagoniste des topoisomérases I et II produites par les cellules

tumorales.

La catéchine, quant a elle, est un inhibiteur de certaines réactions d’oxydation donnant
un ADN anormal, elle inhibe surtout la formation du 8-hydroxydesoxyguanosine (8-OHDG),
un marqueur des dommages oxydatifs de I’ADN. La catéchine a été démontrée comme étant
plus active que la vitamine E sur les radicaux libres. Elle est trés abondante dans le thé sous
forme d’épigallocatéchingallate (EGCG). [36,37].

11.8.2.3.Propriétés antivirale des flavonoides

Les flavonoides sont aussi connus pour leur activité antivirale, principalement contre le
rétrovirus HIV responsable du symptome d’immunodéficience acquise (SIDA), le virus

d’influenza, le virus de I’herpes (HV), I’adénovirus (ADV) et le virus de la grippe A
(A/WS/33) [38,39].

Certains chercheurs (Spedding et al. 1989) ont d’abord suggéré que ces polyphénols
agissaient comme inhibiteurs de la transcriptase et/ou la transcriptase reverse de 1’agent viral et

de ’ADN et ’ARN polymérases de la cellule hote ; bloquant ainsi tout le processus infectieux.

D’autres travaux plus récents ont ensuite démontré que les flavonoides inhibaient plus
exactement la synthése de I’ARNm viral [39]. Ceci, impliquait que les flavonoides
n’intervenaient pas dans 1’absorption des agents viraux, mais plutét a un stade plus avance

impliqué dans la réplication virale.
11.8.2.4. Propriétés cardioprotectrice des flavonoides

Les flavonoides sont réputés pour leur effet protecteur sur la santé cardiovasculaire en
modifiant plusieurs processus pathologiques qui interviennent dans 1’apparition des maladies

cardiovasculaires. Ces effets sont notamment les suivants :

* Inhibition de I’oxydation du cholestérol LDL (mauvais cholestérol) par les radicaux
libres, étape initiale importante dans la formation de la plaque d’athérome.

» Abolition de la tendance des cellules sanguines de petite taille ou plaquettes a se
regrouper et a former des caillots sanguins. Cet effet est souvent décrit comme « 1’effet
aspirine ».

* Régulation des réponses inflammatoires et immunitaires au niveau de la paroi des

vaisseaux sanguins qui peut étre anormale en cas de maladie cardiovasculaire.




Chapitre 11 LES FLAVONOIDES

» Régulation du tonus vasculaire ou degré de constriction des petits vaisseaux sanguins qui

contribue a I’hypertension [40,41].
11.8.2.5.Propriétés antioxydantes

Le role des radicaux libres et des especes oxygénées réactives dans la genése de
nombreuses maladies a fait I’objet d’un trés grand nombre de travaux [42]. Les radicaux libres
sont des espéces chimiques présentant un ou plusieurs électrons célibataires (le radical
hydroxyle OHe, I’anion superoxyde Oze—, 1’oxyde nitrique NOe< ...). Ils sont produits
naturellement dans 1’organisme :

- au niveau de la respiration mitochondriale lorsque 1’oxygeéne échappe a la réduction
complete en H; O.

- au niveau de certains organites cellulaires tels que les peroxysomes ;

- par diverses oxydases cellulaires ;

- au cours de la phagocytose.

De plus, les UV, la pollution, de nombreux agents chimiques peuvent étre a 1’origine
d’une production accrue de radicaux libres. Frenkel et Chrzan (1987) ont montré que des
promoteurs de tumeurs tels que le (TPA) peuvent également induire la formation de peroxyde
d’hydrogéne par des leucocytes humains et provoquer des coupures de I’ADN [43].
L’organisme posséde ses propres mécanismes de défense permettant de lutter contre les
radicaux libres ou les espéces oxygénées réactives, Il s’agit principalement d’enzymes

cytosoliques (superoxyde dismutase, glutathion peroxydase, catalase, glutathion transférase).

L’action protectrice de ces enzymes est complétée par celle de différents réducteurs
présents dans les structures lipoprotéiques, (a-tocophérol, caroténoides, lycopene, ubiquinol)
et dans le cytosol (acide ascorbique, glutathion réduit). De plus, certaines protéases semblent
avoir pour rdle de reconnaitre et de dégrader spécifiquement les protéines oxydées empéchant
ainsi I’accumulation de protéines altérées et endommagées dans la cellule [44]. De plus, de
nombreuses protéines ont un role antioxydant puisqu’elles vont pouvoir capter, stocker et
transporter des métaux de transition (albumine qui piege le cuivre, ferritine qui stocke le fer)
en séquestrant ainsi ces métaux, ces protéines préviendront par exemple la formation de

radical OHe par la réaction de Fenton :

Fe’* +2H, O — OHe + OH — + Fe**

Dans les conditions physiologiques normales, du fait de I’efficacité¢ des systémes de

défense, ces radicaux libres n’auront pas d’effets néfastes majeurs. Toutefois, si des quantités

.
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importantes de radicaux sont générées, dépassant les possibilités de protection enzymatique et
épuisant le pool de divers capteurs, alors, ces radicaux libres vont engendrer :

- des peroxydations lipidiques favorisant 1’athérosclérose et le vieillissement,

- des modifications oxydatives des protéines les rendant inactives,

- des dommages oxydatifs de I’ADN et de I'ARN aboutissant a des mutations et a la
cancérisation.

L’intérét métabolique des antioxydants alimentaires fait, a ’heure actuelle, I’objet d’un
grand nombre de travaux. Parmi ces antioxydants, de nombreux auteurs ont mis en évidence
le r6le prépondérant des polyphénols [45].

Les flavonoides sont susceptibles de réagir avec la plupart des especes réactives
oxygeénées [43]. En fait, leur activité antiradicalaire nécessite:
«¢+ La structure ortho-diphénolique du cycle B, qui est essentielle a I’activité
des flavonoides posseédant un hétérocycle sature.
¢+ Ladouble liaison 2-3 conjuguée avec la fonction 4-oxo-, qui est
responsable de la délocalisation d’électrons stabilisant le radical aroxyl.
¢ Les hydroxyles en positions 3 et 5 qui permettent une activité

antiradicalaire maximale.
11.8.2.6.Propriétés antibactériennes

La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur ['usage des
antibiotiques. La prescription a grande échelle et parfois inappropriée de ces agents a entrainé
la sélection de souches multirésistantes d’ou I’importance d’orienter les recherches vers la
découverte de nouvelles voies qui constituent une source d’inspiration de nouveaux
médicaments a base des plantes, sous forme de métabolites secondaires dont les composés
phénoliques, sont toujours utilisés dans I’industrie alimentaire et cosmétique et comme agents

antimicrobiens en médecine populaire.

Les polyphénols notamment les flavonoides et les tannins sont reconnus par leur
toxicité vis- a -vis des microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut étre lié a l'inhibition
des enzymes hydrolytiques (les protéases et les carbohydrolases) ou d'autres interactions pour

inactiver les adhesines microbiens, les protéines de transport et d'enveloppe cellulaire [47].
11.8.2.7.Propriétés antiallergiques

Ces effets antiallergiques sont attribués a I'influence des flavonoides sur la production

de I’histamine. En effet, les flavonoides inhibent les enzymes, telles que I'AMP cyclique

.
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phosphodiesterase et ATPase Ca?+ dependante, responsables de la libération de I'histamine a
partir des monocytes et des basophiles. Par exemple, I'ATPase Ca2+ dépendante dégrade
I'’ATP produisant ainsi de I'énergie afin de faciliter I'absorption du calcium par les membranes
cellulaires, ce qui favorise la libération de I'nistamine stockée dans les vésicules. En inactivant
cette enzyme, la quercétine a montré un potentiel d'action supérieur a celui du cromoglycate
de sodium utilisé comme médicament en empéchant la libération de I'histamine et d'autres

substances endogeénes qui causent I'asthme[48].
11.8.2.8.D’autres effets biologiques

Les flavonoides peuvent aussi empécher le diabete ou du moins le réduire en inhibant
I'enzyme aldose réductase [49]. Ong et Khoo ont reporté que la myricétine possede un effet
hypoglycémiant chez des animaux diabétiques[50] .

Certains flavonoides peuvent entraver l'athérosclérose et par conséquent réduisent le

risque des maladies cardiovasculaires [51].
11.9.Biodisponibilité des flavonoides

Les flavonoides présentent ainsi des propriétés bénéfiques biologiques et antioxydants.

Cependant la qualité nutritionnelle et les effets systémiques des flavonoides dépendent de leur

absorption au niveau du tractus digestif.

Peu d’études systématiques ont été menées sur la pharmacocinétique des flavonoides
chez I’homme. Toutefois, d’aprés des expériences menées sur des flavonoides provenant de
I’alimentation, il apparait que leur absorption est faible et implique des mécanismes encore
mal connus. Seuls les aglycones sont supposées étre absorbables, alors que les glycosides,
doivent subir I’hydrolyse de leur liaison osidique par 1’action de la microflore intestinale pour
leur permettre d’étre absorbés au niveau du colon. Les principaux sites de métabolisme sont la
flore intestinale et le foie. Les métabolites glucuro- et sulfoconjugués des flavonoides
absorbés sont ¢liminés principalement par la bile, I’excrétion urinaire ne représentant que 3a 6

% de I’élimination totale [52].
11.10.L"intérét des flavonoides
1-Le rodle physiologique des flavonoides

eLes flavonoides sont universellement présents dans la cuticule foliaire et dans les cellules
épidermiques des feuilles, et sont susceptibles d'assurer la protection, du tissu contre les effets

nocifs du rayonnements UV.
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eLes pigments responsables de la coloration des fleurs représentent des signaux visuels qui
attirent les animaux pollinisateurs. La plupart de ces pigments sont des anthocyanes, des
aurones et des chalcones.

eD'autres flavonoides incolores tels que les flavonones et les flavonols interagissent avec
les anthocyanes pour altérer, par copigmentation la couleur des fleurs et des fruits.

eInduction des génes NOD: Chez les legumineuses, les flavonoides sont des composés
indispensables a I'établissement de la symbiose entre les bactéries de type Rhizobium et leurs
plantes hotes. Un certain nombre de flavonoides qui peuvent étre présents dans les racines ou
dans les exsudants racinaires vont activer directement les protéines régulatrices NOD de la
bactérie en la fixant sur la bacterie.

eDéveloppement , germination et croissance du tubepollinique: des études ont montré que
les flavonoides jouent un réle dans la production sexuée, ils s'accumulent dans les antheéres et
les pistils.
Certains flavonols sont capables de stimuler in vitro la germination du pollen et la croissance

du tube pollinique.
2-Biologique

Parmi les agents qu'ont des activités antimicrobiennes, les flavonoides dont les études
ont leurs prouvé ces actions:

oll a été montré que les composes flavoniques, les moins polaires, c-a-d les moins
substitués par des groupements hydroxyles sur le noyau B sont les plus actifs vis-a-vis, les
micro-organismes.Cela est renforcé par la découverte que la méthylation des flavonoides
augmente l'activité antibactérienne contre Staphyloccocus aureus.

eAinsi il a été montré avec les bactéries Actionomyces viscousus, Staphyloccocusque la
présence des groupes hydroxyles sur les noyaux A et B essentiellement (5-OH), en plus une
substitution aliphatique sur le noyau A détermine l'activité antibactérienne des flavones .

el es dérivés glucosyles de la quercétine et de la quercétagetine ont montré des activités
antimicrobiennes considérables contre les micro-oganismes pathogeénes.

eLa présence des groupements hydroxyles libres dans les positions 3,3, et 5' est

indispensable pour I'activité antimicrobienne contre S. aureuset Proteus vulgaris.

-
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3-Importance des flavonoides dans les interactions insectes — plantes: alimentation et
ponte

Jeffrey Harborne et ses collegues ont été chargés de rassembler la majorité des données
sur le réle des flavonoides dans les interactions insectes-plantes. Il est clair que les insectes
peuvent discriminer les flavonoides et que ces composés peuvent moduler le comportement
alimentaire et de ponte des insectes, mais des travaux supplémentaires sont nécessaires pour
comprendre les mécanismes neuronaux associes a ces réponses comportementales. Malgré la
richesse des données sur la diversité des flavonoides dans les plantes, trés peu de ces
composes ont été testés contre les insectes et leur réle dans I'évolution de la gamme d'hétes
dans les interactions insecte-plante n'a pas encore été  déterminé[50].

-
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I11.1. Extraction, isolement, purification et analyses structurales des flavonoides

I11.1.A. patrie théorique
111.1.A.1. Extraction des flavonoides
I11. 1.A.1.1. Extraction solide-liquide

L’extraction solide-liquide est une opération de transfert de matiére entre une phase qui
contient la matiére a extraire «solide», et un solvant d’extraction «liquide». Le but de cette
opération est d’extraire et de séparer un ou plusieurs composants mélangés a un solide dans un

solvant.

L’extraction est une étape nécessaire et présente dans de nombreux procédés de fabrication
dans les différents domaines industriels relevant de la pharmacie, de la cosmétique, de la parfumerie

et de I’agroalimentaire [54].
I11.1.A.1.1.1.principe

L'extraction solide-liquide (SLE) est I'une des techniques les plus utilisés dans l'industrie des
plantes médicinales et aromatiques. Elle repose sur le passage des principes actifs, présents dans la

matiére végétale, dans un solvant liquide par diffusion et dissolution (Schéma01).

La macération, l'infusion et la décoction sont des méthodes d'extraction solide-liquide

Schematic extraction — before extraction (left) and after extraction (right):
1 solvent, 2 extraction material (solid carrier phase with transition component), 3 transition component,
4 depleted solid carrier phase, 5 solvent with dissolved transition component

Schéma0l : Schéma de I’extraction avant et aprés la macération.

I11. 1.A.1.1.2. Extraction par macération

La poudre de la plante médicinale est macérée a température ambiante pendant quelques
heures & une nuit dans des solutions aqueuses des solvants : éthanol, acétone, méthanol [55].
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I11. 1.A.1.1.3. Filtration

La filtration est une méthode mécanique utilisée pour séparer un solide d’un liquide ou d’un

gaz en faisant passer le mélange par une membrane ou un chiffon fin, par ’aide d’un entonnoir.

La filtration est une séparation selon le diamétre des particules solides de différentes tailles,
qui sont dispersées dans un liquide. La difféerence de pression force le liquide a passer a travers le

filtre alors que les particules solides restent a la surface.

I11. 1.A.1.1.4. Filtration sous vide

La vitesse de filtration est augmentée par la création d’une dépression en aval du matériau
filtrant (Figure 07). C’est le mode de filtration utilisé d’une maniére courante pour les verres frittés
et les membranes filtrantes. Des entonnoirs spéciaux adaptés sur une fiole a succion, dans laquelle
on crée une dépression, sont utilisés. L’entonnoir est adapté sur la fiole par I’intermédiaire d’un

cbne en caoutchouc, qui collera a la fiole et I’entonnoir lorsque la dépression est établie.

~— support = mélange a filtrer

/ — filtre en papier

-------- ——— filtre Buichner

- joint conique

fiole a vide
trompe a cau h)L

P

Figure 07 : montage de filtration sous vide.

filtrat -

I11. 1.A.1.2. Extraction liquide-liquide

L’extraction liquide-liquide est une technique de séparation largement utilisée a 1’échelle
industrielle, dans des domaines aussi variés que I’hydrométallurgie classique, I’industrie nucléaire,
la pétrochimie, 1’industrie pharmaceutique ou encore l’industrie agroalimentaire. Bien que le
principe de cette technique soit relativement simple, les séparations qu’elle permet de réaliser sont

en réalité le résultat de la conjonction d’un grand nombre de phénoménes physico-chimiques [56].
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1. 1.A.1.2.1.Principe

L'extraction liquide-liquide est une opération qui permet la séparation d'un ou plusieurs
constituants par l'utilisation de leur distribution inégale dans deux liquides pratiquement non-

miscibles.

Géneéralement on met en contact intime la .solution d'alimentation, contenant les constituants
a séparer (solutés) avec un autre solvant appelé solvant qui extrait préférentiellement un ou
plusieurs des solutés. Le solvant qui contient alors le ou les solutés est désigné sous le terme :
d’extrait, la solution d'alimentation ayant perdu la majeure partic de ces mémes constituants est

appelé raffinat.
En pratique I'utilisation d'un procédé liquide-liquide requiert deux opérations successives :

e Une mise en contact intime des deux liquides durant un temps suffisant a I'obtention de
I'équilibre pendant lequel le ou les solutés sont transférés de la phase d'alimentation dans le solvant ;
a I'équilibre, le rapport des concentrations du soluté dans I'extrait et le raffinat , appelé coefficient
de distribution, donne une mesure de I'affinité relative du soluté pour les deux phases.

o Apres leur contact, une séparation ultérieure des deux liquides (extrait et raffinat).

Méme si le principe de I'extraction liquide-liquide parait simple, sa mise en place est assez
complexe. Comme nous allons le voir, il faut successivement choisir le soluté, le systéeme liquide-

liquide, le procédé et enfin I'appareil qui donneront les meilleures performances.
1. 1.A.1.2.2. La décantation

La décantation est une opération de séparation mécanique, par différence de gravité de phases
non-miscibles dont I'une au moins est liquide. On peut séparer des phases liquides, une phase solide

en suspension dans une phase liquide...
la décantation consiste a séparer 2 liquides non miscibles (qui ne se mélangent pas) entre eux.

Le liquide le moins dense (a) reste en surface.
Le liquide le plus dense (b) se retrouve en bas.

-
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Il pourra étre retiré par le bas en ouvrant le bouchon (appel d’air) .

) Introduction du solvant () Extraction @ Sséparation
guver;pr et phase organique :
— uiooine solvant S
support < ;
i |y —— A / g{rs du + espéce extraite
YOS > égazage ™ \
M 1 \\ solvant § L\
" ) \ \L agitation
ampoule N
a décanter \ \ - phase -
solution aqueuse : \ ) |+——— aqueuse _.1
eau + espece \ \\_ / (solvant : eau) ‘
a extraire N \ <o ,,T.,.
o !
] ; t intenu 3 T
‘ 1 '« bécher bouchon mainten ‘ j j‘]
ala main
=l =1 .

s Les différentes étapes
% Ou se trouvent les phases aqueuse et organique ?

Deux possibilités :
On connait la densité du solvant organique utilisé.

On peut facilement en déduire quelle est la phase organique et quelle est la phase aqueuse.

La phase de densité supérieure constitue la phase inférieure.

Dans le cas contraire il faut réaliser le test a la goutte ~ d’eau. Si la goutte d’eau semble

« tomber » dans la phase supérieure, cette phase ne présente aucune

affinité pour I’eau. C’est donc la phase organique [57].
111. 1.A.1.3. L’évaporation des extraits
1. 1.A.1.3.1. Principe de I'évaporateur rotatif

L'évaporateur rotatif (ou rotavap, ou rotavapor) est un appareil utilisé en chimie afin de
distiller rapidement des solvants, dans le but de concentrer partiellement une solution ou pour

concentrer a sec (on enleve tout le solvant) une solution ou une suspension.
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Cet appareil permet d'éliminer rapidement un solvant volatil par évaporation. Le principe est

basé sur I'abaissement du point d'ébullition avec la pression (schéma 02).

Janne de éfrigérant
ermeture O O

Entrée d’ eau

N

/ \\ /-__________, Vide

Sortie d’eau \

Ballon de z%/l\\

récupération

/N ]

O

Schéma02 : schéma de I'évaporateur rotatif .

Placer la solution contenant le solvant a évaporer dans le ballon 1 et le mettre ensuite sous
rotation. Ouvrir le robinet d'eau froide relier au réfrigérant. Fermer ensuite la vanne reliant le
montage a la pression extérieure (vanne de fermeture) et faire le vide a l'intérieur de I'appareillage a

I'aide d'une trompe a eau.

Si I'évaporation n'est pas assez rapide, plonger le ballon 1 dans le bain marie d'eau chaude.

Procéder a I'évaporation jusqu'a disparition complete du solvant.

Ouvrir la vanne de fermeture pour remettre la pression atmosphérique a l'intérieur du

dispositif. Couper I'eau du réfrigérant et de la trompe a eau.
I11.1.A.2. Contrdle et analyse par la chromatographie sur couche mince

La chromatographie est une méthode physique d’analyse basée sur la séparation de
constituants d’un mélange; les différents constituants de ce mélange appelés solutés sont séparés et
entrainés par un fluide (un liquide ou gaz) que 1’on appelle phase mobile; ils interagissent ou au
contraire n’interagissent pas avec une phase fixe que I’on appelle phase stationnaire qui exerce sur

eux un effet retardateur. L’origine du mot chromatographie vient peut-étre de la séparation de
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composés colorés puisque chroma (Kpwopo) en grec, signifie couleur et graphe in signifie
écrire[55].

1. 1.A.2.1. Principe

La chromatographie sur couche mince (CCM) repose principalement sur des phénomeénes
d’adsorption: la phase mobile est un solvant ou un mélange de solvants, qui progresse le long d’une
phase stationnaire fixée sur une plaque de verre ou sur une feuille semi-rigide de matiére plastique
ou d’aluminium.aprés que 1’échantillonnait été dépose sur la phase stationnaire, les substances

migrent & une vitesse qui dépend de leur nature et de celle du solvant.
1. 1.A.2.2 Appareillage

La cuve chromatographique: un récipient habituellement en verre de forme variable; fermé par
un couvercle étanche.

La phase stationnaire: une couche d’environ 0,25 mm de gel de silice ou d’un autre adsorbant
est fixé sur une plaque de verre ou une feuille de matiere plastique ou d’aluminium a I’aide d’un
liant comme le sulfate de calcium hydraté, I’amidon ou polymere organique.

L’échantillon: environ 1 pl de solution diluée(2 & 5% de meélange a analyser) déposé en un point
repére au-dessus de la surface de 1’¢éluant.

L’¢éluant: un solvant purou un mélange, il migre lentement le long de la plaque en entrainant les
composants de I’échantillon.

La figure représente les principaux éléments d’une séparation CCM.

O
Q0

O {3 B
¢ Cowvercle
l&<— Cuve
——— Atmosphére saturée en
vapeur de solvant
©
--4—— Phase mobile

La figure 8 : les principaux éléments d’une séparation CCM.

(@) Cuve chromatographique ; (b) plaque CCM ;(c) schéma d’un montage CCM.
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111.1.A.2. 3.Autres méthodes chromatographie
I11. 1.A.2. 3.1. Chromatographie sur colonne

Chromatographie sur colonne (C. C) Alors que toutes les autres méthodes
chromatographiques sont habituellement employées pour 1’analyse, la séparation ou la purification
de faibles quantités de produits, la C.C peut étre une méthode préparative ; elle permet, en effet, la
séparation des constituants d’un mélange et leur isolement, a partir d’échantillons dont la masse

peut atteindre parfois jusqu’a plusieurs grammes [59].
I11. 1.A.2. 3.2. La chromatographie sur papier Wattman

Cette technique de séparation repose sur le phénomeéne de partage des constituants d’un
extrait entre la phase stationnaire et la phase mobile. Elle utilise une phase stationnaire constituée
par 1’eau elle-méme absorbée par la cellulose du papier ou liée chimigquement a elle. La phase
mobile est le plus souvent un mélange treés polaire de solvants organiques et de I’eau, qui entraine
les molécules séparées avec des vitesses différentes, selon leur degré d’affinité vis-a-vis des deux
phases. Elle est généralement appliquée pour la séparation et parfois la purification des produits en

faible quantité, soit en mode monodimensionnel ou bidimensionnel [60].
I11. 1.A.3. Caractéristiques spectrophotométrique
I11. 1.A.3.1. Spectrophotométrie UV-visible

Les végétaux flavonoides pigments chromophores capables d’absorber sélectivement une
partie de la lumiere. Les fonctions chimiques responsables de cette absorption sont constituées de
liaisons riches en électrons délocalisés ou de la conjugaison de celles-ci. L’étude de ces propriétés
chromatiques se fait par le biais de la spectrophotométrie UV-visible. Cette méthode physique
simple et rapide tres utilisée dans la détermination du squelette flavonique, ainsi que la position des
substituant. L’identification des flavonoides grace aux spectres UV dans le méthanol et en présence
de réactifs s’appuie sur les données de la littérature décrites par Mabry et al. (1970), Markham
(1982) et Voirin (1983). En effet, le spectre d’absorption d’une structure flavonique présente deux

bandes d’absorptions essentielles (figure 9) :

- La bande I située a entre 300 et 400 caractérise la forme cinnamoyle de la molécule.

- La bande I située a 240-285 nm est attribuée a sa forme benzoyle.

.
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'i.l' | |

Bande d'absorption Bande d'absorption de
de la partie benzovle la partie cinnamoyle

Figure 9 : Les bandes caractéristiques d’un squelette flavonique

L’augmentation du nombre d’hydroxyle sur le noyau B se traduit par un effet bathochrome de

la bande I ; il en est de méme pour la bande | en relation avec le noyau A. De plus, la bande II

apparait sous forme d’un pic unique ou un pic accompagné d’un épaulement, selon que le noyau B

est hydroxylé en position 3’ ou dihydroxylé en position 3’et 4’. L’emploi de réactifs 13 tels que la

soude, I’acétate de sodium, 1’acide borique, le chlorure d’aluminium et I’acide chlorhydrique;

permet de localiser les groupements hydroxyles libres ou substitués sur une molécule

flavonique[61]

Tableau 04 : Principales caractéristiques des spectres UV-Visible des flavonoides

Bande Il Bande | Types de flavonoides
250-280 310-350 Flavones
250-280 330-360 Flavonols substitués en C3
250-280 350-385 Flavonols
Isoflavones
310-330
245-275 Isoflavones (5-desoxy-6,7-

(épaulement pic a 320) )
dioxygénes)

Flavanones et

275-295 300-330Epaulement ]
Dihydroflavonols
230-270
o » 340-390 Chalcones
(Faible intensité)
230-270 380-430 Aurones
270-280 465-560 Anthocyanes
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Tableau 5 : Principales caractéristiques spectrales UV-Visible des flavonoides en présence des

différents réactifs

Diminution d’intensité avec le temps

Spectre se décompose avec le temps

Réactifs Déplacements en nm Interprétations
Bande | Bande 11
MeOH 310-350 250-280 Flavones
330-360 250-280 Flavonols(3-OH substitué)
350-380 250-280 Flavonols (3-OH libre)
NaOH +45 a 65 Bl avec stabilité 4’0OH
d’intensité
+50 a 60 avec diminution 3’.4’-di OH
d’intensité
Faible déplacement avec 4> —OMe
diminution d’intensité
Absence de pic entre 320-335 7-OR
Apparition d’un pic entre Bl et BII 7-OH
Transformation de Bl en une inflexion | 5-OH
AICIl3 +MeOH +20 a 45 5-OH
+60 3-OH
AICIs+HCI / AICIz | -30 445 3’,4> —di OH
-10 3’ ,4’-OH,0OMe
-20 3°,4°,5-tri OH
AICI3+HCI /MeOH | +35a 55 5-OH
+17a 20 5-OH
NaOAc / MeOH +20a 80 7-OH
Déplacement trés faible 7-OR

6,7 ;7,8 ou 3’ ,4’-di-OH
5,6,7;5,7,8 ou3,34tri
OH

NaOAc +H3BOs /
MeOH

+12 2 36
+5a10

3’,4’-di OH
6,7 ou 7,8 —di OH
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I11. 1.A.3.2. Spectrométrie de masse

Cette technique est utilisee pour confirmer mais aussi pour finaliser (pas toujours) 1’ébauche
structurale obtenue grace aux données des Rf et des données de 1I’UV-Visible. Parmi les

informations d’ordre structural qu’on peut y tirer, on citera :

- La détermination du pic moléculaire qui permet d’apprécier globalement le nombre et la nature
des substituant hydroxyles ou méthoxyles; cette détermination dans le cas complexes peut étre
effectuée a haute résolution permettant ainsi d’accéder avec une extréme précision a la formule
brute de la molécule étudiée.

- La détermination des pics de fragmentation qui vont fournir des indications sur

la répartition des substitutions entre les noyaux A et B.

- La détermination de la nature et le site d’attachement des sucres dans les "O" ou "C"

glycosides[62].
I11. 1.A.3.3. Spectrométrie de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

La spectrométrie de Résonance Magnétique Nucléaire trouve un grand emploi pour la
détermination des structures flavoniques plutdt compliquées . C’est une méthode précise et efficace,
mais exige une grande quantité de produit ; Simplement, a I’inverse des autres techniques, elle est

non destructive.

Il existe la RMN monodimensionnelle et la RMN bidimensionnelle :
RMN monodimensionnelle
RMN du proton (RMN 1H)

Elle informe sur I’environnement des différents protons flavoniques qui résonnent

généralement entre 6 et 8 ppm; elle permet de connaitre [62,63].

- La position et le nombre de divers protons porté par le flavonoide.
- Le nombre de substituant méthoxyles porté par le squelette flavonique.

- Le nombre et la nature des sucres liés a I’aglycone.
RMN carbone -13

Donne des informations utiles et parfois nécessaires pour mieux identifier la molécule
telles que [62] :
- Le nombre total d’atomes de carbone du composé flavonique ainsi que leur

environnement.

.
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- La connaissance de type des liaisons —C et / ou —O- sucres.
RMN bidimensionnelles (RMN — 2D)

Les expériences de RMN-2D reposent sur une succession de trois intervalles de temps, le
temps de préparation, le temps d'évolution et le temps de détection. Dans certaines autres

expériences, il peut s’ajouter une autre période avant la détection, c’est le temps de mixage [64].
I11. 1.A.3.4. Spectroscopie infrarouge (IR)

Les spectres d’absorption infrarouge sont enregistres au moyen d’un spectrométre Bruker
IFS55. Tous les échantillons liquides ont été analyses sous forme de film de produit pur entre deux
plagues de NaCl ou sur une pastille de Zinc-Sélénium (neat). Les échantillons solides sont soit
dissous dans du dichloromethane et analyses sous forme de film par évaporation du solvant, soit
broyés et mélanges avec du KBr et analyses sous forme de pastille. Toutes les valeurs de fréquence

sont exprimées en cm™. Seules les bandes caractéristiques sont décrites.
111.1.B Partie expérimentale
111.1.B.1. Extraction solide-liquide

300g de matiere végeétal broyé est soumis a une extraction par macération dans le mélange
(éthanol / eau) (70/30: v/v) pendant24 heures a tempeérature ambiante. Les macéras sont  reunis
puis ils sont filtrés sur Biichner. Les filtrats sont évaporés presque a sec au moyen d’un évaporateur
rotatif a une température de 45 °C. Le résidu obtenu est de nouveau mis a une deuxieme macération
pendant 24 heures avec la quantité d'éthanol récupéré. L'extrait obtenu apres filtration est concentré

a sec sous pression réduite pour éliminer I'éthanol.

.
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Figurel0: macération de la matiere

végétale

Figure 11: filtration de la matiére végétale

Figurel2 : extrait hydro-alcoolique

Figurel3 : évaporation du filtrat
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Le protocole général de cette opération est schématisé ci-dessous (schéma 03).

Extrait
etheropétrolique

Extrait
chloroformique

Extrait d'acétate
d'ethyle

Extrait n-
Butanolique

300g de

matiére seche

Macération dans (EtOH/H20;70/30)
Filtration (extrait hydro alcoolique)

Evaporation sous vide
Phase ague

concentrée

Extraction Lig-lig avec Ither de pétrole
100 ml

Le réside
aqueux

Extraction Lig-lig avec chloroforme 150 ml
Evaporation sous vide

Le réside
aqueux
Extraction Lig-liq avec I'acétate d'éthyle
200m (3fois)
Evaporation sous vide

Le réside
agueux

Extraction Lig-liq avec n-butanol 200ml (2
fois)
Evaporation sous vide

Le réside
aqueux

Schéma 3 : schéma générale de protocole de I’extraction.

E
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111.1.B.2.Extraction liquide-liquide

Dans cette étape 1’extrait obtenu est soumis a une extraction liquide-liquide, on procede la
décantation par ordre de polarité croissante des solvants :
v’ Affrontement par éther de pétrole
v Affrontement par chloroforme
v' Affrontement par acétate d’éthyle
v

Affrontement par n-butanol

Tableau 6 : Certaines propriétés physiques et chimiques des solvants utilisées dans la décantation .

Le solvant Formule brut Point d’ébullition La densité en
en C° g /cm®

éther de pétrole CH3-(CH2)N-CH3 60 0.65

chloroforme CHCl; 61 1.49

par acétate d’éthyle C4HgO,, 77 0.90

n-butanol C4HyOH 177 0.80

Ces affrontements se font dans des ampoules a décanter, la phase aqueuse et le solvant sont
agités énergiquement puis laissés a la repose pendant 30 minutes, la phase aqueuse et la phase
organique (qui est chargée de molécules spécifiques) sont récupérées séparément. Les différentes
phases récupérées sont évaporées a sec sous vide & 50°C ; puis sont séchées a 1’air libre et les

extraits obtenus sont ensuite stockés a une température ambiante jusqu’a leur utilisation.
111.1.B.2.1. Extraction par I’éther de pétrole

L’éther de pétrole est un composé de la famille des essences hydrocarbures, sa formule
générique : CHs-(CH)n-CH3, encore  appelée « essence» est un solvant apolaire aprotique, il

permet d’éliminer la chlorophylle et les lipides.

On introduit 150 ml d’éther de pétrole dans I’ampoule a décanter contenant la phase aqueuse,
apres 1’agitation et la décantation des deux phases avec répétition pratique de deux fois ,on récupere
dans un ballon la phase organique supérieure (d’éther de pétrole) de couleur vert mais elle est

éliminée car elle ne contient que des matiéres grasses, des chlorophylles et des impuretés.(figure 14 )

.
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Phase étheropétrolique

Phase aqueuse

Figure 14: I’extraction liquide-liquide avec I’éther de pétrole.

111.1.B.2.2. Extraction par le chloroforme

Le chloroforme est un composé organique de formule CHCIs est un solvant de polarité
moyenne, ce liquide incolore, dense et de golit sucré. Aprés traitement a 1’éther de pétrole pour
éliminer les graisses et les cires, la phase aqueuse est extraite au chloroforme.

On ajoute 200 ml de chloroforme a la phase aqueuse, apres agitation et décantation des deux
phases, on récupere dans un ballon la phase organique inférieur (de chloroforme) de couleur jaune

clair (figure 15) .

Phase aqueuse

Phase chloroformique

Figure 15 : I’extraction liquide-liquide avec le chloroforme.

111.1.B.2.3. Extraction par I’acétate d’éthyle

L’acétate d’éthyle est un liquide, de formule C4;HgO, a I’odeur caractéristique fruitée.

C’est un ester résultant de I’éthanol et de I’acide acétique utilisé principalement comme solvant.
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on ajoute 200 ml d’acétate d’éthyle a la phase aqueuse traitée par le chloroforme et contenue
dans I’ampoule a décanter, apres ’agitation et décantation des deux phases avec répétition pratique
de trois fois pour avoir les flavonoides polaires (flavonoide aglycones et mono-glycosides), on
récupére dans un ballon la phase organique supérieure (d’acétate d’éthyle) de couleur jaune

(figurel6) .

Phase d’acétate d’éthyle

Phase aqueuse

Figure 16 : I’extraction liquide-liquide avec I’acétate d’éthyle

111.1.B.2.4. Extraction par n-butanol

Le n-butanol ou l'alcool n-butylique ou le butanol normal est un alcool primaire de formule

chimique C4HyOH.

On ajoute 200 ml de n-butanol a la phase aqueuse traité par 1’acétate d’éthyle et contenue
dans I’ampoule a décanté, aprés des deux phases avec répétition pratique de trois fois pour avoir les
flavonoides plus polaires (flavonoides di glycosides), on récupére dans un ballon la phase organique

supérieure (de n-butanol) avec une couleur marron clair.(figure 17 ).

-..-

> ~

Phase organique

Phase aqueuse

Figure 17 : Pextraction liquide-liquide avec le n-butanol.
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111.1.B.3. L’évaporation des extraits
On passe a I’évaporation des extraits (chloroforme, acétate d’éthyle et n-butanol) (figurel8,
19,20 ) pour éliminer les solvants organiques. L’évaporation des extraits précédents a été faite a

I’aide d’une évaporation rotative.

Figure 19 : I’extrait d’acétate d” éthyle (en couleur vert clair)

Figure 20 : ’extrait de n-butanol (en couleur jaune foncé)
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111.1.B. 4. Chromatographie sur couche mince CCM

Les deux extrait obtenus (acétate d’éthyle et n-butanol) ont été analysés par chromatographie
sur couche mince CCM, cette analyses ont été effectuées avec des plaques de gel de silice a

I’emploi (0.25 mm d’épaisseur), sur support semi-rigide en aluminium.

1- Préparation de la cuve chromatographique

- remplir la cuve chromatographique du mélange de solvants (hauteur = 0,5 cm).

Les systemes d’élution utilisés pour I’extrait d’acétate d’éthyle et n-butanol sont représentés dans
le tableau suivant :

Tableau 7: systéme d’¢élution pour I’extrait d’acétate d’éthyle et n-butanol

Extrait d’acétate d’éthyle / Extrait de n-butanol

Eluant Volume (ml)

Sysl : Toluene/Ethanol/Méthyle (4/313)
éthyle cétone (butanone)

Sys2 :H,0 /Méthanol/ Meéthyle (0.1 /1/7)
éthyle cétone

Sys 3 : H,O / Ethanol/Butanol/Acide (0.1/1/1.5/3)

acétique

- la recouvrir, afin que I’atmosphére dans la cuve reste saturée en vapeurs d’éluant.

2- Dépot de I’échantillon sur la plaque

- sur la plague chromatographique, tracer au crayon de papier un trait horizontal a 1 cm environ
du bord inférieur. Ce trait ne doit pas tremper dans le solvant d’élution contenu dans la cuve.

- déposer sur le trait, a I’aide de cure-dents, a 0,5 cm d’intervalle, une microgoutte de :

© extrait d’acétate d’éthyle.

° extrait de n-butanol.

- laisser sécher les taches a I'aide d'un seche-cheveux.

3 - développement de la chromatographie

- déposer la plaque verticalement dans la cuve et la couvrir.

-lorsque le solvant a atteint les % environ de la hauteur de la plaque (1 cm du bord supérieur),
sortir la plaque de la cuve.

-les plaques ont été observees sous lampe UV-visible 254 nm et 360 nm.

-les taches de couleur sont entourées d'un crayon pour calculer Rf.

-
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Les composés de I'échantillon sont illustrés sur les chromatogrammes suivants :
e Analyse d’extrait d’acétate d’éthyle

Chromatogramme 1 :

Marron

Jaune

Bleu

Jaune

Figure 21 :sysl : Toluéne/Ethanol/Méthyle Ethyle cétone (4/3/3) pour I’extrait d’acétate
d’éthyle

Chromatogramme 2 :

Marrom

Jaune

Jauns

Figure 22 : sys2 :H,O /Méthanol/ Méthyle éthyle cétone (0.1 /1/7) pour I’extrait d’acétate
d’éthyle

Chromatogramme 3 :

Mauve

Figure 23 : sys 3 : H,O / Ethanol/Butanol/Acide acétique (0.1 /1/1.5/3) pour I’extrait d’acétate
d’éthyle
4-1/ Les valeurs de R¢ des taches :
R¢=d/D
d : distance parcourue par le constituant

D : distance parcourue par le front de I’¢luant (D=5 cm)

E
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Les valeurs de R¢ pour I’extrait d’acétate d’éthyle sont réunies dans le tableau suivant.

Tableau 8: les valeurs de Rf de 1’extrait d’acétate d’éthyle.

Le systéme d’élution Les taches Les valeurs de R¢
Sysl : Marron 0.90
Toluene/éthanol/méthyle  jaune 0.80
éthyle cétone bleu 0.32

jaune 0.10
Sys2: Marron 0.94
H,O /Méthanol/ Meéthyle jaune clair 0.82
éthyle cétone jaune foncé 0.56
Sys3: H,O/ Ethano |/ Mauve 0.80
Butanol/Acide acétique vert 0.60

e Analyse d’extrait n-butanol

Chromatogramme 1

Bleu

Jaune

Figure 24 :sysl Toluéne/Ethanol/Méthyle éthyle cétone (4/3/3) pour I’extrait de n-butanol

Chromatogramme 2 :

Figure 25 : sys2 :H,0 /Méthanol/ Méthyle éthyle cétone (0.1 /1/7) pour I’extrait de n-butanol
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Chromatogramme 3 :

Vert
BSleu

Marron

Mauve

Figure 26 : sys 3 : H,0O / Ethanol/Butanol/Acide acétique (0.1 /1/1.5/3) pour I’éxtrait de n-

butanol

4-2/ Les valeurs de Rs des taches

Les valeurs de R pour I’extrait de n-butanol sont réunies dans le tableau suivant.

Tableau 9 : les valeurs de Rs de I’extrait de n-butanol

Le systéeme d’élution Les taches Les valeurs de R¢
Sysl: Bleu 0.44
Toluene/éthanol/méthyle jaune 0.18

éthyle cétone

Sys2: Marron 0.78
H,O /Méthanol/  Méthyle mauve 0.70
éthyle cétone vert 0.46

bleu 0.40
Sys 3: H,O/ vert 0.60
Ethanol/Butanol/Acide bleu 0.50
acétique marron 0.40

mauve 0.26

5- discussion des résultats

D’apres les valeurs de Rf et de couleurs des taches on a pu déduire que notre espéce extraite par
’acétate d’éthyle et n-butanol contient les flavonoides suivants :

0.00< Rf<0.25 : les polyhydroxyflavones.

0.30< Rf<0.50 : ’oligohydroxy et les oligométhoxyflavones.

0. 50< Rf<0.75 : les flavonones, les flavonols et les méthoxyflavones.
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Pour les différents tests de la chromatographie sur couche mince, le but de I’utilisation de plusieurs
systémes d’élution et de savoir le bon éluant, ¢’est-a-dire le systeme qui donne une bonne séparation dans

I’objectif de I'utiliser dans la chromatographie sur colonne.

* Pour I’extrait acétate d’éthyle le meilleur systéme est: Toluene/éthanol/méthyle éthyle

cétone (4/3/3).
»  Pour ’extrait n-butanol les meilleurs systemes sont : H,O /Méthanol/ Méthyle éthyle cétone

et H,O / Ethanol/Butanol/Acide acétique.

*La méthode de dilution

On utilisé le protocole suivant pour la dilution de nos extraits :

UeUe L

10

A

Ona:c=m/v; donc ¢;=01/10 c——> c1=0.01 g/ml
ClVi=Cv; =——> ;= Cv1/Vv,=(0.1. 5)/10 =——> ¢,=0.005g/ml

De la méme maniére , on calcule les concentrations restants :

c3=0.0025 g/ml ; €4=0.00125 g/ml

Figure 27 : I’extrait d’acétate d’éthyle dilué. Figure 28 : I’extrait de n-butanol dilué.

E
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111.2.B. Etude de P’activité antibactérienne des extraits

Plusieurs études dans le monde ont signalé Centurium erythraea comme une antimicrobienne,

alors que peu d’étude sur le plan local.

L’étude de Dactivité antibactérienne a été préparée au niveau du laboratoire des analyses
bactériologique de la société hospitaliere de la santé (TOLGA) BISKRA.

Nous donc décidé de I’étudier en testant I’activité de différents extraits de Centurium erythraea sur
deux souches & GRAM négatif et une souche & GRAM positif.

111.2.B.1. Identification des souches bactériennes
111.2.B.1.1. Classification des bactéries

e Bactéries en forme de sphere : les coccies
Coccies Gram positif :Nous avons les genres Staphylococcus, Streptococcus, Micrococcus,
Pneumococcus ,Enterococcus.
Coccies Gram negatif :Nous avons le genre Neisseria.

e Bactéries en forme de batonnet : les bacilles
Bacilles Gram positif :Nous avons les genres Listeria, Erysipelothria, Bacillus, Cynetobacter,
Actynomyces.
Bacilles Gram negatif :Nous avons les genres Enterobacter, Pasteurella, Haemophilus,
Bordetella, Brucella, Francisella, Pseudomonas, Acinetobacter, Vibrion, Campylobacter,

Moraxella, Aeromonas, Escerichia, Klebsiella.Benbrinis soumia.
111.2.B.1.2. Caractéristiques des souches bactériennes utilisées
o 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 CI et pour certains jusqu'a 10 et

méme 15%. lls sont aérobies ou anaérobies facultatifs.

Les staphylocoques sont des germes ubiquistes largement distribués dans I'environnement
naturel de I'nomme, mais ils le sont plus fréguemment et en plus forte densité sur les surfaces

cutano — muqueuses des mammiferes.

Il existe une certaine relation entre les especes de staphylocoques et I'h6te qui les héberge.
Staphyloccocis epidermidis est I'espéce la plus fréquente et la plus abondante sur les surfaces
cutanées de I'nomme. Staphyloccocis aureus est I'espéce prédominante chez I'nomme et autres

mammiferes, la cavité nasale de I'nomme est sa niche préférentielle. Les staphylocoques ont un
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pouvoir pathogéne opportuniste extrémement large qui s'exerce avec une grande fréguence en
milieu hospitalier. L'espéce Staphyloccocis aureus, responsable d'infections pyogenes de la peau et
des muqueuses (furoncle, impétigo, staphylococcie maligne de la face, staphylococcies bulleuses,
etc.), mais aussi osseuses (osteomyélite), digestives (entérocolites post-antibiotiques),
septicémiques. Staphyloccocis epidermidis un agent de plus en plus fréquent d'infections

nosocomiales [65]

Figure 29 : Microscope de bactérie Staphyloccocus aureus

o 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 especes 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 I'espéce Pseudomonas aeruginosa; la pyoverdine, ou pigment vert
fluorescent, soluble uniquement dans I'eau et élaborée en particulier par Pseudomonas aeruginosa
et Pseudomonas fluorescens. Ces bactéries sont capables d'utiliser une variété tres 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 I'attention, du fait de leur pouvoir
pathogene opportuniste. Pseudomonas aeruginosa, l'espece 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
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et les muqueuses de I'nomme ou de lI'animal, il est aussi particuliérement résistant aux antibiotiques

et méme aux antiseptiques. En milieu hospitalier.

Il est a I'origine de surinfections et de suppurations locales ou profondes, isolé essentiellement
chez des patients présentant une immunodéficience locale ou générale (brilés, cancéreux, etc.), et
trés fréquemment impliqué dans les infections nosocomiales (infections pulmonaires, cutanées...).

De méme qu'il est phytopathogéne avec beaucoup d'autres especes du méme genre [65]

Figure 30 : Microscope de bactérie Pseudomonas aeruginosa

. Escherichia coli

Ce genre comprend 5 espéces, mais Escherichia coli est la plus importante. Cette espéce est

subdivisée en sérotypes sur la base des antigenes 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 pathogéne est induit par des facteurs d'adhésion et/ou la production d'entérotoxines.
Escherichia coli entéropathogéne (diarrhées infantiles), Escherichia coli entérotoxinogéne (turista),
Escherichia coli entéroinvasif (invasion des cellules intestinales), Escherichia coli

entérohéemorragique (diarrhées sanglantes), Escherichia coli entéroadhérent (diarrhée du voyageur).

D'autres responsables de meningites néonatales, provoquent des infections du tractus urinaire,

ou encore des septicémies qui correspondent a un nombre restreint de sérotypes [65]).

F
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Plasma membrane

Cytoplasm

" v
> = ST Pili
3 //__/ Flagella
Figure31l : Microscope de bacteérie E.coli figure 32: la bactérie E.coli

111.2.B.1.3. Détermination de ’activité antibactérienne

La manipulation correcte de milieux stériles dans les tubes de culture et de boites de
pétri nécessite des attitudes, des aptitudes et des compétences spéciales . C’est ce qui
justifie le présent manuel de travaux pratiques qui vise a garantir un environnement aseptique lors
de la manipulation des cultures de microorganismes, a travers 1’acquisition des bonnes  attitudes,
aptitudes et compétences.

La procédure générale est la suivante :

- Désinfection de la zone de travail : la zone de travail est d'abord traitée avec un
désinfectant pour éliminer tous les microorganismes qui y sont présents. Cette étape détruit les
cellules végétales des microorganismes et les virus.

- Flambage du tube contenant les cultures : avant d'insérer I’oese ou ’aiguille refroidie dans
un tube de culture, le couvercle du tube est retiré et I'embouchure du tube de culture
passée a la flamme. Une fois que le préléevement a été réalis¢é a Dintérieur du tube,
I'embouchure du tube de culture est & nouveau passée a la flamme, avant la fermeture par le
couvercle.

- Inoculation de plaques de pétri : lorsque la surface de la gélose est ensemencée, le
couvercle est maintenu en diagonale sur le fond de la plaque pour éviter la contamination par l'air
du milieu.

- Désinfection finale : lorsque tout le travail est terminé, la zone de travail est traitée avec un
désinfectant pour s'assurer que tout microorganisme déposé au cours de l'une des procédures

est éliminé.(figure )

.



Chapitre 111 Etude phytochimique et pharmacologique

Figure 33: de milieux stériles .

° Matériel de laboratoire

Dans les laboratoires de microbiologie, divers instruments sont utilisés pour observer et
manipuler les microorganismes d'une fagon sécuritaire. Les petites tailles de ces organismes
vivants ainsi que leur capacité pathogene potentielle, pour certaines espéces, expliquent
l'utilisation de matériel spécialisé ( anse de platine, écouvillon, désinfectant, autoclave, étuve,
etc.).

Tableau 10 : identification de matériels de laboratoire.

Matériel Fonctions

Anse de platine Instrument servant a prélever des
échantillons

Ecouvillon Instrument servant a ensemencer des

microorganismes sur un milieu de culture

Etuve Appareil servant a la croissance des

cultures a des températures adéquates
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L’activité antibactérienne de nos extraits s’est testés en utilisant la méthode de diffusion sur
disques en milieu gélose. La gélose Mueller-Hinton stérile est coulée dans des boites pétries stérile

a4 mm d’épaisseur.
111.2.1.3. 1. Préparation de la boite pétrie

» Laver les mains

laver la surface de travail avec un désinfectant

Placer la gelose MH dans une boite pétri

Prendre un écouvillon stérile et le mouiller avec la solution saline stérile
Déposer I’écouvillon sur la gélose et faire un mouvement de va et vient
fermer la boite de pétri

Laisser a geélifier

YV V V V V V VY

Laver la surface de travail avec un désinfectant.

Figure 34 : gélose Mueller-Hinton Figure 35 : boites de gélose M-H.
111.2.1.3. 2. Inoculum

- A partir d'une culture jeune des bactéries pendant 24h, un inoculum est préparé a partir des
colonies bien isolées dans 5-10 ml d’eau physiologique stérile.
-laisser bien homogénéiser la suspension bactérienne

- ’ensemencement doit se faire dans les 15 min qui suivent la préparation de I’inoculum

Figure 36: les suspensions bactéries préparés.

E
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111.2.1.3. 3. Préparation des disques

Les disques sont préparés a partir de papier wattman n°3, avec un diameétre de 6 mm, ensuite
ils sont rincer bien dans les différents dilutions de nos extraits (d'acétate d'éthyle et n-butanol) et

laisser imbibés le maximum de pendant 15-20 min.

Le témoin négatif était un disque imprégné avec le ethoh.

Figure37 : les disques imbibés dans les extraits.

111.2.1.3. 4. Ensemencement d’une gélose

La technique d’ensemencement est utilisée pour faire 1’étude des bactéries. Elle
consiste a étaler des bactéries sur un milieu de culture solide (gélose) afin de les faire
croitre. On peut appliquer cette technique avec des échantillons variés (bouillon, plaie, etc.).

La technique aseptique d’ensemencement s’applique de la fagon suivante :

> Laver les mains et la surface de travail avec le desinfectant

» Disposer sur l’aire de travail tout le matériel nécessaire en prenant soin d’étre a
’aise pour travailler

> Allumer le bec bunsen

» Prendre I’anse de platine et la stériliser en la passant dans la flamme

Figure 38 : la stérilisation de I’anse de platine.

B
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» Ouvrir le tube de bouillon ( qui contaient la souche ) placé dans la main opposée, avec
le petit doigt de la main qui tient ’anse

»  Stériliser I’ouverture du tube a la flamme

» Insérer I’anse de platine dans le tube (il n’est pas nécessaire de voir du liquide dans

I’orifice)

Figure39 : extraction des bactéries en suspension.

»  Stériliser de nouveau I’ouverture du tube a la flamme et le refermer
» Entrouvrir la gélose et y introduire, sans toucher au bord de la boite

» Déposer I’anse sur la gélose et faire un mouvement de va et vient

Figure 40 : technique d’ensemencement.

» Retirer ’anse et refermer la boite de pétri

» Tourner d’un quart de tour la boite de pétri

E
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» Entrouvrir la boite de pétri de nouveau et y introduire ’anse de platine sans toucher
au bord de la boite

» Déposer I’anse sur I’extrémité de I’étalement précédent et refaire un mouvement de
va et vient

» Retirer I’anse et refermer la boite de pétri

»  répéter deux autres fois et terminer le mouvement de va et vient plus large vers le centre de
la gélose

» Retirer I’anse et refermer la boite de pétri

» Retourner la boite de pétri, couvercle sur la table

» A l’aide d’une pince stérile au bec bunsen, déposer les disques imbibés sur la surface de

gélose

Figure 41 : déposition des disques.

» Placer les boites de pétri dans I’étuve a 37°C pendant 24 heures pour permettre le

développement des microorganismes.

Figure 42 : les boites de pétri dans I’étuve.

E
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» Placer ensuite les boites de pétri dans le réfrigérateur pour ralentir le
développement des microorganismes jusqu'a la prochaine séance de travaux pratiques. Apres
ces différentes manipulations, vérifier la croissance des bactéries.

Remarque

On observe apres l’incubation des zones autour de quelques disque ayant diametres
variables, ce sont des zones d’inhibition ou de sensibilit¢ indique I’action antibactérienne de

I’extrait de la plante vis-a-vis la souche bactérienne.

Résultats et discussion

e Pour Pextrait Acétate d’éthyle :

Figure 43 : les zones d’inhibition de I’extrait d’acétate d’éthyle testée par E. Coli, Pseudo et

Staph.

Apres 24h d’incubation de chaque boite, on mesure le diamétre des zones d’inhibition a 1’aide

d’une régle graduée .les résultats sont présentent dans le tableau suivant :

Tableau 11 : diametres des zones d’inhibition pour D’extrait d’acétate d’éthyle.

Souche bactérienne diameétre en mm Sensibilité des bactéries

A B C D T A B C D T
E. Coli 16 14 13 10 6 ++ ++ o+ + -
Pseudo 18 10 9 8 6 ++ o+ + + -
Staph 16 9 9 9 6 ++ o+ + + -

E
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e  Pour P’extrait n-butanol :

Figure 44 : les zones d’inhibition de I’extrait de n-butanol testée par E. Coli, Pseudo et
Staph.

Apres 24h d’incubation de chaque boite, on mesure la diamétre des zones d’inhibition a I’aide

d’une régle graduée .les résultats sont présentent dans le tableau suivant :

Tableau 12 : diamétres des zones d’inhibition pour I’extrait de n-butanol.

Souche bactérienne diameétre en mm Sensibilité des bactéries

A B C D T A B CcC D T

E. Coli 17 12 10 10 6 ++ 4+ + + -
Pseudo 19 13 12 10 6 +++ + + + -
Staph 20 14 13 11 6 +++ ++ + + -

Comme la relation entre le diametre de la zone d’inhibition et la sensibilité de la bactérie est
donnée comme suit :
(D < 8: labactérie résistant ou non sensible (-)
8<D<14 : la sensibilité est limité (+)
14<D<18: tres sensible (++)

\ D>18 : la bactérie extrémement sensible (+++)

Discussion :

On a observé une bonne activité avec I’extrait de n-butanol vis-a-vis a Staphlococcus et

Pseudomonase avec une zone d’inhibition de 20-19 mm.

E
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Les résultats montrent que :

Touts les souches bactériennes étudiées résistantes ou non sensible pour EtOH.

¢ Escherichia.Coli:
-Sensibilités limités pour touts les dilutions des deux extraits sauf a la solution A et B d’extrait

acétate d’éthyle (trés sensible) aussi la dilution A de n-butanol.

% Pseudomonas aeruginosa :
- extrémement sensible pour la dilution A de n-butanol
- trés sensible pour la dilution A d’acétate d’éthyle

-sensibilité limité pour les dilutions restantes

¢+ Staphylococcus aureus:
- Extrémement sensible pour la dilution A de n-butanol
- trés sensible pour la dilution A d’acétate d’éthyle et pour la dilution B de n-butanol

-sensibilité limité pour les dilutions restantes

.
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Conclusion générale

Conclusion genérale

Les substances naturelles occupent de plus en plusune place de choix en
thérapeutique. En effet, les plantes constituent de véritables usines chimiques dont il faut tirer le

maximum de profit pour le bien étre des populations surtout des plus démunies.

Le présent travail a porté sur 1’étude phytochimique et 'activité biologique (anti bactérienne)
des extraits brut(métabolites secondaires) préparés par une méthode d’extraction (macération) d'une
espéce médicinale Centurium erythraea ./ ’extraction de ces métabolites basée sur leur solubilite

dans plusieurs solvants organiques de polarités différentes.

Nous nous sommes intéressés a 1’étude des substances tres efficaces dans le domaine de la

chimie pharmaceutique en raison de ses propriétés thérapeutiques, a savoir les flavonoides.

Dans la premiére étape de ce travail, nous avons séparé deux extrais purs (I’extrait d’acétate

d’éthyle et ’extrait de n-butanol ), sur la base de solutions de polarisation croissantes.

Les analyses qualitatives effectuées par chromatographie sur couche mince de gel de silice,
suivies par différents systemes d’élution, et aprés exposition au rayonnement ultraviolet, ont montré
de nombreuses taches colorées, signe de la richesse de I'extrait en substances efficaces, des
composés phénoliques.

Dans un deuxiéme temps, nous avons évalué l'effet antibactérien de nos extraits en les
exposant a trois types de bactéries telle que 1I’E-coli, la Pseudomonas et Staphylococcus selon la
méthode antibiogramme, cette étude a montré que la plupart des souches bactériennes testées sont
sensibles aux extraits de notre plante surtout contre la Staphlococcus et Pseudomonase pour

I’extrait de n-butanol.

Nous avons conclu dans cette étude que les deux extraits possédent une capacité

antibactérienne.

Donc notre plante présente des quantités essentielles des flavonoides qui lui permettent

d’entrer dans la thérapeutique naturelle.

g
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Annexe 1

Matériels et produits utilisés :

Récipients et

verreries

Ampoule a
décanter”
Ballon un col
Buchner
Entonnoir
simple
Eprouvettes
graduées
Béchers
graduées
Fioles
erlenmeyer
Fioles a jaugée
Creuser
Tubes a essais
Boites de
pétrie

Cuve

Pipete pasteur

Accessoires

Support
métalliques
Pince

Spatule en acire
Spatule en verre
Tuyaux

Papier paraffine
Papier filtre
Verre de montre
Thermométre
Plaque de gel de
silice

Séchoire

Produits

Eau distilé
Ethanol
Méthanol
Chloroforme
Ether de
pétrole
Acétate
d’éthyle
N-butanol
Toluéne
Méthyle éthyle
cétone

Eau
physiologie
Acide acétique
Gélose
mueller-hinton

Appareillage

Lampe UV
Etuve

Bec benzéne
Evaporateur
rotatif
Autoclave
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Résumé

A la lumiére de cette recherche phytochimique, on a étudié les parties aérienne de la plante Centurium
erythraea qui dotée d’'une grande importance pharmaceutique dans le monde et dont le godt est trés
amer.

On a employé les diverses méthodes d’analyses a savoir: la macération, la décantation et la
chromatographie sur couche mince (CCM) qui ont permit de détecter quelques composés organiques dont
leurs colorations sont : marron, jaune, violet...qui sont des flavonoides.

La méthode de diffusion sur disques en milieu gélosé montre que ’extrait acétate d’éthyle et de n-butanol
possedent une activité antibactérienne sur les souches testées.

Mots clés : Centurium erythraea, macération , chromatographie, flavonoides, L’activité antibactérienne.

)

Abstract

In the light of this phytochemical research, we have studied the aerial parts of the plant

®|(

Centurium erythraea which has a great pharmaceutical importance in the world and whose taste
is very bitter.

Various methods of analysis were used, namely: maceration, decantation and thin layer
chromatography (TLC), which allowed to detect some organic compounds whose colorings are:
brown, yellow, purple ... which are flavonoids.

The disk diffusion method in an agar medium shows that the ethyl acetate and n-butanol extract
have antibacterial activity on the strains tested.

Key words: Centurium erythraea, maceration, chromatography, flavonoids, antibacterial

activity
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