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Résumé :

Cette étude porte sur étude des coumarines de Tilia cordata appartenant a la famille des
Malvacées et I'évaluation de son activité antibactérienne.Un examen chimique de diverses
parties de la plante a été utilisé et les résultats ont révéle la richesse de la plante en composés
biologiquement actifs. Un mélange hydroalcoolique a été utilisé pour extraire la coumarine
des feuilles, suivi d'une extraction liquide-liquide a l'aide de divers solvants. La technique de
ceux-ci a montré la présence de différents types de coumarine, tandis que I'évaluation
antibactérienne a montré une efficacité claire contre Staphylococcus aureus et Pseudomonas
aeruginosa, avec une faible activité contre Escherichia coli. Les résultats confirment
I'efficacité possible de cette plante en tant qu'antibiotique antibactérien naturel.

Mots clés:Tilia cordata, coumarine, extrait de plante, chromatographie sur couche mince,
activité antibactérienne, métabolites secondaires.
Abstract:

This study deals with the study of coumarin of Tilia cordata belonging to the Malvaceae
family and the evaluation of its antibacterial activity. A chemical examination of various parts
of the plant was used and the results revealed the richness of the plant with biologically active
compounds. An agueous-alcoholic mixture was used to extract coumarin from the leaves,
followed by liquid-liquid extraction using various solvents. The technique of those showed
the presence of different types of coumarin, while the antibacterial evaluation showed clear
efficacy against Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa, with weak activity
against Escherichia coli. The results confirm the possible effectiveness of this plant as a
natural antibacterial antibiotic.

Key words:Tilia cordata , coumarin, plant extract, thin-layer chromatography, antibacterial

activity, secondary metabolites.
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Introduction générale

La santé est I'une des choses fondamentales qui intéressent 'hnomme depuis I'Antiquité.
Il vit dans un environnement avec ses divers éléments qu'il influence et dont il est influencé
négativement ou positivement. Parmi ces effets négatifs, il y a I'émergence de nombreux
problémes de santé et maladies, qui ont incité I'hnomme a rechercher des sources de traitement.
Comme il comptait sur la nature pour sa nourriture et ses besoins, il s'est tourné vers elle pour

trouver une solution a ce dilemme. C'est ainsi qu'est née la médecine dite traditionnelle.

La médecine traditionnelle fait référence aux pratiques, approches, connaissances et
croyances en matiere de santé qui incluent des médicaments a base de plantes, d'animaux et
de minéraux, des techniques et des exercices manuels, appliqués individuellement ou en

combinaison pour traiter, diagnostiquer, prévenir les maladies ou maintenir la santé [1] .

La majorite des composés actifs utilisés dans l'industrie pharmaceutique proviennent de
plantes appelées plantes médicinales qui sont divers types de plantes utilisées en
phytothérapie. Ces plantes contiennent un complexe de produits chimiques biologiquement
actifs, qui sont souvent divisés en métabolites primaires et secondaires, qui ont un effet
physiologique sur le corps humain. On les retrouve dans différentes parties de la plante
(feuilles, fleurs, racines, tiges, graines) en quantités variables selon la nature de la plante. Ces

plantes peuvent étre plantées ou cultivées spontanément [2].

Les substances actives sont des composes chimiques naturellement présents dans les
organismes vivants et les especes végétales. Les substances inégales et qui n'ont pas les
mémes propriétés sont essentiellement des métabolites. Ils forment les éléments de base des
médicaments en leur attribuant un effet thérapeutique. Ces substances sont présentes dans
toutes les parties de la plante, ou les récepteurs different d'une partie a l'autre quantitativement

et qualitativement [3].

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques synthétisées par les plantes, les
champignons, les bactéries et les animaux. lls sont classés selon leur origine biologique
(terpenes, composés phénoliques, alcaloides, coumarines, etc.). Différentes classes de ces
composés sont souvent associées a un ensemble limité d'espéces au sein d'un groupe évolutif
et forment le composé biologiqguement actif dans de nombreuses plantes médicinales,
aromatiques, colorées, épicées et aliments fonctionnels. Ils sont utilisés comme bases pour les

médicaments [4].



Dans ce travail, nous avons éetudié la plante médicinale (Tilia cordata) et I'extrait de
coumarine de cette plante. Cette recherche se compose de quatre chapitres :

Le premier chapitre est consacré a l'étude de la plante Tilia cordata, son histoire,
I'nabitat de cette plante, sa répartition dans le monde, les composants et éléments constitutifs
de l'arbre Tilia cordata, sa croissance, sa hauteur et ses utilisations.

Le deuxieme chapitre est consacré a I'étude des métabolites secondaires et en

particulier des coumarines appartenant a leurs types par leurs formules chimiques

Le troisiéme chapitre est consacré a étude de la méthode de criblage phytochimique de
la plante Tilia cordata , analyse par chromatographie sur couche mince et techniques
d'évaluation de I'activité in vitro antibactérienne et le dernier chapitre est consacré au résultats

et discussion.
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Chapitre | : Géneralites sur

la plante Tilia cordata



I.1.Introduction :

Les tilleuls connus sont également connus sous le nom de tilia ou bois de tilleul [01]
dérivé du mot grec "Tilos" qui signifie fibre végétale, en référence a I'écorce. Quant au nom
de l'arbre en grec, c'est"Philyra”. Une autre dérivation a été proposée par Henriksson (1911),
qui a vu Tilia comme dérivée du mot grec "ptilon", qui signifie "Aile", en référence a la
longue coquille inerte des graines de chanvre associées. En vieux norrois, le mot utilisé est
"Lind", qui est dérivé du mot germanique "Lindi", qui signifie flexible et fait référence a
I'écorce interne flexible du tilleul utilisée dans la fabrication de I'écorce de bois [02].

Le tilleul est une plante médicinale [03] appartenant a la famille des malvaceaes [04] sous
la famille des tiliceaes [05,06] comprenant une trentaine d'espéces d'arbres, cing sous-
especes,25 sous-especes et quatre hybrides (sovakova et autres,2012)[07] . Est un genre de
feuilles tombantes [01] est naturellement répandue dans la plupart des régions de I'némispheére
nord tempéré d'Asie, d'Europe et d’Amerique du Nord [08]. Il se caractérise par des fleurs a
I'ardme aromatique caractéristique et au léger got muqueux-sucré [09], et son écorce unique.
Ce sont des arbres d'ornement utilisés pour fournir de I'ombre avec leur forme d'ombre dense

et attrayante [10].

Le tilleul pousse dans des sols frais a moderément humides, ou relativement légers, avec
une teneur moyenne en humus, avec un pH modére ou alcalin [05], le tilleul préfere les sites
riches en calcium [04]. Le tilleul se régénére naturellement a I'ombre des arbres lorsqu'il est
coupé dans des sols librement riches sous forme de grappes dans les foréts grace a la
reproduction végétative, ce qui est trés important pour les grappes poussant en marge de leur
habitat naturel. Cette capacité fait partie de sa stratégie de survie, ce qui lui permet de vaincre
d'autres especes. La production de nouvelles pousses prolonge la durée de vie du tilleul méme

lorsque les arbres plus agées sont endommages [05].

Le tilleul est tres actif, adaptable aux changements environnementaux, capable de résister
a la pollution [10] , améliore I'écologie[04] et peut devenir I'espece dominante dans les foréts
mixtes d'Europe de I'Est (comme les foréts de tilleuls en Russie), et méme des foréts de
tilleuls claires peuvent étre trouvées en fonction des conditions environnementales et de la
situation géographique. Le tilleul peut étre planté en mélange avec d'autres espéces d'arbres a
feuilles larges telles que le hétre, le chéne, I'érable, et se retrouve aussi parfois avec des

coniféeres tels que le SAPIN royal, le pin sylvestre, le SAPIN royal et I'if. Dans les zones



humides, le tilleul est parfois planté mélangé a de I'orme, du fréne, du charme [05]. L'age du
tilleul peut atteindre plus de 1000 ans [04].

Les tilleuls sont généralement de grande ou moyenne taille. En Europe, les arbres Tilia
cordata peuvent atteindre et T. platyphyllus & une hauteur de 40 metres a I'état sauvage. Quant
aux plus hauts tilleuls communs que l'auteur a trouvés en Suede, ils atteignaient 35 métres
(dans le parc de lyckas dans la province de Smaland). La forme du tronc en coupe transversale
varie considérablement ; chez certaines espéces communes de tilleul, il est rond méme chez
les arbres vivaces, tandis que chez d'autres, il est de forme irréguliére avec de larges
saillies[06] , la plante de tilleul est associée a de nombreux symboles, fertilité en Europe,
justice en Allemagne, amitié en Gréce [11] grace a ses nombreuses utilisations dans diverses
traditions et anciennes croyances des pays [12] . Ces arbres ont été utilisés en pharmacologie
et en medecine traditionnelle en raison de leurs effets therapeutiques dans de nombreuses
maladies [04].

1.2.Histoire des tilleuls :

Krylov (1891, 1902) et d'autres auteurs russes (par exemple polozhye et krapivkina 1985;
krapivkina 2009) considerent que le tilleul fait partie des plantes des époques tertiaires
restantes, sur la base de considérations phytogeographiques. Cela suggeére que la lignée
ancestrale de la classification actuelle des tilleuls dans la région pourrait remonter a plusieurs
millions d'années. Les archives de Tilia sont beaucoup mentionnées dans les études
granulologiques (palynologiques) sibériennes des epoques du Trias, ainsi qu'a diverses
périodes de I'ere glaciaire (Polikhovskaya et shchunkov, 2014; Khlonov, 1965)[13] .

Le genre est également bien représenté dans les enregistrements polliniques sibériens de la
période allant de la derniere période interglaciaire (il y a 125 mille ans) a avant la fin du
dernier grand pic glaciaire (qui s'est terminé il y a environ 18-19 mille ans) (Polikhovskaya et
Shunkov, 2014; Markova et al., 2009; Tarasov et coll., 2005), bien que certains de ces
enregistrements soient soupconnés d'étre le résultat de sédiments redéposés a partir de dépots

séculaires de la trilogie (amelin et blyakharchuk, 2016) [13] .

Alors que la plupart des grains de pollen de Tilia se trouvent entre les latitudes de 60° et
65° nord, un grain de pollen appartenant a Tilia a été trouve aussi loin au nord que la mer de
Laptev ( a la latitude 74 ° nord), dans des dépots datés d'il y a 7,2 mille ans (Naidina et Bauch,

2001), une période correspondant au pic climatique de I'Holocéne [13] .



Des tilleuls communs (Tilia x europaea L) ont été plantés dans les jardins suédois a des
fins architecturales depuis au moins le début du XVlle siécle. Et a la fin de ce siécle, elle a
souvent été choisie pour planter des rues dans des jardins de style baroque (Couch, 1992). De
nombreux tilleuls plantés aux XVlle et XVIlle siécles subsistent encore aujourd'hui, mais ils
ont souvent besoin d'étre restaurés ou remplacés. Des instructions a ce sujet ont été données
dans la Charte de Florence [06].

Depuis que I'nomme a commencé a pratiquer une agriculture sédentaire, le tilleul est
devenu un arbre important dans les prairies forestieres. Ses feuilles étaient récoltées par
élagage (surcoupe) en été, séchées et utilisées comme" foin a papier " comme aliment
supplémentaire pour les vaches et autres animaux domestiques pendant I'hiver (Slotte, 2000).
Dans certaines régions de Suéde, ces traditions se sont poursuivies jusqu'a la Seconde Guerre
mondiale (Emanuelson et Bergendorff, 1996). Les traditions d'élagage des arbres a des fins
agricoles peuvent avoir influencé les techniques et les outils utilisés dans la taille des tilleuls

dans les jardins Renaissance et baroques [06].

Dans le nord de la Belgique, aux Pays-Bas, dans certaines parties des régions
germanophones a I'époque prehistorique et plus tard, le tilleul était largement utilisé comme
arbre de village. Ces arbres étaient généeralement plantés sur les places de marché des villages
et faisaient partie de la mythologie préchrétienne. 1l est probable que la grande majorité de ces
arbres aient été abattus lorsque ces zones ont été christianisées, mais ils sont restés
relativement communs jusqu'au XIXe siécle. Aujourd'hui, il n'en reste qu'un nombre tres

limité, et de tels arbres ne sont généralement pas formes de la maniere originale [06].

Les tilleuls ont joué un réle majeur en tant qu'élément architectural dans les parcs et les
paysages urbains en Suéede et dans d'autres pays européens, au moins au cours des quatre
derniers siécles. Pendant la majeure partie du XVlle siécle, les tilleuls ont été plantés seuls ou
en petit nombre, cependant, vers la fin du XVlle siécle et pendant la premiere moitié du
XVllle siécle, le tilleul a été planté en grand nombre dans des jardins de style baroque. Plus
tard, le tilleul est également devenu un arbre important dans les jardins du style naturaliste
anglais. L'utilisation des tilleuls comme élément architectural au cours des XVlle et XVllle
siecles [06].

Un dessin réalisé en 1763 d'une rue de tilleuls nouvellement plantée au palais d'ulriksdal

prés de Stockholm montre de nombreux aspects intéressants. Le r6le de la promenade en tant



que forme sociale est clairement visible, et la facon dont les jeunes arbres ont été élagués et
attachés était parfaitement visible [06].

De nombreuses plantations de tilleuls qui ont maintenant environ 250 & 300 ans ont encore
un grand nombre d'arbres indigénes. La mode de la culture du tilleul dans les jardins a été
importée en Suéde d'Europe continentale, mais dans de nombreux autres pays, les anciennes
plantations de tilleul ont disparu. En temps de guerre, des arbres ont été abattus pour étre
utilisés comme combustible ou ont été affectés par d'autres activités de guerre. Et dans des
pays comme les Pays-Bas, de nombreux anciens palais ont été modifiés ou détruits en raison
de l'expansion urbaine. D'autres jardins ont également été modifiés par les propriétaires qui
souhaitaient suivre les styles de jardins contemporains [06].

1.3.Tilia cordata :

Le tilleul & petites feuilles est un arbre a feuilles caduques a feuilles larges et de grande
taille commun en Europe [14,15]. Scientifiqguement connu sous le nom de Tilia cordata, c'est
I'une des plus anciennes espéces d'arbres indigénes de Grande-Bretagne [16], et est également
connu sous le nom de tilleul d'hiver [04]. 1l est considéré comme I'un des arbres traditionnels
plantés au centre des villages. Tilia cordata est I'espéce la plus répandue du genre Tilia dans

les foréts européennes [17].

Cet arbre se distingue par sa grande taille, sa large couronne semi-ovale, ses feuilles
souvent en forme de cceur avec un bord dentelé et une couleur vert foncé [16,18]. Le tilleul a
petites feuilles est connu principalement par ses feuilles[19] , il peut vivre des centaines
d'années. Elle appartient a la famille des malvaceaes [04,19]. Il est considéré comme tres
tolérant a I'ombre (Pigott,1991)[20,21]« Il a aussi des fleurs odorantes [22] .



L'arbre Tilia cordata est utilisé a des fins médicinales et traite de nombreuses maladies [23],
c'est I'une des especes les plus utilisées pour déterminer la stabilité de I’envvironnement et sol
[24]. Il a fait I'objet de nombreuses recherches et de nombreuses publications ont couvert son
histoire et son importance, en particulier dans la forét de biovieja, soulignant la grande
importance de cette espéce. Cet arbre est un favori dans lI'aménagement paysager urbain en
raison de sa grande esthétique [25], et c'est une espéce clé dans les foréts en raison de son

importance dans l'adaptation au changement climatique [26] .
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Figure I-1 :Plante Tilia cordata.

1.4.Classification scientifique de la plante Tilia cordata :

Royaume: plantes
Division: graines (Spermatophytes)
Section: angiospermes (Magnoliophyta)

Ordre: dicotylédones (Magnoliopsida)

YV V. V V V

Rang: boulangers (Malvales)



Famille: guimauves (Malvacées)

Sous le genre: Tilioideae (tiliates)

Genre : Tilia

Type: Tilia cordata

Nom scientifique complet: Tilia cordata Miller
Synonymes scientifiques:

Tilia parvifolia Ehrh.

YV V. V V V V V V

Tilia cordifolia Scop.

» Nom commun : tilleul a petites feuilles , tilleul des bois , tilleul d’hiver ,...[27, 28,29].

1.5.Especes similaires a Tilia Cordata :

Tilia cordata présente des similitudes avec plusieurs autres especes du genre Tilia qui

comprend un certain nombre d'especes de forme et de caractéristiques ecologiques similaires,

telles que Tilia platyphyllus et Tilia tomentosa. Le tableau (01) ci-dessous montre une

comparaison des principales especes similaires mettant en évidence leurs caracteristiques

communes avec Tilia cordata [30].

Tableau I-1: Espéces similaires a Tilia cordata.

Espeéce Caracteristiques communes Caracteristiques deférents
avec Tilia cordata
Tilia platyphyllos Feuilles en forme de cceur, fleurs | Feuilles plus grandes et
[31] jaunes parfumées, arbre tempéré. | rugueuses, floraison plus
précoce.
Tilia X europaea Feuilles cordiformes, arbre Hybride stérile, combinaison des
[03, 05] ornemental, croissance rapide. traits de T. cordata et T.
platyphyllos.
Tilia americana Fleurs médicinales, bois tendre | Feuilles plus grandes, originaire
[32,33,34] et léger. d’ Amérique du Nord.
Tilia tomentosa[12] Feuilles en cceur, fleurs Feuilles argentées et duveteuses
odorantes. dessous, plus résistante a la
sécheresse
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Tilia japonica
[08,15]

Feuilles cordiformes, fleurs

médicinales.

Plus petit, originaire d’Asie de

I’Est, plus résistant aux insectes.

1.6.Description botanique :

> Caracteéristiques générales de la plante: un arbre a feuilles caduques a larges feuilles

et de grande taille atteignant 30-40 m de haut, a un tronc droit d'un diametre de 1 m.

Branches latérales libres jusqu'a une hauteur de 10-15 metres [14].

» Couronne: arbre pyramidal a elliptique [35,36].

> Branches et tronc: un tronc solide constitué de deux couches principales d'écorce

interne (phloéme) et d'écorce externe (liege) [25], des queues grises lisses et brillantes

[21] devient gris-brun avec le temps [37] et avec des branches arquées et tombantes
[36] répandues [22] de 35 a 50 pieds [38].

Figure 1-2: Branches et tronc de Tilia cordata.

» Caracteristiques foliaires: feuilles a base en forme de cceur et a bout pointu[14,37], &

bord finement dentelé[22] avec un nombre de 3 a 7 dents par centimetre dans la partie

la plus large de la feuille [39], leur longueur est comprise entre 4,5 et 9 cm [40], leur

surface supérieure est vert foncé brillant et la surface inférieure est de couleur plus

claire[22,36] , Il y a des poils a l'aisselle des nervures sur la surface inférieure des
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feuilles[14] brun rougeétre [38,41] , représentant un trait caractéristique de Tilia

cordata, les feuilles sont vertes au printemps et jaunes en automne [37] .

Figure I-3:feuilles de Tilia cordata.

» Fleurs: Tilia cordata fleurit pendant les mois de juin et juillet [40] avec des fleurs
parfumées jaunes a blanches [37] , trouvées en grappes de 4 a 5 fleurs[14] , considérées
comme des fleurs hermaphrodites [41].

Figure I-4: fleurs de Tilia cordata.

» Fruits: I'arbre commence a produire des fruits entre 30 et 40 ans [14] de petite taille,
de forme sphérique [21] , a parois minces [42] faciles a écraser[43], de couleur brune a

maturité[38] , utilisé dans la fabrication de tisane [37].
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Figure I-5 :fruits de Tilia cordata.

1.7. Répartition géographique et zones de propagation:

Tilia cordata (tilleul d'hiver) pousse naturellement dans la majeure partie de I'Europe, ou il
est I'espece de tilleul la plus abondante, concentrée principalement en Europe centrale et
orientale[14], s'étendant jusqu'au centre de la Suéde, au sud de la Norvege et en Finlande, a
une latitude d'environ 63° nord, la limite déterminée par les températures estivales. Au sud, sa
répartition atteint le nord de la péninsule ibérique et le nord de la Gréce, mais sa répartition y
est limitée par les sécheresses estivales. D'Ouest en Est, il s'étend de I'lrlande du Nord
jusqu'au fleuve Irtych en Russie centrale, en suivant les frontieres de la steppe russe jusqu'a la
mer Noire, avec une présence dans des régions aussi reculées que le Caucase et la Crimée
[17].

Le tilleul d'hiver est une espéce continentale tempérée, penétrant au nord et a I'est dans
des régions a caractere climatique plus continental [04] , I'abondance de I'espéce apparait
sporadiquement en Europe occidentale (comme la France, la Belgique, le Royaume-Uni),
augmentant progressivement en Europe centrale, culminant en Europe de I'Est (Pologne,
Hongrie, Russie, etc.) ou le climat est plus favorable. Dans la région méditerranéenne, sa
présence est limitée aux sites montagneux humides, souvent a des altitudes supérieures a 300
metres et sur les versants nord. Il continue également d'exister dans les foréts mixtes grace a

sa capacité a produire des pousses de tige[17,44].
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Figure I-6: Carte de répartition de Tilia cordata en Europe (JENSEN, 2003).
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1.8.L"importance écologique de Tilia cordata :

Le tilleul a petites feuilles n'est pas seulement une espece cultivable dans des conditions
climatiques changeantes, mais il est un élément essentiel de la stabilité des écosystémes
forestiers et de la valorisation de leur biodiversité, comme en témoignent les éléments

suivants :

» Indicateur de foréts anciennes: sa présence est un signe de foréts anciennes datant
davant 1600 apres jc, soulignant son role d'indicateur écologique d'écosystémes
historiques stables[14].

» Grande flexibilité climatique: il peut supporter des températures élevées jusqu'a 44°C
et des températures extrémement froides jusqu'a -45°C, ce qui le rend capable de
s'adapter au réchauffement climatique attendu en Europe, ce qui en fait un candidat
solide pour une expansion en Belgique. De plus, il n'est pas sensible aux gelées
tardives grace a son bourgeonnement tardif [45,46].

» La capacité de pousser dans des conditions de sol difficiles: il pousse sur plusieurs
types de sols, est relativement tolérant a la sécheresse, ce qui le rend écologiquement
résilient [14]. Tilia cordata pousse sur des sols pierreux ou forestiers remplis de gravel.
Il résiste aux descentes abruptes grace a son systéme racinaire profond, qui contribue a
la stabilité du sol [45].
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> La capacité de régéneration naturelle: Tilia cordata caractérisée par sa grande
capacité de régéneration, en particulier lorsqu'elle est cultivee comme une plante qui
peut étre coupée et repousser, ou elle peut vivre des centaines voire des milliers
d'années, ce qui contribue & la durabilité de la végétation forestiere [14].

> Améliorer la biodiversité: il fleurit avec des fleurs parfumées et remplies de nectar
qui attirent de nombreux insectes pollinisateurs et fournissent également de riches
habitats aux organismes vivants lorsqu'ils atteignent la maturité[45].

> Améliorer la fertilité du sol: les tilleuls produisent de la rosée de miel, qui nourrit le
sol méme avec 1 kg de sucres par metre carré, stimulant l'activité des bactéries

fixatrices d'azote, enrichissant le sol en azote et en phosphore[14,16].

1.9.Utilisation traditionnelle et économique :
1.9.1.En médecine populaire alternative:

les fleurs de tilleul, les feuilles, le bois, le charbon de bois sont utilisés a des fins
médicinales, [14] largement dans la préparation du thé au tilleul, qui est I'un des remédes
traditionnels en médecine naturelle. Caracterisé par ses propriétés apaisantes, diaphorétiques
et anti-inflammatoires, ce thé est particulierement utilisé en cas de rhume accompagné de
fievre, car il aide a stimuler la transpiration et a réduire la chaleur. Le thé est également utilisé
comme boisson préventive pendant [I'hiver pour réduire l'incidence des infections
respiratoires, et est également recommandé pour soulager les symptémes de maux de gorge,
toux, pharyngite. Le thé peut étre préparé en ajoutant des fleurs de tilleul séchées a de I'eau
bouillante, en la buvant chaude[04,20], depuis le Moyen Age, les fleurs de tilleul sont
traditionnellement utilisées pour traiter les maux de téte, l'indigestion et la diarrhée. De
nombreuses sources mentionnent que les fleurs étaient considérées comme efficaces dans le
traitement de I'épilepsie, de sorte que I'on pouvait étre guéri simplement en s'asseyant sous

I'arbre. Utilisation dans les remedes populaires européens[09].
1.9.2.L'utilisation du bois dans diverses industries:

Le bois de tilleul d'hiver est d'un blanc pur et doux, [15] Il a été utilisé jusqu'au milieu du
XXe siecle, ou il était en demande en raison du fait qu'il est léger, facile a utiliser, facile a
colorer et a polir. 1l a été utilisé dans la conception des intérieurs d'églises (tels que les autels
et les statues), des cadres photo, des moules pour le moulage, des cercueils, des chaussures en

bois, des prothéses, des planches a découper, des crayons. Les placages de bois étaient
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également utilisés pour fabriquer le placage central en contreplaqué et en meubles [04], il était
également utilisé pour fabriquer des tasses, des bols, des arts de la gravure, des batons de
danse Morris[16]. Utilisé dans la fabrication de décorations, jouets, manches de pinceaux,
cadres, stylos, allumettes, rouleaux. Il est également utilisé dans la fabrication d'instruments

de musique et de sculpture[47]. Ruches[07].
1.9.3.Arbre d'ornement:

Les especes de tilleul, y compris le tilleul a petites feuilles (Tilia cordata), sont utilisées
dans le boisement urbain en raison de leur adaptabilité aux climats semi-arides, tels que les
régions du Centre et du sud-est de I'Anatolie, de la mer Noire et de la Méditerranée. Il
convient a I'embellissement et a l'ombrage des routes, places, parcs, zones résidentielles,
cimetiéres, foréts urbaines, en raison de sa relative résistance a la sécheresse, a la pollution de
I'air, au gel, ainsi que de son aspect esthétique et de sa capacité a fournir un environnement

urbain sain et stable [23].
1.9.4.Utilisation nutritionnelle des fleurs de tilleul :

Les fleurs de tilleul sont répertoriées par le Conseil de I'Europe comme une source
naturelle d'aréme alimentaire, car il est permis de les ajouter aux aliments en petites quantités,
avec d'éventuelles restrictions sur les ingrédients actifs du produit fini. Les fleurs de tilleul
étaient auparavant classées dans la liste des substances généralement reconnues comme sdres

(GRAS), ce qui leur permet d'étre utilisées dans la préparation sdre des aliments[09].
1.9.5.Le tilleul comme principale source de miel spécial:

Le miel de tilleul d'hiver est I'un des meilleurs types de miel au monde [33], ou le tilleul, y
compris le tilleul d'hiver, est une source importante pour la récolte de miel spécial (miel de
tilleul) lorsque de grandes quantités d'arbres sont disponibles. Aujourd'hui, il n'y a pas de
vastes foréts naturelles de tilleuls en Allemagne, mais en raison de la popularité de ces arbres
dans les villes et au bord des routes, le miel de tilleul peut étre récolté dans les zones urbaines.
Pour cette raison, les apiculteurs professionnels placent leurs ruches dans des villes a forte
densité de tilleuls, comme Berlin (rue Unter den Linden) ou Hambourg. Le miel de tilleul est

une appellation légalement protégée du miel d'une certaine origine végétale.

Les conditions de production du "miel de race" sont précisées dans le reglement sur le miel

et dans les "instructions pour le miel”, qui font partie du livre alimentaire allemand. L'origine
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végétale du miel est prouvée par l'analyse du pollen [04]. Le miel contient des traces de pollen
de fleurs a partir desquelles le nectar a éte collecté, car les abeilles les transportent lorsqu'elles
sucent le nectar. Cependant, le pourcentage de pollen de tilleul dans le miel est faible, en
raison de l'anatomie de la fleur: les fleurs pendent vers le bas, ce qui empéche beaucoup de
pollen d'atteindre le nectar a la base de la fleur [01].

1.10. Propriétés chimiques et pharmacologiques:
1.10.1. Propriétés chimiques :

Tilia cordata (tilleul & petites feuilles) se caractérise par sa richesse en substances
biologiquement actives [48], dans I'étude de la composition chimique de divers chercheurs de
la plante de tilleul d'hiver, un ensemble de composés chimiques clés a été identifié dans divers

organes végétaux tels que les feuilles, les fleurs et les tiges[25], comme indiqué ci-dessous:
1.10.1.1. les feuilles :

Les feuilles de Tilia cordata sont constituées de nombreux métabolites primaires et
secondaires, il y a des composés qui ont été identifiés par les chercheurs et des composés qui

n'ont pas encore été identifiés, dans le tableau(02) suivant les résultats les plus marquants.

Tableau I-2 :les composés chimiques des feuilles de Tilia Cordata [49,50].

Type de
compose composés chimiques
Flavonoides Quercetine, kaempferol, téléroside, rutine, apigénine, coercétérine
Acides acide chlorogénique, acide caféique, acide férulique, acide p-coumarique,
phénoliques acide gallique
Huiles
essentielles linalol, alpha-pinéne, béta-caryophylléne, limonéne
scobiolitine, bitelluroside (Quercétine-3-O-p-D-glucoside-7-O-a-L-
Coumarines rhamnoside)
Tanins Tanins Condensés
Saponines non spécifiques
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o non spécifiques
Stéroides
végétaux

Alcaloides

non spécifiques

Autres composés | acide ascorbique (vitamine C), scopolétine, copiuloside.

1.10.1.2.1es fleurs :

Les fleurs de Tilia cordata sont les plus anciennes utilisées dans la préparation du thé au
tilleul, les chercheurs se sont donc concentrés sur I'étude de sa composition chimique et les

composés chimiques identifiés ont eté résumes dans le tableau (03) suivant:

Tableau I-3 :les composés chimiques de fleurs de Tilia cordata[05, 39,49].

Type de composé composés chimiques

Flavonoides kaempférol, quercétine, myricétine, teléroside, hyperoside, rutine,

quercitrine, astragaline, téléracine, hespéridine

Acides phénoliques acide caféique, acide chlorogénique, acide p-coumarique

Les tanins sont des tanins condensés avec un rapport >2%.

Mucilage de 3 a 10% contenant: arabinose, galactose, rhamnose, glucose,
polysaccharides mannose, xylose, acide galacturonigue, acide glucuronique.
muqueux

Huiles volatiles farnésol, linalol, géraniol, cinéole, stral, citronellal, citronellol,

eugenol, limoneéne, nérol, alpha-pinéne, terpénol, alcanes, esters

phénoliques.

Sucres et glucides saccharose, glucose, rhamnose, arabinose, xylose, mannose,

pentose, acide galacturonique, acide glucuronique.

Acides aminés alanine, cystéine, isoleucine, leucine, phénylalanine, sérine

Saponines saponines triterpéniques (non spécifiques au type).
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Caroténoides

Carotene.

Graisses et acides gras
lipides

acide linoléique.

Composés de cire

supplémentaires,

substances visqueuses, substances ameres, phytoncides,

tocophérols (phytostérols), substances associées a la rutine et au

rétinol, diverses enzymes

1.10.1.3.1'écorce et le bois :

Un groupe des principaux composes chimiques a été identifié dans I'écorce et le bois. Ces

véhicules comprenaient ce qui est mentionné dans le tableau (04) suivant:

Tableau I-4: Quelques composeés des écorces et bois[09,11,25].

Type de composé

composés chimiques

Acides phénoliques

acide caféique et ses dérivés

Composés phénoliques

tanins, phénol simple (fluoroglucinol)

Dérivés des sucres

acide ascorbique (vitamine C)

Glucides

holocellulose, cellulose, pentosanes

Autres composés

Lignine

1.10.2. Propriétés pharmacologiques:

1.10.2.1.fleurs et feuilles de Tilia cordata :

> Propriétés antioxydantes: Les fleurs contiennent des flavonoides, des composés

connus pour leur capacité a résister aux radicaux libres, ce qui leur confere des

propriétés antioxydantes [49,51].

> Protection du foie (hépatoprotecteur):Les flavonoides contenus dans les fleurs

contribuent a la protection du foie contre les dommages[11,51].

> Activité anti-inflammatoire locale (Anti-inflammatoire-Usage topique):

Utilise a I'extérieur pour le traitement des furoncles, des ulcéres,

cutanées[09,51].
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Activité antidiabétique: Il a été déclaré que Tilia cordata était utilisé par 1% des
patients diabétiques participant a I'étude comme préparation a base de plantes pour
aider a controler la maladie, c'est-a-dire qu'il est utilisé comme traitement adjuvant du
diabéte sucré. Mais leur effet n'a pas été mentionné séparément, ils ont été inclus dans
la liste des herbes utilisées par les patients[09].

Activite diaphorétique : L'effet des fleurs et des feuilles de tilleul d'hiver sur les
patients souffrant de rhume a éte étudié. L'étude a montré que l'inhalation de la vapeur
de I'extrait de fleur entrainait un soulagement des symptomes et une amélioration du
bien-étre par rapport au groupe témoin. Cela indique que la plante possede une activité
stimulant la transpiration et est utile dans le traitement des affections respiratoires
bénignes.[09].

Effets sur la croissance des lymphocytes (normaux et cancéreux): Des extraits
aqueux, éthanol, dichlorométhane de Tilia cordata ont montré des effets
antiprolifératifs sur les cellules cancéreuses (lymphome BW5147), en stimulant
I'apoptose.Sur les lymphocytes normaux, ces extraits ont inhibé la prolifération
cellulaire stimulée par des stimuli (induits par les mitogenes), sans effet toxique,
démontrant un effet inhibiteur non toxique. La scopolétine , un composé comarinique
que l'on trouve principalement dans I'extrait avec du dichlorométhane, peut étre
partiellement responsable de cet effet (Barreiro et coll., 2006)[09].

Activité sédative et anti-anxiété: L'extrait aqueux de Tilia cordata a montré une
stimulation de la prolifération lymphocytaire a une concentration de 20 pg / ml. Cet
effet est similaire a I'effet de Ro 5-4864 et PK 11195, qui indique l'interaction de
I'extrait avec les récepteurs périphériques des benzodiazépines. (Anesini et coll.,
1999). L'inhalation d'huile de tilleul a montré un effet sédatif prononcé chez la souris
[09,48].

Activité antispasmodique et contractile-stimulante : L'extrait a I'éthanol de Tilia
cordata a induit des contractions des cellules musculaires lisses intestinales préparées,
et leffet a été inhibé par latropine, démontrant une réaction cholinergique
(muscarinique) [09] .

Antibactérien: les fleurs ont des propriétés antibactériennes, en particulier contre
certains types de bactéries pouvant provoquer des infections de la cavité buccale
(Suciu et al., 1988)[52].

Antifongique: il a été mentionné que les extraits alcooliques de fleurs possedent des

propriétés antifongiques[52].
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> Antiviral: les fleurs peuvent contenir des propriétés antivirales, ce qui indique leur
efficacité dans le traitement de certaines maladies virales[52].

» Diurétique: les fleurs aident a augmenter la production d'urine [49,52].

» Reducteur de stress: son utilisation dans la réduction du stress a été mentionnée[52].

1.10.2.2. Bois et des brindilles de Tilia cordata :

Le bois des brindilles est connu pour ses multiples bienfaits pour la santé, car il est utilisé
comme antispasmodique pour les muscles lisses des vaisseaux digestifs, urinaires et sanguins,
ainsi que comme activateur de la sécrétion biliaire (cholérétique), efficace pour nettoyer le
corps des toxines (détoxifiant), en plus d'étre un diurétique et un protecteur du foie. Il est
également utilisé comme antirhumatismal, antihypertenseur, a un effet protecteur sur les

vaisseaux sanguins [11].

I.11.Comment se préparer, doses de crise et durée d'utilisation (utilisation traditionnelle

de Tilia cordata):
I.11.1.Comment se préparer:

a) substance végétale friable : Dose unique: 1,5 g, dose quotidienne 3-6 g (iskisk L
pour L KUB Kubis 2009, sup. 2010).1,5 g dans 150 ml d'eau bouillante 2 a 4 fois par
jour (Blumenthal et al. 1998).

b) extrait liquide : (1:1 dans 25% d'alcool) 2-4 ml par jour (HP 1976).

c) teinture :(1:5 dans de l'alcool a 45%) 1 a 2 ml par jour (HP 1976).

1.11.2. doses de crise et durée d'utilisation :
1.11.2.1.doses de crise :

» Adolescents, adultes et personnes ageées:

a) substance végétale friable (Tisane): 1,5 g de friable. Substance a base de
plantes dans 150 ml d'eau bouillante sous forme d'herbe .Infusion 2 a 4 fois par
jour.Dose quotidienne: 3-6 g.

b) extraction liquide. :Dose unique: 2 ml, 1 a 2 fois par jour ; Dose quotidienne: 2-
4 ml.

c) teinture : Dose unique: 1 ml, 1 a 2 fois par jour.

> Enfants entre 4 et 12 ans:
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a) substance végétale friable(Tisane): 1 g de substance végétale moulue dans 150
ml d'eau bouillante en infusion ,2 a 4 fois par jour. Dose quotidienne: 2-4 g.

1.11.2.2.Durée d'utilisation :

a) Référence 1 :Le traitement doit commencer dés les premiers signes d'un rhume.
Si les symptomes persistent pendant plus d'une semaine .Lors de l'utilisation du
médicament, un médecin ou un professionnel de santé qualifié doit étre
Consultation.

b) Référence 2 :Si les symptomes persistent pendant I'utilisation du médicament, un
medecin ou des soins de santé qualifiés, un praticien doit étre consulté [09].

1.12. Risques d'utilisation:
I.12. 1. Sensibilisation (allergie):

Une allergie au pollen en suspension dans l'air de Tilia cordata a été observée chez
environ 11,4% des enfants ayant subi un test d'allergie cutanée (Loureiro et al. 2005),

certaines réactions allergiques ont éte rapportées, mais leur fréquence est inconnue[09].
I.12. 2. Toxicité cardiaque (cardiotoxicité):

On a mis en garde contre l'utilisation de fleurs de tilleul d'hiver chez les personnes atteintes
d'une maladie cardiaque (Duke 1985), car une utilisation excessive peut entrainer des effets
toxiques sur le cceur. Il n'y a pas suffisamment de données scientifiques pour étayer ces

avertissements avec certitude (Barnes et al. 2007)[09].
1.13.les coumarines dans Tilia cordata :

Tilia cordata, ou tilleul a petites feuilles, est une plante médicinale traditionnelle de haute
valeur thérapeutique, car elle est connue depuis I'Antiquité pour son utilisation en médecine
populaire pour le traitement de nombreuses maladies. Il contient de nombreux composes
actifs tels que des composés phénoliques, des flavonoides, des huiles essentielles, en plus des
composés coumariniques, parmi lesquels se distingue la scopolétine, avec une activité

biologique importante[49].
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Figure I-7 : formule chimique de scopolétine.

L'importance de cette plante se distingue par le fait qu'elle est une source naturelle
prometteuse de coumarines, caractérisées par de multiples propriétés pharmacologiques,
notamment une activité antioxydante, anti-inflammatoire, antitumorale et antibactérienne
49,53]. Par consequent, I'étude de la composition chimique de Tilia cordata, la détermination
de sa teneur en coumarines, represente une étape essentielle vers son évaluation dans les
domaines pharmaceutique et de la recherche, ce qui justifie son choix comme modeéle

biologique dans ce travail de laboratoire.
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Chapitre 11 : Les metabolites

secondaires - les coumarines



II.1. Introduction aux métabolites secondaires :

L'utilisation médicale des ressources naturelles telles que les champignons, les plantes et
les animaux remonte a la préhistoire [01], ou ils ont joué un réle central dans diverses
cultures[02].Ces sources ont été utilisées comme moyen de traiter les maladies et les blessures
car elles contiennent des composés naturels aux proprietés pharmacologiques qui ont joué un
role important dans la découverte et le développement de médicaments, ces composés sont
appelés métabolites secondaires [01,03].Les plantes produisent une grande variété de ces
composés [04]. L'utilisation de métabolites secondaires végétaux remonte a 2600 av. Les
scientifiques modernes se sont intéressés a I'étude de ces derniers dans la soi-disant chimie
des plantes pour découvrir et comprendre ces composés.[05,06].

II.1.1. Définition des métabolites secondaires :

Les métabolites secondaires sont des composés que l'on trouve principalement dans les
plantes, ou ils sont connus comme l'interface entre la plante et son environnement [04]. C’est-
a-dire qu'il s'agit d'un moyen d'adaptation a diverses conditions de stress[07¢], car il contribue
a la protection de la plante contre les microbes, les herbivores et dautres organismes vivants.
Il est aussi la base de fonctions vegétales aussi importantes que la croissance et le
développement [03]. 1l est utilisé par 'homme comme source de médicaments et d'ardmes, de
parfums et de nombreux autres usages [04]. Les métabolites secondaires sont de petites
molécules organiques créées a partir de métabolites primaires au cours du métabolisme chez
les plantes et ont généralement des masses moléculaires inférieures a 3000 Daltons[06].

II.1.2. Différence entre les métabolites primaires et métabolites secondaires :

Les métabolites primaires et secondaires jouent un réle vital dans la croissance et la
survie des especes végétales. Cependant, ils sont différents dans leurs propriétés et leur role,
ainsi que dans la facon dont ils sont produits par la plante, la différence entre eux est la
suivante : métabolites primaires : protéines, lipides, glucides, acides aminés, vitamines. Ces
composeés contribuent directement aux processus cellulaires de base tels que la division
cellulaire, la respiration et la photosynthese.

En revanche, divers métabolites secondaires ont des réles multifonctionnels, ou ils sont
principalement impliqués dans la défense et les interactions avec l'environnement, ils
contribuent également a la couleur de la plante, son odeur, sa saveur, ainsi qu'a la croissance
de la plante en termes de nombre de feuilles, de surface foliaire, Hauteur et productivité de la
plante[05].
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II.1.3. Le rble des métabolites secondaires écologiques et biologiques :

Les métabolites secondaires sont devenus l'un des composés indispensables pour leur
grande importance. lls sont considérés comme des substances défensives utilisées par la
plante pour se protéger des organismes vivants tels que les microbes, les parasites, les insectes
et autres, ce qui améliore sa capacité a survivre dans divers environnements tels que les
phytoalexines et les flavonoides. D'autre part, il existe des métabolites secondaires qui attirent
les insectes a des fins de pollinisation et dautres fonctions vitales, ils constituent un
meécanisme de communication des plantes avec I'environnement [05] .

Les métabolites secondaires ont un réle majeur dans le développement des espéces
végetales, car ils régulent les processus physiologiques de la plante, tels que leur effet sur la
croissance des racines aprés les plaies et les stomates, contr6lant le niveau d'oxygéne réactif
(par les flavonoides), Plus loin sur les stades de développement du pollen ,c'est aussi un
moyen de résister aux conditions climatiques, les esters de cinabre protegent la plante des
rayons ultraviolets[05].

les métabolites secondaires ont une grande valeur économique a notre époque en raison
de leur polyvalence dans divers domaines de la vie, en particulier dans le domaine de la
sante[08].Les métabolites secondaires ont été utilisés a des fins médicinales, des poisons et en
nutrition comme arémes, ainsi que du c6té cosmétique , et donc l'intérét pour ces composes
augmente et la recherche sur eux augmente, ils représentent le principal pilier de la recherche
pharmacologique encore aujourd'hui car ce sont des composés complexes qui ne peuvent pas
étre facilement synthétisés industriellement [06].

II.2. Classification des métabolites secondaires :

Les métabolites secondaires sont présents a l'état de traces dans les parties de la plante
[09].Plus de 50 000 métabolites secondaires ont eté découverts dans le régne végétal et de
nombreuses herbes médicinales et médicaments s'appuient sur ces composés dans leurs
travaux, les recherches se poursuivent dans l'espoir de découvrir de nouveaux COmMpPOSEs
secondaires pour de nouveaux produits ou des approches innovantes pour le traitement des
maladies [10].Les métabolites secondaires des plantes peuvent étre classés en trois groupes
principaux en fonction de la voie métabolique par laquelle ils sont produits : les composés

phénoliques , les terpenes et les stéroides , les alcaloides[06] (figure II-1).
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Terpénoides
Origine: Voic de 'acide mévalonique
Exemples: Huiles essentielles. caroténoides. saponines

Fonctions: Défense. attractifs pour pollinisateurs

Composés Phénoliques
Origine: Voie du shikimate ou du malonate
Exemples: Flavonoides, tannins, anthocvanines

Fonctions: Défense contre UV, attractifs pour pollinisateurs

Composés Azotés (Alcaloides)
Origine: Biosynthese a partir d'acides aminds
Exemples: Morphine. nicotine. quinine

Fonctions: Defense. applications médicinales

Figure II-1 : Classification des Métabolites Secondaires.

I1.2.1 Alcaloides :

Ils constituent un groupe de métabolites secondaires qui contiennent un atome d'azote
dans leur formule chimique ,proviennent de plantes et dautres organismes vivants ,
comprennent la plupart des composés azotés a I'exception des acides aminés simples, des
protéines et des substances azotées qui appartiennent a des composés polycétidiques tels que
les antibiotiques aminoglucosides selon la définition de Buckingham, 2000 [11] , ces
récepteurs sont connus pour leur large activité biologique ,ou ils sont utilisés pour traiter le
cancer et l'inflammation , les antagonistes et tranquillisants opiacés et les maladies virales
telles que le VIH et les insecticides. Le nombre d'alcaloides détectés atteint 27783 alcaloides
enregistrés dans le systtme DNP, Ce systeme de classification est basé sur [lorigine
biogénétique[12].

De nombreux scientifiques ont proposé divers systéemes de classification des alcaloides, et
parmi ces systémes, il existe une classification commune qui classe les alcaloides en trois

classes principales :
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” Alcaloides vrais : composés dérivés d'acides aminés contenant un cycle
hétérocyclique contenant un atome d'azote [11]. lls sont considérés comme des agents
anticancéreux, ils ont également un effet antiviral (antipaludéen a la quinine) et

agissent comme analgésiques (morphine, codéine)[13].

= Vincristine Morphine

Figure II-2 : Structure de quelques alcaloides vrais.

Les proto-alcaloides : Les proto-alcaloides sont des composés derives d'acides aminés qui
contiennent un cycle hétérocyclique, de sorte que I'atome d'azote a I'extérieur du cycle a une
activité antibactérienne et antifongique. 1l a un effet sur le systeme nerveux.[11,13].

OH H
AN HO NH;
HO
HO
OH
= Adrénaline Dopamine

Figure II-3: Exemple des proto-alcaloides.

~  Les pseudo-alcaloides : Les faux alcaloides sont des composés qui ne sont pas
dérivés d'acides aminés, contenant un atome d'azote dans leur formule chimique [11]
ont une activitté antimicrobienne et des propriétés antidiabétiques et

anticancéreuses[13].

34



O
HEC\N H
W
N

O

I
CHs
Tomatidine Theophylline

Figure I1-4: Structures de quelques pseudo-alcaloides.

II.2.2. Terpénes

Les terpénes sont une vaste classe de composés secondaires dérivés d'unités isoprene.
Classés en fonction du nombre d'unités isopréne qu'ils contiennent, les terpenes sont produits
par une variété d'organismes, notamment des bactéries, des champignons et surtout des
plantes, ils ont un rdle tres important pour ces dernieres car ils sont considérés comme un
moyen de défense et de contact de la plante avec I'environnement, et pour certains d'entre eux
la fonction des phytohormones telles que les gibberellines les terpénes sont utilisés dans de
nombreuses applications telles que les produits pharmaceutiques, les parfums, les aliments et

les cosmétiques, et le composeé d'artémisinine pour le traitement du paludisme [14,15].

Figure II-5 : Structure de la molécule d'isopréne.

Les substrats terpéniques sont produits a partir de l'isomérisation séquentielle d'unités
isopréne. Etant donné que les terpénes sont produits & partir de cing carbones dans une unité
isopréne, ils sont classés en fonction du nombre d'unités constitutives de chaque composé.
Lorsque I'némi terpéne est constitué d'une unité isopréne et que deux unités isoprene sont
mono terpenes, trois unités isoprene sont sesquiterpenes et quatre unités isopréne sont di
terpénes. Chacun des cing et sept motifs isoprene, cis terpéne et sesquiterpene respectivement,
et chacun des six et huit motifs isopréne, tri terpénes et tetraterpénes respectivement. Des
terpénes plus gros sont produits dans la nature, par exemple le caoutchouc naturel est
composeé d'unités poly isopréne[16].
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Figure I1-6: diagramme de la formule basale des espéces de terpenes avec le nom de chaque
type.

I1.2.3. Polyphénols:

Les polyphénols sont le groupe le plus diversifié de métabolites secondaires provenant
des plantes, ils sont considérés comme des substances qui ont dans leur formule Un ou
plusieurs cycles aromatiques dans lesquels ils portent un ou plusieurs groupes hydroxyle, y
compris leurs dérivés fonctionnels tels que les esters et les éthers [17]. ils sont Considérés
comme des composes de grande abondance dans I'‘écosysteme, plus de 8000 types de
structures phénoliques ont été identifies [18,19]. Les polyphénols se trouvent dans presque
tous les types de plantes dans I'environnement, leur type et leur quantité variant en fonction de
la nature de la plante. Ils peuvent étre associés a des molécules de sucre (glycosides), ou
combinés avec des acides organiques et des protéines[19]. Répartis differemment a l'intérieur
de la plante, les phénols solubles sont présents dans les parois cellulaires et les phénols
solubles sont présents dans les vacuoles cellulaires[17].

Les composés phénoliques présentent également de multiples formes [17], ils peuvent
étre des composés avec des molécules simples telles que les acides phénoliques, mais ils
peuvent former des composés complexes et polymérisés [19] comme le montre dans la figure
-7
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Composeés phénoliques

l l

Phénols Polyphénols
simples
! l

Phenols Flavonoides
Acides phénoliques Xanthones
Benzoquinones Stilbénes
Acetophénones Anthraguinones
Coumarines, iso coumarines lighanes-Néolégnanes
Chromones Tanins
Naftoquinones Lignines

Figure II-7 : principales familles de composés phénoliques.

Les formules des composés phénoliques différent d’un composé a ’autre, c’est ce qui a créé
la diversité des familles appartenant aux composés phénoliqgues comme le montre dans la

figure 11-8 :
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Structure de base des flavonoides Acides hydroxybenzoiques Acides hydroxycinnamiques
COOH
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.
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Furano-coumarine

Structure de base Tanins condensés
des quinones

Figure II-8 : formules de certains composes phénoliques[09].

Dans ce chapitre, nous étudierons les coumarines de la famille des composés phénoliques
simple en particulier.

I1.3 Introduction aux coumarines

Les coumarines représentent l'une des structures chimiques distinctives les plus

importantes, car on les trouve fréquemment dans de nombreux produits de masse, ces
composes cycliques ont suscité un grand intérét chez les chimistes spécialisés en chimie
médicinale au fil des ans [ 20].

11.3.1 Définition des coumarines :

Les coumarines sont des composés polyphénoliques appartenant au groupe des composés
incolores et cristallins contenant des composés oxygénés et hydroxylés [21,22]. Les
coumarines appartiennent a la famille des benzo-pyrones, en particulier les benzo -alpha-
pyrones, le nom de cette classe dérive de "coumarou” le nom scientifique utilisé pour la plante
Tonka (dipteryx ordo rata willd, fabaceae), a partir de laquelle la coumarine a été isolée pour
la premiére fois[23,24] .

Les coumarines sont des composés dérivés de plantes qui se trouvent sous leur forme liée
sous forme de glucosides ou d'esters, ou sous leur forme libre [25], et certains types de

coumarines ont été découverts dans certaines micro-especes ; comme la novobiocine et la
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coumermycine, qui ont été isolées a partir de sources microbiennes (bactéries Streptomyces).
[26]. Plus de 1300 coumarines ont été identifiées comme récepteurs secondaires dans les
plantes, les bactéries et les champignons, et leur présence a été signalée chez environ 150
espéces différentes réparties dans environ 30 familles de plantes différentes. Les familles les
plus riches en coumarines sont considérées comme: les legumineuses, les Rutacées, les
Apiécées et les thymélacées [24] [21]. Malgré son odeur parfumée, les animaux ont tendance
a éviter les plantes riches en coumarine en raison de son go(t amer[27].

Ces composés forment une classe importante de composeés naturels en raison de leur grande
polyvalence en parfumerie, cosmétique, agrochimie et, en particulier, dans l'industrie

pharmaceutique pour posséder une activité biologique active [24].

Figure II1-9: la plante Tonka (dipteryx ordo rata willd, fabaceae).

11.3.2 :Histoire et découverte des coumarines :

L'histoire des coumarines remonte a 1820, lorsque VVogel a isolé le membre le plus simple
de cette classe de composés hétérocycliques oxygeénes, la coumarine, de comarona odorata.
Depuis lors, des dérivés de la coumarine ont été trouvés dans tout le régne végétal, ainsi que
chez certains animaux et microorganisms.in 1963, Dean a rapporté qu'environ quatre-vingt-
dix coumarines naturelles étaient connues [28] .

En 1868, Pietro a isolé ce matériel végétal de mélilots corulia Mel[29]. en 1970, plus de
deux fois plus de personnes étaient isolées, et le nombre actuel est estimé a plus de cing cents.
Cette augmentation significative représente une avancée dans les techniques d'isolement et de

séparation, ainsi que dans les méthodes physiques de détermination de la structure [28]. En
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1886, Fr. P. Kriemberg a déterminé la structure de la coumarine et, la méme année, a décrit A.
Becht et F. Meyer la composition et les propriétés de la coumarine "synthétique" ou
“artificielle”. D'autre part, Idris davulko a été le premier & isoler la coumarine du thym
(Thymus vulgaris). Et puis, en utilisant des technologies modernes avancées, un large éventail
d'activités prometteuses et potentiellement utiles a été attribué a ce composé chimique
hétérogéne[29].

I1.4.Structure chimique et classification des coumarines :

I1.4.1.Structure de base des coumarines :

La coumarine (2H-1-benzopyran-2one) (2H-Chrome-2-one) est le composé parent d'une
série de composeés appelés coumarines [30]. Ce sont des composés naturels appartenant au
groupe des benzopyrones, tous constitués d'une formule de base fixe constituée d'un cycle
benzélique lié au cycle pyrone, qui est un cycle hexagonal hétérocyclique contenant un atome
d'oxygéne et cing atomes de carbone hybridés sp?.[31,32].

Figure II-10: Structure de base des coumarines.

11.4.2. Classification des coumarines :

a.Coumarines simples : les coumarines les plus répandues dans le régne végétal ont des
substituants (OH ou OCHzs) en C6 et C7[24 ,33] ; ils sont constitues de dérivés hydroxylés,
alcoxylés et alkylés de la coumarine et de leurs glycosides (par exemple, umbelliféron,
écrémé, limétine, herniarine, esculétine, esculine, daphnitine et daphnine) [21 ,34]. Quelques

exemples de ce type de molécules sont rapportés dans le tableaull-1 :
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Tableau II-1: Structures de quelques coumarines[33].

R6 R7 R8
Umbelliférone| H OH H R6 5 4
Esculétol OH OH H ~
Scopolétol OCHS3 OH H R7 O
Herniarine H OCH3 H R8
Scopanone OCH3 OCH3 H
Fraxétol OCH3 OH OH
Esculine O-Glu OH
Cichorine OH O-Glu
Scopoline OCH3 O-Glu
Skimmine H O-Glu
Fraxoside OCH3 O-Glu OH

b.Les furocoumarines : parfois appelées furanocoumarines, sont une classe de composés
organiques produits par diverses plantes [24]. La structure chimique des furanocoumarines
consiste en un cycle furanique combiné a la coumarine [21,24] . lls sont divisés en deux
groupes de type C6 / C7 (linéaire), de type C7 / C8 (angulaire) en fonction du lieu de fixation
de l'anneau furanique. (Par exemple, les composés psoralene, xanthotoxine, bergaptine,
impératorine, isobimbiniline, angélicine, isobergaptine, pembiniline formés par la fusion du

cycle hétérocyclique du furane avec la coumarine et ses dérivés [ 21,33].
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Figure II-11 : Structures de quelques furocoumarines linéaires et angulaires [24].

c. Les Pyranocoumarines : sont de type linaire ou angulaire avec des substituants sur le

cycle comme dans la xanthylétine , la séseline , la mesuangine et le calophyllolide [24] .

. =
T eI

- -
- I ek, L 0 0”0
B o -\.\___."' "'\-\.I::I - .Q\_-\..\_

Xanthylétine Séseline

Mesuangine Calophyllolide

Figure II-12: Quelques exemples de pyranocoumarines[24].

e. Dicoumarines (coumarines dimériques) : Ce sont des composes formés par la liaison
de deux unités coumarininques simples comme la daphnorétine et 1’edgeworthine

Daphnorétine Edgeworthine [24,33].
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Figure 1I-13: Exemple de dicoumarines [24].

f.Tricoumarines (coumarines trimériques) : Ce sont des composés issus de 1’union de

trois entités coumariques comme la triumbéllatine [24,33].

o)
Q. I l O HQ

OH
o]

Figure I1-14: Triumbéllatine[33].

I1.5.Biosynthese des coumarines :
I1.5.1. Voie de shikimate et formation des coumarines :

la voie de l'acide Shikimique est utilisée dans la biosynthese de la coumarine pour
produire toutes les sous-classes de coumarine. La biosynthese de la coumarine n'est possible
gu'en produisant 'ombelliférone chimique via l'acide cinnamique via la voie métabolique de
la phénylamine. Dans cette procédure, une enzyme appelée phénylalanine ammonium lyase
désamine la L-phénylalanine en produisant de l'acide trans-synamique. Au cours de
I'nydroxylation de l'acide transsynamique, deux catalyseurs basiques appelés cinnamate 2-
hydroxylase et cinnamate 4— hydroxylase ; 2,4-hydroxycinnamique sont produits. En utilisant

d'importants processus d'isomérisation en chaine et de lactonisation subséquente, de nouvelles
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coumarines (ombelliférone, escolétine et scopolétine) ont été créées. (Brusti et Kumar, 2020)
[32,35].

A /b-%)l‘ﬁ |

OH

Erythrose-4-phosphate DAHP
3-déhydroquinate l

Coo -

o] OH

OH
Figure II-15 : Biosynthése des coumarines, formation du 3-déhydroshikimate [24].
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Figure II-16: Biosynthese des coumarines, formation du chorismate [24].
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Figure II-17 : Biosynthése des coumarines, formation du phénylpyruvate [24].
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Figure 11-18 : Biosynthése des coumarines, formation de I’acide cinnamique et de I’acide p-
coumarique [24].
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Figure II-19 : Biosynthése des coumarines : étape finale, formation de la coumarine [24].

I1.5.2. Factures influencant la production des coumarines dans les plantes :
» Le manque de fer dans la plante augmente la productivité des coumarines car c'est un

catalyseur pour l'absorption du fer du sol [36].
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» La carence en phosphore stimule la production de divers types de coumarines [37].

> Le pH du sol contréle la production de coumarines. C'est-a-dire que le pH affecte le
systeme de production de coumarines [38].

> D'autres facteurs environnementaux affectent la stabilité de la production de
coumarines, tels que la lumiére et la température, car ces composés peuvent étre
modifiés par l'influence de ces facteurs [36].

I1.6. Source naturelle des coumarines :

I1.6.1.Plantes riches en coumarine et sa distribution dans les tissus végétaux :

Le regne végétal est la principale source de production de coumarines naturelles, car on les
trouve chez les espéces végétales monocotylédones et dicotylédones, réparties dans plusieurs
familles de plantes mentionnées précédemment, a savoir: Apiaceae, Rutceae, Asteraceae,
Fabaceae, oleaceae, Moraceae et Thymelaeaceae.(Ribeiro et kaplan., 2002).(Harborne,
1999.Bourgaud et coll., 2006.Matos et autres, 2015) [37,39] . Les coumarines sont distribuées
dans divers organes vegétaux, y compris les pelures, les feuilles, les fruits, les racines, les
fleurs,avec l'indication que leur concentration la plus élevée se trouve généralement dans les
fleurs et les fruits(Venugopaka et al, 2013) [39,40].
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Figurell-20: Structures chimiques des principales classes de coumarines naturelles dans les
aliments[41].

11.6.2.autre sources biologiques des coumarines :

Récemment, d'autres sources de production de coumarines ont été découvertes chez
certaines especes animales et microorganismes (squamates marins, algues, champignons,
ascidies, bactéries), ces nouvelles molécules actives marines et microorganismes peuvent
contribuer a la découverte des nouveaux médicaments [37, 39].

I1.7.Méthodes d’extraction et d’analyse des coumarines :
I1.7.1.Méthodes d’extraction :

De nombreuses techniques d'extraction de la coumarine a partir de plantes et d'autres
organismes vivants ont été décrites [42] , notamment:
a.Macération dans des solvants (méthanol): il s'agit d'une ancienne méthode traditionnelle

utilisée pour extraire la coumarine de la plante dipleryx odorata [42,43].
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Figure II-21 : Macération.

b.Extraction par soxhlet : il s'agit d'une technique basée sur la distillation a l'aide de
solvants organiques, considérée comme une technique plutdt bonne par rapport a la
macération [43 ,44].

Réfrigérant

Cartouche
d'extraction

Siphon

Tube de montée de
la vapeur

Cartouche
d'extraction avec
éechantillon

Solvant

Plague chauffante

>

Figure II-22 :Représentation schématique d'un appareil d'extraction Soxhlet classique[45].

c.Extraction de la coumarine par la technologie du dioxyde de carbone supercritique :
(scCo2) a partir d'Eryngium campestre il s'agit d'une technique efficace pour extraire des
composeés biologiquement actifs dont les coumarines tout en préservant l'environnement [44]

et est une technique mixte combinant les propriétés du scco2 et des solvants organiques [43] .
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Figure I1-23: Extraction de la coumarine par la technologie du dioxyde de carbone
supercritique .

11.7.2.Méthodes d’analyse :
Méthodes chromatographiques :

Plusieurs méthodes chromatographiques sont utilisées pour analyser les composeés dans les

aliments et les plantes, y compris les composés de coumarine, notamment les suivantes:

» Chromatographie liquide haute performance HPLC avec détection ultraviolette :
cette technique a été utilisée pour détecter les coumarines dans des produits
alimentaires tels que la vanille, permettant une analyse plus rapide et plus
précise.Chromatographie liquide a ultra-haute performance UHPLC: UHPLC-MS /
MS a été développé et utilisé dans la détermination de la coumarine a partir
d'échantillons de cinnamomum verum [42].

» Chromatographie liquide avec spectrométrie de masse LC-MS: cette technique est
utilisée pour identifier les composés dans les extraits et ardbmes de vanille, ces
techniques fournissent des résultats plus précis dans l'identification de la coumarine en
présence d'un détecteur ultraviolet. LC-MS/ MS: cette technique a été utilisée pour
augmenter la sélectivité et identifier la coumarine a des niveaux tres bas [42].

» Chromatographie en phase gazeuse GC: cette technique a été utilisée pour examiner
des composes tels que la coumarine et l'acide o-coumarique dans des extraits de
cannelle. Cette technique est tres précise et a une grande sensibilité dans

I'identification des composés [42].
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Méthodes spectroscopiques :

Diverses techniques analytiques ont été utilisées pour identifier la coumarine:

> Fluorescence sous lumiére ultraviolette :Les coumarines sont caractérisées

par fluorescence sous lumiére ultraviolette a 366 nm. Habituellement, ceux-
ci sont fluorescents: bleu pour I'hydroxylcoumarine en position 7
(ombelféron). Violet pour la coumarine cuite.Jaune pour les
furanocoumarines [42,46].

Spectroscopie infrarouge (IR) :Cette technique a été utilisée pour identifier
la coumarine via le spectre d'absorption caractéristique de la vibration
étendue de la liaison co. Pour les lactones conjuguées, le spectre d'absorption
apparait généralement dans la région (1740-1770 cm™) [42,46].
Spectroscopie ultraviolette (UV) :Les coumarines ont un spectre UV
caracteristique, qui est fortement influencé par le type et I'emplacement des
groupes substituants, les absorptions maximales apparaissent dans deux
spectres a 276 nm et 311 Nm. Les groupes substituants alkyle provoquent
des changements dans les valeurs spectrales a 311 nm vers 325 nm . Selon
I'emplacement de I'OH, la transmission du spectre varie plus ou moins
[42,46].

Spectroscopie de masse de la coumarine :Les composés cycliques saturés
tels que la coumarine ont la capacité de perdre un groupe co (28 unités de
masse atomique). S'il y a plusieurs groupes CO dans la molécule, ils peuvent

étre éliminés un par un [42,46].

I1.8.Activités biologiques et pharmacologiques des coumarines :

> Activité antibactérienne les coumarines isolées de plantes telles que Hortia oreadica,

Ruta graveolens et Citrus aurantifolia ont montré une activité antibactérienne,

possédant la capacité de réduire la croissance de microorganismes pathogenes. Cette

activité biologique a été étudiée dans le cadre des effets de diverses coumarines qui

pourraient avoir un bénéfice dans le développement de thérapies antibactériennes et

antifongiques [37,47].

» Activité antioxydante : La coumarine peut contribuer a la neutralisation des radicaux

libres et ainsi réduire les dommages causés par les réactions oxydatives dans les

cellules. Cela montre le potentiel de la coumarine dans la prévention des maladies

liées au stress oxydatif telles que le cancer et les maladies cardiaques.L'activité se

retrouve dans des composés isolés de ces plantes: les plantes ornementales auridica,
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Ruta graviolens et citrus aurantifolia sont des plantes ornementales de la famille des
agrumes aurantifolia [32,48].

Anti-inflammatoires et analgésiques: 1l a été initi€ pour découvrir que de
nombreuses coumarines extraites de plantes ou de composés synthétiques possedent
de puissantes activitésanti-inflammatoires et analgésiques. Les coumarines sont
considérées comme de puissants anti-inflammatoires et agissent contre les molécules
d'adhésion cellulaire, ce qui les rend particulierement efficaces dans les réponses
inflammatoires [32].

Activité antituberculeuse: Les composés coumariniques tels que I'hydroxycoumarine
avec NO2 a R5 ont montré la plus forte activité antituberculeuse. Des composés tels
que l'ampleurone, le feludinol A, la soraline, la scopolétine, la bergaptine, la
marmizine et la rotratine ont éte extraits de la plante Fatoua pilosa, et il a été prouvé
que les composés scopolétine et ampleurone étaient actifs contre Mycobacterium
tuberculosis H37Rv a des concentrations de CMI de 42 et 58,3 pg/mL, respectivement
[32].

Activité antispasmodique: L'impératorine complexe a montré une activité
antispasmodique chez le rat, ou les valeurs de DE50 variaient de 167 a 290 mg/kg
[32].

Activité neuroprotectrice des coumarines: L'esculétine a montré des effets
neuroprotecteurs dans un modele d'occlusion de lartére céerébrale / représentation
cérébrale chez le rat a une concentration de 20 mcg / ml et a été administrée par voie
intraventriculaire au cerveau 30 minutes avant l'ischémie [32].

Activité inhibitrice de I'enzyme P450: La méthoxaline (8-méthoxysuraline) a été
trouvée dans les graines de la plante Ammi majus (de la famille des alchimies), qui est
un inhibiteur mercosomique P450 in vitro [32].

La coumarine comme traitement anticancéreux: Les médicaments anticancéreux
sont generalement utilisés pour empécher la croissance de cellules anormales en
perturbant les processus de division cellulaire. L'intérét pour la coumarine et la 7-
hydroxycoumarine en tant qu'agents anticancéreux indique que ces substances ont
obtenu de bonnes réponses chez certains patients atteints de cancers avancés [32].
Activité anticoagulante : Il n'y a qu'une seule mention de la coumarine des Rutacées
dans ce contexte. Par Awad et coll. Isoler I'esculétine, I'impératorine, 'ombelliféron et
le xanthotoxol des feuilles de Casimiro edulis pour tester leur capacité anticoagulante

en mesurant le temps de prothrombine (PT) et le temps de thromboplastine partielle
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activée (ABT) dans le plasma de rat. Une dose de 60 mg / kg a montré une diminution
significative de la PT et de I'ABT. L'impératorine était le composé le plus actif,
marquant respectivement 25,00 et 38,73 secondes [48].

I1-9-Application des coumarines :

Applications et utilisations industrielles:

la simplicité et la flexibilité de la structure de base de la coumarine constituent un excellent
point de départ pour un large éventail d'applications [49] , telles que I'industrie cosmétique, ou
les coumarines sont incluses dans environ 90% des formulations cosmétiques et se retrouvent
a des concentrations supérieures a 1% dans 60% de ces formulations [50] , et de grandes
quantités de coumarine, souvent associées a la vanille, ont été utilisées dans l'industrie
alimentaire pour aromatiser les boissons, le chocolat et les produits de boulangerie (Gievel,
2003) [47] . En raison de son ar6me et de sa stabilité uniques, les coumarines sont un matériau
de départ important dans I'industrie du parfum, elles aident a obtenir un effet durable [51]. Les
coumarines ont egalement été utilisées dans les arbmes de tabac et certaines boissons
alcoolisées pour améliorer les odeurs [49] . Il a également été utilisé dans divers détergents
tels que les dentifrices, les savons pour les mains, les cremes déodorantes, les laques pour
cheveux, les shampooings et de nombreux autres produits ménagers (perone, 2016). Ils sont
également utilisés dans les matériaux en caoutchouc et en plastique, les peintures et les sprays
pour neutraliser les odeurs désagréables(Kirsch et al, 2016) [51].
Utilisations meédicales:

les coumarines ont plusieurs propriétés pharmacologiques et sont utilisées dans le

domaine médical (skalicka-wozniak et al, 2016) [50]. ainsi qu'en raison de leur forte efficacité
pharmacologique, de leur faible toxicité et de leurs effets secondaires, de leur faible
probabilité de résistance aux médicaments et de leur biodisponibilité élevée [49] . Parmi eux,
son utilisation en tant que médicament ciblant le systéme cardiovasculaire(Najmanova et al,
2016) [51] , en 1868, la coumarine a été synthétisée avec succes pour la premiere fois dans
I'industrie pharmaceutique, ou elle est utilisée comme premier composé dans la fabrication de
médicaments anticoagulants, et certains de ces médicaments dérivés de la coumarine ont été
largement utilisés dans les cliniques.l'un des plus célébres de ces médicaments est la
Warfarine®, qui est un dérivé de la coumarine remplacé par I'anneau de Byron et est utilisé
comme anticoagulant [49]. Egalement utilisées comme molécule pour la détection et le

traitement du cancer (Lacy et O'kennedy, 2004), certaines coumarines comme osthole ont fait
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l'objet d'essais cliniques pour le traitement du lymphoedéme aprés traitement du cancer du
sein, du poumon, du rein et de la peau [51] .

De plus, de nombreux composés dérivés du noyau de la coumarine, tels que
l'ombelliférone, la Scopolétine, la Marina présentent de fortes activités anti-inflammatoires
[49,50] , tandis que les carbochromes ont été utilisés dans le traitement de la maladie
coronarienne [49].

II-10- La toxicité des coumarines :

La toxicité générale des coumarines naturelles a été évaluée dans des tests précliniques
qui comprenaient toutes les études de toxicité [41] , la coumarine a été classée comme
substance nocive par la Food and drug administration (FDA) des Etats-Unis en 1954, car elle
provoquait des tumeurs du foie chez la souris, de sorte que son utilisation dans les aliments a
été interdite, et I'Institut national pour la sécurité et la santé au travail La coumarine du
NIOSH a eté classée comme substance chimiquement cancérigene sur la base de tests
effectués sur des rongeurs [32], et d'autres types de mammiféres, ces effets comprennent les
adénomes carcinomes des tumeurs cancéreuses du foie,des poumons et des voies biliaires
n'ont été observées qu'a des doses supérieures a 100 mg /kg de poids corporel par jour(Lake,
1999, EFSA, 2004) [50] . chez I'homme, les coumarines sont cliniquement approuveées depuis
les années soixante-dix pour le traitement de diverses affections telles que 1'cedéme veineux et
lymphatique et des tumeurs telles que le cancer du rein (Marshall et al, 1994), mais plus tard,
leur utilisation a été interrompue et retirée du marché apres des cas de toxicité primaire severe
chez des patients apres traitement (Cox et al, 1989, oms, 1995) [32] .

Certaines coumarines sont toxiques pour I'nomme; les dérivés de la méthoxypsuraline
sont de puissants photosensibilisants car ils deviennent mutagenes, phototoxiques et
cancérigenes par exposition aux rayons ultraviolets (Ojala et al., 1999.Ceska et coll., 1997)
[32] . Osthole est une autre coumarine naturelle testée pour la toxicité chronique et chronique,
la dose létale était de 710 mg / kg de poids corporel, les signes cliniques de toxicité étaient
I'hyperventilation, les tremblements et la photophobie [41].

Auraptene est un extrait d'agrumes coumarine testé pour la toxicité aigué orale chez le rat
a des doses comprises entre 125 et 2000 mg/ Kg n'a provoqué aucun déces ni signe clinique
de toxicité [41] . Les études sont compliquées par la différence de métabolisme de la
coumarine entre les especes animales et par le dosage, méme les doses toxiques les plus
faibles dépassent encore 100 fois les quantités utilisées dans l'industrie du parfum, car la

coumarine est considérée comme slre, cependant, son utilisation est interdite dans le rouge a
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lévres [50] , donc I'exposition a de faibles niveaux de coumarine que ce soit dans les aliments,
les parfums ou les cosmétiques ne devrait provoquer aucune hépatotoxicité [32].

Conclusion :

Les coumarines sont une source d'attraction et d'intérét a long terme pour les chercheurs
et les scientifiques, en raison de leur large présence dans la nature, de leurs diverses propriétés
pharmacologiques [47,48], car elles ont été utilisées dans de nombreuses applications
thérapeutiques(antivirales,antibactériennes,antiparasitaires,hypoglycémiques, neuroprotectrice
s et autres) [47] , cependant, il est important de reconnaitre les risques potentiels pour la santé
associés a la consommation d'une surdose de coumarines, y compris I'hépatotoxicité et
d'autres effets, de sorte que lutilisation sire des coumarines doit étre soigneusement
envisagée, en prenant des mesures strictes de contrdle malgré les risques et les avertissements,
I'étude des coumarines attire toujours les scientifiques vers de nouvelles découvertes et

innovations en médecine, en science alimentaire et dans d'autres domaines [48].
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CHAPITRE Il : méthodes

et materiels



Ill.1.introduction :

Ce chapitre consacré a I’étude photochimique de I’espéce Tilia Cordata qui concerne : le
criblage phytochimique des composés chimiques de cette plante puis D’extraction des
coumarines par les différents solvants organiques et contrdle et analyse par la

chromatographie sur couche mince et I’¢tude de I’activité antibactérienne des extraits .

I11.2.1.>étude phytochimique :

I11.2.1. Récolte du mateériel végeétal :

La récolte des parties de la plante Tilia cordata (petit Tilleul ou tilleul a feuilles de cceur)
dépend du type de médicament végétale, ou le moment de la récolte varie pour chacune des
feuilles, graines et racines, la récolte se fait pendant les concentrations les plus élevées de
composes a étudier, nous I'expliquons ci-dessous:

1. Récolte des feuilles: le moment idéal pour récolter les feuilles est de la fin du printemps au
début de I'éte, car pendant cette periode, elles contiennent de fortes concentrations de
composes antioxydants tels que les coumarines et les flavonoides, ou les feuilles propres sont
collectées et sechées a I'ombre dans un endroit aéré pour préserver leur couleur verte et leurs
composes efficaces.

2. Recolte des graines : Les graines de Tilia cordata mdrissent de la fin de I'été au début de
l'automne, lorsqu'elles se transforment en petits fruits secs (noyaux) qui brunissent ou gris
clair et deviennent raides. Collecté et séché dans un endroit sec et bien ventileé.

3. Récolte des racines: Le moment idéal pour récolter les racines est la fin de lI'automne ou le
début du printemps, Les racines sont moins souvent utilisées en médecine traditionnelle, ou
les racines sont soigneusement lavées, puis hachées et séchées a feu doux aprés avoir été

retirées de la plante [01,02] .
I11.2.2. Préparation des échantillons :

La matiere végétale obtenue a été triée puis une partie a é€té broyée par un broyeur et un
tamis pour obtenir une poudre tres fine, pour augmenter I'échange superficiel entre le solide et

le solvant et faciliter I'extraction. Apreés cela, la poudre a été obtenue préte a I'emploi.
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Figure III-3 :les tiges de Tilia cordata avant et aprés broyage.

64



I11.2.3.1e criblage phytochimique de I’espéce Tilia Cordata ( analyse qualitatif ) [03][04]:

L'examen phytochimique vise a détecter des composés chimiques biologiquement actifs
(métabolites secondaires et primaires) et a les étudier a des fins médicales ou autres. Dans
cette partie, nous étudierons les composants de la plante Tilia cordata en utilisant un
ensemble de méthodes d'extraction et les réactifs chimiques nécessaires.

Meéthodes et matériels :

I11.2.3.1. Test de Flavonoides :
Test 01:

Testé dans un flacon Erlenmeyer de 100ml, et introduit 3 g de poudre a corroder dans
50 ml d'acide chlorhydrique (HCI) a 1% pendant une nuit, puis filtré.

10 ml sont préleves sur le filtre et sont réalisés principalement en ajoutant une
solution d'hydroxyde d'ammonium (NaOH), l'apparition d'une couleur jaune clair sur les
noyaux indique la présence de flavonoides.

Test 02:

Dans 50 ml d'eau distillée, Laisser infuser 3 g de poudre seche pendant 30 minutes,
filtrer puis mélangez I’extrait avec 1'alcool chlorhydrique (butanol, acide chlorhydrique:
80: 20 (T/T)) et la moitié de l'alcool esoamylique est ajoutée, puis quelques deux verres de
magneésium. Observez l'application de la coloration.

» La couleur rouge-orange indique la présence de flavones;

> Le rose-violet indique la présence de flavanones

» le rouge indique la présence de flavonols et de flavanonols.

111.2.3.2. Test de Quinones:

2 g de poudre végetale ont été humidifiés avec une solution d'acide chlorhydrique a 10%.
On fait ensuite tremper dans 3 mL d'un mélange d'éther de pétrole pendant 3 minutes.

Apreés filtration, le millet de cette solution a été traité avec 1 ml d'une solution aqueuse
d'’hydroxyde de sodium a 1% (hydroxyde de sodium). Une couleur forte se transforme en
collecteur, et une couleur rouge ou violette apparait indiquant la présence de quinones.
111.2.3.3. Test de Coumarine:

Introduire 3 g de poudre seche dans 30 ml d'éthanol pendant 24 heures puis filtrer, Prélever
2 ml du filtre et ajouter 0,5 ml d’hydroxyde de sodium a 10% (hydroxyde de sodium), porter a

ébullition.
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Apres refroidissement, ajouter 4 ml d'eau distillée et quelques gouttes d'acide chlorhydrique
concentré acide chlorhydrique en observant sous rayonnement ultraviolet I'apparition d'une
fluorescence témoignant de la présence de coumarine.
> La réaction est positive si l'acidification de la solution transparente avec quelques
gouttes d'acide chlorhydrique concentré lui fait perdre sa couleur jaune pour la rendre
trouble ou s'il se forme un précipité.
111.2.3.4. Test de Tanins :

Les tannoides (tanins hydrolysables) et les tanins vrais (condensés) sont des polyphénols
ou polyphénol responsables de colorations noires brunes des extraits végétaux. lls sont
détectés en ajoutant quelques gouttes de solution de FeCls diluée a 1% ou 2% au décocte.
L’apparition d’une coloration verdatre indique la présence de tanins catéchiques ou noirs pour
les tanins galliques.

Prendre 3g de la poudre végétale, réaliser une extraction avec 20 ml d’alcool éthylique
(CoHsOH), aprés 15 mn d’agitation, filtrer, puis tester le filtrat avec quelques gouttes de
FeCls.

111.2.3.5. Test de Saponosides :

2g de matériel végétal sec broyé sont utilisés pour préparer une décoction avec 50 ml d’eau
distillée. On chauffe au bain marie bouillant pendant 15 mn. Aprés refroidissement et
filtration, si une mousse est obtenue, I’apparition d’'une mousse persistante (constante) indique
la présence des saponosides.

I11-2.3.6. Test de Anthocyanes :

Mettre 1g de poudre dans 10 ml d’eau distillée, porter au bain marie bouillant pendant 15
mn. Filtrer, puis tester le filtrat avec quelque goutte d’acide chlorhydrique HCI puis I’ajout
d’hydroxyde d’ammonium NH4OH concentrée va entrainer un changement de couleur de
I’extrait initial indiquant la présence des anthocyanes.

I11.2.3.7. Test de Leucoanthocyanes :

Mettre 1g de poudre dans 5 ml de propanol, ajouter des gouttes de HCI concentré puis
chauffer le mélange de 3 a 5 mn au bain marie ; apres le chauffage, ’apparition d’une couleur
rouge indique la présence des leucoanthocyanes.

I11.2.3.8. Test de Stérols insaturés et terpenes :
Prendre 5g de matériel végétal, on fait extraction avec 20 ml de CHCL puis filtrer et ajouter

au filtrat 1ml de H.SO4, avec précaution sur les parois du tube a essais. La zone de rencontre
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entre les deux phases donne une couleur verte qui indique la présence des stérols insatures et
terpénes.
111.2.3.9.Test de Caroténoides :

5 g de poudre des plantes ont été infusés séparément dans 50 ml d’eau distillée. Chaque
mélange a ensuite filtré. Les filtrats ont été répartis dans des tubes a essai a raison de 3 ml.
Quelques millilitres (3 ml) d’HCI ont été ajoutés dans chaque tube a essai puis 3 ml de H2SOa.
Il en résulte dans les deux cas une coloration violette des phases lipidiques qui indique la
présence des caroténoides.
111.2.3.10. Test des alcaloides :

Mettre 6 g de la poudre séche dans 30 ml de solution d’acide sulfurique H.SO+ 10%
pendant 60 mn, puis filtrer. Le filtrat est reparti en 4 tubes a essai et on procede aux tests
suivants :

> 1 tube : ajouter quelques gouttes de réactif de Mayer qui donne une coloration jaune

en présence des alcaloides.

> 2 °™ tube : ajouter quelques gouttes de réactif de Dragendorff qui donne un précipité

rouge-orange.

> 3°7M tube : ajouter quelques gouttes de réactif de Bouchardat qui donne un précipité

rouge-brun.

> 4°7M¢ tube : soumis sous lumiere UV pour détecter la présence des alcaloides de

quinquina qui donne une fluorescence bleue intense a A = 365 nm.
111.2.3.11. Test de I’amidon :
2 g de poudre végétale, ajoutée a quelques gouttes d’iode I2, la formation d’une coloration
bleue violacée en présence d’amidon.
111.2.3.12. Test de Sucres réducteurs :
On ajoute 1 ml de liqueur Fehling a 5 ml d’extrait, puis on chauffe les tubes contenant les
mélanges au bain marie a 40°C.

» Un test positif est indiqué par ’apparition d’une couleur rouge brique.

111.2.4.Extraction des coumarines :

111.2.4.1.Extraction solide-liquide :

La méthode d'extraction par solvant par macération est une méthode basée sur la solubilité
des coumarines dans les substances organiques et les alcools (éthanol) a partir des cellules de
matiére végétale .on fait tremper un poids de 150 g de matiére végétale dans un mélange

hydroalcoolique (éthanol / eau) dans des proportions (70/30; volume / volume) pendant 24
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heures & température ambiante.

Apres filtration sur entonnoir Buchner et évaporation (45 c¢°), l'extrait aqueux est laissé a l'air
libre pour évaporer le résidu résultant en éthanol et le résidu obtenu est & nouveau trempé
pendant 24 heures dans la quantité d'éthanol récupérée par le processus d'évaporation. On

procéde a nouveau a la filtration et a I'évaporation et on mélange I'extrait obtenu.

Figure III-4 : I'extrait obtenu. Figure III-5: le résidu d’extraction de Tilia cordata.

111.2.4.2.Extraction liquide -liquide :

C'est une méthode de separation utilisée pour séparer les composés en fonction de la
différence de solubilité dans les phases aqueuse et organique non miscibles ( partage des
composeés entre les deux phases ) [05].

Principe:

Cette extraction dépend de la différence de solubilité du solvant dans les phases aqueuse
et organique, de sorte qu'il faut une différence de densité entre elles pour pouvoir se séparer
en utilisant la décantation de sorte que la phase la plus dense soit les couches inférieures et les

phases les moins denses sont au sommet, donc la phase souhaitée est isolée [05] (figure II1-6).
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Dans cette étape l'extrait obtenu et soumise a une extraction liquide-liquide successivement

avec I'hexane, dichlorométhane et I'acétate d'éthyle.

p
1] Ajouter le salvant d'extraction & la solution & extraire, puis boucher 'ampoule 2} Agiter énergiquement
et dégazer régulidrement

J) Laisser décanter, ampoule débouchée 4) Récupérer les deux phases

phaze phase phasze

agueuse arganigue agueuse
. -

Figure III-6 :I’extraction liquide liquide par ampoule a décanter. [06]
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111.2.4.2.1.Extraction par hexane :

200 ml de I’hexane sont introduits dans I'ampoule a décanté contenant la phase aqueuse,
apres agitation et précipitation des deux phases, la phase aqueuse (située en bas) du Vert est
récupérée dans un ballon. Cette étape est répétée deux fois pour éliminer la chlorophylle, les
graisses, les cires et les hydrocarbures (figure III-7).

Phase hexane

phase
aqueuse

:»
Figure III-7:I’extraction liquide liquide de la phase aqueuse par hexane.

111.2.4.2.2.Extraction par dichlorométhane :

Le dichlorométhane est un solvant de polarité moyenne, censé entrainer des composés
semi-polaires.
200 ml de dichlorométhane sont ajoutés a la phase aqueuse traitée a hexane contenue dans
I'ampoule & décanter , aprées agitation et précipitation des deux phases, la phase organique
inférieure (dichlorométhane) de couleur vert clair est récupérée dans un ballon. Cette étape est
répétée deux fois pour extraire les composés moyennement polaires, les coumarines (figure
111-8).
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Figure III-8 :I’extraction liquide liquide de la phase aqueuse par dichlorométhane.

111.2.4.2.3.Extraction par I'acétate d'éthyle :

200 ml d'acétate d'éthyle sont ajoutés a la phase aqueuse traitée au dichlorométhane
contenue dans I'ampoule a décanter , aprés agitation et coulée des deux phases, la phase
organique supérieure (d'acétate d'éthyle) de couleur jaune est récupérée dans un ballon.

Cette étape est repétée deux fois, dont I'extrait peut contenir excessivement des coumarines
(figure II1-9).
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Figure III-9 :I’extraction liquide liquide de la phase aqueuse par 1’acétate d'éthyle.

111.2.4.3.Evaporation des extraits :

Les extraits 1, 2 et 3 sont ensuite évaporés pour éliminer les solvants organiques :
» Hexane pour l'extrait 1.
» Dichlorométhane pour l'extrait 2.
> Acétate d'éthyle pour l'extrait 3.

Un évaporateur rotatif est un appareil utilisé pour concentrer rapidement le milieu. Il
s'agit en fait de se débarrasser d'un solvant dans lequel un solide ou un liquide peu volatil est
dissous. Ce dispositif est basé sur I'€limination de la rotation et du chauffage, sous pression
modérée et distillation simple du solvant. La force de séparation de ce dispositif est suffisante
pour séparer correctement les composés par la différence entre les points d'ébullition est
significative. [07] (figure III-10).
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Figure III-10 : L’évaporateur rotatif pour éliminer les solvants organiques.

I11.2.5.Analyse et contréle par chromatographie sur couche mince (CCM) :
111.2.5.1.Définition :
La chromatographie est une méthode biochimique trés utilisée en biologie notamment dans
la séparation et la mise en évidence des constituants d’un mélange [08].
I11.2.5.2. Principe :
Le principe de cette méthode est basé sur la répartition sélective des constituants a séparer
entre deux phases, la phase mobile et la phase stationnaire. La chromatographie sur couche
mince repose sur des phénomenes d'adsorption et la répartition des constituants dans ce cas
est en fonction :
> De la nature de la phase mobile ( mélange des solvants).
> De la nature de la phase stationnaire(gel de silice ).
> Des propriétés physico-chimiques des constituants a séparer [08].
I11.2.5.3.Protocole expérimental :
» Un flacon contenant un éluant d'une hauteur d'environ 1 cm, il doit étre fermé pour
éviter I'évaporation de I'éluant.
» La plaque de chromatographie d'une taille de 2,5%6,5 cm est recouverte de gel de
silice.

> Le dessin de la ligne de dépét n'est pas représenté sur la ligne de dépot .
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> Déposer les échantillons a l'aide d'une pipette, puis sécher les dépdts a l'aide d'une
plaque chauffante .

> Lecture des résultats sous un dispositif ultraviolet d'une longueur d'onde de 365 nm.

Figure II1-10: Analyse par CCM.

Les systemes élution utilisés sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau III- 1:les systemes élution utilisés dans la séparation des coumarines sur CCM
pour les éxtraits (hexane , dichlorométhane ,acétate éthyle ).

Eluant Volume (ml)
Acétate d’éthyle /éthanol /H20 (8.1-1.1-0.8)
Toluene /chloroforme /acétone (4-2.5-3.5)

I11.2.6.L"étude de I'activité antibactérienne des extraits (hexane,

dichlorométhane, acétate d'éthyle):

L'évaluation de lactivité antibactérienne des extraits d'hexane, de dichlorométhane et
d'acétate d'éthyle de tilleul a jeunes feuilles a été réalisée par la méthode de diffusion sur
milieu gelosé (antibiogramme), initialement congue pour les antibiotiques, mais en

remplagcant les comprimés antibiotiques par des comprimeés imprégnés de l'extrait
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(aromatogramme). Au niveau du Laboratoire d'Analyse des bactéries et des parasites de
I'ndpital« Hakim Saadan » a Biskra.
Les souches bactériennes qui ont fait I'objet de cette étude ont été isolées chez des patients de
cet hopital, ce sont:

> Bactérie Escherichia coli

» Pseudomonas aeruginosa

» Staphylococcus aureus

Les bactéries sont partout leur capacité a s'adapter aux environnements les plus divers et
les plus rudes en a fait un élément clé de la biodiversité. 1ls sont également nécessaires dans
les cycles biogéochimiques. Pour I'homme, il est évident que les bactéries sont responsables
de nombreuses maladies, mais elles remplissent également une fonction nutritionnelle
importante dans notre systeme digestif. Et au final, les bactéries sont un véritable outil
industriel, qui a longtemps été utilisé dans les transformations agroalimentaires comme la
fermentation du lait, et plus recemment dans la production d'enzymes ou de médicaments. La
présence massive de bactéries est en grande partie due a leur remarquable adaptabilité.
Comprendre cette adaptabilité nous permettra a long terme de prévenir et de traiter les
infections. Et a I'ere du développement durable, ces connaissances peuvent egalement ouvrir
de grandes perspectives d'applications industrielles et agricoles [09].
111.2.6.1. Les bacteéries :

Une bactérie est un microorganisme unicellulaire (procaryote) de petite taille, de formes
diverses, caractérisé par des caractéristiques spécifiques. La taille des bactéries varie de 1 a 10
micrometres. Le poids des bacteries est d'environ 10-12 mg. Il contient 70% d'eau. En poids
sec, les bactéries sont constituées de protéines (55%), de lipides (10%), de
lipopolysaccharides (3%), de peptidoglycanes (3%), de ribosomes (40%), d'/ARN (20%) et
d'’ADN (3%).La classification est basée sur la coloration (par Christian Gram en 1884) en
fonction de la perméabilité de la paroi cellulaire au solvant. Il existe deux grandes catégories
de bactéries: les bactéries a gram positif et les bactéries a Gram négatif. La différence réside
principalement dans la structure de la paroi cellulaire [10].

Des bactéries se forment.
» Un noyau qui contient sur un chromosome le patrimoine génétique de la cellule.
> Le cytoplasme, qui contient des ribosomes, siége des synthéses protéiques et
éventuellement des plasmides

» une paroi, ou membrane , lui donnant sa forme, sa rigidité et son antigénicité [11].
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111.2.6.2. Escherichia coli :

Escherichia coli est une bactérie de la famille des Escherichia coli.elle est une bactérie

qui vit dans le tube digestif de nombreux vertébrés, y compris les humains.

;> Outer Membrane
7 Cell Wall
? Periplasmic Space
Plasma Membrane

‘Pl

Flagella «
Cytosol

Ribosomes

Figure III-11 : Escherichia coli [13].

Ce sont des bactéries aérobies facultatives, c'est-a-dire qu'elles peuvent se développer a
la fois avec la présence et I'absence d'oxygeéne.Leur longueur varie de 0,5 a 3 micrometres et
leur poids est compris entre 0,5 et 5 picogrammes.Le comte E. coli est l'un des
microorganismes les plus étudiés et les plus utilisés en recherche.lls ont été découverts par
Escherich en 1885, et depuis lors, ils ont été largement utilisés par les microbiologistes.Les
cultiver est facile et a croissance rapide, dans des conditions idéales, leur nombre peut doubler
toutes les 20 minutes.L'accumulation de connaissances et de techniques autour de E a fait de
coli un organisme modele et un outil important dans les laboratoires.Le chromosome d'E. coli
contient 4,6 millions de paires de bases et comprend 4 300 genes codant pour des protéines
(Blattner et al., 1997).A titre de comparaison, la longueur de I'ADN humain est d'environ 3,2
milliards de paires de bases, soit mille fois plus longue<Mais il ne contient qu'environ 20 000
genes, ce qui équivaut a deux a trois fois le nombre de génes e. coli seulement. Les souches de
E peuvent provoquer des infections a coli, qu'elles soient de nature pathogéne ou
opportunistes, du tractus gastro-intestinal<Ou des infections urinaires, ou des méningites,
voire des intoxications sanguines (septicémie) [12].
111.2.6.3. P. aeruginosa :

P. aeruginosa est une bactérie bacille de forme mince dont la longueur varie de 1 a 5
micrometres et la largeur de 0,5 a 1 micrométre. Il s'agit d'une bactérie a gram négatif, non

sporulée, complétement aérobie, généralement non encapsulée mais parfois entourée d'une
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fausse enveloppe appelée albumine qui peut jouer un rble important dans la capacité
pathogéne de cette bactérie. Ces bactéries se caractérisent par leur grande mobilité grace a la
présence de flagelles polaires, généralement uniques (monocotylédones).Caractérisé par P.
aeruginosa a un métabolisme oxydatif. 1l a la capacité d'analyser des composés complexes,
tels que des protéines et des polysaccharides complexes tels que I'amidon et la cellulose .1ls
réduisent également généralement le nitrate en nitrite (et ce processus peut équivaloir a la
conversion du nitrate en azote gazeux), contiennent de l'arginine déshydrogénase et de la
lécithine (qui ne peuvent étre détectées que dans un environnement liquide). Ces bactéries
produisent de lI'ammoniac a partir de la décomposition de Il'acétamide. Ces bactéries se
trouvent généralement dans le sol, I'eau et les espaces qui entrent en contact avec ces deux

milieux [14].

-t cmp—

- - Prvdimonds scrapines . - N
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Figure III-12 : P. aeruginosa [15].

111.2.6.4. Staphylococcus aureus :

Les bactéries appartenant au genre Staphylococcus sont des cocci a Gram positif, regroupés
sous forme de grappes, caractérisées par une grande résistance a lI'environnement extérieur, et
sont également faciles a cultiver en laboratoire. Ces bactéries sont classees en fonction de leur
capacité a coaguler le sang. Une distinction peut étre faite entre les staphylocoques a
coagulase positive, qui sont principalement représentés par S. aureus (également connu sous
le nom de Staphylococcus aureus), et les staphylocoques a coagulase négative (SCN), tels que
S. aureus (également connu sous le nom de Staphylococcus aureus). epidermidis et S.
saprophyticus et S. hominis. Ces dernieres sont souvent des bactéries opportunistes. Le comte

S. aureus et les staphylocoques a coagulase négative sont particulierement responsables des
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infections associées aux dispositifs médicaux, tels que les cathéters, les chambres d'injection
sous-cutanée, les stimulateurs cardiaques, ainsi que les prothéses.

Appartiennent & S. aureus se réféere a la flore normale de la peau et des muqueuses
humaines, 30 a 50% des personnes en bonne santé sont ses porteurs temporaires et 10 a 20%
sont des porteurs permanents. La muqueuse nasale est le site le plus courant de son transport.
Cette bacterie est transmise par les mains, en particulier dans les hdpitaux par le personnel
médical ou les patients, de sorte que le pourcentage de porteurs de celle-ci est plus élevé dans
ce milieu. L'infection peut survenir lorsque la barriere cutanée est endommagée (lors d'une
plaie ou d'une intervention chirurgicale), et le risque d'infection augmente si le systeme
immunitaire est affaibli. Tous ces facteurs en font I'un des principaux germes responsables des
infections nosocomiales, avec E. coli. coli WP. aeruginosa, qui nécessite des mesures
d'hygiéne strictes pour prévenir ou minimiser sa transmission au sein des hopitaux. Ces
bactéries peuvent également causer des infections communautaires, y compris certaines
infections d'origine alimentaire.L'infection est a S. aureus est le plus souvent d'origine
cutanée, par une plaie. Les symptdmes cliniques varient, car ces bactéries provoquent
principalement des infections purulentes de la peau et des muqueuses telles que des furoncles
ou des abceés cutanes, des infections des ongles telles qu'une inflammation des bords des
ongles, ainsi que des infections des oreilles ou des sinus. L'infection peut se propager
localement ou par le sang pour provoquer une bactériémie, une endocardite ou une
septicémie. 1l est egalement responsable d'infections osseuses et articulaires a la fois
originelles et associees a la chirurgie, et d'infections musculaires (myosite staphylococcique).

Il peut pénétrer dans les poumons et provoquer une pneumonie [16].

Staphylococcus aureus

MSCRAMM

Cell wal

Microcapsule

Figure III-13: Staphylococcus aureus [17].
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I11.2.6.5.Préparation des milieux de culture et d'inoculum:

Milieux solides (gélose nutritive, gélose Muller-Hinton) selon les protocoles standards:
dissolution dans de l'eau distillée, stérilisation en autoclave (121 C C. Pendant 30 minutes),
puis versé dans des boites de pétri stériles. Aprés solidification, ils ont été stockésa 4 C C.

Des souches bactériennes (Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa) ont été obtenues a partir de collections de laboratoire certifiées. Le vaccin a été
préparé a partir de colonies pures en suspension dans une solution physiologique stérile et

homogeéne pour une utilisation immédiate dans les tests.
I11.2.6.7. Méthode de dilution des extraits :
Les extraits dissous sont dilués dans de I'éthanol selon le protocole de dilution suivant :

Tableau III- 2 : protocole de dilution.

Les dilutions Description Volume de solution | Volume d’éthanol
A Extrait + éthanol (extrait) 4ml
B Solution A + éthanol 2ml(solution A) 2ml
C Solution B + éthanol 2ml(solution B) 2ml
D Solution C + éthanol 2ml(solution C) 2ml

I11.2.6.8. Préparation des disques :

Les disques sont préparés a partir de papier Whatman N°3 d'un diamétre de 6 mm, puis ils
sont soigneusement rincés a l'eau distillée et placés dans un tube a essai, stérilisés en

autoclave.
I11.2.6.9. Préparation du milieu de culture pour le test :

v Chauffer le gélose jusqu'a dissolution compléte et faire bouillir pendant au moins une
minute.

v Stérilisez le milieu a 121 degrés Celsius pendant 30 minutes pour éliminer les
contaminants.

v’ Laisser refroidir pour éviter la condensation dans les boites de pétri et les tubes.

v" Versez environ 25 ml de gélose dans chaque boite de pétri stérilisée et dans les tubes
inclinés stérilisés, en laissant environ 1 a 2 cm au fond et en inclinant les tubes pour

obtenir une surface inclinée.
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v' Laisser refroidir et durcir a température ambiante et conservez les tubes inclinés et les

boites de pétri a 4°C une fois solidifiés.

Ces étapes assurent la préparation stérile de la Gélose pour la culture microbiologique.
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Chapitre IV :Résultats et

discussion



IV.1. Le criblage phytochimique de I’espéece Tilia Cordata ( feuilles , graines
et tiges)[01][02] :

Des analyses phytochimiques ont révélé la présence de certains métabolites secondaires
dans les différents organes de la plante Tilia cordata (feuilles, graines et racines). De tels
essais ont été réalisés par des réactions basées sur des phénomenes de précipitation ou de
décoloration a l'aide de réactifs qualitatifs.

IV.1.1.Les flavonoides :
IV.1.1.1.les feuilles :

Notez dans le premier test que la décoloration de I’extrait des feuilles de Tilia cordata
aprés I'ajout de réactifs a une couleur jaune claire est une indication de la présence de
flavonoides et dans le deuxiéme test , un changement de couleur de I’extrait a été observé
apres ’ajout des réactifs a la couleur rouge orangé , ce qui indique la présence du type de

flavonoides est flavones (figure IV-1).

Feuilles

Test01

Test02
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Figure TV-1 :résultats des tests de flavonoides des feuilles de Tilia cordata avant et apres.

IV.1.1.2.1es tiges :

Notez dans le premier test que la décoloration de I’extrait des tiges de Tilia cordata apres
I’ajout de réactifs a une couleur jaune claire est une indication de la présence de flavonoides
et dans le deuxiéme test , un changement de couleur de I’extrait a été observé de couleur jeune

orangé , ce qui indique la présence du type de flavonoides est flavones (figure IV-2)

Tiges Avant Apres

Test01

Test02

Figure TV-2 :résultats des tests de flavonoides des tiges de Tilia cordata avant et aprés.

IV.1.1.3. les graines :

Dans le premier test on observe la décoloration de ’extrait aprés I’ajout de réactifs a une
couleur jaune claire est une indication de la présence de flavonoides et dans le deuxiéme test ,
un changement de couleur de I’extrait a été observé aprés ’ajout des réactifs a la couleur

rouge orangé , ce qui indique la présence du type de flavonoides est flavones (figure IV-3).

Graines Avant Apres
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Figure IV-3 :résultats des tests de flavonoides des graines de Tilia cordata avant et apres.

IV.1.2.Les quinones:
1V.1.2.1.les feuilles :

Le test de détection de la quinone a donné un changement de couleur du réactif en orange
rougeatre, ce qui indique la présence de composés quinoniques dans l'extrait de feuilles de la
plante Tilia cordata.

IV.1.2.2.les tiges :

Aprés l'apparition de la couleur rouge dans le test de détection des quinones a partir de

I'extrait des tiges de la plante Tilia cordata avec l'ajout de réactifs indique la présence des

COMpPOSEs quinoniques.

IV.1.1.3.les graines :

Le changement de couleur qui s'est produit indique la présence de Quinones dans les
graines de Tilia cordata. Ou la couleur rouge-brun est due a I'oxydation des quinones (figure
1V-4)
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Quinones Avant Apres

Les feuilles

Les tiges

Les graines

Figure TV-4 :résultats des tests de quinones des graines et tiges et feuilles de Tilia cordata
avant et apres.

IV.1.3.Les coumarines :
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L'apparition d'un précipité lors de I'ajout d'acide chlorhydrique dans I'extrait de feuilles et de
tiges indique la présence de coumarines, mais au niveau des graines, la réaction est négative,

aucun précipité ne s'est formé et la couleur jaune de I'extrait indique I'absence de coumarines
(figure IV-5).

Coumarines

Feuilles

tiges
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Graines

Figure TV-5:résultats des tests de coumarines des graines et tiges et feuilles de Tilia cordata
avant et apres.

IV.1.4.Les tannins :

L'apparition d'un mélange de vert et de noir dans les extraits des feuilles, tiges et graines
de la plante Tilia cordata indique la présence de tanins, a savoir les tatines catéchique et
galliques (figure IV-6)

Les tannins Avant Apres

Feuilles
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Tiges

Graines

Figure I'V-6 :résultats des tests des tanins des graines et tiges et feuilles de Tilia cordata
avant et apres.

IV.1.5.Les saponosides :

L'apparition d'une mousse persistante apres agitation de I'extrait des feuilles et tiges de

Tilia cordata est une indication de la présence des saponosides (figure IV-7).
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Saponosides Avant Apres

Feuilles

tiges

Figure I'V-7 :résultats des tests des saponosides des tiges et feuilles de Tilia cordata avant et
apres.

IV.1.6.Les anthocyanes:
La couleur de I'extrait a changé apres l'ajout de réactifs du rouge brunatre au jaune orangé.
Le changement de couleur indique la présence danthocyanes dans les feuilles de Tilia

cordata, mais I'absence de changement de couleur lors de I'ajout de réactifs a I'extrait de tige

de Tilia cordata indique I'absence d'anthocyanes (figure IV-8).
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Les anthocyanes Avant Apres

Feuilles

tiges

Figure I'V-8 :résultats des tests des anthocyanes des tiges et feuilles de Tilia cordata avant et
apres.

IV.1.7.Leucoanthocyanes :

Le test est négatif pour les feuilles de Tilia cordata, il n'y a pas d'apparition de couleur
rouge apres l'ajout de réactifs, contrairement aux tiges, la couleur de I'extrait est passée au

rouge, indiquant la présence de leucoanthocyanes (figure IV-9).
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Leucoanthocyanes Avant Apres

Feuilles

Tiges

1Figure IV-9:résultats des tests Leucoanthocyanes des tiges et feuilles de Tilia cordata avant
et apres.

IV.1.8.Test de Steérols et terpénes :

L'apparition d'une couleur verte entre deux couches dans les extraits de feuilles et de tiges
de Tilia cordata indique la présence de terpenes et de stérols, quant aux graines, il n'y a pas

d'apparition de couleur verte, c'est-a-dire I'absence de terpenes et de stérols (figure IV-10).
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Figure TV-10 :résultats des tests Stérols et terpenes des tiges et feuilles et graines de Tilia
cordata avant et apres.

IV.1.9.Test de Caroténoides :

Le changement de couleur de I'extrait de graine de Tilia cordata en violet est la preuve de
la présence de caroténoides, et I'absence de couleur violette dans les extraits de feuilles et de
tiges de Tilia cordata lors de l'ajout de réactifs est la preuve de l'absence de caroténodes
(figurelV- 11).

Caroténoides Avant Apres

Feuilles

Tiges
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Graines

Figure TV-11 :résultats des tests Caroténoides des tiges et feuilles et graines de Tilia cordata
avant et apres.

IV.1.10.Test des alcaloides :

En ce qui concerne les tiges et les feuilles, tous les tests sont négatifs, c'est-a-dire I'absence
d'alcaloides dans I'extrait de tiges et de feuilles, I'apparition d'une couleur jaune dans le test de
Meyer, d'une couleur rouge-orange dans le test de dragendorf et d'une couleur rouge-brun
dans le test de boucherdat dans I'extrait de graine de Tilia cordata, cela indique la présence
d'alcaloides en eux (figurelV-12).

Alcaloides Feuilles Tiges Graines

Mayer
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dragendorf

busherdat

Figure I'V-12:résultats des tests alcaloides des tiges et feuilles et graines de Tilia cordata
avant et apres.

IV.1.11.Test de ’amidon :

Lorsque de I'iode est ajouté a la poudre des tiges et des feuilles de Tilia cordata, I'absence

de couleur bleu-violet témoigne de l'absence d'amidone dans celles-ci (figureIV-13).
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Amidon Avant Apres

Feuilles

Tiges

Figure IV-13 :résultats des tests amidons des tiges et feuilles de Tilia cordata avant et apres.

IV.1.12. Test de Sucres réducteurs :

L'apparition de la couleur rouge brique aprés I'ajout de réactifs aux extraits de feuilles,
graines et tiges de la plante Tilia cordata indique la présence de sucres réducteurs en eux
(figure IV-14).
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Sucres réducteurs Avant Apres

Feuilles

Tiges

Graines

Figure TV-14 :résultats des tests Sucres réducteurs des tiges et feuilles et graines de Tilia
cordata avant et apres.
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Les résultats de la criblage préliminaire, compilés dans le tableau (IV-1), montrent la
présence de flavonoides, de sucres réducteurs, de coumarines, de Quinones et de tanins dans
I'extrait de tiges, de feuilles et de graines . 1l a également été constaté que les terpénoides, les
stérols et les saponosides sont présents dans I'extrait de tiges et de feuilles et leur absence dans
les graines, mais que les caroténoides sont présents dans ce dernier extrait, alors qu'ils sont
absents dans les extraits de feuilles et de tiges. Quant a la détection des anthocyanes, elles ont
donné un résultat positif dans I'extrait de feuille et un résultat négatif dans I'extrait de tige,
tandis que les leucoanthocyanes sont présents et absents dans I'extrait de tige . Il a également
été constaté que lI'amidone est absente dans les deux derniers extraits .

La présence ou l'absence de I'un des composés secondaires dans un extrait particulier
dépend du type de solvant, de la méthode d'extraction et de la durée de I'extraction Sur la base
des résultats obtenus a partir des tests de détection phytochimique initiaux, nous pouvons
prédire que la plante Tilia Cordata contient une grande variété de composés secondaires dans
ses divers organes végétaux.

Tableau IV-1 :résultats des tests préliminaire de mise en évidence de quelques métabolites
secondaires des organes (tiges ,feuilles et graines )de Tilia cordata.

(-) absence ,(+) présence ,(/)non déterminé,(++) présences dans les deux test,(+++) présences

dans les trois tests ,(---) présences dans les trois test .

Composes Feuille Tiges Graines
chimiques

Flavonoides ++ ++ +
Quinones + + +
Coumarines + + -
Tanines + + ¥
saponosides + + /
Anthocyanes + - /
Leucoanthocyanes - + /
Stéroles et terpénes + + -
Caroténoides - - +
Alcaloides 4+
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Amidons - - /

Sucres réducteurs + + +

IV.2.Détermination du rendement d’extraction(R) [03]:

Le rendement d'extraction, qui est exprimé en pourcentage ( % ) et calculé par rapport au
poids de la matiére séche primaire utilisée a partir de Tilia cordata, varie en fonction du type
de solvant utilisé . Ce rendement varie de 0,34% a 0,626%.

Mextrait

R = X 100%

Mpiante
Les pourcentages de rendement les plus élevés ont été observés dans I'extrait d'acétate d'éthyle
par rapport aux extraits de dichlorométhane et d’hexane qui étaient plus faibles. Comme
indiqué dans le tableau IV-2.
On voit que le rendement d'extraction augmente avec l'augmentation de la polarité du solvant.
L'extrait d’hexane apparait dans une couleur vert jaunatre clair, tandis que le dichlorométhane
et l'acétate d'éthyle apparaissent dans une couleur vert foncé.

Tableau I'V-2: rendement d’extraction des extraits (hexane,dichlorométhane , acétate
d’éthyle).

Solvant Masse d’extrait sec Rendement(”.)
(9)
Hexane 0.52 0.35
Dichlorométhane 0.81 0.54
Acétate d’éthyle 0.94 0.63
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RENDEMENT D'EXTRACTION( R)

mhexa Mdichloro Wacétat m
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0.2 -

0.1 -

hexa dichloro acétat

Histogramme sur : « réparation relative du rendement en extraits de Tilia cordata a partir

d’une masse de 150 g en utilisant divers solvants .

Les résultats d’extraction ont montré la supériorité de 1’ acétate d’éthyle par 42% ,suivi du
dichlorométhane de 36% , tandi que ’hexane a montré un rendement inférieur de 22% . ces
résultats reflétent I’efficacité de différente solvants utilisés ,en fonction de leur polarité et de

leur effet dans I’extraction des composés actifs de I’échantillon végétal «Tilia cordata » .
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IV.3.Analyse des extraits par chromatographie sur couche mince (CCM) :

IV.3.1. les places CCM (résultats ) [05]:

Extrait Eluant 01 Eluant 02
Marron
Marron
Bleu
rouge
Marron
Hexane Jeune-
Marron
rouse
Dichlorométhane
Marron Jeun vert
marron Rouge-
marron
rouse
Jeune-vert
Bleu pale
Marron
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Acétate d’éthyle

marron

Rouge-marron
bleu

Bleu pale

rouse

Figure I'V-15:les résultats de I’analyse CCM des extraits de Tilia cordata par (hexane ,
dichlorométhane et acétate d’éthyle sous lumiere UV (366 nm).

D'apres les résultats de la chromatographie CCM (figure IV-15). On trouve que la couleur
marron et jaune trouvée en plaque CCM indique la présence de coumarines de type
furanocoumarine. La couleur jaune-marron et le bleu pale suggerent la présence de chromone,
la couleur bleu cyan et le bleu indiquent la présence de coumarines simples.ll y a des points
jaune-vert dans l'extrait de dichlorométhane répartis sur la face de la plaque qui peuvent
exprimer la présence de plusieurs types de coumarines non substituées . Il existe d'autres
couleurs visibles comme le rouge, le rose et le Violet, ces couleurs indiquent la présence
d'autres composés ou impuretés dans les extraits. La multiplicité des taches en plaqgue CCM
exprime la multiplicité des composés présents dans l'extrait.

L'analyse via CCM montre que l'extrait contient un ensemble complexe et diversifié de
coumarines, y compris des furanocoumarines, des coumarines simples et des chromones, ainsi
que d'autres composés non spécifiques. Cela indique la richesse de la plante Tilia cordata en
composés biologiquement actifs, qui peuvent mériter une étude plus approfondie et une
séparation en utilisant des techniques plus spécialisées.

IV.3.2. Calcule de facteur de rétention [04]:

Aussi appelé coefficient de flux est le rapport du mouvement de la substance (Lc) par
rapport au mouvement du solvant (Ls) sur le papier CCM, chaque compose a une valeur Rf
caractéristique en fonction du type de conditions dans lesquelles La plaqgue CCM a été

réalisée, son calcul nous aide a identifier le type de substance.
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Lc :longueur du mouvement de composée.
Ls :longueur du mouvement de solvant .

Tableau I'V- 3 : Facteur du retention Rf des composés des plaques CCM des extraits .

Extrait Eluant Lc(cm) Ls(cm) Rf
Hexane 01 5.6 0.90
5.4 6.2 0.87

4.8 0.77

02 3.7 0.62

3 6 0.5

2.7 0.45

2 0.33

Dichlorométhane 01 4.6 0.87
4.2 0.79

3.3 5.3 0.66

2.8 0.53

02 4.7 0.83

4 5.6 0.71

2.3 0.41

1.1 0.19

Acétate d’éthyle 01 5.1 0.83
4.5 6.1 0.73

3.5 0.53

02 3.7 5.4 0.68

2.4 0.44

D’apres le tableau (IV-3) ,0n notez que certains composes sont co-présents dans les extraits.
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IV.4. L'étude de I'activité antibactérienne des extraits (hexane,

dichlorométhane, acétate d’ethyle):

Pour étudier in vitro l'activité antibactérienne de nos trois extraits obtenus a partir des
feuilles de la plante Tilia cordata, la méthode d'étalement des comprimés sur un milieu gélosé
a été utilisée. Cette activité est estimée, aprés 24 heures d'incubation a une température de 37
C°, en mesurant le diamétre de la zone d'inhibition de la croissance microbienne autour des
comprimés contenant différentes concentrations des trois extraits (hexane, dichlorométhane et
acétoéthyle) par rapport aux bactéries ( Pseudomonas. Staphylococcus aureus, escherichia coli
).

IV.4.1.Bactéries Pseudomonas ( résultats des antibiogrammes ) :

Tableau I'V-4 : résultats des antibiogrammes des extraits sur bactérie
pseudomonas(diametre d’inhibition ).

Pseudomonas Dilution A Dilution B Dilution C Dilution D

EX : hexane 10mm 11mm 13mm 12mm
EX :dichlorométhane 08mm 08mm 10mm 11mm
EX :acétate d’éthyle Résistance 14mm 13mm Résistance

) T
Pseddo monase
{dichlorométhane

- e
e N
_— '!:-*7- > - \ . AN\
N DRES 4 }F gosj‘_“

//'

FigureIV-16 :résultats de antibiogramme de bactérie pseudomonas.
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IV.4.2.Escherichia coli ( résultats des antibiogrammes ) :

Tableau I'V-5 : résultats des antibiogrammes des extraits sur bactérie Escherichia coli

(diamétre des zones d’inhibition ).

Escherichia coli Dilution A Dilution B Dilution C Dilution D
EX : hexane Résistance 08mm Résistance 09mm

EX :dichlorométhane 07mm Résistance Résistance Résistance
EX :acétate d’éthyle | Résistance 09mm 08mm 09mm

Figure TV-17 :résultats de antibiogramme de bactérie Escherichia coli.
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IV.4.2. Staphylococcus aureus( résultats des antibiogrammes ) :

Tableau IV-6 : résultats des antibiogrammes des extraits sur bactérie Staphylococcus
aureus (diametre des zones d’inhibition ).

Staphylococcus aureus Dilution A | DilutionB | Dilution C | Dilution D
EX : hexane 12mm 09mm 19mm 14mm

EX :dichlorométhane 14mm 11mm 10mm Résistance
EX :acétate d’éthyle 10mm 09mm Résistance 07mm

Figure TV-18 :résultats de antibiogramme de bactérie Staphylococcus aureus.

Pour les bactéries Pseudomonas aeruginosa, les zones d'inhibition les plus élevées
étaient de 14 mm, 13 mm, 12 mm, enregistrées dans les extraits d'hexane et d'acétate d'éthyle.

L'extrait d'acétate d'éthyle a enregistré la zone d'inhibition la plus élevée avec 14 mm dans
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laquelle ces bacteries étaient trés sensibles a I'extrait, c'est entre I'extrait d'acétate d'éthyle
ayant une activité antibactérienne contre ces bactéries. D'autres extraits ont également montré
une inhibition des pseudo bactéries, avec une sensibilité variable en fonction de la différence
de concentrations (les concentrations C et B présentaient les zones d'inhibition les plus
élevées) . Par conséquent, les trois extraits sont efficaces contre la bactérie Pseudomonas

aeruginosa.

Pour les bactéries Escherichia coli: ces bactéries ont montré une résistance aux trois
extraits, elles avaient des zones d'inhibition limitées, la zone d'inhibition la plus élevée était de
09 mm dans l'extrait d'hexane et d'acétate d'éthyle, tandis que I'extrait de dichlorométhane
montrait une faible activité antibactérienne contre ces bactéries .

Pour staphylococcus aureus: les extraits de dichlorométhane et d'hexane ont pu produire
une efficacité significative contre ces bactéries, les zones d'inhibition les plus élevées étaient
dans l'extrait d’hexane avec 19 mm a la concentration C, suivi de I'extrait de dichlorométhane
avec 14 mm a la concentration A, tandis que l'extrait d'acétate d'éthyle avait un effet modéré a
faible. Nous pouvons conclure que les trois extraits ont une activité antibactérienne sur ces
bactéries avec des concentrations différentes.

Tableau I'V- 7 : la sensibilité des bactéries pour les extrait .

Extrait Dilution Pseudo E.Coli S.aureuse
A + - +
+ + +
C + - +++
Hexane
D + + ++
A + - ++
B + - +
C + - +
Dichlorométhane
D + - -
A - - +
B ++ + +
Acétate d’ethyle
C + + R
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D

D( diametre ) <8 : bactérie résistante (-).
8<D<14 :bactérie est limite (+).

14<D<18 : bactérie tres sensible (++).

D>18 : bactérie extrémement sensible (+++).
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Conclusion :

Cette étude a permis de mettre en évidence la richesse du profil phytochimique des feuilles
de Tilia cordata, révélant la présence de plusieurs familles de composés bioactifs tels que les
flavonoides, les coumarines, les tanins, les saponines, les terpénes, les stérols, les alcaloides et
les anthraquinones, ce qui confirme le potentiel biologique de la plante et soutient ses usages
traditionnels.

Des extraits ont été obtenus a l'aide de solvants de polarités différentes, avec un rendement
maximal enregistré pour l'extrait a l'acétate d'éthyle (0,63 %), suivi par I'extrait au
dichlorométhane (0,54 %) et enfin I'extrait a I'nexane (0,34 %). La présence des coumarines a
été confirmée dans tous les extraits, démontrant la stabilité de ces composés a travers les

différents solvants.

Sur le plan biologique, les extraits ont montré une activité notable contre Staphylococcus
aureus, l'extrait a I'hexane présentant le plus grand diametre d'inhibition (19 mm), suivi par
I'extrait au dichlorométhane (16 mm) et I'extrait a l'acétate d'éthyle (14 mm). En revanche,
l'activité antibactérienne contre Escherichia coli était faible voire absente, reflétant la

sensibilité variable des bactéries selon la structure de leur paroi cellulaire.

Ces résultats suggéerent que les feuilles de Tilia cordata constituent une source riche en
composeés phénoliques et coumarines, qui contribuent principalement a lactivité
antimicrobienne, avec une réponse bactérienne variable selon le type. Il apparait également
que les solvants de polarités différentes influencent a la fois la quantité des composes extraits
et leur efficacité biologique, l'extrait a l'acétate d'éthyle se distinguant par son rendement,
tandis que I'extrait a I'nexane excelle dans l'activité antibactérienne contre les bactéries a

Gram positif.

Compte tenu de ces résultats, il est essentiel de poursuivre par la purification des
composeés actifs et leur identification précise via des techniques analytiques avancées telles
que la RMN, et la LC-MS, afin de mieux comprendre leurs propriétés biologiques. Par
ailleurs, il convient d'élargir les études pour inclure un spectre plus large d'organismes, y
compris les champignons et les bactéries & Gram negatif, afin d’évaluer I’activité
antibactérien globale. De plus, ’adoption de méthodes d’extraction écologiques et modernes,
telles que ’extraction assistée par ultrasons ou I’utilisation de solvants eutectiques profonds,

est recommandée pour améliorer I’efficacité d’extraction tout en réduisant I’impact



environnemental. Enfin, des études toxicologiques approfondies sont nécessaires pour évaluer

la sécurité de ces extraits avant toute application pharmaceutique ou alimentaire potentielle.
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