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Introduction

Depuis des milliers d'anndes, lhumanitd a utilisd diverses plantes trouv.es dans son

J-::tT::"l":: 
ttarter et soigner toutes sortes de maladies, ces plantes repr6senrent unrdservoir immense de composds potentiels atrribu" ;-;;o-,i*lffoi#"T|J

I'avantage d'6tre d'une grande diversitd de structure chimique et ils possddent un trds largedventail d'activit6s biologiques' cependant l'dvaruation de ces activitds demeure une t6che trdsintdressante qui peut faire I'intdr€t de nombreuses dtudes. Selon l,organisation mondialede la santd (oMS)' la mddecine traditionnelle se ddfinit comme l,ensemble de toutes lesconnaissances pratiques explicables ou non po'r diagnostiquer ou dliminer un d6s.quilibrephysique ou mental en s'appuyant exclusivement sur l'expdrience vdcue et l,observationtransmises de g6n6ration en gdn.ration (orarement ou par dcrit) [lf .
La valonstion scientifique de la mkdic,,,e traditionneile doit conduire noarnment d ra miseau point des mddicaments d base de plantes- Aujourd'hui , ir a 6t6estimd que les principes actifsprovenant des vdg6taux reprdsentent 25Yo des m6dicaments prescrits soit un total de r20compos.s d'origine naturelle provenant de 90 plantes differentes [2f .
L'Algdrie est dotde d'une biodiversitd parmi les plantes riches dans re monde, avec unnombre trds 6levd de plantes utilisdes comme herbes, cornme aliments naturels et pour des butsthdrapeutiques' De aombreuses substances naturelles diftrentes ont 6t6identifi6es et beaucoupd'enfre elles se sont utilisdes dans la mddecine tuaditionnelle pour ra prophylaxie et le traitementdes maladies.

Nous nous sornmes intdresses i l'dfude phytochimique et biologique de l,espdce ormenismixta, appart€nant de la famille des asteracdes.

Ainsi, ce manuscrit est divise en cinq chapines :

k premier chapitre' est consacrd d une recherche bibliographique sur res familles desastdracees et les principaux mdtabolites secondaires suivis par une description botanique,systdmatique et I'utilisation de l,espdce ormenis mixta.

k deuxidme' est comport€ I'dtude bibliographique des flavonordes, les diftrentes classeset le'rs int&rcts thdrapeutiques, y compris les mdthodes nicessaires d la s.paration, lapurification et I'itablissement de structures de cette famille de produits nafurels.

Le troisidme' il est consacrd d la prdsentation de nos havaux personners comportant radescription des travaux phytochimiques sur la sdparation et l,identification des produits sdpar6s.

-,
rli
' i,?



fnfuoduction

Le quatridme chapitre, conceme l'dvaruation de .activit6
contre quelques souches bactdriennes

antibactdrienne de notre plante,

Le cinquidme chapitre prdsente les rdsultats obtenus accompagnds de leur discussion.
Le manuscrit se termine par une conclusion gdn6rale.

izi
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I.Introduction

Les plantes medicinales s'agissent dtrne plante qui est utilis6e pour pr6venir, soigner ousoulager divers malx' IIs sont des drogues v6g6tales dont au moins une partie possdde despropri6t6s m6dicamenteuses [ll.

Une des originalit6s majeures de plante m6dicinales r6side dans leur capacit]d produire deszubstances naturelles trds diversifi6es' En effet, d cot6 des m6tabolites primaires classiques (glucides,protides' lipides' acides nucl6iques), ils accumulent fr6quemment des m6tabolites dits secondairesdont la fonction physiologique n'est pas toujours 6vidente mais repr6sente une source imporfante demol6cules utilisables par I'homme tans des domaines aussi diftrents que ra phannacologie ouI'agroalimentaire 
[2f .

ra phytochimie' oti la chimie des v6g6taux, est la science qui 6tudie la stmcfurg lem6tabolisme et la fonction ainsi que les m6thodes d'analysg de purification et d,extraction dessubstances naturelles issues des plantes.

II. Description de Ia plante 6tudi6e
II.1. La famiile des ast6rac6es

re mot << Aster >> du grec signifie 6toilg en relation avec la fonne d,inflorescence particulidredes ast6rac6es' res Ast6rac6es anciennement appel6es compos6es sont une grande famille deplantes d fleurs (angiospermes), classe des dicotyledones sous crasses des gamop6tales,
comprenant plus de 1500 genres et plus de 25000 espdces d6crites. Eiles sont particuridrement
nombreuses dans les r6gions tropicales et subtropicales noramment l,An6rique cenhale, lam6diterranee,l,Afrique du sud et l,Asie cenhale [31.

ks ast6rac6es sont utilis6es dans plusieurs domaines : en alimentation tel que la laifue,I'artichaut et le tournesol; omementales comme la marguerite s1 rs dahria; insecticides commelas especes du ge'lrre Py,ethrumet aussi plantes m6dicinales oomme Ia camomille de genre(motricaria chamomilla L et Anthemis nobitis L) et le pied de chat (Antenario dioca gartn) [41.

tr'igure 1 : Quelques plantes de la famille des ast6rac6es-



tr 1.1. Aspect botanique

La famille des ast6rac6es pr6sente des caractdres morphologrques divers : herbac.es dfeuilles isol6es [5f annuelles ou vivaces, plus rarement des arbustes, arbres ou plantes grimpanteset quelques fois' plantes chanrues [ff- L'aspect de l'appareil v6g6tatif est ftop vmiable pourcaract6riser les ast6rac6es sur ce critere.

IJ.l.z.Aspect chimique

rr'r'z'r'Les m6taborites secondaires chez res astr6rac6es
Les m6tabolites secondaires des v6g6taux peuvent €tre d6finis oomme des mol6culesindirectement essentielles d la vie des plantes, ptr opposition aux m6tabolites primaires(glucides' lipides et prot6ines)' Les mdtabolites secondaires, issus de m6taborites primaires,interviennent dans la structure des plantes mais 6galemen! elles exercent une actionddterminante sur I'adaptation des plantes d leur environnement.

Toute fois, en raison de leur gamme vari6e de puissance bioactive dans 16 dependance de leurskucture chimiqug ils peuvent founrir des avantages, par exemple la d6fense contre les agentspathogdnes toxiques (virus, bact6ries, champignons) ou herbivores ou des pr6dateurs [5].I,es m6tabolites secondaires peuvent 6tre accumul6s dans toutes les parties de la plante ouseulement dans dss organes sp.cifiques conrme res graines ou les racines [5r.En 1987 PIus de 8500 m6tabolites secondaires sont d6jd connus. Les prus grands groupessont les alcaroTdes' les terpenes, Ies st6roides et les compos.s ph6noliques. IIs pr6sentent

ill 

*t-t" valeur economique (en particulier pour l'industrie pharmaceutique et la cosm6tique)

Il.l.2.l.l. Les terpines

res terpe'nes sont des composes hydrocarbones naturels, de strucfure soit cyclique soit ichaine ouverte' Leur formule brute est (csHx) o dont le X est variable en fonction du degr6d'instaunation de ra molecule et ( n > peut prendre des valeurs (de I d g) sauf dans lespolyterpenes qui peut atteindre plus de 100 (le caoutchouc)- r-a molecule de base das terpenes estI'iso'pr'eire de formule csrls [8], symthetisds par les plantes, organismes marins, les champignonset mcme les animau:r [tl' L'exploitation de ce.s compos6s s,effectuait sous forme d,huilesextraites de plantes (hu'e.s essentielles) par le moyen de la distillation [9, ro, rt, rzl.

5
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Drimane

Figure 2 : Exemples des terpdnes.
r'e tefine terp6noide ddsigne un ensemble de substances pr6sentant le squelette des terpdnesavec une ou plusieurs fonctions chimiques (alcool, alddhyde, c6tone, acide, lactone...) Ig,l2l.Dans le rigne vlgltal,les terpdnes sont classes dans la cat6gorie des m6tabolitas secondaires,leur classification est bas6e sur le nombre de repetifions de l'unit6 de base isoprdne Il0,13,141.A ce jour' avec plus de 30 000 mol6cules identifi6es, les terpdnes constituent l,une des plusgrandes familles de compos6s naturels : h6miterpdnes (cs), monoterpdnes (c16), sesquiterpdnes(crs), diterpenes (czo), sesterpi,nes (czs),hiterpdnes (cro), t.traterpdnes (ca6) et polyterpdnes.

res terpdnes sont connus pour leur activit6 biologique (antin6oplastiqug anthelmintique etantiviral)' mais ils montrent une certaine toxicitd envers les humains et certains mammiftres.
Malgr6le fait que I'action das terpdnes dans les systdmes biologiques est bien c,onnue-

nJ.2.1.2. Les alcaloides

rr terme alcaloide a 6t6 introduit par w- Meisner en lglg est utilis6 pour dasigner dessubstances nafirrelles reagissant comme des bases, ce sont des substances organiques azotie*d'origine v€g6tal, leur atome d,azote est inclus dans un systdme h6t6rocyclique 
t101.Gendralennent les alcaloides ont des propri6t6s trds basigues, la plupar! ainsi comme leur nomI'indique ont rme r6action alcaline.

chez de nombreuses plantes, les alcaloides se localisent dans les pidces florales, les firrits oules gnaines, ces substances sont trouv6e.s concentr6es dans les vacuoles [151.
r'es alcaloids sont caractdris"s p* une solubilite faible dans l,earl facilement soluble aansI'alcool et peuve'lrt donner des colorations specffiques avec certains r6actifs (reactifs de Mayer,

:_T:::'l: T 
o"l 

]*. 
subdiviser en trois classes [5r sont: les alcaroides vrais, lesprrotoalcaloides et les pseudoalcaloides.

6
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Figure 3 : Exemplas des alcaloides.

IL1.2.1.3. Les polyph6nots

L'appellation < pollph6nols >> ou << compos6s ph6noliques)) regroupe 
'n 

vaste ensemble deplus de 8 000 mol6cules [16f divis6 €xr'ne dizaonede classes chimiques qui pr6sentent toutes unpoint commun : Iapresence dans leur strrcture d'au moins un cycre aromatique d 6 carbones, Iui-m€me porteur dtrn nombre variable de fonctions hydroxyles (orD t14. ces espdces sont desmonomdres, des polyndres ou des complexes [lgl.
Les compos6s phenoliques sont 

'ne 
famille th6rapeutiquement et 6conomiquement

interqssante' Ils sont exploit6s en phytotherapie et dans des sp6cialit6s pour des propri6t6svasculoprotdctrices (flavonoides, anthocyanes, tanins), antispasmodiques et suscitent beaucoupd'intdrdt par leur potentiel antioxydant.

Dans cette famille de molecules, se trouvent de nombreuses substances, qui peuvent seclasser selon leur shucture en :

tr.1.2.1J.1. Les acides ph6noliques

rr terme acide phenolique pzut s'appliquer d tous les compos6s organiques poss6dant au

::::1"1"i*.*ruque 
et un hvdroxvle ph6nolique, En phyrochimis l,emproi de ceffeO*o 

acide.s benzo,iQue et cinnamique [I9f.
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IJ,I2.1.3.2. Les flavonoides

c'est le groupe le plus repr6sentatif des compos6s phenoliques. ces mol.cules ont tous lemdme squelette de base d quinze atomes de carbones qui sont arrang6s d une configuration c6-c:-co de fpe ph6nyl-2-benzopyr'me, 
ce qui est syronymre avec la sfr'cture 2-phenyle chromane[2rf Gigures 6 et7)' Elles sont consid6rdes comme des pigments quasi universels des v6g6taux.Actuellement, environ de 4000 compos6s flavoniques sont connus [22f.

II.1.2.1.3i. Les tanins

on appelle commun6ment ( Tanins > des substences d'origine v6g6talg non azot6es, desfructure pollphenoliqug soluble dans l'eau, l'alcool, l'ac6tong peu soluble dans l,6ther et ayantla propri6t6 commune de tanner la peau- Les tanins sont des pollphenols que lbn trouve rrans denombreux v6g6taux iL l'6tat de complexes, les fannoid.e.s, certains combines d des sucres sontde'nommes tanoside"s' tels que les ecorces d'arbre et les fruits (raisrn, datte, caf6,cacao...). Leurstmcture complexe qui varient par leurs centres asym6triques et le'r degr6 d'oxydation [231.

Procymidol

Figure 8 : Exemple d, ,n tanin.
Ils sont divises en deux groupes dbrigine biospth6fiques diffErentes : les tanins condens.set les tmins hydnolpables 

[201.

Figure6tS@
chromane [211.

Figure Z : Stn cture g.nAA;?;



IL1.2.1.3.4. Les coumarines

Les coumarines d6rivent des acides hydroxycinnamiques par cyclisation interne de la chainelat€rale' Elles ont un squelette en co-cr, mais ils possddent un atome d,oxygdne h6t6rocycle dansle cadre de ltrnitf cz I24l' Elles sont issues du m6tabolisme de la phenylalanine via un acidecinnamique, I'acide p_coumarique.

Les coumarines libres sont solubles dans les alcools et les solvants organiques tels que l,6therou les solvants chlores dans lesquels ils sont extractibles. frs formes h6t6rosidiques sont plus oumoins soluble's dans I'sas' L'odeur de foin fraichement coup6 de la coumarine est trds utilis.e enparfrrmerie et dans les produits cosmdtiques 
1251.

n.2. Ie genre Ormenis mina

tr.2.1. Description et distribution

ormenis mixta ou cladanthus mixtus porte plusie'rs norns cornm'ns dont les plus courantssont : << camomille sauvage >, << camomille marocaine )) et ( ormenie >, probablement originaired'Afrique du Nord-Ouest. Elle s'est propag6s dans tout le bassin m6dite*an6e,n d l,6tat sauvage
1271.

c'est une astdracee chamephyte bisannuelle d nombreuses tiges drqss6es. r-a camomille
s:luvage est une plant€ herbac6e vivace a'x feuilles velues. Se.s fleurs possddent un ceur jaunesoleil ento'r6 de ligules blanches, elles ressemblent i de petites marguerites. Les fleurs sontr*olt.es peirdant ra floraison €n mai et juin pour produire l,huile essentielle[2fl.

Elle est caracterisee par'ne odeur fraiche balsamique. La plante donne une huile essentielled'odeur camphree recherchee en cosm6tique, parfumerie et m.decin e 1271.
cette camomille e'st souvent confondue avec la camomille romaine (Anthemis nobilis), mais

aussi avec lacamomille allennande (Matricaia recatita).

Tableau I : principaux types des coumarines [26f .



Figure 9 :Laplante Ormenis mixta-

n.2.2. Propri6t6s th6rapeutiques et utilisation
La camomille sauvage est utilis6e en infusion ou sous fonne d,huile essentielle po'r sesproprietes anti inflammatoire, antiallergique, antispasmodique, relaxan! favorise 

'expulsion 
desgaz et anti n6walgique' EIle est ainsi conseillde cornme anxiollytique et r66qulibrant du systdmeneryeux central et pour les insuf,fisances h6patiques et gastriques l6gdres et les coritescolibacillaires.

En m6decine traditionnelle, la tisane d'ormenis mixtaest trds pris6e en cas d,ins61a1ds, 6.palpitations et de nervosit6. La decoction de la plante est recommand.e en cas de fidwe et dedouleurs des rdgles' Elle est parfois ernploy6e en compresses sur Ie front pour soulager les mauxde t6te et migraines.

En medecine modente' l'ormenis mixta est surtout employ6e pour ses propri6t6s digestiveset eupeptiques' En paraphannacie, la plante entre dans Ia composition de plusieurs shampoings.cette plante est 6galement utilisde, en compresses oculaires, pour soigner res irritations oculaireset conjonctivites.

Tableau 2 : Systdmatique d,espdc e Ormenis mixta.



II.2.3. Travaux ant6rieurs sur lrespice Ormenis mina
Le tableau 3 r6sume les travaux antdrieurs effecfu6s sur re genre ormenis mixta,contenant lesm6tabolites secondaires d6jd isol6s et les activit6s biologiques.

Tabfeau 3 : Quelques travaux ant6rieurs effectu6s sur le genre ormenis mixta.

EspCce

0rmenis

miga

Les m6tabolites secondaires

s6par6s

Les activit6s

biologiques
o Alcoolsmonoterpdniques:

Santolina, yomogi et artemisia.

o Sesquiterpdnes : germacrine

D, (f)-P-famesene et epi_a_cadinol.

o C6tone lineaire unsaturrEe :

(Q-heptadeca-9, I 6-dien-Z-one-

o Deux coumarines :

la corfine et la 3'-hydroxycorfine.

oAnti-bact6rienne.

o Anti-fongique.

o Anti oxydente.

ll
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Chapitre II
Les flavonoides
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I. fntroduction

Les flavonoides ont 6t6 isol6s par le scientifique E.Cherweul en lgl4, mais ont 6t6

r6ellement d6couverts quen 1930 par Albert Szent-Gyiirgyui, d6sign6s sous le nom de vitamine

P, €n raison de leur efficacitd d normaliser la perm6abilit6 des vaisseaux sanguins, cette

denomination fut abandonn6e lorsqu'on se rendit compte que ces substances ne correspondaient

pas i la d6finition officielle des vitamines [1], il devient clair que ces substances appartiennent

aux flavonoides [ll.
Les travaux relatifs aux flavonoides sont multiples depuis la d6couverte du c6ldbre 'french

paradox" correspondant d un bas taux de mortalit6 cardiovasculaire observ 6 chez les habitants

des r6gions m6diterran6ennes, associant une consommation de vin rouge d une prise importante

de graisses satur6es [2131.

Il y a quelques ann6es, les flavonoides 6taient consid6r6s cornme des substances nocives

puisqu'ils se sont r6v6l6s mutagines pour les bact6ries et g6notoxiques pour les cultures de foie
de rat [4], mais aujourd'hui on a d6couvert qu'ils prdsentent un grand intfr€t pour beaucoup de

domaines : industrie agroalimentaire, pharmaceutique, cosm6tique,....etc [51.

II. D6finition

Les ( flavonoides >> rassemble une tres large garnme de compos6s naturels appartenant i la
famille des pollph6noles proviendrait du terme << flavedo >, d6signant la couche exteme des

6corces dbrange [6], cependant d'autres auteurs zupposaient que le terme flavonoide est dt d lern
coulenr jaune (flavus:jaune en latin) qu'ils !7r2l. D,aileurs, leurs fonctions

principales chez les v6g6taux semblent 0tre attribu6es d leur coloration, au deld de la
chlorophylle, des carotdnoides et des b6talaine.s tSl. On les trouve dissoutes dans la vacuole i
l'€tat dheterosides ou oorlme constituants de plastes particulien, les chromoplastes [91. Aussi,

ils varient quantitativement et qualitativement selon le stade de d6veloppement du v6g6tal [10f .

III. Structure

Les flavonoides ont tous la m€me sEucture chimique de base, ils possdde,nt un squeletie

carbon6 de quinze atomes de carbones constitu6 de deux cycles aromatiques en C6 (A) et (B) qui

sont relies entoe eux par rme chaine e,n cr en formant ainsi lh6tErocycle (c) [11],

15r

Figure 1 : Stnrcture de base des flavonoides.



fV. Classification et distribution

La nature chimique des flavonoides d6pend de leur classe stnrcturale, de degr6

d'instauration, de degr6 d'oxydation (par condensation avec un OH ph6nolique du noyau (A) ),
de m6thylation, de degr6 de polym6risation, des substitutions et des conjugaisons sur le cycle
(C), c'est-d-dire, la pr6sence de double liaison Cz-Ct, du groupe 3-O et la fonction 4_oxo [ll],
alors que les compos6s individuels au sein d'une classe diffdrent par la substitution des cycles

(A) et (B)- Parmi les nombreusqs classes de flavonoides, nou{i citerons les principales (tableaul):

flavonols, flavones,flavanones, flavones, flavan3-ols, anthocyanidines [121.

ks flavonoides sont pr6sents dans 1su1* les parties des v6g6taux sup6rieurs : racines, tiges,

feuilles, fruits, graines, bois, pollens [13], ils peuvent aussi 6tre rencontres dans certains boissons

et chez certains fourrages (trdfle) tlal.
Le tableau I repr6sente la distribution des principaux flavonoides dans certains aliments

[15] :

Tableau 1: Distribution alimentaire des principales classes de flavonoides.

Flavonoides Exemple Aliments CaractSristiques

Flavonols

o

cll

Quercetine

Kaempf6rol

Oignon.

Poireau.

Pommes.

Vin rouge.

Th6.

Le groupe le plus abondalrt

descompos6s ph6noliques.

o
CI

oH6

Luteoline

Apigenine

Persi

C6leri.

Le groupe le plus abondant

des coryos6s phEnoliques,

les flavones se diftrent des

flavonols seulement par le

manque dbn OH libre en

C3, ce qui affecte ainsi leril

absorption aux {fV,

Flavanones

o
c Naringenine

Eriodictyol

Fnrits de genre

Citrus.

Sont caracteris6s par

I'absence de la double

liaison C2-C3,le

, isol6e por:r la

premiere fois dpartir des

6corces de Citnrs.

76 1

tj'



o

cl

fsoflavones

Genisteine

Daidzeine

Graines de soja et

produits qui en

d€rivent.

Caract6risds par leur

variabilit6 structurale dont

I'attachemelrt du cycle B se

fait en Cr. Ils sont pr6sents

dans les plantes sous forme

libre ou glycosylde.

Cat6chine

Epicat6chine

Epigallocatdhine

Vinrouge

Thdnoireet vert

Cacao Chocolat.

Flavan3-ols ainsi que

flavan3,4diols sont tout les

deux impliqu6s dans la

biosyrthdse de

proanthocyanidines (tanins

condensEs) par des

condensations

enzymatiques chimi ques.

Anthocyanidines

Cyanidine

Delphe,lridine

Raisins

Vinrouge

Certaines vari6tes

de C6r6ales.

Representent le groupe le

plus important des

zubstances color6es, ces

pigments hydrosolubles

contribuent d la coloration

des angiospermes.

V. Bioqmthise des flavonoides

Le's flavonoildes possident tous le m€me 6l6,ment structural de base car ils derivent d,une
origine biospth6tique cornmlrne- Le cycle (A) est form6 dpartir de trois molecules de malonyl-
coen4/me A (malonyl-CoA), issues du mdtabolisme du glucose. Les cycles @) et (C)
provieirnent aussi du metabotisme du glucose mais par la voie du shikimate via la phenylalanine

qui est convertie e|r Fcoumarate puis en pcoumaroyl-CoA (figrre z). Lep-coumaroyl-CoA et
les trois malonyls-CoA se conde,nsent €,11lme seule 6tape e,n4matique pour former une chalcone,

la 4,2',4',6'-t6hahydroxychalcone (r6action catalys6e par la chalcone spth6tase). Le cycle (C)

se forme par cyclisation de la chalcong r6action catalysde par la chalcone isom6rase qui induit
une fermeture st6reosp6cifique du cycle conduisant d une seule 2(J)-flavanone : la naring6nine.

Ce cycle s'hydrate ensuite pour former les diff6rentes classes de flavonoides [161.

-;-
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les rdactions ult6rieures
aboutisset aux principales classes
des flavonoidei

4,2,4,6-tfitahydrorychalcone naring6rrins

Figure 2 : Sch€ma de la biospthdse des flavonoides illushant les voies de l,ac6tyl- CoA et de
laphenylalanine d'apres Heller et Forkmann [161.

VI. Propri6t6s th6rapeutiques des flavonoirdes

I-es flavonoide.s constituent rm groupe de substances trd.s importantes qui pr6se,ntent un grand

int€ret dans beaucoup de domaines. t eurs propri6t6s anti-oxydante, inhibitrice, antibact6rienne,

toxique,.... Les prddestinent n des utilisations dans les industries phannaceutiques,

agroalimentaires, cosm6tiques -. .ets ll7l.
ks flavonoides sont essentiellement des m6dicaments de I'insuffisanoe veineuse; leurs

actions se situent au niveau des petites veines ou capillaires (action de la vitamine p). Ce sont des

toniques veineux et des protecteurs capiltairas [51.

Certains flavonoides possident des activites particulaires : diur6tique, antispasmodique, anti-

ulcere gastrique, anti-infl ammatoire [lSf .

18



WI. Extraction, isolement, purification et analyse structurale des flavonoides
VII.I. M6thode de s6paration et de purification

Ia chromatogaphie est une m6thode physique de separation bas6e sur les diff6rences

d'affinit6 des zubstances d analyser d l'6gard de deux phases, I'une stafionnaire, l,autre mobile. Il
existe plusieurs m6thodes de separation chromatographique en fonction de l,objectif fix6 au

pr6alable et de la faisabilit6 de la m6thode. on peut envisager une chromatographie sur colonne
(CC), sur couche mince (CCM) ou sw papier (Cp).

Enfin, on peut consid6rer 6galement la chromatographie liquide i haute pression

(CLHP) et la (CPG), qui se pr6sentent cornme 6tant des techniques instrumentales bas6es sur les

mdmes principes que cerD( de la chromatographie classique.

V[.1.1. Chromatographie d'adsorption sur colonne (CC)

Elle est bas6e sur I'utilisation d'une phase stationnaire coflrme gel de silice, la cellulose ou
le polyamide et une phase mobile constitu6e par divers sys6mes de solvants comme 6luant. Elle
est la plus utilisee pour la s6paration des quanfit6s importantes de m6langes complexes [191.
L'6lution peut se faire sous forme isocratique ou sous forme d'un gradient. En principe, la phase

mobile est composde des m6mes solvants que cerD( utilis6s pour la CCM analytique. Toutefois,

l'6lution peut-€tre acc6leree grdce i I'addition progressive de solvant de plus en plus polaire par
rapport d la phase initiale.

Vtr 1.2. La chromatographie sur couche mince (CCM)

I-a chromatographie sur couche mince est une m6thode de s6paration des compos6s qui
peirtet d'analyser la complexit6 d'un 6{lange, d'auhe dEfinition la CCM est une technique

analytique rEride, simple et peu coflteuse, utilisde au collrs de la s6paration et de I'ide,lrtification

des diff€rents m6tabolites- Cette technique a €* utilisee pour visualiser la s6paration des

mol6cules de I'extrait au oours de son fractionnement sur colonne et pour evaluer la complexit6

des fractions.

Elle repose sur les phenomdnes d'adsorption, d'interactions et de polarit6. Un m6lange de

compos€s est plac6 sur un support solide (phase stationnaire) une couche d'absorbant (gel de

sitce ou autre) 6tal6 rmiform€ment sur un zupport en aluminium ou en verre de dimensions

variables (gen€ralement 2o x2o cm, l0 x lOcm ou 5 x l0cm) avec lme €paisseur comprise entre

0'5 et 2 rnrn et une phase mobile corlme 6luant. Elle est compos6e d'un solvant unique ou d,un

m6lange de solvants qui migrent lentement [e long de la plaque en entrainant les composants de

I'echmtillon depos€ t201.

Une fois le d6veloppement du chromatogramme effectud, la plaque est s6ch6e i temp6rature

mbimtepuis examin6e sous uv (longuerus d'ondes ],,:254nm et 365 nm).
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Si ndcessaire, les taches du chromatogramme sont r6v6l6es par pulvdrisation de r6actifs
approprids' On d6termine alors, pour chaque constituant, le i?7(Rapport frontal: Rapport de la
distance de migration du composd par rapport d cerle du solvant).

Wl2' M6thodes d'analyse et d'identification structurale des flavonoi.des

VII.2.1. Effet du rapport frontat (ft/
Le rapport frontal (ft) est ddfini coilrme dtant le rapport de Ia distance entre la t6che du

produit et l'origine d'une part et la distance entre I'origine et le front de solvant d,autre part prl.
,,, _ Distance parcourue par le solutd btrt - :-

ulsrance parcourue par le solvant a

rle Rrest caractdristique d'une substance donnde pour un 6luant d6termin6 sur un support
(phase stationnaire) donnd.

tLe Rl est d peu prds le mdme, que le constituant soit pur ou dans un m6lange.
oLe Rt ne ddpend pas de la concentration du constituant dans le mdlange.

Frgure 3 : Plaque chromatographique dluee permettant le calcul du.Rr,

V[L2.2. La fluore,scence sous lumiCre de Wood

La fluorescence soutl lumidre de wood (la longueur d'onde de 365 nm) est largement utilisde
dans I'analyse structurale et I'identification des flavonoides. Tous les flavonoides apparaissent sous
lrv sous forme de spots colords, permettant d'avoir des renseignements pour d6terminer leur
structure' Le tableau 2 montre la relation entre la fluorescence et la structure chimique [221.

i - --
,, 20
| 

)t/

Front de solvant

Tache de substance

Ligne de base
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Tableau 2 : Relation ente la fluorescence sous lumidre de Wood et les structures flavoniques.

La fluorescerce Les structures possibles

Violette noire Flavones avec 5, 6,'l ou5, 7,8 trihydroxlr

Flavonol avec 30R

Chalcones.

Bleue Flavone ou flavonol sans Q[l en t
Flavanone avec OH en 3 ou flavanol.

Flavonol avec 3-OH sans 5-OH.

Jaune oujaune terne Flavonol avec 3-OH, et avec ou sans 5{H.

Orange fluorescente Isoflavones.

Jaune-verte Aurones.

Bleu-verte Flavanone sans 5{H.

VII.2.3. La spectroscopie tlV-visible

C'est la m6thode la plus importante pour l'identification des flavonoides. Le principe de

cet&e technique est bas6 sur le fait que chaque compos6 flavonique d un spectre d,absorption

caractdristique dans le milieu m6thanoi'que, qui change aprds I'addition de diftrents reactifs
(NaOH, AlCl#Cl, NaOAc/tLBO3) t231.

ks 6tapes d'enregiskement de.s speches en pr6sence de r6actifs sont effecfuees selon les

6tapes suivantes :

o hemidre 6tape : On enregistre le spectre d'absorption dans le m6thanol neutre puis

imm6diatement apres I'ajout d'une goutte de NaoH (0,5 lg, eirzuite on eirregistre apris 5
minutes.

o Deuriime 6tape : On e,lrregistre une premiere fois le spectre d'absorption dans le
mdthanol' puis i cette solution on additionne AlCl3 (l%) eton enregistre le speche d,absorption.

Ap'es cette op€ration on rajoute quelques gouttes d'acide chlorhydrique

(6N) puis on enregistre le spectre de cette nouvelle solution.

o Troisiime 6tape : On e,lregistre dans la solution m6thanolique puis on ajoute NaOAc
(sec) et on enregiste le spectre, aprds cette op6ration on rajoute d cette solution quelques gouttes

de solution safuee d'acide borique puis on enregistre le spectre d,absorption.

2l)



Tableau 3 : lrs deplacements observds des bandes I et tr en UV-Visible apris addition des r6actifs.

R6actifs D6placement en nm Interpr6tation
Bande I Bande II

MeOH

3M-350

3s2-38s

328-357

2s0-280

2s0-280

250-280

Flavone

Flavonol (3-OID

Flavonol (3-OR)

NaOII

+M d,+ 65

1. stabilit6

d'intensit6f\deOH

2. diminution

d'intensitd

OH en4'

ORen4'etOHen3

L'inteirsite diminue

avec letemps

(d6composition).

3',4' OH oa ortho di

OH sur A (6,7 on'1,

8)

Nouvelle bande/IVIeOH entre 320 d335 OHenT

NaOAc

+5 iL+20

Deplacement

diminue-en

pr6sence d'un

substituant en 6 ou 8

OHenT

Pas de ddplacement

ou

trd.s faible.

ORenT

NaOAc/
IITRQ

+12 iL+36 3', 4'ortho di-OH

sur B.
Atctr Une seulebande entre

420430
3', 4'ortho di-OH

surB avec 5-OH
MeOH/

(Atctr
+HCr)

+n AL+20 5-OH avec une

orygdnation en 6
+35 A+55 5-OH et 3-OMe
+50 e +60 3-OH avec ou sans

OHen5
Atct3/

(Alct3+HcI)
+20 d +40 avec

sommet ori dpauleme,nt

enre (350 - 360)

3', 4'ortho di-OH

surB

+20 i+25 Onho di OH sur A
et

Ortho di OH sur B
ou tri OH surB.

22i
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Chapitre II Les flavonoides

- ks flavonoides pr6se,lrtent deux formes limites : la forme cinnamoyle d qui on athibue la

bande (I) qui a un pic d'absorption dans le m6thanol de (300400 nm) et la forme benzoyle d qui

: on atfibue la bande 0D qui absorbe dans le milieu m6thanoi:que d (240-2$0nm) [2al (figure a).

ryo
O Ciannamoyle(bande 1)

Benzoyle 5 4 Cin.rmoylev
Bonde 1

.wo
O benzoyle(bande 2)

Bande2

Figure 4 : Les bandes caract6risfiques d'un squelette flavonique.

= La bande I : Situ6e enfte 300-400nm, elle est attribu6e i I'absorption du noyau B conjugu6 avec

le groupe carbonyle et la double liaison (Cz-Cr) donnant la forme cinnamoyle elle donne, alors

: des renseigneinents sur les variations stnrcturales du cycle B et I'h6t6rocycle C.

R:H:Flgvme
R:OH:Flavmol

Figure 5 : I-a forme cinnamoyle.

: La bande II : Situ6e entre 24U280 nm, elle est athibuee i I'absorption du noyau A conjugu6 avec

le groupe carbonyle donnant la forme benzoyle.

R= H: Flavonne
R:OH: Flavonol

Forme benzoyle 74

Figure 6 zla,forme benzoyle.

Ia nature des flavonoides peut 6tre d6termin6e selon les valeurs de la bande I et la bande tr
le tableau 4 montre la relation e,ntre le squelet0e flavonique et la position des bandes I et IL
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. Prototrs du noyau B

Les protons de ce noyau apparaissent dans I'intervalle {6.7-8.1 ppm}, le deplacement chimique
est bas6 sur les substituant sur le noyau B et le degr6 d'oxydation du noyau c, (tableaux 6 et7) esl.

Tableau 6 : Diplacement chimiques et constante de couplage des protons du noyau B

(di- substitu6).

Flavonoides

Hr.' Hst H6t

6 (ppm) I(Hz) 6 (ppm) J(Hz) 6 (ppm) rw)

Flavone (3''4LOH;

3'OMer 4'-OE)

7.6-7.8

(d)

2.5 6.t -7.1

(d)

8.5 7.4-7.6

(dd)

2.5,9-5

Flavone (3'r4'-0H;

3'OH,4'-0Me)

7.2-7.3

(d)

2.5 6.7 -7.1

(d)

8.5 7.3 - 7.5

(dd)

2.5,9.5

Flavonol (3'r4'-OH ;

3'{H,4'-OMe)

7.5 -7.7
(d)

2.5 6.7 -7.1

(d)

8.5 7.6 - 7.9

(dd)

2.5,9.5

o Protons du noyeu C

I-e proton Hr dans la flavone, resonne sous forme dtrn singulet dans I'intervall e [6.20 - 6.40]
ppm [2fl.

b) kotons eliphatiques

o Protons du methoxyle

Ils se presentent sous la forme d'rm signal singulet dans I'intervalle entre 3.4 et3-fupm [2s1.
o Protons osidiques

rs deplacements chimiques de.s protons anom6rique dependent d'une part du flavonoide et
d'anhe part de la position et du t'"e de liaison sucre- aglycone. ra constante de couplage entre le
proton anomdrique H-1" du zucre et celui du proton existant en 2" a une grande importance car
elle permet de savoir le type de la liaison entre le sucre et I'aglycone, s,il s,agit d,une position c ou
p' Pour le zuc:re glucose, le proton anom€rique donne en gen6ral un doublet et sa constante de

(mono- substitu6).

Tableau 7 : Daplacement chimiques et constante de couplage des protons du noyau B

D6placement chimique (ppm

Hz'rH6' (/=8.582)

D6placement chimique

(ppm) IJ3'rFts'(J=

7.70 - 7.e0 (d) 6.50 - 7.10 (d)

7 .e0 - 8.1 0 (d) 6.50 - 7.10 (d)
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couplage est de I'ordre 7Hz, cat il est toujours en position B d'aprds la biogdndse. Pour le rharnnose,

son proton anom6rique donne un doublet aussi mais sa constante de couplage est de J = 2.5 Hz

(position o). On peut aussi reconnaitre le sucre rhamnose par le signal du groupement m6thyle sous

forme de doublet entre 0.8-1.2 ppmet avec une constante de couplag e de J x 6rrz-

VII.2.5. L'hydrolyse acide des h6t6rosides

ks flavonoides existent sous deux fomres: aglycones et glycosides, ces derniers sont des

aglycones ou un sucre (ou plusieurs) est ti6 soit par une liaison C-C ou C-O n I'aglycone, et pour

connaitre la nature du sucre avec les O-glycosides, on a recours d I'hydrolyse acide qui permet la

rupture de la liaison entre I'aglycone et le sucre et ainsi extraire le sucre et I'identifier par CCM,

e'lr pr6sence de plusieurs sucres t6moins. ks h6terosides C-glycosyl6s r6sistent d I'hydrolyse

acide, cette propri6t6 permet de diff6rencier ce tlpe de liaison dans les flavonoides glycosyl6s

I2sl.
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Chapitre III Etude phytochimique de I'espice Ormenis mixta

I. Les 6tapes d'une 6tude phytochimique

Une 6tude phytochimique d'une plante passe imp6rativement par les 6tapes suivantes :

I.L. R6colte du mat6riel v6g6tal

Le mat6riel v6g6tal est constitu6 des parties a6riennes (feuilles et fleures). La plante a 6tE

r6colt6e dans la r6gion de Jijel au mois de mars 20l7.Irs parties adriennes de la plante ont 6t6

sechees dans un e,lrdroit sec i I'abri des rayons solaires pendant quinze jours avant utilisation.

Elles ont 6t6 bien broy6es en pefites morceaux et pes6es (2009).

I.2. Extraction

1.2.1. Principe et la mGthode d'extraction

L'exhaction des principes actifs est effectu6e par la macfiratron, qui est une opdration

consiste d laisser le materiel vilgfital en contact prolong6 avec un solvant (6thanol I ea} pour en

extraire les principes actifs, e.st une extraction qui se fait A tempdrature ambiante. Dans la

litt€rahre, il existe differentes m6thodes d'exhaction des composes ph6noliques, notamment les

flavonoides [11.

Suivant le protocole d'extraction l2l,le materiel vilgttalb'roy6e (2009) est cons€rv6 dans un

flacon en verre ombr6e, il est soumis d une extraction par mas&atton d temp€rature ambiante

rlens le m6lange hydroalcoolique (6thanol / eau ;80/20; v/v) (figurel) pendant 72 heures avec

agitation de t€mps eir te,mps, cette mac€,ration est rep6tee fiois fois avec r€nouvelle,nent du

solvant- Apres filtration i I'aide d'un coton. t€ filtrat est 6vapor6 presque d sec au moyen d'un

6vaporatern rotatif (la figrrre 2). L'extrait hydro€thanolique est dilu6 avec 200 ml d'eau distill6e

bouillante (l'inter0t de I'utilisation de I'eau distillee bouillante c'ast pour assur€r la r6cup€ration

des composes rest6s accol6s i la paroi du ballon d'6vaporation).



Chapitre III Etude phytochimique de I'espice Ormenis mixta

Figure I z Laplante pendant la mac6ration.

La phase aqueuse obtenue est 6puis6e successivement par une extraction liquide-liquide i
l'aide d'une ampoule d d6canter en utilisant des solvants non miscibles i I'eau et de polaritd

croissante en commengant par le chloroforme (200 ml x3) puis I'acfitzte d'6thyle (200 ml x3) et

en demier le n-butanol (200 ml x3).

La phase aqueuse et le solvant sont agit6s 6nergiquement puis laiss6s au repos pendant 30

minutes et la phase chargee de molecules sp6cifiques sont recup6rees s6par6ment. Les

differentes phases r6cup6r6es (chloroforme, acfitate d'6thyle, n-butanol) sont 6vapor6es d sec au

moyen d'un 6vaporateur rotatif puis reprises par l0 ml du m6thanol, les extraits obtenus sont

ensuite stockes i une temp6rature ambiante jusqui leur utilisation- La figure 2 repr6sente le

protocole d'exhaction de la plante.
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Chapitre III Etude phytochimique de I'espice Omenis mixta

oMac€ration (80/20).

oFiltration,

.Evaporation.

ol'ajout deZOO rnl de HzO.

oExtraction par CHCI3 (200 ml x3).

oD6cantation.

oExtraction par AcOEt (200 ml x3).

oDecantation.

oEvapordion.

.Evalloration.

oExtraction par n-butanol

(200 ml x3).

oDecamtation.

.;- 
i

r-F

Figure 2 : Protocole d'extraction del'Ormenis mixta.
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L2.2. Dfiterminafion de rendement

Le rendement des extraits d 6t6 calcullpar la formule suivant :

R (%) : 100 m ext / m plante.

Ou:

R : Le rendement ef,(Yo).

mext : Est la masse de I'extrait aprds 6vaporation du solvant en gramme.

m plante : Est la masse de la plante sdche en gramme [3].

I.3. Screening phytochimique

Le screening phytochimique nous a permis de methe en 6vidence la pr6sence de m6tabotites

secondaires dans les diftrents exhaits obtenus de notre plante. La d6tection de ces compos6s

chimique.s est basee sur des qssais de solubilit6s des constituants, des r6actions de pr6cipitation et de

tu6idit6 ou un changement de couleur sp6cifrque [4,51. Les tests phytochimiques pour les

pollphenols, les flavonoides, les tanins, les triterpdnes, et des alcaloides ont 6t6 r6alis6s par

diff6rents m6thodes.

I3.1. Les polyphdnols

I-es exhaits (CHCI3, AcOEt, n-BuOII) ont 6t6 trait6s avec 3 gouttes de solution de chlonre

ferrique FeCl3 QY")- Ia formation de la couleur noire ou verte indique la pr6sence das polyphenols.

I3.2. Les flavonoides

Dms chacun de nos extraits (CHCI3, AcOEt, n-BuOH ), on ajoute I ml de I'acide

chlorrhydrique (HCl), I ml de I'eau distill& et 0.2g de magnesium (Mg), la solution d'ex&ait prend

la couleur rose omnge (flavone) ou rose violac6e (flavonone) ou rouge cerise (flavonol) apparait sur

la couche sunageant€ &r m6lange; ce qui indique la presence d'un flavonoide libre-

Ll3. Les t t'ins

l-es tanins cafEchiques sont identifi6s par le r6actif de Stiansy (10 ml de formaldehyde + 5ml

d'acide chlorhydrique concentr6). L'ajout de 5 ml de ce r6actif A lOmI, de chaque extait (CHCI3,

AcOEt, n-BUOII) entraine la formation d'un precipit6 rouge caractdrise l6s tanins catechiques.

I3.4. Les triterpdnes

Les triterpenes ont 6t6 trdites par la r6action de Liebermann-Burchard. Nous avons mis dans

chacun de nos exhaits (CHCI3, AcOEt, n-BuOII) 0.5 ml d'anhydride ac6tique puis 0.5 ml de

:32
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chloroforme aprds dissolution, les solutions sont re,prises dans des tubes i essai dans lequel sont

coul6s 0.5 ml de l'acide sulfurique (HzSOa) concentr6. L'apparition d'un anneau rouge brunitre ou

violet, avec coloration de la couche surnageant de vert ou de violet indique une r6action positive.

I3.5. Les alcaloides

En pr6sence de quelques gouttes du r6actif de Dragendroff(compos6 d'un m6lange de 0.80 g de

nitrate de Bismuth, l0 ml d'acide ac6tique glacial et 40ml d'eau distill6e), la formation d'un

precipitd de coloration rouge-orange dans des tubes contenant les extraits (CHCI3, AcOEt, n-

BuOH) indique 6galement la pr6sence des alcaloides.

I.4. S6paration et purification

I.4.1. Premiire 6tape de fractionnement

Nous avons proc6d6 d des tests chromatographiques sur couche mince de gel de silice sur un

support d'aluminium, pour les trois extraits (chloroformique, acdtate d'6thyle et butanolique)

obtenus par extraction. La meilleure s6paration obtenue 6tait avec l'6luant

Chloroforme/lVl6thanol. Notre choix s'est port6 sur la phase d'ac6tate d'6thyle d cause de sa

richesse eir flavonoides.

Un premier fractionnement de I'extrait acfitate d'6thyle de la plante Ormenis mixta a 6tE

realisd par chromatographie d'adsorption $u une colonne de gel de silice de granulomdtrie (GF-

254nn).

L4.1.1. kfoaretion de le colonne A

k gel de silice (GF-254nm) 6te prepar6 eir mettant en suspsnsion la silice sdche (fine en

poudre blanche) et l'6luant (chloroforme) dans rm becher. La meilleure m6thode est de placer le

solide dans le liquide, et ps I'inverse dont la quantit6 de gel (poudre) necessaire depend de la

maqs€ d'extrait d'acitate d'6thyle, tlpiquement, on calcule entre 30 et 32 g de poudre de silice

por lg d'€xhait i purifier. L'6lution est realisee par deux sysGmes, le premier est le

chloroforme €trichi progressivement yar l'acfitate d'€thyle puis le deuxiirne est I'ac6tate

d'€lhyle enrichi progressivement par le m6thanol.

I-es fractions obtenues d partir de la colonne mere sont recueil[iss dans des fubes en verre et

presque i sec au moy€n d'tm 6vaporateur rotatif. Ces fractions a etb analysees par

chromatogrryhie analytique sur plague chromatographique de gel de silice avec un systdme

polaire (CHCl4deOH/Eau) (401911) (vlvlv).Irs plaques sont visualis6es sous lumidre UV

(2Y d 365 nm)- I^a prog€ssion de la colonne de gel de silice est rasse,mbl6e dans le tableaul.
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Tableau I : R6sultats du fractionnernent de I'extrait acfitated'6thyle par chromatographie sur la

colonne.

No de la

fraction

Systime d'6lution

cH]cb(yo) AcoEt (%) MeoH (%)

1-10 100 0 0

Il-20 95 5 0

2t-27 95 5 0

28-34 90 t0 0

35-54 85 t5 0

55-70 80 20 0

7l-78 75 25 0

79-89 70 30 0

9G103 60 40 0

104-1 13 50 50 0

It+127 50 50 0

128-143 30 70 0

r+163 20 80 0

r*179 10 90 0

180-193 0 100 0

19+2tl 0 95 5

212-225 0 90 l0

22G237 0 85 15

23&145 0 80 20

2&260 0 0 100

.u
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(CHCl3/hdeOII/Eau) (4019 | r)

Figure 3 : I-es fractions sdpar6es par CCM d la lumidre visible et sous la lampe UV.

Selon les r6sultats donn6s par les plaques chromatographiques sur gel de silice, 6lu6es par

differents systdmes d6crits ci-dessus, on a pu regrouper les fractions qui ont les m6mes

compositions, le tableau 2 resume le regroupement des fractions de la colonne A.

Tableau 2 : Regroupement final des fractions de la colonne A.

Lot de tnbet

ressembl6s

No dela

fraction
Observation

Lot de tubes

rassembl6s

No de la

fraction
Obsenration

l-18 Fr Train6 83-109 Fro

M6lange de

produits

19-22 Fz

M6lange de

produits
r l0-139 Frr

M6lange de

produits

23-25 Fr

M6lange de

produits
140-185 Frz

Produit

majoritaire

2G29 Fa

M6lange de

produits
r86-191 Fr:

M6lange de

produits

3W F5

Mdlange de

produits
192-205 Fr+

M6lange de

produits

3si
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45-53 Fo

M6lange de

produits
206-245 Fts

Mdlange de

produits

54-57 F7

M6lange de

produits
246-248 Fra

Mdlange de

produits

58-64 Fe

M6lange de

produits
249-250 Frz

M6lange de

produits

65-82 Fe

M6lange de

produits
251-260 Fts

M6lange de

produits

L4.1.2. Traitement des Fractions obtenues

Parmi les fractions obtenues on a 6tudie celles qui sont simples et separables et celles qui ont

une quantit6 importante et on a 6limine les fractions de faibles quantit6s et qui sont des m6langes r

complexes, ainsi que les fractions qui ne contiennent pas de flavonoides. Pour cela nous nous

somme interess6es d la fraction F1s pour rdaliser une deuxidme s6paration sur colonne de gel de

silice.

L4.2. Deuxiime 6tape de fractionnement

I'4.2.1. Etude de la fraction Fro

Afin de poursuirne la s6paration et I'isoleinent des compos6s actifs, les fractions de 83

jusqu'i 109 ont 6t6 purifi6es. Elles sont prasque identiques et pr6sentent une quantitf

importmte, elles ont €t6 r6rmis enune seule fraction d6signee par Fro.

L4.22. Pr6paretion de la colonne B

I-a m€,me mdtrode de preparation de lia colonne A a ltbsuivie ici. La fraction Fro liquide

dissout dans le m6thanol est d6pos6e en haut de la colonne de gel de silice, preparee dans le

chloroforme. La masse de silice utilis6e correspond approximativement i 30 fois le poids de

I'extrait n separer. L'6lution a 6tE r6alisee par deux systdmes en mode gradient d'6lution :

Sl : chloroforme lW%.

52 : chloroforme /m6thanol (90/10) (v/v).
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Figure 4 : Separation de la fraction F1s par CC.

k fractionnement a 6te tLLt dans des tubes aprds s6ch6 d sec. Ces fractions ont 6t6

contrdl6es sur des plaques de gel de silice, qui aprds d6veloppement dans des cuves en verre

avec un sysGme polaire (CHCl3/MeOtD (90/10) (v/9, nous a permis de s6lectionner celles qui

repr6sentent un seul spot bien distingu6 sous (fV d 365 nm.

Les resultats de la progression de la colonne B (tableau 3) ainsi que la s6paration des fractions

obtenus sur plaque CCM (figure 5) sont pr6sent6es comme suit :

Tableau 3 : R6sultats du fractionnement de l'extrait acfitate d'6thyle par

chromatographie sur colonne.

Fractions

Svstime d'6lution

crrcr3(%) MeOH (%)

145 100 0

46-lt6 90 l0
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(cHCl/IvleOH) (90/10)

Figure 5 : Visualisation des sous-fractions sipar6es par CCM sous la lampe UV-

Apres I'obsenration de ces plaques, les sous fractions Fa jusqu'i F15, ont 6t6 subi une

sEparation sur couche mince en utilisant I'acfltate d'6thyle corlme 6luant.

(AcoEt) (100)

Figure 6 : Visualisation des sous-fractions s6pmdes sous la lampe UV.

I.4.23. Traitement des sous-fractions obtenues

Pumi les fractions obtenues on a dtudie celles qui sont simples et s6parables et celles qui ont

une quantit6 importante et on a 6limin6 le.s sous-fractions de faibles quantit6s et qui sont des

m6langes complexes, ainsi que les fractions qui ne contiennent pas de flavonoides- Pour cela

nous nous sornme int€ress6es d une seule sous fraction SF+. Cette sous- fraction a soumis i une

r38
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purification sur plaques CCM de gel de silice par un sysGme d'6lution (AcOEt/IIexane) (80/20)

(v/v), puis visualiser sur la lampe W d254 et 365 nm.

Les r6sultats de cette purification sont pr6sentfs ci-dessous :

(AcOEt Alexane) (80/ 20)

Figure 7 : Les sous-fractions sdparees par CCM sous la lampe UV.

o Sous fraction SFa : La sous fraction SF+ montre en CCM un compos6 majoritaire de

coloration noire violette sous la lampe UV. Aprds purification et 6vaporation d sec, nous avons

obtenu 50 mg deproduit.
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L'extrait AcOEt A'i**n*t *#iu\.1
*,r*.**"#

CHCI3/ AcOEf/ MeOH

(gradient croissant)

CC get de silice

CHCI3(100) v/v

CHCty' MeOII (90 /10) v/v

Evaporafion i sec

I
v

P4(50 mg) 
:

i+***-j

Figure 8 : Protocole de s€parations chromatographiques effectu6es sur I'extrait d'ac6tate

d'6thyle.

Lr compos6 isol6 a 6t6 6hrdi6 jusqu'i la d6termination sfiucturale de ces principaux

composants par les analyses spechales, particulidrement la RMN lH 
et Uv-Visible sans n6gliger

les autes caracteristiques physicochimiques @r.et la fluorescence sous lumiere de Wood).

I.5. Evaluation de I'activit6 antibact6rienne des extraits de la plante

Nous avons 6tudi6 in vitro l'effet antibact6rienne des flavonoides isol6s d'Ormenis mixta par

la m6thode de diffirsion des disques [6] sur un milieu g6los6 solide (Muller Hinton).

&



Chapitre III Etude phytochimique de loespice Ormenis mixta

L'activitd antibactdrienne de nos extraits : chloroforme, acdtale d'6thyle et n-butanolique est

estimde en terme de diamdhe de la zone d'inhibition autour des disques contenant les produits

flavoniques d tester vis-d-vis de cinq geilnes pathogdnes d'origine hospitalidre (Escherichia coli,

Listeria monocytogenes , Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus) aprds 18

d 24 heurs d'incubation d une temp6rature adequate de 37oc pour le d6veloppement du gerrne.

f.5.1. D6termination de I'effet bactdriostatique ou bact6ricide

Lnrsqu'on parle d'activit6 antibact6rienne, on distingue deux sortes d'effets : une activit6

lfitale ou bactdricide et une inhibition de la croissance ou activitl bact6riostatique [7].

La d6termination de l'effet bact6ricide ou bact6riostatique d'un extrait est r6alis6e en proc6dant i
un repiquage des zones d'inhibition form6es et ne pr6sentant aucune croissancs bact6rienne

visible i I'eil nu sur milieu de culture.

de cette souche.

{'La CMI est ddfinie coflrme fitantla plus basse concenfation capable d'emp6cher une

croissance bactdrienne visible. La CMI n'est pas totalement bact6ricide et une partie de

I'inoculum est capable de se d6velopper aprds disparition du compose inhibiteur [8].

1.5.2. Caract6ristiques des souches bact6riennes utilis6es

Les infections bactdriennes sont gdndralement tait6es par des antibiotiques. Mais la tds

grande utilisation souvent inadaptde de ces moldcules antibactiriennes a entaind la sdlection de

souches multirdsistantes. Nous avons testd nos exhaits conte cinq bactdries (Gram+, Gram-).

Tableau 4 : I,es caract6ristiques des souches utilisdes et les principales maladies qu'ils peuvent

causer cher I'homme.

Esp&e microbienne Caract6ristiques Maladies provoqu6es

Escherichia coli Bacille a6robie, mobile,

gram n6gatif, pathogdne.

Diarrhdes, infection

Urinaire, mdningite,

Septicdmies...

P s eudomonas aeruginos a Bacille adrobie, Gram

ndgatif et trds mobile.

Infections nosocomiales.

m6ningite...

Proteus mirabilis Bacille aerobie, Gram

ndgatif et trds mobile.

Infections urinaires,

et cutande...

4t
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Listeria monocyto gene s Gram positif, mobile. Listdriose, m6ningite...

Bacillus cereus Gram positif adrobie et

anadrobie facultative.

Mdningite, endocardite. .

I.5.3. Les milieux de culture

Selon les mdthodes utilisdes dans l'essai et selon les souches" nous avons utilis6les milieux

suivants:

La gdlose nutritive (Ceur-Cervelle) : Pour I'isolement et pour avoir des prolifdrations

rapides des bact6ries conserydes.

La gdlose Mueller Hinton : Pour 1'6tude de la sensibilitd des bactdries aux diff6rents

extaits d' Ormenis rnixta.

f.5.4. Mdthode de diffusion en milieu solide

C'est une technique utilis6e [9] en bactdriologie mddicale appel6e m6thode de disques ou

m6thode par diffirsion en milieu g61ose. La technique consiste d mesurer le diamdhe de la zone

d'inhibition de la croissance bactdrienne d partir d'utiliser des disques de papier imprdgnes des

diftre'ntes substances d tester, puis deposds i la surface d'une gdlose uniformdment ensemencde

avec une suspension de la bactdrie d dtudier. Apres incubation, les colonies se d6veloppent d la

surface de la gdlose laissant des zones vierges autow des disques appel6e zooes d'inhibitions.

Plus le diamdtre de la zone d'inhibition est grand" plus la souche est sensible d la substance

test6e, plus il est petit plus la bactdrie est rdsistante. Le diamdtre de ces zones d'inhibition est

proportionnel i I'activitd bactdriostatique de I'extrait sur la souche testde [91.

I.5.5. Pr6paration des dilutions d'extraits d'Ormenh mixta

Pour chaque extrait nous avons utilisd une masse de 20mg, di1u6e dans l0 ml de DMSO dite

solution mdre (SM) 2000 p/ml ipartir de laquelle nous prdparons une sdrie de dilutions, voir le

42
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Tableau 5 : ks differentes dilutions avec les concentrations finales.

SM D1 D2 D3 D4 D5 D6 It7

Volume (ml) I 6.4 2 I 0.5 0.5 2 I

Volume ajoutG DMSO (ml) I 3.6 2 3 3.5 7.5 2 3

Concentrations finales (pglnl) l28l &0 320 160 80 40 20 t0

I.5.6. Pr6paration de loinoculum

Les souches bact6riennes sont ensemenc6es dans la g6lose nutritive et incub6es d 37"C

pendant 24 h, pour opt''niser leur croissance. On racle i I'aide d'une anse ds platine quelques

colonies bien isol6es et identiques de chacune des souches bact6rie,nnes i tester. Ddcharger

l'anse dans 10 ml d'eau distill6e st6rile, La suspension bact6rienne est bien homog6n6is6e.

1.5.7. Ensemencement

L'ensemence,me,nt doit se faire dans les 15 minutes qui suivent la preparation de

I'inoculum.

o Tre,mper un 6couvillon st€rile dans la zuspension bact€rienne.

o L'essorer en le pressant fermement sur la paroi inteme du tube, afin de d6charger le

maximum d'eau,

o Frotter l'dcouvillon sur la totalit€ de la surface g6los6e sdche, de haut en bas, en stries

rep6ter I'op6ration deux fois, en tournant la boite de 60" d chaque fois. Dans le cas ou on

ensem€xrce plusieurs boites de p6ti, il faut recharger l'6couvillon a chaque fois.

o Num6roter la base de chaque boite de p6tri avec des numErotations convenant au nombre

de dilution.

o Placer lm disques de papier Whatuan de 6 millimdtres de diamdtre aseptiquement (avec

rme pince sterilisee d chaque fois dans le bec bunzen) dans les boites de p6ti.

o A I'aide dbne micropipette, pr6lever 15 pl de chaque dilution de l'extait et methe sur les

disques de pryier Whaman.

I.5.8. Lecture et analyse

L'activit6 antibacterienne se manifeste par I'apparition d'un halo d'inhibition de la

croissance microbienne autour du papier Whaman contenant I'extrait d tester. I^a lecture

s'effectre par :

- La mesure du diamitre d'inhibition obsern6.

i43
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- Lire les concentuations minimales inhibifiices (CMI) : Petite concentration pour laquelle il n'y

a pas de culture bact6rienne visible.

- Classification des bact6ries dans l'une des cat6gories : Sensible, r6sistante ou interm6diaire.

Trois cas sont possibles [10] :

sup6rieure d 10 mm.

10 mm.
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Ormenis mixta est une plante m6dicinale de la famille des Ast6racdes (composdes), elle est

utilis6e dans la m6decine haditionnelle pour traiter les troubles digestives, anxiollytique et

r66quilibrante du systdme nerverx central et pour les insuffisances hdpatiques et gastriques

ldgdres et les colites colibacillaires...etc [1].

De nombreuses dtudes phytochimiques de cette espdce

polyph6nols, flavonoides, tanins, les huiles essentielles; ce

nombreuses propri6t6s biologiques [2].

Etude phytochimique

I. Extraction

[1],

qui

ont r6vdld la prdsence de

conftre d cette plante de

Lapreparation des exffaits d partir de la partie adrienne d'Ormenis mixta a 6t6 effectude par

des solvants i polarit6 croissante, il s'agit de chloroforme, acdtate d'6thyle et le n-butanol. Cette

extraction a permis d'obtenir trois extraits : l'extrait chloroformique (ECH), I'extrait d'ac6tate

d'6thyle (EAC) et I'exffait n-butanolique (EBU).

Les tois extaits sont obtenus par mac6ration dans l'6thanol-eau. Le rendement de ces

extraits a 6td ddtermind par rapport au matdriel v6g6tal seco et exprimds en pourcentage de masse

(%) (tableaul), le rendement le plus dlevd a dt6 observ6 avec I'exffait butanolique Q.63 %), suli
par l'exfrait d'acdtate d'6thyle (0.96 yA, et enfin I'extrait de chloroforme possdde le plus faible

rendement ave,e (A.42 %). Les extraits obtenus sont de couleur et d'aspect differents (tabteau2).

Tableau 1 : Rendement des extaits.

Mat6riel v6g6tal Extrait Masse (g) Rendement(%)

200 g

Chloroforme 0.84 0.42

Acetat€ d'6thyle 1.93 0.96

n-butanol 5.27 2.63

Tableau 2 : Couleur et aspect de diffdrents extaits d'Ormenis mixta.

--
46

r;,

L'extrait La couleur Ltaspect Ltodeur

Chloroformique Vert fonc6 PAteux Forte

caract6ristique.Acetate d'6thyle Marron Pdteux

Butanolique Maron orangd PAteux
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Ro/o

3

2,5

2

1,5

L

0,5

0

I EBU

r EAC

r ECH

Figure 1 : Rendement des exhaits.

Le calcul de rende,ment d'exffaction de la plante r6vdle un grand ecart d'un extrait i I'autre.

En effet il est difficile de comparer les valeurs de nos rendements avec d'autre 6tudes, car le

rendement n'est que relative et semble €tre 1i6 aux propri6t6s g6n6tiques des plants ainsi qu'd

I'origine geographigue, aux conditions et d la dur6e de stockage de la rdcolte et aussi des

conditions dans les quelles I'extraction a 6t6 effectu6e [41.

II. Screening ph6tochimique

Les €Edes de screening phytochimique effectr6es sur les fiois exhaits obtenus aprds

extraction ont donn6e les resultats pr6sentes ci-dessous :

Tableeu 03 : R6sultats de screening phytochimiqte d'Ormmix mixta.

M6t*olit6 secondeires Exhaits

ECH EAC EBU

Polyph6nols + +

Flevonoides + +

Tanins

Triterpines + +

Nceloides + +

Testn6gatif (-), Testpositif (+).

i47 
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II.1. Les polyph6nols

La formation de la couleur noir pour I'exfrait de n-butanol ainsi que la couleur verte pour

I'extait d'acfitate d'6thyle (figure 2) indique la pr6sence des pylophenols dans nofie plante.

Figure 2 :Dfltecuon chimique das polyph6noles.

II.2. Les flavonoides

L'apparition d'une couleur rose orange (figure 3) sur la couche sumageant des deux extraits,

n-butanolique et I'ac6tate d'6thyle, signifier que la plante 6tudi6e (Ormenis mixn) contieirt des

flavonoides en particulier c'est un flavone.

Figure 3 : D6tection chimique des flavonoides.

II3. L€s tanins

On observe I'absence de formation dtrn precipite rouge pour les tois extaits (figure 4),

celle-ci indirye que la plante ormenis mixta ne contient pas des tanins cat6chiques.

-; 
I

:F?

Figure 4 : D6tection chimique des tanins.



Chapitre fV R6sultats et discussion

II.4. Les triterpines

La formation d'un anneau rouge brundtre ou violet, avec coloration de la couche surnageant en

violet pour les deux extraits n-butanol et acfitate d'6thyle confirme la pr6sence des trit6rpdnes.

Figure 5 : D6tection chimique des triterp6nes.

II.5. Alcaloides

On observe la formation d'un pr6cipite de coloration rouge orangd (figure 6), donc, on peut

conclure la pr6sence des alcaloides dans notre plante.

Figure 6 : D6tection chimique des alcaloTdes.

Ir screening phytochimique r6alis6 sur la partie a6rienne de la plante Ormenis mixta, a

r6v6l6la presence des pollph6nols, des flavonoides en quantitds importantes, des triterp6nes et

des alcaloides. Cependant nous observons I'absence des tanins cat6chiques. [a plante produit

plusieurs types de m6tabolites secondaires afin de se d6fendre aux agressions provoquant des

maladies chez les v6g6taux [4] et pouvoir subsister aux contraintes impos6es par le climat et le

milizu [51.

L'ensemble das groupes chimiques ainsi identifi6s, ayant des propri6t6s phannacologlques

diverses [61. Ce qui justifier l\rtilisation multiple d'Ormenis mixta en tradi-th6rapeutique.

La prdsence des pollph6nols, donne i la plante des propri6t6s vasculoprotectrices,

antispasmodiques et suscitent beaucoup d'int6rdt par leur potentiel antioxydant.
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En effet les flavonoildes jouent un r6le dans la coloration des vdgdtaux [fl, aussi ils possddent

des r6les fids importants dans les plantes, dont elles protdgent les plantes contre le stress

hydrique et gendre une tolErance des plantes aux m6taux lourds prdsente dans les sols. Hors la

plante, les flavonoide.s possddent plusieurs effets pharmacologlques [8]. Les flavonoides

protegent les aliments d'origine v6g1tale de I'oxydation, ce sont des antioxydants r6put6s pour

leur action anti radiculaire [81.

Lapr6sence des alcaloides peut expliquer des activit6s biologiques diverses [91. Ilsjouent; i

faibles doses, le rdle d'anesth6sique locaux, d'analg6sique, d'antibiotiques, d'antiparasitaires,

d'antipaludique, d'anti-tumoraux [101.

IIf. Identification structurale des produits isol6s d'6sp5ce Ormenis mirta

III.1. Elucidation structurale du composr6 Pa

nL1.1. Comportement chromatographique

Le produit Pt a 6tE 6lu6 sur une plaque de gel de silice, avec deux systdmes diff6rents, pour

calculer le R7 ftableau 4).

S 1: (AcoEt) (100).

S 2: (AcOEt/Hex) (80/20).

Tableau 4 : Valeurs des rapports frontaux du produit Pl dans les deux systimes Sl et 52.

Systime (AcOEt)

(100)

(AcOEt /HeD

(80/20)

& 0,79 0,80

Fluorescence sous lumiire de Wood Noire-violette

Ir comporte,me,nt chromatographique dans le.s diff€re,nts systdmas indique que le compos6

estrm aglycone.

La fluoresce,nce noir-violetie de ce compos6 sous lumidre de Wood indique qu'il s'agit d'une

flavone ou d'un flavonol3-OR
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IILL.2. Donn6es spectroscopiques

III.1.2.1. Spectre uV-visible

Les donn6es spechales UV-visible obtenues aprds enregisftement dans le m6thanol et en

pr6sences des r6actifs specifiques sont pr6sentes dans le tableau 5 (figure 7)

Tableau 5 : Donn6es de la s6rie spectrale UV-Visible du compos6 Pr.

R6actifs

Bande I
l*
(.-)

Bande II

l*t

(nm)

Autres

Bandes

l-.t

(nm)

Interpr6tation

MeOH 330 265 / Flavone

MeOH+NaOH 395 272 321.368 OH en C-4'

OH en C-7

MeOH+AICl3 382 272 349,295 OH libre en C-5

MeOH+AlCt3/HCl 383 272 295,343 I

MeOH+NaOAc 350 269 298 OHenT

MeOH+NaOAc/HrBOr 339 265 I

Spectre stable avecNaOH apr6s 5min

Absorbancc

4

3,5

3

2,5

2

1,5

7

0,5

0

{r5
Longeur d'onde ?,(nm)
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Absorbance
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Figure 7 : Spectres de la sdrie spectrale UV-visible du compos6 Pa.



Chapitre fV R6sultats et discussion

L'interpr6tation des spectres UV-visible obtenus nous a permis de tirer les constatations

suivantes :

o Le spectre enregish6 dans le MeOH donne la valeur )u.o: 330 nm de la bande I, indique

qu'il s'agit d'un flavonol (3-OR) ou flavone.

o L'addition de NaOH provoque un ddplacement bathochrome de la bande I ( f : *fJ nm)

sans diminution de I'intensit6 optique, ce qui oriente vers un 4'-OH libre.

o L'addition de NaOAc provoilue un d4llacement de la bande II, ce qui indique que la

position 7 compor&e un substituant OH.

o I'examsn du speche enregisk6 dans le milieu AlCl3+HCl compar6 avec celui enregistr6 dans

le AlCl: montre qu'il n'y a pas de changement de la bande I, donc il n'y a pas un ortho-dt-OH sur le

cycle B. Ce qui indique que la position 5 porte un substituant OH.

Ces donndes nous orientent vers la structure partielle du produit P4 repr6sent6e dans la figure 8 :

Figure 8 : Structure partielle du produit Pa.

Cette stnrctre va 6tre compl6tfe i I'aide des donn6es spectroscopiques RMNTH.

IILL.2.2. Spectre RDfi{lH

k spectre RNffrIlH enregistr6 dans CD3OD n 250 MHz (figures 9 et 10), donne les informations

zuivantes:

o Un signal sous forme d'un doublet d'integration 2H n 6 :7,90 ppm avec une constante de

couplage J: 8,65 Hz (ortho), atbibu6 dE-z' et H-6' du noyau B d'un flavonoide (deux protons

magn6tiquement 6quivalents).

o Un signal sous forme d'un doublet d'int6gration 2H d 6: 7,06 ppm avec une constante de

couplage "/: 8,65 Hz (ortho), attribu6 e H-3' et H-5' du noyau B d'un flavonoide (deux protons

m4gndtiquement 6quivalents).

o Deux signaux d 6 : 6,25 ppm (J:2 Hz) et 6 :6,55 ppm (J: 2 Hz) sous forme de doublet

d'intdgration lll, les deux caract6ristiques de H-6 et de H-8, respectivemen! du cycle A d'un

flavonoide.
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o Un signal sous forme de singulet d'intdgration lH, A 6 4,65 ppm, attribuE au proton H-3 du

cycle C d'un flavonoide.

Tableau 6 : Donn6qs de la specfioscopie de RMN 
tH 

lCDrOD, 250 MHz) du compos6 Pa.

6 (ppm) Int6gration Multiplicit6 f (w") Attribution

7.90 2H d 8.6s H-2,H-6

7.06 2H d 8.6s H-3 , H-5

6.65 IH S H-3

6.55 IH d 2.00 H-8

6.25 1H d 2.OO H-6

:l

,[hr

fi l:itit

Figure 9 : Spectre RMN tH (CnrOn,250MHz) du produit Pa.

:
,54

t..

Figure 10 : Spectre RMN tI{ (Coroo,250 MHz) duproduit Pr 6talement.



Chapitre IV R6sultats et discussion

ta combinaison de I'ensemble de ces donn6es mdne i la skucture de la 4',5,7-trihydroxy

flavone connue sous le nom apig6nine report6e dans la figure 10

Figure 11 : Stnrcture finale du produit P4: 4',5, 7-trihydroxyflavone ou apig6nine.

IV : Evaluation de loactivit6 antibact6rienne

Uactivit6 antibact6rienne des extraits de plante dissouts dans le DMSO a 6t6 6valu6e sur les

differentes souches bact6riennes gram positives, gram n6gatives d I'aide de la m6thode de diffirsion

en milieu g6los6 Mueller Hinton. Les r6sultats des diftrentes dilutions pr6sentes dans les tableauxT

monfe,nt que l'exfiait chloroformique, butanolique et I'ac1tats d'6thyle del'Ormenis mixta ont des

activites antibactdriennes de degrAs variables contre les souches des diff6rents micro-organismes

test6s (figure 12, 13, l4).

Tebleau 7 : R6sultats du test de I'activit6 antibactErienne de I'extrait acfitats d'6thyle.

Diamltre d'inhibition en mm

Souches Phase ac6tate d'6thyle

SM D1 T'2 D3 D4 D5 D6 I'7

Listeria ll t0 l0 l0 10 10 6 6

Pseudo ll ll 10 l0 9

EcoV l0 8 8 8 8 8 8 7

Bacillas 9 9 9 9 8 8 7 7

Prctcas 9 7 7 7 7 7
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Figure 12 : Effet de I'extrait acfitatn d'6thyle sur les cinq souches bact€riennes

Tableau 8 : R6sultats du test de l'activit6 antibact6rienne de I'extrait n-butanolique.

:s6i

Diamitre d'inhibition en mm

Souches Phase butanoHque

SM D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7

Protcus t2 12 10 l0 l0 9 9 9

Pseado t2 1l 1l 11 9 9 9

Ecoh ll tl t0 l0 l0 l0 8 8

Bacihus 1l 11 l0 10 t0 9 9 9

Listeril

Figure 13 : Effet de I'extrait butanolique sur les cinq souches bact€rie,nnes.



Tableau 9 : R6sultats du test de I'activit6 antibact6rienne de I'extrait chloroformique.

Diamitre d'inhibition en mm

Souches Phase chloroformique

SM D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7

E.coli l0 l0 10 l0 l0 9 9

Listcrio t0 10 10 l0 10 t0

Bacillus l0 8 8 7 7 7

Protcus 9 9 9

Pseudo 10

Figure 14 : Effet de I'exfiait chloroformique sur les cinq souches bact$riennes.

Irs resultats pr6se,lrt6s dans les tableaux 7, 8, g (figure 12, 13,14) montrent que les extraits

ont des activites antibact6riennes de degres variables contre les souches des diff6rents micro-

organismes testes.

Tous les extaits ont reagi positivement au moins sur une des souches bact6rielrnes test€es ce qui

confirme que la plante d'Ormenis mirta est dou6e des propri6tes antibactdriennes.

L'activit6 inhibitrice des exhaits a 6td identifi6e dans une large gamme de concentrations allant

de l0 i 1280 pg/ml- Parmi les fiois exhaits testes I'extrait acltatp d'6thyle est ce qui a montr6

I'activit6 antibact€rienne la plus 6levee.



Le diamdfie de la zone d'inhibition diftre d'une bact€rie d une autre et d'un extrait i un

autre, cette zone varie de 6 mm d 12 mm (tableau 7, g, g). La variation de l,activit6

antibact6rienne des exfiaits explique les vmiations de leurs compositions chimiques.

o L'extrait aefitated'6thyle

Les diamdtres des zones d'inhibition sont compris entre 7 et 10 mm pow Echerichia coli
ATCC, 9 d 11 mm pour Pseudomonas aeruginosa ATCC, 6 d llmm pour listeria

monoqttogenes ATCC, et entre 7 n 9 pow Prouteus mirabilis ATCC et Bacillus cereus srn

milieu MH.

L'extrait de l'ac6tate d'6thyle montre un effet inhibitew de pseudomonas aeruginosa it La

dilution D4 ce qui correspond une concentration CMI dquivalente e S0 pglml. par contre, pow
les autres souches, on a observE une proliferation bact6rienne, on obtient ainsi :

Pottr Prouteus mirabilis ATCC la CMI correspondant d Ia 5d-" dilution d'une concentration

6gale d a0 pg/nl.

o L,extraitbutanolique

Les diamdtres des zones d'inhibition sont compris entre 8 et l l mm pow Echerichia coli
ATCC, 9 ALn mm pour Pseudomonas aeruginosa ATCC,8 A 12 porn Prouteus mirabilisATcc
et 9 i 11 pour Bacillus cereus.

Pour Pseudomonas aentginosa .ilTCC la CMI correspondant d la 6h" dilution d,une

concentration 6gale n20 pg/ml.

II s'est avdre qu'aucune zone d'inhibition autour des disques n'a €lE observ6e vis-i- vis de

Listeria monocytogenes, cette bact6rie possdde un potentiel de r6sistance trds 6lev6 contre

I'action antibact6rie,nne de I'extrait butanolique d'ormmis mixta-

o L'exhaitchlorofomiqne

I-a souche bactErienne Pseudomonas aentginosaplus rdsistante que prouteus mirabilis saivi
pat Bacillus cereus prtis Listeria monocytogenes, et denrierment Echerichia coli.

L'extrait de chloroformique montue rm effet inhibiteur de pseudomonos aeraginosa it

solution mdre ce qui correspond une concentration CMI 6quivalente e 1280 pdmt. par contre,

pour les autres souches, on a observ6 une prolifdration bactdrienne, on obtient ainsi :

-Pour Prouteus mirabilis ATCC la CMI correspondant dla 2tu" ditution d'une concentration

6gale i 320 pelml.

-Ponr Echerichia coli ATCC la CMI correspondant d la 6tu" dilution d'une concenftation 6gale

n32O pg/ml.

-Pour Listeria monocytogenes ATCC la CMI correspondant d la 5h. dilution d,une

conce,ntration 6gale n40 Wlml.
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-Pour Bacilhx cereus ATCC la cMI correspondant i la 5h" dilufion d,une concentration 6gale
daD pg/ml.

La souche de Pseudomonas aeruginosa rlvdle la plus r6sistante pour les deux extraits
acfltate d'6thyle et chloroformique. La souche de Listeria monoqttogene.s est plus r6sistante pour
I'extrait butanolique.

r,es r6sultats obtenus ont indiqu6 I'existence de compos6s anfibact6riens de nos extraits test's
et ont montr6 6galement une bonne corr6lation entre ltrtilisation de cette plante r6v6l6e en
m6decine traditionnelre contre res maradies infectieuses.

L'activrt' bact6rienne 6valu6e par les tests ln vitro, ilressort que les flavonoides possddent
un pouvoir antibactdrien important sur les gennes multir6sistants responsables des maladies
infectizuses' L'inhibition de la croissance varie en fonction de l'espdce bact6rienng de la nature
et de la concentration du produit test6 et aussi du milieu de culture.

;-
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Conclusion g6n6rale



L'objet de notre dtude a portd sur l'dtude phytochimique, biologique (activitd anti
bactdrienne) et sfuctural portant sur l'investigation de la phase ac1tate d,dthyle d,extrait
hydrodthanolique des parties a6riennes de la plante ormenis mixta appartenant d la famille des
astdracdes.

Aprds extraction hydroalcoolique des parties adriennes de cette espdce, concentration et
affrontement au chloroforme, ac6tate d'6thyle et n-butanol successivement, nous avons soumis
les divers exfraits organiques fondds sur la combinaison de diftrentes m6thodes
chromatographiques (chromatographie sur colorure de ger de silice, chromatographie sur
couche mince).

Le screening phytochimique a montrd la prdsence des alcaloides, des flavonoides, des
tritdrpdnes et des pllphdnols, et I'absence des tanins dans notre plante. r-a pr3sence des
composants prdcddents due d leur rdle important dans la plante, dont ils sont des produits
consid6r6s cornme mdtabolites secondaires, en r6ponse au stress environnemental ou pour
assurer un m6canisme de ddfense aux agressions provoquant des maladies chez les v6g6taux.

La ddtermination structurale des produits isolds a 6t6 rdalisde gr6ce d l,utilisation des
techniques physicochimiques et spectoscopiques incluant la spectophotomdtrie uv visible, et
la spectroscopie de rdsonance magndtique (RMN de proton MHZ), permis de confirmd la
structure de I'Apiginine.

Des tests de I'activitd antibact6rienne des exfuaits obtenus ont montr6 que cette plante d une
sensibilitd l€gdrement active vis-d-vis les diffdrentes souches test6es.

il
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I,e but principal de note fiavail concei:re principalement l'6tude phyiochimique de la plante ormenis mixta appartaart d,lafarnille des astdracees' Ils consistent i identifier le naximum de compos6s afin d,elargir et dhpprofondir la connaissancephytochimique de cette plante.

Nohe choix repose sur le fait que I'aspdce ormenis mirta amontr€ d'une part qu'il est douee d,activites biologiques etd'antne put que c'est rme excell€nt€ accumuratrice de molEcules de type flavoniques.
Pour ce faire' nous avoru proc6d6 d la separation et i la purification oes airgrcnts phytoconstituants de I'exfait d,acetated'€thyle ob'tenu aprds ortraction, par diff6rentes mithodes chrmatographiques notarment la chromatographic sw colonne degel de silice et sur couche mince cc qui a permit I'isolemeirt d;;-d,rit pur. on a put determiner sa structure p'' lacombinaison de m6thodes spectrales i savoir la spectroscopie UV-visible et la RMN Hr. n s';git de :. Apig{nine.

L'activitd antibact€rienne de diferenrs extraits a &€ testee vis-d-vis des souches Gram-positives et Gram-negative et cesdemidre's ont mont6 rme diff€reirte sensibilit6 envers les trois extraits obtenus.
Mots cl6s

Ast€racdss, Ormenis mirta, Flavonoides, Antibacterienne.

Omads nixtaHlongtngto thc asteraccae in cfrich consist to identi$, the maximum of coryormds to widea and to deepen the phytochimicalfta6rrlstge gf ftis pltrt
(hr choice was base m the fict thaq rhis plar exhibrt a wide rmgc of biologicl adiviti€s md wEre tnocm to cmhin flavonoids.we procoeded to the sepuatim md to fte prrifcdim oime v-io:us phytoconstifirsnts of efhyl ar/;I'[E g.trad, using variousclromatographic menhods in pillioilar the cohm cfrromatogrehy of silica gel-ald thin lay€f, chromatogrehy ia nhich allowed us theinml4ion ef sns cqmd his *mcrure wqe deteimined by the combination of spectnal me{hods trv-visible, and RMN rH.

' Adg.d..
Thc qrimicmbiel activity of lhc ditraat atracb of the plamt pag 1$fsd against vaiotrs strains of Gram_pmitive and Cram.negativcTh€stain$ $oya diEeram sensibiliqr againstthe ertracb.
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