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Introduction générale

Depuis des milliers d'années, I'humanité 2 utilisé diverses plantes trouvées dans son
environnement, afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies, ces plantes représentent un
réservoir immense de composés potentiels attribués aux métabolites secondaires qui ont
l'avantage d'étre d'une grande diversité de structure chimique et ils possédent un trés large
éventail d'activités biologiques. Cependant 1'évaluation de ces activités demeure une tache trés

intéressante qui peut faire I'intérét de nombreuses études. Selon I’organisation mondiale

au point des médicaments 3 base de plantes. Aujourd’hui, il a été estimé que les principes actifs
provenant des végétaux représentent 25% des médicaments prescrits soit un total de 120
composés d’origine naturelle provenant de 90 plantes différentes [2].

L’Algérie est dotée d’une biodiversité parmi les plantes riches dans le monde, avec un

nombre trés élevé de plantes utilisées comme herbes, comme aliments naturels et pour des buts

Ainsi, ce manuscrit est divisg en cinq chapitres :

Le premier chapitre, est consacré 3 une recherche bibliographique sur les familles des
astéracées et les principaux métabolites secondaires suivis par une description botanique,

systématique et I’utilisation de espece Ormenis mixta,

Le deuxiéme, est comporte 1’étude bibliographique des flavonoides, les différentes classes
et leurs intéréts thérapeutiques, y compris les méthodes nécessaires 3 la séparation, la

purification et I’établissement de structures de cette famille de produits naturels.

Le troisiéme, il est consacré a la présentation de nos travaux personnels comportant la

description des travaux phytochimiques sur Ia scparation et 1’identification des produits séparés.
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Le quatriéme chapitre, concerne I’évaluation de Pactivité antibactérienne de notre plante,

contre quelques souches bactériennes

Le cinquiéme chapitre présente les résultats obtenus accompagnés de leur discussion,

Le manuscrit se termine par une conclusion générale,
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I. Introduction

dont la fonction physiologique n’est pas toujours évidente mais représente une source importante de
molécules utilisables par ’homme dans des domaines aussi différents que la pharmacologie ou

I’agroalimentaire [2].

La phytochimie, ou Ia chimie des végétaux, est la science qui étudie Ia structure, le
métabolisme et la fonction ains; que les méthodes d'analyse, de purification et d'extraction des

substances naturelles issues des plantes.

II. Description de Ia plante étudiée
IL.1. La famille des astéracées

Le mot « Aster » du grec signifie étoile, en relation avec la forme d’inflorescence particuliére
des astéracées. Les Astéracées anciennement appelées composées sont une grande famille de
plantes a fleurs (angiospermes), classe des dicotylédones sous classes des gamopétales,
comprenant plus de 1500 genres et plus de 25000 espeéces décrites. Elles sont particuliérement
nombreuses dans les régions tropicales et subtropicales notamment I’ Amérique centrale, la

méditerranée, I’Afrique du sud et I’Asie centrale [3].

les espéces du genre Pyrethrum et aussi plantes médicinales comme la camomille de genre

(matricaria chamomilla L et Anthemis nobilis L) et le pied de chat (Antenaria dioca gartn) [4].

Figure 1 : Quelques plantes de la famille des astéracées.
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IL1.1. Aspect botanique

La famille des astéracées présente des caractéres morphologiques divers : herbacées a
feuilles isolées [5] annuelles ou vivaces, plus rarement des arbustes, arbres ou plantes grimpantes
et quelques fois, plantes charnues [6]. L'aspect de Pappareil végétatif est trop variable pour
caractériser les astéracées sur ce critére.
I.1.2. Aspect chimique

I1.1.2.1. Les métabolites secondaires chez les astéracées

indirectement essentielles a la vie des plantes, par opposition aux métabolites primaires
(glucides, lipides et protéines). Les métabolites secondaires, issus de métabolites primaires,
interviennent dans la structure des plantes mais ¢galement, elles exercent une  action

déterminante sur I’adaptation des plantes a leur environnement,

Les métabolites secondaires peuvent €tre accumulés dans toutes les parties de Ia plante ou
seulement dans des organes spécifiques comme les graines ou les racines [5].

En 1987 Plus de 8500 métabolites secondaires sont déja connus. Les plus grands groupes
sont les alcaloides, les terpénes, les stéroides et les composés phénoliques. Ils présentent

une énorme valeur économique (en particulier pour I'industrie pharmaceutique et Ia cosmétique)
[71.
IL.1.2.1.1. Les terpénes

Les terpénes sont des composés hydrocarbonés naturels, de structure soit cyclique soit a
chaine ouverte. Leur formule brute est (CsHx) , dont le X est variable en fonction du degré
d’instauration de [a molécule et «n y» peut prendre des valeurs (de 1 a 8) sauf dans les
polyterpénes qui peut atteindre plus de 100 (le caoutchouc). La molécule de base des terpénes est
’isopréne de formule CsHg [8], synthétisés par les plantes, organismes marins, les champignons
et méme les animaux [8]. L’exploitation de ces composes s’effectuait sous forme d’huiles

extraites de plantes (huiles essentielles) par le moyen de la distillation [9, 10,11, 12].
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Limonéne Drimamne
(monotérpéne)

Figure 2 : Exemples des terpeénes.
Le terme terpénoide désigne un ensemble de substances présentant le squelette des terpénes
avec une ou plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldéhyde, cétone, acide, lactone. . ) [8,12].

Dans le régne vegeétal, les terpénes sont classés dans la catégorie des métabolites secondaires,

l'indique ont une réaction alcaline.

Chez de nombreuses plantes, les alcaloides se localisent dans les pieces florales, les fruits ou
les graines, ces substances sont trouvees concentrées dans les vacuoles [15].

Les alcaloides sont caractérisés par une solubilité faible dans I’eau, facilement soluble dans
I’alcool et peuvent donner des colorations specifiques avec certains réactifs (réactifs de Mayer,
de Dragendorf...). On peut les subdiviser en trois classes [S] sont: les alcaloides vrais, les

protoalcaloides et les pseudoalcaloides.
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Ciculine Nicotine

Figure 3 : Exemples des alcaloides.

I1.1.2.1.3. Les polyphénols

plus de 8 000 molécules [16] divisé en une dizaine de classes chimiques qui présentent toutes un
point commun : [a présence dans leur structure d'au moins un cycle aromatique a 6 carbones, Iui-
méme porteur d'un nombre variable de fonctions hydroxyles (OH) [17]. Ces especes sont des

monomeres, des polyméres ou des complexes [18].

Dans cette famille de molécules, se trouvent de nombreuses substances, qui peuvent se
classer selon leur structure en -
I1.1.2.1.3.1. Les acides phénoliques

Le terme acide phénolique peut s’appliquer a tous les COmposés organiques possédant au
moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. En phytochimie, I’emploi de cette

dénomination est réservé aux seuls dérivés des acides benzoique et cinnamique [19].

H X _~COOH

OH

Acide benzoique H

Acide cinnamique

Figure 4 : Acide benzoique [19]. Figure 5: Acide cinnamique [20)].

_— ]
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I1.1.2.1.3.2. Les flavonoides

C’est le groupe le plus représentatif des composés phénoliques. Ces molécules ont tous le
méme squelette de base 3 quinze atomes de carbones qui sont arrangés a une configuration Cg-
C5-Cs de type phényl—2—benzopyrane, Ce qui est synonyme avec la structure 2-phényle chromane
[21] (Figures 6 et 7). Elles sont considérées comme des pigments quasi universels des végétaux.

Actuellement, environ de 4000 composés flavoniques sont connug [22].

—
SORITES

(0]
Figure 6 : Structure du 2-phényle Figure 7 : Structure générale des
chromane [21]. flavonoides.

I1.1.2.1.3.3. Les tanins

On appelle communément « Tanins » des substances d’origine végétale, non azotées, de
structure polyphénolique, soluble dans I’eau, I’alcool, ’acétone, peu soluble dans Iéther et ayant
la propriété commune de tanner la peau. Les tanins sont des polyphénols que I'on trouve dans de
nombreux végétaux i 1’état de complexes, les tannoides, certains combinés a des sucres sont
dénommés tanosides, tels que les écorces d'arbre et les fruits (raisin, datte, cafg, cacao...). Leur

structure complexe qui varient par leurs centres asymétriques et leur degré d’oxydation [23].

Procyanidol

Figure 8 : Exemple d’un tanin.
Ils sont divisés en deux groupes d'origine biosynthétiques différentes - les tanins condensés

et les tanins hydrolysables [20].
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II.1.2.1.3.4. Les coumarines

latérale. Elles ont un squelette en C4-Cs, mais ils possedent un atome d'oxygéne hétérocycle dans
le cadre de I'unité C, [24]. Elles sont issues du métabolisme de la phénylalanine via un acide
cinnamique, 1’acide P-coumarique.

Les coumarines libres sont solubles dans les alcools et les solvants organiques tels que I’éther
ou les solvants chlorés dang lesquels ils sont extractibles, Les formes hétérosidiques sont plus ou
moins solubles dans I’eay. L'odeur de foin fraichement coupé de la coumarine est trés utilisée en
parfumerie et dans les produits cosmétiques [25].

Tableau 1 : Principaux types des coumarines [26].

Acides

phénoliques
Rl __ < OH H |  Umbeliférol |
S OH OH H | Aesculiol |
Ry o - OCH; OH H Scopolétol
3 OCH; | OH OH Fraxétol
H OH OH WJ

IL.2. Le genre Ormenis mixta
I1.2.1. Description et distribution

Ormenis mixta ou Cladanthys mixtus porte plusieurs noms communs dont les plus courants
sont : « camomille sauvage », « camomille marocaine » et « orménic », probablement originaire
d’Afrique du Nord-Ouest. Elle s’est propagée dans tout le bassin méditerranéen 3 I’état sauvage
[27].

C’est une astéracée chaméphyte bisannuelle 3 nombreuses tiges dressées. La camomille
Sauvage est une plante herbacée vivace aux feuilles velues. Ses fleurs possédent un ceeur jaune
soleil entouré de ligules blanches, elles ressemblent a de petites marguerites. Les fleurs sont
récoltées pendant la floraison en mai et juin pour produire I’huile essentielle[27].

Elle est caractérisée par une odeur fraiche balsamique. La plante donne une huile essentielle
d’odeur camphrée recherchée en cosmétique, parfumerie et médecine [27].

Cette camomille est souvent confondue avec la camomille romaine (Anthemis nobilis), mais

aussi avec la camomille allemande (Matricaria recutita).
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Figure 9 : La plante Ormenis mixta.

I1.2.2. Propriétés thérapeutiques et utilisation

La camomille Sauvage est utilisée en infusion oy sous forme d’huile essentielle pour ses
propriétés anti inflammatoire, antiallergique, antispasmodique, relaxant, favorise I'expulsion des
gaz ct anti névralgique. Elle est ainsi conseillée comme anxiollytique et rééquilibrant du systéme
nerveux central et pour les insuffisances hépatiques et gastriques légéres et les colites

colibacillaires.

et conjonctivites.

Tableau 2 : Systématique d’espéce Ormenis mixta.

Régne Plantae

]
Sous-régne Trancheophyta

Division Angiospermes

Sous-classe Astéridées
(Ordre | Astérales
W Astéracées
Tribu | dnthémidées

- '
Genre Ormenis

Espéce Mixta

0
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I1.2.3. Travaux antérieurs sur Pespéce Ormenis mixta
Le tableau 3 résume les travaux antérieurs effectués sur le genre Ormenis mixta, contenant les

metabolites secondaires déja isolés et les activités biologiques.

Tableau 3 : Quelques travaux antérieurs effectués sur le genre Ormenis mixta.

Les métabolites secondaires Les activités Référencj
séparés biologiques
Espéce ° Alcoolsmonoterpéniques s
Ormenis Santolina, yomogi et artemisia.
mixta e  Sesquiterpénes : germacréne e Anti-bactérienne, [28]
D, (E)-B-farnesene et epi-a-cadinol. e Anti-fongique. [29]
e Cétone linéaire unsaturée : e Anti oxydente. [30]
(Z)-heptadeca-9,16-dien-7-one.
® Deux coumarines :
la corfine et la 3'-hydroxycorfine.
\J\JKJ\J
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L. Introduction

Les flavonoides ont été isolés par le scientifique E.Chervreul en 1814, mais ont 6té
réellement découverts qu'en 1930 par Albert Szent-Gydrgyui, désignés sous le nom de vitamine
P, en raison de leur efficacité 4 normaliser la perméabilité des vaisseaux sanguins, cette
dénomination fut abandonnée lorsqu'on se rendit compte que ces substances ne correspondaient
pas a la définition officielle des vitamines [1], il devient clair que ces substances appartiennent
aux flavonoides [1].

Les travaux relatifs aux flavonoides sont multiples depuis la découverte du célébre "french
paradox" correspondant a un bas taux de mortalité cardiovasculaire observé chez les habitants
des régions méditerranéennes, associant une consommation de vin rouge a une prise importante
de graisses saturées [2,3].

Il y a quelques années, les flavonoides étaient considérés comme des substances nocives
puisqu’ils se sont révélés mutagénes pour les bactéries et génotoxiques pour les cultures de foie
de rat [4], mais aujourd’hui on a découvert qu’ils présentent un grand intérét pour beaucoup de
domaines : industrie agroalimentaire, pharmaceutique, cosmétique,....etc [5].

I1. Définition

Les « flavonoides » rassemble une trés large gamme de composés naturels appartenant a la
famille des polyphénoles proviendrait du terme « flavedo », désignant la couche externe des
écorces d'orange [6], cependant d'autres auteurs supposaient que le terme flavonoide est di A leur
couleur jaune (flavus=jaune en latin) qu’ils engendrent [7,2]. D’ailleurs, leurs fonctions
principales chez les végétaux semblent étre attribuées i leur coloration, au dela de la
chlorophylle, des caroténoides et des bétalaines [8]. On les trouve dissoutes dans la vacuole a
I'état d'hétérosides ou comme constituants de plastes particuliers, les chromoplastes [9]. Aussi,
ils varient quantitativement et qualitativement selon le stade de développement du végétal [10].
II1. Structure

Les flavonoides ont tous la méme structure chimique de base, ils possédent un squelette
carboné de quinze atomes de carbones constitué de deux cycles aromatiques en Cs (A) et (B) qui

sont relié€s entre eux par une chaine en C; en formant ainsi I'hétérocycle (C) [11].

Figure 1 : Structure de base des flavonoides.
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IV. Classification et distribution

La nature chimique des flavonoides dépend de leur classe structurale, de degré
d’instauration, de degré d’oxydation (par condensation avec un OH phénolique du noyau (A) ),
de méthylation, de degré de polymérisation, des substitutions et des conjugaisons sur le cycle
(C), c'est-a-dire, la présence de double liaison C3-Cs, du groupe 3-O et la fonction 4-oxo [1 1],
alors que les composés individuels au sein d*une classe différent par la substitution des cycles
(A) et (B). Parmi les nombreuses classes de flavonoides, nous citerons les principales (tableaul):
flavonols, flavones ,flavanones, flavones , flavan3-ols, anthocyanidines [12].

Les flavonoides sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs : racines, tiges,
feuilles, fruits, graines, bois, pollens [13], ils peuvent aussi étre rencontrés dans certains boissons
et chez certains fourrages (tréfle) [14].

Le tableau 1 représente la distribution des principaux flavonoides dans certains aliments
[15] :

Tableau 1: Distribution alimentaire des principales classes de flavonoides.

Flavonoides Exemple Aliments Caractéristiques
Ry Oignon. Le groupe le plus abondant
@ bl Quercétine Poireau. descomposés phénoliques.
HO. @ 8 | Rs' | Kaempférol Pommes.
OH Vin rouge.
oo Thé.
Flavonols

Le groupe le plus abondant

Ry’ des composés phénoliques,
@ b Lutéoline Persi les flavones se différent des

H 0 . s ¥ 3 :
- @ Cl Rs Apigénine Céleri. flavonols seulement par le

manque dun OH libre en

OH g . i s
Flavones C;, ce qui affecte ainsi leur
absorption aux UV,
R’ Sont caractérisés par
R4l
@ l'absence de la double
HO 0 Re' S, . ..
@ C Naringénine Fruits de genre liaison C»-C;, le

O Eriodictyol Citrus. naringénine, isolée pour la

0 .\ i o .
Flavanones premiére fois a partir des

écorces de Citrus.
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Caractérisés  par  leur
Graines de soja et | variabilité structurale dont

Genisteine produits qui en l'attachement du cycle B se

Daidzeine dérivent. fait en C;. Ils sont présents

dans les plantes sous forme

Isoflavones
libre ou glycosylée.
Flavan3-ols  ainsi  que
Ry’ flavan3, 4diols sont tout les
@ Re Catéchine Vin rouge deux impliqués dans la
HO @ 8 Rs' | Epicatéchine Thé noire et vert | biosynthése de
OH Epigallocatéhine | Cacao Chocolat. proanthocyanidines (tanins
l(:'li.:lvan3-ols condensés) par des
condensations
enzymatiques chimiques.
Représentent le groupe le
Raisins plus important des
| Cyanidine Vin rouge substances colorées, ces
| Delphenidine Certaines variétés | pigments hydrosolubles
Anthocyanidines de Céréales. contribuent a la coloration

des angiospermes.

V. Biosyntheése des flavonoides

Les flavonoides possédent tous le méme élément structural de base car ils dérivent d’une
origine biosynthétique commune. Le cycle (A) est formé a partir de trois molécules de malonyl-
coenzyme A (malonyl-CoA), issues du métabolisme du glucose. Les cycles (B) et (C)
proviennent aussi du métabolisme du glucose mais par la voie du shikimate via la phénylalanine
qui est convertie en p-coumarate puis en p-coumaroyl-CoA (figure 2). Le p-coumaroyl-CoA et
les trois malonyls-CoA se condensent en une seule étape enzymatique pour former une chalcone,
la 4,2°,4°,6’-tétrahydroxychalcone (réaction catalysée par la chalcone synthétase). Le cycle (C)
se forme par cyclisation de la chalcone, réaction catalysée par la chalcone isomérase qui induit
une fermeture stéréospécifique du cycle conduisant a une seule 2(S)-flavanone : la naringénine.

Ce cycle s’hydrate ensuite pour former les différentes classes de flavonoides [16].
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Métabolisme de glucose
acétyle-CoA dhikimate
phénylalanine
OH OH
(0] (0]
3 /u\/u\
CoA OH | HO. HO. |
l

o o o

3malonyl-CoA p-coumaroyle-CoA p-coumarate cinnamate

les réactions ultérieures
aboutisset aux principales classes
des flavonoides

4,2,4,6-tétrahydroxychalcone naringénine

Figure 2 : Schéma de la biosynthése des flavonoides illustrant les voies de I’acétyl- CoA et de
la phénylalanine d’aprés Heller et Forkmann [ 16].

VL. Propriétés thérapeutiques des flavonoides

Les flavonoides constituent un groupe de substances trés importantes qui présentent un grand
intérét dans beaucoup de domaines. Leurs propriétés anti-oxydante, inhibitrice, antibactérienne,
toxique,.... Les prédestinent a des utilisations dans les industries pharmaceutiques,
agroalimentaires, cosmétiques. . .etc [17].

Les flavonoides sont essenticllement des médicaments de I'insuffisance 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 capillaires [5].

Certains flavonoides possédent des activités particulaires : diurétique, antispasmodique, anti-

ulcere gastrique, anti-inflammatoire [18].
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VII. Extraction, isolement, purification et analyse structurale des flavonoides
VIL1. Méthode de séparation et de purification

La chromatographie est une méthode physique de séparation basée sur les différences
d’affinité des substances a analyser a I’égard de deux phases, I’une stationnaire, I’autre mobile. 11
existe plusieurs méthodes de séparation chromatographique en fonction de I’objectif fixé au
préalable et de la faisabilité de la méthode. On peut envisager une chromatographie sur colonne
(CC), sur couche mince (CCM) ou sur papier (CP).

Enfin, on peut considérer également la chromatographie liquide & haute pression
(CLHP) et 1a (CPG), qui se présentent comme étant des techniques instrumentales basées sur les
mémes principes que ceux de la chromatographie classique.

VIL1.1. Chromatographie d’adsorption sur colonne (CO)

Elle est basée sur I'utilisation d’une phase stationnaire comme gel de silice, la cellulose ou
le polyamide et une phase mobile constituée par divers systémes de solvants comme éluant. Elle
est la plus utilisée pour la séparation des quantités importantes de mélanges complexes [19].
L’¢lution peut se faire sous forme isocratique ou sous forme d’un gradient. En principe, la phase
mobile est composée des mémes solvants que ceux utilisés pour la CCM analytique. Toutefois,
I’¢€lution peut-étre accélérée grace a I’addition progressive de solvant de plus en plus polaire par
rapport 4 la phase initiale.

VIL.1.2. La chromatographie sur couche mince (CC™M)

La chromatographie sur couche mince est une méthode de séparation des composés qui
permet d’analyser la complexité d’un méelange, d’autre définition la CCM est une technique
analytique rapide, simple et peu coiiteuse, utilisée au cours de la séparation et de I’identification
des différents métabolites. Cette technique a été utilisée pour visualiser la séparation des
molécules de I’extrait au cours de son fractionnement sur colonne et pour évaluer la complexité
des fractions.

Elle repose sur les phénoménes d’adsorption, d’interactions et de polarité. Un mélange de
composes est placé sur un support solide (phase stationnaire) une couche d’absorbant (gel de
silice ou autre) étalé uniformément sur un support en aluminium ou en verre de dimensions
variables (généralement 20 x 20 cm, 10 x 10cm ou 5 x 10cm) avec une épaisseur comprise entre
0.5 et 2 mm et une phase mobile comme éluant. Elle est composée d’un solvant unique ou d’un
mélange de solvants qui migrent lentement le long de la plaque en entrainant les composants de
I’échantillon déposé [20].

Une fois le développement du chromatogramme effectué, la plaque est séchée a température

ambiante puis examinée sous UV (longueurs d’ondes A = 254 nm et 365 nm).
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Si nécessaire, les taches du chromatogramme sont révélées par pulvérisation de réactifs
appropriés. On détermine alors, pour chaque constituant, le Ry (Rapport frontal : Rapport de la

distance de migration du composé par rapport a celle du solvant).

VIL.2. Méthodes d’analyse et d’identification structurale des flavonoides

VIL.2.1. Effet du rapport frontal Ry
Le rapport frontal (Ry) est défini comme étant le rapport de la distance entre la tAche du

produit et I’origine d’une part et la distance entre origine et le front de solvant d’autre part [21].

Distance parcourue par le soluté b
" Distance parcourue par le solvant  a

eLe Ryest caractéristique d’une substance donnée pour un éluant déterminé sur un support

(phase stationnaire) donné.

eLe Ryest apeuprés le méme, que le constituant soit pur ou dans un mélange.

eLe Ry ne dépend pas de la concentration du constituant dans le mélange.

; Front de solvant
A Tache de substance
a
b
4 y Ligne de base

Figure 3 : Plaque chromatographique éluée permettant le calcul du Ry

VIL.2.2. La fluorescence sous lumiére de Wood

La fluorescence sous lumiére de Wood (la longueur d’onde de 365 nm) est largement utilisée
dans I'analyse structurale et l'identification des flavonoides. Tous les flavonoides apparaissent sous
UV sous forme de spots colorés, permettant d'avoir des renseignements pour déterminer leur

structure. Le tableau 2 montre la relation entre la fluorescence et la structure chimique [22].
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Tableau 2 : Relation entre la fluorescence sous lumiére de Wood et les structures flavoniques.

La fluorescence Les structures possibles
Violette noire Flavones avec 5, 6,7 ou 5, 7,8 trihydroxy.
Flavonol avec 3-OR.
Chalcones .
Bleue Flavone ou flavonol sans OH en 5.

Flavanone avec OH en 3 ou flavanol.

Flavonol avec 3-OH sans 5-OH.

Jaune ou jaune terne Flavonol avec 3-OH, et avec ou sans 5-OH.
Orange fluorescente Isoflavones.

Jaune-verte Aurones.

Bleu-verte Flavanone sans 5-OH.

VIIL.2.3. La spectroscopie UV-visible

C’est la méthode la plus importante pour I’identification des flavonoides. Le principe de
cette technique est basé sur le fait que chaque composé flavonique 3 un spectre d’absorption
caractéristique dans le milieu méthanoique, qui change aprés I'addition de différents réactifs
(NaOH, AICI3/HCI, NaOAc/H3BOs) [23].

Les étapes d’enregistrement des spectres en présence de réactifs sont effectuées selon les
étapes suivantes :

e Premiére étape : On enregistre le spectre d’absorption dans le méthanol neutre puis
immédiatement aprés 1’ajout d’une goutte de NaOH (0,5 N), ensuite on enregistre apres 5
minutes.

* Deuxiéme étape : On enregistre une premiére fois le spectre d’absorption dans le
méthanol, puis 4 cette solution on additionne AIClI; (1%) et on enregistre le spectre d’absorption.
Apres cette opération on rajoute quelques gouttes d’acide chlorhydrique
(6N) puis on enregistre le spectre de cette nouvelle solution.

e Troisiéme étape : On enregistre dans la solution méthanolique puis on ajoute NaOAc
(sec) et on enregistre le spectre, aprés cette opération on rajoute a cette solution quelques gouttes

de solution saturée d’acide borique puis on enregistre le spectre d’absorption.
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Tableau 3 : Les déplacements observés des bandes I et I en UV-Visible aprés addition des réactifs.

Réactifs Déplacement en nm Interprétation
Bande I Bande II
304-350 250-280 Flavone
MeOH 352-385 250-280 Flavonol (3-OH)
328-357 250-280 Flavonol (3-OR)
+44 a + 65
1. stabilité OH en 4°
d’intensité/MeOH
NaOH 2. diminution OR en4’ et OH en 3
d’intensité
L’intensit¢é  diminue 3,4’ OH ou ortho di
avec le temps —
(décomposition). OH sur A (6,7 ou 7,
8)
Nouvelle bande/MeOH entre 320 a 335 OHen 7
+5 a+20 OHen7
Déplacement
NaOAc diminue-en
présence d’un
substituant en 6 ou 8
Pas de déplacement | OR en 7
ou
trés faible.
NaOAc/ +12 2 +36 3’, 4ortho di-OH
H;BO; sur B.
AlClL Une seule bande entre 3’, 4’ortho di-OH
420-430 sur B avec 5-OH
MeOH/ +17 a+20 5-OH avec une
(AIC], oxygénation en 6
+HCI) +35a+55 5-OH et 3-OMe
+50 a +60 3-OH avec ou sans
OHen 5
AICly/ +20 a +40 avec 3’, 4’ortho di-OH
(AICI;+HCI) | sommet ot épaulement sur B
entre (350 - 360)
+20a+25 Ortho di OH sur A
et
Ortho di OH sur B
ou tri OH sur B.

(+) déplacement bathochrome ; (-) hypsochromique.
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Les flavonoides présentent deux formes limites : la forme cinnamoyle a qui on attribue la
bande (I) qui a un pic d’absorption dans le méthanol de (300-400 nm) et la forme benzoyle a qui
on attribue la bande (II) qui absorbe dans le milieu méthanoique 4 (240-280 nm) [24] (figure 4).

0]
3 N— )+
4 —
/
5 .
pt (o) Ciannamoyle(bande 1)
(0}
Benzoyle 5 4 Cinnamoyle +
: X
Bande2 Bande 1
0) benzoyle(bande 2)

Figure 4 : Les bandes caractéristiques d’un squelette flavonique.
La bande I : Située entre 300-400nm, elle est attribuée a I’absorption du noyau B conjugué avec
le groupe carbonyle et la double liaison (C,-C3) donnant la forme cinnamoyle elle donne, alors

des renseignements sur les variations structurales du cycle B et I’hétérocycle C.

R=H: Flavonne
R= OH: Flavonol

Forme cinnamoyle 74

Figure 5 : La forme cinnamoyle.
La bande II : Située entre 240-280 nm, elle est attribuée a I’absorption du noyau A conjugué avec

le groupe carbonyle donnant la forme benzoyle.

R=H: Flavonne
R= OH: Flavonol

Forme benzoyle 74

Figure 6 : La forme benzoyle.

La nature des flavonoides peut étre déterminée selon les valeurs de la bande I et la bande 11

le tableau 4 montre la relation entre le squelette flavonique et la position des bandes I et TI.
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e Protons du noyau B
Les protons de ce noyau apparaissent dans Iintervalle {6.7-8.1 ppm}, le déplacement chimique

est basé sur les substituant sur le noyau B et le degré d’oxydation du noyau C, (tableaux 6 et 7) [25].

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

(mono- substitué).

Déplacement chimique (ppm) Déplacement chimique
Flavonoides Hy’, Hg’ (J = 8.5Hz) (ppm) Hj’, Hy’ (J = 8.5Hz)
4’-hydroxyflavone 7.70 - 7.90 (d) 6.50 - 7.10 (d)
4’-hydroxyflavono 7.90 - 8.10 (d) 6.50 - 7.10 (d)

Tableau 7 : Déplacement chimiques et constante de couplage des protons du noyau B
(di- substitué).

Hy’ Hs’ Hg’

Flavonoides 6 (ppm) | J(Hz) | 5 (ppm) J(Hz) | 6 (ppm) | J(Hz)

Flavone (3',4'-OH ; 76-78 | 25 |67-71| 85 |74-76 25,85

3'OMe, 4'-OH) (d) () (dd)
Flavone (3',4'-OH ; 72-73| 25 |[67-71| 85 |73-75 25,85
3'OH, 4'-OMe) (d) () (dd)

Flavonol 3'4'-OH; | 75-77 | 25 [67-7.1| 85 | 7.6-79 | 25,85
3'-OH, 4'-OMe) (d) (d) (dd)

e Protons du noyau C

Le proton H; dans la flavone, résonne sous forme d'un singulet dans I’intervalle [6.20 - 6.40]
ppm [26].
b) Protons aliphatiques
e Protons du methoxyle

IIs se présentent sous la forme d’un signal singulet dans ’intervalle entre 3.4 et 3.9ppm [25].
* Protons osidiques

Les déplacements chimiques des protons anomérique dépendent d’une part du flavonoide et
d’autre part de la position et du type de liaison sucre- aglycone. La constante de couplage entre le
proton anomérique H-1"" du sucre 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 ’aglycone, s’il s’agit d*une position a ou

B. Pour le sucre glucose, le proton anomérique donne en général un doublet et sa constante de
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couplage est de I’ordre 7Hz, car il est toujours en position B d'aprés la biogénése. Pour le rhamnose,
son proton anomérique 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 méthyle sous

forme de doublet entre 0.8-1.2 ppm et avec une constante de couplage de J~ 6 Hz.

VIL2.5. L’hydrolyse acide des hétérosides

Les flavonoides existent sous deux formes : aglycones et glycosides, ces derniers sont des
aglycones ou un sucre (ou plusieurs) est lié soit par une liaison C-C ou C-O a I’aglycone, et pour
connaitre la nature du sucre avec les O-glycosides, on a recours a I’hydrolyse acide qui permet la
rupture de la liaison entre I’aglycone et le sucre et ainsi extraire le sucre et 1’identifier par CCM,
en présence de plusieurs sucres témoins. Les hétérosides C-glycosylés résistent a ’hydrolyse
acide, cette propriété permet de différencier ce type de liaison dans les flavonoides glycosylés
[25].
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I. Les étapes d’une étude phytochimique

Une étude phytochimique d’une plante passe impérativement par les étapes suivantes :
Récolte de la plante.

Extraction.

Screening phytochimique.

Séparation et purification.

Identification structurale des produits isolés.

vV V V V V V

Activité anti bactérienne.

L.1. Récolte du matériel végétal

Le matériel végétal est constitué des parties aériennes (feuilles et fleures). La plante a été
récoltée dans la région de Jijel au mois de mars 2017. Les parties aériennes de la plante ont été
séchées dans un endroit sec a I’abri des rayons solaires pendant quinze jours avant utilisation.
Elles ont été bien broyées en petites morceaux et pesées (200g).

L.2. Extraction
I.2.1. Principe et la méthode d’extraction

L’extraction des principes actifs est effectuée par la macération, qui est une opération
consiste a laisser le matériel végétal en contact prolongé avec un solvant (éthanol / eau) pour en
extraire les principes actifs, est une extraction qui se fait & température ambiante. Dans la
littérature, il existe différentes méthodes d’extraction des composes phénoliques, notamment les
flavonoides [1].

Suivant le protocole d’extraction [2], le matériel végétal broyée (200g) est conservé dans un
flacon en verre ombrée, il est soumis a une extraction par macération a température ambiante
dans le mélange hydroalcoolique (éthanol / eau ; 80/20 ; v/v) (figurel) pendant 72 heures avec
agitation de temps en temps, cette macération est répétée trois fois avec renouvellement du
solvant. Apres filtration a ’aide d’un coton. Le filtrat est évaporé presque a sec au moyen d’un
¢vaporateur rotatif (la figure 2). L’extrait hydroéthanolique est dilué avec 200 ml d’eau distillée
bouillante (I’intérét de I’utilisation de I’eau distillée bouillante ¢’est pour assurer la récupération

des composés restés accolés a la paroi du ballon d’évaporation).
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Figure 1 : La plante pendant la macération.

La phase aqueuse obtenue est épuisée successivement par une extraction liquide-liquide a
I’aide d’une ampoule a décanter en utilisant des solvants non miscibles a 1’eau et de polarité
croissante en commencant par le chloroforme (200 ml x3) puis ’acétate d’éthyle (200 ml x3) et
en dernier le n-butanol (200 ml x3).

La phase aqueuse et le solvant sont agités énergiquement puis laissés au repos pendant 30
minutes et la phase chargée de molécules spécifiques sont récupérées séparément. Les
différentes phases récupérées (chloroforme, acétate d’éthyle, n-butanol) sont évaporées a sec au
moyen d’un évaporateur rotatif puis reprises par 10 ml du méthanol, les extraits obtenus sont
ensuite stockés a une température ambiante jusqu'a leur utilisation. La figure 2 représente le

protocole d’extraction de la plante.



Chapitre ITI Etude phytochimique de I’espéce Ormenis mixta
e e R R R e e e e R
200 g de maticre végétal (parties aériennes) puli}éﬁséeé i |

e Macération (80/20).

e Filtration.

e Evaporation.

Extrait hydroéthanolique

1 e L ajout de 200 ml de H,O.

Phase aqueuse

e Extraction par CHCl; (200 ml x3).

e Décantation.
Phase aqueuse Phase organique
e Extraction par AcOEt (200 ml x3). l e Evaporation.
e Décantation. Extrait de
& { chloroforme
Phase organique Phase aqueuse m=084¢g

l e Evaporation. e Extraction par n-butanol

Extrait acétate (200 ml x3).
d’éthyle e Décantation.
m=193¢g
v
Phase aqueuse Phase organique

l e Evaporation

Extrait n-
butanol

m=527¢g

Figure 2 : Protocole d’extraction de I’ Ormenis mixta.
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1.2.2. Détermination de rendement
Le rendement des extraits a été calculé par la formule suivant :
R (%) =100 m ext / m plante.
Ou:
R : Le rendement en (%).
m ext : Est la masse de I’extrait aprés évaporation du solvant en gramme.

m plante : Est la masse de la plante séche en gramme [3].
L3. Screening phytochimique

Le screening phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence de métabolites
secondaires dans les différents extraits obtenus de notre plante. La détection de ces composés
chimiques est basée sur des essais de solubilités des constituants, des réactions de précipitation et de
turbidit¢ ou un changement de couleur spécifique [4,5]. Les tests phytochimiques pour les
polyphénols, les flavonoides, les tanins, les triterpénes, et des alcaloides ont été réalisés par

différents méthodes.
1.3.1. Les polyphénols

Les extraits (CHCl;, AcOEt, n-BuOH) ont été traités avec 3 gouttes de solution de chlorure

ferrique FeCl; (1%). La formation de la couleur noire ou verte indique la présence des polyphénols.
1.3.2. Les flavonoides

Dans chacun de nos extraits (CHCl;, AcOEt, n-BuOH), on ajoute 1 ml de I’acide
chlorhydrique (HCI), 1 ml de I’eau distillée et 0.2g de magnésium (Mg), la solution d’extrait prend
la couleur rose orange (flavone) ou rose violacée (flavonone) ou rouge cerise (flavonol) apparait sur
la couche surnageante du mélange; ce qui indique la présence d’un flavonoide libre.

I.3.3. Les tanins

Les tanins catéchiques sont identifiés par le réactif de Stiansy (10 ml de formaldehyde + 5ml

d’acide chlorhydrique concentré). L’ajout de 5 ml de ce réactif & 10mL de chaque extrait (CHCls,

AcOEt, n-BuOH) entraine la formation d’un précipité rouge caractérise les tanins catéchiques.
1.3.4. Les triterpénes

Les triterpénes ont été traités par la réaction de Liebermann-Burchard. Nous avons mis dans

chacun de nos extraits (CHCl;, AcOEt, n-BuOH) 0.5 ml d’anhydride acétique puis 0.5 ml de
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chloroforme aprés dissolution, les solutions sont reprises dans des tubes i essai dans lequel sont
coulés 0.5 ml de I’acide sulfurique (H,SO4) concentré. L’apparition d’un anneau rouge brunitre ou

violet, avec coloration de la couche surnageant de vert ou de violet indique une réaction positive.
1.3.5. Les alcaloides

En présence de quelques gouttes du réactif de Dragendroff (composé d’un mélange de 0.80 g de
- nitrate de Bismuth, 10 ml d’acide acétique glacial et 40ml d’eau distillée), la formation d’un
précipité de coloration rouge-orangé dans des tubes contenant les extraits (CHCl;, AcOEt, n-

BuOH) indique également la présence des alcaloides.

I.4. Séparation et purification
I.4.1. Premiére étape de fractionnement

Nous avons procédé a des tests chromatographiques sur couche mince de gel de silice sur un
support d’aluminium, pour les trois extraits (chloroformique, acétate d’éthyle et butanolique)
obtenus par extraction. La meilleure séparation obtenue était avec 1’éluant
Chloroforme/Méthanol. Notre choix s’est porté sur la phase d’acétate d’éthyle a cause de sa
richesse en flavonoides.

Un premier fractionnement de I’extrait acétate d’éthyle de la plante Ormenis mixta a été
réalisé par chromatographie d’adsorption sur une colonne de gel de silice de granulométrie (GF-
- 254 nm).

L.4.1.1. Préparation de la colonne A

Le gel de silice (GF-254nm) été¢ préparé en mettant en suspension la silice séche (fine en
poudre blanche) et I’éluant (chloroforme) dans un bécher. La meilleure méthode est de placer le
solide dans le liquide, et pas I’inverse dont la quantité de gel (poudre) nécessaire dépend de la
masse d’extrait d’acétate d’éthyle, typiquement, on calcule entre 30 et 32 g de poudre de silice
pour lg d’extrait a purifier. L’élution est réalisée par deux systémes, le premier est le
chloroforme enrichi progressivement par I’acétate d’éthyle puis le deuxiéme est 1’acétate
d’ethyle enrichi progressivement par le méthanol.

Les fractions obtenues a partir de la colonne mére sont recueillies dans des tubes en verre et
= €vaporées presque a sec au moyen d’un évaporateur rotatif. Ces fractions a été analysées par

chromatographie analytique sur plaque chromatographique de gel de silice avec un systéme
- polaire (CHCl3/MeOH/Eau) (40/9/1) (v/v/v). Les plaques sont visualisées sous lumiére UV
(254 et 365 nm). La progression de la colonne de gel de silice est rassemblée dans le tableaul.
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Tableau 1 : Résultats du fractionnement de I’extrait acétate d’éthyle par chromatographie sur la

Etude phytochimique de I’espéce Ormenis mixta

colonne.

N°dela Systéme d’élution
fastion CHClL, (%) AcOEt (%) | MeOH (%)
1-10 100 0 0
11-20 95 5 0
2127 95 5 0
2834 90 10 0
35-54 85 15 0
55-70 80 20 0
71-78 75 25 0
79-89 70 30 0
90-103 60 40 0
104-113 50 50 0
114-127 50 50 0
128-143 30 70 0
144-163 20 80 0
164-179 10 90 0
180-193 0 100 0
194211 0 95 5
212-225 0 90 10
226-237 0 85 15
238245 0 80 20
246-260 0 0 100
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(CHCl3/MeOH/Eau) (40/9/1)

Figure 3 : Les fractions séparées par CCM a la lumiére visible et sous la lampe UV.

Selon les résultats donnés par les plaques chromatographiques sur gel de silice, éluées par

différents systémes décrits ci-dessus, on a pu regrouper les fractions qui ont les mémes

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

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

Lot de tubes| N°dela Lot de tubes| N° dela
rassemblés . Observation| rassemblés . Observation
fraction fraction
Meélange de
., produits
1-18 F, Trainé 83-109 Fio
Meélange de Meélange de
19-22 F, produits 110-139 Fi; prodults
Meélange de Produit
2325 F; produits 140-185 Fi» | majoritaire
Mélange de Meélange de
che .
26-29 Fs prodns 186-191 Fis peCduis
Meélange de Meélange de
30-44 pg | Produis 192-205 Fy | Produs
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Meélange de Mélange de
45.53 Fe produits 206-245 Fis produits
Mélange de Mé¢lange de
54.57 F, produits 246.048 Fiq produits
Meélange de Mélange de
58-64 Fy produits 249.250 F,, produits
Meélange de Meélange de
6580 F, produits 251-260 Fiq produits

1.4.1.2. Traitement des Fractions obtenues

Parmi les fractions obtenues on a étudie celles qui sont simples et séparables et celles qui ont
une quantité importante et on a éliminé les fractions de faibles quantités et qui sont des mélanges
complexes, ainsi que les fractions qui ne contiennent pas de flavonoides. Pour cela nous nous
somme intéressées 4 la fraction Fip pour réaliser une deuxiéme séparation sur colonne de gel de
silice.
1.4.2. Deuxiéme étape de fractionnement
1.4.2.1. Etude de la fraction Fyq

Afin de poursuivre la séparation et 1’isolement des composés actifs, les fractions de 83
jusqu’a 109 ont ¢été purifiées. Elles sont presque identiques et présentent une quantité
importante, elles ont été réunis en une seule fraction désignée par F.

1.4.2.2. Préparation de la colonne B

La méme méthode de préparation de la colonne A a été suivie ici. La fraction Fyo liquide
dissout dans le méthanol est déposée en haut de la colonne de gel de silice, préparée dans le
chloroforme. La masse de silice utilisée correspond approximativement a 30 fois le poids de
extrait a séparer. L’élution a été réalisée par deux systémes en mode gradient d’élution :

S1 : chloroforme 100 %.
S2 : chloroforme / méthanol (90/10) (v/v).

36



Chapitre I1I Etude phytochimique de ’espéce Ormenis mixta

Figure 4 : Séparation de la fraction Fyo par CC.

Le fractionnement a été fait dans des tubes aprés séché a sec. Ces fractions ont été
controlées sur des plaques de gel de silice, qui aprés développement dans des cuves en verre
avec un systéme polaire (CHCl;/MeOH) (90/10) (v/v), nous a permis de sélectionner celles qui
représentent un seul spot bien distingué sous UV a 365 nm.

Les résultats de la progression de la colonne B (tableau 3) ainsi que la séparation des fractions

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

Tableau 3 : Résultats du fractionnement de 1’extrait acétate d’éthyle par

chromatographie sur colonne.

Systéme d’élution

Fractions CHCl3(%) MeOH (%)

1-45 100 0

46-116 90 10
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(CHCl3/MeOH) (90/10)

Figure S : Visualisation des sous-fractions séparées par CCM sous la lampe UV.

Apres I’observation de ces plaques, les sous fractions F4 jusqu’a Fis, ont été subi une

séparation sur couche mince en utilisant ’acétate d’éthyle comme éluant.

(AcOEY) (100)

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

1.4.2.3. Traitement des sous-fractions obtenues

Parmi les fractions obtenues on a étudie celles qui sont simples et séparables et celles qui ont
une quantité¢ importante et on a éliminé les sous-fractions de faibles quantités et qui sont des
mélanges complexes, ainsi que les fractions qui ne contiennent pas de flavonoides. Pour cela

nous nous somme intéressées a une seule sous fraction SF,4. Cette sous- fraction a soumis i une
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purification sur plaques CCM de gel de silice par un systéme d’élution (AcOEt/Hexane) (80/20)
(v/v), puis visualiser sur la lampe UV a 254 et 365 nm.

Les résultats de cette purification sont présentés ci-dessous :

(AcOEt /Hexane) (80/ 20)
Figure 7 : Les sous-fractions séparées par CCM sous la lampe UV.

e Sous fraction SF, : La sous fraction SF4; montre en CCM un composé majoritaire de
coloration noire violette sous la lampe UV. Aprés purification et évaporation a sec, nous avons

obtenu 50 mg de produit.

39



Chapitre III Etude phytochimique de I’espéce Ormenis mixta

L’extrait AcOEt d’Ormenis mixta

CC gel de silice
CHCl 3/ AcOEt MeOH

(gradient croissant)

CC gel de silice
CHCI; (100) v/v

CHCly/ MeOH (90 /10) v/v

Evaporation a sec

P4(50 mg)

Figure 8 : Protocole de séparations chromatographiques effectuées sur ’extrait d’acétate
d’éthyle.
Le composé isolé a été¢ étudié jusqu’a la détermination structurale de ces principaux
composants par les analyses spectrales, particuliérement la RMN 'H et UV-Visible sans négliger

les autres caractéristiques physicochimiques (Ry et la fluorescence sous lumiére de Wood).

L.5. Evaluation de ’activité antibactérienne des extraits de la plante

Nous avons étudié in vitro I’effet antibactérienne des flavonoides isolés d ’Ormenis mixta par

la méthode de diffusion des disques [6] sur un milieu gélosé solide (Muller Hinton).
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L’activité antibactérienne de nos extraits : chloroforme, acétate d’éthyle et n-butanolique est
estimée en terme de diamétre de la zone d'inhibition autour des disques contenant les produits
flavoniques 4 tester vis-a-vis de cinq germes pathogénes d'origine hospitaliére (Escherichia coli,
Listeria monocytogenes , Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus) aprés 18
a 24 heurs d'incubation a une température adéquate de 37°c pour le développement du germe.
L.5.1. Détermination de I’effet bactériostatique ou bactéricide

Lorsqu’on parle d’activité antibactérienne, on distingue deux sortes d’effets : une activité
létale ou bactéricide et une inhibition de la croissance ou activité bactériostatique [7].
La détermination de I’effet bactéricide ou bactériostatique d’un extrait est réalisée en procédant a
un repiquage des zones d’inhibition formées et ne présentant aucune croissance bactérienne

visible a I’ceil nu sur milieu de culture.

> §’il y a croissance bactérienne, 1’extrait a un effet bactériostatique sur la souche testée.
> S’il y a absence de croissance bactérienne, 1’extrait présente un effet bactéricide vis-a-vis
de cette souche.
% La CMI est définie comme étant la plus basse concentration capable d’empécher une
croissance bactérienne visible. La CMI n’est pas totalement bactéricide et une partic de

I’inoculum est capable de se développer aprés disparition du compose inhibiteur [8].

L.5.2. Caractéristiques des souches bactériennes utilisées

Les infections bactériennes sont généralement traitées par des antibiotiques. Mais la trés
grande utilisation souvent inadaptée de ces molécules antibactériennes a entrainé la sélection de
souches multirésistantes. Nous avons testé nos extraits contre cinq bactéries (Gram+, Gram-).
Tableau 4 : Les caractéristiques des souches utilisées et les principales maladies qu’ils peuvent

causer cher ’homme.

Espéce microbienne Caractéristiques Maladies provoquées
Escherichia coli Bacille aérobie, mobile, | Diarrhées, infection
gram négatif, pathogéne. Urinaire, méningite,
Septicémies...
Pseudomonas aeruginosa | Bacille aérobie, Gram Infections nosocomiales,
négatif et trés mobile. méningite. ..
Proteus mirabilis Bacille aérobie, Gram Infections urinaires,
négatif et trés mobile. et cutanée...
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Listeria monocytogenes Gram positif, mobile. Listériose , méningite...

Bacillus cereus Gram positif, aérobie et Meéningite, endocardite

anaérobie facultative.

1.5.3. Les milieux de culture

Selon les méthodes utilisées dans 1’essai et selon les souches, nous avons utilisé les milieux

suivants:

> La gélose nutritive (Coeur-Cervelle) : Pour I’isolement et pour avoir des proliférations
rapides des bactéries conservées.
» La gélose Mueller Hinton : Pour ’étude de la sensibilité des bactéries aux différents

extraits d’Ormenis mixta.

I.5.4. Méthode de diffusion en milieu solide

C’est une technique utilisée [9] en bactériologie médicale appelée méthode de disques ou
méthode par diffusion en milieu gélose. La technique consiste & mesurer le diamétre de la zone
d’inhibition de la croissance bactérienne a partir d’utiliser des disques de papier impreégnes des
différentes substances a tester, puis déposés a la surface d’une gélose uniformément ensemencée
avec une suspension de la bactérie & étudier. Apres incubation, les colonies se développent a la
surface de la gélose laissant des zones vierges autour des disques appelée zones d’inhibitions.
Plus le diamétre de la zone d’inhibition est grand, plus la souche est sensible & la substance
testée, plus il est petit plus la bactérie est résistante. Le diamétre de ces zones d’inhibition est
proportionnel a I’activité bactériostatique de I’extrait sur la souche testée [9].

L.5.5. Préparation des dilutions d’extraits d ’Ormenis mixta

Pour chaque extrait nous avons utilisé une masse de 20mg, diluée dans 10 ml de DMSO dite

solution meére (SM) 2000 pg/ml a partir de laquelle nous préparons une série de dilutions, voir le
tableau.
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Tableau 5 : Les différentes dilutions avec les concentrations finales.

SM|D1 |[D2 |D3 (D4 |D5 |D6 |D7

Volume (ml) /T6a4 2 |1 |05 05|21

Volume ajouté DMSQO (ml) /] 36| 2 3 35| 75 2 3

Concentrations finales (ug/ml) | 128(¢ 640 | 320 | 160 | 80 40 20 | 10

L.5.6. Préparation de I’inoculum

Les souches bactériennes sont ensemencées dans la gélose nutritive et incubées a 37°C
pendant 24 h, pour optimiser leur croissance. On racle a 1’aide d’une anse de platine quelques
colonies bien isolées et identiques de chacune des souches bactériennes a tester. Décharger
I’anse dans 10 ml d’eau distillée stérile, La suspension bactérienne est bien homogénéisée.
I.5.7. Ensemencement

L’ensemencement doit se faire dans les 15 minutes qui suivent la préparation de

I’inoculum.

e Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne.

e L’essorer en le pressant fermement sur la paroi interne du tube, afin de décharger le
maximum d'eau.

e Frotter ’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée séche, de haut en bas, en stries
répéter I’opération deux fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois. Dans le cas ou on
ensemence plusieurs boites de pétri, il faut recharger I’écouvillon a chaque fois.

e Numéroter la base de chaque boite de pétri avec des numérotations convenant au nombre
de dilution.

e Placer les disques de papier Whatman de 6 millimétres de diamétre aseptiquement (avec
une pince stérilisée a chaque fois dans le bec bunzen) dans les boites de pétri.

e A l'aide d'une micropipette, prélever 15 pl de chaque dilution de I’extrait et mettre sur les

disques de papier Whatman.

1.5.8. Lecture et analyse

L’activité antibactérienne se manifeste par 1’apparition d’un halo d’inhibition de la
croissance microbienne autour du papier Whatman contenant 1’extrait a tester. La lecture
s’effectue par :

- La mesure du diamétre d’inhibition observé.
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- Lire les concentrations minimales inhibitrices (CMI) : Petite concentration pour laquelle il n’y
a pas de culture bactérienne visible.
- Classification des bactéries dans 1'une des catégories : Sensible, résistante ou intermédiaire.

Trois cas sont possibles [10] :

» Souche résistante : Absence de zone d’inhibition.

» Souche sensible : La dimension du diamétre de la zone d’inhibition est égale ou
supérieure a 10 mm.

» Souche intermédiaire : La dimension du diamétre de la zone d’inhibition est inférieure a

10 mm.
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Ormenis mixta est une plante médicinale de la famille des Astéracées (composées), elle est
utilisée dans la médecine traditionnelle pour traiter les troubles digestives, anxiollytique et
rééquilibrante du systéme nerveux central et pour les insuffisances hépatiques et gastriques

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

De nombreuses études phytochimiques de cette espéce [1], ont révélé la présence de
polyphénols, flavonoides, tanins, les huiles essentielles; ce qui confére a cette plante de
nombreuses propriétés biologiques [2].

Etude phytochimique
I. Extraction

La préparation des extraits & partir de la partie aérienne d ’Ormenis mixta a été effectuée par
des solvants a polarité croissante, il s’agit de chloroforme, acétate d’éthyle et le n-butanol. Cette
extraction a permis d’obtenir trois extraits : 1’extrait chloroformique (ECH), I’extrait d’acétate
d’éthyle (EAC) et I’extrait n-butanolique (EBU).

Les trois extraits sont obtenus par macération dans 1’éthanol-eau. Le rendement de ces
extraits a ét€ déterminé par rapport au matériel végétal sec, et exprimés en pourcentage de masse
(%) (tableaul), le rendement le plus élevé a été observé avec I’extrait butanolique (2.63 %), suivi
par D’extrait d’acétate d’éthyle (0.96 %), et enfin 1’extrait de chloroforme posséde le plus faible
rendement avec (0.42 %). Les extraits obtenus sont de couleur et d’aspect différents (tableau2).

Tableau 1 : Rendement des extraits.

Matériel végétal Extrait Masse (g) Rendement (%)
Chloroforme 0.84 0.42
200 g Acétate d’éthyle 1.93 0.96
n-butanol 5.27 2.63

Tableau 2 : Couleur et aspect de différents extraits d ’Ormenis mixta.

L’extrait La couleur L’aspect L’odeur
Chloroformique Vert foncé Pateux Forte
Acétate d’éthyle Marron Péteux caractéristique.

Butanolique Marron orangé Pateux
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Figure 1 : Rendement des extraits.

> Discussion

Le calcul de rendement d’extraction de la plante révele un grand écart d’un extrait a ’autre.
En effet il est difficile de comparer les valeurs de nos rendements avec d’autre études, car le
rendement n’est que relative et semble étre 1ié aux propriétés génétiques des plants ainsi qu’a
I’origine géographique, aux conditions et a la durée de stockage de la récolte et aussi des

conditions dans les quelles I’extraction a été effectuée [4].

I1. Screening phétochimique

Les ¢études de screening phytochimique effectuées sur les trois extraits obtenus aprés

extraction ont donnée les résultats présentés ci-dessous :

m EBU
® EAC
wECH

Tableau 03 : Résultats de screening phytochimique d’ Ormenix mixta.

Métabolites secondaires Extraits
ECH EAC EBU
Polyphénols - + 4+
Flavonoides - + +
Tanins - - -
Triterpénes - +
Alcaloides -

Test négatif (-), Test positif (+).
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I1.1. Les polyphénols

La formation de la couleur noir pour I’extrait de n-butanol ainsi que la couleur verte pour

I’extrait d’acétate d’éthyle (figure 2) indique la présence des pylophénols dans notre plante.

Figure 2 : Détection chimique des polyphénoles.
IL.2. Les flavonoides

L’apparition d'une couleur rose orange (figure 3) sur la couche surnageant des deux extraits,
n-butanolique et I’acétate d’¢éthyle, signifier que la plante étudiée (Ormenis mixta) contient des

flavonoides en particulier ¢’est un flavone.

Figure 3 : Détection chimique des flavonoides.

I1.3. Les tanins

On observe l'absence de formation d'un précipité rouge pour les trois extraits (figure 4),

celle-ci indique que la plante ormenis mixta ne contient pas des tanins catéchiques.

Figure 4 : Détection chimique des tanins.
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I1.4. Les triterpénes
La formation d’un anneau rouge brunitre ou violet, avec coloration de la couche surnageant en

violet pour les deux extraits n-butanol et acétate d’éthyle confirme la présence des tritérpenes.

Figure 5 : Détection chimique des triterpénes.
IL5. Alcaloides

On observe la formation d’un précipité de coloration rouge orangé (figure 6), donc, on peut

conclure la présence des alcaloides dans notre plante.

Figure 6 : Détection chimique des alcaloides.
» Discussion

Le screening phytochimique réalisé sur la partie aérienne de la plante Ormenis mixta, a
révélé la présence des polyphénols, des flavonoides en quantités importantes, des triterpénes et
des alcaloides. Cependant, nous observons 1I’absence des tanins catéchiques. La plante produit
plusieurs types de métabolites secondaires afin de se défendre aux agressions provoquant des
maladies chez les végétaux [4] et pouvoir subsister aux contraintes imposées par le climat et le
milieu [5].

L'ensemble des groupes chimiques ainsi identifiés, ayant des propriétés pharmacologiques

diverses [6]. Ce qui justifier l'utilisation multiple d’Ormenis mixta en tradi-thérapeutique.

La présence des polyphénols, donne & la plante des propriétés vasculoprotectrices,

antispasmodiques et suscitent beaucoup d’intérét par leur potentiel antioxydant.
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En effet les flavonoides jouent un role dans la coloration des végétaux [7], aussi ils possédent
des roles trés importants dans les plantes, dont elles protégent les plantes contre le stress
hydrique et génére une tolérance des plantes aux métaux lourds présente dans les sols. Hors la
plante, les flavonoides possédent plusieurs effets pharmacologiques [8]. Les flavonoides
protégent les aliments d’origine végétale de 1’oxydation, ce sont des antioxydants réputés pour
leur action anti radiculaire [8].

La présence des alcaloides peut expliquer des activités biologiques diverses [9]. Ils jouent; a
faibles doses, le role d'anesthésique locaux, d'analgésique, d'antibiotiques, d'antiparasitaires,

d'antipaludique, d'anti-tumoraux [10].

I11. Identification structurale des produits isolés d’éspéce Ormenis mixta
II1.1. Elucidation structurale du composé P4

IML.1.1. Comportement chromatographique

Le produit P4 a été élué sur une plaque de gel de silice, avec deux systémes différents, pour
calculer le Ry (tableau 4).
S 1: (AcOEY) (100).
S 2: (AcOEt /Hex) (80/20).

Tableau 4 : Valeurs des rapports frontaux du produit P4 dans les deux systémes S1 et S2.

Systéme (AcOEY) (AcOEt /Hex)
(80/20)
(100)
Ry 0,79 0,80
Fluorescence sous lumiére de Wood Noire-violette

Le comportement chromatographique dans les différents systémes indique que le composé
est un aglycone.
La fluorescence noir-violette de ce composé sous lumiére de Wood indique qu’il s’agit d’une

flavone ou d’un flavonol 3-OR.
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II1.1.2. Données spectroscopiques
ITI.1.2.1. Spectre UV-visible

Les données spectrales UV-visible obtenues aprés enregistrement dans le méthanol et en
présences des réactifs spécifiques sont présentés dans le tableau 5 (figure 7)

Tableau 5 : Données de la série spectrale UV-Visible du composé Py.

Bande I Bande II Autres
A max Bandes
Réactifs (mm) A max y _— Interprétation
(mm) (@m)
MeOH 330 265 / Flavone
MeOH+NaOH 395 272 321,368 OH en C4’
OH en C-7
MeOH+AICI, 382 272 349,295 OH libre en C-5
MeOH+AICL/HCI 383 272 295,343 /
MeOH+NaOAc 350 269 298 OH en 7
MeOH+NaOAc/H;BO; 339 265 / /
Spectre stable avec NaOH aprés Smin

Absorbance

4  Bandell papger
3% | 265nm 330 nm
3

25 -

2 {
1,5 4
1 -
05 -
0 .
-0,5250 350 450 550
Longeur d'onde A(nm)

MeOH
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Figure 7 : Spectres de la série spectrale UV-visible du composé Pj.
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L’interprétation des spectres UV-visible obtenus nous a permis de tirer les constatations
suivantes :
e Le spectre enregistré dans le MeOH donne la valeur A y,x = 330 nm de la bande I, indique
qu’il s’agit d’un flavonol (3-OR) ou flavone.
e L’addition de NaOH provoque un déplacement bathochrome de la bande I (AA = +65 nm)
sans diminution de 1’intensité optique, ce qui oriente vers un 4’-OH libre.
e [L’addition de NaOAc provoque un déplacement de la bande II, ce qui indique que la
position 7 comporte un substituant OH.
e |’examen du spectre enregistré dans le milieu AlCl;+HCI comparé avec celui enregistré dans
le AICl; montre qu’il n’y a pas de changement de la bande I, donc il n’y a pas un ortho-di-OH sur le
cycle B. Ce qui indique que la position 5 porte un substituant OH.

Ces données nous orientent vers la structure partielle du produit P4 représentée dans la figure 8 :

OH

Figure 8 : Structure partielle du produit Pj4.
Cette structure va étre complétée a ’aide des données spectroscopiques RMN'H.

I11.1.2.2. Spectre RMN'H

Le spectre RMN'H enregistré dans CD;0D a 250 MHz (figures 9 et 10), donne les informations
suivantes :

e Un signal sous forme d’un doublet d’intégration 2H a 6 = 7,90 ppm avec une constante de
couplage J = 8,65 Hz (ortho), attribué a H-2’ et H-6’ du noyau B d’un flavonoide (deux protons
magnétiquement équivalents).

e Un signal sous forme d’un doublet d’intégration 2H a 6 = 7,06 ppm avec une constante de
couplage J = 8,65 Hz (ortho), attribué a H-3" et H-5’ du noyau B d’un flavonoide (deux protons
magnétiquement équivalents).

e Deux signaux a 6 = 6,25 ppm (J=2 Hz) et § =6,55 ppm (J=2 Hz) sous forme de doublet
d’intégration 1H, les deux caractéristiques de H-6 et de H-8, respectivement, du cycle A d'un

flavonoide.
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e Un signal sous forme de singulet d’intégration 1H, a 8 =6,65 ppm, attribué au proton H-3 du

cycle C d’un flavonoide.

Tableau 6 : Données de la spectroscopie de RMN 'H (CD3;0D, 250 MHz) du composé P;.

o (ppm) Intégration Multiplicité J (Hz) Attribution
7.90 2H d 8.65 H-2,H-6
7.06 2H d 8.65 H-3,H-5
6.65 1H S - H-3
6.55 1H 2.00 H-8
6.25 1H d 2.00 H-6
Figure 9 : Spectre RMN 'H (CD;0D, 250 MHz) du produit Pj.

Figure 10 : Spectre RMN 'H (CD;0D, 250 MHz) du produit P, étalement.
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La combinaison de I’ensemble de ces données méne a la structure de la 4,5, 7-trihydroxy

flavone connue sous le nom apigénine reportée dans la figure 10

HO

OH

OH

Figure 11 : Structure finale du produit Py : 4, 5, 7-trihydroxyflavone ou apigénine.

IV : Evaluation de Pactivité antibactérienne

L'activité antibactérienne des extraits de plante dissouts dans le DMSO a été évaluée sur les

différentes souches bactériennes gram positives, gram négatives a l'aide de la méthode de diffusion

en milieu gélosé Mueller Hinton. Les résultats des différentes dilutions présentés dans les tableaux 7

montrent que I’extrait chloroformique, butanolique et 1’acétate d’éthyle de 1’Ormenis mixta ont des

activités antibactériennes de degrés variables contre les souches des différents micro-organismes

testés (figure 12, 13, 14).

Tableau 7 : Résultats du test de ’activité antibactérienne de 1’extrait acétate d’éthyle.

Diameétre d’inhibition en mm

Souches Phase acétate d’éthyle
SM D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7
Listeria 11 10 10 10 10 10 6 6
Pseudo 11 11 10 10 9 - - -
E.coli 10 8 8 8 8 8 8 7
Bacillus 9 9 9 9 8 8 7 7
Proteus 9 7 7 7 7 7 - -
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Figure 12 : Effet de I’extrait acétate d’éthyle sur les cing souches bactériennes

Tableau 8 : Résultats du test de I’activité antibactérienne de 1’extrait n-butanolique.

Diameétre d’inhibition en mm

Souches Phase butanolique
SM D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7
Proteus 12 12 10 10 10 9 9 9
Pseudo 12 11 11 11 9 9 9 -
E.coli 11 11 10 10 10 10 8 8
Bacillus 11 11 10 10 10 9 9 9
Listeria - - - - - - - -

Figure 13 : Effet de I’extrait butanolique sur les cinq souches bactériennes.
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Tableau 9 : Résultats du test de I’activité antibactérienne de 1’extrait chloroformique.

Diamétre d’inhibition en mm
Souches Phase chloroformique
SM D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7
E.coli 10 10 10 10 10 9 9 -
Listeria 10 10 10 10 10 10 - -
Bacillus 10 8 8 7 7 7 - -
Proteus 9 9 9 - - - - -
Pseudo 10 - - - - - - -

Figure 14 : Effet de I’extrait chloroformique sur les cing souches bactériennes.

Les résultats présentés dans les tableaux 7, 8, 9 (figure 12, 13, 14) montrent que les extraits
ont des activités antibactériennes de degrés variables contre les souches des différents micro-

organismes testés.

> Discussion

Tous les extraits ont réagi positivement au moins sur une des souches bactériennes testées ce qui
confirme que la plante d’Ormenis mixta est douée des propriétés antibactériennes.

L’activité inhibitrice des extraits a été identifiée dans une large gamme de concentrations allant

de 10 a 1280 pg/ml. Parmi les trois extraits testés 1’extrait acétate d’éthyle est ce qui a montré

I’activité antibactérienne la plus élevée.
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\
Le diamétre de la zone d’inhibition différe d’une bactérie 4 une autre et d’un extrait a un
autre, cette zone varic de 6 mm a 12 mm (tableau 7, 8, 9). La variation de I’activité
antibactérienne des extraits explique les variations de leurs compositions chimiques.
e L’extrait acétate d’éthyle

Les diamétres des zones d’inhibition sont compris entre 7 et 10 mm pour Echerichia coli
ATCC, 9 a 11 mm pour Pseudomonas aeruginosa ATCC, 6 a 1lmm pour I[listeria
monocytogenes ATCC, et entre 7 & 9 pour Prouteus mirabilis ATCC et Bacillus cereus sur
milieu MH.

L’extrait de ’acétate d’éthyle montre un effet inhibiteur de Pseudomonas aeruginosa a la
dilution D4 ce qui correspond une concentration CMI eéquivalente 4 80 pg/ml. Par contre, pour
les autres souches, on a observé une prolifération bactérienne, on obtient ainsi :

Pour Prouteus mirabilis ATCC la CMI correspondant 2 la 5%™ dilution d’une concentration
égale a 40 pg/ml.

e L’extrait butanolique

Les diamétres des zones d’inhibition sont compris entre 8 et 11 mm pour Echerichia coli
ATCC, 9 a 12 mm pour Pseudomonas aeruginosa ATCC, 8 a 12 pour Prouteus mirabilis ATCC
et 9a 11 pour Bacillus cereus.

Pour Pseudomonas aeruginosa ATCC la CMI correspondant  a la 6°™ dilution d’une
concentration égale a 20 pug/ml.

Il s’est avére qu’aucune zone d’inhibition autour des disques n’a été observée vis-a- vis de
Listeria monocytogenes, cette bactérie posséde un potentiel de résistance trés élevé contre
Iaction antibactérienne de Iextrait butanolique d’Ormenis mixta.

e L’extrait chloroformique

La souche bactérienne Pseudomonas aeruginosa plus résistante que prouteus mirabilis suivi
par Bacillus cereus puis Listeria monocytogenes, et dernierment Echerichia coli.

L’extrait de chloroformique montre un effet inhibiteur de Pseudomonas aeruginosa a
solution mére ce qui correspond une concentration CMI €équivalente 4 1280 pg/ml. Par contre,
pour les autres souches, on a observé une prolifération bactérienne, on obtient ainsi :

-Pour  Prouteus mirabilis ATCC la CMI correspondant i la 2™ dilution d’une concentration
égale a 320 pg/ml.

-Pour Echerichia coli ATCC la CMI correspondant 2 la 6™ dilution d’une concentration égale
a 320 pg/ml.

-Pour  Listeria monocytogenes ATCC la CMI correspondant a la 5™ dilution d’une

concentration égale a 40 pg/ml.
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-Pour Bacillus cereus ATCC la CMI correspondant 4 la 5™ dilution d’une concentration égale
440 pg/ml.

La souche de Pseudomonas aeruginosa révele la plus résistante pour les deux extraits
acétate d’éthyle et chloroformique. La souche de Listeria monocytogenes est plus résistante pour
Iextrait butanolique.

Les résultats obtenus ont indiqué l'existence de composés antibactériens de nos extraits testés
et ont montré également une bonne corrélation entre l'utilisation de cette plante révélée en
médecine traditionnelle contre les maladies infectieuses.

L’activité bactérienne évaluée par les tests in vitro, il ressort que les flavonoides possédent
un pouvoir antibactérien important sur les germes multirésistants responsables des maladies
infectieuses. L’inhibition de la croissance varie en fonction de I’espéce bactérienne, de la nature

et de la concentration du produit testé et aussi du milieu de culture.
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Conclusion générale

L’objet de notre étude a porté sur I’étude phytochimique, biologique (activité anti
bactérienne) et structural portant sur Iinvestigation de la phase acétate d’éthyle d’extrait
hydroéthanolique des parties aériennes de Ia plante Ormenis mixta appartenant 3 la famille des
astéracées.

Apres extraction hydroalcoolique des parties aériennes de cette espéce, concentration et
affrontement ay chloroforme, acétate d’éthyle et n-butanol successivement, nous avons soumis
les divers extraits organiques  fondés sur la combinaison de différentes méthodes
chromatographiques (chromatographie sur colonne de gel de silice, chromatographie sur
couche mince).

Le screening phytochimique a montré la présence des alcaloides, des flavonoides, des
tritérpénes et des plyphénols, et 1’absence des tanins dans notre plante. La présence des
composants précédents due a leur role important dans la plante, dont ils sont des produits
considérés comme métabolites secondaires, en réponse au stress environnemental ou pour
assurer un mécanisme de défense aux agressions provoquant des maladies chez les végétaux.

La détermination structurale des produits isolés a été réalisée grice a I'utilisation des
techniques physicochimiques et spectroscopiques incluant la spectrophotométrie UV visible, et
la spectroscopie de résonance magnétique (RMN de proton MHZ), permis de confirmé la

structure de I’ Apéginine.

Des tests de 1’activité antibactérienne des extraits obtenus ont montré que cette plante 4 une

sensibilité 1égérement active vis-a-vis les différentes souches testées.
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Etude phytochimique d’une plante de la famille des

Astéracées

Résumé

Le but principal de notre travail concerne principalement I'étude Phytochimique de la plante Ormenis mixta appartenant a la
famille des astéracées. Ils consistent a identifier le maximum de composés afin d'élargir et d'approfondir 1la connaissance
phytochimique de cette plante.

Notre choix repose sur le fait que Pespéce Ormenis mixta a montré d’une part qu’il est douée d’activités biologiques et
d’autre part que c’est une excellente accumulatrice de molécules de type flavoniques.

Pour ce faire, nous avons procédé a Ia séparation et i la purification des différents phytoconstituants de I’extrait d’acétate
d’éthyle obtenu aprés extraction, par différentes méthodes chromatographiques notamment la chromatographie sur colonne de
gel de silice et sur couche mince ce qui a permit I’isolement d’un produit pur. On a put déterminer sa structure par la
combinaison de méthodes spectrales i savoir la spectroscopie UV-visible et la RMN H'. 1l s’agit de :

e Apigénine.

L’activité antibactérienne des différents extraits a &té testée vis-a-vis des souches Gram-positives et Gram-négative et ces
derniéres ont montré une différente sensibilité envers les trois extraits obtenus.
Mots clés
Astéracées, Ormenis mixta, F lavonoides, Antibactérienne.

Abstract

The main purpose of our work concerns mainly the phytochimical study of
Ormenis mixta belonging to the asteraceae in which consist to identify the maximum of compounds to widen and to deepen the phytochimical
knowledge of this plant.

Our choice was base on the fact that, this plant exhibit a wide range of biologicl activities and were known to contain flavonoids.

We proceeded to the separation and to the purification of the various phytoconstituants of ethyl acetate extract using various
chromatographic methods in particular the column chromatography of silica gel and thin layer chromatography in which allowed us the
insulation of one compound his structure were determined by the combination of spectral methods UV-visible, and RMN 'H.

e  Apigenin.

The antimicrobial activity of the different extracts of the plant was tested against various strains of Gram-positive and Gram-negative bacter]

The strains show a different sensibility against the extracts.

Key words
Asteraceae, Ormenis mixta, Flavonoids, Antibactery.
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