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Chapitre 1 Etude botanique

Introduction.

Depuis longtemps I'hnomme reconnait et utilise les plantes, pour se nourrir et pour
traiter diverses maladies. Les vertus thérapeutiques des plantes, ont été expérimentées depuis
lors et leurs précieuses caractéristiques, se sont transmises oralement de génération en
génération, ou consignés dans les vieux écrits.

Les remedes de bonne réputation, ont prévalu malgré le développement de la médecine
moderne, qui est venue marginaliser, le recours aux techniques médicales naturelles (GOEB,
1999).

Selon HOSTETTMANN (1997), connaitre une plante ayant des vertus médicinales,
suppose pouvoir décrire sa morphologie, et son anatomie, connaitre son origine et son mode
d'action, appreécier l'incidence de ceux-ci sur sa qualité, analysé sa composition chimique et
les facteurs qui peuvent la faire varier, connaitre la structure et les propriétés des principes
actifs. Aussi bien que leurs activités pharmacologiques.

En I’absence d’un systéme médical moderne (Tabuti et al, 2003). Actuellement, le
développement de la résistance microbienne, aux antibiotiques, ont conduit les chercheurs a
puiser dans le monde végétal, et particulierement les plantes médicinales et culinaires en
quéte de molécules naturelles efficaces et dénuées de tout effet adverse.

De nombreuses études ont mis en évidence, la présence de métabolites secondaires,
doués d'activités biologiques, telles que les polyphénols, alcaloides, terpénes etc. La flore
algérienne, avec ses différentes espéces, appartenant a plusieurs familles botaniques, reste trés
peu explorée tant sur le plan phytochimique que sur le plan pharmacologique (Merzoug,
2009).

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressées a I’étude de deux especes médicinales,
Rosmarinus officinalis L. et Helichrysum italicum L. Ce manuscrit est divisé en deux parties :
La premiere partie comprend 2 chapitres, le premier chapitre est consacrée a I’aspect
botanique et phytochimique.

Le deuxieme chapitre, élucide les métabolites secondaires. La deuxiéme partie est

subdivisée en 2 parties : matériel et méthodes, résultats et discussion.



Chapitre 1 Etude botanique

I- La plante Rosmarinus officinalis L.

I-1- Famille des Lamiaceae.

Les lamiaceae ou labiatae (lamiacées, labiacées ou labiées), sont une importante famille
de plantes dicotylédones, qui comprend environ 6 000 espéces et pres de 210 genres. La
famille des dicrastylidiaceae (encore appelée chloanthaceae), y est incorporée par la
classification phylogénétique.

Ce sont 11 genres d'arbustes, des régions tropicales d'Afrique de I'Est, de madagascar, des
mascareignes, d'Australie et des iles du pacifique. Certains genres provenant de la famille des

verbenaceae y sont maintenant incorporés.

Figurel : Rosmarinus officinalis L.

I-2- Genre Rosmarinus :

Le genre Rosmarinus comprend 2 espéces de plantes de la famille des lamiacées

originaires du bassin méditerranéen.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Lamiaceae
https://fr.wikipedia.org/wiki/Bassin_m%C3%A9diterran%C3%A9en

Chapitre 1 Etude botanique

A : Rosmarinus eriocalyx Jordan & Fourr.

B : Rosmarinus officinalis L. - Romarin.

I-2-1-Le Genre Rosmarinus : a 1 seule espéce.

Particularité de I'espece Rosmarinus officinalis : Arbuste de 0,80-1,50 m, dense,
aromatique, trés feuillé. Feuilles persistantes, 2,5-5 cm de long, effilées, entiéres, roulées sur
les bords, sessiles, vert foncé dessus, blanc feutré dessous. Inflorescence en grappes courtes,
axillaires. Fleurs de 1 cm, a calice purpurin, campanulé, duveteux. Corolle bilabiée, bleu
violacé, 4 étamines, 2 dépassant la levre supérieure de la corolle. Floraison en mars-juin, mais

souvent en septembre-mars en région méditerranéenne. Fruit globuleux.

Romarin officinal 'Pointe du Raz.' Romarin officinal 'Mrs. Jessop's Upright'.

Figure2 : Rosmarinus officinalis L.
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Chapitre 1 Etude botanique

I-2-2-Définition de Romarin officinale.

Le Romarin est une plante, des coteaux arides, garrigues, et lieux rocheux de la région
méditerranéenne, et méme un peu plus au sud jusqu'aux confins sahariens, depuis l'antiquité,
il est employé pour améliorer et stimuler, la mémoire encore aujourd'hui en Gréce, les

étudiants en font bruler dans leurs chambres en période d'examens (BOULLARD, 2010).

I-2-3-Caractéristique botanique de Rosmarinus officinalis L.

Les feuilles sont étroitement lancéolées linéaires, faibles et coriaces, les fleurs d'un
bleue pale, maculées intérieurement de violet sont disposées en courtes grappes denses
s’épanouissent presque tout au long de I'année (GONZALEZ-TRUJANO et al. 2007 ;

ATIK BEKKARA et al. 2007).

I-2-4- Origine du nom.
Cet arbrisseau est retrouvé en bord de mer, d'ou son nom de "rhusmarinus,

arbre marin ; Ros marinum, rosée marine".

I-2-5- Description botanique des lamiaceae.

Ce sont le plus souvent des plantes herbacées, des arbustes et rarement des arbres ou

des lianes, producteurs d'huiles essentielles, largement répandus autour du monde et dans tous

types de milieux. Pour la plupart des genres, 10 criteres caractérisent cette famille :

Racine pivotante ramifiée. Des feuilles simples, opposées décussées (disposées en paire se

croisant d’un nceud a I’autre), parfois verticillées, dépourvues de stipules, a limbe souvent
lobé ou découpé, a la marge entiere ou dentée. Une tige a section quadrangulaire, en raison de
la présence de faisceau de collenchyme aux quatre angles.

La forme de la fleur : La plupart du temps zygomorphes a symétrie bilatérale, mais parfois

presque radiaire. Inflorescence : Fleurs en cymes, souvent réunies en faux-verticilles étagés,

axillaires ou terminaux, d'aspect globuleux et dense (condensation des cymes en glomérules) ;
rarement fleurs isolées.

Calice zygomorphe tubuleux a 5 sépales soudés (5-12 lobes égaux), parfois bilabié (deux

levres), persistant et se terminant par des dents ou des aiguillons.
Corolle généralement caduque zygomorphe, constituée de 5 pétales soudés (tube se terminant

par 4 ou 5 lobes) ou parfois a 4 lobes subégaux (Mentha, Lycopus, Lavandula), bilabiée

(corolle soudée bilabiée de Lamium) ou unilabiée (une lévre inférieure, la supérieure étant tres

réduite : Ajuga, Teucrium). Par tube de la corolle, il faut entendre la partie basilaire, plus ou

moins cylindrique, de cet organe.
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Androcée oligostémone composé typiquement de quatre étamines fertiles (en deux paires

parfois inégales: androcée didyname) soudées au tube de lacorolle, la cinquieme
n'apparaissant pas; parfois aussi, deux des étamines stériles se réduisent a

des staminodes ; anthéres introrses dorsi fixes a déhiscence longitudinale, parfois fixés par

un connectif élargi. La protandrie se manifeste au niveau des fleurs d'un méme étage qui
fleurissent de maniere synchrone.

Gynécée composé de deux carpelles, soudés entre eux ;ovaire supere, a quatre
ovules anatropes unité gumentés (carpelles a 2 ovules mais chaque loge divisée par une fausse

cloison) ; un style gynobasique, naissant le plus souvent entre les lobes de 1’ovaire et portant

un stigmate bifide ou a 4 lobes.

A la fructification, une fausse-cloison divise chaque carpelle en deux, formant ainsi
un tétrakene composé de quatre nucules (parfois une drupe). Le fruit est enfermé dans le
calice persistant, qui ne s'ouvre que par temps humide. Lorsqu'il recoit les gouttes de pluies,
ce calice se comprime vers le bas, puis se détend, propulsant les fruits comme une catapulte.
Les nucules peuvent aussi étre dispersés par le vent, les oiseaux frugivores ou les fourmis. La
myxocarpie chez les Nepetoideae se traduit par des nucules a mucilages qui se collent aux

agents disperseursi?,

Formule florale :( S) s (Ps) Es-2) C().

I-2-6-Habitat de Rosmarinus officinalis L.

Originaire des régions mediterranéennes, le Rosmarinus officinalis L. Pousse spontanément
dans le sud de I'Europe. On le cultive dans le monde entier a partir de semis ou de boutures
au printemps. 1l apprécie les climats chauds, modérément secs, les branches récoltées pendant
I'été sont Séchées a l'air et a l'ombre (HEINRICH et al. 2006).

|1-2-7-Culture de Rosmarinus officinalis L.

Le Romarin se cultive dans un endroit ensoleillé, dans un sol calcaire et bien drainé. Bien
que ce soit une plante aimant les climats chauds, il supporte les gelées, si le sol ne conserve
pas I'humidité. Idéalement, ce dernier doit avoir un ph, compris entre 7 et 7,5. Une légére
taille au printemps, apres sa floraison a essentiellement pour but de lui conserver une forme
harmonieuse. 11 ne doit pas étre rabattu trop court. Son feuillage persistant et sa tenue rend

tenue rend propice l'utilisation de certaines variétés touffues a une utilisation en topiaire.

Il se multiplie facilement au printemps ou a l'automne par bouturage ou marcottage ; plus

difficilement en été par semis car sa germination est lente’.
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Le Rosmarinus officinalis L. est assez résistant aux nuisibles.

Il craint toute fois le rhizoctone brun en cas d’humidité trop importante.

|1-2-8-Production mondiale de Rosmarinus officinalis L.

Le Rosmarinus officinalis L. Est cultivé a large échelle en espagne, en tunisie, au maroc,
en italie, en france, en algérie et au portugal, principalement pour en extraire de I'huile
essentielle. La production mondiale d'huile essentielle de Romarin atteint 200 a 300 tonnes en
2005.

Eninde, la cimap (central institute of medicinal and aromatic plants) a introduit la
production de Rosmarinus officinalis L. A la fin des années 80, qui s'est développée au cours
des années 90. Cette production est concentrée dans le sud, dans les nilgiri et autour

de bangalore.

I-2-9- position systématique de ’espéce Rosmarinus officinalis L.  (Tableau 1)

Regne plantes
Embranchement Spermaphytes

Classe Dicotylédones

Ordre Lamiales (labiales)

Famille Lamiaceae

Genre Romarinus

Espece Rosmarinus officinalis L.

I-3-Les variétés de Rosmarinus officinalis L. (Tableau?2)

Pour changer, optez pour le Romarin a fleurs blanches que I'on trouve dans les
pépinieres spécialisées. Le parfum est le méme que chez les autres romarins

Et il forme un joli arbuste.

-Le Romarin corse rampant porte lui des fleurs bleues. Son port retombant est
parfait pour des hautes jardinieres.

-Le Romarin boule forme un arbuste arrondi trés élégant. Il peut étre cultivé en

bordure, en petite haie ou pour ponctuer un passage pres de la cuisine, par exemple.

1-3-1-Composition biochimique du Rosmarinus officinalis L.

L'huile essentielle du Romarin (1 a 2% dans la plante) contient: de I'a pinéne ,
(7 2 80% ) de laverbénone , (1 a 37%) du camphre, (1 a 35%)de l'eucalyptol, (1 a 35%) du
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bornéol , (4 a 19%), de l'acétate de bornyle (jusqu'a 10%), et du camphéne. En plus de
I'huile essentielle on trouve dans le Romarin : 2 & 4 % de dérives triterpéniques tels

que : l'acide ursolique, 1'acide oléanolique, I’acétate de germanicol ; des lactones
diterpéniques : picrosalvine, dérives de l'acide canosolique, romanol, romadial, des acides
Phénolique, des acides gras hydroxylés surtout des dérivés de l'acide décanoique, des acides
Gras organiques : l'acide citrique, glycolique, et glycérique, des stérols, de la choline, du
mucilage (BELLAKHDAR J, 1997) et de la résine (BELOUED A, 1998).

I-3-2-Propriétés pharmacologiques et thérapeutiques du Rosmarinus officinalis L.

Cette plante est utilisée en meédicine, en raison de ses différentes propriétés : Anti
spasmolytiques, diurétiques, hépato protectrices, soulagement des désordres  (Lemonica et
al 1996 ; Souza et al 2008).

Antibactériennes, antimutagéniques, antioxydantes, chémopréventives (Ibariez et al, 2000 ;
Pérez et al, 2007 ; Wang et al, 2008).

Anti-inflammatoires, antimétastasiques (Cheung et Tai, 2007).

Inhibition de la genése des tumeurs mammaires (Singletary et Nelshoppen, 1991), et la
prolifération des tumeurs cutanées (Huang et al ,1994).

D’autres études montrent que les composants du Romarin inhibent les phases promotion de
cancérogeénese (Offord et al, 1995).

Carnosol du Romarin possede une activité antivirale, contre le virus du SIDA (HIV) (Aruoma
et al, 1996), alors que I’acide carnosique a un effet inhibiteur trés puissant contre la protéase
de HIV-1 (Paris et al, 1993).

I-3-3-Propriétés médicinales du Rosmarinus officinalis L. en utilisation interne

Favorise la digestion, régule les lipides, améliore la circulation sanguine : Cholagogue (aide a
I'évacuation de la bile), antispasmodique.

Diurétique : il réduit les risques de calculs rénaux ou de goutte et prévient les rhumatismes.
Antistress, antifatigue : 1l prévient I'insomnie et permet de lutter contre le surmenage
intellectuel.

Effet antioxydant : Contre le vieillissement cellulaire.

Contre les affections de la peau : Infections, plaies, nettoyage de la peau et des zones
génitales.

Permet de lutter contre certains agents pathogénes : Antimycosique et antibactérien.

Soulage les rhumatismes.

Accélere la pousse des cheveux.
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1-4 - Famille des Asteraceae:

Un des taxon des plantes a fleurs dicotylédones, sont la deuxieme famille en importance

de la division magnoliophyta, avec quelques 1100 genres et plus de 20 000 espéces
reconnues, avec environ 350 genres et 2687 especes en amérique du nord (usa et Canada), et
d'aprés la “flore laurentienne, de frére marie victorin, 41 genres and 311 espéces au québec.

Seule la famille des orchidées (Orchidaceae) contient plus de genres et d’espéces, prés de
25 000 especes décrites. C’est 1’une des familles les plus importantes des angiospermes.
Ce sont presque toujours des plantes herbacées avec souvent des racine charnues :
rhizomateuses, tubéreuses, ou pivotantes.

Cette famille présente, des caractéres morphologiques divers : herbes annuelles ou vivaces,

plus rarement des arbustes, arbres ou plantes grimpantes.

I-4-1- Description général des Asteraceae.

A- Appareil reproducteur :

Inflorescence en capitule : Ensemble de fleurs sessiles, serrées les une contre les autre, sans

pédoncules, réunies sur an réceptacle floral elargi.

La fleur : Les fleur sont donc regroupées en capitules qui peuvent compter plusieurs
centaines de fleurs. Les capitules sont parfois réduits a quelques fleurs.
Le calice est trés réduit.
Ces fleurs a pétales soudées, peuvent étre tubuleuses (on parle de fleurons) ligulées (on parle
de demi —fleurons) ou tres rarement bilabiées.

Fruits : Ce sont des akénes (fruits secs indehiscents uniseminés) possedant le plus

souvent an pappus provenant du développement du calice apres la fécondation.

B- Appareil végetatif :

Habitus : Herbes vivaces, herbes annuelles, arbustes, lianes, voir astéracées cactiformes.
Feuilles : Les feuilles sont alternes, moins souvent opposées, rarement verticillées, toujour

exstipulées. Feuilles sessiles ou pétiolées a limbe entier ou pluri pennatiséque.
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Photo 1 : photo de I’espéce Helichrysum italicum L.

Capitule Fleurons

g
— ) o A A Al —
\@ QO .\é) \);3 (ét;) ‘,{\
|

Bractée
Réceptacle

photo 2 : L’inflorescence en capitule
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1-4-2- les caractéristiques de plantes qui appartenant a la famille des Asteraceae :
(Tableau 3)

L'inflorescence est un capitule.

Les anthéres sont syngénésiques, i.e. les étamines sont soudées ensemble par les bords de
leurs anthéres, formant ainsi un tube.

Les ovules sont a la base de l'ovaire.

L'ovaire n'a qu'un seul ovule.

Le fruit a généralement une aigrette.

Le fruit est un achéne (ce qui s'écrit également akene ou achaine).

Elles contiennent des sesquiterpénes dans leurs huiles essentielles, mais ne contiennent

pas d'iridoides.

I-4-3- Genre Helichrysum

Helichrysum est un genre de sous-arbrisseaux dans la famille des asteraceae. Ce sont
les différentes especes d'immortelles.
I-4-4- Pespéce Helichrysum italicum L.

Est une espéce de plantes a fleurs de la famille des asteraceae et du genre Helichrysum.

Elle est présente tout autour de la méditerranée. Elle prend la forme d'un petit buisson
de 40 a 60 cm en hauteur, fleurissant jaune d'or de début juin a fin juillet. Elle est réputée

pour sa forte fragrance, et on l'utilise couramment pour en extraire de I'huile essentielle,

a partir de souches cultivées (dans plusieurs pays, c'est une espece protégee).

Le terme « Helichrysum » vient du grec helios, soleil, et chrysos, or (allusion a la couleur
générale de la fleur). L appellation « italicus », vient du latin italicus, italie, région ou la
plante a été décrite pour la premiére fois. L’appellation frangaise d'« immortelle » viendrait

de la conservation exceptionnellement longue des bouquets secs.

I-4-5- Description botanique de I’ Helichrysum italicum L.
Helichrysum italicum L. est une plante vivace de 25 a 50 cm, ligneuse a la base
et sempervirente. Hermaphrodite, elle fleurit de mai a aodt. Elle est pollinisée par les

insectes (et parfois autogame) et ses fruits sont dispersés par la gravité. L'espéce type,

déterminée par la sous-espéce Helichrysum italicum L. subsp. italicum, est décrite ainsi : toute

la plante a une odeur forte de curry. Dressée ou ascendante, rameuse et porte des feuilles
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linéaires trés étroites, gréles et allongées, atteignant 2 a3 cm, roulées en dessous par les
bords, tomenteux, verdatres ou verts sur les deux faces. Son involucre est petit (2 a 3 mm de
diametre), franchement oblong-cylindrique.

Les fleurs sont des bractées , d'un jaune pale, regroupées en capitules serrés, en corymbe. Les

bractées internes sont linéaires, dressées-appliquées, oblongues et non élargies au sommet,
glanduleuses sur le dos et bien plus longues que les externes, ovales-obtuses. Les fruits sont
des akénes trés petits, couverts de petites glandes blanches et brillantes.

I-4-6- Sous-especes Helichrysum italicum L. (tableau4)

Helichrysum italicum subsp. italicum - L'Immortelle d'Italie a proprement
parler.

Helichrysum italicum subsp. microphyllum (Willd.) Nyman Elle se distingue
de I'espece type par des feuilles plus courtes (1 cm) et par ses bractees
internes et externes glanduleuses sur le dos.

Helichrysum italicum subsp. serotinum (DC.) P.Fourn. Elle se distingue de
I'espece type par des capitules plus ovoides et des akénes dépourvus de
glandes.

Helichrysum italicum subsp. pseudolitoreum (Fiori) Bacch. & al.
Helichrysum italicum subsp. siculum (Jord. &Fourr.) Galbany& al.

Helichrysum italicum subsp. picardii (Boiss. &Reut.) Fr.

I- 4-7- Répartition géographique

l'immortelle d’italie est endémique du pourtour méditerranéen. Plus précisement, elle est
présente en algérie, au maroc, a chypre, en grece, en albanie, en monténégro, en italie,
en slovénie, en croatie, en france, au portugal, en bosnie-et-herzégovine et en espagne.
Malgré certaine zones bien fournies (Corse, Sardaigne, zone littorale des Balkans), elle reste
globalement rare. En france, elle est rare a trés rare dans le Languedoc-Roussillon, les.
alpes maritimes et dans le var et assez rare a moyennement courante en Corse.

Son comportement est variable suivant la sous-espéce. Néanmoins toutes sont héliophiles,
thermophiles et souvent xérophiles. Elles affectionnent essentiellement les roches
composeées d'altérites de calcaires ou de silice ou elles s'installent souvent dans les
fentes ou sur des zones trés rocailleuses. Elles affectionnent donc des ph trés différents.

La sous-espéce italicum est propre aux falaises et pierriers granitiques des littoraux

(Helichryse taliaitalici) et des maquis (synonyme Rosmarinenalia officinalis).
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1-4-8- position systématique de I’espéce d’Helichrysum italicum L.

(Tableau5)
Regne Plantae
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Asterales
Famille Asteraceae
Genre Helichrysum
espece Helichrysum italicum L.

1-4-9-usage medicinaux

Les sommités fleuries d' Helichrysum italicum L. sont distillées afin de produire une huile
essentielle. 11 existe plusieurs chemotypes. Les chemotypes des sous-espéces microphyllum
et serotinum semblent étre les plus appréciés.

Leurs huiles essentielles contiennent des monoterpenes, des sesquiterpenes, un ester
terpénique particulier, I'italidione?.

Elles ont des propriétés antioxydante, antibactérienne et antifongique®. Ce sont
également de puissants analgésiques®.

En aromathérapie, elle est utilisée dans le traitement des hématomes, les douleurs

Inflammatoires et les troubles de la circulation sanguine. Son huile est surnommée « huile du

boxeur ». utilisations : voie cutanée: adultes : 1 goutte 3 fois par jour pendant 7 jours®.

comme la plupart des huiles essentielles, elle est déconseillée aux enfants et aux femmes .

12


https://fr.wikipedia.org/wiki/Huile_essentielle
https://fr.wikipedia.org/wiki/Huile_essentielle
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ch%C3%A9motype
https://fr.wikipedia.org/wiki/Helichrysum_italicum_microphyllum
https://fr.wikipedia.org/wiki/Helichrysum_italicum_serotinum
https://fr.wikipedia.org/wiki/Monoterp%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Sesquiterp%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Ester_terp%C3%A9nique&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Ester_terp%C3%A9nique&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Italidione&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Italidione&action=edit&redlink=1
https://fr.wiktionary.org/wiki/antioxydant
https://fr.wiktionary.org/wiki/antibact%C3%A9rien
https://fr.wiktionary.org/wiki/antifongique
https://fr.wiktionary.org/wiki/antifongique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Analg%C3%A9sique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Analg%C3%A9sique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Aromath%C3%A9rapie
https://fr.wikipedia.org/wiki/H%C3%A9matome
https://fr.wikipedia.org/wiki/Inflammation
https://fr.wikipedia.org/wiki/Inflammation
https://fr.wikipedia.org/wiki/Sang
https://fr.wikipedia.org/wiki/Helichrysum_italicum#cite_note-6
https://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A8gne_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Plante
https://fr.wikipedia.org/wiki/Division_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Magnoliophyta
https://fr.wikipedia.org/wiki/Classe_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Magnoliopsida
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ordre_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Asterales
https://fr.wikipedia.org/wiki/Famille_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Asteraceae
https://fr.wikipedia.org/wiki/Genre_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Helichrysum

Chapitre I

Métabolites secondaires



Chapiter2 : Meétabolites secondaires

Introduction:

On désigne par « métabolite secondaire » toute substance présente chez un organisme, et qui
ne participe pas directement , aux processus de base de la cellule vivante. Ce concept est
historiquement attribué a Kossel (Kossel, 1891), qui I’introduisit par opposition a celui de
métabolites primaires, ces derniers étant directement impliqués dans les grandes voies, du
metabolisme basal de la cellule.

Chez les végétaux, ces composés secondaires, regroupent plusieurs dizaines de milliers
de molécules differentes, généralement rassemblés en super familles chimiques, tel que les
polyphénols, les terpenes et stérols, les alcaloides, les polycétides, etc. Outre la trés grande
diversité chimique qu’ils représentent, ces métabolites secondaires se caractérisent
généralement, par de faibles concentrations, dans les tissus vegétaux (géneralement quelques
pourcents du carbone total, si on exclue la lignine de cette catégorie), ainsi que par leur
stockage, que par leur stockages ouvent réalise dans des cellules ou organes dédiés.

Pour ce qui concerne leurs fonctions chez les plantes, les métabolites secondaires exercent
un role majeur, dans I’adaptation des végétaux, a leur environnement. lls assurent des

fonctions clés, dans la résistance aux contraintes biotiques (Phytopathogenes, herbivores, etc.)
et abiotiques (UV, température, etc.).

Sur le plan agronomique, le réle de ces composés dans la protection des cultures est connu
(résistance aux maladies cryptogamiques, aux infections bactériennes, a certains insectes),
mais a été relativement peu exploité, pour ce qui concerne le développement de variétés
résistantes.

Ces métabolites secondaires constituent, aujourd’hui, un des leviers d’une possible
intensification écologique de I’agriculture, en substituant notamment 1’usage d’intrants
chimiques, par des mécanismes de défense naturelle des plantes.

D’un point de vue pharmacologique, les métabolites secondaires constituent la fraction la
plus active des composés chimiques, présents chez les végétaux, et on estime aujourd’hui
qu’environ 1/3 des médicaments actuellement sur le marché, contiennent au moins une telle
substance végétale (Newman and Cragg, 2012).

Cette efficacité pharmacologique, des métabolites secondaires, s’est traduite par le
développement de médicaments majeurs, sur les 30 dernieres années, tel que le taxotére
(Sanofi-Aventis), ou la Vinorelbine (Pierre Fabre Médicaments), utilisés dans le traitement de

certains cancers.
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I1-1- Synthése de métabolites secondaires chez les végétaux :

De nombreuses familles de métabolites secondaires, ont fait I’objet de recherches actives,
lors des 30 derniéres années, et certains processus de synthése sont aujourd’hui bien décrits,
comme dans le cas des flavonoides (Pfeiffer and Hegedus, 2011; Tanaka et al., 2008), des
dérivés d’acide caféique (Weng and Chapple, 2010), des coumarines et furocoumarines, des
terpénes et stérols (Lee et al. 2012), ou de certains alcaloides (Jirschitzka et al., 2012).

Cependant, dans la mesure ou les plantes élaborent des dizaines de milliers de composés
secondaires, de nombreuses voies restent encore a découvrir aujourd’hui.
L’organisation de la synthése des métabolites secondaires, est schématisé eau travers de
I’exemple des furo coumarines, molécules de défenses bien connues de la famille des apiacées
(céleri, persil, panais, etc.) (Bourgaud et al., 2006).

D’une maniére générale, les stress environnementaux, qu’ils soient biotiques ou
abiotiques, provoquent des cascades réactionnelles conduisant a la transcription de certains.

I1-2-Définition générale :

Les métabolites sont les produits intermédiaires, du métabolisme. Le terme métabolite est
généralement par definition limité a de petites molécules.

Les métabolites ont diverses fonctions, y compris I'énergie, la structure, la signalisation,
un stimulant et des effets inhibiteurs sur les enzymes, l'activité catalytique, la défense et les
interactions avec d'autres organismes, par exemple des pigments, des substances odorantes
et les phéromones.

11-3- Les métabolites secondaires :

Le terme « métabolite secondaire » qui a probablement été introduit, par (Albert Kosselben
1891), est utilisé pour décrire une vaste gamme de composes chimiques, dans les plantes, qui
sont responsables des fonctions périphériques, indirectement, essentielles, a la vie des plantes
telles que la communication intercellulaire, la défense, la régulation des cycles catalytiques

(Guillaume2008).
Les métabolites secondaires, sont présent dans toutes les plantes supérieures, et
ayant une répartition limitée, dans I’organisme de la plante. Dont plus de200.000 structures on

été definit (Hartmann 2007), et sont d’une variété extraordinaire.
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I1-4- Fonctions des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires, ne sont pas vitaux pour 1’organisme, mais jouent
nécessairement un réle important, de part la machinerie enzymatique complexe, nécessaire a
leur production. Elles représentent donc une grande source potentielle d’agents thérapeutiques
(Thomas, 2009).

lIs pourraient jouer un réle, dans la défense contre les herbivores, et dans les relations entre
les plantes et leur environnement : Plusieurs composés phénoliques, participent a la filtration

des UV, les pigments floraux sont essentiels aux processus de pollinisation (Gravot, 2008).
I1-5-Classification des métabolites secondaires :

Les métabolites secondaires sont produits en trés faible quantité, il existe plus de 200 000
métabolites secondaires classés selon leur appartenance chimique en I’occurrence, les
terpenes, les alcaloides, les composeés acétyléniques, les cires, et les composes phénoliques

(Cuendet, 1999 ; Vermerris, 2006). On distingue trois classes principales:
11-5-1- Les composés phénoliques :

Les composés phénoliques, sont une vaste classe, de substances organiques
cycliques, tres variées, d’origine secondaire qui dérivent du phénol C6H5SOH qui est un
monohydroxy benzeéne.

Les composés phénoliques sont fort répandus dans le regne vegétal ; on les rencontre
dans les racines, les feuilles, les fruits et I’écorce. La couleur et I’arome, ou I’astringence des
plantes, dépendent de la concentration et des transformations des phénols.

Ces composes représentent 2 a 3% de la matiere organique des plantes, et dans certains
cas jusqu’a 10% et méme d’avantage .Ils existent également sous forme de polymeéres naturels
(tanins). Le groupe le plus vaste et plus répandu des phénols est celui des flavonoides
(Walton et Brown ; 1999).
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Le phénol CgH5 - OH

OoOH
|
H < H
~C = c”
H C H
}L Formule topologigque

Figure 3: Formule chimique brute d’une fonction phénol (C6H5OH).

11-5-1-1- Les principales classes de composés phénoliques :

Les composés phénoliques sont classes, selon le nombre d'atome de carbone,
dans le squelette de base, ces structures peuvent étre sous forme, libres ou liées a l'ester ou
hétérosides , (Bruneton,1999).
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Myricetin Hesperetin Luteolin Genistein
Kaempferol

Figure 4 : Structures des polyphénols.
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11-5-2-Les acides phénoliques

Ils ne posseédent pas de squelette flavane. Ils sont solubles dans I’éther. Ils peuvent étre
associés a la lignine, présents sous forme d’ester, ou bien localisés dans la partie de la feuille
insoluble dans I’alcool (Barboni, 2006).

Ils présentent des propriétés biologiques intéressantes: anti-inflammatoires, antiseptiques
urinaire, antiradicalaires, cholagogues, hépato protecteurs, cholérétiques, immunostimulants
(Bruneton, 1999).

On distingue : Les dérivés de ’acide benzoique (constitués d’un squelette a sept carbones).
les dérivés d’esters hydroxycinamiques (constitués d’une structure de type C6-C3) (Barboni,
2006).

1. Les acides benzoiques : Les acides benzoiques sont formés d'un squelette a sept atomes de
carbones. Ils sont principalement représentes par les acides p-hydroxybenzoiques,
protocatéchiques, vanilliques, galliques, syringiques, salicyliques, o-hydroxybenzoiques et
gentisiques.

Les acides protocatéchiques et galliques ont probablement une origine et des fonctions
différentes, dans la plante. Le premier est tres largement répandu, le second est plus rare, on le
rencontre dans la nature, surtout sous forme de dimere (Ribereau, 1968).

2. Les acides cinnamiques : Ces acides possedent une structure du type C6-C3.
Les composes les plus fréquents sont l'acide p-coumarique, l'acide caféique, I'acide fertarique

et I'acide cinnamique (Ribereau, 1968).

Tableau 6 :principales classes de composés phénoliques.

Tableau 1. Principales classes de composes phéncli(plel;,s

Sguelette carbone Classe Exemple Ol gine
Cs Phenols sumples Catechol MNombreuses especes
T Acides -hyvdroxybenzoigue Epices. fraise
hydroxybenzoiguees
T3 Acides Acide cafdigue. acide Ponune de terre.
hyvdros VCilnmanu gques ., feruligue Pomme. citrus
FPhenvipropenes MIvristicin, eugenol
Coumarines Scopolétine
IsoCcOlTHIIATIIES. MIymisticine., eugcnol
Chromones Eugenine
Ty INaphtoguinones Juglone. plhumbagine MNoix
polyphénols
Cs— Hamithones Mangiferine
Ce1CaCs Stilbéenes Resveratrol Wigne
Anthragquinones Avnthraguinones
C ez Flavonoides,_ Cuercetine,. cyanddine. Fruit, légumes.
1soflavonoides daidzcine fleurs. soja. pols
(CsC3)n Lignanes Pinoresimnol Pin
MNeolignanes Eusiderine
(CesCz—Cglz Biflavonoides Aunentoflatvoiue
(55 Ligmuines Bois, fiuits a
noyvaex. ralsin. kaki
s C50n Tanins condensés
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11-5-2-1- Biosynthése :

Les composés phénoliques, sont des métabolites secondaires, synthétisés par des plantes,
au cours de leur développement, ces composés phytochimiques, provenant de la phényle
alanine et la tyrosine, sont ubiquitaires dans les plantes (Pereira Nunes X et al. 2012), ils sont
eux-mémes formés a partir de sucres simples issus du métabolisme primaire (Macheix, 2005).

Les polyphénols sont synthétisés généralement a partir de deux voies : La voie de I’acide
shikimique et la voie de ’acide malonique.

La diversité structurale des composeés polyphénoliques, due a cette double origine
biosynthétique, est encore accrue par la possibilité d’une participation simultanée, des deux
voies, dans 1’élaboration de composés d’origine mixte, tels que les flavonoides (Martin et

Andrantsitohaina, 2002).
11-5-2-2- Roéle biologique des composés phénoliques :

Selon « Macheix et al. 2005 », le role des composés phénoliques est reconnu dans différents
aspects de la vie de la plante et dans leurs utilisations par I’homme. Ils peuvent en effet
intervenir :

-Dans certains aspects de la physiologie de la plante (régulation de la croissance,interactions
moléculaires avec certains parasites).

-Dans les interactions des plantes avec leur environnement biologique et physique (relations
avec les bactéries, les champignons, les insectes, résistance aux UV).

-Organes végétaux (fruit, Iégumes) et des produits qui en dérivent par transformation.

-Dans la protection de ’homme vis-a-vis de certaines maladies.

- o Activiteée .
_81enfaits ) antioxydante _Actlpn
cardiovasculaires antiulcéreuse

Activité Activité
antibiotique _ antivirale

| N\

Action Propriétés

anti-inflammatoire Activité enzymatique antitumorales
et hormonale

Figure 5 :Effets biologiques des polyphénols (Martin et Andrantsitohaina R ,2002).
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11-5-3- Les coumarines :

Les coumarines sont parmi les composes phénoliques, les plus connus .Elles sont substituées
en C-7 par un hydroxyle. La 7-hydroxycoumarine, connue sous le nom d’ombelliférone, est
le précurseur des coumarines 6,7-di-et 6, 7,8-trihydroxylées.

Les coumarines, de différents types, se trouvent dans de nombreuses espéces végétales, et
possedent des propriétés tres diverses. Elles sont capables de prévenir la peroxydation des
lipides membranaires, et de capter les radicaux hydroxyles, super oxydes et peroxyles (lgor,
2002). Les coumarines sont connues par leurs activités cytotoxiques, antivirales,
immunostimulantes, tranquillisantes, vasodilatatrices, anticoagulantes (au niveau du coeur),
hypotensives, elles sont également bénéfiques, en cas d’affections cutanées (Gonzalez et
Estevez-Braun, 1997).

R6 S -1
\
R7 O '®
Qa8

Figure 6 :Structure de base de coumarin.

11-5-4- Les quinones

Ce sont des substances colorées, et brillantes en général rouges, jaunes ou orange et
possédant deux fonctions cétones. On trouve les quinones dans les végétaux, les
champignons, les bactéries.

Les organismes animaux, contiennent également des quinones, comme par exemple
la vitamine K, qui est impliquée dans la coagulation du sang. Les quinones sont utilisées dans

les colorants, dans les médicaments, et dans les fongicides (Kansole ; 2009).
11-5-5- Les anthraquinones

Sont des composes aromatiques, qui provoquent des contractions des parois du gros intestin
et ont ainsi une action extrémement laxative. Le séné (cassia angustifolia) et la rhubarbe

d’ornement (Rheumpalmatum) contiennent par exemple de I’anthraquinone (Hans et Kothe ;

2007).
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O

Figure 7:La formule générale des anthraquinones.
11-5-6-Les tanins

Les tanins naturels sont des molécules polyphénoliques, hydrosolubles, de masse moléculaire
comprise en 500 et 3000 et, qui outre les réactions habituelle des phénols, provoquent la
précipitation des protéines (ou autres polymeéres), et les tanins, ou acides tanniques, sont des
composes organiques complexes, présents dans pratiquement toutes les plantes, a des
concentrations diverses. Ils sont souvent contenus dans 1’écorce, ou dans les feuilles, ce qui
leur donne un gout piquant désagréable, et les rend immangeable pour le bétail (Roux, 2007).

11-5-6-1- Structure chimique et classification

On distingue habituellement, chez les végétaux supérieurs, deux groupes de tanins différents
par leur structure, aussi bien que par leur origine biogenétique, les tanins hydrosolubles et les
tanins condensés.

Tanins hydrolysables: Ce sont des oligo ou des polyesters, d’un sucre et d’un nombre
variable, de molécules d’acide phénol. Le sucre est trés généralement le glucose. L’acide
phénolique est soit I’acide gallique dans le cas des tanins galliques. Soit I’acide hexahydroxy
diphénolique, dans le cas des tanins classiqguement dénommes tanins ellagiques.

e Tanins condensés : Les tanins condensés ou tanins catéchiques, sont des substances qui ne
sont pas hydrolysées par les acides, ni par la tannase. Les acides forts a chaud ou les agents
d’oxydation, les convertissent en substances rouges ou brunes, insolubles dans la plupart des
solvants. par distillation seche, ils fournissent du pyrocatéchol.

Ces tanins dérivent des catéchols, par condensation de molécules et ils sont d’ailleurs toujours

accompagnés de catéchols dans les plantes fraiches.
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Tannins
Gallotannins Ellagitannins Complex Tannins Condensed
Tannins
Hoo H (OH)
> OR o 5 (Catechin moiety) , A OH
“ R
HO Mo 0R oH HO
(S . ;
D’ HO C—0 | /_
C RO o 5%3,#0 R o 60 o~ O
RO Ho. J0s,0—0 OR
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&
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Figure 8 :Différentes structures des tanins.

11-5-6-2- Propriétés biologiques :

Ils découlent essentiellement de leurs propriétés, a former des complexes, avec les
macromolécules. Les propriétés biologiques des tannins sont :
Astringente qui correspond a la précipitation des glycoprotéines. C’est la propriété la plus
importante des tannins.
> Action anti diarrhéique : Les tannins vont imperméabiliser, les couches externes de la
peau, et les muqueuses, et surtout la muqueuse intestinale, d’ou cette action.
»  Effet vasoconstricteur notamment au niveau des vaisseaux superficiels.
» Action antiseptique qui se traduit par des effets antibactériens et antifongiques.

> Piégeurs de radicaux libres comme tous les polyphénols (propriétés antioxydantes).
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11-5-7-Les flavonoides :

Occupant une place prépondérante dans le groupe des phénols, les flavonoides sont
des métabolites secondaires ubiquistes, des plantes. On n’estime que 2 % environ du carbone
organique photo-synthétisé par les plantes, soit quelques 109 tonnes par an, est converti en
flavonoides (Lhuillier, 2007).
Les flavonoides sont réputés pour leur caractére antioxydant, neutralisant les radicaux libres et
limitant, ainsi certains dommages oxydatifs responsables de maladies. Ils sont donc a I’origine
d’effets physiologiques bénéfiques, pour I’organisme humain (Raskin et al.,2002).
11-5-7-1- Structure :

,‘j
- | <+
8 C
) O g 5
> s
A B o
> < , : P
3 a

Figure 9 : Structure de base des flavonoides (Alejandro et al., 2013).
11-5-7-2- Différents types de flavonoides :

Les flavonoides peuvent se présenter, sous forme d’aglycones, ou génines (entités

dépourvues de reste osidique), ou d’hétérosides (portant un ou plusieurs résidus osidiques).

Flavones et flavonols sont les composés flavonoidiques les plus répandus dont notamment :
la quercétine, le kaempférol, la myricétine et I’apigénine ; Les flavanones (naringénine) et les
flavanols (catéchine) ainsi que les dihydro flavonols (dihydrokaempférol, dihydroquercétine)
et les dihydroflavan-3,4-diols (leucopélargonidol, leucocyanidol) sont considérés comme des
flavonoides minoritaires, en raison de leurs distribution naturelle, restreinte
(GhediraK,2005).
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Figure 10 : Les differentes classes des flavonoides.

11-5-7-3- Biosynthése des flavonoides :

Les flavonoides résultent, de la condensation de trois groupements acétates (fournis sous
forme malonyl-CoA), avec I’acide 4 hydroxy cinnamoyl-CoA, cette condensation conduit a la
formation de 2 noyaux benzéniques —A et B —, réunis par une chaine de trois atomes de
carbones (hétérocycle C) (Merghem R, 2009).
11-5-7-4- Localisation et distribution Les flavonoides :

Possedent une large répartition, dans le monde végétal, ils sont distribués dans
les feuilles, les graines, I’écorce et les fleurs, des plantes (MEDIC et al., 2003).
Il -5-7-5- Propriétés thérapeutiques des flavonoides :
Propriétés antioxydantes et piégeurs de radicaux libres :

La propriété des flavonoides la mieux décrite, est leur activité antioxydante, et leur
capacité a piéger les radicaux libres : radicaux hydroxyles (OH-), anions super oxydes (O2-)
et radicaux peroxy lipidigues, selon la réaction suivante :

Flavonoide (OH) + R — flavonoide (O¢) + RH.
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En tant qu’antioxydants, les flavonoides sont capables d’inhiber la carcinogenése.
Ils inhibent en plus I’angiogeneése, la prolifération cellulaire et affectent le potentiel invasif et

metastatique des cellules tumorales. (Ghedira K, 2005).

-
Les flavonoides )
N

Activité antiulcérogene

—> Activité antibactérienne et antivirale

Activité antidiabétique

Activité anti hépatotoxique

Figurell : Effets biologiques des flavonoides.

I1-5-8- Les anthocyanes

Les anthocyanes (du grec anthos, fleur et Kuanos, bleu violet), terme genéral qui regroupe
les anthocyanidols, et leurs dérivés glycolyses. Ces molécules faisant partie de la famille des
flavonoides, et capables d'absorber la lumiére visible, ce sont des pigments qui colorent les
plantes en bleu, rouge, mauve, rose ou orange. Leur présence dans les plantes est donc
détectable a I'ceil nu. A l'origine de la couleur des fleurs, des fruits et des bais rouges ou
bleues, elles sont généralement localisées, dans les vacuoles, des cellules épidermiques, qui
sont de veritables poches remplis d'eau. On trouve également les anthocynes dans les racines,
tiges, feuilles et graines. En automne, les couleurs caractéristiques des feuilles des arbres sont
du aux anthocyanes et aux carotenes qui ne sont plus masqués par la chlorophylle (Bassas et
al, 2007).
11-5-8-1- Structure

Leur structure de base est caractérisée, par un noyau "flavon" généralement glucosylé
en position C3. Les anthocyanes se différencient, par leur degré d'hydroxylation et de
méthylation, par la nature, le nombre et la position des oses liés a la molécule. L'aglycone ou

anthocyanidine constitue le groupement chromophore du pigment (Bessas et al.,2007).
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Figure 12: Squelette d’antocyanes (Kueny-Stotz, M. (2008).

11-6- Les alcaloides :

Les alcaloides sont un groupe de composeés azotes et faiblement basiques issus principalement
des végétaux. lls présentent des réactions communes de précipitation. Apres extraction, ils
sont détectés par des réactions générales de precipitation, fondées sur leur capacité de se
combiner avec des métaux.

11-6-1- Propriétés

Les propriétés toxiques, ou médicamenteuses des alcaloides, font de ce groupe de métabolites
secondaires, un intérét particulier. Au niveau du systeme nerveux central, ils agissent
comme dépresseurs (morphine, scopolamine), ou comme stimulants (caféine, strychnine).

Au niveau du systeme nerveux, autonome comme sympathomimétiques (éphédrine),
anticholinergiques (atropine). Certains jouent le role d’anesthésiques locaux (cocaine),
d’antipaludiques (quinine) (Kansole, 2009).

I1-7- Les terpénes :

Les terpenes sont des hydrocarbonés naturels, de structure soit cyclique, soit a
chaine ouverte. Leur formule brute est (C5HX) n, dont le x est variable en fonction du degré
d’instauration de la molécule, et n peut prendre des valeurs de 1 a 8 sauf dans les poly
terpénes, qui peut atteindre plus de 100 (le caoutchouc). La molécule de base est I’isopreéne de

formule C5HS.
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11-7-1-Classification des terpénoides
e Hémi terpenes [C5H8].

e Mono terpénes [C10H16].

e Sesquiterpenes [C15H24].

e Di terpenes [C20H32].

e Sesterpénes [C25H40].

e Tri terpénes [C30H48].

e Tetraterpénes [C40H64].

e Polyterpénes [C5H8] n

Il -7-2- Importance des Terpénoides

Constituants des huiles et des extraits ingrédients, dans les savons, parfums, médicaments

(I’exemple le plus courant est le camphre disponible a I’état solide, introduit par I’orient
en europe, de puis environ 11 siecles). Agents naturels anti HIV, insecticides, fongicides,
antiappétants, pour les insectes, antitumoraux (taxol) ainsi que des agents modulateurs de la
MDR.
Les sesquiterpenes lactones (Asteraceae, Apiaceae) sont particulierement actifs :
1 Antifongiques.
[1 Cytotoxiques.
1 Antibactériens.
1 Antitumoraux.
1 Anti-inflammatoires.

Les triterpénes entrent dans la production de médicaments stéroidiques, ayant des
propriétés : contraceptives, anabolisantes, anti-inflammatoires( D .dehak k avrile 2013).

I1-8- Les saponosides :

On entend par saponosides (mot latin « sapon », savon ; « saponaire », I’herbe a savon), des
hétérosides a aglycones, de structure stéroide ou triterpéniques, qui tiennent une grande place
parmi les substances d’origine végétale.
11-8-1-Les propriétés biologiques des saponosides :

Les saponosides ont une activité expectorante, ils rendent un peu moussant la muqueuse
des bronches inflammatoires, et facilitent 1’expectoration. De plus, ils sont de puissants
hémolysants, ils possedent également des propriétés édulcorantes, largement utilisés dans

I’industrie agro-alimentaire.
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Chapiter3 : les activités biologiques

I11- Evaluation des activités biologiques :

I11-1-Activité antibactérienne :

Malgré les avances spectaculaires, dans les recherches pharmaceutiques, I’apparition et le
développement de bactéries résistantes aux antibiotiques, est devenu un défi médical mondial.
Les professionnels de la santé ne cachent pas leurs inquiétudes, suite aux développements
des bactéries multi-résistantes. Ces derniéres provoquent des infections, quine réagissent
plus aux antibiotiques. Selon ’OMS, plus de 1,4 million de personnes dans le monde, sont
victimes des infections nosocomiales, provoquées par les bactéries résistantes, aux
traitements et contractées lors des soins médicaux. Il est a noter que 70% des infections
nosocomiales lourdes son osseuses. Les fréquences maximales, ont été rapportées dans les
hopitaux, des régions de la méditerranée orientale et de 1’ Asie du Sud- Est (11,8% et 10,0%
respectivement), et la prévalence atteignait 7,7% en europe et 9,0% dans le pacifique
occidental.

Par ailleurs, les plantes possédent un systéme de defense naturelle, tres efficace, basé sur la
biodiversité, de leurs métabolites secondaires. Cette diversité, des groupes structuraux et
fonctionnels, permet de se protéger efficacement contre de nombreux pathogénes, tels que les

bactéries, les champignons et les virus.

I11-2-Mécanisme d’effet antimicrobien des polyphénols

Il est sans doute tres complexe, peut impliquer multiples modes d'actions tels que : I'inhibition
des enzymes extracellulaires microbiennes, la séquestration de substrat nécessaire a la
croissance microbienne ou la chélation de métaux tels que le fer, I'inhibition du métabolisme
microbien (Milane, 2004), dégradation de la paroi cellulaire, perturbation de la membrane
cytoplasmique, se qui cause une fuite des composants cellulaires, I’influence de la synthése de
I'ADN et 'ARN (Zhang et al.,2009), des protéines des lipides et la fonction mitochondriale
(Balentine et al.,2006), ainsi que la formation des complexes avec la paroi .

111-3-Définition de la bactérie :

Une bactérie est un microbe, formé d’une seule cellule, visible au microscope,
appartenant a une zone de transition, entre le regne animal et le regne végétal. Comme toute
cellule, les bactéries sont constituées d’un noyau, isolé ou diffus, un protoplasme contenant
des granulations et des vacuoles, une paroi parfois d’une capsule. Certaines bactéries sont
mobiles, grace a des cils vibratiles. Selon leur mode de nutrition et leur comportement

vis-a-vis de 1’oxygene, les bactéries sont classées en aérobies et en anaérobies.
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Chapiter3 : les activités biologiques

111-3-1- Caractéristiques des souches bactériennes utilisées :

A : Escherichia coli .

Bacille, mobile, gram négatif, pathogeéne, c’est ’espece dominante de la flore aérobie du tube
digestif. Escherichia coli est habituellement une bactérie commensale. Elle peut devenir
pathogéne si les défenses de I’hote se trouvent affaiblies ou si elle acquiert des facteurs de
virulence particuliers (Nauciel, 2000).
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Figure 13 :Bactérie d’Escherichia coli.

B : Staphylococcus aureus.
Une coccobactérie a Gram positif, catalase positive, immobile, asporulé et facultativement
anaérobique, il est habituellement disposé en grappes. Staphylococcus aureus fait partie de la

flore humaine et est surtout présent dans le nez et sur la peau.

Figure 14 : Bactérie Staphylococcus aureus.
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Chapiter3 : les activités biologiques

I11-4-Méthodes de détermination de ’activité antioxydante

Il existe une grande diversité, de méthodes physico-chimiques, pour évaluer I’activité
antioxydante, des extraits naturels. Plusieurs méthodes s’intéressent a I’analyse, des étapes
distinctes du processus d’oxydation, comme par exemple les mesures :

a) Affaiblissement du substrat, et ou la consommation de 1’oxygéne, au cours de I’oxydation.
b) La formation des produits d’oxydation.

c) La capacité a piéger, les radicaux libres, en différentes phases.
Citons quelques méthodes connues :

Méthode TEAC (Trolox Equivalent Antioxydant Capacity)
Méthode de SR — TBA (Substances Réactive Acid Thiobarbuturic)
Méthode par résonnance paramagnétique électronique (RPE)

Test DPPH (1, 1-diphenyl-2-picryhydrazyl)

Test de crocine

Détermination de I’indice de peroxyde (IP)

Détermination des dienes conjugués

Test DPPH (1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyl)

Le potentiel anti radicalaire, d’une substance peut étre évalué, a ’aide d’une méthode

AN NNV VD N N N

colorimétrique, en utilisant des radicaux de substitution, tels que radical 1,1-diphényl-2-
picrylhydrazyl appelé DPPH.

En effet, a température ambiante et en solution, le radical DPPH présente une
coloration violette intense. Son passage a la forme non radicalaire, aprés saturation de ses
couches électronique s’accompagne d’une disparition de la coloration violette

DPPH * + AH > DPPH-H+A*
DPPH*+R* ~—— > DPPH-R

Par cette méthode, on considére que I’activité antioxydant, n’est autre que la capacité
des antioxydants, d’agir comme piégeur, des radicaux libres. Ils agissent en transférant, un
atome d’hydrogéne ce qui conduit a la réduction, du DPPH au cours de la réaction et a un
changement de coloration, dans la solution initiale, qui devient jaune pale. L’avancement de

la réaction est suivi par spectrophotométrie a 517 nm (Linssen, 2002).

29



Partie |1
Chapitre |
Materiel et méethodes



Chapitrel : Matériel et Méthodes

I- Le matériel végétal :

Notre étude est portée sur deux espéeces, de deux familles différentes, la premiére espéce
Rosmarinus officinalis L.de la famille des lamiacées, et la deuxieéme espéce Helichrysum
italicum L.de la famille astéracées.

Le matériel végétal est constitué de : racines, tiges ,feuilles, fleurs de Rosmarinus
officinalis L., séches, et des tiges et feuilles et racine de Helichrysum italicum L., obtenus a,
de la région de constantine et de sidi amar en févriers 2018.

I-1- Broyage de parties sec :

Les organes de plantes sélectionnées, ont été broyés, a I’aide d’un mortier, pour obtenir une

poudre fine, pour qu’elle soit préte a I’utilisation.

Figure 15: Organes végétaux broyés
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I-2- Préparation des extraits hydroalcooliques

Extraits méthanoliques: (2g) de poudre de chaque organe, sont mélangé avec 20 ml
méthanol (70 %) dans un flacon, laissé le mélange macérer pendant 24 heures, apres
filtration, nous obtenons les extraits hydrométhanoliques.

Extraits chloroformiques: 1 gramme de poudre ou de résidu, est mis en suspension, dans
20 ml de chloroforme. La suspension est laissée macérer, pendant 24 heure, puis

filtrée . Le filtrat constitue la solution chloroformique.

Extrait éther de pétrole: De la méme maniére, et a partir de 1 gramme de poudre, ou de

résidu mis en suspension, avec 15 ml d’éther de pétrole, nous obtenons des extraits éthériques.
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Figure 16 : Obtention des extraits
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Chapitrel : Matériel et Méthodes

I-3-La macération : La macération est une méthode classique, qui consiste a laisser la poudre
du matériel végétal, en contact prolongé avec un solvant, pour en extraire les principes actifs,
elle se déroule a température ambiante, ce qui est trés positif, pour conserver 1’intégrité des

molécules.

I1-3-1-Protocole :

On a utilisé 100 g des parties aériennes, de la plante Rosmarinus officinalis L. et 100 g de
la plante Helichrysum italucum L. sous forme de poudre, dans un décicateur, contenant un
mélange solvant :(méthanol: eau) (70 :30), et puis laisser macérer pendant 72h.

Cette macération est répétée 03 fois. Les macérates hydrométhanoliques ont été filtrés.
Apreés filtration, le mélange hydroalcoolique est concentré a sec, sous pression réduite au

moyen d’un évaporateur rotatif.
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Figure 17 : Protocole d’extraction
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Figure 18 : Macération Figure 19 : Filtration

I-4-Evaporation :

Elle est réalisée, a I’aide d’un évaporateur rotatif (Rotavapor), a une température,copmrise

entre 37° a 40 °C, afin d’obtenir un extrait sec.

Figure 20: Evaporation par rotavapor

Cette étape a permis d’obtenir un extraits organiques brute, qui sera récupéré dans des

boites de pétris stériles puis conservés jusqu’a I’utilisation.
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I-5-Screening phytochimique:

Le screening phytochimique, est un ensemble des méthodes et techniques, de préparation
et d’analyse, des substances organiques, naturelles de la plante.

I-5-1- Tests phytochimiques :

Les espéces sélectionnées, fait I’objet d’une étude phytochimiques, qui consiste a
détecter les composants chimiques, existant dans les plantes. Trois solvants de polarités
différentes (méthanol, éther de pétrole, chloroforme), ont été utilisés au cours de ces tests, qui
sont basés sur des essais de solubilité, des réactions de coloration et de précipitation, ainsi que

des examens en lumiére ultraviolet.

I-5-2- Criblage des flavonoides:

Se réalise a partir de 100 mg d’extraits hydrométhanoliques, reparti dans 3 tubes, le
premier tube servant de témoin, les deux autres tubes pour les tests :
Test de Wilstater et test de Bate-smith.
A-Test de Wilstater : HCI concentre + trois ou quatre tournures de Mg, Le changement
d’une coloration, en rouge pourpre, ou rouge violacées (karumi, 2004).
B-Test de Bate-Smith : Additionner dans le 3°™ tube, quelque gouttes d’ HCI concentre,
porte au bain marie 30 minutes. L’apparition d une coloration rouge, dénot¢ la présence de

leuco anthocyanes.

I-5-3-Criblage des quinones

Un gramme de matériel végétal sec, est broyé, est placé dans un tube a essai, avec 15
d’éther de pétrole. Apres agitation et un repos de 24 heurs, la présence de quinones libre, et
confirmée par I’ajout de quelques gouttes, de NaOH 10%, lorsque la phase aqueuse vire au

jaune rouge ou violet. (Reberreau 1968).

I-5-4- Criblage des anthraquinones

A D’extrait chloroforique de chacun des organes, on ajoute de KOH aqueux 10%.
Aprés agitation, la présence d’anthraquinones, est confirmée par un virage, de la phase

aqueuse au rouge. (Reberreau 1968).
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I-5-5- Criblage des tanins

Les tannins sont mis en évidence a partir de 1ml d’extrait méthanolique, placé

dans un tube & essai en présence de quatre gouttes de solution de la gélatine (1%).
L’apparition d’un précipité causé par la gélatine signifie la présence de Tanins.

L’addition du réactifs FeClz a I’extrait méthanolique. L’apparition de la coloration vire

au bleu noir indique la présence de tanins galliques et au brun verdatre signifié la présence de

tanins catéchiques.

I-5-6- Criblage des coumarines

Protocol : Test de détection 2g de matériel végétal, en poudre mélanges a 10 ml
CHCLs. Aprés un chauffage de quelque min, et une filtration, les extraits chloroformiques
sont soumis a une CCM, et le solvant étant le mélange et toluene / AcOEt (36 :14).

La visualisation de chromatogramme, apres migration se fait a 365nm.

I-5-7- Criblage des stérols et tritérpens

Dépigmenter 100 mg d’extrait hydrométhanoliques, par addition de 10 ml de
cyclohexane, et agitation pendant 5 min.
Dissoudre le résidu depigmenté, dans 10 ml de chloroforme.
Sécher la solution obtenue, sur NA2SO4 anhydre, puis filtrer.
Répartir les filtrats dans quatre tubes & essais et le 4™ tube servira comme témoin.
Tube n°1 : Test de Salkowski : incliner le tube a 45°, ajouter 1 a 2 ml de H2SOa,
Le changement graduel de coloration, est noté immédiatement.
Agiter le mélange légerement et noter le changement graduel, de coloration .
Une présence de couleur rouge, indique la présence de stérols insaturés.

Tube n°2: Test de Libermann-burschard : Additionner trois gouttes, d’anhydride
acétique, puis agiter I’égerment. Ajouter une goutte de H,SO,concentre. Le changement de
la coloration, est observe pendant une heure : une coloration rouge indique la présence des
stéroides, tandis que bleu-violet a rose dénote la présence de triterpenes.

Tube n°3: Test de Bajet-kedde : Additionner quelques gouttes, d’acide picrique.

L’apparition d’une coloration orange, est due aux stéroides lactoniques.
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1-5-8-Criblage d’alcaloide

Dans an tube a essai de 16 ml, on introduit 0.5g, de poudre végétale, de chaque
organe, avec 10 ml d‘acide sulfurique (1)%, on agite pendant 2 min, et en filtre sur papier.
Apres on partage le filtrat, entre trois tube, et en ajoute respectivement au :

Tubel : reste comme témoin.
Tube2 : quelques gouttes, de réactif dragendorff. Apparition d’an précipité, et la couleur
orange, confirme, la présence des alcaloides.

Tube3 : quelques gouttes de réactif mayer. Apparition d’an précipité, de la couleur jaune,
confirme la présence des alcaloides.
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I-6- Etude analytique par ccm
I-6-1-La chromatographie : Et un outil analytique, utilisé pour la séparation,
I’identification, et la quantification, de composés chimiques, dans des mélanges complexes,

comme les extraits des plantes.

1-6-2-Protocole

On a utilise 3 systéeme solvant (S1,S2 ET S3 ), a différents polarités, pour mieux
connaitre, le profil flavonique, de ces extraits méthanolique, des especes Rosmarinus
officinalis L. ez /’Helichrysum italicum L.
Systeme 1 : Chloroforme/Méthanol (90/10).
Systéme 2 : Acétate d’éthyle /Méthanol / Eau (10/1/0.5).
Systéme 3 : Butanol / Acide acétique / Eau (6:1,5:25).

A : Dépot d’échantillon (phases : Butanol, Chloroformique, Acétate d’éthyle) :

Pour chaque extrait on fera 2 a 3 dépots successifs. Le depdt de produit doit étre
effectué de fagon homogene a 1’aide d’un capillaire sans creuser le support solide (Erika et
al., 2008).

c- Développement de la plaque
C’est la migration de 1’¢luant a travers la plaque.
On doit préparer la cuve et puis la placée dans la cuve verticalement.
En ferme la cuve bien durant le développement de la plaque.
Visualisation sous UV a longueur d’onde : 254 nm. On prépare la phase mobile, dans la cuve

chromatographique bien ferme.

Chaque constituant, migre d’une certaine distance, caractéristique de la substance, que

I’on appelle rapport frontal ou rétention frontale (RF).

Photo3 : Observation des chromatogrammes
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I-7- Evaluation des activités biologiques
I-7-1- Activité antibactérienne

Le principe de la méthode, repose sur la diffusion, du compose antibactérienne, en milieu
solide (MHA), dans des boite de pétrie, pres un certain temps de contact, entre le produit et
le micro-organisme cible. L’effet du produit antibactérien, sur la cible est apprécié, par la
mesure d’une zone d’inhibition, et en fonction du diamétre d’inhibition (hellal, 2011).

L’évaluation de I’activité antibactérienne, de notre extrait de la plante,
Rosmarinus officinalis L. et de la plante Helichrysum italicum L.ont été faite sur 2 souches
bactériennes.
Les micro-organismes testes sont :
A : Escherichia coli .

B : Staphylococus aureus.

I-7-2-Protocole expérimental

Des disques de 5mm de diametre, préparés avec des papiers whatman n°1, puis sont
placés dans I’autoclave, pendant 20 min a 120°C, et stockés a une température ambiante ,( le
tube a essai est hermétiqguement fermé),ces disques stériles, sont plongés, dans I’extrait
hydrométhanolique.

Dans des boites de pétries stériles, le milieu Muller Hinton est coulé, puis laissé 15
min pour se solidifier, Les bactéries sont déposées et ensemencées, a 1’aide d’un écouvillon
stérile, I’ensemencement s’effectue de telle sorte, pour assurer une distribution homogene ,des
bactéries.

Les disques remplis d’extrait, sont déposes, a la surface de la gélose contaminée, et
I’antibiogramme est fixé¢, au milieu de la boite de pétrie, L’activité antimicrobienne se
manifeste, par ’apparition d’une zone d’inhibition, de la croissance microbienne produite,

autour des disques, aprés 24 heurs d’incubation a 37°C (Treki, 2002).
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Figure 21 : Tests des activités antibactériennes

1-8-Dosage des composés phénoliques totaux

A partir de la solution mere (1 mg/ml), des extraits méthanoliques, des parties
aériennes, nous avons préparé deux répétitions, d’'une méme concentration (125ul), avec la
méthode suivante :

Une prise de 125 pl de extrait dilué (SM), est mélangée avec 500 pl d’eau distillée et 125 p
de réactif de folin-ciocalteu.

Apres une agitation vigoureuse du mélange, suivie d’un repos de 3 minutes, une prise de
1250 pl de Na,COs3 de 2 & 7%, est additionnée. Enfin le mélange obtenu, est ajusté par de
I’eau distillée a 3ml.

Apres un repos de 90 minutes, a I’obscurité la lecture de I’absorbance, est effectuée a une
longueur d’onde de 760 nm (Heilerova et al, 2003).

La gamme eétalon est préparée, avec de I’acide gallique, a des concentrations variables de
50, 100, 200, 300, 400,500 mg.I™.

Les teneurs en polyphénols, sont exprimées en mg d’équivalent acide gallique par gramme
de matiére séche (mg/EAG.gt MS) (Singleton et al. ,1999).
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Figure 22: Spectrophotométre UV utilisé pour la lecture de 1’absorbance.

1-9-Activité anti-oxydante

Test DPPH (1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyl)

Le potentiel anti radicalaire, d’une substance, peut étre évalué, a I’aide d’une méthode
colorimétrique, en utilisant des radicaux de substitution, tels que radical 1,1-diphényl-2-
picrylhydrazyl appelé DPPH.

En effet, a température ambiante et en solution, le radical DPPH présente une
coloration violette intense. Son passage a la forme non radicalaire, aprés saturation de ses
couches électronique, s’accompagne d’une disparition de la coloration violette.

DPPH*+ AH ——— » DPPH-H+A*
DPPH*+ R* — > DPPH-R

Par cette méthode, on considere que I’activité antioxydante, n’est autre que la capacité
des antioxydants d’agir comme piégeur, des radicaux libres. Ils agissent en transférant, un
atome d’hydrogene, ce qui conduit a la réduction du DPPH au cours de la reaction, et a un
changement de coloration, dans la solution initiale, qui devient jaune pale.

L’avancement de la réaction, est suivi par spectrophotométrie a 517 nm (Linssen, 2002).
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I-9-1- Protocole expérimental
A :Préparation de la solution DPPH

0.049g de DPPH (C18H12N506 ; Mr : 394.33), est solubilisé dans 122.5 ml de
MeOH absolu pour avoir la concentration de 0.4g/1.

B : Préparation des solutions méres de concentration 5mg/ml

On mélange 0.05g de chaque extrait avec 10 ml de MeOH absolu dans un tube a essai
(Solutions meres).

c-Préparation des dilutions des extraits :

L’expérience effectuée sur 5 concentrations différentes d’échantillon de [’ordre

décroissant, dilués dans le méthanol.

Tableau 7: Différentes concentrations des extraits

Concentration finale V de SM (ml) V de I’eau distillé (ml)
(mg/ml)
3 3 2
2 2 3
1 1 4
0.5 0.5 4.5
0.25 0.25 4.75

I-9-2-protocole

On mélange 3ml, de la solution méthanolique du DPPH prépare, avec 30pul de chaque extrait.
Laisser a I’abri de la lumiére, et température ambiante, pendant 30 min.

On mesure I’absorbance, a ’aide d’une spectrophotométrie a 517 nm.

Finalement on mesure 1’absorbance, de chaque concentration, par rapport a un blanc,
constitué uniquement par le méthanol pure (30u) et le DPPH (3ml).

On trace la courbe, de la cinétique, de disparition du DPPH, en présence de I’échantillon, a
tester en fonction du temps, pour déterminer le temps de stabilisation, de ma réaction et pour

effectuer la lecture, de I’absorbance du produit.
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Chapiter 2 Résultats et discussion

1. Résultats et discussion
I1.1. Screening phytochimique :
I1.1.1. Criblage des composés phénoliques
11.1.1.1. Criblage de flavonoides

La mise en évidence des flavonoides, dans les extraits méthanoliques , dans différents organes
(Racines, tiges, feuilles, fleurs), du Rosmarinus officinalis L. est confirmée par I’apparition
d’une couleur rouge intense, en contact avec 2 tournures de mg. Les tests phytochimiques ont
montré, que Rosmarinus officinalis L. et riche en flavonoides. (tableaus).

Par contre seulement les feuilles de I’ Helichrysum italicum L. sont riches en flavonoides.
(Tableau9).

Tableau 8 : Résultats des composés phénoliques de I’espéce Rosmarinus officinalis L.
Organes racines tiges feuilles fleurs

Quinones +++
Anthraquinone - - - -
Flavonoides ++ ++ +++ 4+

Anthocyanes + - - +++

Tanins +++ +++ +++ +++

Tableau 9: Résultats des composés phénoliques de L’ Helichrysum italicum L.

Organes tiges feuilles fleurs

Quinones
Anthraquinone
Flavonoides
Anthocyanes

Tanins
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11.1.1.2. Criblage des anthocyanes

Les fleurs du Rosmarinus officinalis L., sont riches en anthocyanes, par rapport aux racines,
qui contiennent des quantités considérables. L Helichrysum italicum L. Renferment des

anthocyanes, dans les organes étudiés (tiges, feuilles, fleurs). Tableaux (3 et 4).

11.1.1.3. Criblage des quinones

Le réactif spécifique (KOH), a montré que les racines, du Rosmarinus officinalis L. sont tres
abondantes en quinones. De I’autre couté L 'Helichrysum italicum L. est dépourvu de ces

molécules.

11.1.1.4. Criblage des anthraquinones
Le criblage phytochimique, a montre que les deux especes Rosmarinus officinalis L. et

Helichrysum italicum L., ne contiennent pas d’anthraquinones.

11.1.1.5. Criblage de tanins

Les tests phytochimiques, ont montré que les 2 plantes Rosmarinus officinalis L.
(racines, tiges, feuilles, fleurs), Helichrysum italicum L. (tiges, feuilles, fleurs), sont trés

riches, en Tanins dans les organes étudiés respectivement.
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Tableaul0O: Photographies des composés phénoliques de Rosmarinus officinalis L.et
[’Helichrysum italicum L.

Romarinus officinalis L. Helichrysum italicum L.

racines

tiges

fleures
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Tableau 11 : Criblage des alcaloides des espéces Rosmarinus officinalis L. et

Helichrysum italicum L.

Tests racines tiges feuilles fleurs
Extrait methanoligue (EMRO)  -- + + +
+
Mayer
Extrait methanolique (EMRO) - + ++ e
+
dragendorff
Extrait methanolique(EMHI) - - + EN
+
MAYER
- - + +

Extrait methanoliqgue(EMHI)

=+

dragendroff

Les tests phytochimiques des criblages du alcaloides indique que : La plante
Rosmarinus officinalis L. est riche en alcaloides, surtout les fleurs et les feuilles,
Para port a L’Helichrysum italicum L. qui contient des quantités considérables dans les

feuilles et les fleurs.
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11.1.2. Criblage de stérols et triterpénes

Le test positif des stérols, nous a montré leur abondance, dans les tiges du
Rosmarinus officinalis L., avec une apparition, d’un anneau rouge brun (stérols), et une
couche surnageante de couleur verte, dans I’extrait des fleurs, indiquant la présence des
terpénes. Les stéroide existent a forte concentration uniquement dans les tiges du
Rosmarinus officinalis L.

Les criblages, par les réactifs spécifiques, ont élucidé la richesse des tiges, feuilles et
fleurs, de I’Helichrysum italicum L. en Stérols. Les feuilles et fleurs, de cette méme plante,
contiennent des quantités considérables, en triterpénes. Les stéroides lactoniques, sont

totalement absents, dans les parties aériennes de cette plante.

Tableau 12: Résultats des criblages des triterpénes et stéroides du Rosmarinus officinalis L.

Racines Tiges Feuilles Fleurs
Stérols . +++ + +
Triterpéne g - - +
Stéroides - +++ + -

Tableau 13: Résultats des criblages des triterpénes et stéroides du 1’Helichrysum italicum L.

Tiges Feuilles Fleurs
Steérols +++ +++ +++
Triterpéne - +++ ++
Stéroides - - -
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Tableau 14: Photographie de stérols et triterpénes et stéroides.

Fleurs

Tiges

Racines

Feuilles

47



Chapiter 2 Résultats et discussion

11.1. 3. Criblage des saponosides

La mise en évidence des saponosides, dans I’extrait méthanolique de plante Rosmarinus
officinalis L., indique la formation d’une mousse persistante, aprés 15min dans bain marie.
On remarque la présence de saponosides, dans les (racines. tiges), de Rosmarinus
officinalis L., avec une quantité moyenne. Et I’absence totale, dans /’Helichrysum italicum L.

Tableau 15: Résultats de criblages des saponosides de Rosmarinus officinalis L.et
[’Helichrysum italicum L.

especes racines tiges feuilles fleurs
Rosmarinus + + - -
officinalis L.
Helichrysum - - - -
italicum L.

Figure 23 : Photographies des saponosides de I'espéce Rosmarinus officinalis L. (tiges, racines,
fleures).

Figure 24: : Photographies des saponosides de I’espéce Helichrysum italicum L. (feuilles, tiges).
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11.1.4. Criblage des coumarines

L’apparition d’une fluorescence sous une lumicres ultra violet par la méthode du ccm
indique la présence des coumarines dans les deux extraits de plantes du
Rosmarinus officinalis L.et Helichrysum italicum L.

Tableaul6_: Résultats des plaques de ccm prise apres la révélation a la lumiére UV (254nm)
pour des extraits du Rosmarinus officinalis L. et Helichrysum italicum L.

Espece Photographie de résultat observation
Par UV 254

Helichrysum italicum L.

Rosmarinus officinalis L.

Tableau 17 :Résultats de criblage des coumarines dans les deux especes

Rosmarinus officinalis L. et /” Helichrysum italicum

fleurs + tiges +
Rosmarinus feuilles + Helichrysum — feyilles +
officinalis L. italicum L.
racines + fleurs +
tiges +
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11.1.5. Chromatographie sur couche mince CCM :

L’étude analytique par CCM de I’extrait hydro - méthanolique a montre que les
deux plantes Rosmarinus officinalis L., (tableaul8) et /’"Helichrysum italicum L., (tableaul9)

sont riches, essentiellement en composés phénoliques, et stérols, ce qui confirme les résultats

obtenus par les criblages précédents.
Tableaul8 : Résultats des chromatogrammes du Rosmarinus officinalis L.

Systéme solvant Photographie des résultats
Observation par UV 254

S1
Chloroforme /MeOH
9/1

S2

Acétate/MeOH/H20 10/1/0.5

S3
BuOH/ACOH/H20
4/1/5
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Résultats et discussion

Tableau 19 : Résultats des chromatogrammes du /’Helichrysum italicum L.

Systéme solvant

Photographie des résultats
Observation par UV 254

S1
Chloroforme /MeOH
9/1

S2

Acétate/MeOH/H20
10/1/0.5

S3
BuOH/ACOH/H20
4/1/5
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11.1.6. Dosage des polyphenols totaux

Le dosage de phénols totaux, a été effectué par la méthode spectrophotométrique, adaptée
de singleton et ross (1965), avec le réactif de folin-ciocalteu.
Les résultats obtenus, sont exprimé en mg, équivalent d’acide gallique par gramme, de la
maticre végétale séche (mg gae/g), en utilisant I’équation de la régression linéaire, de la
courbe d’étalonnage, tracée de I’acide gallique.

La courbe d’étalonnage de I’acide gallique, et représentée dans la figure.

1.4 - y =0,002x + 0,022
R2=0,988

1.2

0.8 -
& Seriesl

0.6 1 ——Linear (Series1)

0.4 -

0.2 -

O T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600

Figure 25 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique

Le taux de polyphénols totaux, calculés a partir de la courbe d’étalonnages d’acide
gallique, a révelé que les deux espéeces sont tres riches en composés phénoliques, avec
un taux elevé pour /’Helichrysum italicum L. (940£21.21mg EAG/g MS), et le

Rosmarinus officinalis L. (857, 5+ 81, 31 mg EAG/g MS).

Tableau20 : Le taux de polyphénols totaux.

Plantes Taux de polyphenols totaux

Rosmarinus officinalis L. 857 ,5+ 81,31 mg EAG/g MS

Helichrysum italicum L. 940 £ 21.21mg EAG/g MS
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11.2. Les activités biologiques :

11.2.1. Activité antioxydante

L’évaluation de I’activité antioxydante, par le radical libre DPPH, a montré que les
parties aériennes, du Rosmarinus officinalis L.et /” Helichrysum italicum L., ont manifesté
une activité importante, vis-a-vis du piégeage, des radicaux libres, avec cependant un meilleur
taux d’inhibition, pour I’extrait de /” Helichrysum italicum L. (85,50%), suivi
de Rosmarinus officinalis L. (80,74%) (Tableau 21).

Tableau 21 :Taux d’inhibition du DPPH par les extraits EMRO et EMHI.

Concentration 50 100 200 500
mg/ML
Taux 63.63% 78.35% 81.91% 85.50%

d’inhibition d> EMHI

Taux 28.08% 68.43% 76.91% 80.74%
d’inhibition d> EMRO

taux d' inhibition y = 22.983x + 25.153

100 R2=0.9695
90
80
70
60
50 *
40
30 L 2
20
10

0

Figure 26 : Evaluation de I’activité antioxydante de 1’extrait EMRO.
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Figure 27: Histogramme représentatif de % d’inhibition du DPPH par I’extrait
méthanolique de Rosmarinus officinalis L. de la partie aérienne (EMRO).

taux d'inhibition y = 7.3068x + 66.789

100 R*=10.9293
90

80 /

70
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50
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0

Figure 28 : Evaluation de I’activité antioxydante de I’extrait EMHI.
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Figure 29: Histogramme représentatif de % d’inhibition du DPPH par I’extrait EMHI.
11.2.2. Activité antibactérienne

Les tests préliminaires, de I’activité antibactérienne, par la méthode de diffusion sur
disque, montré que les extraits méthanoliques, des parties aériennes, du 2 espéeces étudiés
EMRO et EMHI ont un effet inhibiteur sur la croissance d’E.Coli et Staphylococcus
aureus.

Tableau 22; Diamétre en nm des zones d’inhibition des extraits EMRO ET LMHI.

Diamétre de la zone d’inhibition (mm)

Extrait C1 C2 C3 C4
Souches methanolique (0.25) (0.50) (0.75)  (1)mm
bactériennes des espéces
E. coli 7 0 0 12.5
(EMRO)
Staphylococcus 10.5 10 0 0
aureus. (EMRO)
E. coli 9 0 0 8.5
(EMHI)
Staphylococcus 0 10 13 10
aureus (EMHI)
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aureus EMRO
]

E.coli EMRO Staphylococcus
==\

E.coli EMHI staphylococcus aureus EMHI

Figure 30: activité antibactérienne de 1’extrait metahnoliques de Rosmarinus officinalis L. et

de L’ Helichrysum italicum L. (technique de disque).
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Conclusion

les plantes medicinales , représentent une source inépuisables de substance et
composés naturels bioactifs qualifiées de métabolites secondaire, leur répartition qualitative et
quantitative est inégales selon les espéces, dont I’accumulation de ces composés dans les

différentes organes des plantes joue an réle essentiel pour sa durabilité naturelle.

Le but de ce travail est I’investigation phytochimique et activité biologique des plantes
Rosmarinus officinalis L, appartenant a la famille lamiaceae récolté de djebel ouahch et
Helichrysum italicum L., de la famille des astéraceae cueillis & sidi ammar. Ces espéces sont

importantes et utilisees en médecine traditionnelle.

Les tests phytochimiques réalisés indiquent sur les extraits des deux espéces ont montré

que : les deux plantes sont riches en flavonoides, tanins, coumarines, stérols et triterpenes.

Les teneurs des composés phénoliques totaux chez les 2 espéces étudiées, sont tres

importantes.

L’évaluation de I’activité anti-radicalaire par le test de DPPH a révélé que les deux plantes

ont un pouvoir antioydante puissant.

Les tests préliminaires antibacteriens ont illustré que les 2 extraits EMRO et EMHI ont un

effet inhibiteur sur la croissance des souches E.coli et Stapylococcus aureus.

Ont conclue avec les résultats obtenus que notre espéce étudiée Rosmarinus officinalis L.

est riche en métabolite secondaire flavonoides, anthocyane, tanin, et un taux important des
composeés phénoliques qui présentent un pouvoir antioxydante et antibactérien tres intéressant.
Ainsi que Helichrysum italicum L. est moins riche en métabolite secondaire, alors est moins

riche en molécule bioactive.

Mots clés : Rosmarinus officinalis L., helicrysum italicum L.
Activité anti bacterienne, Activité anti oxydante, polyphénols, tanin, Flavonoides, Composé

phénolique.
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Résumé

Notre étude a porté sur un screening phytochimique visant a caractérise les différentes
classes de métabolites secondaires chez les especes Rosmarinus officinalis L. (lamiaceés) des
régions constantine, et 7’ Helichrysum italicum L. (Astéracées) de sidi Amar. A révélé que

ces especes sont riches en flavonoides, anthocyanes, tanins, stérols et stéroides.

Le dosage des composés phénoliques totaux par la méthode du Folin-ciocalteu a montré une
teneur ¢levée et remarquable dans D’extrait méthanolique des partie aériennes de
[’Helichrysum italicum L. (940+21.21mg EAG/g MS), comparablement a [I’extrait
meéthanolique de Rosmarinus officinalis L. (857, 5+ 81, 31 mg EAG/g MS).

L’étude de I’activité antioxydante des extraits méthanoliques des parties aériennes de
Rosmarinus officinalis L.et parties aériennes de /’Helichrysum italicum L. a révélé que ces

espéces ont un pouvoir antioxydant puissant.

L’évaluation de I’activité antibactérienne des extraits méthanoliques ont €té testés sur
Les extraits hydromethanoliques des parties aériennes, du 2 espéces étudies EMRO et EMHI

ont un effet inhibiteur sur la croissance d’E.Coli et Staphylococcus aureus.

Mots clés : Rosmarinus officinalis L., helicrysum italicum L.

Activité anti bacterienne, Activité anti oxydante, polyphénols, tanin, Flavonoides



ABSTRACT:

Our study focused on a phytochemical screening aimed at characterizing the different classes
of secondary metabolites in the species Rosmarinus officinalis L. (lamiaceés) from the
Constantine regions, and Helichrysum italicum L. (Asteraceae) from Sidi Amar. Revealed that
these species are rich in flavonoids, anthocyanins, tannins, sterols and steroids.

The determination of total phenolic compounds by the Folin-ciocalteu method showed a high
and remarkable content in the methanolic extract of the aerial parts of Helichrysum italicum
L. (940 £ 21.21 mg EAG / g MS), in comparison with the methanolic extract of Rosmarinus
officinalis L. (857.5 + 81, 31 mg EAG / g MS).

The study of the antioxidante activity of the methanolic extracts of the aerial parts of
Rosmarinus officinalis L. and aerial parts of Helichrysum italicum L. revealed that these
species have a powerful antioxidant power.

The evaluation of the antibacterial activity of the methanolic extracts was tested on

The hydromethanolic extracts of the aerial parts of the 2 species studied EMRO and EMHI
have an inhibitory effect on the growth of E. coli and Staphylococcus aureus.

Key words: Rosmarinus officinalis L., helicrysum italicum L., antioxidant, antibacterial,
polyphenols, tannins, flavonoids.
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