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Introduction générale

Introduction générale :

Les produits naturels, notamment ceux d’origine végétale, ont toujours €té une source
importante de molécules thérapeutiques. Environ deux tiers des médicaments actuels ont une
origine naturelle ; obtenus par hémisynthése ou par modification d’un produit naturel.
Uniquement le tiers des médicaments commercialisés posséde donc une origine purement
synthétique. Selon 1’Organisation mondiale de la Santé, 80% de la population mondiale dans
les pays en développement, dépendent essentiellement des plantes médicinales traditionnelles
pour leurs soins de santé primaires. (H. Adida et al . 2015)

Pendant fort longtemps, les plantes médicinales furent le principal recours de ’homme
pour la fabrication de remeédes pharmaceutiques.

En effet, les substances naturelles issues des végétaux ont des intéréts multiples mis a
profit dans le systtme de soins traditionnels et dans les différentes industries : en
alimentation, en cosmétologie et en dermopharmacie. Parmi ces composés, on retrouve dans
une grande mesure les métabolites secondaires qui se sont surtout illustrés en thérapeutique.
(M.Hebi et M .Eddouks ;2015)

Les plantes sont capables de produire une grande diversité¢ de produits ne participant pas
a leur métabolisme de base, mais représentant plutot des produits du métabolisme secondaire.
Nous pouvons citer comme exemple les alcaloides, les polyphénols, les huiles essentielles
...... etc. Parmi ces composés, les polyphénols représentent 1’un des groupes les plus
importants du fait qu’ils aient une faible toxicité et de nombreux avantages biologiques,
notamment  thérapeutiques, pharmaceutiques, cosmétologiques et  alimentaires.
(Akroum .S ,2011)

Des substances extraites a partir des plantes ont été largement utilisées dans la médecine
traditionnelle a travers le monde dans le traitement de différentes maladies. Environ 60 % de
la population utilisent les plantes médicinales pour se soigner (haouat2013)

En Algérie, différentes especes végétales ont fait 1’objet de plusieurs études chimiques et
pharmacologiques.

Ces dernieres années, nous avons assisté a un grand regain des phytothérapeutes pour les
produits riches en polyphénols, et principalement en flavonoides. Ces derniers ont d’ailleurs
montré qu’ils avaient des propriétés biologiques trés importantes et trés vastes. Nous pouvons
dire que ce sont notamment de grands antioxydants et antimicrobiens (Akroum .S ,2011)

En effet, de nombreuses études ultérieures ont prouvé que les flavonoides étaient

capables d’inhiber différents types de microorganismes : bactéries, levures, moisissures,
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protozoaires et méme virus. Néanmoins il y avait une grande spécificité entre les molécules
actives et les microorganismes visés ; d’ou I’'importance de bien choisir le flavonoide
approprié. De méme D’activité¢ antioxydante a ét¢ attribuée a la majorité des flavonoides
découverts. (Akroum .S ,2011)

Les flavonoides constituent une catégorie majeure de polyphénols alimentaires. Dans la
cohorte francaise SUVIMAX2, I’apport moyen en polyphénols totaux a été estimé a 1,2 g/j,
constitué pour plus de 40 % de flavonoides (Perez-Jimenez et al ,2011)

Dans le cadre de ce travail, une étude d’extraction des flavonoides a été menée au sein de
laboratoire chimie dans I’université africaine Ahmed draya-ADRAR- ,et I’ étude de I’activité
biologique au sein de laboratoire la controle de qualité et la répression des fraudes de la
wilaya d’ Adar.

Notre travail réalisé outre 1’introduction et conclusion générale, se divise en deux parties,
dont :

% La premiére partie (théorique) : est une introduction générale aux principes actives.

Il comporte deux chapitres :
Le premier chapitre est consacré aux généralités sur les principes actives, ses
dérivés et ses activités biologiques.
Le deuxieme chapitre est consacré a 1’activité biologique des flavonoides.

+ La deuxiéme partie (Résultats et Discussion) regroupe toutes les expériences, les
discussions des résultats et la valorisation des produits extraits par 1’étude de leurs
activités antibactériennes sur des souches bactériennes pathologenes.

Finalement on a terminé I'étude par une conclusion générale.
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Chapitre I : Généralité sur les principes actifs

I. Définition de principe actif:

Un Principe actif est une substance active obtenue a partir d'organismes et utilisée
comme moyen thérapeutique ou toxique dans des préparations médicinales, de drogues ou de
poisons. Généralement, le principe actif est en faible proportion par rapport aux excipients
dans les produits.

Par définition, l'expression principe actif désigne une substance qui a une certaine
activité biologique, y compris toutes les substances thérapeutiques (bénéfiques) telles que
les médicaments, les vitamines et les probiotiques, ou toxiques (poisons). Les principes actifs
sont classés selon plusieurs aspects, tels que: classe chimique, classe thérapeutique, cible
moléculaire ou spécificité (médicaments spécifique et médicaments non spécifiques). (A)
Le principe actif peut étre composé :

d'une substance chimique,

- d'un ensemble de substances chimiques,

d'une substance naturelle : minérale — animal — a base de plante. (B)

II. Type de principe actif des plantes:
I1.1 Les huiles essentielles :

Ce sont des molécules a noyau aromatique et caractére volatil offrant a la plante une
odeur caractéristique et on les trouve dans les organes sécréteurs (ISERIN et al., 2001).
Elle ces huiles jouent un rdle de protection des plantes contre un exces de lumiere et attirer les
insectes pollinisateurs (Dunstan et al., 2013).

Les HE sont des produits odorante généralement de compositions complexe (Mathieu
Guerriaud ,2018) s’obtient a partir d’une maticre premicre végétale (plante ou arbre
aromatique) par entrainement a la vapeur, procédé mécanique ou distillation a sec (couic-
marinier 2018). Ils sont utilisées pour soigner des maladies inflammatoires telles que les

allergies, eczéma, favorise I'expulsion des gaz intestinales comme les fleurs frais ou séchées

de plante . (ISERIN et al., 2001).
II.1.1Exemple des huiles essentielles :

-Vanille naturelle :
La vanille naturelle diminue les apnées du sommeil du nouveau-né prématuré. Les

capacités sensorielles et cognitives d’un bébé prématuré sont assez exceptionnelles.

|
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L’odeur de beurre rance provoque habituellement des mimiques de rejet et le dégotit alors
que I’odeur de vanille induit plus de réponses faciales de consentement et d’acceptation. Un
prématuré soumis a ces deux odeurs modifie ainsi son rythme respiratoire : la mauvaise odeur
induit le ralentissement de sa respiration alors que I’odeur de vanille naturelle développe sa

respiration.

-Citron :

Une étude japonaise a permis de démontrer les vertus thérapeutiques du citron. C’est en
¢tudiant les effets de 1’essence de citron sur des rats que I’équipe du professeur Akio
Nakamura a mis en avant ses vertus antistress. Elle a également remarqué que 1’inhalation de
linalol (fig), présent dans cet agrume, permet notamment au systéme immunitaire, d’adapter
le nombre de leucocytes. Par ailleurs, il limite 1’action de 109 génes connus pour intervenir

dans le stress d’un individu (Couic-M ,2013).

H;C CH,4
/ CH,
H,C CH,
Fig 1 : structure de linalol Fig 2: structure de limonéne

-Ravintsara

Le ravintsara serait ’un des plus puissants antiviraux naturels connus. Jassim et Naji ont,
en 2003, démontré 1’action de I’HE de ravintsara a la fois sur I’inhibition de la formation des
acides nucléiques viraux (ADN et ARN) et sur I’inhibition de la réplication virale. D’autres
auteurs ont tiré des conclusions identiques tout en constatant que la superoxyde dismutase est
activée par I’HE de ravintsara, protégeant la cellule du stress oxydatif. Cette HE est donc a la
fois antivirale et immunostimulante
-Lavande

L’HE de lavande est anxiolytique et réduit les troubles du sommeil. Une cohorte de 221
patients hospitalisés dans un service de psychiatrie a bénéficié, durant 10 semaines, soit d’un
placebo, soit d’une prise orale journaliére d’HE de lavande. Une amélioration significative de

la qualité et de la durée du sommeil des patients sous aromathérapie a été notée. Un net effet
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anxiolytique a été constaté, sans les inconvénients li€s a la prise habituelle d’anxiolytiques de
synthese.
-Melaleuca

L’HE de Melaleuca serait efficace sur des onychomycoses. Dans une étude, 117 patients
atteints d’onychomycose ont été suivis aprés avoir €té répartis en deux groupes : le premier
(53 patients) a recu une solution dosée a 1 % de clotrimazole, un antifongique de référence, et
le second (64 patients) a bénéficié d’un traitement avec I’HE de Melaleuca alternifolia pure.
Ces deux groupes ¢étaient astreints a deux applications journaliéres. Des bilans ont été réalisés
au bout d’un, trois et six mois. Aprés six mois de traitement, aucune différence significative
n’a pu étre notée, mais trois mois apres la fin du traitement, plus de la moitié des personnes
incluses dans chacun des groupes ont vu leur onychomycose régresser partiellement, voire
totalement . (Couic -M,2013)

I1.2 Les alcaloides :

Les alcaloides sont des molécules d’origine naturelle .On les trouve principalement chez
les végétaux, mais aussi chez les animaux et chez certains micro-organismes
(Boutalbi ,2011) On peut le trouver dans toutes les parties de la plantes. (Turan, 2016)

les alcaloides possedent une activité pharmacologique significative (Mamadou ,2011)
I1.2.1 Structure des alcaloides :

Leur structure chimique de base est un hétérocycle azoté sauf pour quelques substances
dans les quelles I’azote (N) est extra cyclique (fig3). Les alcaloides forment un groupe
hétérogene du point de vue leur structure complexe, de leur propriétés et de leurs effets
biologiques. Ils agissent directement sur leur systéme nerveux avec des effets sur la

conscience et la motricité (Boutalbi ,2011)

HO"

Fig 3 : structure d’un type des alcaloides (Morphine) (Mamadou ,2011)

I1.2.2 Classements des alcaloides :

!
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I1.2.2.1. les alcaloides vrais :

Qui représentent le plus grand nombre d’alcaloides sont toxique et disposent d’un large
spectre d’activité biologique importante. Ils dérivent d’acide aminé et comportent un atome
d’azote dans un systéme hétérocyclique.

Ces substances sont douées d’une grande activité biologique, méme a faible dose. IIs sont
présents dans les plantes, soit sous forme libre, soit sous forme de sel.

I1.2.2.2 les pseudo-alcaloides :

Présentent le plus souvent toutes les caractéristiques des alcaloides vrais, mais ne sont pas
de dérivées des acides aminées.

Les alcaloides stéroidaux et les purines sont les représentants principaux de cette classe
d’alcaloide
I1.2.2.3. les proto-alcaloides :

Sont des amines simples dont 1’azote n’est pas inclus dans un systéme hétérocyclique ; ils
ont un caractére basique et son élaborés in vivo a partir d’acide aminés.

Ils souvent appelés (amines biologiques) et sont soluble dans I’eau .divers substance
répondent a cette d3éfinition: des amines simple comme la sérotonine. (Mamadou

BadiaGa ,2011)

HO

NH,

T Z

Fig 4 : la sérotonine
I1.3 Les flavonoides :

Les flavonoides sont des pigments végétaux de la famille des polyphénols qui sont
responsables de la coloration des fleurs et des fruits. Ils donnent souvent une coloration jaune.
Du point de vue chimique, ils possedent deux cycles benzéniques. Les flavonoides ont été
découverts par Albert Szent-Gyorgyi (prix Nobel de physiologie ou médecine 1937). (C)

Les flavonoides constituent un groupe de plus de 6 000 composés naturels qui sont
quasiment universels chez les plantes vasculaires. Ils constituent des pigments responsables

des colorations jaune, orange et rouge de différents organes végétaux. (Ghedira.K ,2005)
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Les flavonoides sont les composés polyphénoliques les plus abondants contenus dans les
végétaux. Leur structure (Fig5) comprend un squelette composé de deux cycles aromatiques
(A et B) porteurs de plusieurs fonctions phénol et réunis par une chaine de trois atomes de
carbone, ces derniers étant le plus souvent engagés dans un hétérocycle avec un atome
d’oxygene. La présence de plusieurs fonctions phénol confére a ces composés des propriétés
antioxydantes ou oxydantes, suivant la position des phénols et le milieu ou la réaction prend
place. Leur abondance dans divers aliments et boissons, dont la consommation est réputée
avoir des effets protecteurs contre différentes affections chroniques, notamment
I’athérosclérose (et par conséquent les accidents vasculaires cérébraux et coronariens qu’elle
peut entrainer) et les maladies neuro-dégénératives, conduit légitimement a s’interroger sur la
contribution des flavonoides alimentaires a ces effets protecteurs avérés ou supposés
( J.-C. Stoclet et al , 2011).

IT .3.1 Structure :

Tous les flavonoides dérivent de 1’enchainement benzo-y-pyrone et peuvent étre classés

selon la nature des différents substituants présents sur les cycles de la molécule et du degré de

saturation du squelette benzo-y-pyrone . (Ghedira.K ,2005)

Fig. 5 : Structures de I’enchainement benzo-y-pyrone
I1.3.2 classification des flavonoides :

I1.3.2.1 Flavones et flavonols :

Le cycle A de ces deux types de molécules est substitué par deux hydroxyles phénoliques
en C5 et en C7. Ces hydroxyles peuvent étre libres ou estérifiés. D’autre part, le cycle B est
substitué en C4’ ou di-substitué¢ en C3' et C4' par des groupements OH ou méthoxyles

(OCH3). Les flavonols se distinguent des flavones par un OH en C3 (Morreel et al 2006).

I1.3.2.2 Flavanones et hydroflavonols :
Se caractérisent par 1’absence de la double liaison entre le C2 et le C3 et par la présence

des centres d’asymétrie. Les variations structurales sont ici de méme nature que celles décrites
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pour les flavones et les flavonols. Les dihydroflavonols se distinguent des flavanones par
I’hydroxylation de la position C3 (Ono et al 2006).
11.3.2.3 Flavan-3-ols, flavan-3,4-diols et anthocyanidols :

Ces molécules sont toujours hydroxylées en C3 et se caractérisent par 1’absence du groupe
carboxyle en C4. Cette position peut étre libre (flavan-3-ols et anthocyanidols) ou hydroxylée
(flavan-3,4-diols). Les anthocyanosides sont caractérisées par 1’engagement de ’OH en C3
dans une liaison héterosidique. On trouve parmi ces composés, le palargonidol-3,4-O-
glucoside et le cyamidol-3-O-rutinose ou keracyanine (Bruneton 1999). Les flavan-3-ols et les
flavan-3,4-diols sont souvent a [l’origine des polyméres flavoniques appelés

proanthocyanidols ou tannins condensés (Bruneton 1999).

§
>~ Flavonol

(quercetin, kaempfercl) .
OH =

-

o =

_ . L .
N0 U - &):
@ = T DET

ISOflGVﬂ"e-S 3 FIﬂVOnﬂnE
(daidzein, genistein) (naringenin, hesperitin)

OH
| Flavan-3-ol
Flavone (catechin, epicatechin)
Anthocyanins (luteolin, apigenin) '
(delphinidin, malvidin)

Fig 6: Structure des flavonoides et position des principaux substituants.
Désignés par le terme isoflavonoides. Selon la nature de I’hétérocycle (y-pyrone ou son

dihydro-dérivé), on distingue :
— les flavones et les flavonols,
— les flavanones, les flavanols et les dihydroflavanols.

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

0
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flavanols (catéchine) ainsi que les dihydroflavonols (dihydrokaempférol, dihydroquercétine)
et les dihydroflavan-3,4-diols (leucopélargonidol, leucocyanidol) sont considérés comme des

flavonoides minoritaires en raison de leur distribution naturelle restreinte. (Ghedira.K ,2005).

Tableau 1.1 : les flavonoides majeurs de nous aliments, les six grands classe

Source
Classe Figure Molécule alimentaires
majour
Tomate,
Quercétine épinards
Flavonols Kaempférol thé , oignons
Myricétin in r
LS yricétine A% ~ rouge,
brocolis
Y Céréales,
Apigénine tisanes
Flavones | Lutéoline Plantes
0 O aromatiques
0
Naringénine
Flavanones O | Hespérétine Agrumes
o ériodictyol
Daidzeine
Isoflavone Génistéine Soja
Légumineuse
Monomeres :
catéchine , C the
Flavanols Gallocatéchine Pacao, fe "
Polymeres : omme, irut
proanthocyanidines
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Cyanidine , Baies, fruit
Anthocyanes malvidine ,pélargonid rouge, vin
ine delphinidine rouge

I1.3.3 Exemples sur les flavonoides :
I1.3.3.1Thé et flavonoides

Le thé est cultivé dans plus de 30 pays et constitue la boisson la plus consommée dans le
monde apres I’eau.

Dans de nombreuses cultures, le thé est une source importante de flavonoides
alimentaires.

Le thé constitue aussi I'une des sources alimentaires les plus riches en flavonoides, qui
dans ce produit sont pour 90 % des flavan-3-ols (aussi appelés couramment catéchines) .

Tous les thés proviennent des feuilles de Camellia sinensis, mais en fonction des
méthodes de traitement utilisées plusieurs types de thé sont produits avec des compositions en
flavan-3-ols tres différentes.

Dans le thé vert on trouve principalement des catéchines monomeres (incolores,
hydrosolubles et astringentes), qui sont pour la plupart des épicatéchines estérifiées a 1’acide
gallique.

D’apres 1 a base de données Phénol explorer, la quantit¢ moyenne de flavonoides totaux
apportés par la consommation d’une tasse de thé (1 tasse = 235 ml) est estimée a :
180 mg pour le thé vert et a 193 mg pour le thé noir (hors théarubigénes), avec une répartition
différente selon les catégories de molécules. A noter que le thé contient aussi de la caféine
(9-50mg/tasse thé vert ; 42—72 mg/tasse thé noir) mais prés de deux fois moins que le café.

(C. Morand, 2013).
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Catéchines monomere libres :
- (+)- catéchine
- (+)- Gallocatéchine
- (-)- Epicatéchine
- (-)- Epigallocatchine
Cateéchines monomeres estérifiées
- (+)- catéchine 3-gallate
- (+)- Gallocatéchine3-gallate
- (-)- Epicatéchine 3-gallate
- (-)- Epigallocat échine 3-gallate
Théaflavine
Théaflavine estérifices
Théarubigénes

OH

Fig 7: Structure chimique de base des flavan-3-ols du thé (C. Morand, 2013)

I1.3.3.2 Cacao et flavonoides

Le cacao est I’ingrédient de base du chocolat. Ce dernier est un aliment a trés haute
densité calorique (500 kcal/100 g) liée a sa richesse en matiere grasse (30 g/100 g) et en sucre
(10 g/100 g) ajouté pour masquer I’amertume des polyphénols. La mati¢re grasse provient
traditionnellement des féves de cacao. Ces féves, importées de différents pays tropicaux
d’Afrique, d’Amérique et d’Asie, sont torré- fiées, broyées et pressées a chaud pour donner le
beurre de cacao riche en matiere grasse et les tourteaux riches en polyphénols, réassemblés
en proportions variables pour donner différents types de chocolats. Les Frangais consomment
pres de 7 kg de chocolat par an, soit environ 20 g/j.

Les polyphénols du cacao sont pour 10 a 15 % des monomeres de catéchines (flavan-3-
ols), voisines de celles du thé vert, qui sont bien absorbés a travers la barri¢re intestinale. Les
autres polyphénols (85-90 %) sont des polyméres de catéchines de masse moléculaire
beaucoup plus élevée (aussi appelés procyanidines) avec un degré de polymérisation (DP)

allant jusqu’a 100 (Morand.C , 2013) .
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Cacao
Catéchine monomére
- (+)- catéchine
- (+)- Epicatéchine
Catéchine diméres
Catéchine Triméres
Procyanidines

- 4<DP<10

OH

Fig 8 : Structure chimique de base des flavan-3-ols du cacao (C. Morand, 2013)
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L. Les intérét des principes actifs :
1.1. Les intéréts des huiles essentielles :

- La plupart des HE peuvent étre utilisées par voie cutanée en massage, sur la peau.

- Certaines HE peuvent étre utilisées par voie orale mais elles devront, pour cela, étre
mélangées a du miel, du sirop d’érable, un demi-sucre de canne.

- En pharmacie, il existe des capsules huileuses contenant des HE. (Couic-
Marinier,2013).

- La voie inhalée est utilisée pour contrer les affections ORL.

-Un additif alimentaire une HE peut étre utilisée en tant que conservateurs alimentaires.

- Un complément alimentaire les HE peuvent étre incorporées dans des compléments
alimentaires.

-Une HE médicament peut se présenter sous la forme d’une spécialité pharmaceutique.

- un produit cosmétique qui ferait état d’une propriété thérapeutique serait requalifié en
médicament .

- Un biocide Les biocides ne sont pas a proprement parler des produits de santé .
(Mathieu Guerriaud ,2018).

1.2. les intéréts des alcaloides :

Les alcaloides sont recherchés pour leurs effets physiologiques constituant ainsi des
substances particulérement intéressantes pour leurs activités pharmacologiques qui s’exercent
dans les domaines les plus variés :

-les alcaloides qui agissent au niveau du systéme nerveux central son soient
déperesseurs ( morphine ) ou stimulants (caféine ) .

-les alcaloides qui interviennent au niveau de systéme nerveux autonome sont
sympathomimétiques ou sympatholytiques .

- les alcaloides jouent aussi le role d’antibiotique comme la cyclosérine, la mytomycine

(Bruneton 1999) .
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Fig 9 : Cyclosérine Fig 10 : Mytomycine

I.3. Intérét biologiques des flavonoides :
I.3.1. 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 superoxydes (02. —) et radicaux peroxylipidiques,

Selon la réaction suivante :

Flavonoide (OH) + R. — flavonoide (O.) + RH

plusieurs travaux ont montré le réle des flavonoides dans la désactivation des radicaux
libres La famille des flavonoides, porte des substances pouvant diminuer cette toxicité parce
qu’ils ont une structure qui leur permet de piéger les radicaux libres en les neutralisant par
fixation de deux atomes d’hydrogeéne fournies par deux fonctions thiols( M. Lahouel ,et
al,2004).

1.3.2. Activité des flavonoides contre le cancer :

Parmi les flavonoides les plus actifs sur les cellules tumorales, nous citons la quercétine et
la catéchine qui sont trés abondantes dans les aliments. La quercétine prévient la
cancérogenese, surtout le cancer de la peau et du colon. La présence de 20 % de quercétine
dans I’alimentation chez les animaux diminue le cancer du colon et y prévient ’apparition des
cryptes anormales (Pietta 2000, Tomofuji et al. 2009).

I. 3.3. Activité antimicrobienne des flavonoides :

L’activité antimicrobienne et donc anti-infectieuse des flavonoides a été démontrée par de
nombreuse ¢tudes. Cette activité est due principalement a la capacité de ces molécules a
inhiber I’expression de I’ADN et la synthése de certaines enzymes et protéines membranaires

des microorganismes (Ulanowska et al. 2006).
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1.3.4. Activité antibactérienne des flavonoides :

Les flavonoides ont une activité antibactérienne trés vaste et trés diversifiée. En effet, ils
s’attaquent a un grand nombre de bactéries avec une intensit¢ différente selon le
microorganisme et I’écosysteme dans lequel il se trouve : les flavonoides sont capables
d’inhiber la croissance de différents types de bactéries : Staphylococcus aureus (Babayi et al.
2004), Escherichia coli (Ulanowska et al. 2006),

1.3.5. Activité antivirale des flavonoides :

Les flavonoides sont aussi connus pour leur activité antivirale, principalement contre le
rétrovirus HIV responsable du symptome d’immunodéficience acquise (SIDA), le virus
d’influenza, le virus de I’herpe (HV), I’adénovirus (ADV) et le virus de la grippe A
(A/WS/33) (Spedding et al. 1989, Choi et al. 2009).

1.3.6. Autres effets biologiques :
- Les flavonoides préviennent la cataracte diabétique par inhibition de 1’aldose réductase
du cristallin  En effet, la myricétine (figll) présente des effets hypoglycémiants et

hypotriglycéridémiants chez les animaux diabétiques.

p
(0]
OCH,4
Figl1 : la myricétine

H)Cx

- L’effet des flavonoides sur le systtme immunitaire est complexe et demeure encore
mal ¢€lucidé . Certains d’entre eux réduisent I’activation du complément, diminuant de fagon
générale la réponse inflammatoire.

A doses élevées, ils inhibent les fonctions lymphocytaires, mais, & concentrations plus

faibles, ils pourraient agir comme immunostimulants chez les sujets immunodéprimés.

- L’activit¢ immuno-modulatrice des flavonoides dépend, d’une part, de leur capacité a
inhiber la formation des eicosanoides et de I’histamine et de leur pouvoir piégeur des radicaux

libres d’autre part.

- Des propriétés antibactériennes et antivirales des flavonoides vis-a-vis de différentes

souches bactériennes ont également ét¢ mises en évidence (Ghedira.K, 2005).
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- Les anthocyanes sont des pigments naturels, responsables des couleurs bleu, rose, rouge
de nombreux fruits et Iégumes, et particuliérement abondants dans les baies, les raisins et les

fruits rouges.

-Une méta-analyse centrée sur I’impact du thé vert et noir sur le risque coronarien dans
des populations asiatiques rapporte que seule la consommation de thé vert serait associ¢e a un
moindre risque de maladies coronariennes. (C. Morand ,2014)

-Parmi les autres effets des flavonoides qui peuvent étre liés a 1’inhibition de
I’expression des genes inflammatoires ou a 1’augmentation de I’expression des genes
antioxydants, on peut notamment citer des effets antiasthmatiques et des effets bénéfiques
contre la bronchite chronique obstructive, I’inhibition de la résistance a I’insuline, des effets
protecteurs contre le diabéte de type 2 et le syndrome métabolique (J.-C. Stoclet et al ,2011).

- Des études prospectives conduites sur plusieurs cohortes dégagent des associations
positives entre le niveau de consommation de flavanols de cacao et la protection
cardiovasculaire. Pour un suivi allant de 8 a 16 ans selon les études, il ressort une association
inverse entre la mortalit¢ coronarienne et le niveau d’apport de flavanols monomeres
(catéchine et épicatéchines) (Arts IC et al, 2001).

-Une autre méta-analyse de 14 essais cliniques contrélés et randomisés, montre que la
consommation de thé vert réduit le LDL-cholestérol (-2,19 mg/dl, IC 95 % : -3,16 a -1,21
mg/dl ; p <0,0001) sans affecter les taux de HDL-cholestérol (Zheng xx et al, 2011).

- L’effet sur le LDL-cholestérol est observé quel que soit le type d’administration.
(boisson ou extrait encapsulé apportant de 150 a 2 500 mg flavan-3-ols/j), et il a été confirmé
dans d’autres études utilisant des extraits de thé vert (WuAH, spicer et al, 2012).

- Plusieurs travaux ont montré le role des flavonoides dans la désactivation des radicaux
libres. La famille des flavonoides, porte des substances pouvant diminuer cette toxicité parce
qu’ils ont une structure qui leur permet de piéger les radicaux libres en les neutralisant par
fixation de deux atomes d’hydrogéne fournies par deux fonctions thiols (M .lahouel et
al ,2004) .

- Les flavonoides sont des inhibiteurs enzymatiques a 1’égard de 1’aldose réductase, de la
phospholipase et des enzymes de I’inflammation : la cyclo-oxygénase et la lipo-oxygénase

(Redrijo-Rodriguze M et al, 2004).
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I-Les plantes utilisées
I.1- La plante de marrubium
I.1.1. Définition :

L'herbe est connue sous le nom de Marrubium vulgare L, une herbe semblable a 1'herbe
de la menthe, suivie de la famille des plantes orales, avec des racines épaisses et courtes et
une petite patte, dense et couverte de soies. Les fleurs de couleur blanche ont tendance a étre
jaunes et sont sur l'extrémité supérieure de la plante, et fleurissent spécifiquement en avril,
avril, octobre et plus précisément en bordure des routes et des champs.

1.1.2 Substances actives :

Contient un groupe de matériaux et le plus important: une substance appelée flavonoides.
Une petite quantité d'huile pilote contient des alcaloides et une substance appelée tanin, ainsi
que d'autres savons, ainsi que de la gomme. Certains types de minéraux tels que le

potassium et la vitamine C s'ajoutent a la résine.(Bouterfas 2014)

Fig12: Marrubium Photo prise dans un jardin a ouladoungal —Adrar-

I.1.3Ses avantages :
Se retrouvent dans une gamme de propriétés thérapeutiques ou médicales, notamment:

-Utilis¢ comme désinfectant et désinfectant pour le systeme digestif.
- Expectorant en raison de son effet sur les muscles.
- Si soft est utilisé pour traiter la bronchite, débarrassez-vous du flegme.
- Les herbes séchées sont utilisées pour renforcer les cellules du foie.
- Traitement de la bronchite et de la perte d’appétit en plus de la coqueluche.
- Débarrassez-vous de la mauvaise digestion.

- Retirez et expulsez les vers qui vivent dans I'estomac.
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-Réduit les palpitations cardiaques mais doit étre pris en compte en quantités
raisonnables;

- Parce que l'exces cause des problémes cardiaques tels que le désordre et augmente le
taux de palpitations.

-Minimiser les symptomes et la douleur associés a la menstruation chez les femmes;

-Ils contiennent une grande quantité d'cestrogene féminin.

-Son huile est utilisée comme graisse corporelle, Dans le but de se détendre et de réduire
la fatigue et I’épuisement (D)
1.2 -La plante d’ocimume basilicum :

O. basilicum sont des plantes a croissance rapide (Ocimume est dérivé du grec Okimon,
okus signifiant rapide). Le nom basilic vient du grec Basilikon qui signifie « plante royale » ;
lui-méme dérivé de bas-latin Basilicum Royal en référence a la grande estime portée a cette
herbe. O. basilicum désigne un genre de Magnoliophyta de I’ordre des Lamiales et de famille
des Lamiacées.

O. basilicum est une plante annuelle de la famille des Lamiacées (Labiacée, Labiées),
herbacée ligneuse, feuillée, trés ramifiée et parfumée.

La tige : quadrangulaire, pouvant atteindre jusqu’a 1m de hauteur.
Les feuilles : sont opposée, denticulées dans la partie supérieure, ovales, cuvées a la base,
acuminées au sommet. Elles sont petites ou large et toujours tres brillantes (vert pale a vert

foncé).

Les fleurs : bilabi¢es et petites, ont la léve supérieure découpée en quatre lobes,
entourée d’une substance mucilagineuse qui se renfle dans I’eau comme celle de la graine de

lin. Elles sont de couleur créme, blanche, ou rose. (E

I.2.1.Substance active : Contient une substance le plus important appelée HE. Une

grand quantité de linalol et une substance appelée terpeéne, ainsi que d'autres savons.
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Fig13: Ocimume basilicum Photo prise dans un jardin a ouladoungal —Adrar

1.2.2.Ses avantages :

- ’HE extraite de ses feuilles est antibactérienne, antivirale .

-Elle est recommandée comme tonique hépatobiliaire, comme stimulant surrénal et
circulatoire, pour combattre le stresse , les crampes d’estomac.

- contre les défaillances de la mémoire, comme remede dans le mal de transport .

- Podeur de la plante éloigne les moustiques .

- L’extrait aqueux de ses feuilles inhibe de la diarrhée provoquée par I’huile de castor et

diminue le péristaltisme intestinal .

- Les différentes variétés de basilic sont également utilisées comme aromates ou €pices
et entrent dans la composition de nombreux produits cosmétiques (D).

1.3- La plante Moricandia arvensis (L.)
1.3.1 -Description botanique de I’espéce

- Appareil végétatif :

Plantes annuelles, bisannuelles ou vivace, glauques, a racine pivotante, et tige dressée,
herbacée, ou devenant ligneuse, ordinairement trés rameuse, blanchatre, rarement violacée
(Coste, 1937)

- Appareil reproducteur :

La fleur : Les fleurs sont relativement grandes, elles ont 4 sépales érigés dont 2 en

forme de sac a la base, et 4 pétales pourpres a violets, veinés, a onglet étroit dont le calice est

ovoide, étalé. L’ovaire est supere allongé (Bayer et al., 1990).
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Le fruit : Les siliques sont linéaires comprimées-subtétragones, 3-10 cm x 1,2-3 mm,
valves arrondies, bec de 3-9 mm (Maire, 1967).

La graine : Les graines sont petites, ovoides, lisses, brun-claire, nombreuses bisériées
ou unisériées (Quézel et Santa, 1963).

La floraison: Mars-octobre, et apres les pluies dans le Sahara. Aire géographique:

Semi aride des régions méditerranéennes, en Afrique et en Asie (Al-Shahbaz, 1985)

Fig 14 : Moricandia arvensis L Photo prise dans un jardin a ouladoungal —Adrar-

E
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Chapitre IV :

Matériels et méthodes

Introduction :

Le but de ce chapitre est de présenter le matériel utilis¢é dans cette étude et les

techniques expérimentales adaptées.

En premier lieu, nous présentons un apergu sur la méthode d’extraction de flavonoide

avec une macération, puis nous déterminant le rendement des extraits obtenus.

En deuxiéme lieu, nous allons étudier 1’effet des extraits sur les bactéries. Le travail

expérimental a été réalise au sein de laboratoires pédagogique de I'université d’Adrar, sauf

que l’activité biologique ont été réalisé au laboratoire du controle de la qualité et de la

répression des Fraudes de la wilaya d’Adrar.
I. Extraction de flavonoide

I.1 .Matériel et protocole expérimentale :
I.1.1. Matériel utilisé :

Tableau IV.2 : des équipements et des verreries

Les équipements : Les verrerie :

e Rotavapor (Nahita).

e Agitateur magnétique vortex (RS-1)
e Barreaux magnétique

e Balance (KERN)

e Pompe a vide

ampoule a décanter
cristallisoir, béchers ,ballons ,
erlenmeyers , éprouvette graduées ,
entonnoirs , flacon pour conservation
papier filtre , spatule

I.1.2. Réactifs et solvant utilisés :

Les spécifications des réactifs et solvant utilisés au cours de cette partie sont présentées

dans le tableau suivant :

Tableau IV.3 : les réactifs et solvant utilisés

Réactifs et Formule Tep Ty PM
Densité Origine
Solvants Chimique °O) °O) (g/mole)

Méthanol CH;0OH 65 -98 32.04 0,791 Biochem

Ether de pétrole | CHs-(CH,),- 40-60 -80 74,12 | 0,645- Naphta
CH; 0,665 léger

n-butanol C,Hy,OH 117 -90 74,1216 | 0,81 alcool
Acétate d’éthyle | CH;COOC,Hs 77,1 -83,6 88.11 0.90 Prolabo

1.1.3 .Matériel végétale :

-la plante de marrubium ;
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-la plante d’ocimume

basilicum ;

- la plante Moricandia arvensis L ;

I.1.4. Protocol expérimentale :

/

30 gde MV

Filtration
Evaporation

Phase organique Ethérie

Macération avec le MeOH

%raction avec I’H,O

Phase aqueuse

l Evaporation

Extraitl

Flavonoides libres

AcOET

Phase organique

Evaporation

\ 4

Flavonoide glycosidique

Phase aqueuse

n-betanol

Extrait 2

Phase organique

Fig 15: protocole expérimentale d’extraction des flavonoides par le méthanol

I.2. Mode opératoire :

l Evaporation

Phase aqueuse

Extrait 3

Majorité des flavonoides glycosidique

La méthode d’extraction est effectuée selon (T. Adjobimey et al 2004) se représente de

la maniére suivante :

* les plantes sont mises a sécher a I’ombre dans un endroit frais et sec ;

* les plantes correctement séchées sont broyées et réduites en poudre ;
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* 30 g de poudre de plante sont mis sous agitation en présence de 210 ml de méthanol et
90 ml d’eau pendant 24 h ;

* le mélange est ensuite filtré ;

* le filtrat récupéré est évaporé au Rotavapor ;

* apres évaporation le filtras, on met en ceuvre une série d’extraction liquide-liquide par

des solvants de polarité croissante :
-Par I’éther et I’eau pour extraire les génines ou les flavonoides libres

-Par D’acétate d’éthyle et le butanol qui donnent la majorit¢ des flavonoides

glycosidiques
Les solutions organiques sont alors évaporées a température ambiante

I.3. Extraction de la plante marrubium :

4

Figl16 : les étapes d’extraction des flavonoides a partir de la plante marrubium

Apres 1’évaporation de filtrat; on met en ouvre une série d’extraction liquide-liquide par
I’ampoule décantation :

Extraction 1 (avec I’ H,Oet I’éther): on ajoute dans I’ampoule 40 ml H,O et 40ml d ‘Ether
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Extraction 2 (avec Butanol) : on ajoute dans I’ampoule 80 ml de butanol

Extraction 3 (avec acétate d’éthyle) : on ajoute dans I’ampoule 80 ml acétate d’éthyle

Fig17 : Fractionnement a Fig18 : Fractionnement au n- Fig19 : Fractionnement a
I’éther d’eau dans une ampoule butanol dans une ampoule a I’acétate d’éthyle dans une
a décanter décanter ampoule a décanter

Apres I’extraction on séché les extraites a température ambiant pendant 24 h en obtient :

Fig 20 : les extraits obtenus de la plante marrubium
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1.4. Extraction de la plante ocimume :

4 5

Fig21 : Les étapes d’extraction des flavonoides a partir de la plante ocimume

Apres I’évaporation de filtrat; on met en ouvre une série d’extraction liquide-liquide par
I’ampoule décantation :
Extraction 1 (avec I’ H,QOet I’éther ): on ajoute dans I’ampoule 40 ml H,O et 40ml d‘éther
Extraction 2 (avec Butanol) : on ajoute dans I’ampoule 80 ml butanol

Extraction 3 (avec acétate d’éthyle) : on ajoute dans I’ampoule 80 ml acétate d’éthyle
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Figure22: Fractionnement 2  Figure23 : Fractionnement au  Figure24 : Fractionnement
I’éther d’eau dans une n-butanol dans une ampoule &  a I’acétate d’éthyle dans une
ampoule a décanter décanter ampoule a décanter

Apres I’extraction on séché les extraits a température ambiant

Fig 25 : Les extraits obtenus de la plante ocimume
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L.5. Extraction de la plante Moricandia

4 5

Fig 26 : Les étapes d’extraction des flavonoides a partir de la plante Moricandia

Apres 1’évaporation de filtrat; on met en ouvre une série d’extraction liquide-liquide par
I’ampoule décantation :
Extraction 1 (avec I’ HOet I’éther): on ajoute dans I’ampoule 40 ml H,O et 40ml d‘éther
Extraction 2 (avec Butanol) : on ajoute dans I’ampoule 80 ml butanol

Extraction 3 (avec acétate d’éthyle) : on ajoute dans I’ampoule 80 ml acétate d’éthyle
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Fig 27 :Fractionnement a Fig 28: Fractionnement au n- Fig 29 : Fractionnement a
I’éther d’eau dans une butanol dans une ampoule a I’acétate d’éthyle dans une
ampoule a décanter décanter ampoule a décanter

Apres ’extraction on séché les extraits a température ambiant

5

Fig 30 : les extraits obtenus de la plante Moricandia

I1. Pactivité biologique des flavonoides :

I1.1. Principe :
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L’étude in vitro de la sensibilité aux antibiotiques d’une souche bactérienne responsable
d’une infection est indispensable pour la bonne conduite du traitement de celle-ci. On sait que
les effets d’un antibiotique sur une souche bactérienne varient en fonction de sa concentration.
Si celle-ci provoque une stabilisation de la population bactérienne, on parle d’effet
bactériostatique. Si elle provoque une diminution de la population bactérienne, on parle
d’effet bactéricide.

Ce test consiste en l'application de disques imprégnés d'antibiotiques sur une gélose
préalablement ensemencée par des bactéries. L'antibiotique va diffuser dans la gélose avec
une concentration décroissante vers la périphérie. Dans la zone ou la concentration est
inhibitrice, on n'observera pas de pousse bactérienne. (RAHAL.K 2005)

I1.2. Méthodologie de réalisation de I’antibiogramme par diffusion en milieu gélosé
I1.2.1. Matériel :

o une gélose VRBL en boites de Pétri.

o disques d'antibiotique, et disques en papier.

o les souches pures des bactéries a étudier.

o rateaux ou des écouvillons.

o pipettes de 1 ml et pipettes pasteur.

o tube a hémolyse.

o Eau physiologique stérile.

o Un bec benzéne €lectrique.

Fig 31 : Matériels utilisés pour réaliser un antibiogramme

I1.2.2.Les bactéries utilisées

Les bactéries utilisées pour réaliser cet examen bactériologie sont :
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o Bactéries a gram positif : Staphylococcus aureus.
o Bactéries a gram négatif : coliforme totaux et coliforme fécaux.

I1.3.Modes opératoire (RAHAL .K 2005) et protocole expérimental

I1.3.1 protocole expérimental

Versement du principe actif

.
N . /
A v
o

Disques _‘E'\"\_',:-T;:), @ @
Imprégnation des disques @ @
=

Boites de Pétni contenant la gélose

Pince

=— Patch

Incubation — €— @ — Ensemencement des

: boites par les
Application des L il -
MICTOOrEanISMes
disques (patchs)

Fig 32 : protocle expérimentale de 1’activité biologique
I1.3.2. Milieu :
G¢élose VRBL, coulée en boite de Pétri sur une épaisseur de 4mm.

Les géloses sont séchées avant I’emploi

Fig 33 : Préparation de la gélose
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11.3.3.Inoculum
- A partir d’une culture pure de 24h sur milieu d’isolement, racler a 1’aide d’une anse de
platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques.
- Décharger I’anse dans 5 a 10ml d’eau physiologique stérile a 0.9%.
- Bien homogénéiser la suspension bactérienne.
I1.3.4. Ensemencement :

- Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne.

- Frotter I’écouvillon sur la totalité de surface gélosée, seéche, de haut en bas, en
stries serrées.

- Répéter I'opération deux fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois sans
oublier de faire pivoter I’écouvillon sur lui-méme. Finir 1’ensemencement en
passant I’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

Dans le cas ou I’on ensemence plusieurs boites de Pétri, il faut recharger 1’écouvillon

a chaque fois

Fig 34: Ensemencement des bactéries dans les boites Pétri

I1.4 .Application des disques d’antibiotique :

- Les disques de papier sont introduits dans les solutions préparés jusqu'a la
saturation ou I’imprégnation.
- Presser chaque disque d’antibiotique a I’aide de pinces pour s’assurer de

son application. Une fois appliqué le disque ne doit pas étre déplacé.

@
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Fig35 : les étapes d’application des disques d’antibiotique

I1.4.1.Incubation :

- L’incubation se fait a 37° C pendant 24h.

11.4.2. Lecture :

- Maesurer avec précision les diametres des zones d’inhibition a I’aide d’un pied a coulisse

métallique, a I’extérieur de la boite fermée.

EN
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I. Détermination du rendement d’extraction :

Le rendement est la quantité¢ d’extrait obtenue a partir de la poudre végétale .il est
exprimé en pourcentage ou est sans unité. En pratique, on a fait le rapport de la masse de
I’extrait sur la masse de la poudre végétale qui a servi pour I’extraction qu’on a multiplié par

100. Ceci se traduit par la formule suivante :

R% = (m x 100)/M

(R : rendement d’extraction ; m : masse de 1’extrait ; M : masse de la poudre)
Les résultats obtenus lors de I’extraction des flavonoides par macération sous

regroupés dans le tableau ci —dessous (tableau V.4)

I.1.marrubium vulgare L:

Fig 36: Les extraits aqueux et organiques des flavonoides de la plante marrubium

Tableau V.4 : Résultats d’extraction des flavonoides de la plante marrubium

Extrait Couleur Aspect Poids (g) Rdt(%)
Marron fonce Pateux 0.67 2.23
Ether de petrol
Extrait 1
Butanol Marron claire Liquide 0.96 3.2
Extrait 2
Acetate vert jaunatre Liquide 0.43 1.43
d‘ethyle
Extrait 3
Mt=2.06g Rdt=6.86%

Les extraits flavonoiques obtenus présentent différents aspects : pateux, huileux
(liquide) et poudreux, de diverses couleurs : marron foncé, marron clair, vert jaunatre . Extrait

Brute représente 2 ,06g du poids de matiere seche des feuilles, suivi de ’ether de petrol

@




Chapitre V : Résultats et discussion

(0,67g), de n- butanol (0,96g) et d’AcOEt (0,43) . Par rapport a 1’extrait brute, les rendements
sont de 2,23 ;3,2 ;1,43 % respectivement pour 1’ether,n-butanol et AcOEt.

1.2.0cimume Bacilicium :

Fig 37: Les extraits aqueuses et organiques des flavonoides de la plante d’ocimume

Tableau V.5 : Résultats d’extraction des flavonoides de la plant ocimume :

Extrait Couleur Aspect Poids (g) Rdt(%)
Ether de petrol | Vert foncé Pateux 0.54 1.8
Extrait 1
Butanol Marron claire Liquide 0.96 32
Extrait 2
Acetat d ‘ethyle | vert jaunatre Liquide 0.47 1.56
Extrait 3
Mt=1.97 Rdt=6.56%

Les extraits flavonoiques obtenus présentent différents aspects : pateux, huileux
(liquide) et poudreux, de diverses couleurs : vert foncé, marron clair, vert jaunatre . Extrait
Brute représente 1,97g du poids de matiére séche des feuilles, suivi de I’éther de pétrol
(0,54g), de n- butanol (0,96g) et d’AcOEt (0,47g) . Par rapport a I’extrait brute , les

rendements sont de 1,8 ;3,2 ;1,56 % respectivement pour 1’éther,n-butanol et AcOEt.
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1.3.Moricandia arvensis :

Fig38 : Les extraits aqueux et organiques des flavonoides de la plante Moricandia

Tableau V.6 : Résultats d’extraction des flavonoides de la plante Moricandia :

Extrait Couleur Aspect Poids (g) Rdt(%)
Vert claire Pateux 0.71 2.36
Ether de petrol
Extrait 1
Butanol Marron claire Liquide 0.73 2.43
Extrait 2
Acetat d ‘ethyle | vert jaunatre Liquide 0.23 0.76
Extrait 3
Mt=1.67 Rdt=5.55

Les extraits flavonoiques obtenus présentent différents aspects : pateux, huileux
(liquide) et poudreux, de diverses couleurs : vert claire, marron clair, vert jaunatre . Extrait
Brute représente 1,67g du poids de mati¢re séche des feuilles, suivi de 1’éther de pétrol
(0,71g), de n- butanol (0,73g) et d’AcOEt (0,23g) . Par rapport a I’extrait brute , les
rendements sont de 2,36 ;2,43 ;0,76 % respectivement pour 1’éther,n-butanol et AcOEt.

IT .Evaluation de ’activité biologique
On peut effectuer 1’évaluation de I’activité biologique par le test antibiogramme.

Pour savoir l'activité antibactérienne des composés nouvellement synthétisés, nous avons
testés tous les composés contre les trois souches bactériennes suivantes :

Les bactéries a gram positif Les bactéries a Gram négatif

E
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- Staphylococcus aureus - Coliforme totaux
- Coliforme fécaux

L’antibiotique utilisé : Gentamycine (CN)

» Pour chaque espéce bactérienne, on utilise deux boites de pétri.

» Dans les boites pétries, on utilise les disques antibiotiques comme référence.
les produits synthétisés de marrubium : éther de pétrole (M1) ; n-butanol(M?2) ; acétate
d’éthyle (M3) .
les produit synthétisés d’ocimume basilicum :éther de pétrole (O1) ; n- butanol
(02) ;acétate d’éthyle (03) .
les produit synthétis¢ de Moricandia arvensis éther de pétrole (X1);n- butanol
(X2) ;acétate d’éthyle (X3) .

Aprés I’incubation a 37 °C pendant 24 heurs, il est possible de voir les zones
circulaires d’inhibition de la croissance bactérienne de chaque disque.

-La mesure du diametre de la zone claire autour du disque permet d’évaluer 1’activité
inhibitrice du produit vis-a-vis de la bactérie.

Les résultats obtenus de I’examen bactériologique sont présente ci-dessous (tableau
V.7):

Tableau V.7 : Les zones d’inhibition des produits synthétisés en millimétre

Les produits Gram positif Gram négatif
Staph. Aureus C.totaux C.fécaux

Ether de pétrole 15 22 14
M1)

Maribuim n-butanol 30 26 20
M2)

Acétate d’éthyle 14 17 10
(M3)

Ocimume Ether de pétrole 10 13 10
(O

Bacilicium n-butanol 25 25 20
(02)

Acétate d’éthyle 5 10 20
(03)

Moricandia Ether de pétrole 28 24 20
X1)

n-butanol 25 17 25
(X2)

Acétate d’éthyle 25 15 10
(X3)

Gentamycine CN 24 25 19
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I1.1. La clé d’activité des zones d’inhibition est :
Hautement actif : zone d’inhibition (21 - 30) mm.

Modérément actif : zone d’inhibition (11 — 20) mm.

Légerement actif : zone d’inhibition (5 - 10) mm.

I1.2. L’effet biologique des extraits synthétisés contre la bactérie Staphylococcus

aureus :

La zone d’inhibition des extraits synthétisés contre Staphylococcus aureus avec les
composés (01) et (03) est comprise entre Set 10 mm, donc ils sont 1égérement actifs. ,. Les
extraits (M3) et (M1) sont modérément actifs avec une zone d’inhibition 14mm et 15mm
respectivement Par ailleurs, la zone d’inhibition des extraits (M2), (02),(X1) ,(X2),(X3) est

comprise entre 21 et 30 mm. donc ils sont hautement actifs contre Staphylococcus aureus.

Fig 39 : les effets des extraits contre la bactérie Staphylococcus aureus
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I1.3. L’effet biologique des extraits synthétisés contre la bactérie coliforme totaux:

La zone d’inhibition des extraits synthétisés contre la bactérie Coliforme totaux avec les
composés (M3), (01),(03),(X2) et (X3) est comprise entre 10et 20mm, donc ils sont
modérément actifs. Les extraits (M1),(M2),(02) et (X1) sont hautement actifs avec une zone
d’inhibition comprise entre 20 et 30 mm. Par ailleurs, la zone d’inhibition (5-10 mm) est

inactive.

Fig 40: les effets des extraits contre la bactérie coliforme totaux

I1.4 . L’effet biologique des extraits synthétisés contre la bactérie coliforme fécaux :

La zone d’inhibition des extraits synthétisés contre la bactérie Coliforme fécaux avec
les composés (M1) ,(M2), (M3),(01),(02),(03),(X1) et (X3) est comprise entre 10et 20mm,
donc ils sont modérément actifs. L’extrait (X1) est hautement actif avec une zone

d’inhibition de 25 mm. Par ailleurs, la zone d’inhibition (5-10 mm) est inactive
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Fig 41: les effets des extraits contre bactérie coliforme fécaux
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Conclusion générale

Conclusion générale :
Marrubium, ocimume et Moricandia, sont des plantes médicinales trés utilisée en

médecine traditionnelle, Particuliérement a 1’ Adrar.

Chez les plantes alimentaires, les extraits méthanoiques contenaient un grand
impact biologique. Car en effet, ces derniers renfermaient plusieurs types de composés

secondaires qui leurs procuraient de fortes activités biologiques.

Les premicres études cliniques sur les flavonoides des baies et des agrumes
ont donné des résultats encourageants, mais leur nombre reste insuffisant. Pour les autres
flavonoides de notre alimentation, les données cliniques sont tres rares et souvent critiquables
en raison de la faiblesse de leur méthodologie (essais non controlés, non randomisés, produits

d’étude mal caractérisés, manque de produit contrdle).

Dans le présent travail, nous nous sommes intéressés a 1’évaluation du pouvoir
antibactérienne des flavonoides extraits des feuilles de Marrubium vulgare L., Ocimume
basilicum, et Moricandia arvensis plantes médicinale largement utilisées en médecine

traditionnelle dans de nombreux pays au monde.

A la lumiére des résultats obtenus, il ressort que les extraits flavonoiques de
Marrubium vulgare L, Ocimume basilicum, et Moricandia arvensis exergants des effets
bactérien sur les souches bactériennes testées. Ces effets varient en fonction du type
d’extraits flavonoiques, de la résistance ou la sensibilité des souches utilisées. L’extrait n-
butanol est avéré de bons bactériostatiques enregistrant des diameétres d’inhibition allant de
20 a 30 mm, ce qui a produit des taux de sensibilité variant entre 30 a 60 % chez les souches
bactériennes étudiées, par ailleurs I’extraits éther de pétrole et I’acétate d’éthyle se sont
avéré de moindre bactériostatique enregistrant des diametres d’inhibition allant de 10 a

25mm.

En conclusion, Marrubium, ocimume et Moricandia, des plantes a caractere
médicinal qui justifier sa place de choix dans la pharmacopée africaine. Une étude a plus
approfondie des extraites de ces plantes, réaliser selon le protocole permettrait probablement
de trouver de molécule probablement d’intérét aussi bien d’un point de vue antitumorale

qu’antalgique.
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Les annexes

Annexes 1

Les bactéries : (chapitre V)

1.1es coliformes fécaux et totaux :
Définitions :

Sont des bacilles Gram (-) appartiennent a la famille Entérobactéries , sont des bactéries
aérobies facultatives ,non sporulées, en forme de batonnet qui ferment le lactose en produit du
gaz et de ’acide dans les 48h a 35° et les coliformes fécaux sont d’origine intestinale,
ferment le lactose en produit du gaz et de I’acide a 44°c .

% Coliformes fécaux :

I s’agit la de coliformes possédant les mémes caractéristiques que
les coliformes mais a 44°C; ils remplacent dans la majorit¢ des cas
I’appellation de «Coliformes Thermo-tolérants »
¢ Les coliformes totaux :

Constituent un groupe de bactéries que 1’on retrouve fréquemment
dans I’environnement, par exemple dans le sol ou la végétation, ainsi que
dans les intestins des mammiferes, dont les étres humains. Les coliformes
totaux n’entrainent en général aucune maladie, mais leur présence indique
qu’une source d’approvisionnement en eau peut étre contaminée par des
micro-organismes plus nuisibles.

Habitat :

Les coliformes totaux et I’E. Coli servent d’indicateurs pour mesurer le degré de
pollution et la qualité de I’eau de puits. En effet et, analyser une eau pour tous les pathogénes
connus est un procédé compliqué et coliteux. La contamination récente par des matieres
fécales humaines ou animales représente la principale source de pathogeénes dans 1’eau
potable.

Pouvoir pathogéne:

Les coliformes étant des bactéries vivant dans les intestins d'animaux ou humains, leur
présence dans l'aliment indique une pollution fécale. Ce sont donc des organismes indicateurs
de la qualité de 1'aliment. Ils ne provoquent pas d'intoxication sauf Escherichia coli.

2. les staphylococcus aureus :



Famille: Micrococcaceae

Genre: Staphylococcus.
Espece: aureus
Morphologie: gram positif, coque en amas (grappes de raisin), immobile.

Caractéres biochimiques: catalase positif, oxydase négatif, coagulase positif, fermente
le glucose sans gaz et dégrade le mannitol sur la gélose Chapman.

Caractéres culturaux: anaérobie facultative préférentielle, mésophile, neutrophile,
halophile.

Pouvoir pathogéne: Elle est responsable d'intoxications alimentaires dues a une
entérotoxine produite dans 'aliment ingéré

Annexe 2:
Le milieu solide utilisé :

VRBL : Gélose lactosé bilié au vert brillant et au rouge de phénol.

% Milieu VRBL :(Milieu lactosée biliée au cristal violet et au rouge neutre)

Est un milieu de culture gélosé pour les coliformes totaux et thermo tolérants (fécaux).

Compositions :
L S 011012 T 7 g/l
m extraitdelevure ... 3 g/l
LT . 107 1 1 10 g/1
» chlorure de sodium .............cooeiiiiiiiiiiiiii 5¢/1
* mélange sel biliaire................oooiiiiiiii 1,5 g/l
m cristal violet.........oooiii 0,002 g/1
B TOUZE NEULIC. ..ttt et et eitaet ceteeeeeeeeaneanansn 0,03 g/l
LI Vo0 | Vo | 15 g/l

= pH74



Photo : composition de VRBL photo : Gélose de VRBL
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Résumé
Les extraits des plants constituent une source inépuisable de molécules dotées de
propriétés médicamenteuses trés recherchées dans le domaine pharmaceutiques.
Notre travail est basé sur 1’étude phytochimique des extraits de trois plants médicinales
Marribuim, Ocimume, Moricandia arvensis(L.) de la localité d’Adrar et sur 1’évaluation de
I’activité biologique de ses extraits méthanolique.
Les flavonoides contenus dans les feuilles de ces plantes ont été extraits par extraction
hydrométhanolique et ils ont été testés contre des bactéries a (G +) et a (G -). Ces extraits
montrent une activité inhibitrice remarquable vis-a-vis les bactéries choisies.
Mots clés : flavonoide, Activité biologique, Marribuim, Ocimume, Moricandia arvensis (L.)
Abstract :
The plant extracts are an inexhaustible source of molecules with drug properties that are
highly sought after in the pharmaceutical field.
Our work is based on the phytochemical study of the extracts of three medicinal plants
Marribuim, Ocimume, Moricandia arvensis (L.) from the locality of Adrar and on the
evaluation of the biological activity of its methanolic extracts.
The flavonoids contained in the leaves of these plants were extracted by hydromethanol
extraction and tested against (G +) and (G -) bacteria. These extracts show a remarkable
inhibitory activity against the selected bacteria.

Key words: flavonoid, biological activity, Marribuim, Ocimume, Moricandia arvensis (L.)



