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Résumé

L’objectif de ce travail consiste a évaluer quantitativement et qualitativement les
flavonoides contenus dans les graines (akénes) de Sylibum marianum L. en utilisant la
chromatographie sur couche mince (CCM) et la chromatographie liquide a haute performance
(HPLC); ainsi que 1’évaluation du pouvoir antimicrobien des extraits flavonoiques sur des

souches fongiques et bactériennes.

Les résultats obtenus montrent que le rendement en flavonoides varie selon le solvant
d’extraction utilisé. En effet, le rendement le plus important est obtenu par I’extrait brut
(4.09%), suivi de I’extrait chloroforme (1.16%), I’extrait acétate d’éthyle (0.67), 1’extrait

butanol (0.58%). Le plus faible rendement est celui obtenu par I’extrait aqueux (0.23%).

La chromatographie sur couche mince et la chromatographie liquide a haute
performance ont révélé D’existence dans les solvants organiques de certaines classes

flavonoiques (sylibine, catéchine et naringine) en se référant aux standards disponibles.

L’activité biologique des quatre extraits flavonoiques issus des graines de S. marianum
a été évaluée sur trois souches bactériennes (B. cereus ATCC 10876, E. coli ATCC 25922, P.
mirabilis ATCC 35659) et deux souches fongiques (C. albicans ATCC 10231 et A.
brasiliensis ATCC 16404).

Parmi les extraits flavonoiques testés, seul I’extrait acétate d’éthyle présente un
pouvoir antibactérien et antifongique sur les souches testées. En effet, cet extrait a induit des
diametres d’inhibition compris entre 12 et 16 mm sur B. cereus, 8 et 12 mm sur E. coli et 2 et
4 mm sur p. mirabilis. Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) varient entre 12.5 et

50 pg/ml pour les souches utilisées.

Les classes flavonoiques (sylibine, catéchine et naringine) révélées par CCM et HPLC

pourraient étre responsables du pouvoir antimicrobien de S. marianum sur les souches testées.

Mots clés: Silybum marianum L., graines ; flavonoides ; rendements ; CCM, HPLC ; pouvoir

antimicrobien.



Abstract

The objective of this work is to evaluate quantitatively and qualitatively flavonoids
contain in seeds (achenes) of Silybum marianum L. by using thin layer chromatography
(TLC) and high performance liquid chromatography (HPLC); and the evaluation of the

antimicrobial power of flavonoiques extracts on fungal and bacterial strains.

The results obtained show that the yield of flavonoids varies according to the
extraction solvent used. Indeed, the largest yield is obtained by the crude extract (4.09%),
followed by chloroform extract (1.16%), the ethyl acetate extract (0.67), the butanol extract
(0.58%).The lower yield is obtained by the aqueous extract (0.23%).

The thin layer chromatography and high performance liquid chromatography revealed
the existence certain classes flavonoiques (sylibine, catechin and naringin) in the organic

solvents with reference to the available standards.

The biological activity of four flavonoiques extracts from S. marianum seeds was
evaluated on three bacterial strains (B. cereus ATCC 10876, E. coli ATCC 25922, P.mirabilis
ATCC 35659) and two fungal strains (C. albicans ATCC 10231 and ATCC 16404 A.

brasiliensis).

Among flavonoiques extracts tested, only the ethyl acetate extract has an antibacterial
and antifungal power on the strains tested. Indeed this extract induced inhibition diameters
between 12 and 16 mm on B. cereus, 8 and 12 mm on E. coli and 2 and 4 mm on p. mirabilis.
The minimum inhibitory concentrations (MIC) vary between 12.5 and 50 pg / ml for used

strains.
Flavonoiques classes (sylibine, catechin and naringin) revealed by TLC and HPLC

may be responsible of the S. marianum antimicrobial capacity on the strains tested.

Keywords: Silybum marianum L., seeds; flavonoids; yields; TLC, HPLC; antimicrobial

power.
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INTRODUCTION

Les vertus médicinales attribuées aux plantes orientent les chercheurs sur la présence
de principes actifs. Ces molécules qui proviennent du métabolisme secondaire des plantes,
sont utilisées par I’homme dans son arsenal thérapeutique. Parmi ces nouveaux composés
potentiellement intéressants, les antioxydants tels que les flavonoides ont été particulierement
¢tudiés en raison de leur utilisation dans les domaines pharmaceutiques, cosmétiques et
alimentaires pour leurs effets bénéfiques pour la santé. C’est pour cela que les industriels
développent de plus en plus des procédés mettant en ceuvre des extraits et des principes actifs
d’origine végétale.

De nos jours, plus de 3000 flavonoides sont identifiés et se trouvent localiser
particulierement dans les pigments floraux ou dans les feuilles (Marfak, 2003).

Les flavonoides sont reconnus essentiellement pour leur action antioxydante,
antidiabétique (Marfak, 2003), modulatrice de [Dactivit¢ de certaines enzymes,
vasculoprotectrice (Vitor et al., 2004) et anti-inflammatoire (Chen et al., 2008).

Le continent africain est doté d’une biodiversité parmi les plantes riches dans le
monde, avec un nombre tres €levé de plantes utilisées comme herbes, aliments naturels a des
fins thérapeutiques. De nombreuses substances naturelles différentes ont été identifices et
beaucoup d’entre elles sont utilisées dans la médecine traditionnelle dans différentes régions
du monde.

Aujourd'hui, selon l'organisation mondiale de la sant¢ (OMS), pres de 80% des
populations dépendent de la médecine traditionnelle pour des soins de santé. Des avantages
¢conomiques considérables dans le développement de la médecine traditionnelle et dans
l'utilisation des plantes médicinales pour le traitement des diverses maladies ont été constatés
(Muthu et al., 2006), d’ou la nécessité d’une valorisation de la médecine traditionnelle.

Par sa grande superficie, 1’Algérie est caractérisée par une diversité bioclimatique qui
a engendré une diversité des paysages, d’écosystémes et de ressources naturelles (Ferka-
Zazou, 2006). Avec plus de 3000 espéces, notre pays possede une importante richesse
floristique dont 232 especes a usages médicinal, aromatiques et alimentaires (Chenouf, 2005).

La région de Tessala, zone montagneuse de 1'Ouest algérien est connue pour sa
richesse floristique. Celle-ci est particulierement développée dans les foréts de la partie
sommitale du massif, le Djebel Tessala. Ce secteur a fait récemment l'objet de nombreux

travaux se rapportant a I’évaluation de la biodiversité floristique (Baraka, 2008 ; Bouzidi et



al., 2009 ; Cherifi et al., 2011 ; Mokaddem, 2011 ; Bouterfes et al., 2013) et a la valorisation
biochimique de certains taxons qui en font partie (Bouterfes et al., 2014).

A titre complémentaire des travaux suscités et dans le cadre du programme de recherche de
notre laboratoire portant sur la conservation et la valorisation de la biodiversité végétale en
général, nous nous sommes intéressés dans ce présent travail a un autre taxon faisant partie de
la phytodiversit¢ des monts de Tessala (wilaya de Sidi Bel Abbes) ; il s’agit de Sylibum
marianum L., espéce connue communément sous le nom de chardon marie. C’est une plante
annuelle appartenant a la famille des Astéracées, courante dans les lieux secs et ensoleillés,
trés fréquente dans le pourtour méditerranéen.

Les objectifs visés a travers cette thése consistent a :

# évaluer quantitativement et qualitativement les flavonoides contenus dans les graines
(akénes) de S. marianum en utilisant la chromatographie sur couche mince (CCM) et
la chromatographie liquide a haute performance (HPLC),

¥ ¢évaluer le pouvoir antimicrobien des extraits flavonoiques sur des souches fongiques
et bactériennes.

Notre travail est subdivisé en deux parties :

¥ la premiére partic est une revue bibliographique, dans laquelle sont développés
plusieurs chapitres se rapportant a la monographie de ’espece étudiée, aux composés
phénoliques et a I’activité biologique des plantes,

# la deuxiéme partie correspond a I’étude expérimentale, dans laquelle sont présentés le
matériel végétal étudié, les techniques d’analyses adoptées ainsi que les résultats et
discussion relatifs a:

@ TPextraction et Iidentification des composés flavonoiques existants,
notamment la sylibine, catéchine et naringine et ce, selon les standards
disponibles,

@ TIétude de Vleffet antimicrobien de quatre extraits flavonoiques
(chloroforme, acétate d’éthyle, butanol et aqueux) sur trois souches
bactériennes (E. coli, B. cereus et P. mirabilis) ainsi que sur deux souches
fongiques (C. albicans et A. brasiliensis).

Notre travail est sanctionné par une conclusion générale et des perspectives.



PARTIE 1
ETUDE
BIBLIOGRAPHIQUE



CHAPITRE I
PRESENTATION DE L’ESPECE
SYLIBUM MARIANUM



1-HISTORIQUE

Sylibum marianum L. ou chardon Marie appartient a la famille des Astéracées ou

compos¢es.
Sylibum vient du grec Silybon, nom d’un chardon dont les feuilles étaient consommées. Le
nom chardon Marie vient d’une légende du moyen age : la vierge Marie voulant cacher son
enfant jésus aux soldats d’Hérode le Grand, le dissimula sous les larges feuilles d’un chardon.
Dans sa hate quelques gouttes de lait tomberent de son sein sur les feuilles de chardon, qui en
ont gardé une trace héréditaire prés de leurs nervures (Vincent, 2000).

Déja connu dans la Gréce antique pour ses vertus traitant les troubles biliaires et
hépatiques, le chardon Marie était aussi réputé au moyen age pour combattre la bile noire ou
encore la mélancolie. A cette époque, les meres s'en servaient aussi pour favoriser la montée
de lait.

Au cours du XIXe siecle, le chardon Marie aurait été utilisé par les médecins nord
américains pour soigner les affections liées aux reins, aux menstrues, aux varices, au foie et a
la bile. Aujourd'hui, le chardon Marie est employé dans la gastronomie et la pharmacopée
européennes.

La racine du chardon Marie est utilisée dans la fabrication des boissons énergisantes,
tandis que les feuilles sont employées comme ingrédient dans les préparations
pharmaceutiques pour le traitement du foie et de la bile. Les nombreuses recherches
effectuées sur le chardon Marie attestent d'un vrai intérét médical dans le cadre de la santé.

Le chardon Marie est également connue sous d'autres appellations bien nombreuses:
silybe de Marie, artichaut sauvage, chardon de Notre-Dame, chardon argenté, chardon
marbré, épine blanche, lait de Notre-Dame (Messegué, 1975 ; Péris et al., 1996).

2- SYSTEMATIQUE
La systématique du chardon Marie se résume comme suite (Deysson, 1979 ; Guignard,
1998 ; Spichiger et al., 2000) :
4+ Embranchement : Phanérogames.
Sous embranchement : Angiospermes.
Classe : Magnoliopsida.
Ordre : Asterales.
Famille : Asteraceae (compositea)
Sous famille : Tubuliflores.

Genre : Sylibum.

£ & £ £ F #

Espece : Sylibum marianum L.



3- HABITAT ET ORIGINE

S. marianum est une plante méditerranéenne poussant également en Amérique du
Nord et en Afrique du sud ainsi qu’en Australie (Sindel, 1991 ; Gabay ef al., 1994). C’est une
plante cosmopolite qui s’étend de la mer de 700m a 1100m d’altitude sur les terrains incultes
secs et rocailleux de toute I’Europe occidentale et méridionale. En Afrique du nord, on la
trouve dans les champs, les décombres et les bords des routes (Guittonneau et Huon 1983 ;
Beniton, 1984).

En Algérie, S. marianum est particuliérement répandue dans les hauts plateaux, la
steppe, le sud de I’atlas saharien, les paturages sablonneux et les lieux un peu humide (Quézel
et Santa, 1963). Cette belle plante affectionne les sols pierreux et bien drainés.
4-CARACTERISTIQUES MORPHOLOGIQUE ET BOTANIQUE

Plante bisannuelle, robuste, de grande taille, dépassant le plus souvent 1 m. Ses
grandes feuilles vert pale brillantes, pennatilobées et ondulées, sont bordées de dents
épineuses a pointe jaune trés acérée (Pl. I, fig. A). Celles de la base sont pétiolées, en rosette,
trés grandes (jusqu'a 40 cm). Les supérieures sont plus petites et plus étroites, engainantes.
Toutes présentent a 1'avers de nombreuses nervures blanches, donnant l'impression que la
feuille est maculée de lait.

Les tiges généralement ramifiées atteignant environ 20 a 150 cm de haut, a leur
extrémité portent des touffes bien fournies de fleurs tubulaires.

La fleur est hermaphrodite, c’est une inflorescence parsemée de capitules, la pollinisation est
autogame (Guittonneau et Hun, 1983).

Les capitules, souvent solitaires, peuvent aussi étre groupés en racémes. IIs sont
entourés de grandes bractées recourbées, a extrémité épineuse fortement recourbées en arriere
(Luper, 1998 ; Pepping, 1999 ; Vogel encyclopédie, 2007). Les fleurons, tous tubulés et a cinq
lobes, sont de couleur pourpre violacée (fig. B).

Les fruits sont des akénes luisants, de couleur noir ou marbrés de jaune entourés d’une
coquille mesurant environ 1 cm (Guittonneaire et Huon, 1983) (fig. C) et possédent des
aigrettes légerement pendantes avec des poils soyeux et blancs (Sindel, 1991 ; Vogel

encyclopédie, 2007) (fig. D). La floraison se fait a la fin du printemps.


http://fr.wikipedia.org/wiki/Feuille

Planche I : Caractéristiques morphologiques des différents organes de S. marianum

C D

A : Feuille ; B : Inflorescence ; C : Graines ; D : Graines avec aigrette ; ai : aigrette ;
gr : graine.



5- CONSTITUANTS CHIMIQUES DES GRAINES

Les principaux composants de la plante sont les flavanolignanes, un mélange de
dérivés flavanoniques appelé silymarine (1,5 a 3% de la drogue) et dont les composants
majoritaires sont la sylibine la silybinine, formée de deux stéréo-isomeres A et B, la
silydianine et la silychristine et leurs nombreux dérivés stéréoisomériques isosilybine, et
dihydrosilybine (Meyer et Bouchteler, 1999).

Les flavonoides sont représentés par des flavonols (quercétol et dihydrokaempférol),
des flavones (apigénine, chrysoériol), des flavanones (naringine, ériodyctiol) et des
dihydroflavonols (taxifoline) (Meyer et Bouchteler, 1999).

Des dérivés phénoliques : tocophérol 0,38% et stérols 0,63% y compris le cholestérol,
le campestérol, le sitostérol et le stigmastérol (Meyer et Bouchteler, 1999).

Des lipides (20 a 30%) renfermant des triglycérides d’acides gras insaturés tels que
I’acide linoléique (55 a 60%), I’acide oléique 20 a 25%, I’acide palmitique 8 a 10% (Widmer,
2001). L’acide stéarique 4 a 6%, ’acide arachidique 4 a 6%, 1’acide béhénique 2 a 3%,
environ 1 % d’acide eicosénoique (Meyer et Bouchteler, 1999).

Des protéines 17 a 30%, des glucides, notamment des oses (glucose) et des osides
(mucilage).

6- PROPRIETES DE LA PLANTE

Les flavonolignanes sont des hépato protecteurs, la silymarine agit par deux
mécanismes : c'est un stabilisateur de membrane (elle inhibe les systémes de transport
membranaires des hépatocytes, rendant plus difficile 1’absorption des toxines, inhibe la
peroxydation des lipides et augmente la captation des radicaux libres produits par les
substances hépatotoxiques). Elle contribue au maintien du pool glutathion responsable de la
détoxification hépatique (enzymes de phase 2), réduit I’augmentation des transaminases et des
phosphatases alcalines (Madani et al., 2008), protége vis-a-vis du stress oxydatif (Haddad et
al., 2009, 2010). Elle stimule I’activité de la polymérase A, donc augmente la synthése des
acides nucléiques ribosomaux et le nombre de ribosomes dans les hépatocytes, ce qui accroit
la biosynthése enzymatique et stimule la capacité de régénération hépatique. Elle contribue
¢galement a ’amélioration de la durée de vie dans la cirrhose. C’est un antiviral vis-a-vis de
I'hépatite C.

La silymarine a des propriétés anti-cancer, propriétés anti-inflammatoires et activité
anti-métastatique par modulation de protéines spécifiques, son effet anti-métastatique est

notable.


http://www.wikiphyto.org/w/index.php?title=Flavanolignanes&action=edit&redlink=1
http://www.wikiphyto.org/wiki/Silymarine
http://www.wikiphyto.org/w/index.php?title=Silybine&action=edit&redlink=1
http://www.wikiphyto.org/w/index.php?title=Silybinine&action=edit&redlink=1
http://www.wikiphyto.org/w/index.php?title=Silydianine&action=edit&redlink=1
http://www.wikiphyto.org/w/index.php?title=Silychristine&action=edit&redlink=1
http://www.wikiphyto.org/w/index.php?title=Isosilybine&action=edit&redlink=1
http://www.wikiphyto.org/w/index.php?title=Dihydrosilybine&action=edit&redlink=1
http://www.wikiphyto.org/wiki/Flavono%C3%AFdes
http://www.wikiphyto.org/wiki/Querc%C3%A9tol
http://www.wikiphyto.org/w/index.php?title=Dihydrokaempf%C3%A9rol&action=edit&redlink=1
http://www.wikiphyto.org/wiki/Apig%C3%A9nine
http://www.wikiphyto.org/wiki/Naringine
http://www.wikiphyto.org/wiki/%C3%89riodyctiol
http://www.wikiphyto.org/w/index.php?title=D%C3%A9riv%C3%A9s_ph%C3%A9noliques&action=edit&redlink=1
http://www.wikiphyto.org/wiki/St%C3%A9rols
http://www.wikiphyto.org/wiki/Campest%C3%A9rol
http://www.wikiphyto.org/wiki/Sitost%C3%A9rol
http://www.wikiphyto.org/wiki/Stigmast%C3%A9rol
http://www.wikiphyto.org/wiki/Silymarine

De nombreuses études cliniques montrent une réduction de la toxicité des agents
chimiothérapiques en association avec la silymarine.

La silymarine inhibe la prolifération des cellules tumorales de divers cancers
(prostate, ovaire, sein, poumon, vessie et peau) (Bathia ez al., 1999). Elle dimnue la toxicité
rénale, a un effet antidiabétique (Hussein et al, 2006). La combinaison avec de
la phosphatidyl-choline augmenterait 1'absorption et I'efficacité de la silymarine.

Sylibum marianum possede des vertus antispasmodiques, des activités fébrifuges et
antihémorragiques, antiémétiques et stomachiques. On lui reconnait par ailleurs une fonction
veinoprotectrice et hypotensive (Tekeshwar et al., 2011).

La plante est de plus galactogéne et antidépressive (Campos, 1983 ; Schandalik ef al.,
1994 ; Venkaraman et al., 2000).

7- UTILISATION PHARMACEUTIQUE

Les semences sont réputées, sous forme de décoction, contre les métrorragies, les
hématuries, les saignements de nez. La plante est employée pour lutter contre les troubles
circulatoires veineux.

Sylibum marianum et plus précisément la silybine, exerce une action protectrice et
curative au niveau du foie (cirrhose, hépatite) et combat par conséquent les affections
hépatotoxiques (Compos, 1983 ; Schandalik et al., 1994 ; Venkaraman et al., 2000). C’est
pourquoi il est aussi traditionnellement utilisé dans les troubles fonctionnels digestifs attribués
a une origine hépatique. Dans tous les cas, la silymarine agit a titre préventif ou méme a titre
curatif.

Elle protége les cellules hépatiques de plusieurs fagons :

4 elle empéche la lyse cellulaire,

#+ elle augmente la résistance osmotique des érythrocytes,

4 clle accroit également la résistance des mastocytes par suite d’une modification des

propriétés mécaniques des parois.

8- UTISATION COSMETIQUE

S. marianum présente des activités anti-radicalaires, anti-couperose et antioxydante,
ce qui en fait un actif anti-age fort apprécié. D’autre part, il jouit de vertus régénérantes.
L’huile de S. marianum est un excellent conditionneur cutané et participe, en formulation a
I’¢laboration de la phase grasse. On lui attribue par ailleurs des propriétés hydratantes et

régénérantes.


http://www.wikiphyto.org/wiki/Silymarine
http://www.wikiphyto.org/wiki/Silymarine
http://www.wikiphyto.org/wiki/Phosphatidyl-choline
http://www.wikiphyto.org/wiki/Silymarine

Les extraits ainsi que ’huile de S. marianum. sont particulierement recommander dans des :
4 soins pour les peaux couperosées et stressées,

crémes de nuits anti-radicalaires,

crémes antirides pour le contour des yeux,

laits hydratants pour le corps,

cremes de massage pour les pieds et les jambes lourdes,

£ £ £ & &

produits capillaires destinés aux cheveux abimés et fragiles.



CHAPITRE I1
ETUDE DES COMPOSES
PHENOLIQUES



1-INTRODUCTION

Occupant une place prépondérante dans le groupe des phénols, le terme flavonoides désigne
une tres large gamme de composés naturels ubiquistes des plantes. On trouve que 2% environ
de carbone organique photo-synthétisé par les plantes, soit quelques 10° tonnes par an est
converti en flavonoides (Lhuillier, 2007).

L’expression flavonoides a été introduite en 1952 par Geissman et Hinreiner pour
designer des pigments quasi universels des végétaux ayant un squelette (C6-C3-C6) provenant
du mot latin flavus qui signifie jaune (Bouakaz, 2006). Ces pigments sont responsables de la
coloration des fleurs, des fruits et des feuilles aussi sont susceptibles d’assurer la protection
des tissus contre les effets nocifs du rayonnement UV (Hadi, 2004).

Structuralement, les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules, dont
les plus importantes sont les flavonolignanes, les flavones, les flavonols, les flavanones, les
dihydroflavonols, les isoflavones, les isoflavanones, les chalcones, les aurones, les
anthocyanes et les tanins. Ces diverses substances se rencontrent a la fois sous forme libre ou
sous forme de glycosides. On les trouve d'une maniere trés générale dans toutes les plantes
vasculaires, ou ils peuvent étre localisés dans divers organes : racines, tiges, bois, feuilles,
fleurs et fruits (Macheix, 2005).

Les flavonoides sont reconnus pour leurs nombreuses activités biologiques, citons par
exemple les activités antivirales, anti-inflammatoires et anticancéreuses. Ces activités sont
attribuées en partie a la capacité de ces composés naturels a piéger les radicaux libres tels que
les radicaux hydroxyles (OH) et superoxydes (O) (Macheix, 2005).

2- STRUCTURE CHIMIQUES DES FLAVONOIDES

De nos jours, plus de 4000 flavonoides ont été identifiés. Ils ont une origine biosynthétique
commune et par conséquent, posseédent tous un méme squelette de base a quinze atomes de
carbones, constitué de deux unités aromatiques, deux cycles en C6 (A et B), reliés par
I’hétérocycle oxygéné, que désigne la lettre C (fig.1) (Dacosta, 2003), portant les fonctions
phénols libres, éthers ou glycosides (Milane, 2004).

Figure 1: Squelette de base des flavonoides.



3- CLASSIFICATION DES FLAVONOIDES

Les composés de chaque sous-classe se distinguent par le nombre, la position et la nature des
substituants (groupements hydroxyles, méthoxyles et autres) sur les deux cycles aromatiques
A et B et la chaine en C3 intermédiaire.

A 1'état naturel, on trouve trés souvent les flavonoides sous forme de glycosides. Une
ou plusieurs de leurs fonctions hydroxyles sont alors glycosylés. La partie du flavonoide autre
que le sucre est appelée aglycone.

Tous les flavonoides possédent les mémes éléments structuraux de base. Ils peuvent
étre regroupés en différentes classes selon 1’oxydation du noyau pyranique central, le noyau B
est relié¢ a I’hétérocycle C dans les positions 2 et 3 (Stefan et Mithdfer, 2006).

3-1- Flavane

Dans la position C2 : le flavonoide est appel¢ Flavane.

3-2- Flavanone

Si la position C4 de la flavane porte un groupement carbonyle, la flavane est appelée
flavanone, dérivé de 2,3- dihydro 2- phénylchromen-4-one, elle est caractérisée par 1’absence
de la double liaison C2-C3 (fig.2).

L’aglycone : naringétol ériodyctyol. Leurs hétérosides : naringine (fig.3).

Figure 2: Structure d’un flavanone (Macheix, 2005).

OH
OH

HO

m@?

Narmgme (heter051de) Naringétol (Aglycone)

Figure 3 : Structure d’un flavanone (naringine, naringétol)
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3-3- Flavone

Si la liaison C2-C3 dans le squelette de la flavanone est insaturée, le composé est nommé
flavone dérivé de 2- phénylchromen-4-one (fig.4).

L’aglycone : Apigénine. Leurs hétérosides : apiine (fig.5).

CH,0

N OH OH RN Y,

Apiine (hétéroside) Apigénine (aglycone)

Figure 5 : Structure d’un flavone (apiine, apigénine)
3-4- Flavonol
Si le squelette est substitué en position C3 par un groupement hydroxyle et une fonction
carbonyle C=0, il est désigné par le nom flavonol dérivé de 3-hydroxy-2-phényl chromen-4-
one (fig.6).
L’aglycone: quercétol, kaempférol, myrcétol, fisétol. Leurs hétérosides : rutoside, 3,7,4-O-

triglucoside de kaempférol, 3-O-galactoside (fig.7).

Figure 6 : Structure d’un flavonol (Macheix, 2005).
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HO 0 O
seeEd
HO
A
OH O 0
ch O
HO
HO
OH

\ J\ J

Quercétol (aglycone) Rutoside (hétéroside)

Figure 7 : Structure d’un flavonol (quercétol, rutoside)
3-5- Flavanonol
Dérivé de 3-hydroxy-2-3-dihydro-2-phenylchromen-4-one ; sans double liaison entre C2 et
C3 (fig.8).
L’aglycone : dihydroquercétol (taxifoline) (fig.9). Leurs hétérosides : 3-O-rhamnoside de
dihydroquercétol.

Figure 9 : Structure d’un flavanonol (dihydroquercétol)

12



3-6- Isoflavone
Le flavonoide est désigné par la position 3, dérivé de 3-phénylchromen 4-one (fig.10).
Ce sont des isomeres de flavone avec une structure quasi identique, la seule différence étant la

position du groupe phényl, li¢ au carbone 3 au lieu du carbone 2 pour les flavones.

Figure 10: Structure d’une isoflavone (Macheix, 2005)

3-7- Les flavane-3-ols :

Les flavane-3-ols ou flavanols sont des molécules toujours hydroxylées en position
C3, et se caractérisent par I’absence du groupe carbonyle en C4, sans double liaison entre le
carbone 2 et le carbone 3 dans le cycle central. Ce sont des dérivés de 2-phényl-3-chromanol
(fig.11).

Les flavanes-30ls sont a [Dorigine des polyméres flavaniques appelés
proanthocyanidols ou tannins condensés.

Leurs aglycone : catéchine. Leurs hétérosides : épicatéchines (3-O-b)-D-glucopyranoside 2-

CC
OH

Figure 11: Structure d’une flavane-3-ols (Macheix, 2005)

phényl-3-chromanol.

3-8-Les chalcones
Ce sont des composés organiques aromatiques, qui comprennent une fonction cétone
et une double liaison C=C. Tres souvent la liaison C=C est conjuguée avec la fonction cétone.
On parle d’énone a et B insaturé (fig.12). Les chalcones peuvent étre substituées en
plusieurs positions par différents groupes. Ses dérivés sont appelés chalcones ou
chalconoides ; on peut citer 1’isoliquiritigénine (2°, 4°,4- trihydroxychalcone), la butéine (4, 5,

4’, 6’- tétrahydroxychalcone) (fig.13).
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OH
HO
HO OH O OH
|O |
| X CH

o) OH O
Isoliquiritigénine Buteine
Figure 13 : Dérivés des chalcones
3-9- Les aurones
Les aurones ont une structure proche, mais différente de la plupart des autres flavonoides. En
effet, méme si ces molécules dérivent aussi de la chalcone (qui se ferme pour former un
second cycle). Dans les cas des aurones, la chalcone se ferme en formant un cycle a 5 atomes,

alors qu'elle forme un cycle de 6 atomes pour les autres flavonoides (fig.14).

Figure 14 : Structure d’une aurone (Macheix, 2005)

3-10- Les anthocyanines ou anthocyanosides

Ce sont le plus important groupe de pigments végétaux hydrosolubles visibles a I’ceil humain.
Leur aglycone (partie non glucidique) est appelée anthocyanidine qui constitue le groupement
chromophore du pigment. Les anthocyanines sont amphotériques. Par suite de leur ionisation,
ils présentent des couleurs différentes pour divers pH. Ainsi la cyanidine est rouge-orange en

milieu acide, violette en milieu neutre et bleu mauve en milieu alcalin (Macheix, 2005).
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En réalité, la couleur dépend aussi du nombre d’hydroxyles non méthylés portés par le
cycle B. Plus ce nombre est grand, plus la coloration bleue est intense (ex : delphinidine),
alors que la méthylation des groupements hydroxyles conduit au contraire au rouge (ex :

malvidine). La partie glucidique n’intervient pratiquement pas dans la coloration.

Les positions 3 et 5 et plus rarement, la position 7 sont généralement glycosylées par
I’intermédiaire de I’hydroxyle (O-glycosylation). Ils se différencient entre eux par la
substitution de groupements hydroxyle ou méthoxyle sur les carbones 3°, 4°, et 5’ du noyau B,

par la nature, le nombre et la position des oses liés a la molécule (fig.15), (tab.1).

Figure 15 : Structure d’un anthocyane (Macheix, 2005)
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Tableau 1: Anthocyanidine les plus souvent rencontrés chez les végétaux supérieurs et

leurs structures (Willstitter et Karrer, 1913, 1936).

Noms Nomenclature Position de H et OH sur les carbones Couleur a
3 5 6 7 3 4 5 PH<1
Apigéninidine Ap H OH | H OH H [OH | H orange
Lutéolinidine Lt H OH H OH | OH | OH H orange
Tricétinidine Tr H OH H OH | OH | OH | OH rouge
Aurantinidine Au OH | OH | OH | OH H OH H orange
Pélargonidine Pg OH | OH | H OH | OH | H H orange
Cyanidine Cy OH | OH | H OH | OH | OH | H Orange
rouge
5-Méthyl SMCy OH |OMe | H OH | OH | OH | H orange
cyanidine rouge
Péonidine Pn OH | OH H OH | OMe | OH H rouge
Rosinidine Rs OH | OH H | OMe | OMe | OH H rouge
6- Hydroxy 60HCy OH | OH | OH | OH | OH | OH | H rouge
cyanidine
Delphinidine Dp OH | OH | H | OH | OH | OH | OH violet
Pétunidine Pt OH | OH H OH |OMe | OH | OH violet
Malvidine Mv OH | OH | H OH | OMe | OH | OMe violet
Pulchellidine P1 OH |OMe | H OH | OH | OH | OH violet
Europinidine Eu OH [OMe| H | OH |OMe | OH | OH violet
Capensinidine Cp OH |OMe | H OH | OMe | OH | OMe violet
Hirsutidine Hs OH | OH | H |OMe |OMe | OH | OMe violet

3-11- Les flavonolignanes

La silymarine est un mélange de différents flavonolignanes issus de

la taxifoline (une

flavanone) et de l'alcool coniférylique. Il s'agit notamment de la silybine, de l'isosilybine, de

la silychristine et de la silydianine (Saller, 1995) (fig. 16).
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Figure 16 : Flavonolignanes de la silymarine (Saller, 1995)

4- BIOSYNTHESE DES FLAVONOIDES

Leur biosynthése se fait a partir d'un précurseur commun, la 4, 2', 4', 6' tétrahydroxychalcone.
Cette chalcone de couleur jaune est métabolisée sous l'action d'enzyme, la chalcone
isomérase, en flavanone (1) : naringénine. C'est sur cette derniére qu'agit ensuite la flavone

synthase pour donner la formation de la flavone (2) : apigénine ou le dihydroflavonol (3).

Le dihydroflavonol, en présence de la flavonol synthase ou la dihydroflavonol-4-
réductase, se métabolise en flavonol (4) : kaempférol ou en flavan-3,4-diol (5)
leucoanthocyanidol, respectivement. Ce dernier semble étre le précurseur des flavan-3,4 -ols
(6) et anthocyanidols (7). Le pélargonidol (7), ce dernier sous l'action de la 3-O-
glycosyltransférase, se transforme en anthocyanoside (8) : pélargonidol-3-glucoside (7)

(Marfek, 2003) (fig. 17).
La biosynthése des différents groupes de flavonoides implique un ensemble complexe

de réactions comprenant des hydroxylations, méthylations, oxydations, réductions,

glycosilation (Sarmi et Cheymer, 20006).
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Figure 17: Biosynthése des flavonoides (Marfek, 2003)

5- SUBSTITUTION DU SQUELETTE FLAVONIQUE

Il existe différents processus de substitution du squelette flavonique et qui sont a I’origine de
I’extraordinaire diversité des structures flavoniques :

5-1- L’hydroxylation

Dans toutes les classes des flavonoides, la biosynthése justifie la présence fréquente d’au
moins trois hydroxyles phénoliques en position C5-C7-C4’. Ils sont introduits avant la
formation du noyau chalcone (Harborne, 1973).

L’hydroxylation du noyau B dans la position 3’se fait aprés fermeture de I’hétérocycle C,
c’est-a-dire aprés la formation du squelette chalcone, tandis que la polyhydroxylation sur le
noyau B (position 3°,4°,5’) se fait par le biais des enzymes hydroxylases (Deluca et Ibrahim,
1985 ; Heller et Forkmanne, 1988). Enfin les positions 2’ et 6’ du cycle B sont rarement
hydroxylés (Linuma et Mizuno, 1989).
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Ainsi le cycle B est mono-hydroxylé chez le kaemphérol, di-hydroxylé chez la quercétine, tri-

hydroxylé chez la myricetine (Marcheix ef al., 2005) (fig. 18).

OH
oo A
DG

OH ©

OH

Kaemphérol

OH O OH O
Quercétine R=20H Myricétine R=30H
Figure 18 : Hydroxylation du cycle B (Macheix ez al., 2005)

5-2- La méthoxylation

La méthoxylation des groupes hydroxyles portés par le squelette flavonique se fait sous
I’action de I’enzyme O-méthyl transférase en présence de S-Adenosyl-méthionine (SAM)
comme donneur du groupement méthyle. Cette transformation se fera avant la formation du

noyau chalcone (Ebel et Hahlbrock, 1982 ; Heller et Forkmanne, 1988).

Dans le cas de flavones et flavonols (ex : Nobilétine), cette réaction de méthylation
peut également se faire sur le noyau A (carbones 5, 6, 7, 8), noyau B (carbones 4°, 5°) et peut
¢galement se faire sur 1’hétérocycle C (carbone 3) aprés la formation du noyau chalcone

(Heller, et Forkmanne, 1988) (fig.19).
La méthoxylation diminue I’hydrosolubilité des molécules, qui dans des cas extrémes

sont alors présentes dans les exsudats de certains bourgeons (peupliers), ou liées a des

structures lipidiques, comme les cires des feuilles d’eucalyptus (Marcheix et al., 2005).
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Flavone O- methyl transférase Nobilétine

| ——
SAM @SAH

SAM: S- adénosyl méthionine SAH: S- adénosyl homocystéine
Figure 19 : Méthoxylation (Heller et Forkmanne, 1988)

5-3- La glycosylation

Pas moins de 90% de flavonoides isolés des plantes sont glycosylés (Lee et al, 2007). La
plupart des flavonoides sont glycosylés excepté la catéchine (Rice-Evans, 2001).

La liaison aglycone-sucre s’effectue par le biais d’un hydroxyle phénolique et I’hydroxyle du
sucre (glucose, thamnose, xylose, galactose et arabinose) apres perte d’une molécule d’eau
créant ainsi un pont oxygéné entre les deux parties (fig. 20).

Un deuxieme sucre peut se rattacher a la structure flavonique soit avec un autre OH
phénolique soit avec un OH alcoolique du sucre déja fixé. La partie osidique peut étre mono,
di ou tri-saccharidique.

Les conséquences de la glycosylation sont multiples : modification de la couleur des
pigments, forte augmentation de la solubilit¢ dans I’eau permettant alors une plus grande
accumulation vacuolaire, modification des propriétés biologiques des molécules phénoliques,
par exemple dans les interactions de la plante avec les microorganismes, ou dans le caractére

toxique qu’elles peuvent présenter vis-a-vis de la plante elle-méme (Macheix ef al., 2005).

0
CH,0

OH OH

Figure 20 : Structure de I’apigénine-7-apioglucoside (Rice-Evans, 2001).
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5-3-1- L’O-glycosylation

L’O-glycosylation se fait en présence de I’enzyme 3-O-glycosyl transférase, et un donneur de
sucre comme UDP-GLU (Uridine diphosphate glucose) (Halbrock et Grisebach, 1975).

La liaison entre la génine et I'ose peut se faire avec n’importe quel des hydroxyles
phénoliques de la génine. Mais en regle générale, ce sont surtout I’hydroxyle en 7 des
flavones et I’hydroxyle en 3 des flavonols qui ont une plus grande labilité¢ (Bruneton, 1999)

(fig.21).

OH O

Quercétine 3-O- glucosyl quercétine

3-0O- glycosyl transférase
[ >
UDP- Glu mUDP Quercétine

Figure 21: La O- Glycosylation (Bruneton, 1999)

5-3-2- La C- glycosylation

Le sucre est li¢ directement au cycle benzénique par une liaison carbone-carbone. Cette
liaison résiste a ’hydrolyse acide (Chopin, 1966).

Dans cette glycosylation, la liaison s’établit entre le carbone du sucre et celui en position 6 ou
8 de la génine (Benakacha, 2001).

La rupture de la liaison génine-ose est plus difficile dans le cas des C-hétérosides que
dans celui des O-hétérosides (Milane, 2004). Dans certains composés les deux modes de
glycosylation coexistent (Benakacha, 2001).

6- LOCALISATION ET DISTRIBUTION

Les flavonoides sont impliqués dans de nombreuses interactions des plantes avec les
conditions biotiques et abiotiques de leur environnement. Ces substances sont accumulées
dans différentes parties cellulaires et tissulaires de la plante durant l'organogénése, et sous
l'influence de plusieurs facteurs stimulants (Hutzler et al., 1998).

Sur le plan cellulaire, les flavonoides sont synthétisés dans les chloroplastes, puis
migrent et se dissolvent dans les vacuoles (Piquemal, 2008). La répartition de ces composés

montre des accumulations trés localisées généralement en relation avec une fonction
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physiologique, ou avec l’interaction de la plante avec son environnement. Ainsi, les
flavonoides qui ont une localisation épidermique ont un rdle d'écran vis-a-vis des
rayonnements solaires. Tandis que ceux qui sont impliqués dans les mécanismes de défense,
ont plutot une localisation sous-épidermique (Boudet, 2000).

Les flavonoides sont largement abondants dans les légumes, feuilles (salade, choux,
¢pinards, etc.), ainsi que dans les téguments externes des fruits. Ils sont également présents
dans le vin rouge et le thé.

Les céréales, les épices et les herbes aromatiques (persil, thym, céleri) sont considérés
aussi, comme des sources importantes de flavonoides. De nombreux travaux ont montré que
certains fruits et légumes sont tres riches en flavonols, flavones et flavanones (Brower et
Bucher, 1995 ; Grosier et al., 1997).

Les flavones apigénine et lutéoline, sont trés spécifiquement détectées dans les herbes
aromatiques comme le persil, le thym, le romarin et le céleri. Pour ce dernier, les
concentrations de ces deux flavones sont largement supérieures a celles présentes dans les
tiges. Dans les tomates, il y a autant de naringénine que de la quercétine. Cette derniére se
retrouve de facon majoritaire dans la quasi-totalit¢ des végétaux. Le kaempférol, autre
flavonol, y est également largement détecté.

Parmi les autres flavonoides souvent étudiés, les anthocyanes conférent aux fruits et
légumes leurs teintes rouges ou bleutées. Ils se trouvent surtout dans les myrtilles, cassis,
airelles, groseilles, mais également a un degré moindre dans tous les autres fruits rouges,
comme les raisins, les fraises et les framboises. On peut aussi les trouver dans certains
légumes comme le chou rouge et les radis.

Le monde animal est aussi concerné par les flavonoides. On trouve par exemple de la
chrysine, la quercétine et de la galangine dans la propolis des abeilles. Ces insectes les
synthétisent a partir des sécrétions de bourgeons de nombreux arbres comme le bouleau,
’aulne, le sapin et les modifient grace a leurs enzymes salivaires (Marfak, 2003).

On les trouve en abondance dans les familles suivantes : Polygonacées, Apiacées,
Rutacées, Astéracées, Légumineuses (Milane, 2004).

Il est & noter que les flavanones et les flavones ont été isolés d’un corail marin, et d’un
petit nombre de champignons (Lhuillier, 2007).

7- PROPRIETES DES FLAVONOIDES
Une des propriétés majeures des flavonoides est de contribuer a la couleur des plantes et
notamment a celle des fleurs. Or, c'est par la couleur de ses fleurs, que la plante exerce un

effet attracteur sur les insectes et les oiseaux pollinisateurs, assurant par ce biais une étape
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fondamentale de sa reproduction. On peut également noter que les flavonoides, en repoussant
certains insectes par leur golt désagréable, peuvent jouer un réle dans la protection des
plantes.

Les flavonoides montrent d'autres propriétés intéressantes, dans le controle de la
croissance et du développement des plantes, en interagissant d'une maniére complexe avec les
diverses hormones végétales de croissance (Marfak, 2003). Certains d'entre eux jouent
également un rdle de phytoaléxines, c'est-a-dire de métabolites que la plante synthétise en
grande quantité pour lutter contre une infection causée par des champignons ou par des
bactéries.

7-1- Propriétés antioxydante

Les flavonoides sont des composés qui peuvent empéchés les dommages oxydatifs due a leurs
propriétés redox en jouant un role important dans le destruction oxydative par piégeage de
I’oxygene et neutralisation des radicaux libres par différentes mécanismes d’actions : soit par
capture des radicaux hydroxyles, superoxydes, alcoxyles et peroxydes (Hodek et al., 2002) ; soit
par chélation des métaux (le fer et le cuivre) qui sont d’importance majeure dans I’initiation des
réactions radicalaires ; soit I’inhibition des enzymes responsables de la génération des
radicaux libres (Van Acker et al., 1996 ; Benavente-Garcia et al., 1997).

Ils jouent également un rdle trés important dans le traitement du diabéte (inhibant
I’aldose réductase), de la goutte (inhibant la xanthine oxydase), des inflammations (inhibant la
lipoxygénase, la phospholipase et la cyclooxygénase), des hépatites, des tumeurs, de
I’hypertension (quercétine), des thromboses (flavonols), des allergies et des affections
bactériennes et viraux (anti-HIV) (Anderson et al., 1996 ; Cowan, 1999 ; Yao et al., 2004).
On attribue également aux flavonoides des propriétés neurosédatives, antispasmodiques,
diurétiques, anti-oestrogenes (isoflavones), contre la sénescence cérébrale et ses conséquences
telle 1’altération de la mémoire et la confusion.

D’autres parts, les citroflavonoides (flavonoides provenant de divers Citrus) et la
fragilité capillaire (insuffisance veino-lymphatique, crise hémorroidaire) (Hennebelle et al.,
2004).

7-2- Propriétés pro-oxydante des flavonoides

Nous avons décrit précédemment les propriétés anti-oxydantes des flavonoides, mais il ne faut
pas négliger leurs propriétés pro-oxydantes. Parfois les flavonoides jouent un rdéle de pro-
oxydants. En effet, plusieurs d'entre eux ont été décrits comme responsables d'auto-oxydation

et de la génération de radicaux oxygénés actifs, comme le peroxyde d'hydrogéne.
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En définitive, certains flavonoides pourraient accélérer la survenue de l'atteinte oxydative de
I'ADN, des protéines et des glucides in vitro. Alors, le potentiel pro-oxydant de ces composés
ne doit pas étre négligé dans le mécanisme d'action des flavonoides (Milane, 2004).

7-3- Inhibition enzymatique des flavonoides

En regle générale, les flavonoides sont «in vitro », des inhibiteurs enzymatiques de
I'histidine-décarboxylase par le quercétol ou la naringénine ; 1’élastase, 1’hyaluronidase, par
les flavones et surtout par les proanthocyanidols ; la phosphodiésterase de I'AMPc, l'aldose
réductase par le quercétiroside, ainsi que par des méthoxy flavones. La protéine-kinase,
notamment par le lutéolol. Plusieurs flavonoides (cirsiliol, hypolaetine, etc.) sont de puissants
inhibiteurs de la 5-lipoxygénase. Cependant la lutéolol, I’apigénol et la chrysine inhibent la
cyclooxygénase (Bruneton, 1999).

Quelques flavonoides sont des inhibiteurs efficaces de la biosynthése des
prostaglandines. Cet effet est dii a l'inhibition de certains enzymes (lipoxygénase,
phospholipase, cyclo oxygénase) impliquées dans leur biosynthese.

L’activité anti-tumorale de plusieurs flavonoides (pinostrobine, quercétine, morine,
myricétine) est attribuée a leurs efficacité d’inhiber la topoisomérase I et I (Hodek et al.,
2002).

Plus rarement, les flavonoides peuvent stimuler une activité enzymatique : c'est le cas
de la proline-hydroxylase (Bruneton, 1999).

7-4- Mécanisme d’action antitumorale des flavonoides

Depuis longtemps, l'action antitumorale des flavonoides est connue. Cette action est
différente selon que le facteur carcinogéne est varié.

Plus récemment des recherches expérimentales suggeérent que les flavonoides sont
parmi les substances susceptibles de retarder voire d'empécher, 'apparition de certains
cancers, tout en réduisant d'une maniére spécifique les risques d'en avoir chez les sujets
humains (Decloitre, 1993 ; Hertog, 1996).

Des études montrent que certains flavonoides particulierement, la lutéoline, la
quercétine, le kaempférol, 1’apigénine et la taxifoline inhibent d'une facon marquée la
lipogénese des cellules cancéreuses, d'autres flavonoides sont plutoét capables d'induire
l'apoptose.

Certains flavanols (épigallocatéchine-3-gallate) représentent des effets cytotoxiques
sur les cellules cancéreuses de la prostate. Ces effets sont corrélés avec leur capacité a inhiber
les enzymes clés lipogéniques FAS (Fatty Acid Synthase) (Brusselmans et al., 2005).

Les travaux réalisés par Mahmoud et al. (2000) et Depeint et al. (2002), montraient que la
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curcumine permet de prévenir la formation des tumeurs spontanées induites génétiquement.
Ce méme flavonoide, réduit l'apparition des tumeurs de la peau induites chimiquement. La
quercétine et la rutine, sont les deux flavonoides les plus conseillés pour prévenir 1'apparition
du cancer de l'appareil gastro-intestinal. Tandis que l'apigénine avec la quercétine, ont la
capacité a inhiber la phase de métastase. Toutefois Caltagirone et al. (2000) et Depeint et
al. (2002) signalaient que I’inhibition des différents stades de développement de cancer est
plutot assurée par tous les flavonoides.

7-5- Propriétés antibactériennes

La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur l'usage des
antibiotiques. La prescription & grande échelle et parfois inappropriée de ces agents, a
entrainé la sélection de souches multi-résistantes, d’ou I’importance d’orienter les recherches
vers la découverte de nouvelles voies, qui constituent une source d’inspiration de nouveaux
médicaments a base des plantes, sous forme de métabolites secondaires, dont les composés
phénoliques sont toujours utilisés dans I’industrie alimentaire et cosmétique, et comme agents
antimicrobiens en médecine populaire.

Les polyphénols notamment les flavonoides et les tannins, sont reconnus par leur
toxicité vis- a-vis des microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut étre li¢ a l'inhibition
des enzymes hydrolytiques (les protéases et les carbohydrolases), ou d'autres interactions
pour inactiver les protéines microbiennes de transport et d'enveloppe cellulaire (Cowan,
1999).

7-6- Propriétés anti-inflammatoires

De nombreuses études semblent indiquer que les flavonoides posseédent des propriétés anti
inflammatoires, et qu'ils sont capables de moduler le fonctionnement du systeme
immunitaire par inhibition de l'activit¢ des enzymes qui peuvent étre responsables des
inflammations. Ils peuvent aussi moduler 'adhésion des monocytes durant l'inflammation
athérosclérosique, en inhibant l'expression des médiateurs inflammatoires (Gonzalez-Gallego
et al., 2007). D'autres flavonoides sont capables d'inhiber I'histamine (Kim et al., 2004).

Les flavones et les flavonols sous forme glycosylés, ou libre comme la quercétine,
kaempférol, myrcétine ont une activité inhibitrice de COX (Cyclooxygénase) (Tapas et al.,
2008).

7-7- Propriétés antivirales
L'activité antivirale des flavonoides contre HIV peut étre liée directement par leurs effets
sur les enzymes responsables de sa réplication (HIV-1 reverse transcriptase ou HIV-1

integrase). Par ailleurs, d'autres flavonoides montraient une activité antivirale contre le virus
9
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d'influenza, HIV-1, HIV-2 (Bylka et al., 2004). Quercétine, apigénine, catéchine et
hespéridine sont parmi les flavonoides caractérisés par leurs propriétés antivirales contre onze
types de virus. Les flavonoides aglycones pourvus d’un groupement hydroxyle libre en C3 ont
montré une bonne activité antivirale, les flavanes sont généralement plus efficaces que les
flavones et les flavanones contre HIV-1 et HIV-2 (Tapas et al., 2008).

7-8- Propriétés antiallergiques

Ces effets antiallergiques sont attribués a l'influence des flavonoides sur la production de
I’histamine. En effet, les flavonoides inhibent les enzymes, telles que I'AMP cyclique
phosphodiésterase et ATP ase Ca?+ dépendante, responsables de la libération de 1'histamine a
partir des monocytes et des basophiles. Par exemple, 'ATP ase Ca*+  dépendante
dégrade I'ATP produisant ainsi de 1'énergie afin de faciliter l'absorption du calcium par les
membranes cellulaires, ce qui favorise la libération de 1'histamine stockée dans les vésicules.
En inactivant cette enzyme, la quercétine a montré un potentiel d'action supérieur a celui du
cromoglycate de sodium utilis¢é comme médicament, en empéchant la libération de
l'histamine et d'autres substances endogenes qui causent 1'asthme (Marfak, 2003).

8- BIODISPONIBILITE DES FLAVONOIDES

Selon Wiseman (1999), la biodisponibilit¢ absolue en pourcentage (%) des flavonoides,
correspond a la proportion des molécules qui entrent dans la circulation sanguine sous leur
forme intacte, apres leur consommation en passant a travers la paroi intestinale et le foie.

8-1- Absorption

Tous les flavonoides a 1'exception de la catéchine (flavanol), sont présents dans les
plantes sous forme glycosylés (liés aux sucres par des liaisons B osidiques). Seuls les
aglycones peuvent étre absorbés par l'intestin gréle, tandis que les glycosides sont
hydrolysés tout d'abord en aglycones par l'intermédiaire de la microflore colique, qui
dispose des enzymes capables de cliver les liaisons B osidiques (Wiseman, 1999 ;
Urquiaga et Leighton, 2000 ; Ming, 2007). Cette méme flore microbienne métabolise

au méme temps les aglycones libérés. Des quantités considérables de catéchines
polymériques connus sous le nom de proanthocyanidines, sont présentes dans
I’alimentation. Des études montrent que les formes dimeéres et triméres de catéchine,

sont susceptibles d'étre absorbés. Tandis que les polyméres de degré de polymérisation
¢levé ne peuvent pas étre absorbés par la paroi intestinale, qu'aprés leurs dégradations
(Hollman, 2001).

8-2- Métabolisme

Deux compartiments considérablement importants pour le métabolisme des composés
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phénoliques :
8-2-1- Les tissus (foie et les reins).
Des enzymes de biotransformation agissent directement sur les flavonoides aglycones,
ainsi que sur des métabolites coliques absorbés. Ces enzymes sont principalement localisés
au niveau du foie, des reins, ainsi qu’au niveau de I’intestin gréle.
8-2-2- Colon
La microflore colique dégrade les flavonoides aglycones libérés (aprés hydrolyse des
glycosides) par ouverture de leur hétérocycle aux différents endroits selon le type de
flavonoide concerné.

+ les flavonols
Ils sont dégradés en acides phénylacétiques et acides phénylpropioniques,

4 les flavanols
Produisent les valérolactones (noyau benzénique avec une chaine latérale de cinq atomes de
carbones) et des acides phénylpropioniques,

+ les flavones et les flavanones
Produisent des acides phénylpropioniques. Ces acides sont encore métabolisés aux dérivés
benzoiques. Les groupements hydroxyles des métabolites générés subissent une conjugaison par
acide galacturonique sulfate ou par glycine (Hollman, 2001). L’¢limination des métabolites des
polyphénols se fait par deux voix essentielles d’excrétion : soit par voie biliaire ou par voie urinaire

(Mauch, 1998).
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9-TECHNIQUES INSTRUMENTALES D’ANALYSES DES FLAVONOIDES
9-1-CHROMATOGRAPHIE: ASPECTS GENERAUX
9-1-1- Définition

La chromatographie est une méthode physique de séparation, basée sur les différences
d'affinités des substances a analyser a 1'égard de deux phases, ['une stationnaire ou fixe, l'autre
mobile. Selon la technique chromatographique mise en jeu, la séparation des composants
entrainés par la phase mobile résulte soit de leur adsorption et de leurs désorptions
successives sur la phase stationnaire, soit de leur solubilité différente dans chaque phase.
On peut classer les méthodes chromatographiques d'aprés la nature des phases utilisées, ou
celle des phénomenes mis en ceuvre dans la séparation (Marchal, 1998).
9-1-2- Nature des phases
9-1-2-1- Phase fixe

La phase fixe peut étre solide ou liquide. Les solides, silice ou alumine traitées,
permettent la séparation des composants des mélanges grace a leurs propriétés adsorbantes. Ils
peuvent étre employés comme remplissage d'une colonne (chromatographie par gravité et
chromatographie a haute performance ou HPLC), ou étalés en couche mince sur une plaque
de verre, d'aluminium, ou sur une feuille de maticre plastique (chromatographie sur couche
mince ou CCM) (Marchal, 1998).
9-1-2-2- Phase mobile

La phase mobile est soit un gaz (ex: chromatographie en phase gazeuse), la phase
mobile est appelée gaz vecteur ou gaz porteur. Soit un liquide (ex: chromatographie sur
papier, couche mince ou colonne), la phase mobile est appelée éluant (Marchal, 1998).
10-1- Chromatographie sur couche mince (CCM)
10-1-1-Définition et appareillage

La chromatographie sur couche mince (CCM) repose principalement sur des
phénomenes d'adsorption : la phase mobile est un solvant ou un mélange de solvants, qui
progresse le long d'une phase stationnaire fixée sur une plaque de verre, ou sur une feuille
semi-rigide de matiere plastique ou d'aluminium. Aprés que I'échantillon ait été déposé sur la
phase stationnaire, les substances migrent a une vitesse qui dépend de leur nature et de celle
du solvant.
Les principaux ¢léments d'une séparation chromatographique sur couche mince sont:

+ la cuve chromatographique : un récipient habituellement en verre, de forme variable,

fermé par un couvercle étanche.
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+ la phase stationnaire : une couche d'environ 0,25 mm de gel de silice ou d'un autre
adsorbant.
4 ['échantillon : environ un microlitre (ul) de solution diluée (2 a 5 %) du mélange a
analyser, déposé en un point repere situé au-dessus de la surface de 1'¢luant.
+ 1'¢luant : un solvant pur ou un mélange, il migre lentement le long de la plaque en
entrainant les composants de I'échantillon (Marchal, 1998).
10-1-2- Principe de la technique
Lorsque la plaque sur laquelle on a déposé l'échantillon est placée dans la cuve,
I'¢luant monte a travers la phase stationnaire, essentiellement par capillarité. En outre, chaque
composant de I'échantillon se déplace a sa propre vitesse derriere le front du solvant. Cette
vitesse dépend d'une part, des forces électrostatiques retenant le composant sur la plaque
stationnaire et, d'autre part, de sa solubilit¢ dans la phase mobile. L'action de rétention des
composés par la phase stationnaire étant principalement controlée par des phénomenes
d'adsorption. Généralement, en chromatographie sur couche mince, les substances de faible
polarité migrent plus rapidement que les composants polaires.
10-1-3- Applications de la CCM
Lorsque les conditions opératoires sont connues, 1’application de la CCM permet un
controle aisé et rapide de la pureté d'un composé organique. Si l'analyse, réalisée avec divers
solvants et différents adsorbants, révele la présence d'une seule substance, on peut alors
considérer que cet échantillon est probablement pur. De plus, étant donné que la
chromatographie sur couche mince indique le nombre de composants d'un mélange, on peut
I'employer pour suivre la progression d'une réaction.

La chromatographie sur couche mince est également la technique habituellement employée
pour rechercher le meilleur solvant, avant d'entreprendre une séparation par chromatographie
sur colonne (Marchal, 1998).

10-2- Chromatographie liquide a haute performance
10-2-1- Généralités

La chromatographie liquide haute pression est sans doute la technique d’analyse, de
caractérisation d’extraits en composés phénoliques la plus utilisée (Gomez-Caravaca et al.,
2006) car présentant une haute résolution, une reproductibilité élevée et une durée d'analyse
relativement courte (Wollgast et Anklam, 2000). Elle peut étre employée pour la séparation,

la détermination qualitative, quantitative et l'identification des polyphénols.
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10-2-2- Principe de la méthode

La méthode HPLC est une technique de séparation, qui implique I’injection d’un petit
volume d’échantillon liquide dans une colonne contenant de petites particules de 1’ordre
de 3 a 5 microns de diametre appelée phase stationnaire.

Les composants de 1’échantillon se déplacent dans la colonne avec la phase mobile de haut
en bas par la haute pression exercée par une pompe. Ces composants sont séparés l'un de
l'autre par la colonne qui implique des interactions chimiques et/ou physiques diverses entre
leurs molécules et les particules de remplissage.

Au niveau du détecteur, chaque compos¢ du mélange sortant de la colonne est détecté
donnant un signal ; ce dernier est enregistré par le systeme de traitement des données sous

forme d'un pic. L’ensemble des pics forme un chromatogramme (Rosset, 1991) (fig.22).

Détecteur

Composé B

‘H?n Control de données E=)  Composth

Colonne et four “——=
e colonne ===
T

Composé C

0 2 4 § 8 M 12 fmn

Pompe  Injecteur Chromatogramme

Figure 22 : Principe de ’HPLC

10-2-3- Sélection des solvants utilisés en HPLC
a.1- Propriétés des solvants

La réussite d’une séparation dépend de I’adéquation soluté-phase stationnaire-phase
mobile.

En chromatographie, le terme polarité d’un solvant est la résultante des différentes
interactions soluté-solvant.
a.2- Solvant et élution

Il est souvent nécessaire en HPLC de faire des mélanges de solvants pour obtenir la
polarité souhaitée. Les solvants doivent bien entendu étre miscibles entre eux. Il est bon de

rappeler que les solvants doivent avoir une qualité HPLC et qu'ils doivent étre dégazés.
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Lorsque I'eau est utilisée comme solvant, elle doit avoir une résistivité de minimum de
18 Mohms. Le choix du solvant dépend également de la colonne utilisée : type de colonne,
domaine pH d'utilisation.

Afin de prévoir l'ordre d'élution des composés, il est nécessaire de connaitre le type de
colonne, la polarité des produits chimiques, en fonction de leur famille et la force ¢luante de
la phase mobile (classement proche de la polarité du solvant) (Arkanys, 2012).

a.3- Sélection des solvants

Pourtant, en pratique, la plupart des séparations effectuées en chromatographie
d’adsorption et de partage sont réalisées avec une dizaine de solvants.

De grandes variations de la sélectivité sont généralement observées lorsque I’on
modifie la nature et ’intensité des interactions soluté-solvant. Par exemple, le remplacement
dans une phase ¢luante du méthanol (solvant polaire) par 1’éthanol n’entraine pas de
modification notable de la sélectivité, car ces deux solvants sont essentiellement accepteurs de
protons, alors que 1’addition de chlorure de méthyléne (fortes interactions dipole-dipdle) ou de
chloroforme (donneur de protons) provoque d’importantes modifications de la sélectivité.

Les facteurs de capacité sont ajustés en choisissant, dans le premier cas, un solvant de
base de type alcane ou cycloalcane n’entrainant aucune sélectivité particuliére, et dans le
second cas, I’eau qui n’a aucune affinité pour les chaines alkyle des silices greffées. On peut
ensuite, pour une polarité globale fixée, faire varier la sélectivité en sélectionnant un solvant
ou des solvants.

a.4- Optimisation

Dans la mise au point d’une séparation, il faut certes, obtenir une résolution
satisfaisante, mais aussi prendre en compte certaines contraintes pratiques, telles la durée de la
séparation, la perte de charge (généralement limitée vers 200 a 300 bar), la détectabilité (qui
doit étre aussi bonne que possible dans I’analyse de traces).

10-3- Chromatographie de partage

Elle est fondée sur la différence de solubilité des substances a séparer, dans deux
fluides parfaitement miscibles. Elle est mise en pratique en chromatographie sur papier. Un
des fluides est un liquide retenu sur un support inerte et constitue la phase stationnaire.
L'autre, liquide ou gaz en déplacement, constitue la phase mobile. Le facteur principal qui
intervient est le coefficient de partage entre chaque phase. On peut séparer des solutés dont les
coefficients de partage entre les deux phases sont différents. Les plus solubles dans la phase
mobile se déplacent plus facilement que ceux qui le sont moins. Un autre facteur qui

intervient est la polarité de la phase: ainsi en HPLC on peut utiliser des phases stationnaires
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peu ou non polaires, la phase mobile étant polaire (eau ou mélange eau - méthanol): on parlera
alors de chromatographie de partage a polarité de phase inversée (Marchal, 1998).
10-4- Chromatographie ionique

La phase mobile est une solution tampon aqueuse, et la phase stationnaire la plus
courante est constituée de polystyréne sous forme de sphéres de quelques micrometres de
diamétre, lesquelles ont été chimiquement transformées en surface pour faire apparaitre des
sites ioniques. Ces phases permettent I'échange de leurs contre-ions mobiles avec des ions, de
méme signe, présents dans la phase mobile. La séparation repose sur les coefficients de
distribution ionique entre les deux phases (Marchal, 1998).

10-5- Chromatographie d'exclusion

La phase stationnaire est généralement un polymere poreux, dont les pores ont des
dimensions choisies en rapport avec la taille des espéces a séparer. On réalise une sorte de
tamis a 1'échelle moléculaire, dit a perméation sélective. Le coefficient de partition s'appelle
dans ce cas le coefficient de diffusion. Cette technique est encore appelée filtration sur gel ou
perméation de gel selon la nature de la phase mobile (aqueuse ou organique). Le diamétre des
pores est une caractéristique de chaque type de gel.

Un mélange de solutés de masses molaires variables, traverse une épaisseur donnée de
gel. Les grosses molécules, celles dont le diameétre est supérieur a celui des pores, sont
exclues et ¢luées les premicres. Les petites et moyennes molécules sont €luées plus
tardivement, car incluses, leur migration est freinée en diffusant dans le gel (fig.23).

La séparation est donc réalisée par le fait que les solutés sont ¢lués dans 'ordre inverse

des masses molaires (Marchal, 1998).

] - Grosses molecules |,
exclues

-— Petites molecules
inciuses

L— Gronules de gel =~

Schéma du tamisage moléculaire.

Figure 23 : Chromatographie d’exclusion
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10-6- La chromatographie de partage en phase gazeuse

La chromatographie de partage en phase gazeuse utilise comme principe de séparation
le partage différentiel des molécules a séparer dans les deux phases stationnaires et mobiles.
Dans ce type de chromatographie, la phase stationnaire est un film liquide trés fin qui
recouvre la surface intérieure d'un tube (la colonne), et la phase stationnaire est un gaz (d'ou

son nom).

Cette technique nécessite de vaporiser I'échantillon & analyser avant son injection dans
la colonne. Pour cela, 1'é¢chantillon doit étre chauffé. Cela suppose que les molécules d'intérét
ne soient pas dégradées a la température utilisée pour vaporiser 1'échantillon. En général, le
gaz utilisé est le plus neutre possible. Le plus souvent, on utilise de I'hélium ou de l'azote.
L'hydrogene possede également des caractéristiques trés intéressantes, mais s'agissant d'un

gaz dangereux (risque d'explosion) il est beaucoup moins utilisé¢ (Ladram, 2012).
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1-ACTIVITE ANTIMICROBIENNE
1-1-GENERALITES

Les bactéries sont des organismes unicellulaires relativement simples de petite taille (0.5 a
Ium de large, a 1 a 3 um de long), que I'on distingue au microscope optique a fort
grossissement. Elles ne possedent pas de noyau différencié, ce qui les classe dans les
procaryotes, mais un chromosome circulaire dépourvu d’une membrane nucléaire.

Ce chromosome qui contient le patrimoine génétique des bactéries, est constitué¢ d’un double
brin d’ADN (acide désoxyribonucléique), des plasmides, brin d’ADN cytoplasmique beaucoup
plus courts, renferment aussi des informations génétiques qui pourront étre échangées avec
d’autres bactéries, notamment a la suite de la reproduction sexuée donnant lieu a des
conjugaisons bactériennes. Leur reproduction s’effectue plus fréquemment par simple division
cellulaire, aboutissant a la formation de deux bactéries filles (reproduction végétative par
scissiparit¢). Ce mode de multiplication trés rapide (temps de génération variant d’une vingtaine
de minute a quelques heures), permet aux populations bactériennes d’évoluer exponentiellement
lorsque les conditions sont favorables.

En fonction des genres, les bactéries présentent une forme variable par leur paroi : sphérique,
ellipsoide, filamenteuse et en batonnets. Ces derniers sont mobiles, grace a la présence de
flagelles disposés autour du corps de la bactérie ou a leur extrémités. La présence de ces flagelles
et leur localisation contribuent a I’identification des bactéries (Blancard et al., 2003).
1-2-TYPES DE BACTERIES

La composition chimique et la structure de la paroi bactérienne permettent de distinguer les
bactéries en deux groupes : Gram ~ et Gram .

1-2-1- Bactéries a Gram négatif

Bactéries qui ne retiennent pas le violet de gentiane dans le procédé de coloration de Gram.
Ces bactéries sont enveloppées d’une membrane plasmique, d’une mince paroi de
peptidoglycanes, localisés dans le périplasme, entre la membrane cytoplasmique et la membrane
cellulaire externe. La paroi donne a la bactérie sa forme, et la protége contre 1’éclatement sous
I’effet de la tres forte pression osmotique du cytosol. Le peptidoglycane assure la rigidité de la

paroi. La minceur de la paroi explique le caractére gram-négatif (Mc graw, 2002) (fig. 24).
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Figure 24 : Paroi des bactéries a Gram négatif (Mc Graw, 2002)
1-2-2- Bactéries a Gram positif
Bactéries qui retiennent le cristal violet dans le procédé de coloration de Gram. Ces
bactéries sont enveloppées d’une membrane plasmique doublée d’une épaisse paroi de
peptidoglycanes (muréine), et dépourvues d’une membrane externe. Le caractére gram-positif
est dii a I’épaisseur de la paroi et au taux de pontage élevé du peptidoglycane. La bactérie est
néanmoins classée comme gram-positif, si elle n’a pas de membrane externe (fig.25) (Mc

Graw, 2002).
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Figure 25 : Paroi des bactéries Gram positif (Mc Graw, 2002)

2- CULTURE DES BACTERIES
Au laboratoire, les bactéries peuvent étre cultivées en milieu de culture liquide, ou en
milieu solide. Le milieu de culture doit apporter les éléments nutritifs, ou nutriments
¢lémentaires a la bactérie. Les milieux de culture gélosés solides sont utilisés pour isoler des
cultures pures de cellules bactériennes. Dans le cas des bactéries se divisant rapidement, une
cellule bactérienne dispersée sur un milieu gélosé¢ va se multiplier, et au bout de 24 a 48
heures, devenir un amas de bactéries, appelé une colonie bactérienne, visible a 1’ceil nu.
Le temps de régénération est le temps nécessaire a une bactérie pour se diviser. Le temps de

régénération correspond donc au temps nécessaire pour qu’une population de cellules double
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en nombre. Ce temps est trés variable selon les espéces bactériennes et les conditions
environnementales.

La croissance d’une population bactérienne dans un milieu de culture liquide non
renouvelé, peut étre observée dans le temps. Les cellules se divisent et leur nombre augmente
avec le temps. Si on reléve le nombre de bactéries a différents intervalles au cours de la
croissance, on obtient une courbe de croissance. Elle présente quatre phases principales :

1. la phase de latence correspond a une période d’adaptation de la bactérie au milieu,

2. la phase de croissance exponentielle, durant laquelle les bactéries se développent de

fagon maximale avec un taux de croissance maximal et constant,

3. la phase transitoire de ralentissement ou le nombre de bactéries n’évolue plus : c’est la
phase stationnaire. Les divisions bactériennes qui se font encore sont compensées par
la mort de bactéries,

4. La phase de mortalité ou de déclin ou les bactéries ne se divisent plus, elles meurent et
peuvent étre lysées. Le milieu de culture n’apporte plus les conditions nécessaires au
développement des bactéries. On observe une courbe de décroissance exponenticlle
progressive (Mc Graw, 2002).

3- LES ANTIBIOTIQUES

Les antibiotiques sont des substances qui inactivent les bactéries. La plupart des
antibiotiques sont produits par des micro-organismes comme les champignons.
Un antibiotique doit:

+ é&tre non toxique ou faiblement toxique.

4 étre capable d’atteindre la partie du corps humain ou I’infection a lieu.

4 avoir une durée de demi-vie suffisante dans I’organisme.

4 avoir un large spectre d’activité permettant de détruire les bactéries responsables

d’infections.
Certains antibiotiques tuent les bactéries (bactéricides), et d’autres inhibent leur croissance
(bactériostatiques). Chez les patients avec des défenses immunitaires intactes, I'un ou l'autre
type d'antibiotique peut étre utilisé, il ne fait qu'aider le systéme immunitaire a ¢liminer les
bactéries. Par contre, chez les personnes immuno-compromises, les antibiotiques

bactériostatiques peuvent se révéler inefficaces (Petignat, 2005).
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4-ACTIVITES ANTIMICROBIENNE DES EXTRAITS DE PLANTES

Beaucoup de groupes de chercheurs ont étudi¢ 1’activité antimicrobienne des extraits
de plantes médicinales telles que le Fennel (Foeniculum vulgare), Peppermint (Mentha
piperita), Thym (Thymus vulgaris).

Ils ont trouvé que ces extraits sont actifs non seulement contre les bactéries, mai aussi
contre les champignons, les levures et les virus (Jiirgen et al., 2009).

D’autres groupes de chercheurs ont franchi une étape plus loin. Ils ont isolé et identifié
les métabolites responsables de 1’activité antimicrobienne des extraits de plantes. Cette étape
constitue une plateforme pour plusieurs implications, incluant I’industrie pharmaceutique, la
médecine alternative, et la thérapie naturelle (Huang et al., 2008).
5-MECANISME D’EFFET ANTIMICROBIEN DES POLYPHENOLS

Il est sans doute trés complexe, peut impliquer de 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, ce 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, la fonction
mitochondriale (Balentine et al.,2006) ainsi que la formation des complexes avec la paroi
(Gangoue, 2007).

Ces mécanismes ne sont pas des cibles séparées, certains peuvent €tre comme
conséquence d'un autre mécanisme. Le mode d'action des agents antimicrobiens dépend
¢galement du type de micro-organismes, et a l'arrangement de la membrane externe (Shan et
al., 2007).
6-DESCRIPTION DES BACTERIES ETUDIES
6-1-ESCHERICHIA COLI
6-1-1- Caractéristiques

Escherichia coli, entéro-invasif, appartient a la famille des Enterobacteriaceae. 11
s’agit d’un bacille Gram négatif (Patrick et al., 1988), en forme de batonnet, qui peut se
déplacer au moyen de flagelles péritriches ou étre non mobile, sa longueur varie de 2 a 6 pum,
alors que sa largeur est de 1,1 a 1,5 um (Steven et al., 2006). Ils peuvent croitre dans des
conditions aérobiques ou anaérobiques. Les souches d’E. Coli ont des caracteres
biochimiques, génétiques et pathogéniques tres proches des espéces du genre Shigella.

Les bactéries appartenant a I’espeéce Escherichia coli, constituent la majeure partie de la flore

microbienne aérobie du tube digestif de I’homme et de nombreux animaux. Certaines souches
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sont virulentes, capables de déclencher spécifiquement chez I’homme ou chez certaines
especes animales, des infections spontanées des voies digestives ou urinaires ou bien encore
des méningites néo-natales.
6-1-2- Pathogénicité et toxicité

E. Coli cause la dysenterie bacillaire, une infection aigué ulcéreuse du gros intestin
(Beylis et al., 2006 ; Hsu et al., 2010). Les bactéries envahissent les cellules du colon et
provoquent une diarrhée aqueuse (qui peut étre sanglante), de la fievre et des crampes
abdominales (Nataro, 2007 ; Jones, 2007). Dans les cas graves, la bactérie peut s’attaquer a la
muqueuse colique, envahir les cellules épithéliales, se multiplier et provoquer une ulcération
de I'intestin. (Beylis et al., 20006).
6-1-3- Mode de transmission

E. Coli est transmis par voie oro-fécale (Wilson et al., 2001 ; Beylis et al., 2006). Les
aliments et ’eau contaminés sont les principaux vecteurs de transmission (Wilson et al.,
2001 ; Jones, 2007). La transmission de personne a personne peut également se produire
(Beylis, 2006).
6-1-4- Période d’incubation

La période d’incubation est de 2 a 48 heures et dure en moyenne 18 heures (Jay et al.,
2005).
6-1-5- Transmissibilité

La transmission interhumaine est possible, mais peu courante (Wilson et al., 2001 ;
Ryan, 2004 ; Beylis, 2007).
6-1-6- Sensibilité aux médicaments

E. Coli est sensible au carbapénéme, a la fosfomycinetrométamol et a la
nitrofurantoine. Les bactéries E. coli peuvent étre résistantes au chloramphénicol, aux béta-
lactamines, a I’acide nalidixique, a I’ampicilline et a la ciprofloxacine (Beylis, 2007).
6-1-7- Inactivation physique

Les bactéries E. Coli peuvent étre inactivées par 1’ozone (Weavers et al., 2001). Elles
sont également sensibles a un traitement par la chaleur, en particulier a des températures de
70 °C ou supérieures (Zhao et al., 2004).
6-1-8- Survie a I’extérieur de I’hote

Dans les aliments et 1’eau, les bactéries E. coli peuvent survivre pendant une période

allant de 1,5 heure a 16 mois sur des surfaces inertes séches (Kramer et al., 2006).

38



7-1-PROTEUS MIRABILIS
7-1-1- Caractéristiques

Les bactéries du genre Proteus sont des bacilles (en forme de batonnets) Gram négatif,
aérobies, mobiles qui font partie de la famille des entérobactéries (Coker et al., 2000 ; Abbot,
2007). Les entérobactéries mesurent habituellement de 0,3 a Ium de large par 0,6 a 6 um de
long (Abbot, 2007). 11 s’agit de bactéries uréase positives, capables d’essaimage lorsqu’elles
sont cultivées en milieu solide. Elles font partie de la flore gastro-intestinale normale de
I’humain.

7-1-2- Pathogénicité et toxicité

Les especes du genre Proteus sont fréquemment en cause dans les infections des voies
urinaires compliquées (Kim, et al., 2003 ; Ronald, 2003 ; Abbot, 2007). Les bacilles sont
habituellement observés dans les voies urinaires hautes (si¢ge fréquent de I’infection), et
peuvent entrainer des urolithiases (formation de pierres dans le rein ou la vessie) (Coker, et
al., 2000 ; Abbot, 2007), des cystites (Coker et al., 2000) et des pyélonéphrites aigu€s. Des
cas de septicémies et d’infection des plaies imputables a des bactéries du genre Proteus ont
aussi été signalés (Kim, et al., 2003). Aprés fixation aux parois et colonisation des voies
urinaires, les bacilles libérent de 1’uréase, qui catalyse la conversion de I’urée en ammoniaque
et en CO; (Ronald, 2003 ; Abbot, 2007). Il en résulte une diminution du pH urinaire et
éventuellement, la formation de calculs rénaux ou vésicaux. P. mirabilis est I’espece du
genre Proteus la plus souvent en cause en présence d’une infection.

7-1-3- Epidémiologie

Les bacilles font partie de la flore intestinale normale de I’humain, et sont aussi
ubiquistes dans I’environnement. On les retrouve entre autres chez les animaux de méme que
dans le sol et I’eau polluce.

Les espéces du genre Profeus sont habituellement considérées comme pathogenes
chez les jeunes patients, et opportunistes chez les patients agés (Coker et al., 2000). Le taux
d’infection est supérieur chez les personnes agées, notamment chez les patients porteurs d’une
sonde a demeure (cathétérisme de longue durée), ou recevant une antibiothérapie fréquente
(Coker, 2000 ; Kim et al., 2003 ; Ronald, 2003). Les autres groupes a risque comprennent les
garcons et les filles prépuberes, le plus haut taux d’infection étant observé chez les gargons
non circoncis.

7-1-4- Période d’incubation

La période d’incubation est inconnue.
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7-1-5- Transmissibilité

Il n’y aurait aucune transmission directe entre humains.
7-1-6- Sensibilité aux médicaments

Les espeéces du genre Proteus sont généralement sensibles aux céphalosporines, aux
aminoglycosides et a I’imipénem a large spectre (Abbot, 2007). P. mirabilis est aussi sensible
a l’association triméthoprime-sulfaméthoxazole, a I’ampicilline, a 1’amoxicilline et a la
pipéracilline. P. mirabilis est résistant & la nitrofurantoine, et elle peut aussi développer une
résistance a la ciprofloxacine.
7-1-7- Inactivation physique

Les bactéries sont habituellement sensibles a la chaleur humide (121 °C pendant au
moins 15 mn) et a la chaleur séche (160 a 170 °C pendant au moins 1 heure) (Kramer et al.,
2006).
7-1-8- Survie a I’extérieur de I’hote

Les bactéries du genre Proteus ne peuvent survivre que quelques jours sur les surfaces
manimées. Leur survie est bonne dans I’environnement, soit dans le sol, I’eau et les eaux
usées (Abbot, 2007).
8-1-BACILLUS CEREUS
8-1-1- Caractéristiques

Les souches de B. cereus sont constituées de bacilles Gram positif de 1,4 pm
habituellement observés en paires ou en chainettes courtes (Murray, et al., 2007). B.
cereus est anaérobie facultatif, mobile et capable de former des endospores, et ses colonies
blanches d’aspect granuleux font entre 2 et 7 mm de diamétre (Logan, ef al., 2006). Une
croissance est observée a des températures se situant entre 10-20 °C et 35-45°C. La
température optimale étant d’environ 37 °C (Logan, et al., 2006 ; Murray, et al., 2007). Le
bacille peut produire six types de toxines, a savoir cinq entérotoxines et une toxine émétique,
qui peuvent étre thermostables ou thermolabiles selon les souches (Logan, et al., 2006).
8-1-2- Pathogénicité et toxicité

B. cereus est responsable d’intoxications alimentaires spontanément résolutives
(24-48 heures) de deux types (syndrome diarrhéique et syndrome émétique), ainsi que
d’infections opportunistes; il est aussi associ¢ a certaines infections cliniques, comme
I’endophtalmie et d’autres infections oculaires (Robovitz, et al., 1998 ; Logan, et al., 2006 ;
Le Scanff et al., 2006). La forme diarrhéique de I’intoxication a B. cereus est caractérisée par
la présence de crampes abdominales, d’une diarrhée aqueuse profuse et d’un ténesme rectal

parfois associés a de la ficvre et a des vomissements. La forme émétique de ’intoxication
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alimentaire a B. cereus est quant a elle caractérisée par la présence de nausées, de
vomissements et d’une sensation de malaise parfois associés a une diarrhée (Logan et al.,
2006). B. cereus peut aussi étre responsable d’infections des plaies, de bactériémies, de
septicémies, de méningites, de pneumonies, d’infections du systéme nerveux central,
d’endocardites, de péricardites, d’infections respiratoires et d’infections périphériques
(Drobniewski, 1993 ; Rozovitz, et al., 1998 ; Logan, et al., 2006). Chez les patients
immunodéprimés, I’infection peut étre mortelle (Le Scanff et al., 2006).
8-1-3- Gamme d'hétes

Le bacille touche les animaux et les humains en particulier, les patients
immunodéprimés, les utilisateurs de drogues par injection et les nouveau-nés (Robovitz, et al.,
1998 ; Logan, et al., 2006 ; Murray, et al., 2007).
8-1-4- Sources du danger

B. cereus est retrouvé sous forme de spores dans le sol, a des concentrations de I’ordre
de 104 a 105 spores par gramme de sol. Les spores seraient dormantes dans le sol, et se
développeraient plutét dans la faune du sol, par exemple dans le tube digestif d’insectes,
d’arthropodes et de lombrics (Guinebreticre et al., 2008).
8-1-5- Mode de transmission

La principale voie de transmission de cette bactérie a I’Homme est alimentaire. En
effet, de par son abondance dans le sol et la résistance de ses spores, B. cereus peut
contaminer pratiquement toutes les catégories d’aliments et particulierement les végétaux.
Le syndrome émétique est fortement associ¢é a la consommation de riz et de pates
alimentaires, tandis que le syndrome diarrhéique est principalement attribuable a la
consommation de produits laitiers, de légumes et de viande.
Des produits secs ou déshydratés tels que les épices, les herbes aromatiques, certains
légumes, les céréales et les farines, sont fréquemment contaminés a des niveaux variables par
B. cereus. Ces matieres premicres entrant dans la composition d’un produit fini, sont des
sources potentielles de contamination. Par ailleurs, les spores de B. cereus possédent de fortes
capacités d’adhésion aux surfaces en acier inoxydable, et peuvent s’accumuler dans les
équipements de transformation qui peuvent alors devenir des réservoirs de spores. Les risques
pour le consommateur, sont le plus souvent liés a une multiplication de B. cereus lors de
I’exposition des aliments a des températures inappropri¢es (Anses, 2011).

Des infections a B. cereus, différentes de celles transmises par les aliments ont été

décrites. B. cereus forme des spores et se propage facilement en milieu hospitalier. Les portes

41



d’entrée de I’infection sont des contaminations de plaie ou de cathéter ou encore via les
injections pratiquées par les toxicomanes (Barrie, et al., 1992 ; Kotiranta, et al., 2000).
8-1-6- Période d’incubation

La forme diarrhéique de I’intoxication a B. cereus est associée a un délai d’apparition
de 8 a 16 heures tandis que la forme émétique apparait en 1 a 6 heures. Dans les deux cas, il y
a habituellement résolution compléte des symptomes en 24 heures (Logan, et al., 2006 ;
Murray, et al., 2007).
8-1-7-Transmissibilité

Aucune transmission directe entre humains.

8-1-8- Sensibilité aux médicaments

B. cereus est sensible a I’imipénem et a la vancomycine; la plupart des souches sont
aussi sensibles au chloramphénicol, aux aminosides, a la ciprofloxacine, a I’érythromycine et
a la gentamicine (David, 1994 ; Robovitz, et al., 1998 ; Logan et al., 2006 ; Murray et al.,
2007).

Certaines souches présentent une sensibilit¢ modérée a la clindamycine et a la
tétracycline (Murray et al., 2007) . L’administration précoce d’une association clindamycine
-gentamicine constitue le meilleur traitement des infections ophtalmiques a B. cereus.

8-1-9- Résistance aux médicaments

B. cereus produit de grandes quantités de B-lactamases et est résistant a la pénicilline,
a I’ampicilline, aux céphalosporines et au triméthoprime (David, 1994 ; Robovitz et al.,
1998 ; Logan et al., 2006 ; Murray et al., 2007).

8-1-10- Inactivation physique

B. cereus peut étre inactivé par un traitement par champ électrique, pulsé en solution
saline (0,15 % de NaCl) (Cserhalmi et al., 2002). Bien que les spores de B. cereus puissent
étre résistantes a la chaleur et au rayonnement, une exposition a une température de 100 °C
pendant 5 minutes entraine des Iésions de la membrane cellulaire et des ribosomes (Silva et
Sousa, 1972). Un rayonnement gamma de 2 a 5 kGy est nécessaire a I’inactivation de B.
cereus (Abostate et al., 2000).

2-2- GENERALITES SUR LES CHAMPIGNONS
2-2-1- Définition

Les champignons ou « mycetes » ou « fongiques » sont des organismes eucaryotes,
hétérotrophes, unicellulaires ou filamenteux qui n’ont pas d’organisation tissulaire, et la
masse cytoplasmique est enfermée dans une structure pariétale rigide qui constitue le thalle ou

mycélium (Murrey et al., 2008).

42



2-2-2- Caractéristiques structurales

Les champignons sont caractérisés par une paroi cellulaire qui contient des glucanes,
des mannanes et la chitine. La membrane cellulaire des champignons est constituée de stérols
(l'ergostérol principalement) et un cytoplasme dépourvu de chlorophylle. La plupart des
champignons possédent un mycélium constitué de tubes appelés hyphes. Chez les
champignons supérieurs, les hyphes sont cloisonnés ou septés, tandis que chez les
champignons inférieurs ou primitifs, les cloisons intercellulaires sont rares (Stevens et al.,
2006).

Les champignons les plus simples sont les levures (unicellulaires) et peuvent étre
regroupés selon leur mode de reproduction en levures vraies (issues d'une reproduction
sexuée), et levures imparfaites (issues d'une reproduction asexuée). Les autres champignons,
pluricellulaires, sont pour la plupart filamenteux (Alexopoulos ef al.,1996).

2-2-3- Reproduction

La reproduction des champignons est complexe, reflétant ainsi 'hétérogénéité de leur
mode de vie. Elle peut étre sexuée ou asexuée, bien que certains champignons alternent entre
les deux types de reproduction.
2-2-3-1-Reproduction asexuée

La reproduction asexuée se fait sans fusion de gametes. C'est un mode de reproduction
commun a presque tous les champignons. La reproduction asexuée chez les champignons peut
se faire par bourgeonnement, fission binaire, fragmentation, ou par formation de spores
(Alexopoulos et al.,1996).

4+ Le bourgeonnement et la fission binaire
Le bourgeonnement et la fission binaire sont les formes de reproduction asexuée les plus
simples. Le bourgeonnement est une division inégale du cytoplasme, résultant en une cellule
parent et une cellule fille, celle-ci étant plus petite que les cellules parent. La fission binaire
par contre aboutit a deux cellules identiques. Ces deux formes de reproduction suivent la
mitose.

4+ La fragmentation et la sporulation
La fragmentation est une forme de reproduction asexuée, ou un nouvel organisme se
développe a partir d'un fragment parent. La sporulation est la plus importante forme de
reproduction asexuée chez les champignons. Elle se fait a travers les spores asexuées, formées
au cours de la phase asexuée du cycle de vie des champignons (phase anamorphe). Suite a une
mitose, ces spores se transforment en cellules reproductives appelées mitospores qui, apres

dispersion, se développent en de nouveaux organismes. Aprés fragmentation du protoplasme
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en plusieurs parties, il se forme des parois autour des prospores, puis la maturation s'arréte et
les parois disparaissent. Le protoplasme devient moins dense et les prospores fusionnent pour
donner une nouvelle cellule végétative, puis le bourgeonnement commence.

2-2-3-2- Reproduction sexuée

Pour qu'une reproduction sexuée se réalise, il est nécessaire d'avoir deux noyaux
haploides capables de s'accoupler, ou un seul noyau diploide. Les deux noyaux haploides
doivent d'abord fusionner pour donner un noyau diploide qui subit par la suite une méiose.
Cette méiose est a l'origine de la variation au sein de la progéniture fongique. Ces événements
sont suivis par la formation de spores (les ascospores, les basidiospores, zygospores), dont le
processus varie en fonction des différentes classes de champignons (Deacon, 2005).

Plusieurs champignons alternent entre la reproduction sexuée et asexuée, dépendant
des conditions. A titre indicatif, la moisissure du genre Dictyostelium effectue une fission
binaire lorsque les conditions sont favorables. Mais lorsque celles-ci deviennent
défavorables (dessiccation, rayons UV, augmentation ou baisse de la température), le
champignon procéde a une reproduction sexuée qui aboutit a la formation de spores. Certains
champignons échangent également leur matériel génétique par des processus parasexués. La
fréquence et l'importance relative de ce mode de reproduction ne sont pas bien claires et
peuvent étre inférieures comparées a celles de la reproduction sexuée. Mais, ce mode de
reproduction est nécessaire dans l'hybridation qui est associée a I'évolution des espeéces
fongiques (Déacon, 2005).

2-2-4- Classification

La classification des champignons est généralement basée sur les caractéristiques de
leurs structures de reproduction qui permettent de distinguer quatre classes de champignons :
2-2-4-1- Zygomycetes

Les champignons de ce groupe ont la particularité de croitre rapidement. Ils posseédent
des cellules non mobiles et des hyphes non septés.

Les zygomycetes peuvent se reproduire sexuellement et asexuellement. La reproduction
sexuée aboutit a la production de zygospores, spores immobiles a parois épaisses. La
reproduction asexuée aboutit quant a elle a des spores (chlamydoconidies, sporangiospores)
contenues dans un sporange issu de sporangiophores simples ou branchés. Le Rhizoporus
stolonifer est une espece courante qui appartient a ce groupe (Alexopoulos et al., 1996).
2-2-4-2- Hyphomycétes

Tous les champignons connus de ce groupe se reproduisent de fagon asexuée par des

conidies (Redecker et Raab, 2006). Les hyphes sont septés et présentent des pores simples.
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Cette classe contient la majorit¢ des champignons d'importance médicale tels que les
dermatophytes.
2-2-4-3- Ascomyceétes

Les ascomycetes possedent des hyphes septés présentant de simples pores qui
permettent une migration cytoplasmique et nucléaire. La reproduction sexuée aboutit a la
formation d'ascospores endogénes dans un ascus, contrairement a la reproduction asexuée qui
aboutit a des conidies. On retrouve dans ce groupe des champignons tels que Pneumocystis
Jirovecii (Alexopoulos et al., 1996).
2-2-4-4- Basidiomycétes

Les basidiomycetes possedent des hyphes septés a pores complexes appelés dolipores,
permettant une migration cytoplasmique. Ils produisent sexuellement des spores exogenes
appelées basidiospores. On retrouve dans ce groupe des champignons tels que Ustilago
maydis, les espéces commensales de 'Homme du genre Malassezia et le pathogene
opportuniste de 'Homme Cryptococcus neoformans (Alexopoulos et al., 1996).

2-2-5- Importance des champignons
2-2-5-1- Utilité des champignons

Les champignons sont d'un grand intérét pour 1'homme dans plusieurs domaines
d'activité :
en industrie agroalimentaire, certains champignons, a l'instar de la levure Saccharomyces
cereviceae, sont utilisés en fromagerie et en patisserie, mais également dans la production de
boissons alcooliques par fermentation (Piskur et al., 2006).

En écologie, les champignons saprophytes participent au maintien de l'équilibre
écologique en libérant dans l'environnement, a partir de la matiere qu'ils décomposent, du
carbone et des sels minéraux (Ronald, 2005).

En biotechnologie, les champignons tels que Ashbya gossypii, sont exploités dans la
production de vitamines A, B ou D (Santos et al., 2005).
En pharmacie, plusieurs espéces de champignons sont utilisées pour la synthése de
médicaments. Le polysaccharide K, produit chimique dérivé de Trametes versicolor, est
utilisé comme adjuvant dans le traitement du cancer (Fisher et Yang, 2002).
Bien que les champignons soient exploités dans tous ces domaines, plusieurs sont des
parasites des plantes, des animaux et de I'homme.
2-2-5-2- Méfaits des champignons

Les champignons envahissent occasionnellement l'air que nous respirons par

l'intermédiaire de leurs spores disséminées par le vent. Ces spores sont responsables de

45



certaines allergies et maladies graves. L'aspergillose pulmonaire par exemple, est une maladie
de l'appareil respiratoire, causée par inhalation des spores de moisissures du genre Aspergillus

(Kamanfu et al., 1993).

Plusieurs champignons produisent des composés biologiquement actifs, parmi lesquels
des mycotoxines. A titre indicatif, les espéces d'Aspergillus, notamment Aspergillus flavus,
produisent des aflatoxines, toxines du foie qui croissent dans ou sur les graines d'arachides. La
consommation de ces graines contaminées conduit a une aspergillose hépatique récurrente

dans le tiers-monde (Maslin, 2004).

Certains champignons peuvent causer des maladies graves voire fatales si elles ne sont
pas traitées. Les levures du genre Candida sont responsables du muget chez les nouveaux nés

caractérisé par un dépot blanchatre sur la langue.

Les champignons s'attaquent également aux plantes et constituent un obstacle
considérable pour l'agriculture. Parmi ces champignons phytopathogeénes, on peut citer

Phytophthora infestans, responsable du mildiou des solanacées (Tamokou, 2002).

2-2-6- Les antifongiques

Les antifongiques sont des préparations médicamenteuses, soignant les infections dues
aux champignons de fagon générale. Parmi eux, certains sont modernes et d'autres
traditionnels (Diaza, 2007).
2-2-6-1- Les antifongiques modernes

Les antifongiques modernes sont des antibiotiques mis au point grace a leur mode
d'action dans les infections superficielles, par des levures ou des champignons (peau, tractus
digestif).
2-2-6-2-Les antifongiques traditionnels

Un grand nombre des plantes médicinales ont une action antifongique. Parmi les
plantes, nous citons la mélisse (Melissa officinalis), le tournesol (Helianthus annus), Dartur
(Cassia allata), sésame (Sesamumindicum), papayer (Carica papaya) (De Clerck, 1986 ;
Diaza, 2007) qui soignent la mélisse cutanée. Certaines d'autres ont fait leurs preuves au
laboratoire, mais qui restent dans les déclarations des utilisateurs, sans aucune vérification

scientifique.

46



2-3-DESCRIPTION DES CHAMPIGNONS ETUDIES
2-3-1- Généralités sur Candida albicans
2-3-1-1- Définition

Candidas albicans est une levure filamenteuse de la peau et des muqueuses qui dans
des conditions particuliéres provoquent des infections aigues, subaigiies ou chroniques de la
peau, des muqueuses et plus rarement viscérales et généralisées (Mpona, 2008).
2-3-1-2- Epidémiologie

Certains candidas sont normalement saprophytes des muqueuses ou de la peau en
équilibre compétitif avec la flore bactérienne.

Les candidoses superficielles sont généralement induites par une modification locale
ou générale du terrain qui permet au Candida de se développer : ils deviennent pathogenes et
engendrent des 1ésions de la peau et des muqueuses, plus rarement elles résultent d'un apport
exogene de champignons : contaminant vénérien pour les candidoses génitales, contamination
du nouveau-né lors de I'accouchement si la mére est atteinte de candidose vaginale.

Les candidoses profondes sont parfois secondaires a une candidose superficielle qui
s'étend par continuité (atteinte digestive ou respiratoire a point de départ génital). L'apparition
et l'extension des candidoses sont favorisées par des nombreux facteurs. La macération
favorise les candidoses cutanées ; les applications locales d'antibiotiques peuvent provoquer
des candidoses muqueuses (Brouhet, 2000 ; Mpona, 2008).
2-3-1-3- Sensibilité aux médicaments

Sensible a la nystatine, au clotrimazole, au kétoconazole, au fluconazole, a
'amphotéricine B pour la candidose envahissante (FTSS, 2001).
2-3-1-4- Inactivation par des moyens physiques

Inactivé par la chaleur humide (121 °C pendant au moins 15 minutes) (FTSS, 2001).
2-3-1-5- Survie a extérieur de ’hote

Survit a l'extérieur de I'hdte, particulierement dans les endroits sombres et humides
(FTSS, 2001).

2-4-2- Généralités sur Aspergillus
2-4-2-1- Définition

Les Aspergillus sont des champignons filamenteux de type moisissure dont la colonie
se présente sous forme duveteuse. Le thalle hyalin présente un mycélium cloisonné portant de

nombreux conidiophores dressés terminés en vésicule (Verweij et al., 2007) .
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2-4-2-2- Répartition

Les Aspergillus ont une répartition mondiale. Ils se développent sur la matiére
organique en décomposition, dans le sol, le compost, les denrées alimentaires et les céréales.
Ils sont présents dans l'environnement humain, notamment dans les plantes, les fruits, la
poussiere, l'air. On trouve de 1 a 20 spores par metre cube. Nous inhalons entre 10 a 30 spores
par jour (Ryan, 2004).
2-4-2-3- Les incidences

Les Aspergillus sont trés utilisés dans l'industrie agro-alimentaire et dans l'industrie
des biotechnologies, notamment pour la fermentation, la production d'enzymes, la production
d'acides organiques et la production d'antimicrobiens.
2-4-2-4-Maladie et dégats

Généralement, les Aspergillus n'attaquent pas les plantes pendant leur pleine
croissance. Pour la plupart, ce sont des saprophytes classiques qui a la faveur de blessures
pénétrent dans certains fruits ou sur les porte-graine, surtout par temps chaud et humide.
Lorsque les graines sont récoltées humides (ou qu'elles s'humidifient lors du stockage). Les
Aspergillus évoluent rapidement et se transforment en parasites ce qui entralne une
diminution de la faculté germinative.
2-4-2-5- Localisation sur la graine

Aspergillus est localisé sous formes de spores a la surface de la graine ou sous forme
de mycélium dans les téguments ou au niveau de I'embryon.
2-4-2-6- Fréquence d’apparition

Le taux d'infection est trés variable, il dépend essenticllement des conditions
climatiques et des conditions de récolte. Durant les années seches, les semences
de céréales peuvent ne présenter aucune attaque d'Aspergillus. 11 est donc impératif de

surveiller le taux d'humidité des lots de semences avant et pendant le stockage.
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PARTIE I1
ETUDE EXPERIMENTALE



1-MATERIEL BIOLOGIQUE

Notre travail consiste d’une part a quantifier et a qualifier par les différentes
techniques d’extractions et de caractérisation (CCM et HPLC), les composés flavonoiques
présents dans différents extraits organiques obtenus a partir des graines (akénes) de S.
marianum en utilisant des standards tels que la sylibine, la catéchine et la naringine
disponibles au niveau de notre laboratoire. L’activité antimicrobienne des extraits
flavonoiques a été testée sur trois souches bactériennes (B. cereus ATCC 10876, E. coli
ATCC 25922, P.mirabilis 35659) et deux souches fongiques (C. albicans ATCC 10231 et 4.
brasiliensis ATCC 16404).

Notre choix a porté sur les akénes qui constituent la partie de la plante la plus
intéressante, vu sa richesse en principes actifs, notamment la sylibine ayant des propriétés
médicamenteuse et curative (Volak et Stodola, 1984 ; Talaj et al., 1989 ; Varro et Tyler,
1994 ; Foster, 1995; Morazzoni et Bombardelli, 1995 ; Widmer, 1999 ; Anderson et
Fletcher, 2001 ; Ody, 2002). C’est la partie majoritairement utilisée en phytothérapie et
inscrite dans la pharmacopée. Le reste de la plante (feuilles et tiges) sont peu utilisées et sont
surtout riches en matiéres azotées, minérales (cendre, calcium, magnésium, potassium,
sodium et phosphore) et organiques possédant une valeur agronomique et zootechnique et
utilisées comme fourrage pour le bétail et engrais vert (Amrani, 2006).

La récolte des graines a eu lieu au mois de juin 2013 (période correspondant a la phase de
maturation et de sénescence du taxon étudi€¢) au niveau des monts de Tessala (wilaya de Sidi
Bel Abbés), dans une station de latitude nord 35°16'16", de longitude ouest 0°45'48" et
d’altitude 792 m.
2-PRESENTATION DU SITE DE PRELEVEMENT
2-1-Situation géographique

Les monts de Tessala présentent une grande diversité biologique, ils sont situés au
nord de la wilaya de Sidi Bel Abbes, limités au nord par la plaine de la Mleta et la sebkha
d’Oran, a ’est par les monts des Béni Chougrane, a I’ouest par les monts de Sebaa Chioukh et
au sud par la plaine de Sidi Bel Abbes. Les monts de Tessala font partie de 1’Atlas tellien, ils
s’étirent du sud-ouest au nord-est sur une distance de 50 a 60 km (Kiekken, 1962) (fig. 26).
La hauteur des reliefs, relativement aplanis, s'établit entre 500 et 1 000 m d'altitude en
culminant a 1061 m au djebel Tessala. Le versant sud apparaissant moins abrupt que le

versant nord, ils ont des pentes fortes fréquemment supérieures a 25% sur I’ensemble du

djebel Tessala (Bneder, 1990).
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2-2- Aspect lithologique
Les principales unités lithologiques rencontrées dans la commune de Tessala sont
représentées par Bneder (1992) :
#+ les marnes sont représentées par des marnes calcaires et marnes argileuses qui
constituent 44% de la superficie totale. Elles sont rencontrées surtout dans la partie
Nord et Nord-ouest de la commune ;
#+ le deuxiéme substrat est le calcaire marneux, grés et marne calcaire de 1’éocéne qui
compte 19% de la superficie totale. Il se trouve surtout dans la partie Sud-est ;
4+ les marnes grises sont représentées avec 16%; ils sont localisées dans la partie extréme

Sud de la commune de Tessala ;

# les marnes finement sableuses qui occupent 4% de la superficie totale. elles sont
localisés dans la partie Sud ouest ;
#+ [’argilite, gypse, dolomie noire, ophites avec un pourcentage de 15%; ce substrat est

localisé au niveau du haut versant de djebel Tessala.
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Figure 26 : Localisation géographique des monts du Tessala (Kiekken, 1962).
2-3- Aspect pédologique
Le Djebel Tessala, comme I'ensemble des monts du Tessala, est essentiellement
constitu¢ de roches peu résistantes a 1'érosion. La plupart des sols appartiennent a la classe des
sols minéraux bruts lithosols et régosols de la classification frangaise. On trouve également

quelques rendzines. Les sols bruns calciques sont rares (Benyahia et al., 2001).
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3- CARACTERES CLIMATIQUES

Le climat de 1I’Algérie a fait ’objet de nombreuses études analytiques et synthétiques,
notamment par Seltzer (1946), Emberger (1954), Bagnouls et Gaussen (1957), Chaumont et
Paquin (1971), Stewart (1975), Bottner (1981), Le Houerou (1995).

Tous ces auteurs s’accordent a reconnaitre I’intégration du climat Algérien au climat
méditerranéen, caractérisé par une saison séche et chaude coincidant avec la saison estivale, et
une saison froide et pluvieuse en coincidence avec la saison hivernale. En Algérie, cette
pluviométrie peut étre soumise a ’orographie et aux influences maritimes. En effet, tous les
auteurs qui ont étudié la pluviométrie en Algérie ont montré que la répartition de la pluie subit
trois influences. Il s’agit de 1’altitude, les conditions de topographie, de la longitude et enfin
celle de I’¢loignement de la mer.

3-1- Pluviométrie

La pluviométrie varie en fonction de 1’éloignement de la mer et de I’exposition des
versants par rapport aux vents humides (Djebaili, 1984).

Connaissant la fluctuation des précipitations, une étude diachronique comparée entre
deux périodes, ancienne de 1913-1938 (Seltzer, 1946) et récente de 1980-2010 (O.N.M,
2011), a été réalisée.

Le tableau 2 récapitule la pluviométrie moyenne mensuelle selon les travaux de

Seltzer (1946) sur une période de 25 ans (1913-1938).

Tableau 2: Précipitations moyennes mensuelles de la région de Tessala (1913-1938).

Mois J F M A | Ma | Ju Jt | At S (0] N D | Total
Précipitations | ¢ | o) | o3 [ 51 | 42 [ 12| 1| 3 | 16| 46| 88 | 94 | 581
(mm)

L’analyse de ce tableau montre un régime saisonnier du type HPAE avec une tranche
pluviométrique annuelle et saisonniére assez bien répartie.
Les données de la période 1980-2010 montrent une différence notable tant dans les
précipitations que dans les températures. Cette différence se traduit par une nette tendance
vers un cycle de sécheresse.

Dans la région de Tessala, la pluviométrie est relativement faible. Elle n’excede
qu’exceptionnellement les 400 mm par an, selon I’analyse des relevés réalisés sur 30 ans. La

moyenne interannuelle des pluies enregistrées depuis 1980 a 2010 est de 335,34 mm.
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Cependant, ’analyse quantitative des apports pluviométriques annuels relevés sur
cette méme période indique une évolution irréguliére des précipitations d’une année a I’autre

et met en relief une variation régressive dans son ensemble avec le temps (tab.3).

Tableau 3 : Variation des précipitations moyennes annuelles (1980-2010) (O.N.M, 2011)

AN 1980 | 1985 | 1990 | 1995 | 2000 | 2005 | 2010
Précipitations |, 220 400 380 300 280 320
(mm)

3-2- Température

Les températures moyennes minimales et maximales enregistrées durant la période
1980-2010 montrent des maximas respectifs de 35.9 °C au mois de juillet et 35.5°C au mois
d’aolt et des minimas respectifs de 2.5°C au mois de janvier et 3.3°C au mois de décembre.
Quant aux températures moyennes, elles augmentent avec un maximum en juillet, soit 26.6°C
et un minimum en janvier avec 9.1°C.
3-3- Les vents

Les vents soufflent fréquemment dans les directions instables et a différentes intensités
en fonction des saisons. Les vents les plus fréquents de novembre a avril sont les vents du
Nord- ouest secs et froids. Les vents du Sud-ouest sont secs et chauds, dessechent davantage

le sol et ont un effet néfaste sur les plantes (tab.4).

Tableau 4 : Moyennes mensuelles de la vitesse des vents en m/s, période (1987-2003)
(O.N.M, 2007)

Mois J F M A Ma | Ju Jt At S (0) N D

Moyennes

2512271248 | 295 (271 263234226 2.15|2.04 243 | 245
mensuelles

3-4- La gelée

La période critique se situe du mois de décembre au mois de février, elle se distingue
par une fréquence inquiétante en période printaniere au moment ou la végétation est en
période de floraison (tab.5). Elle devient ainsi nocive pour les plantes causant souvent des

dégats importants.
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Tableau 5 : Fréquences moyennes mensuelles des gelées (période 1985-2007) (O.N.M)

Mois J F M A Ma Ju Jt At S (0] N D
Fréquences | ., | |, | 5 0 0 0 0 ol o | o] 6 |125
Moyennes

3-5- L’humidité
L’humidité est supérieure & 70 % sur les 6 mois de I’année (octobre — mars). Le
maximum est enregistré en saison hivernale (80 %), alors que le minimum (50%) est observé

en été (tab. 6).

Tableau 6 : Moyennes mensuelles du taux d’humidité relative (période 1985-2007)

Mois J F M A Ma Ju Jt At S (0] N
LD 78 | 77 1 70 | 68 | 65 | 56 | s0 | 52 | 63 | 70 | 73
mensuelles (%)

3-6- Diagramme ombrothermique de Bagnouls et Gaussen

Selon Bagnouls et Gaussen (1957), un mois est considéré sec lorsque le total des
précipitations P, exprimé en mm, est égal ou inférieur au double de la température moyenne
T du mois, exprimée en degré centigrade. Partant de ce principe, la durée et I’importance de la
période séche peuvent étre déterminées par le diagramme ombrothermique proposé par ces
deux auteurs. Ce diagramme est obtenu par un graphique ou les mois de ’année sont en
abscisses, les précipitations moyennes mensuelle (p en mm) en ordonnées de gauche, les
températures (T en degrés centigrades) en ordonnées de droite. La période seche
s’individualise lorsque la courbe des précipitations passe sous celle des températures. Les
figures 27 et 28 représentent la courbe ombrothermique de la région de Tessala (ancienne et
nouvelle période), station pour laquelle nous disposons des données thermiques et
pluviométriques.

Ce diagramme permet de fixer le début et la fin d’une période séche. La comparaison
des diagrammes ombrothermiques des deux périodes (fig. 27 et 28), ancienne et récente,
montre un allongement de la période seche de 5 mois environ (Seltze, 1946) a 6 mois selon

les données récentes (ONM, 2011).
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Figure 27 : Diagramme ombrothermique de la région de Tessala (période 1913-1938)

(in Cherifi, 2013)
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Figure 28: Diagramme ombrothermique de la région de Tessala (période 1980-2010)
(in Cherifi, 2013)
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4- METHODES D’ETUDE
4-1- METHODES D’EXTRACTION DES FLAVONOIDES
4-1-1- Préparation du matériel végétal

Les graines prélevées sont nettoyées, lavées a 1’eau distillée puis séchées a I’air libre et
a I’obscurité pendant une dizaine de jours, pour étre ensuite pulvérisées a 1’aide d’un broyeur.
La poudre de graine est conservée dans un flacon sombre a l'abri de la lumiére et de
I’humidité, jusqu’aux analyses. Toutes ces opérations permettent de pallier la dégradation de
certains constituants et contribuent a I'inhibition de toutes activités enzymatiques responsables
de leur dénaturation.
4-1-2- Technique d’extraction des flavonoides

La procédure suivie est celle appliquée par Merghem et al. (1995), elle comporte trois
sous étapes (fig. 29):
a- La macération

300 g de poudre de graines de plante est macérée dans un mélange hydro-alcoolique
(éthanol /eau ; 160/60 : V/V). Cette macération se fait & une température ambiante pendant
trois jours successifs, avec renouvellement du solvant toutes les 24 heures. Les macéras sont
réunis puis filtrés sur papier filtre.
b- Evaporation

Apreés  filtration, les extraits hydro-alcooliques subissent une évaporation sous
pression réduite dans un rotavapeur rotatif (de type BUCHI) a une température de 50°C.
Le résidu sec est repris dans 600 ml d’eau distillée bouillante (1’intérét de I’utilisation de 1’eau
distillée bouillante, c’est pour assurer la récupération des composés restés accolés a la paroi
du ballon d’évaporation). Aprés une décantation de 24h, on récupere la phase limpide, qui
est la phase aqueuse. Cette derniere va subir des affrontements successifs par plusieurs
solvants de polarité croissante, c’est-a-dire allant du moins polaire au plus polaire. Ce sont
I’éther de pétrole, le chloroforme, 1’acétate d’éthyle et le butanol.
c- Extraction par des solvants

L’extraction liquide liquide des composés chimiques est faite dans des ampoules a
décanter de 1000 ml. La phase aqueuse et le solvant éther de pétrole sont mis dans une
ampoule a décanter, ’ensemble est mélangé et agité énergiquement en dégazant a chaque
fois. Aprés un repos d’une heure, on récupére séparément d’une part, la phase aqueuse et
d’autre part la phase organique chargée de ses composés spécifiques. La phase aqueuse est
remise dans I’ampoule a décanter pour étre affrontée une deuxieme puis une troisi¢me fois

avec le méme solvant (éther de pétrole) renouvelé jusqu’a ce qu’il devient transparent.
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Ce solvant organique récupéré est rejeté par la suite, car il est nécessaire seulement

pour éliminer les boues, les graisses et les résines risquant de géner la suite des analyses.

Ce méme protocole est répété pour la phase aqueuse soumise cette fois-ci @ un autre
fractionnement par d’autres types de solvants utilisés tel que le chloroforme, pour donner
I’extrait chloroforme (ECh), I’acétate d’éthyle pour donner la fraction acétate d’éthyle (EAc)
et finalement le butanol pour donner I’extrait butanol (EBu), en suivant les mémes étapes que

le premier fractionnement par I’éther de pétrole.
Le raffinat qui en résulte représente la phase aqueuse résiduelle (EAq). Ces phases

sont évaporées a sec au rotavapor sous pression réduite, puis pesées, congelées et finalement

soumises a une lyophilisation, pour étre conservées a — 20°C jusqu’a utilisation.
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Graines broyées (300mg)

3 macérations avec éthanol-eau (160 : 60 ;V :V)

Extrait brut concentré

Evaporation a sec

Traitement a I’eau distillée bouillante

Phase aqueuse

Extraction liquide-liquide

Affrontement par éther de pétrole (x3) Fraction éther de pétrole

Affrontement au chloroforme (x3) Fracti hlorof
raction chloroforme

Affrontement a I’acétate d’éthyle (x3)
Fraction acétate d’éthyle

Affrontement au butanol (x3) Fraction butanol

Phase eau résiduelle

Figure 29 : Protocole d’extraction des flavonoides (Merghem et al., 1995)
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Notons que les rendements sont calculés selon la relation :

[ R (%)=m / mo x 100 ]

m : est la masse du résidu sec

mo : est la masse de la poudre végétale

4-2- IDENTIFICATION ET CARACTERISATION DES FLAVONOIDES PAR
CHROMATOGRAPHIE ANALYTIQUE SUR COUCHE MINCE (CCM) ET PAR
CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE HAUTE PERFORMANCE (HPLC)
a- CHROMATOGRAPHIE ANALYTIQUE SUR COUCHE MINCE

La chromatographie sur couche mince (CCM) est a la fois une méthode de séparation
et d’identification des divers constituants d’un mélange. Elle nous permet de mettre en
¢vidence les différentes familles des flavonoides en fonction de leur fagon de migrer dans des
conditions données. La CCM est la plus simple, efficace et rapide des méthodes
a.1- Le principe

Elle consiste a placer sur une feuille (papier, cellulose, silice, polyamide, gel de
séphadex, etc.) (Wink, 1999 ; Maarouf, 2002), une goutte de chaque extrait (chloroforme,
acétate d’éthyle, butanol et aqueux) de la laisser éluer dans un mélange de solvant
(appelé ¢€luant), qui va diffuser le long du support. La tache de la goutte migre verticalement
sur la feuille en fonction de la polarité des substances, de la polarit¢ de 1’¢luant (phase
mobile), du pouvoir d’adsorption de la phase stationnaire et des interactions qu'elle subit de la
part du support et de 1'¢luant.
a.2- Choix des conditions opératoires

+ choix de la phase stationnaire
Dans notre étude, nous avons choisi un support le plus courant en gel de silice d’épaisseur
0.25 mm en couche fine, monté sur une plaque d’aluminium (60 F254 Merck). Ces plaques
possédent un colorant incolore en lumiére naturelle, mais de couleur verte en UV absorbant a
254nm.
4 choix de I’éluant

Le choix de I’¢luant est essentiel, il est formé d'un solvant unique ou d'un mélange de solvants
dans des proportions bien établies. Une méthode simple pour trouver 1'éluant approprié,

consiste a préparer des solutions de 1'échantillon dans différents solvants.
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Pour cela différents systémes d’'un mélange de solvants polaires et apolaires ont été
essayés pour définir ceux qui donnent les meilleures séparations. L’¢luant est celui qui,
lorsqu'il a terminé sa migration, a entrainé le soluté a une distance d'environ la moiti¢ de celle
qu'il a parcourue (Marchal, 1998).

Dans notre travail, nous avons utilisé le mélange éther di¢thylique / éther de pétrole
avec différentes combinaisons d’une part et, d’autre part nous avons essayé également

d’autres éluants utilisés dans les travaux de Widmer (1999) et Kechar (2007) (tabl. 7).

Tableau 7 : Les différents systemes de solvants utilisés pour la CCM

CCM sur gel de silice
Systéme solvants Proportions Références
o (50/50ml) (V/V) Bessam et
]155156; ‘}I?ttfl‘yrhgse srole | (B0/20mD (V/V) | Mehdadi
L00% cherdep (60 /40 ml) (V/ V) (2014)
’ (40 /60 ml) (V/V)
Acétate d’¢thyle / (50/20/ 10 ml) %83%
méthanol / eau (V/V/V)
Systémes ) Kechar
’ Butanol / acide (40/50/ 10 ml) (2007)’
essayes acétique / eau (V/ V/V)
Toluéne / butanol / (20/10/10/20 ml) Widmer,
méthanol / éther de (V/V/V/V) (1999)
pétrole
Chloroforme / acétone (75/16.5/8.5ml) Widmer,
/ acide formique (V/V/V) (1999)
Chloroforme / (90/10/5 ml) Widmer,
methanol / eau (V/V/V) (1999)

a.3- Solution d’essai
100 mg de chaque fraction (chloroforme, acétate d’éthyle, butanol et aqueuse) ont été

dissouts dans 10 ml de diméthyl sulfoxyde (DMSO).

a.4- Le dépot de I’échantillon
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Nous avons découpé une plaque CCM, de dimension 8cm x 5cm sur laquelle nous
avons tracé au crayon un trait a lcm du bord inférieur de la plaque. Sur ce trait, on trace a
I’aide d’un crayon quatre petits points & lcm de distance. Il est important que le diamétre de
la tache produite au moment du dépot soit faible; idéalement, il ne devrait pas dépasser 3 mm.
Ce sont généralement les dépdts les moins étalés qui permettent les meilleures séparations.
Pour augmenter la quantité déposée, il est toujours préférable d'effectuer plusieurs dépdts au
méme point, en séchant rapidement entre chaque application, plutdét que de déposer en une
seule fois un grand volume d'échantillon qui produirait une tache plus large (Marchal, 1998).

L'échantillon est déposé a I'aide d'une micropipette ou d'un tube capillaire, en appuyant
légeérement et brievement l'extrémité de la pipette sur la couche d'adsorbant, en prenant soin
de ne pas le détériorer. Sul de chaque extrait (S1 : extrait aqueux, S2 : extrait butanol, S3 :
extrait acétate d’éthyle et S4 : extrait chloroforme) est prélevé a I’aide d’une pipette pasteur a
usage unique, et déposé perpendiculairement et prudemment sur chaque point. Il faut sécher
apres chaque dépot avec un seche cheveu, ou laisser sécher a I’air libre. On vérifie l'identité
des composants présumés d'un échantillon en procédant a un dépot séparé d'une solution de
chacun d'eux, puis a celui des solutions témoins qui permettent de comparer la migration de
chaque composé avec celle de I'échantillon a analyser.

a.5- Développement de la plaque

Le développement consiste a faire migrer le solvant sur la plaque. Dans les analyses
usuelles de laboratoire, le principal type de développement est la chromatographie
ascendante : la plaque est placée en position verticale dans une cuve, et le solvant qui en
recouvre le fond monte par capillarité.

Le niveau de liquide est ajusté a environ 0,5 cm du fond de la cuve; on place souvent
du papier filtre contre les parois de la cuve pour saturer plus rapidement la cuve en vapeurs
d’¢luant. Pendant le développement du chromatogramme, la cuve doit demeurer fermée et ne
pas €tre déplacée.

Lorsque la position du front du solvant arrive a environ 1 cm de l'extrémité supérieure,
la plaque est retirée de la cuve, le niveau atteint par le solvant est marqué par un trait fin, puis
la plaque est séchée a 1'air libre ou a 1'aide d'un séchoir (Marchal, 1998).

a.6- Révélation

L'identification des substances isolées se fait selon différentes méthodes :

# révélation aux UV
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Toutes les substances ayant une absorption dans la région au-dessus de 230 nm, sont étudiées
sur des supports additionnés de corps fluorescents par irradiation de lumieére UV a ondes
courtes (L max < 254 nm). L'emploi de couches non additionnées de produits fluorescents,
permet aussi la mise en évidence de beaucoup de substances dans 1'UV a ondes courtes ou a
ondes longues (L max > 366 nm) par suite de la fluorescence propre des composés (Marchal,
1998).

+ Révélation par méthode chimique
Si les substances sont incolores, elles sont directement colorées a 1'aide de révélateurs afin de
les transformer en taches colorées; les produits sont souvent décelés par réaction chimique
avec les substances a révéler (Latifou, 2005) : les acides aminés par la ninhydrine qui donne
avec la plupart une couleur bleu-violet, les acides organiques par des indicateurs colorés, les
sucres par le réactif de Molisch qui utilise le pouvoir réducteur des sucres.
Dans notre travail, la visualisation des taches (spots) de flavonoides a été faite sous UV a 254
nm dans une chambre noire apres avoir sécher les plaques a ’air libre. Quelques taches ont
été encerclées en trait plein.
a.7- Calculs et interprétation

La position finale da la tache (ou spot) est caractéristique de la molécule. On lui

attribue une valeur, le Rf, qui a été fort habilement traduit comme Rapport frontal. Ce Rf est
le rapport de la distance parcourue par le composé divisé par la distance parcourue par
I’¢luant. Ainsi un Rf faible est caractéristique d’une molécule qui a peu migré et qui est donc
proche de la ligne de dépot. Alors qu’un Rf élevé est caractéristique d’une molécule qui a
fortement migré et qui est donc proche du front de migration, avec une forte affinité pour la
phase mobile. Le Rf est compris entre 0 et 1.

La valeur du Rf varie avec la nature de 1’¢luant utilisé (organique ou aqueux), le type du
support chromatographique (gel de silice, polyamide, cellulose), la nature du produit lui
méme (aglycone ou glycosyl), ainsi que de la disposition des différents substituants sur le

squelette flavonique (Marbry et al., 1970 ; Berthillier, 1972 ; Malcom, 2004).

[ Rapport frontal (Rf)y=h/H ]

4+ H : hauteur parcourue par le solvant entre la ligne de dépét et le front du solvant (en

cm),
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#+ h : hauteur parcourue par la substance entre la ligne de dépot et sa position au moment
de la révélation (en cm) (fig. 30).

Le Rf est caractéristique d’une molécule pour un éluant et un support donnés.

Tache de la substance —)

Ligne de dépot

Figure 30: Chromatogramme apreés révélation
a.8- Structure Rf
La distance de migration des substances dépend essentiellement de leur polarité :
4 les polyhydroxyflavones ont des faibles valeurs de Rf (0,00-0,25),
+ les oligohydroxy et les oligométhoxyflavones ont des valeurs de Rf comprises entre
(0,3-0,5),
4 les flavanones, les flavonols, méthoxyflavones ont les valeurs les plus élevées de Rf

(0,5-0,75) (Bandyukova et Shinkarenko, 1973) (tableau 8).

Tableau 8 : La relation entre le Rf et la structure des flavonoides (Bandyukova et
Shinkarenko, 1973)

Structure flavonique Rf
Augmentation des OH Diminution du Rf
Méthylation des groupements OH Augmentation des valeurs de Rf
Acétylation Augmentation des valeurs de Rf

Diminution des valeurs de Rf due

Glycosylation principalement de I’introduction

de nouveau groupement OH
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a.9- Structure-fluorescence
L’examen en lumiére ultraviolette est la méthode la plus utilisée pour la détermination
de la structure des flavonoides. Les tableaux 9 et 10 résument la relation qui peut exister entre

la structure d’un composé et sa fluorescence sous UV.

Tableau 9 : La relation entre la fluorescence et la structure des flavonoides (Lahouel,

2005)
Spot coloré Types de flavonoides
Noir Flavonols 5, 6, 7, tr1 OH libres
Flavonols 5, 7, 8, tri OH libres
Brun noir 3-OH absent ou 3-OH substitué

Flavones 5-OH et 4° OH
Flavones 3-OR et 5 OH ,4’-OH
Flavones 6 ou 8 OH

Violet Chalcones

Dihydroflavonols

Isoflavones

Flavanones

Flavones sans 5-OH libre

Bleu clair (fluorescent) Flavonols sans 5-OH libre avec 3 OH

substitué
Jaune terne Flavonols 3- OH libre avec ou sans 5-OH
Jaune libre
Fluorescence orangée
Jaune vert brillant 5 OH libre ou 5 OH substitué
Flavonols avec 30H libres
7 a ¢ Aurones
aune fluorescen Chalcone
Flavanones
Jaune pale dihydroflavonols
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Tableau 10: Composés phénoliques identifiés par CCM (Markham, 1982)

Couleurs sous UV Composés probables

Rouge Anthocyanidine 3 glucoside
Rose Anthocyanidine 3,5 diglucoside
Orange Anthocyanidine 3 glucoside
Orange pale Anthocyanidine 3 glucoside
Jaune Flavonols

Jaune pale Flavonols

Vert Rutine

Bleu sombre Flavonols, flavanones, aurones
Bleu vif Hydroquinones

Bleu péle Acide phénol

Bleu blanc fluorescent

Acide phénol

Violet

Flavonols, flavanones,

1soflavones, flavones

Pourpre sombre

Chalcones

Marron Flavones, flavonols 3- glycosylés

b- ANALYSE QUALITATIVE PAR LA CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE A HAUTE
PERFORMANCE
b.1- Description du syst¢éme RP-HPLC utilisé

L’HPLC utilisé (systeme RP-HPLC) est de marque Shimadzu, équipée d’une colonne
C18 de 25cm de longueur, 4,6mm de diametre interne et de Sum de diamétre de particules,
d’une pompe « Model LC-10ADvp » et d’un contrdleur de gradient « Model FCV-10ALvp »,
auxquels sont connectés un injecteur manuel et un détecteur UV-visible « Model SPD-
10Avp » (fig. 22). Le volume de la solution étalon ou de la solution test injectée est de 20ul
Toutes les analyses ont été traitées par le logiciel « LC solution ».
b.2- Préparation des solutions standards

Les solutions témoins de sylibine, catéchine et naringine sont préparées, en dissolvant
100 mg de chaque standard dans 10ml de diméthyle sulfoxyde (DMSO), elles sont ensuite
agitées dans le vortex pendant quelque minutes et filtrées sur un filtre millipore (0,45 pm)
pour éviter d’endommager la colonne et limiter les interférences dues aux impuretés. Ces

préparations se font dans une chambre obscure en présence d’une lampe rouge, pour éviter la
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dégradation des molécules. 20ul de chaque témoin est prélevé et injecter sur une colonne de
type phase inverse C18, de 25cm de longueur et 4,6mm de diamétre interne avec un débit de
Iml / mn, a une température ambiante de la salle (20 + 2°C). La phase mobile est composée
d’un mélange de trois solvants : acide phosphorique, méthanol, eau ultra pure (0.5 / 35 / 65
ml: V/V/ V). Les solvants et réactifs utilisés au cours des travaux proviennent du fabricant
SIGMA-ALDRICH.

Le gradient d’¢lution appliqué est de type isocratique étalé¢ sur 30 mn. La détection a
été effectuée par un détecteur UV-visible a une longueur d’onde égale a 280 nm.
b.3- Préparation des échantillons

50 mg de chaque extraits : acétate d’éthyle, chloroforme, butanol et aqueux ont été
solubilisés dans 5 ml de DMSO, ce solvant a été choisi parce qu’il permet la solubilité¢ des
¢chantillons et des standards. Les échantillons sont agités au vortex pendant quelques minutes
dans une chambre obscure en présence d’une lampe rouge pour que la lumiére ne cause pas la
dégradation des molécules. L’échantillon est ensuite filtré¢ sur un filtre millipore de (0.45um)
pour éviter d’endommager la colonne et limiter les interférences liées aux impuretés. 20l
sont prélevés de 1’échantillon et injectés dans la colonne. Les conditions opératoires sont
réalisées a la température ambiante de la salle (22 + 2°C) et a ’obscurité. La phase mobile est
constituée d’'un mélange de trois éluants : acide phosphorique, méthanol, eau ultra pure (0.5 /
35/65ml:V/V/V).

Le gradient d’¢lution appliqué est de type isocratique étalé sur 30 mn. La détection a
¢été effectuée par un détecteur UV-visible a une longueur d’onde égale a 280 nm. Toutes les
injections ont été faites en double.

b.4- Expression des résultats

Les flavonoides contenus dans chaque extrait analysé ont été identifiés qualitativement

par la comparaison des temps de rétention de nos extraits obtenus avec ceux des témoins.

4-3- EVALUATION DE L’ACTIVITE ANTIBACTERIENNE DES DIFFERENTS
EXTRAITS
4-3-1- Préparation des solutions de la plante

10 mg de chaque extrait lyophilisé (chloroforme, acétate d’éthyle, butanol et phase
aqueuse résiduelle) sont introduits dans un tube a essai ou nous avons ajouté 100ml de
diméthyl sulfoxyde (DMSO) ; ce solvant étant dépourvu d’effet antimicrobien. Les tubes sont
agités au vortex jusqu’a dissolution compléte de I’extrait. Ainsi nous obtenons pour les quatre

extraits, une solution mére a une concentration de 100 pg / mlL
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Cette solution mére va étre utilisée pour la détermination de I’activité antibactérienne
et antifongique des différents extraits.
4-3-2- Les germes testés
Le support microbien utilisé provient de I’American Type Culture Collection ATTC est
composé¢ de :
& FEscherichia coli, ATTC 25922
&+ Proteus mirabilis, ATTC 35659
#* Bacillus cereus, ATTC 10876
Le support fongique utilisé est composé de deux souches :
4+ Candida albicans, ATTC 10231
£ Aspergillus brasiliensis, ATTC 16404
4-3-3- Repiquage des souches bactériennes et fongiques
Afin de s’assurer de leur pureté, les différentes souches bactériennes et fongiques
conservées dans les conditions du laboratoire, sont repiquées par la méthode des stries dans
des milieux gélosés adéquats a savoir : gélose ectoéne pour E. coli et P. mirabilis, gélose
nutritive pour B. cereus, puis incubées a 1’étuve a la température de 37°C pendant 18 a 24
heures. La gélose Sabouraud est utilisée pour 4. brasiliensis et C. albicans qui sont incubés a
I’étuve a la température de 25°C pendant 72h, afin d’obtenir des cultures jeunes et des
colonies isolées qui ont servi a la préparation de I’'inoculum.
4-3-4- Préparation des inoculums bactériens
Une ansée de colonies est mise en suspension dans 10 ml d’eau physiologique stérile,
la turbidité est ajustée a 0.5 Mc (~ 10° UFC/ml). Une dilution appropriée est effectuée jusqu’a
I’obtention d’une densité optique (DO) de 0.08 a 0.10 a une longueur d’onde de 625nm
(standardisation de I’antibiogramme selon I’OMS, 1999).
4-3-5- La technique utilisée
La technique de diffusion des disques sur milieu solide, technique simple, utilisée et
décrite par de nombreux chercheurs (Dulger et Gonuz, 2004 ; Pareker et Chanda, 2007 ; Rota
et al., 2008). C’est une méthode qui permet de montrer I’existence ou non d’action
antimicrobienne et antifongique des produits a tester.
L’activité antibactérienne a été recherchée contre trois souches bactériennes dont E.
coli, P. mirabilis et B. cereus. Les tests de sensibilité ou de résistance des bactéries aux
différents extraits végétaux (chloroforme, acétate d’éthyle, butanol et aqueux résiduel), sont

réalisés par la méthode de diffusion en milieu gélosé.
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4-3-6- Ensemencement

Selon la technique d’inondation, les suspensions bactériennes sont ensemencées par
¢talage a I’aide d’un rateau stérile dans des boites de pétri stériles préalablement coulées par
le milieu Muller Hinton approprié pour le germe (SFM, 2008). L’ensemencement s’effectue
de telle sorte a assurer une distribution homogene des bactéries. Les boites ensemencées sont
laissées quelques minutes sur la paillasse pour que les bactéries se fixent a la surface du
milieu de culture, puis ’excés de suspension est aspiré a 1’aide d’une pipette stérile.
4-3-7- Préparation des disques

Des disques stériles (120°C pendant 15 minutes par autoclavage) de papier wattman de
6 mn de diametre sont imprégnés de 20ul de chaque solution mére correspondant aux quatre
extraits brut. A I’aide d’une pince stérile, ces disques sont déposés délicatement sur les
milieux gélosés préalablement ensemencés avec les suspensions bactériennes référencées.
Aprés une heure de pré-diffusion des solutions, les boites de pétri sont incubées a la
température de 37°C a I’étuve pendant une durée de 24h (Adesokan et al., 2007). Apres
incubation, l’effet des extraits se traduit par I’apparition autour de disque d’une zone
circulaire transparente correspondant a ’absence de la croissance. Plus le diametre de cette
zone est grand plus la souche est sensible (Choi et al., 2006).
4-3-8- Expression des résultats

L’activité antibactérienne a été déterminée en mesurant a I’aide d’une régle graduée et
a D'extérieur de la boite fermée, le diametre de la zone d’inhibition autour des disques,
déterminé par les différentes concentrations des différents extraits.
4-4- ETUDE DE L’ANTIBIOGRAMME ET DE L’ANTIFONGIGRAMME
4-4-1- Principe

Le but de la réalisation d’un antibiogramme, est de prédire la sensibilité d’un germe ou
de plusieurs germes a un ou plusieurs antibiotiques, dans un but essentiellement thérapeutique
et voir I’efficacité in vitro de ces antibiotiques.
De méme pour un antifongigramme, qui consiste a déterminer in vitro la sensibilité¢ des
champignons vis-a-vis d’un ou plusieurs antifongiques afin de comparer les résultats des
extraits flavonoiques avec ceux de ’antibiogramme et 1’antifongigramme.
4-4-2- L’antibiogramme

Il est réalisé suivant les mémes étapes que celles décrites précédemment (diffusion sur
milieu solide), en utilisant des disques d’antibiotiques standards a savoir la spiramycine
(100pg), la céfazoline (30png), ’amikacine (30png), ’amoxilline (25ug) et I’oxacilline (11pg).

Apres incubation, le diameétre d’inhibition est mesuré en millimetres (disque inclus)
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(Doughari et al., 2007). 1l est représenté par une auréole formée autour de chaque bactérie en
cas d’une activité positive. Chaque test est réalisé trois fois afin de minimiser I’erreur
expérimentale.

4-4-3- L’antifongigramme

Il est réalisé suivant les mémes étapes que celles décrites dans I’antibiogramme, en
utilisant un disque d’antifongigramme standard, qui est une solution de pevaryle a 1%.

4-5- EVALUATION DE L’ACTIVITE ANTIFONGIQUE

La méthode utilisée est la méme que celle utilisée pour l'activité antibactérienne
(diffusion a partir d’un milieu solide). Elle met en évidence la sensibilité des souches
fongiques vis-a-vis des extraits testés. Le repiquage des champignons se fait sur gélose
Sabouraud pour C. albicans et A. brasiliensis, puis une incubation a la température de 25°C
pendant 5 jours. L’inoculum a été préparé de la méme fagon que celui des bactéries.

A la fin de la culture, si ’extrait inhibe le développement, un halo clair est visible
autour des disques.

4-6- CLASSEMENT DES SOUCHES TESTEES SELON LEURS SENSIBILITES AUX
ANTIBIOTIQUES ET AUX EXTRAITS

La classification des souches bactériennes et fongiques lors de I’antibiogramme et de
I’antifongigramme vis-a-vis des extraits flavonoiques s’effectue comme suit : souche sensible
(1), intermédiaire (£) et résistante (—).

Selon Draffourd er al. (1990) et Ponce et al. (2003), la sensibilité aux extraits est
classifiée selon le diamétre des zones d’inhibitions comme suit: non sensible pour un
diametre moins de 8mm ; - sensible pour un diametre de 9-14mm ; trés sensible pour un
diameétre de 15-19mm et extrémement sensible pour un diamétre de 20mm.

4-7- DETERMINATION DE LA CONCENTRATION MINIMALE INHIBITRICE
(CMI)
4-7-1- Principe

La CMI de facon générale est la plus faible concentration d’antimicrobien capable
d’inhiber toute croissance visible aprés un temps d’incubation de 18 a 24 heures. Ici, sa
détermination s’est effectuée a partir de la mesure de la turbidité induite par la croissance des
germes ¢tudiés. La CMI correspond donc a la plus petite concentration pour laquelle il y a

absence de turbidité.
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4-7-2- Technique classique
Les CMI sont déterminées par la méthode de dilution en milieu liquide a partir d'une
gamme de concentrations de I’extrait flavonoique le plus actif (EAc), ayant induit un diametre

d’inhibition supérieur ou égal a 16 mm (Bouterfes et al., 2014).

Une série de dilution selon une progression géométrique de raison 2 avec des
concentrations allant de 3,12 ; 6.25; 12.5; 25; et 50 pg/ml sont réalisées a partir d’une
solution mére de concentration de 100 pg/ml de I’extrait utilisé, préparée dans le diméthyle
sulfoxyde pur. 1ml de chaque dilution est incorporé a 1 ml de bouillon Muller Hinton

auxquels sont ajoutés 1 ml de I’inoculum.

Les cinq premiers tubes (de C1 a C5) sont appelés tubes expérimentaux. Le dernier
tube (C6) est noté tube témoin de croissance ou TC. Ces tubes chargés sont incubés a 37°C
sous agitation pendant 18 a 24 heures pour les bactéries, et 25°C pour les champignons
pendant 48 a 72h. Le dénombrement des souches microbiennes a été estimé par la mesure de

la turbidité par densitometre (Moroh et al., 2008). L expérience a été faite trois fois.
Le dénombrement s’effectue en faisant la différence entre la valeur de la densité

optique relevée avant I’incubation et celle apreés 1’incubation pour chaque tube. La valeur

obtenue pour le tube N°6 (le tube témoin de croissance) représente 100% de survie.
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PARTIE IIT
RESULTATS ET DISCUSSION



1-RESULTATS

1-1-RENDEMENTS DES EXTRACTIONS

Les rendements d’extractions dans toutes les fractions flavonoiques ont été déterminés
par rapport a 300g de maticre végétale (akénes de S. marianum), qui sont exprimés en
pourcentage de matiére seche (tabl. 11).

Tableau 11: Rendements en flavonoides de S. marianum

Extraits Matiére séche (g) Rendement (%)
Extrait brut 14.07 4.70
Extrait chloroforme 3.50 1.16
Extrait acétate d’éthyle 2.02 0.67
Extrait n- butanol 1.76 0.58
Extrait aqueux 0.71 0.23

Les rendements d’extractions obtenus varient entre 4.70% et 0.23%. Nous avons
remarqué que le rendement diminue d’une phase a une autre. L’extrait brut avec une valeur de
4.70%, suivi de I’extrait chloroforme avec 1.16%, I’extrait acétate d’éthyle avec 0.67%,
I’extrait butanol avec 0.58%. Le plus faible rendement est celui obtenu par ’extrait aqueux
avec un pourcentage de 0.23% (tabl. 11).

Cette diminution est due a la rétention des molécules qui ont une plus forte affinité
pour la phase. Chaque phase va récupérer des groupes de molécules de polarité croissante. La
phase chloroformique renferme des aglycones (molécules faiblement polaires : quercétine,
apigénine); la phase acétate d'éthyle renferme des aglycones polyhydroxylés (plus polaires
que les aglycones : la silymarine); la phase butanolique renferme des hétérosides de type C-
glycosyl, alors que la phase eau résiduelle retient les molécules insolubles dans les solvants
utilisés (Ribereau-Gayon, 1968).

1-2- CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE

Pour identifier les familles moléculaires présentes dans nos différents extraits, nous
avons effectu¢ un criblage phytochimique par CCM. C’est une technique appréciée en
phytochimie, car elle fournie une empreinte chromatographique des extraits étudiés, et un
grand nombre d’extraits peuvent étre analysés simultanément. De ce fait, nous avons opté
pour cette technique, dans le but de caractériser la présence ou non des molécules bioactives
des extraits des graines de S. marianum. Dans notre cas, nous avons utilisé un systéme phase

stationnaire polaire de gel de silice combiné a différentes phases mobiles pour identifier
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principalement les composés polaires : sucres, acides et polyphénols ainsi que les composés
apolaires : les aglycones.

Les plaques CCM observées apres ¢lution par les différents solvants dans une chambre
noire montrent de nombreuses tdches ayant des couleurs et des migrations différentes.
L’identification de quelques composés phénoliques présents dans les différents extraits a été
faite en se référant aux standards disponibles. Les autres composés ou familles les plus
probables qui peuvent entrer dans la composition de nos différents extraits obtenus, ont été
caractérisés en s’appuyant des données de la littérature.

1-2-1- Identification par rapport a la littérature
1-2-1-1- Systéme de solvant éther diéthylique / éther de pétrole

Les résultats du systeme de solvant éther diéthylique /éther de pétrole (50/50 ; V/V)
sont présentés sur le tableau 12 avec les rapports frontaux ainsi que les couleurs des spots
pour les quatre extraits utilisés.

Tableau 12 : Résultats de la CCM par le systéme éther diéthylique / éther de pétrole

Extraits Rf Couleurs
Extrait aqueux - -
0.06 Rose
Extrait n-butanol 0.18 Rose
0.29 Rose
Extrait 0.23 Rose
acétate d’éthyle 0.34 Rose
0.58 Marron
Extrait chloroforme 0.07 Jaune pale

- : absence de spots

3 9 8 &

S4 S3 S2 S1

Figure 31 : Chromatogramme du systéme éther diéthylique / éther de pétrole
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S1: Extrait aqueux résiduel ; S2: Extrait n-butanol ; S3: Extrait acétate d’éthyle ; S4: Extrait

chloroforme. Les fleches indiquent les spots révélés pour chaque extrait.

Les résultants regroupés dans le tableau 12 et représentés par la figure 31, révelent que
le systéme de solvant polaire éther diéthylique / éther de pétrole (50/50 ; V/V) a permis de
faire migrer quelques substances actives de nature polaires qui sont retenues par la phase
stationnaire.

L’extrait acétate d’éthyle est fractionné en deux spots et ’extrait butanol en trois spots
de taille moyenne et de forme plus ou moins circulaire, de couleur brune et jaune pale a la
lumiere visible et qui apparaissent en rose sous UV a 254 nm pouvant indiquer la présence
des anthocyanidines 3,5 diglucoside. Le fractionnement de I’extrait chloroforme indique la
présence d’un spot de grande taille et de forme allongée, de couleur marron a la lumiére
visible, correspondant aux flavones et / ou flavonols 3- glycosyl sous UV (Markham, 1982).

La diminution des Rf indique une glycosylation (Bandyukova et Shinkarenko, 1973).

Aucun spot n’est mis en évidence chez I’extrait aqueux.
1-2-1-2- Le systeme solvant éther diéthylique / éther de pétrole
Les résultats du systeme éther diéthylique / éther de pétrole (60/40; V/V) sont

indiqués dans le tableau 13 et représentés par la figure 32.

Tableau 13: Résultats de la CCM par le systeme éther diéthylique / éther de pétrole

Extraits Rf Couleurs
Extrait aqueux - -

0.10 Mauve clair
Extrait n-butanol 0.19 Mauve clair

0.30 Mauve clair

0.50 Mauve clair
Extrait 0.09 Rose
acétate d’éthyle 0.22 Rose
Extrait chloroforme 0.37 Rouge
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Figure 32 : Chromatogramme des différents extraits par le systéme éther diéthylique /
éther de pétrole.
Le systeme éther diéthylique / éther de pétrole (60/40 ; V/V) permet de séparer les

flavonoides beaucoup plus polaires qu’apolaires. Les composés sont restés adsorbés a la phase
fixe qui est de nature polaire et acide. Par le biais de ce systéme, nous avons pu mettre en
¢vidence quatre composés dans la phase butanol qui présente le plus grand nombre de spots
avec des Rf de 0.10 a 0.50, ayant sous lumiére ultra violette (A=254 nm), une couleur mauve
claire. Deux spots de couleur rouge et rose ont été mis en évidence par I’extrait acétate
d’éthyle, avec des Rf plus faibles (0.09 et 0.22). Les différents spots mis en évidence
correspondent trés probablement & la présence des anthocyanidines 3 glucosides, des
anthocyanidines 3,5 diglucosides, des flavonols, flavanones, isoflavones et flavones
(Markham, 1982). Concernant la fraction aqueuse aucun spot n’a été détecté.
1-2-1-3- Systéme de solvant éther diéthylique / éther de pétrole

Sur le tableau 14 sont représentés les résultats des extraits avec le systeme de solvant
éther diéthylique / éther de pétrole (80/20 ; V/V).

Tableau 14: Résultats de la CCM avec le systéme éther diéthylique / éther de pétrole

Extraits Rf Couleurs
Extrait aqueux - -
0.17 Rose
Extrait n-butanol 0.23 Rose
Rose
0.17 Rouge
::::tr;l: d’éthyle 0.64 Rose
0.44 Rose
0.35 Marron
Extrait chloroforme 1 Marron
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Figure 33 : Chromatogramme du systéme éther diéthylique / éther de pétrole

Les résultats regroupés dans le tableau 14 et représentés par la figure 33 montrent que
le systéme éther diéthylique / éther de pétrole (80 / 20) V / V a permis une bonne séparation
chromatographique ; le fractionnement de ’extrait butanol et acétate d’éthyle en deux et trois
spots qui sous lumiere UV sont de couleur rose. La phase chloroforme présente deux spots
de couleur marron, indiquant certainement la présence des flavones (Markham, 1982). Si on
compare notre chromatogramme a celui présenté¢ dans le Plant drug analysis (Wagner et
Bladt, 1996), il semble que la sylibine (fraction majeure de la sylimarine) migre & un Rf de
0.6, ce qui confirme la présence de ce constituant chimique au niveau de la phase acétate
d’éthyle de S. marianum. Cette remarque ne permet pas de douter de la présence des
flavonolignanes, et de flavanonols, puisque le Rf obtenu (0.64) convient tout a fait a ce qui a
¢été rapporté dans la littérature. Ce sont donc des aglycones moyennement polaires qui ont une
affinité pour la phase stationnaire. Seul I’extrait chloroforme qui est faiblement polaire
présente un spot qui a migré avec un Rf important égale a 1, c’est un aglycone qui est une
molécule faiblement polaire lipophile non retenue par la phase stationnaire.
1-2-1-4- Le systeme éther diéthylique / éther de pétrole

L’utilisation du systéme de solvant éther diéthylique / éther de pétrole (20/80 ; V/V)
n’a donné aucun résultat.
1-2-1-5- Le systeme toluéne / butanol / méthanol / éther de pétrole

Les résultats relatifs aux rapports frontaux et couleurs des spots des différents extraits
par le systéme tolueéne / butanol / méthanol / éther de pétrole (20/10/10/20 ; V/V/V/V) sont

illustrés sur le tableau 15 et représentés par la figure 34.
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Tableau 15: Résultats de la CCM avec le systéme toluéne / butanol / méthanol / éther de
pétrole

Extraits Rf Couleurs

Trainée Rouge

Trainée Marron

Extrait n-butanol 0.47 Marron
0.60 Rose

Trainée Bleu pale

Trainée Jaune
Extrait chloroforme 0.56 Marron
0.93 Noir

S4 S3 Ss2 s1

Figure 34 : Chromatogramme du systéme de solvant toluéne / butanol / méthanol / éther
de pétrole
Ce systeme de migration est constitu¢ d’un mélange de solvants beaucoup plus

apolaires que polaires, qui a permis d’avoir une bonne séparation chromatographique avec des
trainées de spots visibles. Nous remarquons que les phases butanol et acétate d’éthyle, sont
plus riches en molécules (spots) que les phases chloroforme et aqueuse. L’extrait butanol

présente deux trainées de couleur jaune foncée et jaune claire, suivie d’une tdche marron
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claire et d’une autre trés claire a la lumicre visible. Sous la lumiére ultra violette a 254 nm,
elles sont de couleur rouge, rose, marron et bleu pale; ce qui indique la présence des
anthocyanes, des flavones, des flavonols, flavanones, isoflavones, des flavonolignanes et des
acides phénols (Markham, 1982). L’extrait acétate d’éthyle présente deux trainées de couleur
rouge, jaune foncé et un spot marron clair ainsi qu’une trainée noir et un spot de couleur
marron sous UV a 254 nm : ce sont probablement des flavones et flavonols 3-glycosylés.

Le fractionnement de la phase aqueuse montre une trainée de couleur jaune clair,
suivie d’un spot jaune a la lumiére visible. Sous lumiére UV a 254 nm, ce spot se présente
sous une couleur bleu pale, pouvant indiquer la présence des acides phénols (Markham,
1982).

L’extrait chloroforme indique la présence de flavonols di a la présence de spots de
couleur jaune pale et brun noir. Mis a part la phase aqueuse, nous remarquons des Rf plus
importants (0.60, 0.84 et 0.93) concernant les spots des trois autres phases (tab.15).
1-2-1-6- Le systeme acétate d’éthyle / méthanol / eau

Les résultats obtenus avec le systéeme de solvant acétate d’éthyle / méthanol / eau

(50/20/10 ; V/V/V) sont mentionnés sur le tableau 16.

Tableau 16: Résultats de la CCM dans le systéme acétate d’éthyle / méthanol / eau

Extraits Rf Couleurs
Extrait aqueux Trainée Violet clair
1 Violet clair
Extrait n-butanol 1 Brun noir
Extrait Trainée Jaune clair
acétate d’éthyle 0.86 Marron
0.35 Marron
Extrait chloroforme 1 Marron
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Figure 35 : Chromatogramme du systéme acétate d’éthyle / méthanol / eau

Les résultats regroupés dans le tableau 16 et représentés par la figure 35 révelent
que la phase mobile constituée d’un mélange de trois solvants organiques moyennement
polaires et fortement polaires, a donné une trainée trop importante de spots qui sont fortement
¢lués. Nous constatons que la phase aqueuse résiduelle, la phase chloroforme et la phase
butanol indiquent la présence de spots avec un rapport frontal important (Rf = 1), qui
correspondent aux flavones et / ou flavonols 3- glycosylés, des flavonols, flavanones et
isoflavones (Markham, 1984).
1-2-1-7- Le systéme butanol / acide acétique / eau

Les résultats relatifs aux rapports frontaux pour le systéme butanol / acide acétique /

eau (40 /50 /10 ; V/V/V) sont illustrés sur le tableau 17 et représentés par la figure 36.

Tableau 17: Résultats de la CCM avec le systéme butanol / acide acétique / eau

Extraits Rf Couleurs

0.56 Rouge
Extrait n-butanol 0.66 Rouge

Extrait chloroforme 0.75 Marron
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Figure 36 : Chromatogramme de I’¢luant butanol / acide acétique / eau

Le systéme butanol / acide acétique / eau (40/50/10 ; V/V/V) est une phase mobile de
nature polaire qui a également donné une bonne séparation chromatographique, avec une
visibilité nette des spots, de formes arrondies et allongées, présentant des couleurs rose, rouge
et marron. Ce sont probablement des anthocyanidines 3 glucoside, des anthocyanidines 3,5
diglucoside, des flavones et / ou flavonols 3- glycosylés (Markham, 1982).
1-2-2-Essai d’identification selon les standards disponibles

Nous avons pu mettre en évidence quelques composés par le biais des trois standards
utilisés (sylibine, catéchine et naringine).
Les résultats obtenus avec le systéme chloroforme / acétone / acide formique sont reportés
dans le tableau 18 et par la figure 37.

@ Le systéme chloroforme / acétone/ acide formique

Les résultats des rapports frontaux (Rf) relatifs aux spots des standards et des extraits sont
reportés respectivement sur les tableaux 18.

Tableau 18: Rf des standards et des extraits utilisés par le systéme chloroforme /
acétone / acide formique

Standards Rf Extraits Rf
0.16
Catéchine 0.15 Extrait butanol 0.94

Extrait acétate d’éthyle 0.66
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Figure 37 : Chromatogramme des standards (a) et des extraits (b) utilisés

Les données du tableau 18 représentés sur la figure 37 (a) avec le systéme de solvant
chloroforme / acétone / acide formique (75/16.5/8.5 ; V/V/V) indiquent la présence de trois
composés flavonoiques : sylibine, catéchine et naringine avec différents rapports frontaux.

Ce systeme de solvant a permis une meilleure séparation des spots (fig 37 b). Six
spots sont détectés dans 1’extrait butanol, cinq dans les extraits chloroforme et acétate d’éthyle
et deux dans I’extrait aqueux.

La confrontation des Rf des standards a ceux des extraits analysés (tab. 18), dénote la
présence de la silybine dans I’extrait acétate d’éthyle, la catéchine dans 1’extrait butanol et la
naringine dans les extraits chloroforme, butanol et aqueux.

@ Le systéme chloroforme / méthanol / eau

Les résultats obtenus avec le systéeme de solvant chloroforme / méthanol / eau (90/10/5 ;

V/V/V) sont représentés dans le tableau 19 et par la figure 38.

Tableau 19: Rf des standards et des extraits utilisés avec le systeme chloroforme /
méthanol / eau

Témoins Rf Extraits Rf
Catéchine 0.07 Extrait butanol 0.07

Extrait acétate d’éthyle 0.07
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Figure 38 : Chromatogramme des standards (a) et des extraits (b) par le systeme
chloroforme / méthanol / eau

Comparativement aux Rf des standards (fig.a), le systéme chloroforme /méthanol / eau
a permis de mettre en évidence la présence de la catéchine dans les fractions acétate d’éthyle
et butanol et la naringine dans la fraction chloroforme. Cependant, dans la fraction aqueuse,
aucune molécule n’a été observée (fig.b).
1-3- ANALYSE QUALITATIVE PAR HPLC
1-3-1- Analyse des standards

Le principe est basé sur la comparaison du temps de rétention des standards purs, la
sylibine, la catéchine et la naringine avec les composés contenus dans les extraits acétate
d’éthyle, chloroforme, butanol et aqueux qui sont représentés par des chromatogrammes ci-
dessous.
1-3-1-1- Identification du pic du standard sylibine
Le chromatogramme d’HPLC du standard sylibine est représenté par la figure 39.
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Figure 39: Profil du chromatogramme du standard sylibine
Cette figure montre que la sylibine présente un temps de rétention de 8.53 mn. L’apparition
du premier pic, représente le front du solvant (DMSO) (diméthyl-sulfoxyde) qui a servi a

solubiliser le témoin.
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1-3-1-2- Identification du pic du standard catéchine
Le pic du chromatogramme du standard catéchine est illustré par la figure 40.
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Figure 40: Profil chromatographique du standard catéchine
Cette figure indique que le temps de rétention de la catéchine est de 7.67 mn.
1-3-1-3- Identification du pic du standard naringine

Le pic du chromatogramme naringine est représenté par la figure 41.
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Figure 41: Profil du chromatogramme de standard naringine
La figure 41, présente le chromatogramme typique obtenu pour le standard de la naringine. Le
temps de rétention est de 5.90 mn.
1-3-2- Analyse HPLC des extraits
#  Analyse de ’extrait acétate d’éthyle
Le profil chromatographique est représenté par la figure 42 et les résultats qualitatifs sont

donnés par le tableau 20.
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Figure 42 : Chromatogramme de I’extrait acétate d’éthyle

Tableau 20 : Résultats d’analyse de I’extrait acétate d’éthyle

Pics Temps de rétention | Aire (%) | Hauteur (%)
1 7.396 18.353 21.963

2 8.539 1.371 2.349

3 10.942 17.184 16.083

4 11.935 14.786 13.244

5 15.783 7.697 7.161

6 16.810 40.607 39.200
Total 100.000 100.000

Nous observons sur le chromatogramme de I’extrait acétate d’éthyle, un pic sortant avec
un temps de rétention de 8.53 mn, qui confirme la présence du composant sylibine dans notre
échantillon. Nous notons la présence dans le méme profil, d’autres molécules qui ont été
fractionnées pendant I’¢lution avec des temps de rétentions compris entre 10.94 et 16.81 mn a
une longueur d’onde de 280nm. Néanmoins, aucun produit n’a élué aprés 17mn.

#  Analyse de I’extrait chloroforme
Le profil chromatographique de I’extrait chloroforme est indiqué par la figure 43 et les

résultats sont mentionnés sur le tableau 21.
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Figure 43 : Chromatogramme de I’extrait chloroforme

Tableau 21 : Résultats d’analyses de I’extrait chloroforme

Pics Temps de rétention Aire (%) Hauteur (%)
1 6.783 0.618 2.010

2 10.220 98.704 96.156

3 11.924 0.558 1.174

4 12.624 0.120 0.660
Total - 100.000 100.000

L’analyse du chromatogramme de I’extrait chloroforme, représenté par la figure et le
tableau ci-dessus, a permit de séparer quatre fractions. Toutefois, nous avons a remarqué
qu’apres un temps de rétention de 12 mn, aucune molécule n’a été identifiée. En comparant ce
profil avec celui de I’acétate d’éthyle, nous constatons que ce dernier est moins riche en
composés phénoliques.

#  Analyse de I’extrait butanol
Les résultats relatifs aux différentes fractions de I’extrait butanol, sont illustrés par la figure

44 et reproduits sur le tableau 22.
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Figure 44: Chromatogramme de I’extrait butanol
Tableau 22 : Résultats d’analyse de I’extrait butanol
Pics Temps de rétention Aire (%) Hauteur (%)
1 5.536 17.783 28.613
2 5.900 1.237 7.260
3 6.980 11.370 16.093
4 8.371 69.610 48.034
Total - 100.000 100.000

Parmi les molécules fractionnées de I’extrait butanol pendant 1’élution, nous avons pu
identifier le produit sortant qui est similaire au témoin de la naringine avec un temps de
rétention de 5.90 mn.

Notons qu’au cours de notre analyse, certains pics n’ont pas pu étre identifiés par manque de

standards.

# Analyse de P’extrait aqueux

Les résultats représentés par la figure 45 et le tableau 23 mentionnent les valeurs des temps de

rétention, des composés spécifiques de I’extrait aqueux.
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Figure 45: Chromatogramme de I’extrait aqueux

Tableau 23 : Résultats d’analyses de I’extrait aqueux

Pics Temps de rétention Aire (%) Hauteur (%)
1 6.321 18.708 15.956

2 7.675 62.096 66.574

3 8.961 7.467 8.276

4 10.092 2.097 2.398

5 11.065 2.121 2.147

6 16.671 4.695 2.727

7 18.027 2.816 1.923
Total - 100.000 100.000

En comparant les temps de rétention des standards avec ceux enregistrés dans le
chromatogramme de I’extrait aqueux (Fig. 45, tab. 23), nous avons identifi¢ un pic assimilable
au témoin de la catéchine avec un temps de rétention de 7.67 mn, suivi d’une série de
quelques pics obtenus avec des aires dont les pourcentages sont beaucoup moins importants
comparativement a ceux des extraits acétate d’éthyle, chloroforme et butanol. Ceci est di a
I’épuisement de cet extrait qui a été affronté a plusieurs solvants, et dont le contenu total de
ses métabolites a été affecté.
1-4-ACTIVITE ANTIBACTERIENNE ET ANTIFONGIQUE
1-4-1- Test du pouvoir antibactérien des différents extraits
1-4-1-1- Sensibilité des souches vis-a-vis des extraits

Nous avons étudi€¢ « in vitro », le pouvoir antibactérien des flavonoides isolés des
graines de S. marianum. par la méthode de diffusion des disques sur un milieu gélosé solide

(Muller Hinton).
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L’activité antibactérienne de quatre extraits organiques (chloroforme, acétate éthyle,
butanol, et I’extrait aqueux résiduel) des graines de S. marianum sur trois bactéries (E. coli, P.
mirabilis et B. cereus), est estimée en termes de diamétre de la zone d’inhibition autour des
disques induite par les extraits flavoniques testés vis-a-vis de ces trois germes. Cette
estimation est effectuée aprés 24h d’incubation a une température adéquate de 37°C. Les

résultats obtenus sont résumés dans le tableau 24.

Tableau 24 : Diamétres des zones d’inhibitions (mm) de P’activité antibactérienne et
sensibilité des souches bactériennes vis-a-vis des extraits testés

Diametres des zones d’inhibition (mm) et sensibilité
Proteus Escherichia coli Bacillus cereus

Extraits Concentrations Mirabilis
Végétaux (ng/ml) D S D S D S
100 3 + 4 + 2 +
Extrait 80 2 + 2 + 0 -
Chloroforme 60 0 - 0 - 0 —
40 0 - 0 - 0 —
20 0 - 0 - 0 —
Extrait 100 4 + + 16 +
Acétate 80 2 + 10 + 14 +
d’éthyle 60 0 — + 12 +
40 0 - 0 - 0 -
20 0 - 0 - 0 -
100 0 - 0 - 0 -
Extrait 80 0 - 0 - 0 -
butanol 60 0 - 0 - 0 -
40 0 - 0 - 0 -
20 0 - 0 - 0 -
100 0 - 0 - 0 -
Extrait 80 0 - 0 - 0 -
aqueux 60 0 - 0 - 0 -
40 0 - 0 - 0 -
20 0 - 0 - 0 -

D : diamétre ; S : sensible ; + : sensible ; + : intermédiaire ; — : résistant.
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Figure 46: Représentation des diametres d’inhibitions (mm) des différents extraits vis-
a-vis des souches bactériennes testées

EBut : extrait butanol ; EAq : extrait aqueux ; ECh : extrait chloroforme ; EAc : extrait
acétate d’éthyle.

Les résultats regroupés dans le tableau 24 et représentés par la figure 46, montrent
que D’extrait acétate d’éthyle est considéré comme le plus actif. Il a une action signifiante
sur les bactéries Gram+ (B. cereus) et Gram— (E. coli) par rapport a la phase butanol,
chloroforme et la phase aqueuse résiduelle. Les différents tests réalisés font ressortir les
observations suivantes :

¥ 3 une concentration de 100pg/ml, E. coli, B. cereus et P. mirabilis se sont montrés
résistantes a ’extrait butanol et aqueux. En revanche, [’extrait chloroforme présente
une activité qui s’est avérée intermédiaire vis-a-vis de ces trois bactéries a la méme
concentration, avec des diameétres respectifs de 2, 3 et 4 mm. Cependant, les deux
souches E.coli et B. cereus semblent étre sensibles a I’extrait acétate d’éthyle avec
des diameétres d’inhibition de 12 et 16mm, a ’exception de P. mirabilis qui s’est

révélé intermédiaire avec un diamétre de 4mm.

¥ Dextrait chloroforme, dans nos conditions expérimentales, a présenté des zones
d’inhibitions allant de 0 @ 2 mm pour les concentrations de 20, 40, 60 et 80pg/ml
pour les trois bactéries testées qualifiant celles-ci comme résistantes et

intermédiaires a cet extrait.
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¥ Dextrait acétate d’éthyle présente une activité importante sur B. cereus qui s’est
révélé sensible aux concentrations de 60 et 80 pg/ml avec des zones d’inhibitions
comprises entre 12 mm et 14mm, et résistant aux concentrations de 20 et 40 pg/ml.
E. coli s’est montrée sensible a la concentration de 80 pg/ml, intermédiaire a 60 pg
/ml et résistante a 20 et 40pg/ml.
En revanche, I’extrait acétate d’éthyle présente une activité moins importante sur P.
mirabilis qui s’est avéré résistant aux concentrations de 20, 40 et 60 pg/ml, et

intermédiaire a la concentration de 80 pg/ml avec un diameétre de 2 mm.

# Pextrait butanol est inactif sur les trois bactéries utilisées, qualifiées dans la
majorité des tests de résistantes a cet extrait aux concentrations de 20, 40, 60 et 80

pg/ml.

¥ Dextrait aqueux semble également inactif sur toutes les souches bactériennes et qui
s’est révélé résistant aux différentes concentrations, dans la mesure ou aucune zone

d’inhibition n’a été détectée autour des disques imprégnés de cet extrait.

1-4-1-2- Pourcentage de ’effet antibactérien et de la sensibilité des bactéries

Cette méthode permet de classifier les souches bactériennes vis-a-vis des extraits
flavonoiques par le test de sensibilité traduit par les résultats résumés dans le tableau 25 et
représentés par la figure 47.

Tableau 25: Classification des bactéries selon leurs sensibilités
(nombre des tests et pourcentage)

Sensibilité Résistant (-) Intermédiaire (£) Sensible (+) Totaux
Nombre (%) Nombre (%) Nombre (%) Nombre (%)
L. des tests des tests des tests des tests
Bactéries
P. mirabilis 17 85 3 15 0 0 20 100
E. coli 15 75 3 15 2 10 20 100
B. cereus 16 80 1 5 3 15 20 100
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Figure 47: Différenciation des bactéries selon leurs sensibilisations
Ces résultats confirment que :
P. mirabilis est la bactérie la plus résistante, avec un pourcentage de 85% des tests, suivi par
B. cereus (80%) et par E. coli (75%).
Les bactéries E. coli et B. cereus sont sensibles avec des pourcentages de 10 et 15%. Aucune

sensibilité n’a été détectée chez P. mirabilis.

¥ les différents extraits testés sont également classifiés selon leurs effets dont les

résultats sont mentionnés dans le tableau 26 et représentés dans la figure 48.

Tableau 26 : Classification des extraits selon leurs effets antibactériens
(nombre des tests et pourcentage)

Sensibilité
Résistant (-) Intermédiaire (%) Sensible (+) Totaux
Nombre (%) Nombre (%) | Nombre | (%) | Nombre | (%)
E . des tests des tests des tests des tests
xtraits
Extrait 11 73 4 27 0 0 15 100
chloroforme
Extrait 7 46 3 20 5 34 15 100
acétate d’éthyle
Extrait butanol 15 100 0 0 0 0 15 100
Extrait aqueux 15 100 0 0 0 0 15 100
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Figure 48: Classification des extraits selon leurs effets antibactériens

Il ressort du tableau et de la figure ci-dessus que parmi les extraits testés, 1’acétate
d’éthyle est le plus actif avec 34% des tests. Les extraits chloroforme, butanol et aqueux n’ont
présenté aucun effet antibactérien, ils sont inactifs vis-a-vis des souches bactériennes étudiées.
Néanmoins en ce qui concerne la résistance des bactéries, nous avons constaté que ’extrait
aqueux et butanol sont les plus inactifs avec un taux de 100% de résistance des bactéries, suivi
de I’extrait chloroforme avec 73% et ’extrait acétate d’éthyle avec 46%.
1-4-1-3- Sensibilité des souches bactériennes vis-a-vis des antibiotiques

# I’antibiogramme
Nous avons testé I’activité de quatre antibiotiques commercialisés par la méthode standard
des disques. Les mesures des zones d’inhibition figurant dans le tableau 27 et figure 49 ont
permis de classer les souches suivant I’antibiogramme.

Tableau 27 : Diamétre des zones d’inhibitions (mm) de I’antibiogramme et sensibilité
des bactéries vis-a-vis des antibiotiques commercialisés

Diametre des zones d’inhibitions (mm) et sensibilité
P. mirabilis E. coli B. cereus
D S D S D S
SPI 100 18 + 23 + 28 +
AMK 30 16 + 21 + 26 +
K 30 11 + 18 + 23 +
AMO 25 15 + 19 + 24 +
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SPI : spiramycine ; AMK : amikacine AMO : amoxicilline; K : kanamicine ; D :

diamétre ; S : sensibilité ; + : sensible.

SPI AMK K AMO

SPI AMO

>
=
=
=

SPI AMK K AMO

Figure 49 : Représentation des diamétres des zones d’inhibitions (mm) de
I’antibiogramme
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Les résultats de ’antibiogramme représentés par la figure 49 montrent que :

@ la spiramycine (SPI) est I’antibiotique le plus actif vis-a-vis de B. cereus, E. coli et
P. mirabilis qui se sont révélées sensibles avec formation de zones d’inhibition dont

le diamétre est respectivement de 28 mm, 23 mm et 18 mm,

@ 1’Amikacine (AMK) est un antibiotique qui s’est révélé également actif vis-a-vis des

trois souches bactériennes avec des zones d’inhibition de 26, 21 et 16 mm,

@ 1’Amoxicilline (AMO) est moyennement actif, révélant des zones d’inhibition de 15
mm pour P. mirabilis qui s’est avérée moyennement sensible. Néanmoins les souches
B. cereus et E. coli se sont montrées plus sensibles avec des zones d’inhibitions de 24

et 19 mm,

@ la kanamycine (K) agit sur les trois souches qui paraissent sensibles en enregistrant

des diamétres d’inhibition de 23 mm, 18 mm et 11 mm.

1-4-2- Test du pouvoir antifongique des différents extraits
1-4-2-1- Sensibilité des souches vis-a-vis des extraits

L’étude du pouvoir antifongique des extraits vis-a-vis de deux champignons testés, A.
brasiliensis et C. albicans, présente les diamétres des différentes zones d’inhibition,

mentionnés dans le tableau 28 figure 50.
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Tableau 28 : Diamétres des zones d’inhibitions (mm) de I’activité antifongique et
sensibilité des champignons vis-a-vis des extraits testés

Diametres des zones d’inhibition (mm) et sensibilité

Extraits Concentrations Aspergillus brasiliensis Candida albicans
Végétaux (ng/ml) D S D 3
100 0 - 6 +

Extrait 80 0 - 4 +
chloroforme 60 0 - 2 +
40 0 - 0 -

20 0 — 0 _

Extrait 100 11 + 12 +
Acétate 80 10 + 10 +
d’éthyle 60 7 + 7 +
40 0 — 5 +

20 0 - 2 +

100 0 - 0 -

Extrait 80 0 - 0 -
butanol 60 0 - 0 -
40 0 - 0 -

20 0 - 0 -

100 0 - 0 -

Extrait 80 0 - 0 -
aqueux 60 0 — 0 —
40 0 - 0 -

20 0 - 0 -

D : diamétre ; S : sensible ; + : sensible ; + : intermédiaire ; — : résistant.
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[ A. brasiliensis C. albicans
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pg/ml

I A. brasiliensis C. albicans

| )

100 80 60 40 20 png/ml

Figure 50 : Représentation des diamétres d’inhibitions (mm) des différents extraits vis-
a-vis des souches testées

Les résultats des tests antifongiques montrent que :

@ brasiliensis est qualifié de sensible a I’extrait acétate d’éthyle avec une zone
d’inhibition de 11 mm a la concentration de 100 pg/ml, et de résistant a la méme
concentration pour les extraits chloroforme, butanol et aqueux dans la mesure ou
aucune zone d’inhibition n’a été détectée autour des disques imprégnés de ces extraits.
Néanmoins, 1’extrait chloroforme, butanol et aqueux ne présentent aucune activité sur

ce champignon. Aucune zone d’inhibition n’a été observée autour des disques chargés
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de ces extraits aux concentrations de 20, 40, 60 et 80 nug/ ml. Cependant, 1’acétate
d’éthyle s’est avéré D’extrait le plus actif ou nous avons enregistré une zone

d’inhibition de 10 mm a la concentration de 80 pg/ml.

a la concentration de 100 ug/ml, C. albicans est qualifi¢ comme sensible a I’acétate
d’éthyle, ou nous avons enregistré des zones d’inhibition d’une valeur de 12 mm.
Nous avons noté une résistance de cette levure vis-a-vis des extraits butanol et aqueux
qui sont inactifs. Cependant, elle s’est montrée intermédiaire vis-a-vis de I’extrait

chloroforme avec un diamétre d’inhibition de 6 mm.

C. albicans est qualifi¢ comme sensible et intermédiaire a ’acétate d’éthyle et au
chloroforme ou nous avons enregistré des zones d’inhibition qui varient entre 2 et 7

mm aux concentrations comprises entre 20, 60 et 80 ug/ml

1-4-2-2- Pourcentage de I’effet antifongique et de la sensibilité des champignons

Les souches fongiques ont été classées selon leur sensibilité. Les résultats sont

indiqués dans le tableau 29 et représentés par la figure 51.

Tableau 29: Classification des champignons selon leur sensibilité
(nombre des tests et pourcentage)

Sensibilité
Résistant (-) Intermédiaire (£) Sensible (+) Totaux
. Nombre Nombre Nombre Nombre

Champignons 0 ) 0 0

e des tests (%) des tests (%) des tests (%) des tests (%)
Aspergillus 17 83 | 5 2 10 20 100
brasiliensis
Candida albicans 12 60 6 30 2 10 20 100
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Figure 51 : Classification des champignons selon leur sensibilité

D’apres les résultats du tableau et de la figure ci-dessus, nous pouvons déduire que :

@ du point de vu sensibilité, 4. brasiliensis et C. albicans sont sensibles vis-a-vis des

extraits utilisés avec un pourcentage de 10% des tests réalisés.

1-4-2-3- Pourcentage de ’effet antifongique des extraits

Les extraits ont été classés selon leurs effets antifongiques (Tab. 30).

Tableau 30: Classification des extraits selon leurs effets antifongiques
(nombre des tests et pourcentages)

Résistant () Intermédiaire (%) Sensible (+) Totaux
Nombre (%) | Nombre | (%) | Nombre | (%) | Nombre | (%)
des tests des tests des tests des tests

7 70 3 30 0 0 10 100
4 10 2 20 4 40 10 100
10 100 0 0 0 0 10 100
10 100 0 0 0 0 10 100
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Figure 52 : Classification des extraits selon leurs effets antifongiques

Les résultats regroupés dans le tableau 30 et représentés par la figure 52 révelent :

@ les souches fongiques ont montré une grande résistance aux extraits testés, ceci est
reflété par les forts pourcentages de résistance, avec 70% pour ’extrait chloroforme,
et 100% pour les extraits butanol et aqueux, a I’exception de I’extrait acétate d’éthyle
qui représente un pourcentage de résistance faible de 10%.

@ une sensibilité des souches de I’ordre de 40% vis-a-vis de Dextrait acétate d’éthyle.
Les extraits chloroforme, butanol et aqueux se sont avérés inactifs avec un taux de
sensibilité nul (0%).

1-4-2-4- L’antifongigramme
Les résultats de I’antifongigramme testé sur A. brasiliensis et C. albicans sont résumés dans le

tableau 31.

Tableau 31: Diameétre d’inhibition (mm) de I’antifongigramme et sensibilité des
champignons vis-a-vis de ’antifongique commercialisé

Diameétre des zones d’inhibitions (mm) et

sensibilité
Aspergillus brasiliensis Candida albicans
D S D S
20 + 18 +
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Les résultats de ’antifongigramme révelent que :

@ Pevaryle (PEV) ou Econazole est un antifongique actif, il présente des diamétres
d’inhibition de 20 mm sur A. brasiliensis, et 18 mm sur C. albicans. Ces deux
champignons ont montré une sensibilité vis-a-vis de cet antifongique.

1-4-3- Evaluation de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

Les résultats des tests antibactériens et antifongiques réalisés en utilisant la méthode de
dilution en milieu liquide sont consignés dans le tableau 32. Ils expriment la concentration
minimale inhibitrice de I’extrait acétate d’éthyle sur les germes étudiés. Les tubes
expérimentaux numérotés de C1 a C5 contiennent a la fois les différents germes et 1’extrait
acétate d’¢thyle. Dans ces tubes, nous avons noté que les concentrations croissantes de cet
extrait (3.12 ; 6.25 ; 12.5 ; 25 et 50 pg/ml) provoquent une diminution progressive de la
turbidité induite par la croissance des souches. Cette turbidité liée a la quantité de germes
présents dans le tube est mesurée avant et apres I’incubation. Pour chaque tube expérimental
sont notées la densité optique initiale (di) et finale (df). La différence entre les valeurs de ces
deux densités optiques (df — di) exprime le niveau de la croissance bactérienne dans le tube
concerné. Ainsi, pour E.coli et B. cereus, la CMI est de 50 pg/ml ; pour C. albicans et A.

brasiliensis, elle est respectivement de 12.5 et 50 pg/ml.

Tableau 32 : Variation de la turbidité en fonction de la concentration de I’extrait acétate
d’éthyle sur les souches étudiées

Souches TC C1 C2 C3 C4 C5

microbiennes 0.0 3.12 6.25 12.5 25 50
(ugm)  (gm)  (ug/ml)  (ug/ml)  (ugmD)  (ag/m))

E. coli 3.55 1.56 1.38 1.08 0.92 0.00

B. cereus 4.70 1.39 1.27 1.14 1.10 0.00

C. albicans 1.67 1.15 1.04 0.00 0.00 0.00

A. brasiliensis 270 1.33 1.30 1.23 1.10 0.00

TC : concentration du témoin ; C : concentration des extraits.
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2-DISCUSSION
2-1- Rendement

Les donnés correspondants aux rendements des différents extraits, par rapport au poids
total des graines et par rapport a ’extrait brut, ont montré qu’il est le mieux représenté suivi
par I’extrait chloroforme, acétate d’éthyle, butanol et aqueux. Ces résultats ne peuvent étre
comparés avec ceux de la bibliographie, car le rendement semble étre li¢ aux propriétés
génétiques de I’espece utilisée, a la nature des organes pour une méme espece (Bruneton,
1999), a l’origine géographique (Narayana et al., 2001), aux conditions de récolte (Lin et
Weng, 2006) et aussi aux matériels et méthodes de I’extraction appliqués (Markham, 1982).

En effet, Kechar (2007) et Lahlah (2008), sur la méme espéce évoluant dans la région
de Constantine, ont noté des rendements similaires en utilisant les mémes solvants
d’extraction. Cependant, sur le plan quantitatif, ils ont obtenu des valeurs supérieures aux
notres.

L’étude phytochimique de quelques principes actifs supposés étre présents dans les
différents extraits, et connus pour leur activités antimicrobienne, nous a permis de constater
que tous les extraits obtenus contiennent des flavonoides. Ceci témoigne de I’efficacité de la
méthode adoptée pour I’extraction de ce type de composés, utilisant des solvants a polarité
croissante, permettant d’épuiser successivement la maticre végétale et de séparer les
composés de I’extrait brut selon leur degré de solubilité dans les solvants d’extraction et donc
selon leur degré de glycosylation (Markham, 1982).

2-2- Etude phytochimique par chromatographie sur couche mince

Pour I’analyse qualitative du contenu phénolique de nos différents extraits, nous avons
eu recours a I’utilisation de la CCM en se référant aux standards disponibles ; ¢’est I’'une des
méthodes de séparation des différents constituants d’un extrait végétal et qui est plutot simple
a mettre en ceuvre.

Cette technique a permis une approche préliminaire de la composition des extraits
obtenus, en faisant correspondre a chaque spot coloré une classe de flavonoides. Elle a
contribué a mettre en évidence les différentes familles de flavonoides existantes, en fonction
de leur facon de migrer dans les conditions expérimentales, ce qui a révélé la composition de
nos extraits en flavones, flavanones, flavonols, flavanonols isoflavones, flavonolignanes,
anthocyanes, anthocyanidine 3- glucoside et acide phénols. Grace au systéme d’élution a
polarité différente et aux témoins utilisés, nous avons pu mettre en évidence dans I’extrait
acétate d’éthyle un flavonolignane qui est la silybine et, un flavonol qui est la catéchine dans

I’extrait butanol avec le systeme de solvant chloroforme / acétone / acide formique.
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Il est a noter que la sylibine a été détectée, sur la méme espéce, dans les travaux de
Widmer (1999), Kechar (2007) et Lahlah (2008). La catéchine est également présente dans
I’extrait butanol et acétate d’éthyle avec le systéme chloroforme / méthanol / eau. Vu la
présence du chloroforme dans ces deux éluants, nous constatons que ce solvant est
responsable de son élution. La naringine qui est un hétéroside de flavonoide identifi¢ dans les
trois extraits (acétate d’éthyle, butanol, aqueux et chloroforme) pour les deux systémes de
solvants utilisés (chloroforme / acétone / acide formique) et (chloroforme / méthanol / eau).

La méme molécule est soluble dans des solvants variés. Selon Guernet et Hamon
(1981), il peut coexister des caractéres polaires et apolaires chez les molécules organiques, ce
qui entraine une affinité pour des solvants trés divers. Par ailleurs, la structure des flavonoides
est généralement complexe, formée de plusieurs cycles (Heller, 1998); ils ne sont pas solubles
dans un solvant spécifique mais plutot dans divers solvants de polarités différentes.

Nous remarquons aussi que les composés chimiques présents chez S. marianum sont
de nature polaire et apolaire, ils se présentent sous forme de glycosides et d’aglycones. La
bonne séparation apparait dans les systémes polaires, ce qui prouve que les flavonoides
existants sont de nature polaires et apolaires.

2-3- Etude phytochimique par chromatographie liquide 2 haute performance

Le systeme HPLC est une haute technique de résolution chromatographique largement
répandue, pour la séparation et la quantification simultanées des substances phénoliques
(Proestos et al., 2006). Cette technique d'analyse a permis de caractériser et de détecter la
présence de quelques composés phénoliques suivants : la sylibine, la catéchine et la naringine
dans les extraits acétate d’éthyle, chloroforme, butanol et aqueux ; et ce sur la base des temps
de rétention.

Les résultats de ’analyse qualitative des composés phénoliques sont identifiés a partir
des profils chromatographiques des différents extraits testés, dans le but de démontrer
I’efficacité de la technique HPLC dans la détection de ces analytes. Nous avons identifié la
présence du flavonolignane sylibine dans 1’extrait acétate d’éthyle avec un temps de rétention
de 8.53 mn, rejoignant ainsi les résultats de Hamraparkan et al. (2010) qui ont utilisé un
¢chantillon de teinture mére de S. marianum en adoptant une phase mobile (tampon
phosphate / eau ; 65% / 35%, V / V).

Nos résultats confirment également la présence de la catéchine et de la naringine dans
les différents extraits aqueux et butanolique avec des temps de rétention respectifs de 7.67 et
5.90 mn. Aucune déformation des pics chromatographiques n’a été observée, ce qui traduit

une séparation correcte. Cependant, d’autres composés pourraient y exister et qui n’ont pas pu
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étre identifiés par manque d’étalons. L’extrait aqueux semble riche en
métabolites représentés par de nombreux pics traduisant des pourcentages faibles qui
s’expliquent par I’épuisement de cet extrait par les différents solvants a polarité croissante,
utilisés lors de la séparation liquide liquide des métabolites. Le méthanol utilis¢ pour
I’extraction a un role protecteur, il peut empécher les composés phénoliques d'étre oxydés par
des enzymes, telles que des phénoloxydases.

Les résultats de HPLC confirment ceux obtenus par CCM concernant 1’identification
des composés phénoliques.

2-4- Activité microbiologique

Les résultats des tests microbiologiques révelent des réponses variables des souches
vis-a-vis des extraits testés et de leurs concentrations.

D’apres les résultats relatifs a la sensibilité des bactéries et des champignons vis-a-vis
des substances antibactériennes et antifongiques testées (extraits testés), nous constatons que
les différentes souches étudiées réagissent différemment.

D’une facon générale, nous avons remarqué la sensibilité des bactéries a Gram (+) [B.
cereus] avec un taux de 15% des tests sensibles par rapport a celles a Gram (—) [E. coli] avec
un pourcentage de 10%, et un taux de sensibilité nul pour P. mirabilis qui semble la plus
résistante avec un pourcentage de 0%. D’apres Lee (2003), la sensibilité des bactéries Gram
(+) est due a I’action inhibitrice de la sylibine sur les protéines de syntheése et sur I’ ARN.

Cette substance a été révélée par CCM et HPLC dans I’extrait acétate d’éthyle, d’ou
trés probablement son effet positif mis en évidence contre ce genre de bactéries dans ce
présent travail. Par ailleurs, Pathak ef al. (1991) relient la sensibilité¢ des bactéries Gram (+)
aux polyphénols, soit a I’inhibition des enzymes nécessaires a la production de 1’énergie dans
la cellule bactérienne, soit aux changements au niveau de la perméabilité de la cellule et a
I’inhibition de la syntheése de I’ARN.

Plusieurs travaux ont mis en évidence la sensibilité des bactéries a Gram (+) par
rapport au Gram (—) (Koné et al., 2004 ; Hayouni et al., 2007 ; Shan et a/.,2007 ; Turkmen et
al., 2007 ; Falleh et al., 2008). Ceci peut s’attribuer a la différence dans les couches externes
des bactéries a Gram () et celles a Gram (+). En effet les bactéries a Gram (—) possédent une
couche additionnelle & la membrane externe qui se compose de phospholipides, de protéines
et de lipopolysaccharides. Cette membrane forme une barriere imperméable a la plupart des

molécules hydrophobes (Georgantelis et al., 2007).
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En ce qui concerne I’activité antibactérienne des extraits flavonoiques, les tests de
sensibilités réalisés par la méthode de diffusion par des disques, nous ont permis de classer les
extraits flavonoiques selon leurs effets :

L’extrait acétate d’éthyle s’est révélé le plus actif ayant entrainé un taux de sensibilité
de 34% chez les bactéries testées. Cet extrait est actif sur B. cereus aboutissant a la formation
de zones d’inhibition avec des diametres plus importants (12mm a 16mm) par rapport a ceux
présentées sur E. coli (8 mm a 12 mm). Dans les travaux de Kechar (2007), E. coli s’est
révélée résistante aux extraits acétate d’éthyle et butanol et dans les travaux de Lahlah (2008),
aux extraits chloroforme, acétate d’éthyle, butanol et aqueux.

Par ailleurs, il est important de souligner que les deux auteurs suscités ont mené leur
expérimentation sur des souches bactériennes non référencées, en 1’occurrence E. coli.
L’acétate d’éthyle agit aussi bien sur les bactéries Gram (+) que sur les bactéries a Gram (-).
Toutefois, les bactéries Gram (—) paraissent moins sensibles a son action ; ceci est directement
li¢ a la structure de la paroi cellulaire.

L’extrait acétate d’éthyle est par contre beaucoup moins actif sur P. mirabilis qui a
manifesté une sensibilité intermédiaire se traduisant par des diamétres d’inhibitions compris
entre 2 et 4 mm.

L’extrait chloroforme, butanol et aqueux ayant induit un pourcentage de sensibilité
nul, sont totalement inactifs sur les souches bactériennes.

Les tests de I’activité antibactérienne des différents extraits ont montré que les souches
B. cereus et E.coli sont inhibés par I’extrait acétate d’éthyle, présentant un effet plus marqué
par rapport aux autres extraits testés.

Cette sensibilité est en relation avec le nombre d’hydroxyles libres, les flavonoides les
moins hydroxylés sont les plus actifs. Selon Cowan (1999), au cours de I’extraction liquide-
liquide, les phytomolécules sont reparties entres les solvants en fonction de leur polarité et
leur solubilité. On pourrait en déduire que les substances antibactériennes contenues dans S.
marianum sont plus solubles dans I’acétate d’éthyle que dans les autres solvants utilisés.

Ceci a été confirmé par la présence du flavonolignane sylibine au niveau de I’extrait
acétate d’éthyle. L’acétate d’éthyle concentrerait alors mieux le principe actif. Cowan (1999)
supposait que les flavonoides dépourvus des groupements hydroxyles libres, ont plus
d’activité antimicrobienne par rapport a ceux qui en sont pourvus, ce qui conduit a une
augmentation de leur affinité chimique aux lipides membranaires. Donc nous pouvons

supposer que les flavonoides ciblent la membrane cytoplasmique de la souche microbienne.
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Ces résultats sont conformes a ceux de Lee et al. (2003) ayant travaillé sur des
astéracées. Les travaux de Zareen (2006) montrent également que la fraction acétatique de
Morinda morindoide (Rubiacée) est riche en polyphénols (dérivés de I’acide ellagique), ce qui
justifierait I'importante activité de I’acétate d’éthyle.

L’effet antibactérien de 1’extrait acétate d’éthyle est signalé également dans d’autres
travaux réalisés sur d’autres espéces végétales comme Thymus vulgaris et Rosmarinus
officinalis sur E. coli (Zeghad, 2008) ; Parkia biglobosa et Parkia bicolor sur B. cereus
(Ajaiyeoba et al., 2002).

L’activité antibactérienne des flavonoides peut étre expliquée par le mécanisme de
toxicité vis-a-vis des microorganismes qui se fait soit par des interactions non spécifiques, tels
que I’établissement des ponts hydrogeénes avec les protéines des parois cellulaires ou les
enzymes, la chélation des ions métalliques, I’inhibition du métabolisme bactérien et la
séquestration de substances nécessaires a la croissance des bactéries (Karou et al., 2005).

Il a été rapporté que les extraits de plantes et beaucoup d’autres préparations
phytochimiques riches en flavonoides exercent une activité antimicrobienne (Tim et al.,
2005). Grace a leur structure caractérisée par la présence de groupe phénolique et d’autres
fonctions chimiques, les flavonoides sont considérés de trés bons agents antimicrobiens
(Harborne et Williams., 2000).

Plusieurs classes de polyphénols telles que les acides phénoliques, flavonoides et les
tannins servent de mécanisme de défense des plantes contre les micro-organismes, les insectes
et les herbivores pathogénes (Falleh er al, 2008). Les polyphénols, les tannins et les
flavonoides comme 1’epigallocatéchine, la catéchine, la myricétine, la quercétine (Shan ef al.,
2007) et la lutéoline (Askun et al., 2009) sont des substances antibactériennes importantes.

Certaines catéchines (flavan-3-ols), la naringénine et la quercétine possedent un effet
antibactérien en provoquant un changement de perméabilité membranaire (Cushnie et al.,
2005).

Les flavonoides agiraient a plusieurs niveaux. Il semblerait que le cycle B joue un rdle
important dans [’intercalation avec les acides nucléiques, et inhiberait ainsi la synthese
d’ADN et d’ARN. Ils peuvent également inhiber ’ADN gyrase d’E. coli, 1a encore une
hydroxylation du cycle B semble essentielle a I’activité (Cushnie et al., 2005).

L’antibiogramme a montré que B. cereus, E. coli et P. mirabilis sont sensibles a la
spiramycine. Cette sensibilité est du au fait que cet antibiotique a un large spectre d’action
agissant essentiellement sur diverses bactéries aérobies et anaérobies a Gram (+) et quelques

bactéries a Gram (—) (Peypert, 1991). Ceci a été montré par les diameétres d’inhibition
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manifestés sur les souches a Gram (+) (28mm) par rapport a ceux des Gram (—) (18 mm et 23
mm). L’antibiotique spiramycine agit en inhibant la synthése protéique bactérienne (il se fixe
sur 'unité¢ 50S du ribosome et bloque ainsi la réunion du dernier stade de synthése (Yala et
al., 2001). Les bactéries utilisées ont également manifesté une sensibilité vis-a-vis des
antibiotiques utilisés (amikacine, kanamycine et amoxicilline) avec des zones d’inhibition qui
varient de 11 a 26 mm.

Les tests de I’activité antifongique des différents extraits ont montré que C. albicans et
A. brasiliensis sont inhibés par I’extrait acétate d’éthyle qui présente un effet plus marqué par
rapport aux autres extraits testés avec un taux de sensibilité de 40% des tests. Les extraits
chloroforme butanol et aqueux restent inactifs envers ces deux souches qui présentent un fort
pourcentage de résistance des tests, compris entre 70 et 100%.

Les diamétres d’inhibition compris entre 2mm et 12 mm sont enregistrés par 1’extrait
acétate d’éthyle sur C. albicans, et entre 0 mm et 11 mm sur A. brasiliensis. Cependant C.
albicans présente une sensibilité intermédiaire pour I’extrait chloroforme et est par contre
résistant aux deux extraits restants.

Les travaux de Lahlah (2008), sur cette espece, confirment 1’action signifiante de
I’extrait acétate sur la méme souche ; les résultats des extraits restants sont différents des
notres, dans la mesure ou une forte inhibition a été induite par les extraits butanol et
chloroforme avec des diamétres d’inhibition de 18 et 17 mm. Aussi, une faible activité a été
détectée pour I’extrait aqueux avec un diametre d’inhibition de 8mm.

Les travaux de Kechar (2007) ont indiqué que la souche C. albicans répond de la
méme maniere a ’activité antifongique de I’extrait acétate d’éthyle avec des diametres de 16
mm ; les valeurs de I’extrait butanol dénotent également une action inhibitrice vis-a-vis de ce
champignon avec des zones d’inhibition de 10 mm ce qui ne concordent pas avec nos
résultats.

La souche C. albicans s’est montrée résistante, ce qui est traduit par les forts
pourcentages de résistance : 100% pour I’extrait butanol et I’extrait aqueux, et 70% pour
I’extrait chloroforme. Néanmoins la souche A. brasiliensis s’est montrée résistante vis-a-vis
des extraits chloroforme, butanol et aqueux. Les diameétres d’inhibition enregistrés par les
extraits flavonoiques vis-a-vis des souches fongiques analysées, sont moins importants a ceux
fournis par I’antifongigramme.

Certains antifongiques bloquent le déroulement des mitoses en métaphase, interférant

avec la synthese des acides nucléiques, et inhibant la fonction des microtubules.
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Ces perturbations cellulaires aboutissent a 1’altération de la paroi du filament fongique
(Epstein et al., 1972).

De nombreux flavonoides possédent des activités antifongiques, le plus grand nombre
appartient aux flavanones et aux flavanes (Grayer et al., 1994). Une flavanone prénylée
(5,7,4’-trihydroxy-8-méthyl-6-(3-méthyl-[2-butényl])-(2S)-flavanone) ainsi qu’une flavane
(7-hydroxy-3’,4’-(methylenedioxy)-flavane) sont actives contre C. albicans (Cushnie et al.,
2005).

Quelle que soit la classe de flavonoides considérée, il apparait que le caractere
lipophile des composés augmente l’activité, permettant aux molécules de pénétrer plus
facilement a travers la membrane fongique (Grayer et al., 1994 ; Jimenez-Gonzalez et al.,
2008). De plus, la présence d’une chaine isopréne apparait comme importante pour 1’activité,
mais pas essentielle (Jimenez-Gonzalez et al., 2008).

Globalement, nous constatons que les extraits utilisés présentent une activité
antimicrobienne prononcée lorsqu’ils sont concentrés ; et plus ils sont dilués moins ils sont
actifs. C’est I’exemple de I’effet de I’extrait acétate d’éthyle.

Toutefois, il est difficile de comparer nos résultats ave ceux de la bibliographie. En
effet, les différences trouvées dans les études d’évaluation du pouvoir antibactérien et
antifongique des différents principes actifs, peuvent étre attribués a plusieurs facteurs : tels
que la nature de I’espéce, les conditions ambiantes, les facteurs écologiques, les variations
saisonniéres, les méthodes d’extractions (Sagdic et Ozcan, 2003 ; Moreira et al., 2005 ;
Celiktas et al., 2007 ; Turkmen et al., 2007) ; la préparation de I’extrait, le solvant utilisé, la
sensibilité¢ des bactéries, la concentration de I’extrait (Loziene et al., 2007) et finalement
I’organe de la plante utilis¢ (Natarajan et al., 2005).

Trés peu de travaux ont été réalisés sur Dactivité antifongique des extraits
flavonoiques, puisque la plupart des études sont menées sur les huiles essentielles. Ces
derniéres étant généralement les composés les plus actifs sur les moisissures (Sacchetti et al.,
2005 ; Rasooli et al., 2008).

Les travaux menés par Baba-Moussa et al. (1999) ont montré que les extraits de
Terminalia avicennioides et de Pteleopsis subarosa présentent des activités antifongiques
contre C. albicans. De méme, les travaux de Batawila (2007) ont montré que les extraits des
feuilles et des racines de Terminalia glaucescens, les extraits des feuilles, des racines et des
écorces de la tige de Terminalia macroptera, ainsi que les extraits de Terminalia laxiflora ont

des activités antifongiques sur C. albicans.
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Les CMI sont évaluées uniquement sur I’extrait acétate d’éthyle, étant donné que ce
dernier est le seul extrait ayant exercé un pouvoir inhibiteur sur les souches bactériennes (E.

coli et B. cereus) ainsi que sur les souches fongiques testées (A. brasiliensis et C. albicans).

Une CMI de 50 pg / ml a été évaluée sur B. cereus, E. coli et A. brasiliensis. Alors que

sur C. albicans, cette CMI est de 'ordre de 12.5 pg / ml. La CMI n’a pas été évaluée sur P.

eqe, g o

Les CMI enregistrées par I’EAc vis-a-vis de toutes les souches microbiennes varient
entre 12.5 et 50 pg/ml. Selon la classification faite par Aligiannis et al. (2001), cette
inhibition est forte (CMI < 500 pg/ml).
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CONCLUSION



3- CONCLUSION

A la lumiére des résultats obtenus, il ressort que les rendements des extraits obtenus a
partir des graines (akénes) de S. marianum sont relativement importants. Nous avons
remarqué que le rendement diminue d’une phase a une autre. L’extrait brut avec une valeur de
4.70%, suivi de l’extrait chloroforme avec 1.16%, I’extrait acétate d’éthyle avec 0.67%,
I’extrait butanol avec 0.58%. Le plus faible rendement est celui obtenu par ’extrait aqueux
avec un pourcentage de 0.23%.

Par ailleurs, ’analyse qualitative des flavonoides des quatre fractions chloroforme,
acétate d’éthyle, butanol et aqueuse par chromatographie sur couche mince grace au systéme
d’¢lution choisi a révélé dans nos extraits la présence des flavones, flavanones, flavonols,
flavanonols, isoflavones, flavonolignanes, anthocyanes, anthocyanidine 3- glucoside et acide
phénols. En référence aux standards utilisés, nous avons pu mettre en évidence dans 1’extrait
acétate d’éthyle, la présence de silybine. La catéchine est également présente dans I’extrait
acétate d’éthyle et butanol. La naringine est identifiée dans les trois extraits acétate d’éthyle,
butanol et chloroforme.

La caractérisation par chromatographie liquide a haute performance des flavonoides a
confirmé les résultats de la chromatographie sur couche mince. Les pics ainsi détectés au
cours de cette analyse, correspondent réellement aux standards utilisés, d’ou la présence de la
sylibine dans I’extrait acétate d’éthyle avec un temps de rétention de 8.53 min. Nos résultats
confirment également la présence de la catéchine et de la naringine dans les différents extraits
aqueux et butanolique avec des temps de rétention respectifs de 7.67 et 5.90 min.

Par ailleurs, la chromatographie sur couche mince et la chromatographie liquide
haute performance ont permis d’apporter un complément sur le profil phytochimique de
I’espéce étudi¢e, marqué par la présence de trois classes flavonoiques (la sylibine, la catéchine
et la naringine) qui sont certainement responsables du pouvoir antimicrobien et antifongique
«in vitro » de S. marianum.

En outre, ces extraits flavonoiques exercent également des effets antibactériens et
antifongiques sur les souches microbiennes testées.

Ces effets varient en fonction du type d’extrait flavonoique et de ses concentrations, de la
résistance ou la sensibilité des souches utilisées.

D’une facon générale, nous avons remarqué la sensibilité des bactéries & Gram (+)
[B. cereus] avec un taux de 15% des tests sensibles par rapport a celles a Gram (-) [E. coli]
avec un pourcentage de 10%, et un taux de sensibilité nul pour la souche P. mirabilis qui

semble la plus résistante avec un pourcentage de 0%.
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L’extrait acétate d’éthyle s’est révélé le plus actif ayant entrainé un taux de sensibilité
de 34% chez les bactéries testées. Cet extrait est actif sur B. cereus aboutissant a la formation
de zones d’inhibition avec des diametres plus importants (12mm a 16mm) par rapport a ceux
présentées sur E. coli (8 mm a 12 mm).

L’acétate d’éthyle agit aussi bien sur les bactéries Gram (+) que sur les bactéries a
Gram (—). Toutefois, les bactéries Gram (—) paraissent moins sensibles a son action. L’extrait
acétate d’éthyle est par contre beaucoup moins actif sur P. mirabilis qui a manifesté une

L’extrait chloroforme, butanol et aqueux ayant induit un pourcentage de sensibilité
nul, sont totalement inactifs sur les souches bactériennes.

Les tests de I’activité antibactérienne des différents extraits ont montré que les souches
B. cereus et E.coli sont inhibés par I’extrait acétate d’éthyle, présentant un effet plus marqué
par rapport aux autres extraits testés.

Les tests de Iactivité antifongique des différents extraits ont montré que C. albicans
et A. brasiliensis sont inhibés par 1’extrait acétate d’éthyle qui présente un effet plus marqué
par rapport aux autres extraits testés avec un taux de sensibilité de 40% des tests. Les extraits
chloroforme butanol et aqueux restent inactifs envers ces deux souches qui présentent un fort
pourcentage de résistance des tests, compris entre 70 et 100%.

Les diamétres d’inhibition compris entre 2 mm et 12 mm sont enregistrés par I’extrait
acétate d’éthyle sur C. albicans, ainsi que 0 mm et 11 mm sur A. brasiliensis. Cependant C.
albicans présente une sensibilité intermédiaire pour I’extrait chloroforme et est par contre
résistant aux deux extraits restants. Ceci est reflété par les forts pourcentages de résistance :
100% pour I’extrait butanol et 1’extrait aqueux, et 70% pour 1’extrait chloroforme. Néanmoins
la souche A. brasiliensis s’est montrée résistante vis-a-vis des extraits chloroforme, butanol et
aqueux.

Une CMI de 50 ug / ml a été évaluée sur B. cereus, E. coli et A. brasiliensis. Alors
que sur C. albicans, cette CMI est de 'ordre de 12.5 pg / ml. La CMI n’a pas été évaluée sur
P. mirabilis, vu sa sensibilité intermédiaire. Les CMI enregistrées par 'EAc vis-a-vis de
toutes les souches microbiennes varient entre 12.5 et 50 pg/ml.

Les concentrations minimales inhibitrices enregistrées justifient d’une part
I’importante activit¢é antimicrobienne des flavonoides et d’autre part son efficacité

thérapeutique.
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Ces résultats confortent 1'utilisation du S. marianum en médecine traditionnelle
comme antiseptique et offrent a la médecine occidentale un potentiel qui peut étre valorisé
dans plusieurs domaines tels que les industries pharmacologiques.

Il serait également intéressant de réaliser d’autres ¢tudes, pour évaluer le potentiel
« in vivo » sur des modeles animaux. Il serait souhaitable d’identifier le reste des composés

flavonoiques en utilisant d’autres standards.
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