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INTRODUCTION GENERALE

Au travers des ages, ’homme a pu compter sur la nature pour subvenir a ses besoins de base :
nourriture, abris, vétements et également pour ses besoins médicaux. L’utilisation
thérapeutique des extraordinaires vertus des plantes pour le traitement des maladies de
I’homme est trés ancienne et évolue avec 1’histoire de I’humanité.

«La médecine traditionnelle qui est la somme totale des connaissances, compétences et
pratiques reposant rationnellement ou non, sur les théories, croyances et expériences propres a
une culture, est utilisée pour maintenir les étres humains en bonnesanté ainsi que pour
prévenir, diagnostiquer, traiter et guérir des maladies physiques et mentales » (OMS, 2003).
La survie de I’'Homme allait dépendre des plantes surtout parce que trois de ces acides gras
vitaux ne sont présents que chez les plantes [1]. Aujourd’hui alors qu’on rejette les effets
secondaires de certains medicaments modernes puissants, les plantes retrouvent leur place
dans notre vie quotidienne [1].

La recherche de nouveaux agents pharmacologiques actifs via le screening de sources
naturelles a résult¢ dans la découverte d’un grand nombre de médicaments utiles qui
commencent a jouer un réle majeur dans le traitement de nombreuses maladies humaines [2].
La recherche de nouvelles molécules doit étre entreprise au sein de la biodiversité végétale en
se servant de données ethnopharmacologiques. Cette approche permet de sélectionner des
plantes potentiellement actives et d’augmenter significativement le nombre de découvertes de
nouveaux actifs.

L’ Algérie dispose d’une grande diversité floristique a laquelle s’ajoute une tradition séculaire
d’utilisation traditionnelle des plantes. On compte environ 3000 especes de plantes dont 15%
sont endémiques [3]. Ce potentiel de plantes médicinales comporte des milliers d’espéces
présentant divers intéréts et constituent un axe de recherche scientifique, plus particulierement
dans le domaine des substances naturelles.

Dans ce contexte et notamment dans le cadre du programme de recherche lancé par notre
laboratoire sur les plantes médicinales, notre choix s’est porté sur quatre plantes: Eucalyptus
globulus (Myrtaceae), Smyrnium olusatrum (Apiaceae), Chrysanthemum trifurcatum
(Asteraceae) et Asteriscus maritimus (Asteraceae).

L'objectif de notre travail vise a démontrer la richesse de ces plantes en principes actifs
(Huiles essentielles, flavonoides) et a déterminer leurs propriétés biologiques. Pour cela notre
¢tude englobe deux aspects, dont le premier est d’ordre phytochimique bas¢ principalement

sur l'extraction, la séparation, le diagnostic, I’identification et la quantification de ces
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métabolites par [’utilisation des différentes techniques chromatographiques et
spectroscopiques.

Le second aspect est consacré a une évaluation des activités biologiques :

-Antimicrobienne contre un panel de bactéries et de champignons pouvant étre pathogénes
pour I’homme.

-Antioxydante en utilisant une méthode spectroscopique tres performante, RPE (Résonance
Paramagnétique Electronique) qui permet de détecter les composés radicalaires.

Ainsi, ce manuscrit est divisé en deux parties :

La premiere partie comporte quatre chapitres, consacrés a 1’étude des huiles essentielles des
especes Eucalyptus et Smyrnium :

-Le premier qui est un apergu bibliographique sur les huiles essentielles.

-Le deuxiéme chapitre comporte une description des travaux d’analyse GC et GC/MS de
I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus, en plus d’une description des travaux
phytochimiques antérieurs relatifs au genre.

-Le troisieme chapitre comporte une description des travaux d’analyse GC et GC/MS de
I’huile essentielle de Smyrnium olusatrum, en plus d’une description des travaux
phytochimiques antérieurs relatifs au genre.

-Le quatrieme chapitre est consacré aux résultats et discussion relatifs a Dactivité

antibacterienne et antifongique de ces huiles en déterminant :

4 Les diamétres de la zone d’inhibition
4 Les concentrations minimales inhibitrices

4 Les concentrations minimales destructives (bactéricides et fongicides)

La deuxieme partie comprend une étude phytochimique et une étude de 1Dactivité
antioxydante des extraits acétate d’éthyle et butanolique des espéces Chrysanthemum
trifurcatum et Asteriscus maritimus respectivement, divisée en quatre chapitres :

-Le premier chapitre est un apercu bibliographique sur les flavonoides isolés du genre
Chrysanthemum.

-Le deuxiéme chapitre est consacré a la présentation de nos travaux d’isolement et de
purification des métabolites secondaires et discussion des resultats de 1’espece

Chrysanthemum trifurcatum.



-Le troisieme chapitre est consacré a la présentation de nos travaux d’isolement et de
purification des métabolites secondaires et discussion des résultats de 1’espéce Asteriscus
maritimus.

-Le quatriéme chapitre comprend les résultats et la discussion relatifs a [’activité
antioxydante des extraits bruts des deux plantes et des produits purs isolés de I’espéce

Asteriscus maritimus.

Le manuscrit se termine par une conclusion générale.
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I.1. Généralités

Les végétaux fabriquent leurs huiles essentielles (HE) pour se réparer, attirer les insectes
pollinisateurs, se protéger du soleil ou du froid, des prédateurs et des maladies, ou encore a
guérir blessures et attaques diverses.

Les HE ne contiennent pas de corps gras comme les huiles végétales obtenues avec des
pressoirs comme 1’huile de tournesol, 1’huile de mais, 1’huile d'amande douce, etc.... Les HE
et les ardbmes extraits a partir des herbes aromatiques et d’épices sont le résultat d’un mélange
complexe de substances volatiles [1,2]. Elles sont généralement présentes a de trés faibles
concentrations dans les plantes & parfum. Avant de pouvoir utiliser ou analyser de telles
substances, il est nécessaire de les extraire de leur matrice. Plusieurs méthodes
d’extraction ont été¢ mises au point telles que 1’hydro-distillation, I’entrainement a la vapeur,
I’hydro-diffusion, la distillation-extraction simultanée [3], au CO, (Supercritique) et hydro-
distillation par microondes. Elles sont ensuite séparées de la phase aqueuse par des
procédés physiques. L'huile ainsi obtenue possede certaines caractéristiques physico-
chimiques qu'il est possible de mesurer au laboratoire a l'aide de techniques simples ou
d'appareillages plus complexes.

Les HE doivent répondre a des criteres physiques imposés par les normes. En effet, elles
sont liquides a température ambiante, de consistance huileuse mais non grasse, leur densité
est inférieure a celle de I’eau a I’exception de quelques cas (cannelle, sassafras et
vétiver), volatiles, insolubles dans 1’eau, rarement colorées, et solubles dans les huiles
végétales, dans I’éther et dans 1’alcool jusqu'a un certain pourcentage. Elles sont peu polaires,

et il convient de les conserver a 1’abri de I’air et de la lumiére [3,4].

I.1.1. L’origine dans les végétaux

Les HE se localisent dans toutes les parties vivantes de la plante et se forment dans le
cytoplasme de certaines cellules végétales spécialisées [5]. Elles peuvent étre stockées
et emmagasinées dans diverses structures de la plante telles que les poils sécréteurs ou
les trichomes, les cellules épidermiques, les cellules sécrétrices internes, les poches
sécrétrices et les canaux secréteurs. La figure 1.1 illustre la localisation des cellules

contenant les HE pour quelques plantes aromatiques [6].



Carvi

Figure 1.1: Localisation des structures sécrétrices pour quelques plantes aromatiques [6].

Ainsi, ’HE peut avoir des propriétés différentes suivant la partie de la plante dont elle est
extraite. Par exemple, I’HE de coriandre, issue des fruits mirs et secs, est tonique,
euphorisante et anti-infectieuse, tandis que tirée de la feuille, elle se révele sédative et
anti-inflammatoire.

I.1.2. Domaines d’utilisation

1.1.2.1. phytothérapie

L’aromathérapie est une branche de la phytothérapie qui utilise les HE pour traiter un
certain nombre de maladies.

Les HE sont largement utilisées pour traiter certaines maladies internes et externes

(infections d’origine bactérienne ou virale, troubles humoraux ou nerveux). En médecine
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dentaire, plusieurs HE ont donné des résultats cliniques tres satisfaisants dans la
désinfection de la pulpe dentaire, ainsi que dans le traitement et la prévention des caries [7-
9]. La listerine qui est une solution constituée d’HE de thymol et d’eucalyptol posséde
une grande activité bactéricide sur les micro-organismes de la salive et de la plaque
dentaire [7].

La Menthe poivrée (Mentha piperita) occupe une place privilégiée dans la phytothérapie
digestive grace a I’HE que renferment ses feuilles, et qui lui confére un grand pouvoir calmant
des spasmes intestinaux.

Des études trés récentes ont montré que le géraniol a une action sur les cellules cancéreuses
du colon [10], en plus de I’activité anti-inflammatoire, récemment mise en évidence [11].
Juven et coll. [12] ont obtenu une diminution importante des cellules vivantes de Salmonella
thyphimirum en la traitant par I’huile de thym et ses constituants actifs.

Une étude in vitro a montré I’effet antiviral de 1’HE d’origan et du girofle sur le virus Type
1 de I’herpés simplex ainsi que sur le virus de la maladie de Newcastle [13].

L’effet de I’huile de Melaleuca alternifolia (Tea tree oil) et celle d’Eucalyptus d’origine

australienne ont été testées sur le virus de I’herpes simplex dans des cultures cellulaires [14].

1.1.2.2. Utilisation en aéro-ionisation.
Dans les locaux, on peut aseptiser 1’atmosphére avec un ionisateur d” HE. Il se forme
ainsi des aérosols vrais aromatiques, ionisé€s, créant de 1’oxygeéne naissant ionique,

fortement bactéricide, tout en contribuant a dépolluer I’atmosphere [15-17].

1.1.2.3. Parfumerie et cosmétologie

Dans ce domaine, les HE semblent reprendre actuellement le dessus sur les produits de
synthése classiques tel que 1’hexachlorophéne.

Le cinéole, par exemple, entre dans la fabrication des savons de toilette, des aérosols et des
lotions désodorisantes [18]. De méme Beylier-Maurel [19], a réuni une vingtaine de composés
bactériostatiques en formulation harmonieuse de point de vue olfactif. Elle a aussi démontré
la grande activité de I’HE de bois de Santal sur la microflore de la peau, d’ou son utilisation
en cosmeétique. Des usages similaires ont eté réalisés avec les essences de Camomille [20].
L’utilisation des HE dans les crémes et les gels permet de préserver ces cosmétiques grace a

leur activité antiseptique et antioxydante, tout en leur assurant leur odeur agréable [21-23].



1.1.2.4. Conservation des denrées alimentaires

La préservation des produits alimentaires a caractere périssable constitue un des domaines
d’utilisation des plantes aromatiques et médicinales.

La lutte contre les champignons toxinogeénes est I’'un des objectifs de cette conservation, en
effet ces micro-organismes élaborent des substances toxiques, les aflatoxines, les ochratoxines
et les zéaralenones, réputés pour leurs effets hépatotoxique et cancérigéne [24-26].
Plusieurs travaux ont montré que les HE de thym, d’origan, de cannelle et d’autres plantes
aromatiques ont un effet inhibiteur sur la croissance et la toxinogenese de plusieurs
bactéries et champignons responsables de toxi-infections alimentaires [27-30].
La quantit¢ d’épices et d’aromates habituellement utilisés étant faible, leur pouvoir
antimicrobien semble synergique [31-33].
Parmi le groupe diversifié des constituants chimiques des HE, le carvacrol, qui exerce une
action antimicrobienne bien distinguée, est additionné a différents produits alimentaires en
industrie agro-alimentaire [34]. lls y sont rajoutés pour rehausser le godt et pour empécher le
développement des contaminants alimentaires [35, 36].
L’eugénol et le cinnamalehyde, extraits a partir d’HE du Cinnamum, comptent parmi les
principaux agents de conservation alimentaire, d’origine végétale. Ils sont employés comme

additifs pour la préservation des olives de table contre la flore cryptogamique, [37, 38].

1.1.3. Composition chimique des HE

Les HE sont des mélanges complexes et variés, constitués de composés organiques de
structures et de fonctions chimiques trés diverses. Généralement, on classe ces composés en
deux groupes : les hydrocarbures terpéniques et les composés oxygenés.

Les composés de type terpénique sont largement rencontrés dans les HE, ils sont formés d’un
multiple pair ou impair d’unités de 2-méthylbuta-1,3-diene ou appelé encore isoprene.

On distingue ainsi selon le nombre de carbone constituant les molécules de ce groupe: les
monoterpenes (C 10), les sesquiterpénes (C 15), et moins fréquemment les diterpenes (C 20),
les triterpenes (C 30) et les tétraterpenes (C 40). C’est précisément parce que les terpénes
proviennent de 1’isopréne, qu’ils sont également nommés isoprénoides ou terpénoides. Plus
strictement, le terme « terpénoide » définit ’ensemble des terpenes oxygénés et non
oxygénés, alors que le terme « terpéne » ne tient pas compte de la présence d’oxygene.

Les terpenes les plus rencontrés dans les huiles essentielles sont les terpenes les plus volatils
c’est a dire ceux dont la masse moléculaire n’est pas trop €levée telles que les mono et les

sesquiterpenes.
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Figure 1.2 : Exemples de structures de terpénes

1.1.3.1. Les fonctions biologiques de terpenes

Les plantes produisent une grande variété de produits formés a base d’isopreéne, certains
d’entre eux sont des métabolites primaires comme des stéroides et des groupes prosthétiques
des enzymes et vitamines en chaines latérales (vitamine K, E). Certains sont des hormones
végétales comme I’acide abscisique ou les gibbérellines (diterpénes). Cependant la majorité
des composés terpéniques sont des métabolites secondaires sans fonction directe dans la
croissance des végétaux. Ces métabolites sont responsables de la couleur et 1’odeur des
plantes et des épices (piments, curies), certains d’entre eux ont des fonctions écologiques
importantes mais la majorité (les mono- et sesquiterpenes) posseédent une activité anti-
microbienne contre un large éventail des bactéries et champignons. Par ailleurs, un certain
nombre de terpenes ont des propriétés toxiques, répulsives ou attractives pour d'autres
organismes, ce qui a conduit a la conviction qu'ils ont des réles écologiques dans les

interactions antagonistes ou mutualistes entre les plantes et plantes-animaux [39].
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I.1.4. Principales méthodes d'extraction d’HE

11 existe plusieurs méthodes d'extraction d’HE dont voici les principales :

1.1.4.1. Distillation par entrainement a la vapeur d’eau

L'entrailnement a la vapeur d'eau est I'un des procédés d'extraction les plus anciens et 1’une
des méthodes officielles pour I’obtention des HE. Dans ce systeme d’extraction, le
matériel végétal est soumis a I’action d’un flux de vapeur descendant ou ascendant sans
macération préalable. Le plus souvent, de la vapeur d’eau est injectée au bas d’une charge
végétale. Les vapeurs chargées en composés volatils sont condensées avant d’étre  décantées
et récupérées dans un essencier (vase de décantation pour les huiles essentielles) [40,
41]. Les principales variantes de l'extraction par l'entrainement a la vapeur d'eau sont

I'nydrodistillation, la distillation a vapeur saturée et I'hydrodiffusion.

1.1.4.2. L'hydro-distillation

Le principe de I'hydro-distillation est celui de la distillation des mélanges binaires non
miscibles. Elle consiste a immerger la biomasse végétale dans un alambic rempli d'eau, que
I'on porte ensuite a I'ébullition. La vapeur d'eau et I'essence libérée par le matériel végétal
forment un mélange non miscible. Les composants d'un tel mélange se comportent comme si
chacun était tout seul a la température du meélange, c'est a dire que la pression partielle de la
vapeur d'un composant est égale a la pression de vapeur du corps pur. Cette méthode est

simple dans son principe et ne nécessite pas un appareillage colteux [42].

1.1.4.3. La distillation a vapeur saturée

Dans cette variante, la matiére végétale n'est pas en contact avec l'eau. La vapeur d'eau est
injectée au travers de la masse végétale disposée sur des plagques perforées. La distillation a
vapeur saturée est la méthode la plus utilisée a I'neure actuelle dans I'industrie pour I'obtention
des HE a partir de plantes aromatiques ou médicinales. En général, elle est pratiquée a la
pression atmosphérique ou a son voisinage et a 100°C, température d'ébullition d'eau. Son

avantage est que les altérations de ’HE recueillie sont minimisées [42].

1.1.4.4. L'hydro-diffusion
Elle consiste a pulser de la vapeur d'eau a travers la masse végetale, du haut vers le bas. Ainsi

le flux de vapeur traversant la biomasse végetale est descendant contrairement aux techniques
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classiques de distillation dont le flux de vapeur est ascendant. L'avantage de cette technique
est traduit par l'amélioration qualitative et quantitative de I'huile récoltée, I'économie du

temps, de vapeur et d'énergie [42].

1.1.4.5. L'expression a froid

L'extraction par expression est souvent utilisée pour extraire les HE des agrumes comme le
citron, l'orange, la mandarine, etc. Son principe consiste a rompre mecaniquement les poches
a essences. L'HE est séparée par décantation ou centrifugation. D'autres machines rompent les
poches par dépression et recueillent directement I’HE, ce qui évite les dégradations liées a

I'action de l'eau [42].

1.1.4.6. Extraction par CO, super critique

La technique se base sur la solubilité des constituants dans le CO, et de son état physique.
Gréace a cette propriété, il permet I'extraction dans le domaine supercritique et la séparation
dans le domaine gazeux. Le CO, est liquéfié par refroidissement et comprimé a la pression
d'extraction choisie, ensuite il est injecté dans I'extracteur contenant le matériel végétal. Apres
le liquide se détend pour se convertir a I'état gazeux pour étre conduit vers un séparateur ou il

sera sépareé en extrait et en solvant [42].

1.1.5. Autres méthodes d'obtention des extraits volatils

1.1.5.1. Extraction par solvants

La méthode de cette extraction est basée sur le fait que les essences aromatiques sont solubles
dans la plupart des solvants organiques. Le procédé consiste a épuiser le matériel végeétal par
un solvant a bas point d'ébullition qui par la suite, sera éliminé par distillation sous pression
réduite. L'évaporation du solvant donne un mélange odorant de consistance pateuse dont
I'huile est extraite par l'alcool. L'extraction par les solvants est trés colteuse a cause du prix de

I'équipement et de la grande consommation des solvants [42].

1.1.5.2. Extraction par les corps gras

La méthode d'extraction par les corps gras est utilisée en fleurage dans le traitement des
parties fragiles de plantes telles que les fleurs, qui sont trés sensibles a l'action de la
température. Elle met a profit la liposolubilité des composants odorants des végétaux dans les

corps gras. Le principe consiste a mettre les fleurs en contact d'un corps gras pour le saturer
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en essence végétale. Le produit obtenu est une pommade florale qui est ensuite épuisée par un
solvant qu'on élimine sous pression réduite [42].

1.1.5.3. Extraction par micro- ondes

Le procédé d'extraction par micro-ondes appelé Vacuum Microwave, Hydro-distillation
(VMHD) consiste a extraire I’HE a 1'aide d'un rayonnement micro-ondes d'énergie constante
et d'une séquence de mise sous vide. Seule I'eau de constitution de la matiere végétale traitée
entre dans le processus d'extraction des essences. Sous l'effet conjugué du chauffage selectif
des micro-ondes et de la pression réduite de facon séquentielle dans I'enceinte de I'extraction,
I'eau de constitution de la matiere végétale fraiche entre brutalement en ébullition. Le contenu
des cellules est donc plus aisément transferé vers I'extérieur du tissu biologique, et I'essence
est alors mise en ceuvre par la condensation, le refroidissement des vapeurs et puis la
décantation des condensats. Cette technique présente les avantages suivants: rapidité,
économie du temps, d'énergie et d'eau, extrait dépourvu de solvant résiduel [42- 44].

1.1.6. Effets indésirables des HE

Bien que certaines HE peuvent présenter de grands risques, comme 1’essence de sabine qui
induit des hémorragies utérines chez la femme [45], aussi 1’effet convulsif des HE de
camphre et d’Eucalyptus chez les jeunes enfants est ainsi connu depuis longtemps, la majorité
des HE ne sont pas toxiques et sont absolument sans danger lorsqu’elles sont utilisées de
maniére controlée.

En général, La phyto-aromathérapie ne peut étre considérée comme une médecine douce
surtout si elle est pratiquée de maniere anarchique. Comme le disait le fameux dicton de

Paracelse : « Tout est poison, rien n’est poison, seule la dose compte ».

I.2. Activité antimicrobienne des HE

Les premiers signes d’une thérapie antimicrobienne réussie datent des temps les plus reculés.
Dans les civilisations, Egyptienne, Grecque, Chinoise et Arabe, on rapporta ’utilisation des
extraits de plantes pour cette fin. Sans comprendre le mécanisme par lequel ces remedes
naturels agissaient, bons nombres d’entre eux ont gardé leurs applications jusqu’a nos jours.
Avec la découverte de la pénicilline en 1929 par Fleming, puis d’autres antibiotiques, tels que
la Streptomycine, le Chloramphénicol, I’Erythromycine par Waksman en 1949, le progres
dans le développement d’antimicrobien a connu un grand essor [46]. Les produits naturels se
virent momentanément reléguer au second plan jusqu’a I’apparition des premiers signes de

résistance microbienne : Certaines espéces pathogenes, sont en moins sensibles aux

13



antibiotiques et développent des résistances multiples a ces derniers. Ces antibiotiques ont
montré aussi d’autres inconvénients et des limites d’utilisation: les effets secondaires,
toxicité des molécules antimicrobiennes pour I’organisme traité et les difficultés rencontrées
dans le traitement des maladies exigeant la destruction des germes pathogénes
indépendamment des facultés de défense du malade (patients immunodéprimés) [47].

Notons aussi que tous les antibiotiques ne sont pas indistinctement actifs sur tous les agents
pathogénes. C’est ainsi que, pour tout nouvel antimicrobien, on doit définir le "spectre
d’activité” qui correspond a [I’ensemble des micro-organismes sur lesquels il exerce
efficacement son action.

Les HE ont un spectre d’action trés large puisqu’elles inhibent aussi bien la croissance des
bactéries que celles des moisissures et des levures. Leur activité antimicrobienne est
principalement fonction de leur composition chimique et en particulier de la nature de leurs
composes volatils majeurs. Elles agissent en empéchant la multiplication des bactéries, leur
sporulation et la synthése de leurs toxines. Pour les levures, elles agissent sur la biomasse
et la production des pseudo-mycélium alors qu’elles inhibent la germination des spores,
I’¢longation du mycélium, la sporulation et la production de toxines chez les moisissures.
I1 est intéressant de rappeler I’importance d’utiliser la totalit¢ de I’'HE ou « totum », ou
I’effet synergique de plusieurs composés majoritaires sont plus puissants que I’action
seule du composé biochimique majoritaire [48]. Ceci nous a amené a nous pencher sur
I’étude de I’activité antimicrobienne des HE car la nécessité de trouver des solutions est a
I’ordre du jour. L’usage des HE, grace a leur forte action antimicrobienne développé depuis
plus d’une vingtaine d’années, constitue un sérieux substitut au traitement par les

antibiotiques dans les pathologies infectieuses.

1.2.1. Bases biochimiques de I’activité antimicrobienne
Le mécanisme par lequel les antimicrobiens agissent, a été bien établi, et a permis de les
classer suivant leurs sites d’action :
e certains inhibent la synthése de la paroi bactérienne.
e (d’autres altérent la membrane cytoplasmique, provoquant des troubles du taux de
perméabilité.
e certains inhibent la synthése des acides nucléiques.

e Dbeaucoup perturbent la synthése protéique au niveau du ribosome.
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Figure 4. Mode d'action des antibiotiques
(& : réplication de I'ADN, b : transcription de I'ADN. c : traduction de 1'ARNm)

Figure 1.3 : Mode d’action des antibiotiques
(a: réplication de I’ADN, b: transcription de I’ADN, c : traduction de I’ARNm)

1.2.2. Mode d’action antimicrobienne des HE

L’objectif principal de cette partie est la présentation de I’action antimicrobienne des
HE, des mécanismes d’action de ces composés sur les microorganismes et de certains
facteurs déterminant cette activité.

L’activité anti-microbienne des extraits de plantes est liée principalement aux profils
chimiques. Plusieurs familles chimiques sont représentées dans la méme préparation : Les HE
peuvent comporter plus de soixante composants différents dont le composant majeur peut
constituer de plus de 85% des HE [48]. Les terpénes et les phénylpropanoides constituent les
composants actifs les plus importants des HE, dont les mono- et sesquiterpénoides
forment La majeure partie [50].

Cette remarquable diversité constitutionnelle permet d’expliquer 1’étendu du champ d’action
des actifs. Cependant le mécanisme par lequel ils agissent sur les micro-organismes reste
difficile a cerner, étant donné que chaque constituant de 1’huile posséde son propre mode
d’action. Il est probable que leur activité antimicrobienne ne soit pas attribuable a un
mécanisme unique, mais a plusieurs sites d’action au niveau cellulaire [51]. De fagon
générale, il a été observé une diversit¢é d’actions toxiques des HE sur les bactéries
comme la perturbation de la membrane cytoplasmique, la perturbation de la force
motrice de proton, fuite d'électron et la coagulation du contenu protéique des cellules [52].
Le mode d’action des HE dépend en premier lieu du type et des caractéristiques des
composants actifs, en particulier leur propriété hydrophobe qui leur permet de pénétrer dans la
double couche phospholipidique de la membrane de la cellule bactérienne. Cela peut induire
un changement de conformation de la membrane, une perturbation chémo-osmotique et une

fuite d’ions (K+): ce mécanisme a été observé avec 1’huile de 1’arbre a thé sur les bactéries
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Gram+ (Staphylococcus aureus) et Gram™ (E. coli) et levure (Candida albicans) in vitro [51,
53].

En étudiant le mécanisme d’inhibition des micros-organismes fongiques par certains
aldéhydes, certains auteurs ont montré que I’effet inhibiteur était essentiellement di a la
réactivité de la fonction aldéhyde avec le groupement thiol des acides aminés impliqués dans
la division cellulaire [54]. Ces auteurs ont montré également qu’il ya formation d’un
complexe entre le donneur d’électron et 1’aldéhyde, induisant un changement de 1’état ionique
de la membrane qui se traduit par un déséquilibre d’échange avec le milieu extérieur. Cet état
entraine une mort certaine de la cellule fongique.

On peut aussi citer les observations en microscopie électronique a transmission
réalisées par Franchomme [55] qui montrent une désorganisation de 1’enveloppe
des cellules microbiennes sous 1’effet de certaines HE riches en molécules portant le
groupement phénol (Origanum compactum) .

Selon Masson et Wasserman [56], les composés phénoliques exercent leur pouvoir
antimicrobien via un mécanisme similaire a celui des aldéhydes, avec une efficacité
inhibitrice proportionnelle a leur degré d’hydrophobicité.

Cependant, en étudiant ’effet antimicrobien de composés de la méme famille, tel que
I’eugenol, d’autres auteurs affirment que le site privilégie des phénols était la membrane
plasmique [57]. A faible concentration, les composés phénoliques produisent un effet
réversible, alors qu’a forte dose, ils entrainent une coagulation générale avec une mort des
cellules microbiennes [58].

L’étude du mécanisme d’action du géraniol sur des souches de Candida albicans et de
Saccharomyces sp, a montré que celui-ci exerce son pouvoir antifongique en agissant
directement sur la membrane plasmique. La voie de biosynthése de I’ergostérol, composant
majeur de la membrane fongique n’était pas affecté [59].

Kurita et Koike ont ¢étudié [Dactivité antifongique des alcools primaires, des
composés phénoliques, des aldéhydes aromatiques et des acides organiques. lls se sont
rendu compte que celle-ci augmente avec I’hydrophobicit¢é de ces composés, ce qui
suggere des interactions hydrophobes entre ces composés et les cellules fongiques testées
[60].

Certains composés phénoliques des HE interferent avec les protéines de la membrane des
micro-organismes comme [’enzyme ATPase, soit par action directe sur la partie

hydrophobe de la protéine, soit en interférant dans la translocation des protons dans la

16



membrane prévenant la phosphorylation de I’ADP [60, 61]. Une inhibition de la
décarboxylation des acides aminés chez Enterobacter aerogenes a aussi été rapportée [62].
Les terpenes ainsi que les flavonoides agissaient sur les cellules bactériennes en induisant une
rupture de la paroi et de la membrane microbienne. Le contenu cellulaire est libéré a
I’extérieur en paralléle avec la mort cellulaire [63-65]. Le premier indice de cette détérioration
est le largage du potassium intra-cytoplasmique, suivi par la libération d’acides nucléiques,
de L’ATP, et du phosphate inorganique [57, 65, 66].

Les HE peuvent aussi inhiber la synthése de I’ADN, I’ARN, des protéines et des
polysaccharides [67]: En 1994, Bouchikhi avait comparé le mode d’action de la polymixine
B, un antibiotique réputé pour son effet membranaire, avec celui des HE du girofle et
d’origan. Dans le milieu extracellulaire, il a pu mettre en évidence, par électrophorese, la
présence de bandes d’acides nucléiques dans le cas des HE étudiées, alors que pour la
polymixine B, seuls quelques nucléotides libres et bases azotées ont éte détectés.

Le mode d’action des HE dépend aussi du type de microorganismes: en général, les bactéries
Gram - sont plus résistantes que les Gram + grace a la structure de leur membrane externe.
Ainsi, la membrane extérieure des Gram - est plus riche en lipo-polysaccharides et en
protéines que ceux de Gram+ qui la rend plus hydrophile, ce qui empéche les terpénes
hydrophobes d’y adhérer. Néanmoins, certains composés phénoliques de bas poids
moléculaire comme le thymol et le carvacrol peuvent adhérer a ces bactéries par fixation aux
protéines et aux lipopolysaccharides membranaires grace a leurs groupes fonctionnels et

atteindre ainsi la membrane intérieure plus vulnérable [68].

1.2.3. Evaluation de D’activité antibactérienne des HE

La technique utilisée est celle de ’aromatogramme, identique a celle de I’antibiogramme
utilisé pour tester les antibiotiques. C’est une méthode de mesure in vitro du pouvoir
antibactérien des HE chémotypées. Différents types d’aromatogrammes, en milieu solide,
liquide ou gazeux, sont exploitables. Cependant, en pratique quotidienne, c’est le milieu
solide qui est le plus simple et le plus facilement reproductible. Les prélevements effectués
dans les cavités ou muqueuses (crachat, selles, urine, mucus, pus, frottis vaginal...) sont
préparés puis mis en contact avec différents milieux nutritifs (géloses enrichies) sur boites de
Pétri. Placés dans une étuve a 37,5 °C, dans des conditions optimales de culture, les germes
pathogénes se développent rapidement sur le milieu nutritif.

Sur ces colonies microbiennes, plusieurs series (6 a 8 par boite) de petits disques de papier

buvard impregné de différentes HE a tester sont ensuite disposees. Apres un temps de latence
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a 37,5 °C, le diametre du halo d’inhibition entourant les disques est alors mesuré. Chaque
halo, une zone claire, montre la destruction des germes pathogenes et donne une indication
précise de 1’activité antibactienne des huiles utilisées.

Une classification des HE chémotypées en rapport avec leur spectre d’activité
antimicrobienne peut étre ¢établie en fonction de I'importance du halo d’inhibition.
L’aromatogramme représente donc un point de repere essentiel puisque sa technique est

identique a celle utilisée pour mesurer I’activité bactéricide des antibiotiques.

1.2.4. Apercu sur les techniques d’étude du pouvoir antimicrobien des HE

La technique utilisée pour déterminer le pouvoir antimicrobien des HE a une grande
influence sur les résultats. Des difficultés pratiques viennent de I’insolubilité des
constituants des HE dans [’eau, de leur volatilité et de la nécessité de les tester a faibles
concentrations.

A T’heure actuelle, I’activité antimicrobienne in vitro d’une substance peut étre mise en
é¢vidence par un grand nombre de techniques classiques, aussi bien en milieu solide qu’en
milieu liquide.

Nous allons essayer d’énumérer ces différentes méthodes et de discuter chacune d’elle.

1.2.4.1. Techniques en milieu liquide

1.2.4.1.1. Méthode des disques de Sarbach

L’essence est déposée a différentes concentrations sur des disques en papier filtre de 10 mm
de diametre, I’ensemble est placé dans des tubes a essai. Dans chaque tube est réparti un
certain volume de bouillon nutritif ensemencé. Une agitation mécanique est assurée
pendant toute la durée de I’incubation.

L’action bactéricide totale est confirmée par repiquage en milieu liquide d’une anse
prélevée sur le milieu liquide de subculture. Le pouvoir bactéricide partiel est apprécié

par DI’évaluation du pourcentage de survivants par repiquage en milieu solide [69, 70].

1.2.4.1.2. Méthode de Maruzuella

Elle permet I’étude du pouvoir bactéricide en bouillon apres solubilisation de ’'HE dans
I’éthanol. Les solutions meres sont préparées dans 1’éthanol 95%, la solution alcoolique est
ensuite répartie a différentes doses dans le milieu liquide préalablement ensemencé. Apres
la durée d’incubation, on effectue des subcultures qui permettent d’évaluer les

concentrations minimales inhibitrices (CMI) [70].
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1.2.4.2. Techniques en milieu solide

1.2.4.2.1. Méthode de Vincent

Elle est appelée aussi technique de 1’antibioaromatogramme [72]. Dans cette méthode,
on utilise des disques de papier filtre de 10 mm de diamétre, imprégnés d’HE et
déposés a la surface d’un milieu gélosé préalablement ensemencé en surface a I’aide d’une
suspension bactérienne. Apres incubation, la lecture des résultats se fait par la mesure du
diamétre d’inhibition en mm. La dilution des HE se fait toujours dans un solvant tel que
I’éthyléne glycol [73], ’acétone [74], I’éthanol a 95% [75]. Le principe de cette méthode
est toujours la migration de 1I’HE par diffusion dans la gélose. Cette technique inspirée de
celle des antibiogrammes, a été généralisée aux HE [76].

Une variante de cette technique consiste en I’aménagement de cavité a I’emporte piece, dans
la gélose coulée et solidifiée en boite. On remplit cette cavit¢ d’un volume donn¢ d’HE qui
va diffuser dans la gélose, et on procéde, apres incubation, a la mesure du diametre

d’inhibition comme dans la technique précédente [77].

1.2.4.2.2. Méthode de Morel et Rochaix

Elle permet d’évaluer le pouvoir antimicrobien des HE par solubilisation dans 1’alcool a
différentes concentrations et incorporation de chacune des concentrations dans un milieu
gélosé, ensemencé, puis coulé en boites de Pétri. L’alcool faciliterait la diffusion de

I’essence dans le milieu [78].

1.2.4.2.3. Méthode de microatmospheére

C’est une technique d’étude en phase vapeur. Son principe est d’ensemencer une boite de
Pétri avec les germes tests, tandis que 1’on dépose quelques gouttes d’HE sur un papier
filtre au fond et au centre du couvercle. La boite est incubée couvercle en bas. Il se
produit une évaporation des substances volatiles et on lit aprés incubation, la croissance des

germes ou I’inhibition de leur croissance [78].

1.2.5. Détermination des CMI et CMB par dispersion des HE dans le milieu de culture

Cette technique de détermination des CMI par contact direct en milieu gélosé ou liquide,
consiste a disperser I’agent antimicrobien en concentration variable de fagon homogéne et
stable dans le milieu de culture du germe étudié [79]. Cette technique, tres fiable et

reproductible pour les agents antimicrobiens hydrosolubles, pose un probléme de
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diffusion et d’homogénéité de dispersion avec les HE qui ont une tres faible solubilité
dans les milieux de culture aqueux.

Ce probleme a ¢€té résolu en partie par I’utilisation d’émulsions des HE dans des solutions
de différents détergents comme le Tween 20 et le Tween 80 [79, 80] ou de solvant comme
1’éthanol [78].

La plupart des méthodes utilisées ont été critiquées par plusieurs auteurs [81]. Ces critiques
ont été basées sur la discordance observée dans les résultats obtenus dans 1’é¢tude de la
zone d’inhibition et 1’étude de I’inhibition de 1la croissance a différentes concentrations
d’HE.

Bon nombre d’études ont montré que la sensibilit¢ d’un méme germe vis-a-vis d’une méme
HE différe selon la méthode utilisée ou selon le mode de dispersion de I’HE dans le
milieu de culture, ce qui rend toute comparaison inexacte et pousse les chercheurs a bien
choisir et améliorer les techniques d’étude.

L’origine de ces critiques est aussi la variation de la densité bactérienne utilisée pour
I’inoculum ainsi que la difficulté a déterminer le meilleur agent émulsifiant pour avoir
des proportions minimales inhibitrices (CMI) et des concentrations minimales bactéricides
(CMB) reproductibles et comparables entre les différents manipulateurs.

D’autres critiques ont été soulevées concernant I’interaction entre les agents émulsifiants et
les constituants des HE car, en raison de leur faible solubilité, les agents utilisés pour la
dispersion des HE dans le milieu de culture bactérien, représentent un facteur important

pour la mesure de leur activité antibactérienne.
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I1.1. Présentation botanique et géographique de la famille des Myrtaceae

La famille Myrtaceae - Myrtacées est une famille de plantes dicotylédones, deux cotylédons
sur I'embryon, deux feuilles constitutives de la graine. Les Myrtaceae sont réparties en
environ trois mille espéces réparties en 134 genres environ.

Ce sont des arbres et des arbustes, souvent producteurs dhuiles aromatiques des zones
tempérées, sub-tropicales a tropicales, poussant principalement en Australie, en Amerique
tropicale, région méditerranéenne, I'Afrique subsaharienne, Madagascar, tropicales et
tempérées d'Asie, et les Tles du Pacifique. Dans cette famille, on peut citer les genres :
Eucalyptus, Psidium dont fait partie le goyavier, Myrtus dont fait partie le myrte (arbuste du
maquis mediterranéen), Eugenia dont le giroflier (Eugenia cariophyllata) qui donne le clou de
girofle. On rencontre aussi des especes dont les fruits sont comestibles (genres Feijoa,
Eugenia, Campomanesia). Il existe aussi une espéce de figuier étrangleur en Nouvelle-
Zélande (Metrosideros robusta) [1].

Beaucoup d'especes appartenant a cette famille sont une source d'HE pour la parfumerie ou
pour l'usage thérapeutique.

Les fleurs a odeur suave des Myrtaceae sont pollinisées par divers insectes, oiseaux ou
mammifeéres ; le nectar sert de monnaie d’échange. Chez les genres Eucalyptus, Melaleuca et
Callistemon, les étamines sont plus remarquables que les pétales, donnant a 1’influorescence
un aspect de goupillon. Les espéces a fruit charnu sont disséminées par les oiseaux et les
mammiferes ; les especes a fruits capsulaires ont de petites graines parfois ailées qui sont

disséminées par le vent ou par I’eau [1].

11.2. Intérét biologique de la famille des Myrtaceae
Beaucoup d’especes de cette famille possedent des propriétés thérapeutiques et sont utilisées
en médecine traditionnelle. Les propriétés antioxydantes d’Eucalyptus saligna et Eucalyptus

rostrata ont été vérifiées et confirmées suite a différents travaux [1].

11.3. Présentation botanique et géographique du genre Eucalyptus

Les Eucalyptus sont de grands arbres dont certaines especes peuvent atteindre 100 métres de
hauteur, originaire d'Australie, notamment de la province de Tasmanie ; I'Eucalyptus fut
rapidement planté dans les régions subtropicales de I'Asie et du bassin méditerranéen.
Possédant une exceptionnelle capacité d'absorber I'eau du sol sur lequel il croit, I'Eucalyptus
asséche rapidement les marais qu'il colonise. Il élimine ainsi les milieux de reproduction des

insectes qui transmettent la malaria, d'ou le nom d'« arbre a la fievre » ou Australian fevertree.
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La plupart des Eucalyptus ont des feuilles persistantes. Comme les autres membres de la
famille des myrtaceae, les feuilles d'Eucalyptus sont couvertes de glandes a huile. L'abondante
production d'huile est une caractéristique importante de ce genre.

Les feuilles, bleutées, ont une curieuse caractéristique: sur les jeunes arbres, elles sont
opposées, sessiles, ovales et glauques, et quand l'arbre grandit, elles deviennent alternes,
pétiolées, tres allongées, parfois un peu courbées comme des lames de faux, et d'un vert
luisant.

Les fleurs forment une petite boite s’ouvrant par un couvercle : les étamines sont enfermées
dans un étui fermé par un opercule (d'ou le nom d'Eucalyptus du grec eu = bien et kaluptos
= couvert) formé par la fusion des pétales et/ou des sépales.

Les fleurs sont tres variées. Elles ont de trés nombreuses étamines qui peuvent étre de couleur
blanche, creme, jaune, rose ou rouge.

Les fruits a maturité ont la forme d'un céne, ils sont secs, et de couleur brune. lls ont
également des valves qui se soulevent pour laisser échapper les graines lors de leur chute sur
le sol [1].

De nombreux Eucalyptus sont utilisés dans le monde pour produire du bois de service:

poteaux, bois de mine, bois de feu, perches, bois de construction.

11.4. Propriétés therapeutiques du genre Eucalyptus

De nombreux pays ont rapidement intégré les usages medicinaux des feuilles d'Eucalyptus
dans leur pharmacopée : Chine, Inde, Sri Lanka, Afrique du Sud, Tle de la Réunion, Europe,
etc.

La production commerciale d'huile essentielle d'Eucalyptus a débuté en 1860, dans la région
de Victoria en Australie. Actuellement, I'Australie, le Maroc, I'Espagne et certains pays de
I'ex-URSS sont parmi les principaux producteurs.

Au XIX®siécle, on utilisait 'HE pour aseptiser les cathéters urinaux dans les hopitaux
anglais. De nombreuses préparations pharmaceutiques destinées aux diverses affections des
voies respiratoires (Vicks Vaporub, par exemple). De nos jours, elle entre dans la fabrication
de rince-bouche (Listerine, par exemple) et de dentifrices; les produits et les solvants
endodontiques utilisés en dentisterie comprenant de 1’huile de plusieurs plantes entre autre
I’huile de clou de girofle et d’Eucalyptus [2]. On s'en sert aussi comme dégraissant industriel.
L’Organisation mondiale de la Santé (OMS) reconnait 1’usage traditionnel des feuilles

d’Eucalyptus, de I’'HE (E. globulus) pour soulager la fiévre et les symptdmes de I’asthme,
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pour traiter I’inflammation des voies respiratoires, de la gorge ou des muqueuses de la bouche
(voie interne) ainsi que pour soulager les douleurs rhumatismales (voie externe).

Des essais sur des souris ont cependant permis d'observer que I'Eucalyptus exerce une activité
antidouleur [3,4]. On pense généralement que cette activité serait attribuable aux propriétes
antioxydantes de la plante [5].

L’HE d’Eucalyptus citronné (E. citriodora) est un remede traditionnel pour éloigner les
insectes piqueurs [6]. Au cours d’une étude croisée menée en Suéde, un insectifuge a base
d’Eucalyptus citronné (Citriodiol) a réduit de moitié les morsures de tiques (Ixodes ricinus)
subies par 111 participants a des activités de plein air. Au cours d’un essai effectué en
Malaisie, un produit a base d’Eucalyptus citronné a été tres efficace pour prévenir les
morsures de sangsues (Haemadipsa sylvestris) [7,8].

La fumée d’Eucalyptus camaldulensis est également employée dans les lieux de stockage des
denrées comme agent de Conservation contre les insectes et les champignons. L’efficacité de

cette pratique serait due a la richesse de la fumée en thymol et en cinéole [9].

I1.5. Principaux Composants chimiques du genre Eucalyptus
e Huile essentielle (Oxydes terpéniques :1,8-cinéole; monoterpenes : alpha-pinéne,
limonene, gamma-terpinene, paracymeéne ; Sesquiterpénes: aromadendrene ;
Sesquiterpénols : globulol, 1édol)
e Flavonoides (des hétérosides de flavones avec les aglycones suivants : quercétine,
myricétine, kaempfeérol et rutine).

e Tanins

11.6. Travaux antérieurs sur les HE du genre Eucalyptus

Les HE du genre Eucalyptus ont fait I’objet d’un grand nombre d’études. Nous avons classé
ces huiles en fonction de leurs compositios. Nous avons distingué trois groupes principaux. Le
premier groupe comprend les huiles a cinéole seul avec un pourcentage qui dépasse 70% (Les
pourcentages des composants minoritaires sont <5%) ; le deuxieme groupe comprend les
huiles a cinéole et a-pinéne et le troixieme groupe est représenté par les huiles sans cinéole ou
on assiste a la prédominance d’autres chémotypes comme composants majoritaires au lieu du
composant monoterpénique classique, 1,8- cinéole.

Seuls les composants majoritaires (ayant une teneur supérieure a 5%) sont mentionnés dans

ces tableaux.
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D’apres le tableau Il.1 qui montre les composants majoritaires (% > 70) d’HE a cinéole seul:
on remarque que la composition chimique des HE de cing espéces différentes (E. viridis, E.
oleosa [10], E. sideroxyl et E. salubris [11] E. globulus [12-15] ), prélevées des zones trés
éloignées géographiquement (Californie, Brésil, Maroc et Iran), est remarquablement riche en
oxyde monoterpénique, 1,8 cinéole qui reste dans la plupart des cas un marqueur spécifique
caractérisant les HE de ce genre a travers le monde. Les autres composants constituant ces
huiles sont minoritaires avec un pourcentage inférieur a 5%, ce qui offre un label a ces huiles
d’étre des produits a chémotype cinéole et qui restent trés recommandés par les utilisateurs
en industrie pharmaceutique et cosmétique [16], surtout si leur teneur en phéllandréne est
inférieure a 1%.

L'analyse chimique de ces huiles révéle non seulement une constance dans la composition
qualitative mais aussi une constance au niveau de la composition quantitative, en effet les
pourcentages sont tres proches, oscillant entre 72.9 et 89.9%, ce qui traduit que la présence
de variations relativement faibles de la composition pour la méme espece ou entre especes
poussant dans des régions différentes ne traduirait pas forcément un effet direct du facteur

écologique.

Tableau 11.1: Composants majoritaires (% > 70) d’HE (a cinéole seul) du genre Eucalyptus

% du 1,8 cinéole (>70%)

Espéces et Origines

Composé | E.oleosa E.viridis E.sideroxylon | E.salubris E.globulus
(%)
Iran Maroc Brésil Brésil Maroc Californie
[10] [11] [12] [13] [14] [15]
18 89,4 84,7 80,9 72.9 809 | 839 82,0 86,7
cinéole

Le tableau 1.2, représente les Composants majoritaires (% > 5.0) d’HE a cinéole et a-pinene,
on remarque que les HE de cette série d’especes sont constituées d’un mélange de produits :
Les oxydes monoterpéniques et les monoterpénes hydrocarbonés sont les constituants

majoritaires de ces huiles, des terpénes et des sesqueterpenes hydrocarbonés.
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Toutes les huiles de cette série se composent du 1,8-cinéole et a-pinene avec des taux qui
varient respectivement entre (9,5 - 69,5%) et (5,3 - 28,3%).

Le 1,8- cinéole, reste aussi le marqueur specifique pour ces huiles prélevéees de plusieurs pays
du monde, présentant des variations plus ou moins importantes ; le taux le plus faible (9,5%)
est celui d’E.camaldulensis de la Chine [16]; en revanche cette méme espéce cultivée au
Maroc [17, 18] présentait des taux plus élevés pour deux régions différentes (42,3 et 48,8%)
(Tableau 11.3).

Cependant le taux le plus élevé (69,5%) de ce produit actif est celui d’E. radiate du Maroc
[19], suivi par un taux de 63.5% de I’huile prélevée de 1’ Argentine [20].

Les huiles restantes montrent des taux moyens et intermédiaires, par rapport a celles citées
précedemment.

L’ a-pinéne est le deuxiéme composant majoritaire ou on assiste a des variations quantitatives
intra- et inter-especes plus ou moins importantes ; les quantités sont inférieures a celles du
1.8-cinéole pour la majorité des cas, excepté au niveau d’E.cladocalyx (23.1% contre 13.7%)
du Maroc [18] et (22.5% contre 9.5%) pour I’espece E.camaldulensis de la Chine [16].

Les molécules suivantes, aromadendréne, limonéne, a-fenchyl acetate, a-terpinéol, p-cymeéne,
viridiflor, y-cadinéne, y-terpinéne, a-terpinyl acetate et a-phellandréne ont été aussi rapportées
au niveau de ces huiles avec des teneurs plus ou moins appréciables, au sein de I’espéce, ou

entre les especes.
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Tableau 11.2: Composants majoritaires (% > 5.0) d’HE (a cinéole et a-pinéne) du genre Eucalyptus

HE (a cinéole et a-pinéne) (> 5.0 %)

Espéces et Origines

E.camaldulensis | E.globulus | E.microtheca | E.urophylla | E.oleosa | E. viridis
Chine Argentine Nigeria Taiwan Australie | Australie

Composé (%) [16] [20] [21] [22] [23] [23]
1,8 cinéole 95 63,5 53,8 58,3 520 | 439
a-pinéne 225 137 6.8 6,3 247 5,3
a -fenchyl
acetate 5,4
a-terpinéol 5.6
y-terpinéne 94
viridiflor 5,45
aromadendréne 18,3
a-phellandréne 20,1
y -cadinéne 5,0
a-terpinyl
acetate 14.9

Tableau 11.3 : Composants majoritaires (% > 5.0) d’HE (a cinéole et a-pinéne)

du genre Eucalyptus

du Maroc.
HE (a cinéole et a-pinéne) (> 5.0%)
Composé Especes (Origines)
%
*) E.camaldulensis E.camaldulensis E. cladocalyx E. radiae
[17] [18] [18] [19]
1,8 cinéole 423 48,7 13,7 69.5
a-pinéne 28,3 7,9 23,1 11.9
p-cymene 6,5 16,3
y-terpinéne 7,3 7,7

Les tableaux 11.4 et 11.5 montrent les composants majoritaires (% > 5.0) d’HE sans cinéole du

genre Eucalyptus du Brésil [13, 24] et autres pays ; 1’analyse de la composition chimique
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indique la présence d’autres marqueurs spécifiques qui different du 1,8 cinéole, on définit de
ce fait plusieurs profils chimiques en fonction du composant majoritaire.

Des chimiotypes particuliérement riches en a-pinéne (73%), B-citronellal (71.7%), p-cyméne
(54.2%) et pipéritone (40.5%), prélevées respectivement de quatre espéces (E. robusta, E.
saligna, E. citriodora et E. dives) du Brésil.

L’a-pinéne et le p-cymeéne sont aussi les composants majoritaires des HE prélevées d’E.
grandis du Nigéria [21], d’E. globulus de Taiwan [25], d 'E. camaldulensis de Floride du sud
[25] et d’E. tereticornis du Benin [26]. Les teneurs oscillent entre 21.4 et 30.4% pour 1’a-
pinéne et entre 21.6 et 31.4% pour le p-cymene.

L’E. camaldulensis d’Espagne [27] est caractérisé par le spathulénol, avec un pourcentage
de 41,4 suivi par le p-cymene (21,7%).

On assiste aussi a un autre chimiotype a B-pipéne de 1’espéce E. tereticornis de Nigeria
(39.4%) [21] et qui se caractérise aussi par la présence de phéllandrene avec un pourcentage
de 5.0%, une teneur qui diminue considérablement 1’efficacité de cette huile et son utilisation
au niveau pharmaceutique.

On note pour I’espéce E. globulus de Taiwan [22], est particuliére par rapport aux autres
huiles, elle est marquée par la co-dominance de 'a-pinéne (22,5 %), de p-cyméne (21,7 %) et
d'a-phéllandrene (20,1 %)

Tableau 11.4 : Composants majoritaires (% > 5.0) d’HE (sans cinéole) du genre Eucalyptus
de Brésil

HE (sans cinéole) de Brésil

[13, 24]

Especes
Composants % E. robusta E. saligna E. citriodora E. dives
a-pinéne 73.0
B-citronellal 717
p-cyméne 54.2 8.5
Pipéritone | 40.5
a-phéllandréne 174
y-1sopulegol 7.3
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Tableau 1.5 : Composants majoritaires (% > 5.0) d’HE (sans cinéole) du genre Eucalyptus

HE (sans cinéole) (% > 5.0)

Espéces et origines

E. tereticornis | E. grandis E. globulus | E. camaldulensis E. tereticornis E. camaldulensis
Composé(%) Nigeria Nigeria Taiwan Floride du sud Benin Espagne
[21] [21] [22] [25] [26] [27]
a-pinene 21.4 30.4 2252
p-cymene 21.6 35.0 31.4 21,9
B- pinéne 394
b- 5.0 20.08
phéllandréne 9.77
y-terpinéne 7.03
cryptone 13.7 7.7
a_
phéllandréne 6.78
Limonene 80
Spathulénol 813 41.4
terpinéne-4-
ol 10.7 57
B-ocimeéne 94
bornéol 8.4
cis-terpinéol 8.0
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I1.7. Description de nos travaux d’extraction et d’analyse GC et GC/MS de I’espéce
Eucalyptus globulus
11.7.1. Matériel végétal
Il faut savoir que cet arbre est exotique car il est introduit en Algérie vers 1856 par Ramel de
1’ Australie. Il forme beaucoup de bois dans la partie nord de pays. Les feuilles fraiches de cet
arbre ont été récoltées dans la région de Constantine.
C’est un trés grand arbre qui peut atteindre des hauteurs considérables 30 métre « méme
jusqu'a 80 m pour son pays d’origine », I'écorce du gommier bleu péle en larges bandes. Les
feuilles des arbres juvéniles apparaissent par paires sur des tiges carrées. Elles mesurent de 6 a
15 cm de long et sont couvertes d'une pruine cireuse bleu-gris, qui est a I'origine du nom de
« gommier bleu ». Les feuilles des arbres matures sont alternes, étroites, en forme de faux et
d'un vert foncé luisant. Elles poussent sur des tiges cylindriques et mesurent de 15 a 35 cm de
long. Les boutons floraux en forme de toupie sont cotelés et recouverts d'un opercule aplati
portant un bouton central. Les fleurs couleur créme sont solitaires a l'aisselle des feuilles et
produisent un abondant nectar que les abeilles transforment en un miel a saveur prononcee.
Les fruits ligneux mesurent de 1,5 & 2,5 cm de diamétre ont une capsule tres dure. De
nombreuses petites graines s'échappent par des valves qui s'ouvrent sur le dessus du fruit.
Odeur : forte, fraiche, balsamique « odeur d’une baume », camphrée.
Saveur : chaude aromatique, un peu amere, suivie d’une sensation de fraicheur prononcée et
agreable.
Biotope : trés cultivé sur le littoral dans I’air de 1’oranger, il préfére les terrains humides. Le
but, c’est d’assainir les régions marécageuses. Comme il est planté fréquemment en bordures
de routes et forme beaucoup de bois dans la partie nord de pays.
Récolte : en Février et en Novembre a la taille des arbres.

Partie a utiliser : essentiellement par ses feuilles adultes poussant sur les rameaux agés.

11.7.2. Classification dans la systématique botanique

Synonymes : Gommier bleu, Eucalyptus globuleux, Arbre a fiévre, Eucalyptus officinal.
Reégne : Plantae

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida - Dicotylédones

Sous —classe : Rosidae

Ordre : Myrtales

Famille : Myrtaceae
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Genre : Eucalyptus

Espeéce : globulus

Nom botanique : Eucalyptus globulus, Labill.

Les noms vernaculaires : Calitouss « le nom le plus connue en Algérie », Calibtus, Kafor.
Ces noms sont les plus populaires en Algérie qui sont appelés dans plusieurs différentes

régions.

Figure 11.1: Photographie d’Eucalyptus globulus, Labill.

11.7.3. Propriétés thérapeutiques d’Eucalyptus globulus

L’HE d’Eucalyptus globulus est un antiseptique des voies respiratoires, expectorant,
analgésique [28], en usage interne et externe, décongestionnant, hypoglycémiant, une action
détoxifiante des toxines diphtérique et tétanique, antimicrobien sur les bactéries Gram +,
antifongique, anti-inflammatoire, améliore les épreuves fonctionnelles respiratoires,
mucolytique, antispasmodique bronchique, fébrifuge, tropisme broncho-pulmonaire trés
marqueé, asséchante en forte proportion.

Les propriétés meédicinales de I'Eucalyptus sont surtout attribuables a l'eucalyptol (aussi
appelé 1,8-cinéole) que renferment ses feuilles. Le 1,8-cinéole que contient I’Eucalyptus s’est
révélé étre efficace pour réduire la dose de corticostéroides utilisée par des sujets souffrant
d’asthme [29] et pour combattre le rhume [30, 31].

11.7.4.Extraction
100 g de feuilles fraiches d’Eucalyptus globulus sont hydrodistillés dans un Clevenger, durant
3h. L’HE obtenue (2,5 %), de couleur jaune et d’odeur agréable, est conservée a + 4°C.

jusqu’a son analyse par GC/MS.
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11.7.5. Analyse GC et GC/MS
*Analyse GC
L’analyse GC a été effectuée sur un chromatographe Finnigan SSQ 7000. Colonne DB-5 (30
m x 0,25 mm i.d. épaisseur de film 0,25 mm). Le gaz vecteur est I’Helium avec un taux de
1ml/min, la température de la colonne est de 40 & 250°C & une vitesse de 3°C min *, La
température de 1’injecteur et du détecteur est a 280°C, le volume injecté est 0,1 ml ; rapport
split : 1 :10.
*Analyse GC/MS
L’analyse GC a été effectuée sur un appareil Finnigan SSQ 7000 équipé d’une colonne de
DB-5 (30 m x 0,25 mm i.d. épaisseur de film 0,25 mm). Les parametres MS étant :

e Température de trappe d’ions : 200°C

e Rapport split:1:10

e Potentiel d’ionisation : 70°C ev

e Courant d’ionisation : 2A

e Bande de scan : 40-400 u

e Tempsdescan:1s
Les composants de I’HE ont ét¢ identifiés par comparaison de leurs indices de rétention (RI)
relatifs aux n-alcanes C9-C17 et a leur MS avec les données (Librairies NIST et WILEY)
correspondantes ainsi qu’aux spectres données par la littérature [32-34].
Le pourcentage relatif aux composes identifiés a été calculé a partir de la GC par intégrateur

informatisé.

11.7.6. Résultats et discussion de I’analyse GC/MS
Les composés obtenus, listés selon leur ordre d’élution dans la colonne, sont résumés dans le tableau

11.6.
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Tableau 11.6: Composition de I’HE d’Eucalyptus globulus

Composants IR? %
a-Pinéne 930 9.7
1,8-cinéole 1030 48.6
Isoamyisovalerate 1100 1.1
trans-Pinocarveol 1151 10.7
Pinocarvone 1165 1.0
4-Terpineol 1179 0.3
a -Terpineol 1192 6.6
trans-Carveol 1220 0.8
Carvacrol 1286 0.1
a -Terpinyl acetate 1327 0.3
Geranyl acétate 1389 0.1
Aromadendréne 1435 4.6
Ledene 1480 0.6
Viridiflorol 1532 0.4
Globulol 1593 10.9
a -Eudesmol 1646 0.8
Juriper Camphor 1655 0.6
Isoaromadendrene oxide 1695 0.2

6, 6-Dimethyl-2-(3-oxobuyl)-bicyclo
[3, 11] heptan-3-one 1742 0.2
Carboxamide 1770 0.7

IR?: Indice de rétention obtenu sur une colonne DB-5MS utilisant des séries homologues de n-alcanes.
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20 composes, représentant 98,3% de I’HE d’Eucalyptus globulus ont été identifiés. Cette huile
est majoritairement composee de 1,8-cinéole (48,6%), a-pinene (9,7%) globulol (10,9 %),
trans-pinocarveol (10,7 %) et a-terpineol (6,6%).

Ces composés ont déja été identifiés comme constituants des HE d’Eucalyptus.

La prédominance d’oxyde terpénique 1,8- cinéole est en accord avec les résultats obtenus
pour les huiles du méme genre (a cinéole) dont les composants majoritaires sont rassemblés
dans les tableaux I1.1, 11.2, 11.3: Le pourcentage de 48,6 du cinéole est comparable a celui de
I’huile d’E. viridis : 1,8-cinéole (43.8%), a-pinene (5.2%), aromadendrene (18.3%) et aussi a
celui de I’huile d’E. oleosa : 1,8- cinéole (52.0%), a-pinene (24.7%). Ces deux huiles ont été
prélevées d’ Australie en 1995 [23].

Elle présente aussi une similitude avec 1’huile d’E. camaldulensis : 1,8- cinéole (42,3%), a-
pinéne (28,3%), p-cyméne (6.5%), y-terpinéne (7.3%) prélevée du Maroc en 2011 [17].
L'analyse chimique révéle aussi une autre constance dans la composition qualitative, au
niveau de I’a-pinene de I’huile étudiée et ces trois HE, mais laisse apparaitre des différences
sur le plan quantitatif : Dans notre cas, I’huile présente un pourcentage de (9,7%) qui est donc
supérieur a celui de I’huile d’E.viridis (5.2%), remarquablement inférieur a celle d’E. oleosa
(24.7%) d’ Australie [23] et inférieur aussi a celle d’E. camaldulensis (28,3%) du Maroc [17].
En revanche, notre huile présente une différence au niveau des composants majoritaires
restants par rapport a ces trois huiles : c’est la présence d’un sesquiterpénol, globulol (10,9
%), une valeur proche de celle trouvée au niveau de la méme espece E. globulus prélevée en
Allmagne en 2010, avec une teneur de (10.7%) [35]. L’huile différe aussi par la présence de
trans-pinocarvéol avec un pourcentage de (10.7%).

La composition chimique de I’huile a été comparée avec des huiles de la méme espece (E.
globulus) prelevées de plusieurs pays, les composants majoritaires sont rassemblés dans le
tableau 11.7.

Le 1,8- cinéole reste le composé majoritaire de la plupart des HE analysées de la méme
espece: sa teneur varie entre 14.5 et 83.8% ; notre échantillon prélevé de la région de
constantine présente une teneur de cet oxyde de (48,6%), c’est une valeur moyenne
intermédiaire entre celles des espéces figurées sur le tableau 11.7.

Les échantillons provenant de Brésil [13], Chine [16] et  Argentine [20] sont
remarquablement plus riches en 1,8- cinéole, le taux de ce principe actif présente des
variations relativement importantes d’une espece a une autre, ou les valeurs ossillent entre
63.4 et 83,8%, pour cela les HE d’E. globulus sont tres demandées ; le marché de ces produits

est estime a environ 1.500 tonnes/an [10].
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Notre huile differe par sa composition de celle extraite des feuilles de la méme espéce
cultivée en Allemagne [35] dont le constituant majoritaire c’est 1’aromadendrene (31.1 %),
suivi par le 1,8 cinéole (14.5%) et le globulol (10.6%). On note une similitude au niveau de la
teneur en globulol (10.9 %) pour notre cas.

Notons aussi une deuxiéme similitude au niveau de la teneur en a-pinéne (9.2%) pour
I’espece de la Chine [16].

D'autres constituants ont été trouveés a des taux relativement importants, il s'agit du limonene
(17.8%) pour I’espéce récoltée en Inde [36] et de l'a-pinéne (13.7%) pour I’espéce se
trouvant en Argentine [20].

La composition chimique de I’'HE d’E. globulus semble varier éventuellement au sein de la
méme espece et d'un milieu a un autre et elle est sujette a de nombreuses variations ;
plusieurs facteurs pourraient étre a l'origine de ces variations: 1'age des feuilles[29, 34], celui
de l'arbre [37], la partie de la plante soumise a I’extraction [38-40], le degré de séchage du
matériel végétal avant distillation [41] et la période de récolte [37], la nature du sol et du
climat [42, 43], l'influence de ce dernier facteur a été observée dans le cas de plusieurs
especes.

En effet, ces huiles ont été récoltées dans des pays de climats différents, dont chacun présente
ses propres caractéristiques pluviométriques et édaphiques. La divergence observée au niveau
de la composition chimique des HE, peut étre la résultante d’une différence des niveaux de
biosyntheése des enzymes intervenant dans la formation des monoterpenes. L’ implication de
facteurs héréditaires dans ce processus n’est pas a exclure, sachant que la composition des HE
d’Eucalyptus est généralement influencée par des facteurs géenétiques [44].

La connaissance de la composition chimique des HE, que ce soit majoritaires ou minoritaires,
est d’un intérét capital pour la suite de notre travail, dans la mesure ou elle nous permettra de
justifier ’efficacité antimicrobienne de nos produits testés et de comparer leur potentiel

thérapeutique en fonction de leur profil chimique.
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Tableau 11.7 : Composants majoritaires (% > 5.0) d’HE (a cinéole) de 1’espéce Eucalyptus

globulus
HE (a cinéole) (% > 5.0)
Origines

Composé(%) Brésil | Chine | Argentine | Allmagne Inde Algérie Maroc

[13] [16] [20] [35] [36] [45] [46]
1,8 cinéole 83.8 72.7 63.4 14.5 454 48.6 22.3
a-pinene 9.2 13.7 9.7
aromadendréne 311
B-pinéne 5.2
p-cymeéne 9.5
y-terpinene 8.8
limonéne 8,1 17.8 7.0
viridiflor 5.3
globulol 10.6 10.9
trans-pinocarvéol 10.7
a-terpinyl acetate 3.1
solanol 6.0
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I11. Description de nos travaux sur I’espéce Smyrnium olusatrum

I11.1. Presentation botanique et géographique de la famille des Apiaceae (Apiacées)

La famille des Apiaceae, appelées anciennement Ombelliféres (Umbelliferae), est une famille
de plantes dicotylédones. Selon Watson et Dallwitz, elle comprend prés de 3 000 especes
réparties en 420 genres et sont surtout présentes dans les régions tempérées du monde. C'est
une famille relativement homogéne, caractérisée notamment par son inflorescence typique,
I'ombelle [1].

111.2. Intérét biologique de la famille des Apiaceae
Dans les ombelliferes se trouvent de nombreuses plantes utiles pour I'homme :
e des légumes-racines - Carotte (Daucus carotta), Panais (Pasticana sativus), Cerfeuil
tubéreux (Chaerophyllum bulbosum)...
o des légumes-feuilles/tiges - Céleri (Apium graveolens), Fenouil (Foeniculum
vulgare)...
e des herbes aromatiques - Cerfeuil (Anthriscus cerefolium), Persil (Petroselinum
crispum), Ngo gai (Eryngium foetidum L.), Coriandre (Coriandrum sativum)...
e des épices-graines - Cumin (Cuminum cyminum), Anis (Pimpinella anisum),
Coriandre (Coriandrum sativum)
o des sources de résines odorantes - asafoetida (Ferula asafoetida)

« mais aussi de nombreuses médicinales et des plantes toxiques (Cigué).

111.3. Présentation botanique et géographique du genre Smyrnium

Le genre Smyrnium regroupe 8 especes de la famille des Apiaceae: S. olusatrum, S.
perfoliatum L., S. rotundifolium Mill, S. cordifolium, S. connatum, S. creticum, S. peregrinum
et S. integerrimum.

Ce genre est peu étudié, I’espece Smyrnium perfoliatum L. reste pour le moment la mieux
investie par rapport aux autres [2, 3, 4, 5].

Le Smyrnium olusatrum est originaire des régions méditerranéennes : Afrique du Nord :
Maroc, Algérie, Tunisie [6]; Europe méridionale : Grece, Italie, ex-Yougoslavie, France,
Portugal, Espagne; Asie occidentale: Turquie, Chypre, Palestine, Liban, Syrie.
Le nom latin Smyrnium vient du grec Smyrna (smyrrhe) et le nom d'espece " Olusatrum ™
signifie légume noir.

Cultivé en France, dans les jardins de monastéres et des chateaux pendant quinze siécles, du
geme

début de 1’ére chrétienne jusqu’au 1 siecle [7], les tiges cuites, et les jeunes pousses aussi
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bien que les racines crues et cuites étaient consommées en tant que légumes [3], en plus le
maceron était consommé pour sa racine tubérisée a la maniére de la carotte, ou pour sa feuille,
donnée comme ayant des propriétés antiscorbutiques [7].

L’herbe était cultivée partout dans I’Europe [3]. La fin du 18°™ siécle marque le déclin du
Maceron auquel se substituera le céleri définitivement. Aujourd’hui en Europe aucune forme
cultivée du Maceron n’existe [8]. Cependant, dans certaines régions de Libye, les jeunes
pousses cultivées de cette plante sont encore utilisées pour la préparation de certaines salades

et elles sont aussi utilisées en Palestine pour ses propriétés antiscorbutiques [9].

111.4. Composition chimique du Smyrnium olusatrum
Les tiges, les feuilles, les fleurs et les racines de cette plante ont été étudiées pour leur contenu
en flavonoides, composés phénoliques, et surtout les sesquiterpénes et I’HE (contenant f3-

phellandréne, limonene, a-pinene).

I11.5. Travaux antérieurs sur les HE du genre Smyrnium

Plusieurs études ont été réalisées dans le but de déterminer les constituants des HE obtenues a
partir des tiges, des feuilles, des fruits, des racines et des fleurs d’espéces Smyrnium et qui
sont énumeéres dans les tableaux, I11.1- 111.4.

Le tableau I11.1 représente les composants majoritaires > 5% des HE prélevées a partir des
feuilles et des tiges pour des espéces différentes: S. olusatrum, S. perfoliatum et S.
cordifolium ou on assiste a la présence de sesquiterpénes oxygenés; des furano-
sesquiterpenénes et des monoterpenes hydrocarbonés.

L’aromadendréne est le composant prédominant pour 1’espéce S. perfoliatum (49.9%) ; pour
I’espéce S. olusatrum, furanodienne + furanoéléne (46%) caractérisant 1’huile Algérienne
récoltée a Tlemcen [10], le germacrene D prédomine, avec une teneur de 45.2% dans I’HE
d’Allemagne et le furanoeremophil-1-one (54.3%), suivi par le curzerene (18.8%),
constituants majoritaires de I’huile récoltée en Gréce [11]. Par ailleurs, ce dernier constituant,
avec le curzerénone, représentent les composants majoritaires de I’HE de 1’espéce S.
cordifolium récoltée en Iran [8] avec des teneurs respectives de 22.7 et 19.2%.

L’huile des feuilles et des tiges est pourvue aussi de S-phéllandrene, furanodiéne, myrgéne et
sofuranogermacréne avec des quantités qui varient d’une manicre plus ou moins appréciable

d’une espece a une autre.
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Tableau 111.1 : Composants majoritaires (% > 5.0) d’HE d’espéces Smyrnium (Feuilles +

tiges)

Espéces et origines

) o S. olusatrum
S. perfoliatum | S. cordifolium
Iran Allemagne | Gréce | ltalie Angleterre

Composé (%) [2] [3] [11] [12] [13]
aromadendrene 49.9
germacrone 8.0
germacréne B 10.0
germacréne D 45.2
neryl isovalerate 10.2
furanoeremophil-1-one 54.0 9.5
acide hexadécanoique 13.6
1pB-acetoxyfuranoeudesm- 9.04
3-ene
isofuranogermacréne 18.8
B-phéllandréne 9.0 24.9
p-caryophylléne 12.0
curzerene 22.7 18.8 12.0
curzerenone 19.2
limonéne 6.6
myrcéne 14.0 5.80
furanodiéne 17.0 16.02

Le tableau I11.2 montre une constance au niveau de la composition chimique qualitative et
quantitative : Germacréne D (45,2%) pour I’huile des fruits de S. perforatum prélevée de
deux pays différents : Iran et Allemagne [3, 8]. Une teneur similaire (45.7%) en curzeréne,
suivie de curzérenone (23.9%) caractérise 1’huile des fruits de S.cordifolium d’Iran [8].
Les chimiotypes de ’espéce S. olusatrum présentent des chémotypes apparemment différents
avec des concentrations mois importantes, 30.8% pour le 1p-acetoxyfuranoeudesm-4(15)-ene
prédominant dans I’huile de Gréce [11] et (26.9%) de B-phéllandréne dans celle d’Angleterre
[13].

On remarque dans le tableau I11.3, représentant les composants majoritaires de la partie
souterraine (racines), que le curzérenone est présent avec un pourcentage plus important
(56.6%) chez I’espece S. cordifolium [2] par rapport aux huiles citées précédemment. On note
aussi la présence d’un monoterpéne hydrocarboné a-pinene (39.3%) dans 1’huile de S.
perfoliatum ; une co-existance d’isofuranogermacréne (20.5%) et de p-phéllandréne (20.3%)

et une présence caractéristique de limonéne (11.7%) dans I’huile de S. olusatrum d’ Angleterre
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[13]. L’huile de la méme espéce prélevée d’ltalie [12] est mieux pourvue de B-phéllandréne
(34.1%).

Tableau I11.2 : Composants majoritaires (% > 5.0) d’HE d’espéces Smyrnium (fruits)

Especes et origines

S. cordifolium | S. perforatum. | S. olusatrum S .perforatum.
Iran Allemagne Grece Angleterre
Composé(%) [2] 3] [11] [13]
a- pinene 124
germacrene D 45.9 45.2
1B-
acetoxyfuranoeude 30.8
sm-4(15)-ene
isofuranogermacre 59
ne
[S-phéllandrene 26.9
Curzerene 457 174
Curzerenone 93.9
Myrcene 108
Furanodiéne 5 3
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Tableau I111.3 : Composés majoritaires (% > 5.0) d’HE d’especes Smyrnium (Racines)

Especes et origines

S. perfoliatum | S. cordifolium S. olusatrum
Iran Italie Angleterre

Composé(%) [2] [12] [13]
a-pinéne 39.3
germacrone 8,7
germacréne B 7,14
aromadendréne 13.2
Acide 18.7
hexadécanoique
isofuranogermacrene 20.51
a-terpinyl valerate 10.0
S-phéllandrene 18.7 34, 17 20.35
curzerene 13,6
curzérenone 56.6
limonéne 11.81
furanodiene 19,8 17.13

Le tableau I11.4 représente les composés majoritaires > 5% des huiles prélevées des fleurs de
I’espece S. olusatrum d’Angleterre [13] et de Grece [11]: On note des variations quantitative
et qualitative au niveau de la composition chimique des deux huiles, celle de Grece [11] se
compose de trois produits dont les concentrations se rapprochent, germacrene (20.2%), le
furanoeremophil-1-one (20.0%) et curzérenone (18.1%). En revanche, L’huile d’Angleterre

[13] est pourvue d’autres constituants, la concentration la plus importante est celle

d’isofuranogermacrene (28.3%), suivie par le furanodiene (19.3%).
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Tableau I11.4: Composés majoritaires (% > 5.0) d’HE d’espéces Smyrnium olusatrum (Fleurs)

Origines
Composé(%) Grece Angleterre
[11] [13]

germacrone 20.2

furanoeremophil-1-one 20.0

curzerene 18.1

isofuranogermacréne 28.31
a-phéllandrene 5.01
S-phéllandrene 16.34
myrcéne 12.39
furanodiéne 19.38

111.6. Description de nos travaux

111.6.1. Matériel vegétal

Les feuilles et les tiges fraiches de cette plante ont été récoltées dans la région de
Constantine en Mai 2006 ; la plante a été identifiée par le professeur Gérard De Belair
(Université¢ d’Annaba). Un échantillon est conservé dans I’herbier du laboratoire d’obtention
de substances thérapeutiques (LOST) au département de chimie, Constantine, sous le code :
ZKLOST S005/06.

111.6.2. Classification dans la systématique botanique
Regne : Plantae

Embranchement : Spermaphytes

Sous- embranchement : Angiospermes

Classe : dicotylédones

Ordre : Apiales

Famille : Apiaceae

Genre : Smyrnium

Espéce : Smyrnium olusatrum L. [6]
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111.6.3. Description de la plante

C'est une plante herbacée bisannuelle, a tige vigoureuse, creuse a l'intérieur, cannelée
longitudinalement, qui peut atteindre 1,5 m de haut.

Les feuilles, opposées, de couleur vert clair, de relativement grande taille, sont composées, a
folioles larges et dentelées. Celles de la base sont complétement divisées trois fois. Les
feuilles supérieures n’ont que trois folioles.

Les fleurs, vert-jaunatre, sont groupées en ombelles composées, a involucre peu développé.
Les fruits ont 4-5 mm de long a maturité et sont noirs. La racine, charnue, est du type

pivotant. Période de floraison (Avril jusqu’a juillet), le fruit est de type : Akéne [8].

Figure 111.1 : Photographie de Smyrnium olusatrum en période de floraison.
111.6.4. Extraction

200 g de feuilles fraiches de Smyrnium olusatrum sont hydrodistillés dans un Clevenger,
durant 3h. L’HE obtenue (1,2%), de couleur jaune et d’odeur agréable, additionnée a

I’anhydre de sulfate d’ammonium et conservée a + 4°C. jusqu’a son analyse par GC/MS.

111.6.5. Analyse GC et GC/MS.
L’analyse GC et GC/MS a été effectuée sur le méme appareil et dans les mémes conditions

opératoires que la plante E. globulus étudiée précédemment.

111.6.6. Résultats et discussion de I’analyse GC/MS

33 composés, représentant 94,3% de I’HE de Smyrnium olastratum ont été identifiés. Cette
huile est majoritairement composée de sabinéne (27.1%), curzerene (13.7%), methyl-1-
benzyl-2-oxocyclooctane, carboxylate (12.3%), a-pinéne (7.2%), cryptone (7.1%) et B-pinéne
(5.7%). Le composant majoritaire est le monoterpene cyclique, Sabinene ; donc notre huile

est un chimiotype a sabinene.
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Il apparait que notre huile étudiée est différente de celle de Tlemcen, constituée de
furanodiene + furanoéléne (46%), furanoeremophillone (12.2%), trans- caryophylléne (6.3%)
et B-pinéne (6.3%) [10].

On assiste uniquement & une seule ressemblance au niveau du [B-pinene, les valeurs sont
proches (5.7 et 6.3%). On peut expliquer la différence des compositions des huiles essentielles
de la plante récoltée a Tlemcen et a Constantine par la différence géographique et climatique.
Les tableaux montrent aussi que notre huile se caractérise par la présence de sabinéne,
methyl-1-benzyl-2-oxocyclooctane et cryptone par rapport a celles prélevées de I’Italie et de
I’ Angleterre, représentées par furanodiene (8,17%), germacréne B (7,14%) et germacrone
(7,8%).

Les composés obtenus, listés selon leur ordre d’élution dans la colonne, sont résumés dans le

tableau Il1.5.

54



Tableau I11.5 : Composition de I’HE de Smyrnium olastratum récoltée a Constantine

Compound IR %
a-Pinéne 930 7.2
Sabinéne 979 27.1
B-Pinéne 985 5.7
Limonene 1031 0.4
a-Terpinoléne 1089 0.5
Linalool 1100 0.6
Octenyl acétate 1120 0.3
Cryptone 1186 7.1
a-Terpinéol 1192 0.3
p-Cymen-8-ol 1199 0.3
Cuminic aldehyde 1248 0.9
Phéllandral 1284 2.1
2-Caren-10-al 1295 0.3
Citronellyl acetate 1330 0.1
Geranyl acétate 1389 0.1
Geosmin 1400 0.2
y- Elemene 1420 1.0
Curzerene 1490 13.7
y-Cadinene 1511 0.3
d-Cadinene 1524 0.6
1, 5-epoxysalvial-4(14)-ene 1541 0.4
Caryophyllene oxide 1585 0.4
B-Eléménone 1600 0.6
B-Guaiene 1605 0.8
T-Cadinol 1618 0.1
8-Cadinol 1643 1.5
a-Cadinol 1654 0.5
Germacrone 1683 0.9
Isoaromadendrene oxide 1695 1.5
2.4-dicyclohexylbuten-3-yne 1706 0.8
Furoscrobiculin B 1775 3.2
Methyl-1-benzyl-2-oxocyclooctane 1910 12.3
Carboxylate

Tricosane 2300 2.7

IR% Indice de retention obtenu sur une colonne DB-5MS utilisant des series homologues de n-alcanes.
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Introduction

L’évolution rapide des bactéries pathogenes vers la multirésistance aux antibiotiques est une
des motivations essentielles a la recherche de nouvelles molécules antimicrobiennes.
De nombreux travaux antérieurs étaient focalisés sur la mise en évidence de pouvoir anti —
microbien de plantes médicinales. Ceux dont I’efficacité contre les micro-organismes
pathogenes ont été prouvés, trouvent des applications pratiques dans divers domaines. Les HE
constituent les extraits les plus largement exploites.

L’Algérie de part sa situation géographique et son climat exceptionnel, abrite un grand
nombre de plantes médicinales et aromatiques dont la plupart est exploité dans des conditions
artisanales et marginales par rapport aux modalités modernes de production et de valorisation.
Ainsi, avec le regain d’intérét que connaissent les plantes a I’échelle internationale, plusieurs
voix commencent a se faire entendre en faveur d’études en profondeur de nos plantes locales
dans le but de rechercher des substances naturelles actives pour une éventuelle lutte

biologique contre les infections microbiennes.

A cet effet, nous nous sommes engagés a étudier I’effet antimicrobien des HE d’Fucalyptus
globulus et Smyrnium olusatrum, afin de vérifier si leur pouvoir antiseptique est aussi
important que celui des especes étudiées ailleurs et également si la variabilité de la
composition chimique influence 1’activité antimicrobienne de ces essences. Pour ce faire,
nous avons subdivisé notre travail en :
eEtude du comportement des bactéries isolées vis-a-vis des antibiotiques ;
e Mise en évidence de I’activité antibactérienne et antifongique des deux huiles ;
e Evaluation de ’activité antibactérienne et antifongique des huiles en déterminant :

v' Les diamétres de la zone d’inhibition

v' Les concentrations minimales inhibitrices

v' Les concentrations minimales destructives (bactéricides et fongicides)
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IV. Description des travaux d’étude de I’activité antimicrobienne des HE d’Eucalyptus
globulus et Smyrnium olusatrum

IV.1. Méthodologie

L’étude de I’activité antimicrobienne des deux huiles a été réalisée au niveau du laboratoire
de Microbiologie du département de Biochimie- Université Badji-Mokhtar, Annaba, sur les
souches bactériennes suivantes : Bacillus rhurinziencis, Bacillus subtilis, Citrobacter, frendii,
Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, Proteus mirabilis, Providencia alcalifaciens,
Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus.

Les souches fongiques : Aspergillus niger, Candida albicans et Penicillium chrysogenum.

IV.2. Matériel microbiologique

Nous avons choisi de travailler sur une gamme de microorganismes afin de donner une idée
sur I’étendu du champ d’activité antimicrobienne de nos produits.

Les souches bactériennes et le germe fongique Candida albicans employés proviennent de
I’institut Pasteur et de préléevement de malades du C.H.U.- Annaba.

Les souches fongiques Aspergillus niger et Penicillium chrysogenum ont été prélevées du lac
Oubaira-Elkala, Eltarf.

Les souches microbiennes ont été identifiées au département de Biochimie, université Badji-
Mokhtar, Annaba.

1V.3. les milieux de culture
Le milieu de Mueller- Hinton et Sabouraud solides ont été utilisés dans la détermination des
concentrations minimales inhibitrices CMI et Les concentrations minimales destructives

(bactéricides et fongicides) CMD des souches microbiennes vis-a-vis des témoins et des HE.

IV.4. Préparation des suspensions de micro-organismes

Les suspensions de micro-organismes sont préparées a partir des bouillons d’enrichissement
des différentes souches incubées pendant 24 heures, a 37°C pour les bactéries, et a 30°C pour
les levures. A 9 ml d’eau physiologique stérile, on ajoute 100 pl du bouillon.

Pour les champignons, les suspensions sont préparées a partir d’une culture del0 jours ayant
atteint le stade de sporulation sur milieu Sabouroud. Elle est préparée dans de 1’eau
physiologique contenant du Tween 80 et ajustée & 10° UFC (unité formant colonie)/ml par

comptage sur une cellule de Mallassez.
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IV.5. L’ Antibiogramme par diffusion sur milieu gélosé (Méthode de disques)

IV.5.1. Définition de I’Antibiogramme

L’ Antibiogramme est un examen de laboratoire permettant d’apprécier la sensibilité d’une
bactérie prélevée chez un malade vis-a-vis de divers antibiotiques [1].

La technique utilisée dans notre travail est la technigue NCCLS (National Committee for
Clinical Laboratory Standart) [2]. Cette méthode difféere selon que la bactérie soit exigeante
ou non. Dans notre étude les souches bactériennes utilisées sont des bactéries non exigeantes.
Les conditions techniques suivantes doivent étre respectées :

- Milieu

» Pour les bactéries, le milieu standard utilis€ est le Mueller-Hinton, c¢’est un milieu
standardisé selon les normes de I’OMS, c'est-a-dire d’une maniére telle qu’il permet la
croissance de nombreuses bactéries.

Pour les germes fongiques le milieu standard utilisé est le Sabouroud.

* L’¢épaisseur de la gélose doit étre strictement de 4 mm répartie uniformément.

* Les boites sont pré-séchées avant I’emploi [3, 4].

- Préparation des disques

Nous avons utilisé le papier Wattman N°3 coupé en disques de 6 mm de diamétre. Ces
derniers doivent avoir un contour régulier pour donner une zone d’inhibition facile & mesurer.
Les disques, une fois préparés, sont placés dans un tube a essai contenant 10 ml d’eau distillée

et autoclaves 20 mn a 120° C [4].

IV.5.2. Méthode

*Inoculum

« L’inoculum doit étre de 2 a 3. 10° bactéries pour obtenir des colonies confluentes. 1l est
obtenu a partir d’une culture pure de 18 a 24 heures sur milieu d’isolement. Puis on racle cinq
colonies bien isolées et parfaitement identiques.

¢ On décharge I’anse dans 10 ml d’eau physiologique stérile a 0.9%.

* On homogénéise la suspension bactérienne. Son opacité¢ doit étre équivalente a 0.5 Mc
Farland ou a des DO de 0.08 a 0.1 lue a 625 nm.

* L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant de la culture s’il est trop faible, ou bien de I’eau
physiologique s’il est trop fort.

* L’ensemencement doit se faire dans les 15 mn qui suivent la préparation de 1’inoculum [3].
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Pour les champignons, avec un disque d'environ 2 mm découpé dans un tapis mycélien de
préculture, disposé au centre de la boite de Pétri, face supérieure contre le nouveau milieu de
culture, soit par nappage de la surface du milieu gélosé, d’une suspension de 10° conidies/ml.
*Ensemencement

* On trompe un €couvillon stérile dans la suspension bactérienne ou fongique.

* On I’essore en le pressant fermement sur la paroi interne du tube, afin de décharger au
maximum.

* On frotte 1’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, seche de haut en bas, en stries
serrées.

* Dans le cas ou on ensemence plusieurs boites de Pétri, on recharge 1’écouvillon & chaque
fois.

» Préparation des dilutions utilisées pour 1’antibiogramme (méme dilution utilisées pour la
CMI).

Application immédiate des disques [3].

*Pré-incubation

Les boites sont laissées pendant 15 mn a température ambiante (sur la paillasse) [3].
*Incubation

Les boites de Pétri sont incubées a 37°C pendant 24 h pour les bactéries et a 30°C pendant
48h pour la levure et les moisissures.

*La lecture

L’action du produit se manifeste par la formation d’une auréole d’inhibition autour du disque.
Pour chaque disque, on mesure avec précision le diamétre de la zone d’inhibition a I’aide d’un
pied a coulisse ou d’une regle.

Un produit est considéré actif, s’il donne un diametre d’inhibition > 15mm.

Une fois I’antibiogramme est réalisé et les diamétres d’inhibition sont mesurés, on passe a la
deuxiéme étape de 1’étude de 1’activité antimicrobienne ; il s’agit de la détermination de CMI
[3].

*Temoins

Des controles sont réalises simultanément pour chaque essai ; Pour se faire, on utilise trois
antibiotiques (tétracycline, gentamycine et amoxicilline) et un antifongique (Nystatine)
comme contrOle positif.

On teste également le DMSO a la dilution a ayant servi a solubiliser tous les produits actifs,

comme témoin négatif.
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IV.5.3. Détermination de la CMI (Concentration Minimale Inhibitrice)

*Définition

On peut deéfinir la CMI par la concentration minimale inhibitrice ou bien la plus faible
concentration d’un antibiotique capable d’inhiber dans un milieu (Soit milieu liquide ou
solide), toute culture visible de la souche étudiée [4, 5].

* Réalisation

Préparer une solution mére (y) de concentration de 2000 pg/ml en utilisant 20 mg de I’HE et

en ajoutant du DMSO (20%) jusqu’a 10 ml.

A partir de cette solution mere, on réalise les différentes dilutions selon le tableau suivant :

Tableau IV.1: Les différentes dilutions de la solution mére [6,7]

Concentration initiale | Volume en ml Volume d’eau Concentration finale
en pg/ml distillée en ml en pg/mi
2000 6.4 3.6 1280
1280 2 2 640

1 3 320

0.5 35 160

0.5 75 80
80 2 2 40

1 3 20

0.5 35 10

0.5 75 5
5 2 2 25

1 3 1.25

0.5 305 0.63

0.5 75 0.32

Pour avoir la concentration de 1280 pg/ml a partir de la solution de 2000 pg/ml, on prend 6.4

ml de cette dernicre a laquelle on ajoute 3.6 ml d’eau distillée.

*Procédé

- On prépare une culture en phase exponentielle en milieu liquide de la bactérie a étudier.
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- On repique 0.1 ml (bacille a Gram négatif), 0.3 ml (Staphylocoque, P. aeroginosa) de la
culture de 18 heures dans 120 ml de bouillon de Mueller-Hinton (ou autre bouillon adéquat
pour la bactérie a étudier).

- On met a I’étuve a 37°C pendant 3 a5 heures, jusqu’a ’apparition d’une légére opalescence.
- On ajoute 1 ml de ce bouillon a 10ml de bouillon M-H, préalablement chauffé a 37°C.

- On met 2 ml de chaque dilution de la gamme de ’extrait déja préparé dans une boite de
Pétri, en allant de la concentration la plus forte vers la concentration la plus faible.

- On ajoute 18 ml de la gélose M-H chauffé a 45°C, bien mélangée aux boites de Pétri.

- On laisse les boites pendant 30 mn a 1’étuve a 37°C.

- On ensemence en strie, a I’aide d’une anse de platine ou a pipétte rodée, sur toutes les boites
contenant I’HE sans oublier la boite témoin.

- On incube les boites pendant 18 h. a 37°C [6, 7].

*Lecture

On lit les concentrations minimales inhibitrices (CMI) : Concentration d’antibiotique (HE de

chaque plante pour notre cas) pour laquelle il n’ya pas de culture microbienne visible [6, 7].

IV.5.4. Détermination de la CMD (bactéricides CMB et fongicides)

La CMD a eté définie comme la plus faible concentration d’antibiotique qui détruit 99.9% de
I’inoculum microbien, ce qui correspond dans notre étude & un dénombrement inférieur & 10*
a4 10 UFC/ml aprés 24 heures d’incubation (I’inoculum initial est entre 10° et 10° UFC/ml)
[8]. Un volume de 0,1ml de tous les tubes qui ne montrent pas de turbidité est subcultivé sur
un milieu de gélose nutritif et incubé a 37°C pendant 18 a 24 heures.

La concentration minimale destructive (CMD) correspond a la plus petite concentration

d’antibiotique pour laquelle aucune croissance n’est observée [8, 9] (Figure IV.1).

Antibiotique [pg/ml)

—— buooooos
[EIEIEIa]s]ele

Repigquage sur geloze
sans antibiotique

A B C D TE

Croizzance aprés
incubation

Figure 1V.1: Recherche de Concentration Minimale Bactéricide (40)
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IV.6. Détermination de ’activité antibactérienne et antifongique

Apres 24 h. d’incubation a 37°C, on a récupéré les boites et on a mesuré les diameétres des
zones d’inhibition par addition des témoins (Antibiotiques, Nystatine), des HE d’Eucalyptus
globulus et du Smyrnium olusatrum sur les différentes souches bactériennes et fongiques

testées, les résultats obtenus sont dressés dans les tableaux suivants.

IV.6.1. Résultats de I’antibiogramme des témoins
La sensibilit¢ aux antibiotiques a été étudiée par la méthode de diffusion en milieu solide
(méthode des disques) qui permet de déterminer la sensibilité des bactéries a croissance rapide

vis-a-vis d’une gamme d’antibiotiques [10, 11].

Tableau V.2 : Zones d’inhibition en mm en présence d’antibiotiques.

Tetracycline Gentamycine (10 UI) | Amoxicilline + acide
ATB (30u0) Clavulanique (20/10 ug)
Bactéries Diamétres | Résultats | Diamétres | Résultats | Diamétres | Résultats

(mm) (mm) (mm)

Citrobacter 19 S 30 S i R
freundii
Enterobacter
aerugenes i R 27 S i R
Escherichia coli
ATCC 25922 20 S 27 S 25 S
Escherichia coli 25 S 30 S - R
Proteus mirabilis - R 27 S 13 R
Prow_den_ua i R 99 s i R
alcalifaciens
Pseudomonas
aerugenosa 12 R 22 S - R
ATCC 27853
Bacillus
rhurinziensis 35 S 33 S 21 S
Bacillus subtilus 12 R - R - R
Staphylococcus
aureus ATCC 19 S 27 S - R
25923

R : Résistant ; S: Sensible

Selon la recommandation du Comité de I’Antibiogramme de la Société Frangaise de

Microbiologie (CASFM), le choix des antibiotiques testés sur les différentes especes
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bactériennes isolées, repose d’une part, sur I’identification du genre et son profil habituel vis-

a-vis des antibiotiques et d’autre part sur le spectre d’activité de chaque antibiotique (\Voir

tableau 18) [10].

Tableau 1V.3: Spectre d’activité des antibiotiques utilisés

Famille Groupe Antibiotique Code Charge | Diamétre de
d’antibiotique | d’antibiotique d’antibiotique du la zone
disque | d’inhibition
S R
B-lactame Pénicilline Ampicilline AM 30 g >19 | <14
Amoxicilline AMX 25 ug >21 | <14
Amoxicilline + AMC 20/ 10 | >21 |<14
Acide ug
Aminosides Clavulanique
slg : Gentamicine GM 10 pg >16 | <14
gentamycine
Doxycycline DO 30 pg >19 | <17
Tétracycline Tétracycline TE 30 pg >19 | <17
Tétracycline

Tableau 1V.4:

Zones d’inhibition en mm en présence de Nystatine

Aspergillus niger Penicillium Candida albicans
chrysogenum
Diamétres | Resultats | Diamétres | Résultats | Diamétres Reésultats
Nystatine (mm) (mm) (mm)
(25 pg/ml)
33 S 22 S 14 I

| : Intermédiaire ; S : Sensible
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IV.6.2. Détermination de ’aromatogramme, la CMI et la CMD de I’HE d’E. globulus

Tableau IV.5 : Zones d’inhibition en mm, CMI et CMD de I’HE d’E. globulus

Diametre en mm CMI CMD DMSO
Souches microbiennes (Img /ml) (ng/ml) (ng/ml)
Citrobacter freundii 12 80 - R
Enterobacter aerugenes 15 >40 - R
Escherichia coli ATCC 25922 16 >40 - R
Escherichia coli 20 20 - R
Proteus mirabilis 18 40 - R
Providencia alcalifaciens 12 >80 - R
Pseudomonas aerugenosa ATCC
27853 20 80 - R
Bacillus rhurinziensis 32 10 10 R
Bacillus subtilus R - - R
Staphylococcus aureus ATCC
25923 16 >40 160 R
Aspergillus niger R - - R
Candida albicans 15 >160 640 R
Penicillium chrysogenum 18 160 - R

R : Résistant

IV.6.3. Détermination de ’aromatogramme, la CMI et la CMD de ’HE de S.olusatrum

Tableau 1V.6: Zones d’inhibition en mm, CMI et CMD de I’HE de S. olusatrum

Diameétre en mm CMI CMD DMSO

Souches microbiennes (Img /ml) (ug/ml) | (pg/ml)
Citrobacter freundii R - - R
Enterobacter aerugenes 12 >80 - R
Escherichia coli ATCC 25922 R - - R
Escherichia coli R - - R
Proteus mirabilis R - - R
Providencia alcalifaciens 10 160 - R
Pseudomonas aerugenosa ATCC

h7a53 g 20 >80 i R
Bacillus rhurinziensis 25 20 - R
Bacillus subtilus 13 80 - R
Staphylococcus aureus ATCC 25923 25 20 - R
Aspergillus niger 18 160 - R
Candida albicans 15 >160 - R
Penicillium chrysogenum 12 320 - R
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IV.7. Discussion des résultats

Les essais de criblage du pouvoir antimicrobien ont été réaliseés par la méthode de diffusion
sur gel. D’aprés les résultats obtenus, ’'HE d’E. globulus semble jouir d’une activité
inhibitrice particuliérement large sur les différentes classes de micro-organismes testes
excepté pour Bacillus subtilus. Les diameétres d’inhibition sont compris entre 12 et 32 mm.
Les niveaux de sensibilité des bactéries vis-a-vis des deux types d’essences sont relativement
proches a I’exception de Citrobacter freundii et Enterobacter aerugenes dont les diamétres
d’inhibition sont plus faibles, 12 et 15mm respectivement, cependant la souche Bacillus
rhurinziensis présente un diametre plus élevé, 32 mm.

Les bactéries a Gram positif montrent des zones d’inhibition supérieures a celles observées
chez les bactéries a Gram négatif et ce dans les deux chimiotypes.

Par comparaison avec les antibiotiques, tétracycline, gentamycine et amoxicilline utilisés
comme témoins, les HE manifestent une action inhibitrice plus prononcée. Les souches ayant
montré une résistance a I’action des antibiotiques sont vulnérables a 1’action des deux types
d’essences, c’est le cas de Pseudomonas aerugenosa, Providencia alcalifaciens, Enterobacter
aerugenes et Bacillus subtilus.

Chez les espéces fongiques, la levure Candida albicans, a manifesté une activité inférieure
par rapport & la moisissure Penicillium chrysogenum. Les zones d’inhibition respectives sont
comprises entre 15 et 18 mm et ce pour I’huile d’E. globulus : On note pour ce cas, la
résistance de la souche fongique Aspergillus niger.

Pour I’huile de S. olusatrum, les zones d’inhibition pour les trois souches fongiques varient
entre 12 et18 mm, Aspergillus niger montre une zone d’inhibition supérieure aux autres.

On a pu déterminer le diametre d’inhibition des huiles mais on ne peut pas se fier seulement a
cette technique pour trancher définitivement de la supériorité du pouvoir antiseptique d’une
essence par rapport a une autre. A 1’origine de ce constat, le manque d’une bonne
reproductibilité de la technique, un avis partagé par plusieurs auteurs ayant utilisés cette
méme méthode pour étudier le pouvoir antimicrobien des essences naturelles [12].

La quantification de I’effet inhibiteur des deux HE par détermination des CMI et des

CMD, semble étre le moyen le plus convenable pour comparer 1’efficacité de nos essences
entre elles.

Les valeurs des diamétres de la zone d’inhibition ont un rapport avec les valeurs de CMI
recherchées, c’est a dire que les bactéries ayant les diametres de la zones d’inhibition les plus
élevés sont celles qui possedent les CMI les plus faibles, et les bactéries ayant les diamétres

les plus faibles sont celles qui donnent les CMI les plus elevées.
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Les CMI et les CMD des deux essences ont été déterminées par la méthode de diffusion sur
gel. Pour le chimiotype d’E. globulus, les CMI sont comprises entre 10 et 80 pg/ml pour les
souches bactériennes ; Bacillus rhurinziensis et E. coli possedent les CMI les plus faibles,
Citrobacter freundii, Enterobacter aerugenes, et Staphylococcus aureus gravitent autour
d’une méme de 40 pg/ml.

Citrobacter freundii et Providencia alcalifaciens présentent une valeur similaire de 80ug/ml.
La méme valeur de CMI a été montrée par la souche Pseudomonas aerugenosa, apparemment
elle ne concorde pas avec la valeur prometteuse de diamétre d’inhibition (20 mm), ceci
s’explique par la nature de la paroi qui confére toujours une certaine résistance a cette souche
vis-a-vis des agents antibactériens. En moyenne, les bactéries a Gram positif ont des CMI
deux fois supérieur gue cette souche a Gram négatif.

Les valeurs de CMI pour les champignons gravitent autour d’une méme valeur de 160 pg/ml.

Par comparaison avec 1’huile d’E. globulus, I’huile de S. olusatrum apparait moins active.

En effet, quatre bactéries sur dix sont résistantes a cette huile. La souche Providencia
alcalifaciens possede la valeur de CMI la plus élevée (>160 pg/ml), tandis-que les souches
Bacillus rhurinziensis et Staphylococcus aureus présentent les valeurs de CMI les plus faibles
et qui concordent bien avec les valeurs de leurs zones d’inhibition (20 mm).

On note des CMI inferieures pour les germes fongiques par rapport aux bactéries.

L’activité antimicrobienne de I’HE de S. olusatrum récoltée a Tlemcen, caractérisée par la
présence du furanodienne + furanoéléméne (46%), B-pinene (6.3%), furaneremophillone
(12.2%) et trans-caryophylléene (6.3%) [38], semble différente de celle décrite ici.

En effet, les diamétres d’inhibition sont remarquablement faibles, ils varient entre O et 3,33
mm, les mémes souches testées sont Staphylococcus aureus, Pseudomonas aerugenosa,

Esherichia coli, Proteus mirabilis et Candidas albicans.

Concernant les CMD de I’essence d’Eucalyptus, les souches microbiennes semblent plus
résistantes, 8 bacteries sur 10 testées ont des CMD nulles, les bactéries Gram positif, Bacillus
rhurinziensis et Staphylococcus aureus sont détruites a des concentrations respectives de (10
et 160 pg/ml), la valeur bactéricide semble quatre fois plus grande que la valeur de CMI de la
souche bactérienne Staphylococcus aureus et aussi pour la souche fongique Candida albicans.
Pour I’huile du S. olusatrum, les CMD des souches fongiques sont aussi nulles, donc une

résistance relativement importante a la destruction, méme pour la levure Candida albicans,
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de toutes les maniéres, il a été rapporté que les HE sont souvent fongistatiques plut6t que
fongicides [13].

Les CMI et les CMD des deux types d’essences présentées ci-dessus sont obtenues avec une
moyenne d’au moins trois expérimentations indépendantes.

A partir des résultats de I’analyse chimique des deux huiles ; on a pu mettre en évidence une
variabilité au niveau de la composition chimique, donnant naissance a deux chimiotypes a
deux chémotypes différents.

La variabilité quant a la sensibilit¢ des microorganismes a 1’action des différents types
d’essences, serait liée a la nature chimique de leurs composants majoritaires.

A la lumiére des CMI et des CMD, il ressort que le chimiotype a cinéole est de loin le plus
actif.

Selon la classification de Franchomme, les aromates de nature phénoliques sont les plus
actifs, 1’ordre d’efficacité ainsi établi est le suivant :

Phénol/ Alcool/ Cétone / Ether/hydrocarbure [14].

La comparaison du pouvoir antibactérien et antifongique des huiles de nature phénolique avec
d’autres essences montre une meilleure activité antibactérienne conformément a la
classification de Franchomme. En effet, la limonéne premier intermédiaire cyclique dans la
biosynthése des monoterpenes oxygénés [15, 16] ne posséde pas de double liaison
extracyclique entre le C4 et le C7. La présence de cette liaison chez le pulégone augmente son
pouvoir anti-microbien.

De méme, comparé a 1’oxyde de pipériténone, I’oxyde de pipéritone ne posséde pas cette
liaison et présente une activité généralement inférieure a celle de pulégone et de I’oxyde de
pipériténone. Cette double liaison semble d’une grande importance du fait qu’elle permet

d’augmenter le potentiel antimicrobien de ces monoterpénes [39].

Les résultats montrent aussi une sensibilité notable des bactéries a Gram positif par rapport
aux souches a Gram négatif surtout pour 1’essence de Smyrnium.

La difféerence de sensibilit¢ des microorganismes renseigne sur un éventuel effet
membranaire de ces essences. La paroi des bactéries a Gram négatif, serait moins perméable
aux agents antimicrobiens en raison de sa structure complexe. La couche externe, formée de
polysaccharides, de protéines et de lipides agirait comme une barri¢re a 1’entrée de différents
agents chimiques [18].

Le pouvoir antimicrobien observé chez les HE peut étre attribué a I’action isolée ou

conjuguée des molécules qu’elles renferment.
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Dans le chapitre précédent, nous avons pu mettre en évidence la composition chimique des
deux essences, ainsi les composants majoritaires ont pu étre identifiés.

Le chimiotype d’Eucalyptus globulus est composé del,8-cinéole (48,6%0), a-pinéne (9,7%)
globulol (10,9 %), trans-pinocarveol (10,7 %) et a-terpineol (6,6%).

Le chimiotype de Smyrnium olusatrum est composé de sabinéne (27.1%), curzeréne

(13.7%), methyl-1-benzyl-2-oxocyclooctane (12.3%), a-pinene (7.2%), cryptone (7.1%) et B-

pinene (5.7%).

La majorité de ces composants sont des monoterpenes qui sont connus par leur célébrité
d’activité antimicrobienne ; de plus les monoterpénes cycliques en raison de leurs caractéres
lipophiles ont de ce fait tendance a s’intégrer au niveau de la membrane cellulaire [19]. Ceci
a pour conséquence une expansion de la membrane et une augmentation de sa fluidité,
permettant ainsi un efflux plus au moins important des composants intra-cytoplasmiques, la
mort microbienne s’en suit [20].

Il a été rapporté aussi que les monoterpenes possedent des effets déléteres sur les membranes
mitochondriales et provoquent une inhibition du métabolisme énergétique mitochondrial, ce
qui entraine des perturbations dans un large éventail des processus physiologiques et
biochimiques dans la cellule [17].

Le pouvoir antimicrobien des composants majoritaires isolés ou associés confirment leur
implication dans 1’effet antiseptique de ces essences ; des essais in vitro rapportés par certains
auteurs ont révélé un large spectre d’action aussi bien contre les bactéries Gram positif et
négatif que contre les champignons, on citera a ’occurrence les effets synergiques et additifs
des combinaisons suivantes: Limonéne/1,8-cinéole [23]; 1,8 cinéole/aromadendrene [24] ;

cinnamaldehyde/eugénol; thymol/ eugénol; carvacrol / eugénol et thymol / carvacrol [25, 26].

Les travaux de Chebli et al. [21] et de Vilela et al. [22] ont montré que la pulégone et le 1,8-
cinéole purs provoquent une inhibition de la croissance mycélienne, mais a des
concentrations plus élevées que les HE dans leur totalité ; ainsi l'activité de I’HE est le
résultat de ses composés majoritaires et aussi de I'effet synergique des composés minoritaires.
[17].

L’effet d’antibiotique du 1,8-cinéole confére a I’HE dont elle a le composant essentiel son
potentiel germicide vis-a-vis d’un grand nombre de bactéries; on cite 1’exemple de
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus typhi, Staphylococcus aureus,

Staphylococcus intermedius, et Bacillus subtilis) [27].
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Une étude faite au Maroc, rapporte que les souches Escherichia coli et Staphylococcus
aureus testées par I’'HE d’E. globulus, ont présenté respectivement des zones d’inhibition de
(48.15 et 13.50 mm) et des CMI de (0.15 et 0.75 mg/ml). [28]; ces valeurs sont proches a
ceux décrits par d’autres chercheurs [29-31].

Ces résultats, apparemment, ne corroborent pas avec les notres, les deux souches sont plus
vulnérables a notre essence et présentent des CMI plus inférieures (20 et 40 pg/ml), ceci est
peut étre attribué a la composition chimique de notre huile.

Les chimiotypes des deux huiles renferment des composants minoritaires qui peuvent
potentialiser le pouvoir antimicrobien. Il s’agit principalement de :

L’a-pinene et le B-pinene, ces deux monoterpenes hydrocarbonés connus par leur potentiel
antibactéerien [32], agissent aussi sur les levures en inhibant les processus de transport d’ions,
le processus de la respiration et en augmentant la perméabilité membranaire [33]. En plus,
leurs énantiomeres limonene et linalool possédent une activité antibactérienne trés
remarquable [34-36].

L’a-terpinéol figure aussi parmi nos composants minoritaires, ce chémotype a prouvé dans
certains travaux son efficacité antibactérienne, elle est 8 fois plus supérieure que celle de 1,8-
cinéole [37], ceci fait penser que ’effet inhibiteur de ce chémotype a été conjugué a celui du
1,8-cinéole pour notre essence d’Eucalyptus.

Le globulol pourrait aussi potentialiser 1’activité antimicrobienne ; en effet une étude récente
rapportée par Mulyaningsih et al. [24] révéle des valeurs de CMI de (1 a 4 mg/ml) vis-a-vis

des souches de streptocoques, E. faecalis et A. baumanii, en présence de ce chémotype.
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I.1. Généralités sur les flavonoides

Occupant une place prépondérante dans le groupe des phénols, les flavonoides au sens large
sont des pigments quasiment universels des végétaux [1]. Leur nombre est tres important
puisque I’on en connait plus de 6500 structures qui ont été identifiées [2].

Plus ou moins hydrosolubles, ils sont responsables de la coloration des fleurs, des fruits et
parfois des feuilles. C’est le cas notamment des flavonoides jaunes dont font partie les
chalcones, les aurones et les flavonols jaunes mais aussi des anthocyanosides qui peuvent étre
de couleur rouge, bleue ou violette. Quand ils ne sont pas directement visibles, ils contribuent
a la coloration en jouant le role de co-pigments. Ces co-pigments sont notamment des
flavones ainsi que des flavonols incolores. Certaines de ces molécules absorbent dans une
zone proche de I’ultraviolet. La «coloration » de ces molécules n’est alors pergue que par les
insectes qui, étant attirés par ces couleurs, vont permettre la pollinisation des végétaux et
assurer ainsi la survie de I’espéce.

Dans la majorité des cas, les flavonoides sont présents sous forme glycosylée dans les plantes
car la glycosylation a pour effet de les rendre moins réactifs et plus hydrosolubles permettant
alors leur stockage dans les vacuoles des cellules épidermiques des fleurs, de 1’épiderme et du
mésophylle des feuilles, des parenchymes des tiges et racines [4], au niveau desquels ils
assurent la protection des tissus contre les effets nocifs du rayonnement solaire. On attribue a
ces flavonoides d’autres propriétés variées: veinotonique, antitumorale, anti-radicalaire, anti-
inflammatoire, analgesique, anti-allergique, antispasmodique, anti-bactérienne,
hépatoprotectrice, oestrogénique et/ou anti-oestrogénique, anti-virale etc... lls sont également

connus pour moduler I’activité de plusieurs enzymes ou de récepteurs cellulaires.

I.1.1. Chimie des flavonoides

Flavonoides (de flavus, « jaune » en latin) est le terme générique pour des composés bases sur
un squelette a 15 carbones, qui, a son niveau le plus simple, consiste en deux cycles phényles,
les cycles A et B, connectés par un pont a trois carbones (structure en C6-C3-C6).

Le pont en C3 entre les cycles A et B est communément cyclisé pour former le cycle C
(Figure 1.1).
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Figure 1.1 : Squelette de base des flavonoides

1.1.2. Classes de flavonoides

Les diverses classes de flavonoides difféerent en fonction de la cyclisation et du degré
d’instauration et d’oxydation du cycle C alors que les composes individuels au sein d’une
classe different par la substitution des cycles A et B. Parmi les nombreuses classes de
flavonoides présentées, nous citerons les principales : anthocyanes, flavanols, flavones,
flavanones, isoflavones et proanthocyanidols [3].

Les flavonoides sont souvent hydroxylés en positions 3, 5, 7, 3°, 4’ et/ou 5°. Un ou plusieurs
de ces groupes hydroxyles peuvent étre méthylés, acétylés, phénylés ou sulfatés. Dans les
plantes, les flavonoides sont souvent présents sous forme C- ou O-glycolysés; les formes
libres, sans sucres attachés, sont appelées genines. Les O-glycosides, de loin les plus
fréquents, portent leurs substituants sur les groupements hydroxyles de la génine, alors que
pour les C-glycosides, la liaison se fait directement avec un carbone de la génine, les C-6
et/ou C-8. La formation de la (ou des) liaison(s) hétérosidique(s) est sous la dépendance de
transférases tres spécifiques [4].

Plus de 80 sucres différents ont été trouvés liés aux flavonoides des plantes. Parmi eux, le D-
glucose est de loin le monosaccharide le plus courant, d’autres hexoses, le D-galactose et le
D-mannose, ainsi que des pentoses, le D-xylose, le L-arabinose et le D-apiose sont fréquents
avec le L-rhamnose (seul désoxyhexose) et des acides uroniques (le plus souvent I’acide D-
glucuronique). On trouve egalement des disaccharides (une quarantaine dont les plus courants
: le rutinose et le néohespéridose), des trisaccharides (environ 30 espéces) et quelques rares
tétrasaccharides. Les sucres peuvent a leur tour étre substitués par des groupements acyles tels

que le malonate ou I’acétate [5].

Figure 1.2 : Différentes positions du cycle B sur Le cycle C
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Dans la position 2, le flavonoide est appelé flavane.
- Si la position 4 de la flavane porte un groupement carbonyle, le flavonoide est appelé
flavanone.
-Si la liaison C2-C3 dans le squelette de la flavanone est insaturée le composé est nommé
flavone.
- Si ce dernier est substitué en position 3 par un groupement hydroxyle, il est désigné par le
nom de flavonol.
S ,iij ~ 7~ /@
(T (T ]

Flavane O Flavanone

O fo) Flavone
Flavonol

Figure 1.3: Structure de base de principaux types de flavonoides

Dans la position 3, le flavonoide est désigné par le terme isoflavane.

- Si la position 4 de I’isoflavane porte un groupement hydroxyle, le composé est désigné par
le nom isoflavanol.

- Si la position 4 de I’isoflavane porte un groupement carbonyle, le compose est appelé
isoflavanone.

- Si la liaison C2-C3 dans le squelette de 1’isoflavanone est insaturée le composé est nommé

'e) O Q.

isoflavone.

Isoflavane Isoflavanone

L 1
L

Isoflavanol Isoflavone

Figure 1.4: Structure de base de principaux types d’isoflavonoides

Parmi ces différents types de composés isoflavoniques, les plus distribués dans le regne
végétal sont les flavones. Ces derniers peuvent étre classés en une douzaine de types
structuraux différenciés par leur degré d’oxydation et par 1’existence d’hétérocycles

complémentaires.

77



Dans la position 4 avec un carbonyle en C-2 et une insaturation entre C-3 et C-4, le composé
est dit neoflavone, ce type de composeés est également appelé 4-aryl coumarine.

Par ailleurs, selon le degré d’hybridation des carbones de la chaine en C-3 et le mécanisme de
cyclisation de cette chaine, on distingue d’autres squelettes flavonoiques telles que les
chalcones, les dihydrochalcones et les aurones.

La figure 1.5 résume les différents groupes et sous groupes dérivés des flavonoides

Flavanones Flavones
Chalcones

Ifq\ /*9(

Dihydrochalcones Q:
CH—
/" o Aurones
0 +
Flavonoides fo)
Isoflavones

Lo, Gu ™

Fl 3ol
Flavonols aven-=e Flavan -3 4 diol

Figure 1.5: Représentation des principaux groupes de flavonoides

1.2. L activité antioxydante

L’oxygene moléculaire (O) esta la fois toxique et indispensable a la vie. L’Homme ainsi
que tous les organismes aérobies le tolérent car, en contrepartie, ce gaz permet, en tant
qu’accepteur final d’électrons au niveau de leur chaine respiratoire, de stocker de
I’énergie sous forme d’adénosine triphosphate (ATP). L’oxygeéne permet aussi de faire
fonctionner certains systémes enzymatiques. Toutefois, cette utilisation de I’oxygene entraine
la formation d’espéces chimiques extrémement réactives que sont les radicaux libres
oxygénés. Ces especes oxygenées réactives (ROS) sont utiles mais peuvent devenir toxiques
quand elles sont produites de maniére excessive. Cette toxicité peut étre aggravée, par la
présence de facon naturelle dans 1’organisme, de certains ions métalliques tels que le
fer et le cuivre. Ces composés peuvent causer des dommages au niveau des «substrats
oxydables » : des lipides qui sont un des éléments constitutifs essentiels des membranes
cellulaires, des protéines et aussi au niveau des acides nucléiques présents dans la

cellule et notamment I’ADN. C’est pour cette raison que notre organisme, lors de son
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évolution, a développé en paralléle des systemes de défense afin de le protéger contre cet effet
toxique de 1’oxygéne [6].

Les défenses cellulaires antioxydantes peuvent étres classées en deux types de défenses;
les systemes de défenses primaires et secondaires. Le systeme de défense primaire est
constitué de systemes enzymatiques spécifiques tels que la superoxyde dismutase, la
catalase et la glutathion peroxydase ainsi que par une grande variété de petites
molécules antioxydantes. Le systtme de défense secondaire est formé, d’une part par
des enzymes lipolytiques et protéolytiques qui vont éviter I’accumulation de composés
oxydés résultant d’une attaque radicalaire et d’autre part, par les systémes de réparation de
I’ADN [7].

Un antioxydant est toute substance qui, présente a faible concentration par rapport a celle d’un
substrat oxydable, retarde ou évite 1’oxydation de ce substrat [7].

L’antioxydant peut agir par de nombreux mécanismes différents qui peuvent étre
I’¢limination directe de [’oxygéne, le piégeage des espéces oxygénées ou azotées
réactives (ROS et NOS), I’inhibition de la formation de ces ROS et NOS, la chélation
des ions métalliques nécessaires a la génération des ROS ou la stimulation des défenses
antioxydantes endogenes [6].

Parmi les molécules antioxydantes spécialement les «petites» molécules antioxydantes telles
les vitamines (a-tocophérol, acide ascorbique, etc...) mais également sur de nombreux
composés naturels extraits de plantes, notamment les caroténoides, les composés phénoliques

dont font partie les acides phénoliques et les flavonoides [7, 8].

1.2.1. Relation structure-activité antioxydante des flavonoides

Les éléments structuraux nécessaires a 1’obtention d’une activité antioxydante optimale ont
été établis par plusieurs auteurs [9- 10] (Figure 1.6). Il s’agit de :

- La présence d’une fonction catéchol sur le cycle B : La configuration des hydroxyles du
noyau B est le paramétre structural le plus significatif de I’activité antioxydante. Les radicaux
phénoxy sont stabilisés par la présence d’un hydroxyle en ortho de celui qui a cédé son atome
d’hydrogene. En effet, cette stabilité résulte de la délocalisation de 1’¢électron non apparié et
de la formation d’une liaison hydrogene.

- La présence d’un motif enone dans le cycle C.

La double liaison entre C2 et C3 et la fonction carbonyle en C4 permet une délocalisation
électronique stabilisante du radical phénoxy.

- La présence de groupement hydroxyle en position 3.
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La glycosylation ou la méthylation de I’hydroxyle en position 3 des flavonols conduit a une
diminution importante de I’activite antioxydante. Cet effet est moins marqué lorsque les
autres groupements phénoliques sont substitués. La présence d’un groupement hydroxyle en
position 3 renforce donc les propriétés antioxydantes dans le cas ou le cycle C est insaturé. La

présence d’un groupe hydroxyle en position 5 peut aussi contribuer a I’effet antioxydant dans

R J-!\m

le cas des isoflavones [11].

e
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Figure 1.6: Eléments essentiels pour I’activité anti-oxydante des flavonoides

1.3. Les flavonoides isolés du genre Chrysanthemum

1.3.1. Description botanique du genre Chrysanthemum

Le genre Chrysanthemum appartient a la famille des Astéracées qui constitue 1’une des plus
vastes familles du régne végétal avec de 900 genres et au moins 20 000 especes [12]. Ce
genre comprend pres de 200 espéces de plantes arbustives originaires des zones tempérées et
subtropicales de I’hémisphere [13]. Quezel et Santa (1963) [14] considerent que 15 especes
appartenant a ce genre sont distribuées en Algérie :

C. clausonis (Pomel) Batt., C. coronarium L., C. deserticolum (Murb.) Batt. et Trab., C.
fontanesii (Boiss. et Reut.) Q. et S., C. fuscatum Desf., C. grandiflorum (L.) Batt., C. gyanum,
C. macrocarpum Coss. et Kral., C. macrotum (D. R.) Ball., C. maesii, C. multicaule, C.
myconis L., C. segetum L., C. trifurcatum (Desf.) Batt. et Trab., C. viscido-hirtum.

1.3.2. Activités biologiques des espéces Chrysanthemum

Les activités biologiques des especes Chrysanthemum sont aussi variées que le sont leurs
métabolites secondaires (sesquiterpenes lactones, flavonoides etc...). Citons par exemple
I’activité  antimicrobienne (C. anethifolium) [15], anti-tumorale (C. boreale M.) [16]
antivirale (C. cinerarefolium vis.) [17], anti-inflammatoire (C. indicum L.) [18] et anti-
oxydante (C. balsamita tanacetoides) [19] ..... etc...

Les flavonoides isolés d'especes Chrysanthemum sont dresses dans les tableaux (1.1- 1.4).
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Tableau I.1. : Flavones aglycones isolées du genre Chrysanthemum

Flavones Structure | Espéce Référence
C. boreale [20]
Acacétine Y C. morifolium [21]
C. morifolium Ram. [22]
C. zawadskii [23]
C. boreale [20]
C. cinerariaefolium [24]
Apigénine 1b C. coronarium [25]
C. morifolium [26]
C. morifolium Ram. [27]
C.vulgare (L.) Bernh. [28]
Chrysine 1c C. morifolium [29- 31]
Chrysoériol 1d C. coronarium [32, 21]
Diosmétine le C. morifolium Ram. [27]
C. boreale [20]
C. cinerariaefolium [24, 33]
C. coronarium [25, 28]
Lutéoline 1f C. morifolium [21, 34]
C. morifolium Ram. [27]
C. segetum [25]
C. vulgare (L.) Bernh. [28]

Structure R, R,
la H OMe
1b H OH
1c H H
1d OMe OH
le OH OMe
1f OH OH
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Tableau 1.2. : Flavones glycosides isolées du genre Chrysanthemum

Flavones Structure | Espéce Référence
7-O-glucoside acacétine C. morifolium [35, 36]
2a

C. morifolium Ram. [37]
C. indicum [38]
7-O-galactoside acacétine 2b
C. morifolium [29, 30]
C. arcticum [39]
7-O-rutinoside acacétine (Linarine) 2C C. boreale [20]
C. zawadskii [23]
C. balsamita [40]
) o C. morifolium [35, 36, 41]
7-O-glucoside apigénine 2d
C. morifolium Ram. [27, 37]
C. vulgare (L.) Bernh. [28]
C. cinerariaefolium [24, 33]
C. coronarium [32]
7-O-glucoronide apigénine 2e
C. leucanthemum [42]
C. morifolium [54]
7-Q-p-_D-(4'-caffeoyI) glucuronide of C. morifolium [54]
apigénine
S _ C. morifolium [35]
7-O-glucoside diosmétine 29
C. morifolium Ram. [27]
7-O-B-glucuronide diosmétine 2h C. morifolium L. [33]
7-O-glucuronide eriodictyol 2i C. morifolium [44]
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C. balsamita [40]
C. coronarium [42]
C. coronarium L. [32]
C. boreale [45]
7-O-glucoside lutéoline 2j C. indicum L.
[45]
C. lavendulaefolium
C. morifolium [34, 35, 41]
C. morifolium Ram. [27, 37]
C. segetum L. [32]
C. coronarium L. [32]
7-O- glucuronide lutéoline 2k
C. morifolium L. [33]
7-rutinosides lutéoline 2 C. coronarium [32]
4 -met_hylaplgenlne 8 (2"glucosyl) C- 3 C. viscidehirtum [46]
glucoside
Structure R Ri | R,
2a Glc H Me
2b Gal H Me
2C Rha-Glc H Me
2d Glc H |[H
2e Glur H H
2f 4'-Caffeoyl- Glur | H H
29 Glc OH | Me
2h Glur OH | Me
2i Glur OH | OH
2j Glc OH | H
2k Glur OH | H
2l Rha-Glc OH | H
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Tableau 1.3: Flavonols aglycones isolés du genre Chrysanthemum

Flavonols Structure Espece Référence
Gossypétine 4a C. segetum L. [47]
C. leucanthemum [48]
Isorhamnétine b
C. nankingens [49]
Jacéidine 4c C. cinerariaefolium [24]
C. leucanthemum [48]
Kaempférol 4d C. nankingense [49]
C. segetum [25]
C. leucanthemum [47]
Lo 4e
Patulétine -
C. sensus stricto [42]
C. coronarium [50]
C. coronarium L. [47]
Quercétagetine 4f C. segetum L. -
C .sensus stricto [42]
6-methox¥_ i C. coronarium L. [47]
quercétagétine
C. coronarium
3'-méthoxy ah [32]
quercétagétine C. coronarium L. [47]
3,6-dimethoxy 4i C. cinerariaefolium [33]
quercétagétine
6, 3-dimethoxy 4 C. coronarium L. [47]
quercétagétine
Quercétine K C. cinerariaefolium [33]




C. Leucanthemum
[48]
Quercetine 4k C. morifolium
[21]
C. morifolium Ram.
[51]
C. nankingense
d [49]
-méthox -
3-me noxy 4 C. coronarium [25]
quercétine
3'-méthox
1oXy 4m C. segetum [25]
quercétine
e N nthemum
Spinacétine 4n C. leucanthemu [48]
R2 Structure R, R, Rs R,
on 4a OH OH H H
Ry 4h H OMe H H
4c H OMe Me OMe
HO 4d H H H H
4e H OH H OMe
af H OH H OH
" OR, 49 H OH H OMe
L 4h H OMe OH OH
4i H OH OMe OMe
4 H OMe H OMe
4k H OH H H
4 H OH Me H
4m H OMe H H
4n H OMe H OMe
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Tableau 1.4. : Flavonols glycosides isolés du genre Chrysanthemum

Flavonols Structure | Espece Référence
7-glucoside gossypétine 5a C. segetum [52]
Eb C. carinatum Schousbeo.
7-glucoside patulétine C. nivellei Maire. [32]
C. viscidohirtum (Schott)
Thellung.
: e g C. coronarium L.
7-glucoside quercétagetine 5¢c
C. nivellei Maire.
[32]
C. segetum L.
C. viscidohirtum (Schott) Thellung
7-glucoside-3-méthoxy 5d  |C. coronarium [42, 53]
quercétagétine
C. boreale [45]
C. carinatum Schousbeo [32]
C. coronarium [52]
C. coronarium L. [32]
C. indicum L. [45]
7-glucoside quercétine 5o -
(quercimeritrine) C. lavendulaefolium. [45]
C. nivellei Maire [32]
C. segetum [27, 50, 52]
C. segetum L. [32]
C. sensus stricto [42]
C. viscidohirtum (Schott) Thellung [32]
Structure Ry R, Rs3
5a OH H H
5b H H OMe
5¢ H H OH
5d H Me OH
5e H H H

86




Références bibliographiques

1-Rice-Evans, C. A., Miller, N. J., Paganga, G. 1996. Free Radical Biol. Med. 20 (7): 933-
956.

2-Harborne, J.B., Baxter, H. Eds. 1999. The handbook of natural flavonoids. Vol.1, John
Wiley and Sons, Chichester.

3-Harborne, J.B., 1988. The flavonoids, Advances in research since 1980. Chapman and
Hall.London.

4-Bruneton, J., 1999. Pharmacognosie, Phytochimie, Plantes médicinales. Lavoisier
Technique et Documentation. Paris.

5-Hollman, P.C.H., Arts, 1.C.W., 2000. J. Sci and Food. Agric. 80(7): 1081-1093.
6-Halliwell, B., 1997. Adv. Pharmacol., 38: 3-20.

7-Halliwell, B., Aeschbach, R., Ldliger, J., Aruoma, O.l., 1995. Food. Chem. Toxicol.,
33(7) : 601-617.

8- Bruneton, J., 1999. Pharmacognosie, Phytochimie, plantes médicinales, (3eme ed.),
Editions médicales internationales, éditions Tec et Doc.

9- Van Acker, S. A. B. E., Van Den Berg, D. j., Tromp, M. N. J. L., Griffioen D. H.,

Van Bennekom, W. P., Van Der Vijgh, W. J. F., Bast, A. 1996. Free Radic. Biol. Med. 20,
(3): 331-342.

10- Aliaga, C., Lissi A. E.2004. Can. J. Chem. 82: 1668-1673.

11- Heim, K. E., Tagliaferro, A. R., Bobilya, D. J. 2002. J. Nutri. Biochem. 13, (10): 572-
584.

12- Aeschimann, D., Lauber, K., Moser, D. M., Theurillat, J. P., 2004. Flora alpina. Belin,
Paris,

13- Ozenda, P., Hunbert, H., 1958. La flore du Sahara Septentrional et Cenral, 437-438.

14- Quezel, P., Santa, S., 1963. La nouvelle flore de 1’Algérie et des régions Désertiques
Méridionales, tome Il, édition C.N.R.S. Paris, 982-988.

15- Mitscher, L., A, Leu, R. P, Bathala, M. S., Wu, W. N., Beal, J. L., White. R. Coll.,
1972. Pharmacology. Lloydia, 35(2): 157-166.

16- Lee, J. R, Yang. M. S, Jang. D. S., Ha, T. J., Park, K. M., Lee, C. H., Kho, Y. H,,
Park, K. H., 2001. Planta Medica, 67(6): 585-587.

17- Stanberry, L. R., Bernstein, D. I., Myers, M. G., 1986. Antiviral Research. 6(2): 95-
102.

87



18- Mou, L. Y., Zhu, L. Y., Lin, Z. Y., Liang, X. T., 2001. J. of Asian Nat. Prod. Res., 3(2):
103-116.

19- Bandoniene, D., Pukalskas, A., Venskutonis, P. R., Gruzdiene, D., 2000. Food
Research International, 33(9): 785-791.

20- Shin,K. H., Kang, S.S., Seo, E. A, Shin, S\W., 1995. Arch. of Pharm. Res., 18 (2): 65-8.
21- Miyazawa, M., Hisama, M. 2003. Biosci., Biotech., and Biochem., 67(10): 2091-2099.
22- Harborne, J. B., 1967. Comparative Biochemistry of the flavonoids. Academie Press.
New York p 40.

23- Singh, R. P., Agrawal, P., Yim, D., Agarwal, C., Agarwal, R., 2005. Carcinogenesis,
26(4): 845-854.

24- Sashida, Y., Nakata, H., 1983. Phytochemistry, 22(5): 1219-1222.

25-Valant, V.K. M., Wollenweber, E., Faure, R., Gaydou, E., 2003. Biochemical
Systematics and Ecology, 31: 545-548

26-Miyazawa, M., Hisama. M., 2003. Biosci., Biotech., Biochem., 67(10): 2091-2099.

27- Lingyun, J., Qishi, S., Shunwang, H., 2003. Zhongguo Yaowu Huaxue Zazhi, 13(3):
159-161.

28- Khalifa, A., Abdallah, O., M., Mesbah, M.K., 1991. Bulletin of the Faculty of
Pharmacy 29(3): 63-66.

29- Wang, H. K, Xia, Y. Yang, Z. Y., Natschke, S. L. M., Lee, K. H., 1998. Adv. Exp.
Med. Biol. 439:191-225

30- Hu, C. Q., Chen, K., Shi, Q., Kilkuskie, R. E., Cheng, Y. C., Lee, K. H., 1994. J. Nat.
Prod., 57(1): 42-51.

31- Lee, K. H., 1996. Book of Abstracts, American Chemical Society.

32- Harborne, J. B., Heywoode, V. H., Saleh, N. A. M., 1970. Phytochemical Unit.
Phytochemistry, 9 (9) : Pages 2011-2017.

33- Glennie. C. W, Harborne. J. B. 1972. Pyrethrum Post 1972, 11(3): 82-4.

34- Hu, B., Jiang, H., Yang., J., Zeng, S., 2004. Zhejiang Daxue Xuebao, Yixueban, 33(1):
29-32.

35- Asen, S., Stewart,. R. N., Norris, K. H., 1975. Phytochemistry, 14 (5-6): 1443-1444.
36- Liu, J., Wu, D., Wang, L., Liu, J., Wang, J., 2001. Zhongcaoyao, 32(4): 308-310.

37- Liu, J., Shen, Q., Liu, J., Wu, D., Wang, J., 2001. Zhongguo Zhongyao Zazhi, 26(8):
547-548.

38- Chatterjee, A., Sarkar, S., Saha, S. K., 1981. Phytochemistry, 20(7): 1760-21.

39- Plouvier, V., 1966. Sciences Naturelles, 262(12) : 1368-1371.

88


http://www.sciencedirect.com/science/journal/00319422

40- Wolbis, M., 1981. Acta Poloniae Pharmaceutica, 38(6) : 705-710.

41- Arisawa, M., Ishiwari, Y., Nakaoki, T., Sekino, S., Takakuwa, T., 1969. Shoyakugaku
Zasshi, 23(2): 49-52.

42- Harborne, J. B, Heywood, V. H., Saleh, N. A. M., 1970. Phytochemistry, 9 (9): 2011-
2017.

43- Beninger, C. W., Hall, J. C., 2005. Biochem. Syst. and Ecol. 33 (2): 103-111.

44- Beninger, C. W, Abou-Zaid, M. M., Kistner, A. L., Hallett, R. H., Igbal, M. J.,
Grodzinski, B, Hall, J .C., 2004. J. Chem. Ecol., 30(3): 589-606.

45- He, Y., Li, R., Shen, L., 1982. Beijing Yixueyuan Xuebao, 14(3): 259-261.

46- Khallouki, F., Hmamouchi, M., Younos, C., Soulimani, R., Bessiere, J. M., Essassi,
E. M. 2000. Phytoterapia, 71(5): 544-546.

47- Harborne, J. B., Heywood, V. H., King, L., 1976. Biochem. Syst. Ecol., 4: 1- 4.

48- Wilcox, B. H. R., 1984. Biochem. System.Ecol. 12(4): 357-361.

49- Weng, D., Wang, H., Weng, J., 2001. Taowu Shengwu Jishu, 8(3): 167-169.

50- Anyos, T., Steelink, C., 1960. Archives of Biochem. Biophys., 90, 63.

51- Jia, L., Sun, Q., Huang, S., 2003. Zhongguo Yaowu Huaxue Zazhi, 13(3): 159-161.

52- Giwman, T. A,, Strrlink, C., 1957. J. Organic Chemistry, 22: 946.

53- Jurd, L., 1962. Chemistry of Flavonoid Compounds. Pergamon Press, Oxford, p 126.

54- Nam, S. H., Choi, S. D., Jang, D. S., Choi, S. U,, Yang, M. S., 1997. Han’guk Sikp’um
Yongyang kwahak Hoechi. 26 (1) : 144- 147.

89



11.1. Description des travaux et discussion des résultats sur I’espéce Chrysanthemum trifurcatum

11.1.1. Description botanique

Chrysanthemum trifurcatum (Desf.) Batt. et Trab. est une plante vivace a souche ligneuse, peu élevée
(15-30 cm) et rameuse dés la base. Les feuilles sont pennatiséquées, a laniéres courtes, lancéolées
aigues et mucronulées. Les capitules sont hétérogames, radiés, sur de longs pédoncules, atteignant 2
cm de diametre sans les ligules. Les bractées sont orbiculaires, atténuées a la base et entierement
scarieuses vers I’extrémité. Les ligules sont jaunes. Les akénes sont tous semblables, a couronne
membraneuse denticulée et plus ou moins auriculée. La plante pousse sur les sables et les terrains

pierreux [1], figure 11.1.

11.1.2. Classification dans la systématique botanique [1, 2]

Royaume Plantes

Sous royaume Tracheobiontes

Embranchement Spermatophytes

Sous Embranchement Angiospermatophytes

Classe Dicotylédones

Sous classe Chrysanthemea

Ordre Astérales

Famille Asteraceae

Genre Chrysanthemum

Espéce Chrysanthemum trifurcatum (Desf.) Batt. et Trab.

Figure I11.1 : Photographie de Chrysanthemum trifurcatum (Desf.) Batt. et Trab

11.1.3. Utilisation traditionnelle
La plante C. trifurcatum est connue sous le nom « gartoufa ». Elle est utilisée dans la

médecine populaire tunisienne pour traiter la constipation. Elle est aussi réputée pour soulager
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des douleurs spécifiqguement féminines. Les fleurs séchées peuvent étre additionnées a la
soupe, elles peuvent étre encore moulues, mélangees avec de la farine et préparées en purée

[3]. Au Maroc, I’infusion de la plante enticre est utilisée contre les désordres hépatiques [4].

11.1.4. Matériel végétal
La plante Chrysanthemum trifurcatum a été récoltée par Mr. Kamel Kabouche dans une
station a quelques kilométres de Ghardaia. Elle a été identifiée par le Professeur Gérard De

Belair (Université d'’Annaba).

11.1.5. Extraction

Les parties aériennes (1 kg) de la plante Chrysanthemum trifurcatum séchées puis réduites en
poudre sont mises & macérer dans le mélange Méthanol + Eau (70/ 30) pendant (3 x 24h).
Apres filtration, le filtrat obtenu est concentré a sec sous pression réduite dans un Rotavapor;
annexe (figure III. 3). L’extrait ainsi obtenu, est soumis a I’extraction liquide-liquide par le
dichlorométhane (CH.Cl,), I’acétate d'éthyle (AcOEt) et le n-butanol (n-but), avec des
quantités de 3 x 300 ml pour chaque solvant. Les 3 extraits sont évaporés a sec, puis pesés.

Tableau I1.1: Rendements des extractions

Matériel végétal Extrait Masse (g) Rendement (%)
Extrait CH,Cl, 1,18 0,12
Extrait ACOEt 5,82 0,58
Extrait n-but 16,34 1,63

La figure ci-dessous présente les différentes étapes de I’extraction des parties aériennes du

Chrysanthemum trifurcatum.
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Plante pulvérisée

v

- Macération a froid dans un mélange MeOH
+ H,0 (70/30) (3 x 24h).
- Filtration

Solution méthanolique

- Concentration

Résidu sec

A

- Dilution avec 700 ml d’eau distillée

Solution aqueuse

A 4

Solution du CH,CI,

\4

Evaporation a sec

Extrait du CH,Cl,

\ 4

- Epuisement par CH,CI, (3x300 ml)
- Décantation

Phase aqueuse

Solution d’ AcOEt

A 4

Evaporation a sec

Extrait d’AcOEt

A 4

- Epuisement par AcOEt (3x300 ml)
- Décantation

Phase aqueuse

Solution n-butanolique

A 4

Evaporation a sec

Extrait n-butanolique

A

Phase aqueuse

- Epuisement par le n- butanol
(3 x 300 ml)
- Décantation

Figure 11.2 : Différentes étapes de I’extraction des parties aériennes du Chrysanthemum trifurcatum.
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Chaque extrait subit une chromatographie sur couche mince afin davoir une idée sur le
nombre de produits a séparer et donc pouvoir choisir lI'extrait a étudier. Notre choix s'est porté

sur celui de la phase acétate d'éthyle.

11.1.6. Séparation des métabolites secondaires de la phase acétate d'éthyle

Avant d’entamer la séparation par chromatographie sur colonne de cet extrait, nous avons
procédé a des tests chromatographiques sur couche mince de gel de silice, la meilleure
séparation obtenue était avec 1’éluant Dichlorométhane / Méthanol (8/2).

Une masse de 4,5 g de ’extrait d’acétate d’éthyle est mélangée a une quantité de gel de silice
puis chromatographiée sur une colonne de gel de silice 60 (0,063-0,2 mm). L’élution a été
initialement effectuée par le dichlorométhane pur puis on augmente progressivement la
polarité de la phase mobile par addition de méthanol.

Des fractions de 20 millilitres sont recueillies en bas de colonne dans des tubes, ainsi 174
fractions sont obtenues. Le suivi de ces fractions est effectué par chromatographie sur couche
mince (CCM) de gel de silice. Les plagues sont visualisées sous lumiere UV (254 et 365nm)
puis révélées a I’aide d’un réactif de détection obtenu a partir d’'un mélange d’acide acétique,
acide sulfurique et de I’eau (80 /16/4) et finalement chauffées avec un seche-cheveux jusqu’a
I’apparition de taches de diverses couleurs. La progression des produits dans la colonne est

rassemblée dans le tableau I1.2.

Tableau 11.2: Résultat du fractionnement par chromatographie sur colonne de I’extrait acétate

d'éthyle du Chrysanthemum trifurcatum (Desf.) Batt. et Trab.

Fraction CHLCT Eluant e Quantité d’éluant (ml)
F. 100 0 300
F> 95 5 300
Fs.43 92 8 800
Fas-50 88 12 200
Fs355 85 15 100
Fso-63 82 18 100
Fes-69 75 25 100
Fr0-117 70 30 600
Fi18-122 50 50 100
F123.174 0 100 1000
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Les fractions recueillies sont regroupées suivant la similitude de leur profil chromatographique en

couche mince, tableau I1.3.

Tableau 11.3. : Regroupement des fractions issues de la colonne chromatographique de I’extrait

acétate d'éthyle du Chrysanthemum trifurcatum (Desf.) Batt. et Trab.

Fraction Eluant Observation
Fi4 Cyclohexane / ACOEt (9/1) Mélange complexe
Fsg Mélange complexe
Cyclohexane / AcOEt (6/4) _ _ SR
Foue Mélange séparable non traité du a sa
faible quantité
Fe Mélange séparable non traité du a sa
faible quantité
Fie Mélange séparable
F.r Mélange séparable non traité due sa
Cyclohexane / AcOEt (5/5) faible quantité
Fig Mélange complexe
Fig901 Meélange séparable
Fa2 Mélange complexe
Fus Mélange séparable
Fos Mélange complexe
Fos07 Mélange séparable
Fas.36 Ether diéthylique / CH,Cl, (6/4) Mélange complexe
Fir Mélange séparable
Fss.48 Mélange complexe
Fuo Mélange complexe
e Ether diéthylique / CH,ClI, (8/2) Miélange séparable
Fs1.50 Mélange complexe
Fe0-70 Mélange complexe
Fi175 CH,Cly/ MeOH (8/2) Mélange complexe
F6.88 Cyclohexane / Acide acétique / Ether diéthylique (10/1/10) Mélange complexe
Feo-101 Cyclohexane / Acide acétique / Ether diéthylique (10/1/17) Mélange complexe
Fionin Cyclohexane / Acide formique / Ether diéthylique Mélange complexe
(6/0,5/5,5)
Fi29.141 Toluéne/ AcOEt/ Acide formique (6/4/1) Mélange complexe
Fi49-174 AcOEt/ MeOH/ Acide acétique (8/1/0,3) Mélange complexe
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11.1.6.1. Purification des sous-fractions
La purification de ces sous-fractions a été effectuée par recristallisation. Les produits obtenus
sont solubles dans le méthanol mais insolubles dans I’acétate d’éthyle. Ils ont été dissous dans
un minimum de méthanol et saturés a I’acétate d’éthyle. Par séchage lent dans le mélange
MeOH/ AcOEt, il se forme un précipité blanc (Fi6) et des cristaux jaunes pour les fractions
restantes.
a. Elucidation de la structure du composé Fi

e Résultats des données chromatographiques
Fluorescence : Violette
Révélateur (Réactif de NEU) : Jaune fluorescent.
Ry. 0,228 (Cyclohexane / AcCOEt/ CH,Cl,. 3/4/3)

0,447 (Cyclohexane / ACOEt : 6 / 6 ; 2°™ élution)

e Résultats des données spectrales
Tableau I1.4: Données des spectres UV-Visible du produit Fig

A max (NM)
Réactifs
Bande | Autres bandes Bande Il

MeOH 334 - 269
NaOH 391 310 275
AICl; 382 302, 346 276
AICI3HCI 382 300, 340 278
NaOAc 384 307 275
NaOAc+H;BO; 347 297 271

Tableau 11.5 : Données du spectre RMN *H dans CD;0D & 250 MHz du produit Fyg

Déplacement Intégration Multiplicité Constante de Attribution

chimique couplage J (Hz)

d(ppm)
6,23 1H d 2,1 He
6,48 1H d 2,1 Hg
6,62 1H s - Hs
6,96 2H d 8,9 H;:-Hs:
7,88 2H d 8,9 H,:-Hg:

e Interprétation des resultats
Le produit F1¢ a donné une fluorescence jaune sous lampe de Wood, aprés révélation par le

réactif de NEU, indiquant la présence d’un flavonoide et 1’observation d’une tache violette
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sous lampe de Wood désigne un squelette d’une flavone. Le spectre UV effectué dans le
méthanol permet de distinguer deux bandes d'absorption, I'une a Anax = 269 nm et l'autre a
Amax = 334 nm confirmant la présence d’une flavone. L'addition de NaOH induit un effet
bathochrome (AX= 57 nm) indiquant la présence d'un OH en 4'. L'apparition d'une nouvelle
bande a Amax = 310 nm montre la présence d'un OH libre en 7. L'absence d'effet hypsochrome
aprés addition de HCI au systtme MeOH + AICI; suggere l'absence d'un systeme 3', 4'-
dihydroxy sur le cycle B. L'effet bathochrome (AL = 48 nm) observé apres addition de AICI;
+ HCI a la solution neutre indique la présence d'un OH libre en 5 [1, 2], (Spectre a.1).

Ces données permettent de suggérer le squelette général suivant pour le produit Fy.

OH

HO 0]

OH o

Le spectre RMN du proton, enregistré dans CD3;OD a 250 MHz, permet d’observer des
signaux caractéristiques des protons aromatiques dont les déplacements chimiques sont
compris entre 6 et 8 ppm. En effet, il montre la présence de deux doublets, respectivement a
6,23 ppm (J = 2,1 Hz) et 6,48 ppm (J = 2,1 Hz), caractéristiques de deux protons en couplage
méta (Hs et Hg), un singulet a 6,62 ppm, attribué a Hs et deux doublets pour 4 protons,
respectivement a 6,96 (J = 8,9 Hz) et 7,88 ppm (J = 8,9 Hz), caractéristiques des protons en
couplage ortho (Hs: Hs:) et (Hy: Hg), (Spectre a.2 et a.3), ce qui confirme que le produit Fig

est I’apigénine.

OH

HO 0]

OH O

Apigénine
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Spectre a.1 : Spectres UV du produit Fys
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Spectre a.2 : Spectre RMN'H du produit Fig
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Spectre a.3 : Spectre RMN'H étalé du produit Fig
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b. Elucidation de la structure du composé Fs.»7
eRésultats des données chromatographiques

Fluorescence : Jaune.

Réveélateur (Réactif de NEU) : Jaune.

R¢: 0,353 (Toluéne / AcOEt/ Acide formique : 9 /6,5 /0,5)

eRésultats des données spectrales

Tableau 11.6: Données des spectres UV-Visible du produit Fzs.»7

A max (M)
Réactifs
Bande | Autres bandes Bande 11

MeOH 367 - 255
NaOH 410 323 279
AICl; 444 - 271
AICI3HCI 421 358 266
NaOAc 395 321 276
NaOAc+H3BO; 386 - 261

Tableau I11.7: Données du spectre RMN 'H dans CD;0D & 250 MHz du produit Fas.27

Déplacement Intégration Multiplicité Constante de Attribution

chimique couplage J (Hz)

d(ppm)
6,20 1H d 2 He
6,40 1H d 2 Hs
6,90 1H d 8,5 Hs
7,66 1H dd 85et?2 He:
7,76 1H d 2 H,.

e Interprétation des résultats
La fluorescence jaune sous lampe de Wood indique un squelette flavonol confirmé par le
spectre UV effectué dans le méthanol permettant d'observer deux bandes d'absorption, I'une a
Mmax = 255 nm et l'autre a Amax = 367 nm. L'addition de NaOH induit un effet bathochrome (Ai
=43 nm) avec diminution d’intensité indiquant la présence d'un OH en 3 sur le cycle C et un
OH en 4' sur le cycle B. La présence d'une nouvelle bande a 323 nm montre la présence d'un
OH libre en 7, ce qui est confirmé par le déplacement bathochrome de la bande Il apres
addition de NaOAc (Ar = 21 nm). L'effet hypsochrome (A = - 23 nm) observé apres addition
de HCI au systeme MeOH + AICI; suggeére la présence d'un systeme 3', 4'-dihydroxy sur le

cycle B. Ceci est confirme par l'effet bathochrome (A. = 19 nm) du spectre obtenu aprés
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addition de H3BO3 au systeme MeOH + AcONa. L'effet bathochrome (Ax = 54 nm) observé
aprés addition de AICI; + HCI a la solution neutre indique la présence d'un OH libre en 5
(Spectre b.1).

Ces premiers résultats permettent de suggérer le squelette général suivant pour le produit Fs.;

Le spectre RMN du proton enregistré dans CD3;OD a 250 MHz montre la présence de 3
doublets pour 3 protons, respectivement a 6,20, 6,40 et 7,76 ppm (J = 2,0 Hz),
caractéristiques des protons en couplage méta (Hs, Hg et Hx), un doublet a 6,90 ppm (J = 8,5
Hz), attribué a Hs et un doublet de doublet a 7,66 ppm (J = 8,5 et 2,0 Hz), caractéristique du
proton Hg (Spectres b.2 et b.3). Ces attributions confirment la structure proposée.

Les données spectroscopiques (UV, RMN *H) permettent d'identifier la structure de la

quercétine.

Quercétine.
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Spectre b.1: Spectres UV du produit Fzs.27
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Spectre b.2: Spectre RMN*H du produit Fps.p7
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Spectre b.3: Spectre RMN 'H étalé du produit Fys.o7
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C. Elucidation de la structure du composé F37

o Résultats des données chromatographiques

Fluorescence : Bleue

Révelateur (Réactif de NEU) : Jaune

R 0,228 (Toluéne / AcOEt/ Acide formique : 9 /6,5 /0,5)
Rf: 0,447 (Cyclohexane / ACOEt : 6 /7 ; 2°™ élution).

e Résultats des données spectrales

Tableau 11.8. : Donnees des spectres UV-Visible du produit Fs;

A max (NM)
Réactifs
Bande | Bande |1

MeOH 316 290
NaOH 344 301
AICl; 361 263
AICI;+HCI 329 244
NaOAc 315 289
NaOAc+H3BO3 329 294

Tableau 11.9. : Données du spectre RMN 'H dans CDs0D & 250 MHz du produit F37

Déplacement Intégration Multiplicité Constantede Attribution

chimique couplage J (Hz)

d(ppm)
6,24 1H d 15,9 H,
6,30 1H d 8,1 Hs
6,94 1H dd 8,letl9 Ho
7,05 1H d 1,9 Hs
7,52 1H d 15,9 Hs

e Interprétation des résultats

Le produit F 3; a donné une fluorescence bleue sous lampe de Wood. Les spectres UV obtenus

montrent deux bandes d’absorption avec un épaulement remarquable sur la bande I (Spectre

c.1). Ces spectres sont caractéristiques des acides phénoliques. Un déplacement bathochrome

de la bande | de (AA= 45 nm) aprés addition d’AICl3 a la solution méthanolique indique la

présence d’un noyau benzénique di-orthohydroxylé (Spectre c.1).

Le spectre RMN *H montre la présence d’un doublet & 6,24 ppm (J = 15,9 Hz) attribué & H,,

et un autre ayant la méme constante de couplage apparaissant a 7,52 ppm attribué a Hs. La

valeur de la constante de couplage indique que les 2 protons éthyléniques sont en position

trans.
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Le spectre permet d’observer également :
— Un doublet a 6,30 ppm qui ne peut étre attribué qu’au proton Hg car la valeur de la
constante de couplage (J= 8,1 Hz) indique la présence d’un proton en ortho,
— Un doublet de doublet & 6,94 ppm (J = 8,1 et 1,9 Hz) qu’on attribue au proton Hy,

— Un doublet a 7,05 ppm donnant un couplage méta avec (J = 1,9 Hz) qu’on attribue au
proton Hs (Spectre c.2 et c.3).

Ces résultats permettent de suggérer le squelette général suivant pour le produit Fs7.

Acide caféique
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d. Elucidation de la structure du composé Fig.21

ePropriétés physico-chimiques

Le composé F19-21 se présente sous forme d’une poudre jaune soluble dans le méthanol. Ce
composé reagit avec le reactif de Neu en présentant une fluorescence violette sous lampe UV

a 365 nm, laissant envisager une structure de type flavonoides.

Tableau 11.10 : Données spectroscopiques UV-visible du produit Fig.;.

Réactif de Altros Amax (NM)

déplacement | Bande | bandes Bande Il Déplacement Interprétation

MeOH 334 i 269 i Flavone ou flavonol
substitué en 3.

NaOH (base OH libre en 4’

forte) 389 i 270 +55 OH substitué en 7

AICl; 390 - 274 + 56 OH libreen5
Absence de 3’,4°-di-

AICl; + HCI 392 - 274 - OH sur le cycle B

AcONa (base

faible) 387 - 268 -

AcONa/ Absence de 3°,4°-di-

HsBO; 338 ) 269 ) OH sur le cycle B

e Interprétation des résultats

La fluorescence violette sous lampe de Wood indique un squelette flavone confirmé par le
spectre UV effectué¢ dans le méthanol permettant d’observer deux bandes d’absorption, [’une
a Amax = 269 nm et I’autre a Amax = 334 nm.

L’addition de NaOH induit un effet bathochrome (AA = + 55 nm) indiquant la présence d’un
groupement OH libre en 4°. L’absence d’une nouvelle bande entre 320 et 335 nm indique la
présence d’un OH substitué en 7.

L’effet bathochrome de la bande I (AA = 56 nm) observé aprés addition d’AlCls & la solution
méthanolique indique la présence d’un groupement OH libre en 5.

L’absence d’un effet hypsochrome aprés addition de HCl au systeme (MeOH + AICly)
suggere I’absence d’un systeme 3’,4’-dihydroxy sur le cycle B. Ceci est confirmé par
I’absence d’effet bathochrome de la bande II, aprés addition de H3BO3 au systéme (MeOH +
AcONa).
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Le spectre RMN du proton enregistré dans le DMSO-dgs a 300 MHz confirme le squelette
flavonique monosubstitué¢ en 4’ et montre la présence d’un groupement glycosyle dont le

proton anomérique est observé sous forme de doubleta 5.19 ppm (J = 7.5 Hz).
Les attributions finales des signaux sont dressées dans le tableau 11.11.

Tableau 11.11 : Données RMN-'H (250 MHz, DMSO-ds) du produit Fyg.o;

Interpreétation 3 (ppm), m, J (Hz) Intégration
H-2°, H-6’ 7.95,d, 8.9 2H
H-3’, H-5’ 6.93,d, 8.9 2H

H-6 6.43,d,2.1 1H
H-8 6.80, d, 2.1 1H
H-3 6.85, s 1H
H-1> 519,d,75 1H
Glu 3.26-3.82, m 5H

L’hydrolyse acide de ce composé libére le glucose comme sucre identifié par
cochromatographie avec un échantillon authentique.

L’aglycone obtenue donne une fluorescence violette sous UV (365 nm) confirmant la
jonction sucre aglycone en position 7.

Ces données nous ameénent a conclure que le composé Figp; correspond au 7-O-

glucosylapigénine.

OH

GlcO 0]

OH ]

7-O-B-glucosylapigénine
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e. Elucidation de la structure du composé F,3

e Propriétés physico-chimiques

- Poudre jaune.

- Fluorescence sous lampe Wood : violette.

- Révélation en CCM : Réactif de Neu (jaune fluorescent sous lampe UV).

e Données spectroscopiques

Tableau 11.12: Données spectroscopiques UV-visible du produit Fos.

Réactif de Amax (NMM)
déplacement Bande I | AU | Bande 11 Déplacement | Interprétation
bandes
MeOH 346 i 258 i Flavo'ne,ou flavonol
substitué en 3.
NaOH (base OH libre en 4’
forte) 410 i 269 +64 OH substitué en 7
AICl; 420 - 274 + 74 OH libreen 5
Existence d’ortho di-
AICI; + HCI 386 - 270 - OH sur le cycle B
AcONa (base 409 i 262 i Pas de OH libre en 7
faible)
AcONa/H:BO; | 372 : 259 +26 34 -di-OH surle
cycle B
Tableau 111.13 : Données RMN-H (250 MHz, DMSO-dg) du produit Fy;
Interprétation 6 (ppm), m, J (Hz) Intégration
H-2 7.48,d,2.2 1H
H-6 7.43,dd, 2.2 et 8.2 1H
H-5 6.91, d, 8.2 1H
H-6 6.45,d, 2.2 1H
H-8 6.80, d, 2.2 1H
H-3 6.77,s 1H
H-1> 5.09,d, 7.12 1H
Glu 3.71-3.00 5H

e Interprétation des résultats

La fluorescence violette sous lampe de Wood indique un squelette flavone confirmé par le

spectre UV effectué¢ dans le méthanol permettant d’observer deux bandes d’absorption, 1’une

a Amax = 258 nm et ’autre & Amax = 346 nm. L’addition de NaOH induit un effet bathochrome

115




(AL =+ 64 nm) indiquant la présence d’un OH en 4°. L’absence d’une nouvelle bande entre
320 et 335 nm suggére la présence d’un OH substitué en 7. L’effet hypsochrome (AL = - 34
nm) observé aprés addition de HCI au systeme MeOH + AICI; indique la présence d’un
systtme 3°, 4’-dihydroxy sur le cycle B. Ceci est confirmé par I’effet bathochrome de la
bande T (AL = + 26 nm) observé aprés addition de H3BO3 au systeme MeOH + AcONa
(Tableau 11.12, spectre e.1).

Ces données permettent de suggérer le squelette général suivant pour le produit F,s.

Dans le spectre RMN *H du produit Fus, on observe un doublet résonant & & = 7.48 ppm (J =
2.2 Hz) et un doublet de doublet a 6 = 7.43 ppm (J = 8.2 et 2.2 Hz) respectivement dues aux
protons H-2’ et H-6’, un doublet due a H-5 apparaissant a 3 = 6.91 ppm (J = 8.2 Hz) et deux
doublets résonant a 8 = 6.80 ppm (J = 2.2 Hz) et 6 = 6.45 ppm (J = 2.2 Hz) attribués
respectivement a H-8 et H-6. Le singulet observé a 6 = 6.77 ppm est du a la résonance de H-3.
L’apparition d’un doublet a & = 5.09 ppm (J = 7.1 Hz) caractéristique d’un proton anomérique
et de signaux entre 6 = 3.71 et 3.00 ppm indiquent la présence d’un sucre li¢ a la 5,3°,4’-
trihydroxyflavone par le carbone-7. La constante de couplage (J = 7.1 Hz) observée pour le
proton anomérique de F,3, suggére une liaison de configuration 3 entre le sucre et la génine.
La présence du groupement glucosyle est confirmée par la RMN **C qui permet de distinguer
les signaux suivants : 100.2 (C-1""), 73.5 (C-4""), 76.7 (C-3"), 69.9 (C-5""), 77.5 (C-2"), 61.0
(C-6"), en plus des signaux caractéristiques des carbones flavoniques.

L’hydrolyse acide de ce composé libére le glucose comme sucre identifié par

cochromatographie avec un échantillon authentique.

Les attributions finales des signaux sont dressées dans le tableau 11.14.
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Tableau 11.14 : Données RMN-*C (250 MHz, DMSO-dg) du produit F3

Interprétation 6 (ppm) Interpreétation 6 (ppm)
C-2 163.3 C-3’ 146.2
C-3 105.7 Cc-4’ 150.3
C-4 182.3 C-5’ 118.3
C-5 161.5 C-6 119.6
C-6 99.9 C-17 100.2
C-7 164.8 ys
c-8 951 C-Z” 77.5
Cc-9 157.3 C-3” 6.7
C-10 103.5 C-4 735
c-I’ 121.7 C-57 69.9
c-2’ 113.9 C-6” 61.0

L’ionisation chimique donne un pic moléculaire a m/z = 449 (Spectre e.5), suggérant la
formule brute Cy;H200;1. L’ensemble de ces données permet d’attribuer au flavonoide
considéré la structure: 7-O-p-D-glucosyl-5, 3’,4’-trihydroxyflavone ou (7-O-p-D-

glucosyllutéoline).

7-O-B-glucosyllutéoline
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Spectre e.5 : Spectre de masse du produit F3

f.Elucidation de la structure du composé Fs

eDonnées spectrales UV

Tableau 11.15: Données spectrales UV

, A max (NM)
Reactifs Bande | Autres bandes Bande Il
MeOH 346 256
NaOH 400 325 269
AlCl; 420 271
AICI3HCI 384 273
NaOAc 402 269
NaOAc+H3;BO; 375 260

eInterprétation des résultats

Le produit F50 a donné une fluorescence violette sous lampe de wood. Le spectre UV effectue
dans le méthanol (Tableau 11.15) permet d'observer 2 bandes d'absorption, I'une a A... = 256
nm et l'autre a Amax = 346 nm indiquant un squelette de flavone. L'addition de NaOH induit un
effet bathochrome (AL = 54 nm) indiquant la présence d'un OH en 4'. L'apparition d'une
nouvelle bande a Amax = 325 nm montre la présence d'un OH libre en 7. L'effet hypsochrome
(Ax = - 36 nm) observé apres addition de HCI au systeme MeOH + AICIl; suggere la présence

d'un systéme 3', 4'-dihydroxy sur le cycle B. Ceci est confirmé par I'effet bathochrome (AL =
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29 nm) du spectre obtenu apres addition de H3BO3; au systtme MeOH + AcONa. L'effet
bathochrome (A% = 38 nm) observé apres addition de AICI; + HCI a la solution neutre indique
la présence d'un OH libre en 5 (Tableau 11.15, spectre f.1).
Ces données permettent de suggeérer le squelette général suivant pour le produit Fso:

OH

OH
HO @)

OH O

Le spectre RMN du proton enregistré dans CD3;COCD3; a 400 MHz montre la présence de 3
doublets s’intégrant pour 3 protons, respectivement a 7.38, 6.39, 6.12 ppm (J = 2.0 Hz),
caractéristiques des protons en couplage méta (H2', H8 et H6), un doublet a 6.87 ppm (J = 8.2
Hz), attribué a H5' et un doublet de doublet a 7.35 ppm (J = 8.2 et 2.0 Hz), caractéristique du
proton HE' (Tableau 11.16).

Tableau 11.16: Données RMN *H dans CD3COCD3 a 400 MHz

6 (ppm) Integration Multiplicité Constante de Attribution
couplage J (Hz)
6.12 1H d 2.0 H6
6.39 1H d 2.0 H8
6.45 1H S - H3
6.87 1H d 8.2 H5’
7.35 1H dd 8.2et2.0 H6’
7.38 1H d 2.0 H2’

Le spectre de masse enregistré en mode d'ionisation chimique permet d'observer le pic
moléculaire & m/z = 287 [M+H] * correspondant & la formule brute C15H100¢ (Spectre f.5)
Les données spectroscopiques (UV, RMN, masse) permettent d'identifier la structure de la 5,
7,3”,4’-trihydroxyflavone (ou lutéoline) du produit Fsp:

OH

OH
HO @)

|
o)

OH

Lutéoline
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I11.1. Apercu bibliographique

111.1.1. Description botanique du genre Asteriscus

Le genre botanique meéditerranéen Asteriscus appartient a la famille des Asteraceae, les
fleurs (ou fleurons) sont groupées sur un capitule entouré d'un involucre de bractées. Elles
sont de couleur jaune, les périphériques ligulées, celles du disque central tubulées. Les
feuilles, simples, sont alternes, plus ou moins lancéolées. Les bractées, semblables aux

feuilles supérieures, se terminent par une pointe ou par une épine.

I11.1.2.Présentation de I’espéce Asteriscus maritimus

Appelée en Algérie « Kerkeba », originaire du Portugal, de la Méditerranée occidentale, la
Grece et les Tles Canaries. On la retrouve a I'état sauvage principalement dans les zones arides
et rocheuses et sur les falaises du bord de mer. De son vrai nom Odontospermum maritimum,
il s'agit d'une petite vivace a tiges tres ramifiées, qui portent un feuillage persistant vert bleuté
et se couvrent d'avril a septembre d'une multitude de jolies fleurs d'un jaune soleil. Elle reste
basse (25 cm environ) et résiste également a la secheresse [1]. Une plante trop peu employée,

idéale pour les jardins secs, comme couvre sol ou en bordure.

111.1.3. Classification dans la systématique botanique

Royaume Plantes
Embranchement Spermatophytes

Sous Embranchement Angiospermatophytes
Classe Dicotylédones
Sous-classe Astéridae

Ordre Astérales

Famille Asteraceae

Sous famille Asteroideae

Genre Asteriscus

Espece Asteriscus maritimus

111.1.4. Flavonoides isolés du genre Asteriscus

Le genre Asteriscus a fait 1’objet de certaines études de la composition chimique, le criblage
de différents constituants a commencé par la détermination des sesquiterpénes lactones
(Asteriscunolides A-D, Aquatolide, Naupliolide.......... etc. isolés a partir de plusieurs

especes (A. aquaticus, A. graveolens, A.sericeus, A. vogelii, [2-5], A. schimperi [6] et A.
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pygmaeus) [7]. Quelques flavonoides ont été isolés a partir du genre Asteriscus (L’espéce

A.graveolens) (Tableau I11.1.)

Tableau I11.1. : Flavonoides isolés du genre Asteriscus

Flavonoides Plantes Réf.

Luteoline 7-0-glucoside

Luteoline 3-0-glucoside

Luteoline 7-o0-galactoside Asteriscus graveolens [8]

Kaempferol-7-0-glucoside

Quercétine 7-o0-glucoside

3,6,3’ trimethyl ether
queretagetine

111.2. Description des travaux et discussion des résultats

111.2.1. Choix du matériel végétal

La partie aérienne d’Asteriscus maritimus (voir figure 111.1) a été recoltée de fagon aléatoire
dans la région c6tiere (Ain-Achir), Annaba (Algeérie). Cette plante a été choisie pour plusieurs
criteres :

-Elle constitue un patrimoine local floristique trés important et qu’elle n’est en grande partie
décrite que d’un point de vue botanique.

-L’endémisme de I’espéce Asteriscus maritimus de la cote algérienne, dont le climat et le type
d’écosysteme offre des caractéristiques et des spécificités non négligeables a la végétation.
-Notre intérét prononcé au genre Asteriscus pour sa capacité d’accumulation de molécules

(Sesquiterpénes, flavonoides etc...... ) a activités biologiques potentielles.

Figure 111.1: Photographie d’Asteriscus maritimus
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111.2.2. Protocole expérimental

111.2.2.1. Récolte du materiel végétal

La plante a été récoltée au mois d’Avril 2007. Elle a été identifiée par le Professeur Gérard
De Bélair (Faculté des sciences, Université Badji-Mokhtar, Annaba). Un échantillon a été
déposé au laboratoire d’obtention des substances thérapeutiques (Constantine) sous la
référence (LOST/A.m./04/07). Aprés séchage dans un endroit sec et a 1’abri des rayons

solaires, les parties aériennes ont été pulvérisées et pesées (1000g).

111.2.2.2. Extraction des parties aériennes
1000g de la partie aérienne de la plante pulvérisée sont mis a macérer dans un mélange hydro-
alcoolique (Méthanol/Eau ; 70:30, v/v) pendant 3 jours a la température ambiante.

Le premier extrait récupéré est concentré sous pression réduite a une température modérée
(environ 45°C). La macération est répétée 3 fois avec renouvellement du solvant et dure
dans chaque cas de 24 a 48 heures.

Les trois extraits hydro-alcooliques récupérés sont réunis et concentrés. A la solution
concentrée obtenue, on ajoute 300ml d’eau. La solution ainsi obtenue est laissée au repos a
froid pendant une nuit pour décantation. Cette décantation permet le dép6t de la chlorophylle,
des cires, du sable, etc.... Apres filtration, on obtient une solution aqueuse claire. Cette phase
aqueuse subit une extraction de type liquide-liquide en utilisant des solvants de polarité
croissante (ether de pétrole, dichlorométhane, acétate d’éthyle et n-butanol).

Les phases organiques récupérées sont séchées, concentrées sous pression réduite a sec et

pesées. Les rendements d’extraction sont donnés dans le Tableau I11.2.

Tableau I11.2 : Rendement des extractions

Matériel végétal Extrait Masse (g) Rendement (%)
éther de pétrole 1.3 0.13
1000 g dichlorométhane 20.7 2.07
acétate d’éthyle 5.33 0.53
n-butanol 8.20 0.82

Les différentes étapes de cette extraction sont récapitulées dans la figure 111.2.
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e Macération a froid pendant 3 x 24" dans
un mélange MeOH/H,O 70 :30 (v/v)

y
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Figure 111.2 : Protocole d’extraction des parties aériennes d’Asteriscus maritimus




111.2.2.3 Séparation chromatographique

Pour I’ensemble des extraits, nous avons débuté le traitement par une chromatographie
analytique sur couche mince pour mettre au point 1’¢luant ou le systéme d’¢lution qui
donnerait les meilleurs résultats.

Avant d’entamer la séparation par chromatographie sur colonne de 1’extrait n-butanolique,
nous avons procédé a des tests chromatographiques sur couche mince de gel de silice déposée
sur une feuille d’aluminium et polyamide, qui a montré que la phase acétate et n-butanolique
sont trés proches. Pour cela, notre choix s’est basé sur la phase n-butanolique.

Une masse de 8.2 g d’extrait n-butanolique est déposée sur une colonne de gel polyamide
SCs préparée dans le toluéne. L’¢lution est réalisée par un gradient de polarité du systeme
toluéne-méthanol en commencant par le toluéne pur et en terminant par le méthanol pur. Le
suivi de ces fractions est effectué par chromatographie sur couche mince de gel de silice sur
support d’aluminium en utilisant divers systémes d’élution. Les plaques sont visualisées sous
lumiere UV (254 et 365nm) puis révelées par la vanilline sulfurique.

Les fractions similaires ont été regroupées, évaporees et pesées. La progression de cette

colonne est rassemblée dans le tableau 111.3.

Tableau I11.3: Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de I’extrait n-butanolique

d’Asteriscus maritimus.

Lot de | N° de la | Systéme d’élution Observation
fractions fraction % Toluéne | % Méthanol

1-2 FO1 100 0 Cires et cristaux blancs
3-19 F02 98 2 Mélange complexe
20-34 FO3 96 4 Meélange séparable
35-46 FO4 92 8 Meélange séparable
47-60 FO5 88 12 Mélange complexe
61-72 FO6 85 15 Mélange complexe
73-113 FO7 80 20 Meélange séparable
114-139 F08 75 25 Meélange séparable
140-162 F09 70 25 Meélange séparable
163-187 F10 60 30 Meélange séparable
188-194 F11 55 45 Mélange complexe
195-200 F12 45 55 Mélange complexe
201-209 F13 20 80 Mélange complexe
210-216 F14 0 100 Mélange complexe
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Le regroupement final des fractions issues de la colonne chromatographique de I’extrait n-
butanolique a été testé sur des plaques CCM analytiques de gel de silice en utilisant divers
systemes d’¢lution.

Parmi les 14 fractions obtenues, on a procédé a la séparation des fractions FO7, FO8, FO9 et
F10 et ce, soit pour leur simplicité, soit pour leur poids relativement important.

Apres rassemblement selon les résultats du suivi analytique, les fractions ont été purifiées par
chromatographie sur colonne de séphadex LH-20 et éluées par le méthanol filtre.

La separation par chromatographie sur colonne a été suivie par un contrdle des fractions sur
des plaques CCM analytiques de gel de silice en utilisant le systeme de séparation (Acétate
d’éthyle/ acide acétique/ acide formique/ eau : 80/5/5/10).

L’examen des plaques est réalisé sous lumiére UV a 254 nm et 365nm, Les sous fractions
similaires ont été regroupées, évaporées et pesées.

Trois sous fractions ont été obtenues separément a partir de FO7, FO8 et F10, par contre la
fraction FO9 a donné quatre sous fractions.

La progression de cette colonne est rassemblée dans |I’organigramme suivant :

8.20 g de I’extrait
butanolique

CC Polyamide SCg

Elution Toluéne / Méthanol

80:20 75:25 75:25 70:30
v v
Fo7 FO8 F09 F10
104.49 mg 48.58 mg 75.04 mg 85.96 mg

CC Sephadex LH20
Elution 100 % CH;OH

l ) v A4
1 v l l \ 4 l \ 4 \ 4 l l \ 4 A4
Ta; Ta, 7a3 8a; 8a, 8as 9a, 9a, 9a; 9a, 103 10a, 10a;
v v l l \4
21b0109-21x23 90109-12x15
7.79 mg 150109-10 130109-10 130109-19x23 4451 mg
) 16.1 mg 2.73mg 11.82 mg i
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Une seule bande de fluorescence jaune sous lampe Wood a été séparée, purifiée sur colonne
de séphadex LH 20 a partir des sous-fractions 7a;, 8a;, 9a4 et 10a3. une fluorescence violette
caracteérise la sous fraction 9al.
L’utilisation de cette technique chromatographique a conduit respectivement a 1’isolement de
cing produits en état pur : 21b0109-21x23 , 150109-10, 130109-10, 130109-19x23 et 90109-
12x15).
Le compose 9010912x15 semble étre le constituant majoritaire, présentant une masse de
44,51 mg. Les autres produits présentent des valeurs qui oscillent entre 2,73 et 11,82 mg.
Les sous-fractions restantes se présentent, soit en faible quantité, soit elles ont des Ry tres
proches et les tentations de séparations ont échoue.
Les composés isolés ont été identifiés par les analyses spectroscopiques particuliérement la
RMN *H, *C, COSY, HSQC, HMBC.
111.2.3. Caractérisation chimique et élucidation structurale des composés isolés
a.Elucidation de la structure du composé 150109-10
*Analyses physico-chimiques

- Poudre de couleur jaune fluorescent, Fluorescence sous lampe Wood : Jaune

- R#= 0,43 dans le systeme (Acétate d’éthyle/H,O/MeOH : 9:1:1) et Rf = 0.50 dans le

systéme (Acétate d’éthyle/ acide acétique/ acide formique/ H,O: 80 :5:5:10)

*Analyses spectroscopiques
Dans le spectre de RMN *H du composé 150109-10, enregistré dans le méthanol (Spectre
N°a.1), on observe dans la région des aromatiques, la présence de systeme ABX du cycle B :
8= 7.74 ppm (1H, d, J= 2.2 Hz, H-2"), 84= 7.64 ppm (1H, dd, J= 8.5 Hz et J= 2.2 Hz, H-6)
et op= 6.87 ppm ( 1H, d, J= 8.5 Hz, H-5"), Ceci indique une disubstitution du cycle B en 3' et
4',
Un singulet a dy= 6.84 ppm correspond soit au proton H-6 ou au proton H-8, toutefois le
spectre HSQC étalé, (Spectre N°a.5) montre que ce proton est corrélé au carbone dont le
signal apparait a 6c= 95.5 ppm, il ne peut étre donc attribué qu’au carbone 8.
La présence d’un méthoxyle est caractérisée par 1’apparition d’un singulet a on= 3.89 ppm et
confirmée par la RMN du **C (Spectre N°a.2), par I’apparition d’un carbone & dc= 61.6 ppm.
Un groupement glucosyle dont le proton anomérique est observé sous forme de doublet a o=
5.1 ppm (J= 7.3 Hz, 1H). Le méme spectre permet notamment 1’observation d’un signal a dc=
102.1 ppm correspondant au carbone anomérique de glucose. La présence de cinqg C en RMN
du 3C a 8c=74.8 ppm (C-2"), 5¢= 78.6 ppm (C-3"), 8c= 71.4 ppm (C-4"), 5c= 78.0 ppm (C5")
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et dc= 62.6 ppm (C-6"), permet de confirmer la présence d’un seul sucre, notamment le
glucose [9].

L’expérience HMBC (Spectres N°a.7) permet de déterminer les positions des constituants de
la molécule. Le signal a 6y= 5.1 ppm (H-1") de proton anomeérique du glucose est corrélé
avec le signal a dc= 157.7 ppm (C-7) de I’aglycone, indiquant que la position C-7 de
I’aglycone est glycosylée. De plus le signal du méthoxyle a 6y = 3.89 ppm est corrélé avec le
signal C-6 a 6¢c =133.4 ppm du cycle A, indiquant que le groupe méthoxyle est attache a la
position C-6 et non a C-8.

Les attributions réalisées sont également confirmées par les expériences de résonance
magnétiques nucléaires bidimensionnelles (HSQC, HMBC).

Ces données ont permis d’établir la structure du composé 150109-10 comme étant le 6-

méthoxy-7-O-B-glucosyl-quercétine.

OH
Q
HO 0
HO
OH

H,CO

6-méthoxy-7-O-B-glucoside-quercétine

Les données de RMN du *H et du **C sont présentées dans le tableau 111.4.
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Tableau 111.4 : RMN du H* et du C* (400 MHz, 8, J, en Hz ; 100 MHz, &) du composé
150109-10 dans le CD30D.

Composé 150109-10
g | e
Génine 6 (ppm)
2 - 149.1
3 - 137.5
4 - 177.6
5 - 153.2
6 - 133,4
7 - 157.7
8 6.84 s (1H) 955
9 - 153.1
10 - 106.7
1 - 124.0
2' 7.74d 153.2
(J= 2.2 Hz, 1H)
3 - 146.3
4 - 149.1
5' 6.87d 153.2
(J=8.5Hz, 1H)
6' 7.64 dd 122.0
(J=8.5Hz, J=2.2 Hz, 1H)
Gy 51d 102.1
(J=7.3 Hz, 1H)
G, 3.58t 74.8
(J=9.2H2)
Gs» 3.541 78.6
(J=9.2 Hz)
Gy 3.42 brt 714
(J=9.4 Hz ; J=9.8 Hz, 1H)
Gs- 3.56m 78.0
Ge- a:3.72dd 62.6
(J=12.2Hz;J=6.0 Hz, 1H
b: 3.95 dd
(J=12.2Hz; J=2.2Hz,1H)
OCHj, 3.89 s (3H) 61.6

136




€ECh '€
699P°€
9pTIS "€
GLES'E
SGPS €
€I85 €
78G6S°€
0996°€
OLLS"E
7v8S°€E
€06S°€
0009°€
9p0L"€E
L6TL"E
IGEL'E
00SL°€
6L88°€
LZE6°E
28€6°€
0€96°€
9896°€

"\

OCHj;

Protons d’ose

LvES ¥

€€60°S~_
9ITLe="

0898°9
92989 >
8e88° 9"

60€9°L
vmmw.huyr
2259°L
Lise [~

PEVL L
mmvn.hU\\

i 7

ppn

[/l

~
S
-

3 |

|

J

8

|

0
=
-

gg

f

Spectre a.1 : Spectre RMN *H du composé 150109-10 (400 MHz, CD;0D).

(448
89ZL
96€6
62ST
S§99¢€
G6LS
TZ6L

9T69"

2099

12448
0606 "
7L60°

SS19

00%S

LEET"
658L"

061€E"
T08€E"

€L80°
LTS0"

L9T¥"
20TG”

pIveE"
£€82T°
PLST®
9vse”
L8eL:®

TELY"

14
:14
:i4

6V

‘6%
‘6F
‘6¥

19—
‘9 —

iL—
FL—

8L~
‘gL—"

*G6—=

20T —
9T —=

911

wHAHUY
2T —
ver—

EET—
LET—

9y —
67T —

€61
mmHHUV

LST—

LLT =

OCH;

ca”
l Cr Co kﬁ

i

T
160

T
180

ppm

T T T T T
140 130 120 110 100

T
150

T
170

T
190

Spectre a.2 : Spectre RMN **C du composé 150109-10 (100 MHz, CD;0D).

137



P189° 19 —
2258929 —

8GEP "

6868°

9680°
§909°

P1ES G6—

6€2T1°20T~

ZrLL 90T —

LOTE"9TT
61LE 91T

€9L0°22T—
PSSP0 P2T—

L60F " EET—

STOG LET—

8GEE " 9PT—
8021 67T —

TOST €ST
owvm.mmﬁv

€22LLST—

659 LLT—

ppm

ppm
[ 3.40
L3.45
L3.50
L 3.55
[3.60
L 3.65
L3.70
L3.75
3.80
L 3.85
L3.90
F3.95
L4.00

ppm

T
60

65

70

C2n
75

T T
80

T

Cs

Cyr

T T

138

T

T

T

Spectre a.4 : Spectre Cosy étalé (3.4 a 4.0 ppm) du composé 150109-10 (400 MHz, CD;0D).

180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95

Spectre a.3 : Spectre RMN **C DEPT 135 étalé (60 & 180 ppm) du composé 150109-10 (100 MHz, CD;0D).




OCHj;
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b. Elucidation de la structure du composé 21 B 0109-21 a 23
*Analyses physico-chimiques

- Fluorescence sous lampe Wood : Jaune.

- R 0.46 dans le systeme (Acétate d’éthyle/ acide acétique/ acide formique/ H,O: 100

ml/ 5ml/ 5ml/ 10 ml).

*Analyses spectroscopiques
Au niveau du spectre de RMN du *H (Spectre b.1), on observe un systéme ABX : §,=6.89
ppm (d, J= 8.5 Hz, H-5") ; 84=7.75 ppm (d, J= 2.2 Hz, H-2") ; 84= 7.64 ppm (dd, J= 8.5 Hz,
J= 2.2 Hz, H-6"). Ceci indique une disubstitution du cycle B en 3' et 4'. La présence de deux
méthyles est caractérisée par 1’apparition d’un singulet a 6= 3.88 ppm (méthoxyle) et d’un
doublet a 8,=1.04 ppm (méthyle), cela est confirmé respectivement par la RMN du **C
(Spectre b.2) par la résonnance d’un carbone a dc= 61.6 ppm et d’un carbone a dc= 13.9
ppm.
Un groupement glucosyle dont le proton anomérique est observé sous forme de doublet a o=
5.10 ppm (J= 7.3 Hz). Le singulet résonnant a 6y= 6.84 ppm est attribué a H-8 de 1’aglycone.
Ces données permettent la proposition de la structure partielle suivante :

Quant au spectre de RMN du 3C, il permet de distinguer les signaux correspondant au
glucose et ceux de la génine. Les déplacements chimiques a dc= 74.8 ppm (C-2"), ¢=77.8
ppm (C-3"), d¢c= 71.7 ppm (C-4"), 6c= 75.8 ppm (C-5") et dc= 65.1 ppm (C-6") confirment la
présence d’un seul ose, le glucose [9].

Concernant la nature et la position de 1’ose substituant la génine, la comparaison des
déplacements chimiques (en RMN du *H et du *3C) et de la constante de couplage de la
fonction hémiacétalique avec les données recueillies dans la littérature tend & indiquer qu’il
s’agit d’un glucose branché sur la fonction hydroxyle en 7 de la génine. Ceci est confirmé par
I’expérience de corrélation hétéronucléaire a longue distance HMBC (Spectre b.6) qui montre

la corrélation du carbone 7 (6¢c= 157.6 ppm) avec le proton H-1" (64= 5.10 ppm). De plus, le
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signal du méthoxyle a 6p= 3.88 ppm est corrélé avec le signal C-6 a c= 133.5 ppm de
I’aglycone, indiquant que le groupement méthoxyle est attaché a la position C-6 lors de
I’expérience de corrélation hétéronucléaire a longue distance HMBC.

La présence d’un signal d’un deuxiéme méthyle a &y=1.04 ppm qui corréle avec le signal
d’une fonction CH qui apparait dc= 43.8 ppm, avec une fonction cétonique qui apparait a 6¢c=
176.5 ppm et avec une fonction CH,OH qui apparait a 6c= 65.2 ppm ceci indique la présence
d’un groupement propanoyl branché en 6" du glucose (Spectre b.6) a cause des taches de
corrélations entre le carbonyle et les deux protons H-6’a et H-6"’b

La structure du composé 21 B 0109-21 & 23 a donc pu étre établie comme étant :
6-méthoxy-7-O-B-[-6-O-(3-hydroxy-2méthylpropanoyl) glucosyl]-quercétine : ce produit est

nouveau, isolé et rapporté pour la premiere fois d’une source végétale.

OH

o CH OH
X\
| OH
0
0 o o
HO |
HO OH
H,CO OH
OH ©

6-méthoxy-7-0--[-6-O-(3-hydroxy-2méthylpropanoyl) glucosyl]-quercétine

Les données de RMN du *H et du **C sont présentées dans le tableau I11.5
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Tableau 111.5 : RMN du *H et du **C (400 MHz, §, J, en Hz ; 100 MHz, &) du composé 21B0109-
2142

Composé 21B0109-21a23
1H | 13C
Geénine 6 (ppm)
2 - 149.2
3 - 137.5
4 - 177.7
5 - 153.2
6 133,5
7 - 157.6
8 6.84 s (1H) 95.3
9 - 153.3
10 - 106.9
1 - 124.0
2' 7.75d 116.4
(J=2.2 Hz, 1H)
3 - 146.4
4 - 149.1
5' 6.89 d 116.6
(J= 8.5 Hz, 1H)
6' 7.64 dd 122.0
(J=8.5Hz, J=2.2 Hz, 1H)
OCHj3 3.88 s (3H) 61.6
Glucose
1" 5.10d 101.7
(J=7.3 Hz, 1H)
2" 357t 74.8
(J=9.1 Hz, 1H)
3" 3.53t(J=9,2 Hz, 1H) 77.8
4" 3.4t(J=9,6 Hz, 1H) 71.7
5" 3.8ddd (J=9,2; 7,2; 1,9Hz, 1H) 75.8
a:4.17 dd
6" (J=12.0 Hz ; J=7.2 Hz, 1H) 65.1
b: 4.55 dd
(J=12.0Hz; J=2.0 Hz, 1H)
Propanoyl
CH 2.63 Sextuplet 43.8
(J=7.0Hz, 1H)
CH; 1.04d 13.9
(J=7.1Hz, 3H)
CH,OH 3,55d 65.2
(J=5.9 Hz, 2H)
C=0 - 176.5
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c.Elucidation de la structure du composé 130109-10

*Analyses physico-chimiques

- Le composé 130109-10 se présente sous forme de poudre jaune.

- Fluorescence sous lampe Wood : Violette, Rg= 0,42 dans le systéeme (Acétate

d’¢éthyle / acide acétique/ acide formique/ H,O : 80 :5 :5 :10)

*Analyses spectroscopiques
Les signaux présents sur le spectre de RMN-"H du composé 130109-10 enregistré dans le
méthanol (Spectre N°c.1) dans la région de protons aromatiques sont en faveur d’un squelette
de type quercétine. En outre, nous observons les signaux de deux protons anomériques a dn=
4.51 ppm et = 5.10 ppm indiquant la présence de deux sucres.
Cette génine flavonique diglycosylée montre un systéme ABX, les signaux dy= 7.66 ppm (d,
J=12.2 Hz, 1H), 8y= 7.63 ppm (dd, J= 8.4Hz, J= 2.2 Hz, 1H) et 8= 6.87 ppm (d, J= 8.4 Hz,
1H) correspondent respectivement avec les protons H-2', H-6' et H-5' du cycle B.
La RMN 'H montre aussi deux signaux a 8= 6.21 ppm (d, J= 2.1Hz, 1H) et a 8y- 6.40 ppm
(d, J= 2.1 Hz, 1H) qui correspondent respectivement aux protons H-6 et H-8 du cycle A de
flavonoide.
Dans le spectre de RMN 'H, on observe deux signaux correspondant & des protons
anomériques a o= 4.51 ppm (d, J=1.5 Hz, 1H) et 64= 5.10 ppm (d, J= 7.5 Hz, 1H) avec des
constantes de couplage caractéristiques de a et 3- configuration, respectivement [9-11].
Le rhamnose est identifié par son proton anomérique qui résonne a o= 4.51 ppm avec une
constante de couplage faible et le doublet du méthyle situé a dp= 1.12 ppm (3H, J= 6.2 Hz).
Les autres protons des sucres sont situés entre 3.26 ppm et 3.80 ppm.
Le spectre du 3C montre bien la présence d’un dioside dont la majorité¢ de ses carbones
résonne entre 67 ppm et 76 ppm. Le spectre c.4 permet 1’observation des signaux a dc=
104.7 ppm et dc= 102.4 ppm correspondant aux protons anomeriques de glucose et rhamnose
respectivement [9]. Le carbone C-6" a d6c= 17.9 ppm est caractéristique du méthyle du
rhamnose.
Le spectre du **C (spectre N°c.2) montre 27 signaux dénombrés et qui ont permis de suggérer
la formule brute C;7H3001s.
Les techniques HSQC, COSY et HMBC permettent 1’attribution de tous les signaux de RMN
du *H et du **C pour le produit naturel 130109-10.
L’expérience HMBC (Spectre N°c.7) permet de déterminer les positions respectives des deux

constituants de la molécule. Le signal a é4= 5.10 ppm (H-1") du proton anomérique du
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glucose est corrélé avec le signal a dc= 135.7 ppm (C-3) de I’aglycone, indique que la
position C-3 de 1’aglycone est glycosylée.

Le signal a 64= 68.7 ppm de C-6" et avec comparaison avec le glucose indique que C-6" est
glycosylé. Le signal 6= 4.51 ppm (H-1"") montre une corrélation avec le signal 3= 68.7 ppm
(C-6") du glucose, indiquant que le rhamnose est attaché a C-6" du glucose par son carbone C-
1.

Ainsi, ces corrélations HMBC observées ont permis de montrer que les deux sucres sont liés
en (C1-C6) et d’identifier le diglycoside comme étant du rutinose (rhamnopyranosyl-(al-6)-
glucopyranoside) et ont attesté que le rutinose est fixé sur la génine quercétine en position 3.
Le composé 130109-10 a donc été identifié comme étant la quercétine-3-O-B-rutinoside,
aussi appele rutine [12]. Cette molécule a été identifiée pour la premiére fois dans Ruta
graveolens (d’ou son nom) et elle est présente dans plus de trente familles de plantes
principalement dicotylédones.

Elle est également trés connue pour ses nombreuses propriétés biologiques notamment
antioedemateuse, anti-inflammatoire, anti-thrombotiques, anti-hypotensive, spasmolytique et
antihémorragique [13].

Les attributions de tous les signaux observés en RMN du *H et du **C sont présentées dans le
tableau 111.6.

OH

H
H
Ho M
OH
o OH
o
H
OH o H
o
H
HQ H
OH
H OH
o
H

H

3-O-B-rutinoside-quercétine
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Tableau 111.6 : RMN du 'H et du **C (400 MHz, 8, J, en Hz ; 100 MHz, 8) du composé 130109-10
dans le CD;0D.

Composé 130109-10
H | &c
Génine 6 (ppm)
2 - 159.4
3 - 135.7
4 - 179.5
5 - 163.1
6 6.21d 100.0
(J= 2.1 Hz, 1H)
7 - 166.1
8 6.40 d 94.9
(J=2.1 Hz, 1H)
9 - 158.6
10 - 105.7
1 - 123.1
2' 7.66 d 117.7
(J= 2.2 Hz, 1H)
3 - 145.9
4 - 149.9
5' 6.87 d 116.1
(J=8.4 Hz, 1H)
6' 7.63 dd 123.6
(J=8.4 Hz, J=2.2 Hz, 1H)
glucose
1" 5.10d (J=7.5Hz, 1H) 104.7
2" 3.47 t (J=9.2Hz, 1H) 75.8
3" 3.41t (J=9.3Hz, 1H) 78.2
4" 3.26 t (J= 9.54 Hz, 1H) 71.4
5" 3.30m 77.3
6" a: 3.38 dd 68.7
(J=10.9 Hz, J= 6.5Hz, 1H)
b: 3.80 dd
(J=10.9 Hz, J= 1.3Hz, 1H)
rhamnose
™ 451d 102.4
(J=1.4Hz, 1H)
2" 3.62 dd (J= 3.40 Hz, J= 1.6Hz, 1H) 72.1
3" 3.53 dd (J= 9.5 Hz, J= 3.4Hz, 1H) 72.3
4" 3.27 t (J= 9.4 Hz, 1H) 73.9
5" 3.45m 69.7
6" 1.12d 17.9
CH;(Rha) (J=6.2 Hz, 3H)
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d. Elucidation de la structure du composé 90109-12x15

*Analyses physico-chimiques
- Le composé 90109-12x15 se présente sous forme de poudre jaune.
- Fluorescence sous lampe Wood : Jaune.
- Ry 0.44 dans le systeme (Acétate d’éthyle/ acide acétique/ acide formique/ H,O : 80
ml/ 5ml/ 5ml/ 10ml).

*Analyses spectroscopiques

Dans le spectre RMN du proton enregistré dans le CD3;0D du composé 90109-12.15 (Spectres
d.1 et d.2), on observe de nombreux pics entre o= 6.0 ppm et o= 7.8 ppm, ce qui laisse
présager la présence de plusieurs noyaux aromatiques dans la molécule. A dy= 5.13 ppm (d,
J= 7.4 Hz), on remarque la présence d’un seul signal susceptible de correspondre a un proton
anomérique d’un seul ose, ce qui est confirmé par la présence dans le spectre de RMN du *C
(Spectres d.3 et d.4) de 5 signaux (6c= 74.7 ppm, 6c = 77.8 ppm, 6c= 72.1 ppm, d¢c= 75.5

ppm, dc= 64.7 ppm) caractéristiques des carbones d’un sucre (Fragment A).

Le spectre de RMN du proton étalé (Spectre d.2) présente des déplacements chimiques
compatibles avec ceux observés pour une quercétine substituée (Fragment B). D’une part: on
observe un systéme ABX a dy= 7.68 ppm (d, J= 2.1 Hz, 1H) et 6= 6.81ppm (d, J= 8.5 Hz) et
dy= 7.55ppm (dd, J=2.1 Hz, J= 8.5 Hz, 1H) attribués respectivement aux protons H-2', H-5'" et
H-6' du noyau B, témoignant ainsi une substitution en 3' et 4".

Un singulet a 4= 6.60 ppm correspondant au proton H-8 du cycle A. La présence d’un
méthoxyle est caractérisée par I’apparition d’un singulet a = 3.90 ppm cela est confirmé par
la RMN du *C (Spectres d.3 et d.4) par I’apparition d’un carbone a 6c= 61.7 ppm. D’autre
part on observe un singulet (2H) a 4= 6.51 ppm correspondant aux protons (H-2"- H-6")
d’un noyau aromatique paradisbstitué (fragment C).

On observe également deux doublets : a dy= 6.12 ppm, Ha (d, J=15.8 HZz) et a 6= 7.37 ppm,
HP (d, J= 15.8 Hz) indiquant la présence de deux protons vicinaux d’une double liaison de
configuration trans. Leurs déplacements chimiques déblindés pourraient étre dis a une

conjugaison de la double liaison avec un carbonyle (Fragment D).
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Fragment A : L’ose

R H
OR, O ORg H Rio
Fragment B Fragment C Fragment D

A partir des structures partielles déterminées par une analyse du spectre RMN 'H et du
carbone 3C, on peut déduire les attributions du carbone & partir des spectres Cosy (*H-'H),
(Spectre d.5), HSQC étalés (Spectres d.6 et d.7) et HMBC étalé (Spectre d.8).

Les spectres RMN 'H d.1 et d.2, permettent d’attribuer les signaux a &= 3.85 ppm (ddd, J=
2.4 Hz, J=9,0 Hz), 5= 4.32 ppm (dd, J= 7.3 Hz et J= 11.9 Hz) et dy= 4.62 ppm (dd, J= 2.4
Hz et J= 11.9 Hz) aux protons H-5", H-6," et H-6," d’un sucre acétylé en 6. Deux multiplets
qui apparaissent a oy= 3.58 ppm et un signal a dy= 3.45 ppm (t, J=9.0 Hz) (Spectre d.7
HMQC étalé) ont été attribues respectivement aux protons H-2", H-3" et H-4" d’un glucose
conformément a ceux de la littérature [9].

L’expérience de corrélation hétéronucléaire a longue distance HMBC étalé (Spectre d.8)
montre un signal du méthoxyle a 6y = 3.9 ppm est corrélé avec le signal C-6 a 6c= 133.4 ppm
de I’aglycone, indiquant que le groupement méthoxyle est attaché a la position C-6.

L’HMBC permet aussi d’établir les liaisons entre les différents fragments A, B, C, D
déterminés. En effet le spectre HMBC du composé 90109-12x15 montre d’une part une tache
de corrélation correspondant au doublet a dy= 7.37 ppm attribué a H-p et aux signaux a &¢c=
115.6 ppm et a 6c= 122.3 ppm attribués aux carbones C-2" et C-6" et d’autre part une tache
de corrélation correspondant au doublet a 6= 6.12 ppm attribué a H-a et au signal a d¢c=
127.4 ppm attribué au carbone quaternaire C-1", cela permet de lier le fragment C au
fragment D.

D’autre part, on observe un doublet dédoublé mal résolu a 6,52 ppm (dd, J=8,0; J=1,4 Hz,
1H) attribué & H-6""" qui s’interpénétrent avec un autre doublet apparaissant a 6,50 ppm (d,
J=8,0Hz, 1H) attribué¢ a H5’*’caractéristiques d’un noyau caféique, le proton H2’*’ apparait
sous forme de singulet large a 6,70 ppm.

On peut aussi distinguer deux taches de corrélations correspondants aux protons a, p couplés
au carbone quaternaire résonnant a un champ faible a 5¢c= 169.1 ppm, indiquant qu’il s’agit

d’un carbone d’un carbonyle d’une fonction ester.
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Le carbone en question est également corrélé aux protons résonnant a dp= 4.32 ppm et
dy= 4.62 ppm correspondant aux protons H-6," et H-6," confirmant ainsi le carbone acétylé
du glucose (Fragment A).

Finalement on peut déterminer la position de la jonction de ce fragment avec la quercétine a
travers une tache de corrélation correspondant au proton anomérique couplé au carbone dont
le signal apparait a dc= 157.3 ppm indiquant une glycosylation en position 7.

L’absence d’autres signaux dans le spectre RMN 'H permet d’identifier les positions 3" et 4™

a des hydroxyles.

La structure du composé 90109-12.15 est donc établie comme étant 7-O-[6-O-caffeoyl-

glucosyl]-6-méthoxyquercétine.

OH

7-O-[6-O-caffeoyl-glucosyl]-6-méthoxyquercétine.

Les déplacements chimiques observés en RMN du *H et du *3C sont présentés dans le tableau
I1.7.

156



Tableau I111.7 : RMN du H et du *C (400 MHz, 6, J en Hz; 100 MHz, §) du composé
90109-12x15 dans le CD;0D.

Composé 90109-12x15
1H ‘ 13C
Génine o (ppm)
2 - 148.9
3 - 137,3
4 - 177.3
5 - 152.9
6 - 133,4
7 - 157.3
8 6.66 (s) 95.2
9 - 153,1
1 - 106,7
1 - 123.9
2' 7.68d 116.3
(J=2.1 Hz, 1H)
3 146.1
4' - 148.8
5' 6.81d 116.2
(J=8.5Hz, 1H)
6" 7.55 dd 122.0
(J=2.1 Hz, J=8.5 Hz, 1H)
OCHg; 39s 61.7
(3H)
Glucose
1" 5.13d 101.6
(J=7.4 Hz, 1H)
2" 3.58m 74.7
3" 3.58m 77.8
4" 3.45t 72.1
(J=9 Hz, 1H)
5" 3.851td 75.5
(J=2.4 Hz, J=9 Hz, 1H)
6" a:4.32dd 64.7
(J=11.9, J=7.3 Hz, 1H)
b:4.62dd
(J=2.4 Hz, J=11.9 Hz, 1H)
Caffeoyl
o 6.12d 114.5
(J=15.8 Hz, 1H)
B 7.37d 147.5
(J=15.8 Hz, 1H)
1 - 127.4
2" 6.70 s large 115.6
(1H)
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3" - 146.5

4 - 1495

5 6,50 d (J=8,0 Hz, 1H) 116.5

6" 6.52 dd (J= 1,4. 8,0 Hz) 122.3
(1H)

CO - 169.1
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Spectre d.1 : Spectre RMN *H du composé 90109-12x15 (400 MHz, CD;0D).
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e. Elucidation de la structure du composé 130109-12a23
*Analyses physico-chimiques

- Le composé 130109-12a23 se présente sous forme de poudre jaune.

- Fluorescence sous lampe Wood : Jaune.

- Ry 0.44 dans le systeme (Acétate d’éthyle/acide acétique/acide formique/ H,O: 80 :5:

5:10).

*Analyses spectroscopiques
Le spectre de RMN *H enregistré dans le CD;OD du composé 130109-12423 (Spectres e.1)
permet d’observer une ressemblance avec le produit précédent (90109-12x15) identifié
comme étant : 7-O-[6-O-caffeoyl-glucoside]-6-méthoxyquercétine.
On observe de nombreux pics entre dp= 6.0 ppm et dy= 7.8 ppm, ce qui laisse présager la
présence de plusieurs noyaux aromatiques dans la molécule.
Le signal du carbone anomérique et les signaux des cinq carbones caractéristiques d’un sucre
confirment la présence d’un glucose : (6c= 99.6 ppm, dc= 74.8 ppm, dc = 75.8 ppm, dc= 72,1
ppm, dc= 75.8 ppm et 6c= 65.2 ppm) attribués respectivement aux carbones C-1", C-2", C-3",
C-4", C-5"et C-6".
Le spectre de RMN du proton étalé (Spectre e.2) présente des déplacements chimiques
compatibles avec ceux observés pour la quercétine. En effet, on observe un systéme ABX a :
-dy=7.72 ppm (d, J= 2.1 Hz, 1H) attribué a H-2".
- d4= 6.83ppm (d, J= 8.5 Hz, 1H) attribue a H-5".
- d0y= 7.6 ppm (dd, J= 2.1 Hz, J= 8.5 Hz, 1H) attribue a H-6".
- Une substitution en 3" et 4'.
La présence d’un méthoxyle est caractérisée par 1’apparition d’un singulet a o= 3.89 ppm,
cela est confirmé par la RMN du **C (Spectre ¢.2) par I’apparition d’un carbone & &c= 61.6
ppm.
D’autre part et sur les mémes spectres, on observe deux doublets a 6= 6.53 ppm (d, J= 8.2
Hz, 1H) et a oy= 6.76 ppm (d, J= 1.7 Hz, 1H) correspondant aux protons H-5"et H-2" et un
doublet de doublet a 6p= 6.57 ppm correspondant a H6™ (dd, J= 1.7, J= 8.2 Hz, 1H)
caractéristiques d’un noyau aromatique caféique.
Ces données additionnées supposent la présence d’un cycle aromatique substitué par deux
groupements hydroxyles en C3" et C4™ et comportant 3H attribués respectivement a 2", 5™ et
6").
On observe également deux doublets : a 6= 6.17 ppm, Ha. (d, J= 15.8 Hz, 1H) et a dy= 7.42
ppm, HB (J= 15.8 Hz, 1H) indiquant la présence de deux protons vicinaux d’une double
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liaison de configuration trans. Par ailleurs, le spectre RMN *3C (spectre e.2) montre entre
autre la présence d’un groupement (C=0) d’ester conjugué a é¢c= 169,1 ppm.

Le spectre de 1’analyse HMBC (spectre e.11) montre des taches de corrélation entre les
protons du groupement CH=CH et le carbone de I’ester permettant ainsi de les relier et
confirmant la conjugaison du carbonyle de I’ester et de la double liaison formant ainsi un
groupement caffeoyl. Sur ce méme spectre on observe des taches de corrélation nettes entre le
carbone du carbonyle (6c= 169,1 ppm) et les protons H-6"a (64= 4.38 ppm) et H-6"b (o=
4.65 ppm) du glucopyranosyle menant ainsi & une jonction entre 1’oxygene en C-6" du
glucose et le groupement caffeoyle.

Le spectre de ’expérience HMBC (spectre e.10) permet aussi de constater une corrélation
entre le proton anomérique du glucose (6= 5.36 ppm) et le carbone a 6c = 157.1 ppm attribué
a C-7. Ce qui impose la substitution de ce noyau par le groupement 6" caffeoyl-O-B-D-
glucopyranosyle.

Les spectres HMBC e.8-e.10 montrent la présence d’un groupement méthyle a (o= 1.22
ppm) corrélé avec un carbone tertiaire dc= 43.7 ppm d’une fonction CH, avec un carbone a
dc= 65.3 ppm d’une fonction CH,OH et avec un groupement carbonyl C=0 a dc= 175.7 ppm.
Ce dernier montre aussi une jonction avec I’oxygene en C2" du glucose (64=5.14 ppm), ce qui
confirme la présence d’un groupement propanoyl attaché en position 2" du glucose.
L’ensemble de ces données mene a la structure suivante, isolée et rapportée pour la premiére
fois d’une source végétale, on peut la nommer:
7-0O-[6-O-caffeoyl-2-O-(3-hydroxy-2méthylpropanoyl)-glucoside]-6-méthoxyquercétine

OH

OH

7-0O-[6-0O-caffeoyl-2-O-(3-hydroxy-2méthylpropanoyl)-glucoside]-6-méthoxyquercétine

Le tableau 111.8 rassemble les données spectroscopiques relatives a cette molécule.
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Tableau 111.8 : RMN du *H et du **C (400 MHz, 5, J en Hz ; 100 MHz, §) du composé¢ 130109-

12a23 dans le CD;0D.

Composé 130109-12a23

1H | 13C
Génine 0 (ppm)
2 - 149.1
3 - 137.5
4 - 177.5
5 - 153.3
6 - 133.7
7 - 157.1
8 6.77 s 95,4
9 - 152.9
10 - 107.0
1 - 124,0
2' 7.72d 116.3
(J=2.1Hz, 1H)
3 - 146.2
4 - 149,1
5' 6.83d 116.3
(J=8.5Hz, 1H)
6' 7.6 dd 122.0
(J=2.1 Hz, J=8.5 Hz, 1H)
O-CHj5- (Cy) 3.89 s (3H) 61.6
Glucose
1" 5.33d 99.6
(J=7.9Hz, 1H)
2" 5.14 t 74.8
(J=9.4 Hz, 1H)
3" 3.78 t (J=9.3 Hz, 1H) 75.8
4" 3.56 t (J=9.3 Hz, 1H) 72.1
5" 3.89m 75.8
a:4.35dd
(J=12.0,J=7.1 Hz, 1H)
6" b:4.66dd 65.2
(J= 2.3 Hz, J= 12.0 Hz, 1H)
Caffeoyl
o 6.17 d 1145

(J= 15.8 Hz, 1H)
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B 7.42d 147.7
(J=15.8 Hz, 1H)

1" - 127,4

2" 6.76d (J= 1.7 Hz, 1H) 115.6

3" - 146.6

4" - 149.5

5" 6.53d 116.6
(J=8.2 Hz, 1H)

6" 6.57 dd 122.4

(J=1.7 Hz, J=8.2 Hz, 1H)
CO - 169.1
Propanoyl

CO (Cy) - 175.7

CH Sextup, 2,71 ppm 43.7
(J= 6.20 Hz, 1H)

CH3 1.16 d (3H) 14.0
(J= 7.0 Hz, 3H)

CH,0OH Ha= 3,78 dd (J=6,6 Hz ; J=10,9Hz) 65.3

Hb=3,65 dd (J=5,9 Hz ; J=10.8 Hz)

de l'ose
OH H\Z' J\ __\
W b S A
, o G Elelsel ERE fefe A B ERR

Spectre e.1: Spectre RMN *H du composé 130109-12423 (400 MHz, CD,0D)
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IV. Résultats de I’évaluation de D’activité antioxydante des extraits des plantes et des
produits purs isolés.

IV.1 Matériel Végétal

Durant cette étude, nous avons travaillé sur les deux extraits bruts butanolique et acétate
d’éthyle d’Asteriscus maritimus et Chrysnthemum trifurcatum ainsi que les cinq produits

majoritaires purs de la phase butanolique d’Asteriscus maritimus :

150109-10 6-méthoxy-7-O-B-glucoside quercétine

130109-10 3-O-B-rutinoside quercétine

130109-19 a 23 | 7-O-[6-O-caffeoyl-2-O-(3-hydroxy-2méthylpropanoyl) glucoside]-6-
méthoxyquercétine

21b0109-21a23 | 6-méthoxy-7-0O-B-[-6-O-(3-hydroxy-2méthylpropanoyl) glucoside]
quercétine

090109-12x15 | 7-O-[6-O-caffeoyl-glucoside]-6-méthoxyquercétine

V.2 Mesure de ’activité anti-oxydante

IV.2.1 Test d’activité anti DPPH

*Principe

Le test présenté dans ce chapitre va nous permettre d’évaluer 1’activité anti-oxydante des
extraits bruts des deux plantes et cing produits purs. Le principe est de mesurer leur capacité
a inhiber le radical stable — 1,1-Diphényl-2-Picryl-Hydrazyl ou DPPH (Figure 1V.1).

N— N'@iNOZ
O,N

Figure IV. 1 : Formule du radical DPPH

Ce radical est souvent utilis€ pour estimer 1’activité antioxydante de nombreux composés,
dont les composées phénoliques.
La premiére étape de la réaction est la capture d’un atome d’hydrogéne du composé

phénolique par le radical DPPH, pour donner du diphénylpicrylhydrazine et un radical
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phénoxy (Figure IV.2). Cette étape est la premieére d’une série de réactions telles que des
fragmentations, additions ou autres qui peuvent éventuellement influencer les résultats

obtenus, notamment les cinétiques de la capture du DPPH par le composé testé.

O,N OH O,N o
N—N* NO, + —_— N _l?l NO, +
H
O,N O,N
DPPH phénol diphénylpicryhydrazine phénoxy

Figure 1V.2 : Réaction du radical DPPH avec un phénol.

L’utilisation du DPPH présente plusieurs avantages :

v Il forme un spectre caractéristique en RPE qui est facilement détectable.

v |l est stable au cours du temps.

v Il est compatible avec tous les solvants utilisés lors de notre étude.
Le signal de réaction est obtenu en mélangeant, a volume égal, une solution éthanolique du
radical DPPH (5.10*M) avec le solvant des fractions étudiées. La double intégral du signal
obtenu est proportionnelle a la quantité de radicaux libres présents dans la solution. Une
nouvelle mesure, effectuée avec la solution du radical DPPH et 1’extrait a tester (1:1), a pour
effet de diminuer le nombre de radicaux libres et entrainer donc une baisse du signal (Schéma
IV.3). Une nouvelle mesure de la double intégrale du signal permet la quantification de
I’activité antioxydante [1,2].
Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition du signal de référence. Il est

déterminé par la formule suivante :

(ref-extrait)

(ref-bdf)

% inhibition =

Dans cette formule,
ref : représente la double intégrale du signal de référence composé du mélange DPPH et du

solvant.
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extrait : est la double intégrale du signal correspondant a la mesure qui se compose de DPPH

et de I’extrait de plante.

bdf : est la mesure du bruit de fond occasionné par le solvant seul (sans DPPH).

Chaque mesure est effectuée a trois reprises.

[Vit E] = 60 yM

——— AN e——

[Vit E] = 90 pM
10G.

Figure 1V.3 : Evolution du spectre RPE du radical du DPPH
dans L’éthanol en fonction de différentes concentrations de vitamine E.

Lorsque cette manipulation est effectuée a différentes concentrations d’extraits étudiés, la
trace d’une courbe % inhibition en fonction de la concentration permet la détermination de la
Clsp, concentration permettant I’inhibition de 50% du signal de référence.

L’erreur relative sur la détermination de I’inhibition est calculée & partir de la formule

suivante :

AR AE
Al E-B E

| (R-E)(R-B) R R-E E

AI/I, AR/R, AE/E sont les précisions respectives sur 1’inhibition, la référence 1’extrait. | est la
mesure de I’inhibition, E celle de 1’extrait, R celle de la référence, B celle du bruit de fond.

La réduction du radical DPPH induit un changement de couleur du violet au jaune, qui peut
étre suivi facilement par spectrophotométrie en mesurant la décroissance de 1’absorption a
517 nm [3-5].

174



Toutefois, malgré la précision de cette technique, les mesures faites par RPE restent plus
sensibles et permettent de travailler avec des quantités plus faibles de produits.

*Mode opératoire

a. Réaction

Nous mélangeons 50ul de solution éthanolique de DPPH (5. 10*M) et 50ul d’extrait de
plantes a concentrations variables (solvant différent selon 1’extrait). Le mélange est agité
vigoureusement a 1’aide d’un agitateur pendant 5 secondes, introduit dans un microtube en
quartz de 100l puis placé dans la cavité de mesure de la RPE. La mesure est effectuée
3 minutes apreés que les réactifs aient été mis en présence.

b. Mesure

Le spectre RPE caractéristique du radical DPPH est mesuré a I’aide du spectrometre ESP300E
Brucker. Les parametres de mesures sont les suivants :

- modulation de fréquence : 100 kHz

- fréquence micro-onde : 9,78 GHz

- puissance micro-onde : 4 mW

- modulation d’amplitude : 1,97 G

- temps de conversion : 5,12 msec

- constante de temps : 11 msec

Le gain doit étre modifié en fonction des solvants utilisés. Les mesures sont effectuées a
température ambiante. Le spectre obtenu est la somme de deux balayages successifs, ceci afin

d’augmenter le rapport signal/bruit.

IV.3. Mesure du taux de polyphénols

Afin de déterminer la quantité de polyphénols totaux présents dans les extraits bruts de
plantes étudiées, nous avons utilisé la méthode de Folin-Ciocalteu [6,7].

*Principe

Les polyphénols, mis en présence du carbonate de sodium, conduisent a une forme ionisée,
I’ion phénolate. Par ajout du réactif de Folin-Ciocalteu ou réactif phosphomolybdotungstique
(mélange d’acides phosphotungstique et phosphomolybdique) 1I’ion phénolate est oxydé puis
simultanément réduit en donnant une solution colorée bleue dont on détermine 1’absorbance.
*Mode opératoire

Pour effectuer ces mesures, nous avons suivi le protocole décrit dans la Pharmacopée

Européenne 2001. Cette méthode de mesure va nous permettre d’évaluer la quantité de
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polyphénols totaux, contenus dans les extraits étudiés. Le taux de ces composés est déterminé
par rapport a une solution témoin de pyrogallol.

Pour chaque extrait de plante, nous avons préparé 25ml de solution mére contenant environ 50
mg (my/10) d’extrait.

Rq : La méthode que nous avons utilisée est basée sur un mode de calcul prenant en compte
la concentration massique des composés a doser. Afin de diminuer les quantités de produit
nécessaire a ce dosage, nous avons réalisé les solutions meres dans un volume dix fois
inférieur & celui préconisé par le protocole original. Pour cette raison, nous devrons, lors du
calcul final, multiplier par dix les masses d’extraits initialement pesées.

a. Détermination de I’absorbance des polyphénols totaux

Afin de déterminer le taux de polyphénols totaux, il faut dans un premier temps réaliser une
dilution au 1/5 de la solution mere d’extrait de plante. Puis, 2ml de cette solution sont
prélevés et introduits dans une fiole. On ajoute a cette solution 1ml de réactif
phosphomolybdotungstique (Folin-Ciocalteu) et 10ml d’eau distillée. Pour finir, on ajoute au
mélange 12 ml d’une solution de carbonate de sodium a 290g/1 réalisée dans 1’eau distillée.
Apres agitation, le mélange est laissé au repos a I’abri de la lumiere pendant 30 minutes. Au
bout de ces 30 minutes, ’absorbance (Atx) de la solution est mesurée a 760nm au
spectrophotometre en utilisant I’eau comme liquide de compensation.

b. Mesure de I’absorbance du témoin pyrogallol

La premiére étape consiste a réaliser une solution mere de pyrogallol a 50mg de pyrogallol
(my) dans 100ml d’eau distillée. Cette solution mére est ensuite diluée au 1/20. On mélange
ensuite dans une fiole 2ml de la solution de pyrogallol (au 1/20), 1ml de réactif de Folin-
Ciocalteu, 10ml d’eau distillée et 12ml de solution de carbonate de sodium a 290g/I.

Le meélange est agité puis son absorbance (Ap) est mesurée a 760nm apres 30 minutes de
repos a 1’abri de la lumicre.

c. Mode de calcul

Une formule prenant en compte la masse des extraits de plante utilisée ainsi que la masse et
les caractéristiques physico-chimiques du pyrogallol va nous permettre de calculer
directement le pourcentage de chacun des éléments recherchés.

Le pourcentage de polyphénols totaux présents dans un extrait exprimé en équivalent

pyrogallol est calculé par la formule suivante :
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(62 5 X Arx X mz)

Polyphénols totaux (%) =
(Ap X m]_)

Dans cette formule les masses m; et m, sont exprimées en grammes.

V.4 Détermination de ’activité antioxydante

Le premier test consiste a mesurer la capacité des extraits et les produits purs a inhiber le
radical stable DPPH. Il permet de mesurer le pouvoir réducteur des extraits. La mesure est
effectuée par RPE, 3 minutes apreés que le mélange de ’extrait étudié et d’une solution
éthanoliqgue de DPPH ait été réalisé. Les résultats sont exprimés en termes de Cls,
concentration permettant d’inhiber 50% du signal de référence. Le signal de référence est la
mesure du signal obtenu lors du mélange de la solution de DPPH et du solvant dans lequel les
extraits et le produit pur ont été solubilisés (ici, I’eau distillée).

Le second test consiste a déterminer la teneur en composés phénoliques des extraits bruts de
plantes. Cette mesure a été effectuée par la méthode de Folin-Ciocalteu. Les valeurs mesurées
sont exprimées en g/100g d’extraits et sont déterminées par rapport a un composé de

référence, le pyrogallol.

IV.4.1. Tests d’activité antioxydante

IVV.4.1.1. Inhibition du radical DPPH

Nous avons déterminé la Clsp d’extraits des plantes et les produits purs. D’une part, nous
pourrons ainsi comparer leurs activités avec les molécules de référence, quercétine et vitamine
E. D’autre part, nous allons essayer d’établir une relation entre I’activité antioxydante et le
taux de composés phénoliques.

Les valeurs des Clso sont présentées dans le tableau IV.1. Les Clso de la quercétine, et de la

vitamine E, sur le test DPPH, sont également données sur le méme tableau (IV.1).
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Tableau V.1 : Clsg des extraits bruts et les produits purs pour le test antioxydant

Clsp DPPH (ug/ml)
Extrait butanolique d’Asteriscus maritimus 45+0.5
Extrait a.d’éthyle de Chrysnthemum 199+ 2.2
trifurcatum
130109-10 288+14
130109-19x23 12,1+19
150109-10 134+24
90109-12x15 13,2+0,4
21b0109-21x23 15,1+0,6
Quercétine 12
Vitamine E 25

Pour ce test, des composés de référence comme, la vitamine E ou la quercétine ont une Clsg
de 0,025 mg/ml et 0,012 mg/ml, respectivement.

Les figures suivantes représentent 1’effet inhibiteur de ces extraits et les cing produits purs sur
le radical DPPH.

100,0

90,0 1 =
Clso= 0.199 + 0.0022 mg/ml
80,0 | 50 g/

70,0
60,0
50,0 e

40,0 /Q{
30,0 -

//
20,0 /
10,0

0,0

inhibition (%)

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4 0,45 0,5 0,55 0,6 0,65 0,7 0,75 0,8

[Chrysanthemum trifurcatum] en mg/ml

Figure 1V.4 : Effet inhibiteur de D’extrait ac. d’éthyle du C. trifurcatum sur le radical DPPH.
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Figure IVV.5 : Effet inhibiteur de 1’extrait butanolique d’A. maritimus sur le radical DPPH.
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Figure 1V.6 : Effet inhibiteur du produit 130109-10 sur le radical DPPH.
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Figure 1V.7 : Effet inhibiteur du produit 150109-10 sur le radical DPPH
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Figure 1V.8 : Effet inhibiteur du produit 130109-19x23 sur le radical DPPH
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Figure 1V.9 : Effet inhibiteur du produit 90109-12x15 sur le radical DPPH.
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Figure 1V.10 : Effet inhibiteur du produit 21b0109-21x23 sur le radical DPPH
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IV.4.1.2. Détermination du contenu des extraits en composés phénoliques

Ce taux a été déterminé par la méthode de Folin-Ciocalteu, en utilisant comme standard le
pyrogallol. Les résultats de ces mesures sont répertoriés dans le tableau IV.2.

Tableau 1V.2: Taux de composés phénoliques des extraits butanoliques de deux plantes

étudiées.
Extrait Composés Phénoliques Clsy DPPH
(9/100g équiv.Pyrogallol) (ng/ml)
C. trifurcatum 07.23+0.3 199+ 2.2
A. maritimus 21.24 +0.2 4505

Le tableau 1V.2 nous montre la quantité de composés phénoliques des extraits. Ce taux de

07.23 et 21.24 g/100g (C. trifurcatum et A. maritimus, respectivement).

Les polyphénols sont un groupe important de composés pharmacologiquement actifs
possedant une activité antioxydante [8].
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IV.5. Discussion des résultats

Pour cette étude, nous avons émis 1’hypothése que les plantes étudiées pouvaient étre une
source potentielle d’antioxydants naturels. Les résultats observés lors des tests antioxydants
ont confirmé cette hypothese. Nous avons observé que les extraits des deux plantes et les cing
flavonoides sont capables d’inhiber le radical stable DPPH. Les plus efficaces d’entre eux
présentent une activité trés proche, a certains antioxydants de référence tels que la vitamine E
ou la quercétine.

Les profiles d’activité antiradicalaire obtenus (Figures IV.4 et 1V.5) révelent que 1’extrait
d’Asteriscus maritimus comparé a I’extrait de Chrysanthemum trifurcatum est de loin le plus
actif, les Clsode chacun des différents extraits ont été déterminées (Tableau 1V.2).

A des fins comparatives deux antioxydants standards sont utilisés, la quercétine et la vitamine
E. Leur activité antiradicalaire est trés puissante, les Clsg sont de ’ordre de 12 pg/mg et
25ug/mg respectivement.

L’activité antiradicalaire manifestée par I’extrait brut d’Asteriscus maritimus avec une Clsg
de l’ordre de 45 pg/mg est seulement 2 a 3 fois moins active que la vitamine E et la
quercétine, interprétée aussi par une action combinée des différents antioxydants endogenes
contenus dans I’extrait et elle est relative avec la teneur en flavonoides et en composés
phénoliques (21.24 g/100g équiv.Pyrogallol). On a constaté qu’il y a une corrélation et une
relation linéaire entre la teneur de cet extrait en flavonoides et en polyphénols totaux et
I’activité antioxydante. Ceci est logique dans le fait que la majorité des propriétés
antioxydantes des plantes leur sont attribuées. L’activité est inversement proportionnelle a la
Clso.

Le Chrysanthemum trifurcatum représente 1’extrait le mois actif avec une Clsg de 1’ordre de
199 ug/mg c-a-d. 8 a 16 fois moins actif que la vitamine E et la quercétine. L’effet mois
important de cet extrait est fort probablement attribué a sa teneur faible en flavonoides et en
polyphénols (07.23 g/100g équiv. Pyrogallol).

En comparaison avec les antioxydants standards, les cinq flavonoides isolés d’Asteriscus
maritimus testés séparemment s’avérent micux actifs comme piégeurs du radical DPPH par
rapport a ’extrait brut de la plante. Leur activité antiradicalaire présente des valeurs de Clsg
importantes et trés prometteuses, dont trois ont présenté des valeurs égales ou trés proches de
la valeur de la quercetine : (Clsp=12,1; 13,2 et 13.4 ug/ml) attribuées respectivement aux :
7-O-[6-0O-caffeoyl-2-O-(3-hydroxy-2méthylpropanoyl) glucoside]-6 méthoxyquercétine ; 7-

O-[6-O-caffeoyl-glucoside]-6-méthoxyquercétine et 6-méthoxy-7-O-B-glucoside quercétine.
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Les valeurs de ces trois produits sont deux fois plus actives que la vitamine E ayant une valeur
de 25ug/mg.

Leproduit 6-méthoxy-7-0O-B-[-6-O-(3-hydroxy-2méthylpropanoyl) glucoside] quercétine
présente une valeur de 15.1 ug/mg, proche aussi de la valeur de la quercétine, cette méme
valeur reste meilleure une fois et demi par rapport a celle de la vitamine E.

Le produit (3-O-B-rutinoside quercétine) présente une valeur de I’ordre de 28,8 pug/mg c.-a-d
proche a celle de la vitamine E et mois actif deux fois et demie seulement par rapport a la

Quercétine.

En effet, les composés phénoliques et plus particulierement les flavonoides sont reconnus
comme des substances potentiellement antioxydantes ayant la capacité de piéger les espéces
radicalaires et les formes réactives de 1’oxygene, 1’effet scavenger des flavonoides est attribué
a leur faible potentiel redox qui les rend thermodynamiquement capable de réduire les
radicaux libres (Re) par un transfert d’atome d’hydrogéne a partir des groupements hydroxyle.
Cette réaction donne naissance au radical aroxyle (FLO¢) et a la molécule radicalaire rendu
stable (RH), le FLOe subira par la suite un réarrangement structural permettant la
redistribution de ’¢lectron célibataire sur le cycle aromatique et la stabilisation de radicaux

Aroxyle [9].

L’efficacité antiradicalaire de nos produits testés est due principalement a la présence des
sites potentiels au sein de leurs structures, qui restent nécessaires a 1’obtention d’une activité
antioxydante optimale et de I’effet scavenger vis-a-vis du radical DPPH. En effet Plusieurs
travaux ont montré la mise en évidence de certaines relations entre la structure chimique du
flavonoide et 1’activité anti-oxydante et ont étudie la cinétique et le mécanisme réactionnel
des flavonoides avec ce radical stable.

Ces €eléments structuraux ont été établis par plusieurs auteurs [10, 11, 12], 1l s’agit de:

e la présence d’une fonction catéchol sur le cycle B. La configuration des hydroxyles du
noyau B est le paramétre structural le plus significatif de I’activité antioxydante. Les
radicaux phénoxy sont stabilisés par la présence d’un hydroxyle en ortho de celui qui a
cédé son atome d’hydrogene. En effet, cette stabilité résulte de la délocalisation de
I’€électron non apparié et de la formation d’une liaison hydrogene.

e La présence d’un motif énone dans le cycle C.

e La double liaison entre C2 et C3 et la fonction carbonyle en C4 permet une
délocalisation électronique stabilisante du radical phénoxy.
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e la présence de groupement hydroxyle en position 3.
Amic¢ et collaborateurs en 2003 [13] ont mis en évidence la relation structure-fonction de 29
flavonoides (flavones, flavonols et flavanones) et leurs capacités de piéger le DPPH. Les
résultats de cette étude ont montré que les flavonoides les plus efficaces sont ceux qui
renferment des groupements 3',4'-dihydroxy sur le cycle B et/ou un groupement 3-OH sur le
cycle C.
La présence du groupe hydroxyle 3-OH lié a la double liaison C-2=C-3, et son emplacement
adjacent au groupement carbonyle de I’hétérocycle (C) en position C-4 est exige pour la
grande efficacité de 1’activité anti-oxydante [14]. Cette activité atteint son maximum quand le
noyau B est substitué par un systéme orthodihydroxyle [15].

e [a présence d’un groupe hydroxyle en position 5 peut aussi contribuer a I’effet

antioxydant dans le cas des isoflavones [16]
e L’O-méthylation des substituants hydroxyles du squelette flavonique réduit I’activité
antioxydante des flavonoides [17, 18]

La glycosylation ou la méthylation de 1’hydroxyle en position 3 des flavonols conduit a une
diminution importante de ’activit¢ antioxydante. Cet effet est moins marqué lorsque les
autres groupements phénoliques sont substitués. La présence d’un groupement hydroxyle en
position 3 renforce donc les propriétés antioxydantes dans le cas ou le cycle C est insature.
Toutes les propriétés citées précédemment ont conféré probablement a nos produits cette
efficacité remarquable d’activité antiradicallaire.
En plus, on note que deux de nos produits les plus efficaces présentent des groupements acyls
portés par leurs oses esterifiant la position 7 de la génine, ce qui renforce et explique encore
leur efficacité. Il s’agit de :
«7-0O-[6-O-caffeoyl-2-O-(3-hydroxy-2méthylpropanoyl) glucoside]-6méthoxyquercétine
«7-0-[6-O-caffeoyl-glucoside]-6-méthoxyquercétine
En effet, il a été principalement rapporté par Saija et al., [19] que I’acylation de la quercétine
sur le groupe hydroxyle en position 3 avec différentes chaines aliphatiques (acétate,
propionate, palmitate) ne masque pas 1’activité de piégeage de radicaux libres de la molécule
parent.
Mieux encore, Mellou et al., [20] ont observé que les dérivés acylés de la chrysoeriol-7-O-p-
D-(3’’-E-p-coumaroyl)-glucoside et de la chrysoeriol-7-[6°"’-O-acetyl-3-D-allosyl-(1—2)-B-
D-glycoside] ont une activité antimicrobienne et antioxydante plus importante que les

molécules parents.
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L’introduction d’un résidu acyle a un flavonoide pourrait modifier la conformation de ce
dernier. En effet, Figueiredo et al., [21] ont observeé des interactions intramoléculaires entre le
noyau pyrylium central d’un anthocyane acylée et les deux dérivés cafféyles. De méme, la
modélisation moléculaire de dérivés glycosylés et acylés (triméthoxybenzoyle) de la
quercétine a conduit a des interactions de type Van der Waals et hydrophobiques entre les
cycles A et triméthoxybenzoyle pour le dérivé glycosylé de la quercétine [22]. Des
interactions similaires entre les cycles aromatiques de la génine et ceux de la partie acyle ont
aussi été décrites pour ’ester de la chrysine et de 1’acide p-methoxycinnamique (Figure
IV.11).

Plusieurs auteurs ont remarqué que I’activité antioxydante était améliorée lorsque la molécule
possédait les éléments structuraux cités précédemment et une planéité de la molécule. En
effet, I’efficacité de 1’antioxydant ne dépend pas seulement de la stabilité du radical phénoxy,
c'est-a-dire de son nombre de liaisons hydrogénes mais aussi des effets de conjugaison et de
résonance.

Ces éléments structuraux et la structure plane conduiraient probablement a la formation d’un
radical stable en raison de nombreux groupes phénoliques et d’une délocalisation €lectronique
étendue entre les différents noyaux, une délocalisation importante a été corrélée avec une

bonne activité anti-oxydante [23].

Figure V.11 : Structure optimisée d’énergie minimale du
p- méthoxycinnamate de chrysine [9]

186



Au niveau cellulaire, les groupements hydroxyles en position 3, 5, 7, 3°, 4’ participent dans
I’inhibition de la peroxydation lipidique [24]. La capacité antioxydante des flavonoides
revient a leur aptitude a former des chélates métal-ion, par 1’ensemble (3-hydroxy, 4-0xo), (5-
hydroxy, 4-oxo) ou orthodihydroxy sur le cycle B (3°,4’-OH) (Figure 1.6, page 81) [25].

Les groupes hydroxyles 5-OH, 7-OH, et la double liaison C-2=C-3 qui sont des sites
potentiels de réactivité, sont essentiels pour 1’activité inhibitrice des flavonoides de I’enzyme
Xanthine-oxydase et du radical peroxyde produit par ce dernier [26].

On note, les composés phénoliques agissent généralement comme antioxydants a faible
concentration, mais a forte concentration ils peuvent devenir prooxydants par leur

autooxydation conduisant a la formation de semiquinone et du radical superoxyde [27, 28].

A la fin, pour mieux évaluer le pouvoir antioxydant de I’extrait brut de la plante Asteriscus
maritimus ou de ses flavonoides isolés, des études similaires in vivo seraient intéressantes et
plus prometteuses visant des marqueurs biologiques tels que 1’évaluation de la peroxydation
lipidique et les enzymes antioxydantes plasmatiques et érythrocytaires. De méme, des études
approfondies sur la pharmacocinétique et la pharmacodynamique de ces principes actifs

seraient utiles pour la détermination des doses préventives et thérapeutiques.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

La flore Algérienne est I’une des plus riches au monde et posséde de nombreuses plantes
utilisées en médecine traditionnelle. Parmi elles, quatre plantes ont fait I’objet de notre étude
phytochimique et des activités biologiques.

A partir des résultats de I’analyse chimique des deux huiles par GC et GC-MS, on a pu mettre
en évidence une variabilité au niveau de la composition chimique, donnant naissance a deux
chimiotypes a deux chymotypes différents (Eucalyptus globulus a cinéole et Smyrnium
olusatrum a sabinéne).

20 composés, représentant 98,3% de I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus ont été
identifiés. Cette huile est majoritairement composee de 1,8-cinéole (48,6%), a-pinene (9,7%)
globulol (10,9 %), trans-pinocarvéol (10,7 %) et a-terpinéol (6,6%).

Ces composés ont déja été identifiés comme constituants des HE d’Eucalyptus.

La prédominance du monoxyde terpénique 1,8-cinéole est en accord avec les résultats obtenus

pour les huiles du méme genre (a cinéole).

33 composes, représentant 94,3% de 1’huile essentielle de Smyrnium olastratum ont été
identifiés. Cette huile est majoritairement composée de sabinéne (27.1%), curzerene (13.7%),
methyl-1-benzyl-2-oxocyclooctane (12.3%), a-pinene (7.2%), cryptone (7.1%) et B-pinéne
(5.7%).

Il apparait que notre huile étudiée est différente de celles décrites dans la littérature, trois
composés seulement (curzerene, a-pinene et B-pinéne) ont déja été identifiés comme
constituants des HE de Smyrnium, les composants restants (sabinéne, methyl-1-benzyl-2-

oxocyclooctane et cryptone) caractérisent exclusivement notre huile.

L’activité antimicrobienne, a été évaluée en utilisant une gamme de microorganismes afin de
donner une idée sur 1’étendu du champ d’activité antimicrobienne de nos huiles.

Les essais de criblage du pouvoir antimicrobien, les CMI et les CMD ont été réalisés par la
méthode de diffusion sur gel. D’apres les résultats obtenus, I’HE d’E. globulus semble jouir
d’une activité¢ inhibitrice particuliecrement large sur les différentes classes de micro-
organismes testés.

Par comparaison avec 1’huile d’E. globulus, I’huile de S. olusatrum apparait moins active. En

effet, quatre bactéries sur dix sont résistantes a cette huile.
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La variabilit¢ quant a la sensibilit¢ des microorganismes a I’action des différents types
d’essences, serait liée donc a la nature chimique de leurs composants majoritaires.

Les résultats montrent aussi une sensibilité notable des bactéries & Gram positif par rapport
aux souches a Gram négatif et ce dans les deux chimiotypes, Cette différence de sensibilité

des microorganismes renseigne sur un éventuel effet membranaire de ces essences.

La mise en place de techniques chromatographiques classiques de fractionnement et les
techniques spectroscopiques, U.V.et RMN des extraits des parties aériennes des deux plantes
ont conduit a I’isolement et I’identification de 11 produits purs, dont 6 sont isolés a partir de
I’extrait d’acétate d’éthyle de C. trifurcatum (Apigénine, quercétine, acide caféique, 7-O-f-
glucosylapigénine, 7-O-B- glucosyllutéoline et lutéoline).

Les Cinq produits restants sont des flavonoides isolés a partir d’ Asteriscus maritimus :
«7-0-[6-0O-caffeoyl-2-O-(3-hydroxy-2méthylpropanoyl) glucoside]-6 méthoxyquercétine
*6-méthoxy-7-0-B-[-6-O-(3-hydroxy-2méthylpropanoyl) glucoside] quercétine
+«7-0O-[6-O-caffeoyl-glucoside]-6-méthoxyquercétine

«6-méthoxy-7-0-B-glucoside quercétine

«3-0O-B-rutinoside quercétine

Le potentiel antiradicalaire des deux extraits et des flavonoides isolés a été déterminé par la
méthode de DPPH dont les résultats montrent que 1’extrait butanolique d’Asteriscus est de
loin le plus actif par rapport a 1’extrait d’acétate d’éthyle de Chrysanthemum.

Les cing flavonoides isolés possédent une excellente activité, donc ces molécules sont
considérées comme des agents antioxydants de premiere classe comparés a des molécules de
référence comme la quercétine et la vitamine E. Ils peuvent étre donc employés pour des
applications thérapeutiques, sachant que les antioxydants contribuent de maniére trés efficace

dans la prévention des maladies telles que le cancer, et les maladies cardiovasculaires.

Les investigations réalisées pour les quatre plantes sont une premiére étape qui s’inscrit dans
le cadre de leur valorisation, pour développer cet axe de recherche, un certain nombre de

perspectives peuvent étre envisagées :

- Du point de vue phytochimique, il nous semblerait pertinent, d’étendre nos investigations a
I’identification et la purification d’autres métabolites secondaires, appartenant a des classes
différentes comme les coumarines et les terpenoides potentiellement intéressants pour le

traitement de plusieurs pathologies entre autres le cancer.
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- Du point de vue activité antioxydante, ce travail ouvre donc un large champ pour 1’étude de
la plante Asteriscus maritimus dont la composition chimique et les activités biologiques
n’avaient jusqu’a présent jamais €té étudiées.

Nos resultats sur 1’activité antioxydante seront complétés par la méthode de modélisation
moléculaire d’une maniere plus exhaustive pour confirmer 1’existence de corrélations entre
structure et activité de nos flavonoides du moment que ces résultats sont les premiers a

identifier les flavonoides de cette espece et leur capacité a piéger les radicaux libres.

-Compléter cette étude par une exploration de 1’activité anticytotoxique de I’extrait
butanolique de la plante et méme de ses flavonoides purs isolés sur des cellules cancéreuses
du moment que cette analyse est en accord avec des travaux de la littérature suggérant que les
sites potentiels de ces flavonoides responsables de 1’activité antioxydante pourraient

éventuellement étre le siége d’une activité anticytotoxique.

-1l sera intéressant aussi de vérifier que 1’activité antioxydante de nos produits actifs isolés se
confirme dans un systeme plus biologique, apres leur métabolisation par la cellule.
Pour cela, nous allons étudier 1’effet cytoprotecteur de ces produits sur des cellules en culture

soumises a un stress oxydant de type rayonnement U.V.

-Réalisation d’une étude in vivo sur un modele animal.

- A la fin, du fait que notre pays possede une biodiversité immense dont chaque plante se
caractérise par un réservoir assez important de métabolites secondaires avec des
caractéristiques thérapeutiques et pharmacologiques particulieres qui demandent d’étre
exploitées par les recherches, de cet effet, on propose aussi d’orienter les recherches
scientifiques vers la réalisation des études approfondies et complémentaires des activités
biologiques des plantes (HE, composés polyphénoliques et flavonoides) en général et ouvrir
des pistes dans la compréhension de la relation structure-activité en particulier, afin de
déterminer de nouvelles substances bioactives naturelles pourront répondre aux différents

problemes de la santé et d’€tre un alternatif des médicaments synthétiques.
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The essential oils of fresh leaves of Eucalvptus globulus L. (Myrtaceae). and leaves and stems of Smvrnium olusatrum L.
(Apiaceae), obtained by hydrodistillation m a Clevenger-type apparatus. were analyzed by GC/MS. Twenty compounds
were characterized. representing 98.3% of the essential oil of E. globulus. with 1.8-cineole (48.6%). globulol (10.9%).
trans-pinocarveol (10.7%). and o-terpineol (6.6%) as main components, while thirty-three compounds were characterized.
representing 94.3% of the essential oil of S. ofusatrum. with sabinene (27.1%). curzerene (13.7%). methyl-1-benzyl-2-
oxocyclooctane carboxylate (12.3%). a-pinene (7.2%). cryptone (7.1%) and P-pinene (5.7%) as the major components. The
essential oils of E. globulus and S. olusatrum were tested against a wide range of fungal and bacterial strains. Both oils showed
significant antinicrobial activity.

Keywords: Eucalyptus globulus, Myrtaceae, Smyrnium olusatrum, Apiaceae, essential oil. 1.8-cineole, frans-pinocarveol.
globulol. sabinene. curzerene.

Essential oils from many Eucalyprus  species Canary Islands. The young shoots of S. olusarrum are
(Myrtaceae) are used in Algerian folk medicine as cultivated and used as a pot herb and edible salad in
analgesic, anti-inflanmmatory, and antipyretic remedies some areas in Libya. The plant is also used as an
for the symptoms of respiratory infections. such as cold. antiscorbutic in Palestine [8]. The genus Simrnium is
influenza, and sinus congestion. Essential oils of not well documented, but S. perfoliatum has been more
Eucalyptus are widely used in modern cosmetics, and investigated than the other species [9-11].
in the food. perfumery and pharmaceutical industries
[1] besides their biological activities, including The aim of this study was to analyze the hydrodistilled
antimicrobial and fungicidal [2-4]. E. globulus. is one of essential oils of the fresh leaves of E. globulus and the
the most used species in Algerian folk medicine [5]. Its fresh leaves and stems of S. olusamumn collected from
essential oil is characterized by a high 1.8-cineole Constantine (Eastern Algeria) [12] and to investigate
content and has pharmaceutical and industrial their antimicrobial activity.
applications [6,7]. To the best of our best knowledge,
the essential oil of fresh leaves of E. globulus has not The hydrodistillation, in a Clevenger-type apparatus.
been reported until now. of fresh leaves of E. globulus vielded 2.5% of a
yellowish oil, which was analyzed by GC/MS. Twenty
Smpvrnium olusatrum L. (Apiaceae) 1s a bienmial plant components were identified representing 98.3% of the
growing in coastal areas of the British Isles and essential oil, mainly characterized by 1.8-cineole
the Mediterranean, extending to the Caucasus and the (48.6%), globulol (10.9%), frans-pinocarveol (10.7%).
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Tahle 1: Chemical compositions of Eucahpfus globulus essential oil.

RI* Compound %
930 a-Pinene 97
1030 1.8-Cineole 486
1100 Isoamiisovalerol 11
1151 trans-Pimocarveol 107
1165 Pinocarvone 1.0
1178 Terpin-4-ol 03
1192 o-Terpinecl 6.6
1220 trans-carveol 08
1286 Carvacrol 01
1327 o-Terpinyl acetate 03
1389 Geranyl acetate 0.1
1435 Aromadendrene 4.6
1480 Ledene 0.6
1532 Vinndiflorol 04
1593 Globulol 109
1646 a-Eudesmol 08
1655 Jurifer Camphor 06
1695 Isoaromadendrene oxide 02
1742 6.6-Dimethyl-2-(3-oxobutyl})- 02
bicyclo[3.11]heptan-3-one
1770 Carboxanude 0.7

“RI = retention indices as determined on DB-5MS column using
homologous series of n-alkanes.

Table 2: Chenucal compositions of Srmyvrnium olusatrum essential o1l

RI' Compound %
930 «-Pinene 72
979 Sabmene 271
985 p-Pinene 57
1031 Limonene 04
1089 o-Terpinolene 0.5
1100 Linalool 0.6
1120 Octenyl acetate 03
1186 Cryptone 7.1
1192 o-Terpineol 03
1199 p-Cymen-8-ol 03
1248 Cumm aldehyde 09
1284 Phellandral 21
1295 2-Caren-10-al 03
1330 Citronellyl acetate 0.1
1389 Geranyl acetate 0.1
1400 Geosmin 02
1420 v- Elemene 1.0
1490 Curzerene 13.7
1511 y-Cadinene 03
1524 §-Cadinene 0.6
1541 1.5-epoxysalvial-4(14)-ene 04
1585 Caryophyllene oxide 04
1600 B-Elemenone 06
1605 B-Guaiene 0.8
1618 T-Cadmol 0.1
1643 §-Cadmol 15
1654 a-Cadinol 0.5
1683 Germacrone 09
1695 Isoaromadendrene oxide 17
1706 2 4-dicyclohexylbuten-3-yne 20
1775 Furoscrobiculin B 3.2
1910 Methyl-1-benzyl-2-oxocyclooctane 12.3
Carboxylate
2300 Tricosane 27

“RI = retention indices, as determined on a DB-5MS column using a
homologous series of n-alkanes.
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and o-terpineol (6.6%). In previous reports concerning
the dried aerial parts of different Eucalvpius species.
trans-pinocarveol was found in lower percentages
(lower than 3%). 1,8-Cineole was the major component
of the reported E. globulus essential oils from dried
leaves and fruits (11.7- 71.3%), along with globulol
(3-5.2%) and o-pinene (3.6-14%) [13-18] (Table 1).

Hydrodistillation of fresh leaves and stems of S
olusatrm vielded 1.2% of a vellowish oil. Thirty-three
components were identified. representing 94.3% of the
essential oil, mainly characterized by sabinene (27.1%),
curzerene (13.7%), methyl-1-benzyl-2-oxocyclooctane
carboxylate (12.3%), a-pinene (7.2%), cryptone (7.1%)
and B-pinene (5.7%) (Table 2).It appears that the
composition of our oil is quite different from that of the
previously reported Ttalian [19] and English [20]
essential oils of fresh roots. stems and leaves, mainly
represented by furanodiene (8-17%). germacrene B
(7-14%) and germacrone (7-8%). besides curzerene.

The antimicrobial results of E. globulus and S.
olusatrum essential oils against selected fungal and
bacterial stramns are reported in Table 3. Differently
from S. olusatrum essential oil. which inhibited the
growth of 4. niger strain (18 mm). E. globulus essential
oil did not exhibit any fungicidal activity against this
strain. The best antimicrobial activity of E. globulus
essential oil was observed against B. rhurinziensis
(32 mm), E. coli (20 mm) and P. aeruginosa (20 mum).
while S. olusatrum essential oil exhibited the highest
antimicrobial activity against B. rhurinziensis (25 mm)
and S. aurens ATCC 25923 (25 mm).

Table 2- Antimicrobial activity of Eucalvptus globules and Smyrmiim
olusatrum essential oils.

Microorganism Diameter of hibition (mm) (1mg /mL)
Eucalyptus oil Smyrnieon oil

Citrobacier freundii 12 m
Enterobacter aerugenes 15 12
Escherichia coli ATCC 25922 16 m
Escherichia coli 20 i
Proteus mirabilis 18 m
Providencia alcalifaciens 12 10
Pseudomonas aerugenosa ATCC 27853 20 20
Bacillus rhurinziensis 32 25
Bacillis subtilus i 13
Staphylococcus aureus ATCC 25923 16 25
Aspergillus niger m 18
Candida albicans 15 15
Penicillium chrysogenam 18 12

mi: no inhibition;

Experimental

Plant material: E. globulus L. and S. olusatrum L. were
collected in May 2006 at Constantine, Algeria by
Mr Kamel Kabouche and authenticated by Prof. Gérard
De Belar (Annaba Umiversity. Algeria). Voucher



Essential oil of Eucalyptus globules and Smyinium olusatrum

specimens (ZKLOST Eg05/06 and ZKLOST So005/06))
were deposited at the herbarium of the Laboratory of
Therapeutic Substances (LOST), Faculty of Sciences,
Mentouri-University., Constantine, Algeria.

Oil extraction: Hydrodistillation of 200 g of fresh
leaves of E. globulus and S. olusarmum. respectively. for
3 h using a Clevenger-type apparatus. according to the
British Pharmacopoeia [21], yielded 2.5% and 1.2%,
respectively (w/w) of pleasant-smelling. yellowish oils.
which were dried over anhydrous sodium sulfate and
then stored at +4°C., until tested and analyzed.

GC analysis: GC analyses were performed using a
Finnigan SSQ 7000 mass selective detector equipped
with a fused silica (5% methylphenylpolysiloxane DB-
5) capillary column (30 m x 0.25 mm. film thickness
0.25 mm). Operating conditions were as follows: carrier
gas, He with a flow rate of 1 mL/min: column
temperature, 40-250°C at 3°C/muin: injector and
detector temperatures, 280°C; volume injected, 0.1 mL:
split ratio. 1:10.

Gas chromatography-mass spectrometry: The oils
were analyzed by GC/MS using a Finnigan SSQ 7000
mass selective detector coupled with a Thermo Trace
GC 2000, equipped with a fused silica (5%
methylphenylpolysiloxane DB-5) capillary column (30
m = 025 mm, film thickness 0.25 pm). Operating
conditions were the same as for the analytical GC. The
MS operating parameters were as follows: ilonization
potential. 70 eV: lonization current, 2 A: ion source
temperature. 200°C: resolution. 1000. scan time, 5 s:
scan mass range, 40—400 w split ratio. 1:10.
Identification of components in the oil was based on
retention indices relative to m-alkanes and computer
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match Identification of components in the oils was
based on retention indices relative to m-alkanes and
computer matching with the WILEY 275.L library. as
well as by comparison of the fragmentation patterns of
the mass spectra with those reported in the literature
[22-24]. Quantitative data were obtained trom GC-FID
area percentages without the use of correction factors.

Determination of antimicrobial activity: The essential
oils were tested against a panel of fungal strains.
namely. Aspergillus niger. Candida albicans and
Penicillium chrysogenum, and against bacterial strains
of Bacillus rhurinziencis, Bacillus subtilis. Citrobacrer
Jfrendii, Enterobacter aerogenes, Escherichia coli,
Proteus mirabilis, Providencia alcalifaciens,
Pseudomonas aeruginosa and Staphviococcus aureus.
The referenced strains were obtained from the Pasteur
Institute (Algiers). and the others from the laboratory of
bacteriology (clinical isolation).

Susceptibility of the strains fo the essential oils was
investigated using the disk diffusion method and by
comparing their inhibition zones to those reported by
NCCLS [25]. Disks confaining freshly prepared
essential oils were used for antibacterial activity assays.
The diameters of inhibition zones were measured and
compared with those suggested by NCCLS (sensitive =
15 mm). After incubation at 37°C for 18-24h. the
inhibition zones were measured and averaged. The
assays were performed in triplicate.
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