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Introduction

Au travers des ages, ’lhomme a pu compter surtir@gour subvenir a ses besoins
de base: nourriture, abris, vétements et égalemaunt ses besoins médicaux. L'utilisation
thérapeutique des extraordinaires vertus des [lgder le traitement de toutes les maladies

de 'homme est trés ancienne et évolue avec I'imestte 'humanité (GURIB-FAKIM, 2006).

Aujourd'hui, les traitements a base de plantesere@nt au premier plan, car
I'efficacité des médicaments tels que les antidpies (considérés comme la solution quasi
universelle aux infections graves).décroit. Lesdraes et les virus se sont peu a peu adaptées

aux médicaments et leur résistent de plus en(EBERIN, 2001).

De plus, les effets secondaires induits par lesigagtents inquietent les utilisateurs,
qui se tournent vers des soins moins agressifs l[gpganisme. On estime que 10 a 20% des
hospitalisations sont dues aux effets secondagesreédicaments chimiques (ISERIN, 2001;
ABDOLLAHI, 2003)

La majorité de la population mondiale, plus pati@rement dans les pays en voie de
développement, se soigne uniquement avec des renigt#itionnels a base de plantes.
Affichant un taux de croissance annuel de 25 %plastes médicinales forment un créneau
en plein essor du secteur des médecines doucesE#as-Unis, 250 entreprises produisent
des produits a base de plantes médicinales oulstbece qui a mené a des ventes de 2,5
milliards de dollars en 1996 (LAQUATRA, 1999). Letante médicinales représentant la
seule source de médicaments pour prés de 90% puigpldation de certains pays d’Afrique
(ISERIN, 2001).

L’industrie pharmaceutique moderne elle-méme s’apmuncore largement sur la
diversité des meétabolites secondaires végeétaux pouwer de nouvelles molécules aux
propriétés biologiques inédites. Cette source senmppuisable puisque seule une petite
partie des 400'000 espéces végétales connues éntingestiguées sur les plans
phytochimiques, biologiques et pharmacologiquejuet chaque espece peut contenir jusqu’a
plusieurs milliers de constituants différents (HESTMANN, 1982 ; ABDOLLAHI,
2003.



Introduction

C’est dans cette perspective que nous nous sonmtéeesses a la contribution d’'une
plante issue de la région de Tamanrasset, en FmmoeeTeucrium polium geyriiTamanrasset
représente une région montagneuse du Sahara cefgéalen, ou les plantes médicinales
suscitent un intérét aussi bien par les habitamspar les scientifiques (BENCHELAH, et al.
2004).

La plante choisie dans notre travail estafiamille Lamiaceae, nommée Takmazzut par
les Touareg, est tres appréciée pour parfumerde@omme 'armoise, elle fait I'objet d’un
commerce avec I'Afrique noire. En médecine traditielle, elle a une place importante en
raison de ses indications thérapeutiques. Mais &fmble n’avoir jamais été étudiée

chimiquement contrairement a d’autres sous esglRcegme genre

La présente eétudeportera sur l'extraction et lanalyse (qualitativet semi-
guantitative).de certains métabolites secondaites flavonoides et les huiles essentielles, et

une contribution a la mise en évidence de leuts/iis biologiques.

Ce mémoire comprend 3 grands chapitres : le preesiedivisé en quatre parties. La
premiére est consacrée a une étude bibliograplsigukes composés phénoliques des plantes
plus particulierement les flavonoides. La deuxigradie traite sur les huiles essentielles suivi
par une bibliographie exhaustive de la plante §életee pour cette étude. La derniére partie

sera consacrée a l'activité antibactérienne.

Le deuxiéme chapitrédlustre les matériels et méthodes utilisés dans les diffése
manipulations. Nous aborderons les conditions apiees des procédés employes a I'échelle
de laboratoire, avec une présentation des techmidestractions, de séparation et d’analyse
utilisées. Nous traiterons enfin des protocolelsséas au cours des tests biologiques ainsi que

dans la détermination des composeés isolés.

Enfin, le troisieme et dernier chapitstconsacré aux résultats obtenus accompagnés

d’une discussion et ponctués d’'une conclusion géeér



Résumé:

Afin de contribuer a la valorisation des plantesliti@ales locales réputées pour leurs
vertus thérapeutiquesjous avons effectué une étude d’activité biologiglee certains
métabolites secondaires : les flavonoides et lastitoants des huiles essentieltegraites a
partir de la plantdeucrium polium geyrigui appartient a la famille de Lamiacées issuiade

région de Tamanrasset.

La plante a été soumise a deux types d’extradiiem composés phénoliques, la
macération, et Soxhlet. L'analyse semi-quantitatadisée par colorimétrie, a montré que
notre plante est trés riche en composés phénoliques

L'extraction des huiles essentielles, a partir algartie arienne de la plante, a été
réalisée par entrainement a la vapeur d'eau ehyarddistillation et a conduit & des
rendements d’extractions différentes. L'étude decdenposition chimique de ces huiles
essentielles par chromatographie en phase gazeu$e et couplée a la spectrométrie de
masse a permis d’identifier 75 constituants peyremier mode d’extraction et 97 composés
dans le deuxieme cas avec comme produits majestde 6—Cadinene (8.17 %) et le
Limonene (11.18%) respectivement. Les sesquitegsant les constituants dominants dans

les deux types d’extraction.

L’activité antibactérienne réalisée sur treize $msc bactériennepathogenes et

d’altération a montre que les extraits testés donés d’activité antibactérienne intéressante.

Mots clés Plante médicinaleTeucrium polium geyrji activité antibactérienne, Tamanrasset,

flavonoides, huiles essentielles.



Abstract:

In order to contribute to the wellekvn local medicinal plant valorization for their
therapeutic virtues, we did a survey of biologieativity of some secondary metabolites:
flavonoids and essential oils extracted from thenpreucrium Polium geyrithat belongs to

the family of the Lamiacées topic in the regionrafmanrasset.

The plant has been subject to two tyglephenolic compounds extraction, the first
was made by macerating, and the second by Soxftetsemi-quantitative analysis carried

out by colorimetry showed that our plant is veghrin phenolic compounds.

The essential oils, of the aerial past Teucrium Polium geyriwas obtained by

steam distillation and also by hydrodistillatiordadirove to outputs of different extraction.

The Analysis of the chemical compositimi these essential oils by gas
chromatography GC-FID and GC-MS technique permitted identify Seventy-five
constituent for the first fashion of extraction a@d composed in the second case with as
majority products the Cadinéne (8.17%) and the lneme (11.18%) respectively. Let's note
that sesquiterpenes are the constituent dominaheitwo types of extraction.

The antibacterial activity carried out dmrteen pathogens and alteration bacterial

shows that the tested extracts are endowed wighaisiting antibacterial activity.

Key words: medicinal plant,Teucrium Polium geyrji antibacterial activity, flavonoids,

essential oil. Tamanrasset,






Chapitre | Etude bibliograpigue

I.1. Les composés phénoliques des plantes

La biosynthése du noyau aromatique est un procdesdemental de la biochimie
végétale. Par conséquent, la définition des congppkénoliques prend en compte, a la fois
des éléments structuraux et l'origine biogénétides composeés. lls se caractérisent par la
présence d'un noyau benzénique, portant un grougdemedroxyle libre ou engagé dans une
fonction ester, éther ou hétéroside (BRUNETON, 199%eur répartition qualitative et
guantitative est inégale selon les especes, lasstist les stades physiologiques. (RIBEREU-
GAYON, 1968) lIs correspondent a une tres largama de structures chimiques et un bon
témoin de l'extraordinaire capacité de biosynthéles plantes. Capacité qui permet a
'homme de les utiliser dans des domaines aussiéva(SARNI- MANCHADO et
CHEYNIER, 2006).

Les polyphénols suscitent depuis une dizaine dannéntérét croissant de la part des
nutritionnistes, des épidémiologistes, des indeistri de I'agro-alimentaire et des
consommateurs (PROESTOS et al., 2008)e des raisons principales est la reconnaissance
de leurs propriétés antioxydantes et ainsi leurlicapon probable dans la prévention des
diverses pathologies associées au stress oxydastpdlyphénols sont les antioxydants les
plus abondants dans les aliments puisque 'homncer@somme environ un gramme par jour.
Les aliments riches en polyphénols représentesi am atout potentiel considérable pour le
maintien de la santé (SARNI- MANCHADO et CHEYNIER)06).

Ces composés jouent un rdle important dans lasaonce et la reproduction, offrant
une protection contre prédateurs et agents patesg@RAVO, 1998), en plus de contribuer
vers la couleur et de caractéristiques sensoriéiléts et légumes. Le bénéficiaire effets
dérivés de composeés phénoliques a été attribuér adtivité antioxydante (BOULANGER
et POLONVSKI, 1969 ; BALASUNDRAM et al., 2006).

Ces composés ont été signalés de posséder nomseatilene activité anti-oxydante,
mais aussi des propriétés antiviraux et antibaatér{KAN Y. et al; 2007).

Les noyaux aromatiques de polyphénols peuventsgmthétisés soit par la voie du
shikimate, soit par celle de l'acétate, ce qui perde difféerencier deux classes de composés
phénoliques. Par ailleurs, la voie des polyacéiatesvient chez les végétaux supérieurs pour
des composés possédant déja un noyau aromatigeeuopéar la voie des shikimates. Les
composés obtenus sont dits mixtes (flavonoides)J{BEANGER et POLONVSKI, 1969).
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[.1.1. Généralités sur les flavonoides

Occupant une place prépondérante dans lggrde produits naturels phénoliques, Les
flavonoides sont une classe de composés ubiquitail@ns les plantes vasculaires.
(WARIDEL P., 2003) A ce jour, plus de 4000 flavode$ naturels ont été décrits. On estime
que 2 % environ du carbone organique photosynéhgtis les plantes, soit quelques 10
tonnes par an, sont converties en flavonoides (AGRA, 1989 ; HARBOON et al, 1999).

1.1.2 Chimie des flavonoides

Flavonoides (dflavus « jaune » en latin) est le terme générique p@gr abmposés
basés sur un squelette a 15 carbones, qui a seawig plus simple, consiste en deux cycles
phényles, les cycles A et B, connectés par un admis carbones (structure en C6-C3-C6).
Le pont en C3 entre les cycles A et B est communérogclisé pour former le cycle C.
(GROTEWOLD, 20086) Fig. 1.

Fig. 1- Structure de base des flavonoides

Les diverses classes de flavonoides différent eatifn de la cyclisation et du degré
d’insaturation et d’oxydation du cycle C alors dae composés individuels au sein d’'une
classe different par la substitution des cycles tABe Parmi les nombreuses classes de
flavonoides présentées Fig. 2, nous citerons lesipales : anthocyanes, flavanols, flavones,
flavanones, isoflavones et proanthocyanidols. (HARBIE, 1988 BALASUNDRAM,
2006)

Les flavonoides sont souvent hydroxylés en posti®n5s, 7, 3, 4’ et/ou 5. Un ou
plusieurs de ces groupes hydroxyles sont fréquemmetihylés, acétylés, prénylés ou
sulfatés. Dans les plantes, les flavonoides soovest présents sous form@ ou O-
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glycosylés ; les formes libres, sans sucres att&adoiht appelées génines. @glycosides,

de loin les plus fréquents, portent leurs substitiaur les groupements hydroxyles de la
génine, alors que pour les C-glycosides, la liaiserait directement avec un carbone de la
génine, les C-6 et/ou C-8. En effet, la formatienla (ou des) liaison(s) hétérosidique(s) est
sous la dépendance de transférases tres spécifgues au substrat et a la position

d’osylation(BRUNETON, 1999A. CATHERINE et al 1995 ; ALEMAN, 2000)
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Fig. 2- Les diverses classes de flavonoides d’apres BRUNEIBRUNETON, 1999).

Plus de 80 sucres différents ont été trouves lissflavonoides des plantes. Parmi
eux, le D-glucose est de loin le monosaccharidellis courant, d’autres hexoses, le D-
galactose et le D-mannose, ainsi que des pentiesBsxylose, le L-arabinose et le D-apiose
sont fréquents avec le L-rhamnose (seul désoxyle¢xetl des acides uroniques (le plus
souvent l'acide D-glucuronique). On trouve égalemaes disaccharides (une quarantaine

dont les plus courants : le rutinose et le néohespse), des trisaccharides (environ 30
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especes) et quelques rares tétrasaccharides. ties euvent a leur tour étre substitués par
des groupements acyles tels que le malonate oétditwc (PARIS et HURABELLE, 1980 ;
HOLLMAN et ARTS, 2000).

I.1.3 Distribution dans les plantes et le régne végal.

A de rares exceptions pres, Quelgues flavonoide£ténisolés d’'un corail marin et
d'un petit nombre de champignons, seules les anie la capacité de biosynthétiser des
flavonoides. (LHUILLIER et al.,, 2007). Les flavddes peuvent étre présents dans toutes les
parties des plantes. Dans la majorité des casfldgsnoides sont présents sous forme
glycosylée dans les plantes car la glycosylatigpoar effet de les rendre moins réactifs et
plus hydrosolubles permettant alors leur stockages des vacuoles des cellules épidermiques
des fleurs, de I'épiderme et du mésophylle dedlésiides parenchymes des tiges et racines
(BRUNETON, 1999). Les génines seules sont présedées les exsudats farineux de
certaines plantes, dans les cuticules des feuilesrces et bourgeons ou sous forme de
cristaux dans les cellules de certai@actaceaeet plantes de régions arides (LHUILLIER,
2007) .Il est a noter que flavanones et flavoned souvent présentes dans la méme plante.
Flavones et flavonols ne se trouvent généralemastegmsemble, pas plus que flavanols et
anthocyanes (CATHERINE, 1996 ; MERKEN et BEECHER]00). La présence de
composés flavonoidiques a été rapportée chez lgopBytes, les Ptéridophytes, les
Gymnospermes et chez les Angiospermes (JUDD et BBBAL, 2002). Cette distribution
guasi ubiquitaire dans les plantes, alliée a leur retatstabilité, leur relative facilité
d’identification et la forte tendance des plantagohomiquement proches a produire les
mémes types de flavonoides, ont fait des flavorsoitks marqueurs chimiotaxonomiques de
choix pour la classification végétale surtout séE pour estimer les relations entre espéces
étroitement apparentées, dans les recherches swarikgion infraspécifique et aussi pour
estimer les relations phylogéniques aux niveauxseprs ( EL OUALIDI et al 1996; JUDD
et CAMPBELL, 2002).
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1.1.4 Propriétés et activité biologiques des flavaides :

I.4.1 ROle dans les plantes

Une des propriétés majeures des faldes est de contribuer a la couleur des
plantes et notamment a celle des fleurs. tel estate des flavonoides jaunes (chalcones,
aurones, flavonols jaunes), des anthocyanosidegesyouileus ou violet4JAAKOLA et al,
2002) (Fig. 3) Quand ils ne sont pas directement visibles, ilgrdmuent a la coloration par
leur réle de co-pigments tel que le cas des flasat des flavonols incolores. (BRUNETON,
1999 ; (SARNI- MANCHADO et CHEYNIER, 2006) Oriest par la couleur de ses fleurs
gue la plante exerce un effet attracteur sur Isscies et les oiseaux pollinisateurs, assurant
par ce biais une étape fondamentale de sa reprodu€n peut également noter que les
flavonoides, en repoussant certains insectes pagtaut désagréable, peuvent jouer un role
dans la protection des plantes. (JUDD et CAMPBEQQ?2)

Fig. 3- ROle des anthocyanes dans la coloration diésurs et des fruits.
A : Pigmentation de la fleur (1) et du fruit (2 &d&)la myrtille au cours du développement.
B et C : coloration du fruit mature de deux mutants ndsuaéfectés dans la voie
de biosynthese des anthocyanes. (JAAKGtAl, 2002).
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Des flavonoides comme I'hespéridine et la rutiresspnte dans plusieurs plantes, dont
le sarrasin Ragopytum exulentunet le citronnier (Citrudimon) renforcent les parois des
capillaires et préviennent l'infiltration dans l&ssus voisins.

lIs sont impliqués dans les interactions plantesrooirganismes : dans la formation
des nodules chez les espéces qui sont en symbiesdraizobium. (KAN Y. et al 2007) Des
composés du groupe des isoflavonoides tel queyeéglline, la pisatineet la phaséolie
fonctionnent comme phytoalexines. lls agissent daassystemes de défense des cellules
végetales principalement chez pathogenéses comnsdetades |[égumineuses, en réponses a
certains stress tels que les radiations ultravede{(GROTEWOLD, 2006).

Ce sont également des inhibiteurs d’enzymes, destaghélatants des métaux nocifs
aux plantes. De plus ils sont impliqués dans lagdensibilisation et les transferts d’énergie,
la morphogenése et la détermination sexuelle, tdgslynthése et la régulation des hormones
de croissance des plantes. (RKHTER, 1993).

1.4.2Importance dans l'alimentation

La contribution au régime alimentaire humain dasdhoides est tres importante : de
50 a 800 mg/jour en fonction de la consommatioifraies et I€gumes mais aussi de boissons
comme le thé ou le vin rouge (environ 200 mg pareveu tassejLHUILLIER, 2007) les
flavonoides sont en effet des éléments importards dualités sensorielles (couleur,
astringences...) et nutritionnelles des végétaux aqomsomme I'homme (SARNI-
MANCHADO et CHEYNIER, 2006). On trouve égalementsd#avonoides dans de
nombreuses plantes médicinales et des préparatiorisase de plantes contenant de

flavonoides sont utilisées en médecine traditidergartout dans le monde.

1.4.3 Importance biologique des flavonoides :

Les flavonoides ont une bonne activité antiage, Tableau | (KROON et
WILLIAMSON, 1999) due principalement a la configtiom catéchol du noyau B. cette
activité s’exerce surtout dans les milieux émulséscar ils sont peu solubles dans les phases

lipidiques.
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Tableau I- Activités antioxydants relatives de phénylprogdes présents dans les aliments
compareées a celles des vitamines C et E (RICE-EVANS, 1997).

Antioxydants Sources t&ité Antioxydant (mMm)
Vitamines

Vitamines C Fruits et [égumes. 1.0

Vitamines E Grains, noix et huiles 1.0
Flavonoides

Anthocyanidines

Oenine Le vin de la grappe 1.8
Cyanidine Raisins, framboises et fraises 4.4
Delphinidine La peau de l'aubergine 4.0
Flavonoles
Quercetine Oignon, peau de la pomme, baies, raisins noirgtthédive du brocoli. 4.7
Kaempferole Poireau, brocoli, pamplemousse et thé 13
Flavones
Rutine Oignon, peau de la pomme, baies, raisins noirsgtthéocoli 24
Luteoline Citron, olive, céleri et poivre rouge 21
Chrysine La peau du fruit 14
. . Céleri et persil
Apigenine P 1.5
Hydroxycinnamates
] ) Raisins blancs, olive, chou et asperge
Acide caffieque 1.3
, _ Apple, poire, cerise, tomate et péche
Acide chlorogenique _ 1.3
, , Grains, tomate, chou et asperge
Acide ferulique o 1.9
. . Raisins blancs, tomate, chou et asperge
Acide p- coumarique 2.2

L’activité antioxydante est exprimée en concendratid'une solution de Trolox
possédant la méme activité antioxydante qu’'undisold 1 mM de la substance étudiée

En raison de leur faible potentiel redox, les flanioles peuvent réduire les radicaux
libres tres oxydés comme les superoxydes, lesaaxiperoxydes ou les radicaux hydoxyles
par transfert d’hydrogene. L'oxyde nitrique quirf@, en se combinant avec le radical
superoxyde, le tres délétére peroxynitrite estadgaht piégé par les flavonoides. Le radical
flavonoide ainsi formé est stable et interrompt&esnements de dégradation cellulaire initiés
par I'attaque radicalaire. (HENNEBELLE et al., 2004

Les radicaux seraient responsables d’altératioasdieles nucléiques et des processus

d’altérations d’initiations et de cancérisationsaique contribuent a vieillissement cellulaire
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et de dégradations cellulaires liées a leur réaetavec les phospholipides membranaires
(phénomenes de péroxydation). Ces dommages oxydaifivent étre impliqués dans de
nombreuses affections : cancers, inflammations rihoes, athéroscléroses... (ALEMAN,
2000)

Ainsi, leur propriété de piégeurs de radicaux ioydi les flavonoides dans la
prévention des dommages oxydatifs causés par €5 R@spéece de I'oxygene réactive qui
est formé in vivo pendant le métabolisme aérobimme I'ion superoxydes, le radical OH
ou I'oxygene singulet, ou encore chélater les métaite derniere action est surtout observée
dans le cas des flavones ou le groupe 4-céto fanae OH en 3 ou en 5 un site idéal pour
cette complexation. Un deuxieme site peut étreemtégu niveau des hydroxyles 3’ et 4’ du
noyau B (SARNI- MANCHADO et CHEYNIER, 2006).

De nombreuses étud@s vitro ont montré des activités des flavonoides contre les
processus inflammatoires et, de ce fait, contreni@gadies inflammatoires chroniques et
l'arthrose. En empéchant les ROS d’altérer I'ADBs Flavonoides limitent les mutations et
les processus de carcinogenéses (HARTONEN, 2U0ALLE T., 2007).

De ce fait, ils sembleraient également interverand la prévention de cancers,
démences, athérosclérose, hypertension et maleatigi®-vasculaires.

Outre leur pouvoir antioxydant, certaines classess@dent des potentialités oestrogéniques
(isoflavones) et, plus généralement, les flavoreident utilisés pour toute une gamme
d’activités pharmacologiques : pour préserver €gité vasculaire, pour leurs propriétés
immunomodulatrices, anti-hépatotoxiques, anti-gsbéotiques, pour leur actions
antimicrobiennes et contre les allergies.

Les flavonoides sont aussi connus pour leur adionle tractus gastro-intestinal en
tant qu’agents antiulcéreux, antispasmodiques;saatiéteurs et antidiarrhéiques
Des articles de synthese concernant leur mécard&angon (la relation structure-activité liée
a la fonction antioxydante, notamment, a été éabli leurs utilisations thérapeutiques
potentielles ont été publiées ces dernieres ar(hE&NNEBELLE et al. 2004 ; LHUILLIER,
2007).

De nombreuses preuves ont été apportées sur I'tempm des effetin vitro des
flavonoides sur différents modeles biologiqueemtparticulier, enzymatiques : inhibition de
I'histidine-decarboxylase par le quercétol ou laingeénine ; inhibition de [I'élastase ;
inhibition de la hyaluronidase, par les flavonésw@tout par les proanthocyanidols ce qui
permettrait de conserver l'intégrité de la substafmndamentale de la gaine vasculaire ;

inhibition de la phosphodiestérase de I'AMPc ce @uiurrait expliquer leur activité
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antiagrégant plaquettaire ; inhibition de I'aldeéductase, qui impliquée dans la pathogénie
de la catarate, par le quercitroside et méthoxgfi@e ; inhibition de la protéine- kinase,
notamment par le lutéolol (BRUNETON, 1999 ; HAVST¥E002).

Cependant, le potentiel thérapeutique des flavasoidest pas encore établi a cause
de la connaissance limitée de leur absorption dHezmme. La biodisponibilité des
flavonoides étant en général assez faible chemrhe (BRUNETON, 1999), il est nécessaire
d’étre prudent quant a I'extrapolation des donméero.

A I'heure actuelle, le lien entre consommation ld@dnoides et prévention de cancer
est encore faible. Aucune étude épidémiologiqueen@ore apporté la preuve que ce sont les
flavonoides contenus dans les fruits, les Iégurhsdoissons comme le thé ou le vin rouge
qui sont responsables de I'effet protecteur deatiesents. A l'inverse, plusieurs études ont
démontré que la consommation d’aliments richeslarohoides est inversement corrélée au
risque de développer des maladies -cardio-vascslafBALASUNDRAM, 2006 ;
HOLLMAN, 2001)

La découverte que les flavonoids ont aussi dedseffermonaux dans les systémes
animaux était une surprise (MITCHER et al., 1982)rigine était lI'observation du mouton
qui avait mangé le tréfle fermenté a été éveilbdusbement. Une analyse a montré que la
substance active était silybin (HAVSTEEN, 2002).

Les flavonoides sont essentiellement des médicantkenkinsuffisance veineuse, leur
action se situe au niveau des petites veines oucdpslaires. On a diminution de la
perméabilité et augmentation de la résistance dgidllaires. Les flavonoides sont des
toniques veineux et des protecteurs capillairesose des molécules pratiquement atoxiques
et bien tolérées chez ’lhomme mais leur actionezge (PARIS et HURABELLE, 1980).

Les flavonoides sont des bons antiappétants voxigue pour les insectes, a faible
concentration, la quercétine et ces dérivés glyéssyhibent I'alimentatior’Heliothis zea,
H.virescens et Pectinophora gossypolpartir de concentration de 0.2 % ces composés tue
les larves de ces espéces ; roténoides est unghwitte peu toxique vers les mammiferes
mais tres toxique pour les poissons et les insdetastoxicité est liée a linhibition de
I'oxydation mitochondrial. (LOUIS, 2004).

1.1.5 Biosynthése des flavonoides

Les flavonoides possedent tous le méme élémenttstall de base car ils dérivent

d’'une origine biosynthétigue commune. Le cycle Afesmé a partir de trois molécules de
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malonyl-coenzyme A (malonyl-CoA), issues du métmnoé du glucose (STAFFORD,
2000). Les cycles B et C proviennent eux aussi étabolisme du glucose mais par la voie
du shikimate via la phénylalanine qui est convegtig-coumarate puis ep-coumaroyl- Le
p-coumaroyl-CoA et les 3 malonyls-CoA se condensentine seule étape enzymatique pour
former une chalcone, la 4,2’,4’,6'-tétrahydroxyatwle (réaction catalysée par la chalcone
synthétase). Le cycle C se forme par cyclisatiorladehalcone, réaction catalysée par la
chalconeisomérase qui induit une fermeture stégamifipue du cycle conduisant a une seule
2(S)}lavanone : la naringénine. Ce cycle s’hydrateugaspour former les différentes classes
de flavonoides (GROTEWOLD, 2006).
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Fig. 4- Schéma de la biosynthése des flavonoides illustrarenzymes impliquées.
(GROTEWOLD, 2006).

Les enzymes sont indiquées avec les abréviatiandaides dans gras; noms de
cytochrome que le monooxygenases P450 qui peutdoner comme membrane ancre
pour les autres enzymes du flavonoid sont souligressabréviations: ACTSs, acetyl transferases; ANR,
anthocyanidin reductase; ANS, anthocyanidin syntifalse known as leucoanthocyanidin dioxygenase);
C4H, cinnamate-4-hydroxylase; CHI, chalcone isomer@$¢R, chalcone reductase; CHS,
chalcone synthase; 4CL, 4-coumaroyl:CoA-ligase; D&Rydroflavonol 4-reductase;
DMID, 7,2'-dihydroxy, 4'-methoxyisoflavanol dehyidise; F3H, flavanone 3-hydroxylase;
FNSI and FNSII, flavone synthase | and Il; F3'H &tI5'H, flavonoid 3’ and 3’5’
hydroxylase; IOMT, isoflavone O-methyltransferd§&®, isoflavone reductase; I2'H,
isoflavone 2'-hydroxylase; IFS, isoflavone synthagdr, leucoanthocyanidin reductase;
OMTs, O-methyltransferase; PAL, phenylalanine amaibase: GTs, glucosyl
transferases; VR, vestitone reductase
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1.1.6 Propriétés physicochimiques et extraction

Les flavonoides sont des solides cristallisés darteinte varie du blanc ivoire au
jaune vif .Les hétérosides sont solubles dans l@amtout a chaud), l'alcool, les autres
solvants organiques polaires, bon nombre entre aixune hydrosolubilité plutdt faible
(rutoside, hespéridoside), insoluble dans les stdvarganiques apolaires.

Les génines sont peu soluble dans les solutiomdirsds (ammoniaque ou potasse) en
donnant une coloration jaune qui disparait partaddd’acide. Les flavonoides possédent un
spectre d’absorption dans l'ultraviolet avec gélednant deux maximums caractéristiques
variant avec type flavonique et permettant leurnidieation. (BRUNETON, 1999 ;
RIBEREU-GAYON, 1968).

La séparation de flavonoides est difficile poumxdeaisons principales: en premier,
ces composés est extrémement différent par ragptatir structure et forme du stockage
libre ou conjuguée. La seconde, les polyphenols smsteptibles a I'oxydation, en outre haute
température et cause de l'environnement alcalim t&chéance, donc le processus de
I'extraction et étapes supplémentaires de la paéipard'un essai spécifier le contenu de
polyphenols est soumises de grande prudence (DRWBANS& al, 2007).

Un autre probleme au coure de I'extraction concé&senodifications éventuelles, des
substances présentes dans la plantes, les cellglgstales contiennent différents type
d’enzyme, susceptibles de provoquer des modificatien particulier des polyphénols-
oxydases et des glycosidases. En général, on peumer cet inconvénient par un séchage
rapide de matériel végétal, aussitot apres saatellele matériel séché peut étre conservé
pendant un certain temps sans modification imptetgRIBEREU-GAYON, 1968).

En raison de leur abondance dans les plantes coméesnpar 'homme et de leurs
bénéfices potentiels pour la santé humaine, lesoril@ides sont I'objet d’'une attention
croissance. Que ce soit pour I'étude des relatstngture-activité, le controle de la qualité
alimentaire ou le suivi de I'absorption et de latabélisation de ces composés phénoliques
naturels, il est nécessaire de disposer d'une rdéth@pide et fiable d'analyse et

d’identification de ces molécules dans les plaptdes systemes biologiques.
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L’extraction des flavonoides est basée sur lewtslitle dans I'eau ou l'alcool & chaud
On obtient parfois la cristallisation des hétéresighar simple refroidissement des solutions
extractives. Le plus souvent, I'extraction est effiée par I'alcool, les solutions alcooliques
obtenues sont évaporeées, le résidu est reprisgaar thaude et épuisé par I'acétate d'éthyle
puis le butanole.les flavonoides lipophiles desuss superficielles des feuilles sont
directement extraits par des solvants moyennenwaires (dichlorométhane.ect.)

La séparation et la purification des différentsvélaoides sont fondées sur les
techniqgues chromatographiques (CP, CCM, CC, HPLEGC (BRUNETON, 1999;
GROTEWOLD, 2006). L'identification se fait par diffentes méthodes telles que la
chromatographie couplées aux techniques spectriogmEs) la spectrophotométrie

UV/Visible, la spectrométrie de masse et la spectipie RMN.
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[.2. Huiles essentielles

[.2.1 Définition

Les huiles essentielles sont des mélanges compldresubstances organiques
aromatiques liquides qu'on trouve naturellementsddiverses parties des végeétaux. Elles
sont tres concentrées, volatiles et sensiblesl@damposition sous I'effet de la chaleur.

Actuellement, leur utilisation, en parfumerie etaimentation est considérable ; c’est
pour quoi certains organismes de normalisation ARN@O- et ISO ont donné une définition
beaucoup plus précise des huiles essentiellesijd’lessentielle est : « un produit obtenu a
partir d’'une matiere premiére végeétale, soit para@émement a la vapeur d’eau, soit par
hydrodistillation. L’huile essentielle est séparde la phase aqueuse par des procédés
physiques. Cette définition est restrictive : eleclut d’'une part les produits odorants
d’origine animale, et d’autre part les essencesral#s selon d’autres procédés d’extraction
(PARIS et HURABELLE, 1980 ; BRUNETON, 1999).

Senteurs, effluves, fragrances, essences, parfutastale mots délicats pour nommer les
substantifigues substances aromatiques qui nousoffentes par les plantes. De tout temps, le
regne végétal a offert a 'Homme des ressourcemnésfies a son alimentation, a son hygiéne et
sa santéel(UCCHESI, 2005).

1.2.2 Répartition et rdle écologique

Parmi les espéces végétales (800 000 a 1 500 @p0Ise botanistes) 10 % seulement
sont dites « aromatiques ».Les genres capablesbdi@r les constituants des huiles
essentielles sont répartis dans un nombre de &sniiimité ; Myrtaceae, Lauraceae
Rutaceag Lamiaceae Asteraceag Cupressacege Poaceae Zingiberaceae Piperaceae
(BRUNETON, 1999). Les huiles essentielles peuverg étockées dans divers organes :
fleurs (origan), feuilles (citronnelle, eucalyptugcorces (cannelier), bois (bois de rose,
santal), racines (vétiver), rhizomes (acore), $riadiane) ou graines (cgrvCependant la
guantité d’huile produite est tres variable sekmédspeces (SOSA ET TONN, 2006).

Les huiles essentielles sont produites dans leptagme des cellules sécrétrices et
s’accumulent en générale dans des cellules glainglsilspécialisées, situées en surface de la
cellule et recouvertes d'une cuticule. Elles sofdrsa soit stockées dans une cellule

transformée en cellule a essence, ou par exemple, |l famille ded.amiaceaeeglle se situe
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dans les poils sécréteurs, chezNggstaceaeau niveau des poches sécrétrices ou encore des
canaux sécréteurs pour l&steraceae (JUDD, 2002) elles peuvent étre transportées dans
I'espace intercellulaire lorsque les poches a esssont localisées dans les tissus internes :
c’est le cas des rhizomes de fougére male par deesyr le site de stockage, les gouttelettes
d’huile essentielle sont entourées de membraneatpgaonstituées d’'esters d’acides gras
hydroxylés hautement polymérisés, associés amepgments peroxydes. En raison de leur
lipophilie et donc de leur perméabilité extrémenréaluite vis-a-vis des gaz, ces membranes
limitent fortement I'évaporation des huiles essalds ainsi que leur oxydation a l'air (PARIS

et HURABELLE, 1980 ; ISERIN, 2001 ; BERGOUGNOUXQ®5).

Dans certains cas, les composés volatils émis spécifigues d'un insecte
pollinisateur ou d’'un groupe de pollinisateursalété montré, notamment chez I'orchidée
Ophrys sphegodgSCHIESTLet al.,1999), que la nature des composés volatils émikiévo
au cours de la pollinisation. Les fleurs0d’sphegodesont visitées par des abeilles males
solitaires Andrena nigroaen@aqui confondent la fleur avec la forme du corpsl’dbeille
femelle. Les abeilles males présentent alors umpoot@ment pseudocopulatoire (Fig. 5).

Des analyses des composés volatils associéesédetidn électroantennographique
ont révélé que la fleur émet des alcanes et denedc (G- Cz9), responsables de ce
comportement. Ces composés sont normalement émiepabeilles femelles réceptives a
'accouplement. Il est étonnant de noter que lesrfi dO. sphegodeproduisent et émettent
ces composeés dans des proportions identiques &s @ik abeilles femelles réceptives. Une
fois pollinisées, les fleurs émettent du farnésgptdnoate, composé normalement émis par les
abeilles femelles non réceptives. Ceci a pour apresgce de repousser les insectes males qui
se dirigent vers les fleurs adjacentes non po#iEsset cela limite les dommages sur les
graines en développement.

Certains composés volatils floraux, comme le lihadont produits également par les
trichomes présents a la surface des sépales étuitlss. Le linalol émis par les fleurs a un
réle hypothétique dans l'attraction des insectdfinigateurs alors que celui qui est produit
par les feuilles interviendrait dans les mécanisdeedéfense en empéchant I'oviposition des
insectes ou la prédation des feuilles. Au niveas! ftBurs, ces molécules volatiles produites
par les sépales pourraient empécher la prédatiomadiion floral ou le vol de nectar,

obligeant I'insecte a passer par I'intérieur dedeolle.
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Fig. 5-Relation entre la fleur de I'orchid@phrys sphegode=t son pollinisateur, un male de
I'espéce solitaire d'abeillendrena nigroaeneéSCHIESTLet al.,1999).
A, la fleur mime lI'apparence et les odeurs d'unesfiemnéceptive, induisant chez le male un
comportement speudocopulatoiBe.Chromatogrammes obtenus apres analyse des cosnposé
volatils par CPG (FID) émis par une femelle réoepét la fleur et détection
électroantennographique (EAD). La majorité des cosgp sont émis par la femelle réceptive
et par la fleur préte a étre pollinisée.

Parmi les composants majoritaires des huiles dsleaf nous trouvons les
terpénoides qui possedent un rble écologique lessinteractions végétales, ( SOSA ET
TONN, 200§ comme agents allélopathiques, c’est-a-dire indilitde la germination, mais
aussi lors des interactions végétal- animal, coragent de protection contre les prédateurs
tels que les insectes (DEGENHARDT et al., 2068). 6.
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(c) Repulsion of
herbivores

(a) Attraction of
predators and
parasitoids

(b) Attraction of

(d) Reduction of
herbrores

precator or
parasitoid

N “egm

Direct defences

Fig. 6- Interactions entre les plantes, les herbivoreesséhnemis des herbivores, sous le
contrble des terpenes volatils (d’'apres DEGENHARDal, 2003).
(a) une attaque d’herbivores induit une libératierterpenes, qui attirent les prédateurs et les
parasites qui pondent sur I'herbivore et 'utilispour leur larve. Les mémes terpenes
peuvent également affecter d’autres herbivoresidisn en les attirant pour de la nourriture
(b) gu’en les repoussant pour la nourriture ouiposition (c). De plus, les caracteres
impliqués dans la défense indirecte peuvent affedgativement le succes des prédateurs ou
des parasites (d). Les tentatives d’améliorer I&&mon des terpénes chez les plantes cultivées
doivent favoriser les avantages (a et c) et défseples désavantages (b et d).

|.2.3 Activités biologiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles possedent de nombreusesitésct biologiques. En
phytothérapie, elles sont utilisées pour leurs pétgs antiseptiques contre les maladies
infectieuses d’origine bactérienne, par exempletreotes bactéries endocanalaires ou au
niveau de la microflore vaginale et d’origine famge contre les dermatophytes.

Cependant, elles possédent également, des prapeidtitoxiques qui les rapprochent
donc des antiseptiques et désinfectants en taaggats antimicrobiens a large spectre.

Dans des préparations pharmaceutiques, les terp@gesliqgues, comme le thymol et
le carvacrol, sont souvent utilisés comme antigeps antibactériens et antifongiques. L’effet

des terpenoides sur des membranes bactériennéssisaiggere que leur activité est fonction
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des propriétés lipophiles des constituants terp@sdCHAVES et al., 2008), la nature des
groupes fonctionnels, leur solubilité en phase ageet la stéréochimie de la molécule.

Le thymol est tres irritant, astringent et caugtiqua dose de thymol applicable sur la
peau et les muqueuses est de 0,5%. Ingéré a ladégoeg ou a plus fortes doses, il est
responsable de gastralgies avec nausées. Dansoleaings phytosanitaire et agro-
alimentaire, les huiles essentielles ou leurs ca®poactifs pourraient également étre
employés comme agents de protection contre les mlyaons phytopathogénes et les
microorganismes envahissant les denrées alimesit§8ERI-KOUASSI et al., 2004)

Les huiles essentielles les plus étudiées dansttéature pour leurs propriétés
antibactériennes et antifongiques appartiennerd &arille desLabiatae : thym, origan,
lavande, menthe, romarin, sauge, etc... (SOSA GHIN, 2006) L'essence de thym est
souvent rapportée comme étant parmi les huilepliesactives, son composé majoritaire, le
carvacrol, possede également une forte activiténarbbienne. (VOKOU et al., 1998 ;
L"OPEZ, 2004) Plusieurs études au sujet de I'effatctériostatique, spasmolytique et l'anti-
inflammatoire deTeucrium probablement di a la présence de plusieurs mqeotes du
cyclopentanoid dans I'huile essentielle, est ragpaans la littérature (RICCI D et.al, 2005)
Etant donné la grande complexité de la compositieémotypique des huiles essentielles,
malgré de possibles synergies certains auteurgrpréf étudier I'effet d’'un composé isolé
pour pouvoir ensuite le comparer a l'activité gliebde I'huile. Ainsi I'activité fongistatique
des composés aromatiques semble étre liée a lanpeésle certaines fonctions chimiques.
CHAUMONT et LEGER ont testé 12 composés aromatiquiesa-vis de huit souches
pathogenes pour 'homm@andida albicansAspergillus fumigatusMicrosporum caniset 5
Trichophyton spplls ont classé les composés purs selon leur aet@vitifongique vis-a-vis de
sept champignons. Cette activité est estimée slloturée d’inhibition de la croissance
déterminée par simple observation macroscopiquactivité antifongique décroit selon le
type de fonctions chimiques:

Phénols>Alcools> Aldéhydes> Cétones> Ethers> Hydrocarbures

En regle générale, les huiles essentielles d’'usagenun ont une toxicité par voie
orale faible ou tres faible avec des DL50 1 supéeié 5 g/kg. En ce qui concerne la Sarriette
et I'Origan la toxicité est un plus élevée autoes d.4 g/kg (données observée chez I'animal).
Chez 'hnomme des intoxications aigues sont possililes accidents graves, le plus souvent

observés chez les petits enfants, sont provoquéd’ipgestion en quantité importante
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d’huiles essentielles : Girofle (eugénol), Eucalgpt Gaulthérie (salicylate de méthyle).
(BRUNETON, 1999).

Tableau II- Classement et activité biologique de molécules atmmues selon leur fonction
chimique (PIBIRI, 2006).

Composés aromatiques Exemples Propriétés
Phénols Eugénol Stimulantes, Toniques Antiseptiques
Bactéricides Fongicides,
Anti-virale, Antiparasitaires Irritantes
Alcools Citronellol Anti-inflammatoires, Antiseptiques,
Terpéniques -terpineol| Bactéricides, Fongicides, Anti-virale,
terpinen4-ol, Neurotoniquedls agissent en dénaturant les
linalol protéines, comme agents de déshydratation
Aldéhydes Citronellal Antifongiques, Sporicidas,
Terpéniques Toxicité liée a la présence du groupe aldéhyde
Insecticide
Ether-oxides, Cinéole, Antibactériens, Antifongiques, Insecticides
péroxyde Ascaridole L'ascaridole est fortement réactif et toxigue
(par la liaison —O-0O-)
Cétones Carvone Calmantes, Antivirales, Antifongiques
Neurotoxigues Anti-épileptique
Hydrocarbures Limonene Fongistatique, Bactériostatique,
aliphatiques, Insecticides, Nematicide, Herbicide
sesquiterpénes

Les huiles essentielles sont trés utilisées damdubktrie des cosmeétiques, de la
parfumerie ou elles sont considérées comme étanéldenents de base ainsi que dans le
domaine de l'aromathérapie (technique thérapeutmprele massage, les inhalations ou les
bains). Elles sont aussi utilisées pour apportdadaveur, des ardbmes (au café, aux vins, aux
liqueurs distillées). Enfin, elles ont des applmas importantes en médecine, soit par leurs
gualités odorantes, soit pour soulager la douleupaur leur efficacité physiologique. Elles
ont une Pouvoir de cicatrisation et anti-brGlure.

Pouvoir analgésique, antalgique et anesthésiquendinbreuses huiles essentielles présentes
une activité contre tous types de douleurs : daslayastriqgues, douleurs menstruelles,
douleurs musculaires, céphalées, rhumatismes.

-Huiles essentielles calmantes et facilitant le seih:

La prise de certaines huiles essentielles agitlesunoral et sur le bien étre physique et
psychique. Elles calment les anxieux et insomniagtanifient les déprimés, détendent les

nerveux, émotifs, hypertendus et irrités.
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Certaines huiles essentielles ont des propriétéswaires, elles renforcent les parois
des vaisseaux et stimulent le flux sanguin cerngtatapillaire d’'ou meilleurs nutrition,
oxygénation et élimination. D’autres huiles ess#lets permettent la régulation de I'activité
cardiaque, de I'hypo et de I'hypertensi@OSA et TONN, 2006
Elles peuvent aussi avoir des effets sur les rhismas, les lumbagos, sciatiques, entorses,
foulures. Elles permettent d’éviter ou de résorlesr hématomes, peuvent avoir un effet
anticoagulant, peuvent étre hémostatiques (arrsiémorragies).

Les huiles essentielles exercent une action réagdasur 'ensemble des glandes
endocriniennes de I'organisme. Elles peuvent rdiégei le systeme endocrinien (stimuler ou
modérer I'activité d’une glande), favorise I'’éghiie de la production hormonale.

Elles ont aussi un pouvoir désintoxiquant, antijoei notamment par la stimulation
des organes d’évacuation des déchets et toxinpseala les reins, les poumons, I'intestin.

Les huiles essentielles favorisent la motricitéestinale, stimulent les fonctions

hépato-biliaires ; ont un pouvoir anti-fermentgiRAGHIBI, 2005).

1.2.4 Caractéristiques économiques :

Si de nos jours quelques centaines de plantes #oues, parmi d’innombrables
especes recenseées dans la nature, sont exploitéeselle commerciale, c’est en partie parce
gue les facteurs agronomiques, climatiques, bat@siget olfactifs sont limitatifs mais
d’autres criteres sont aussi a prendre en compte.

La production mondiale des huiles végétales asatitbn nutritionnelle et alimentaire a
augmenté considérablement au cours des 10 deraiénégs. L’Union Européenne est le plus
grand consommateur mondial. La production mondiddeile végétale est de l'ordre de
80Mt/an, dont 30% pour utilisation alimentaire. kalpar DGEMP, le 29/05/2006

1.2.5 Caractéristiques physiques et organoleptiquedes huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des substances ddsyamlatiles, huileuses donc de
nature hydrophobe, liquides a température ambiamigainable a la vapeur d’eau elles sont
tres peu soluble dans l'eau, totalement solubles dies alcools, I'éther et dans les huiles
végétales et minérales. Lorsqu’elles sont puresttrelles, elles ne contiennent aucun corps
gras : elles sont uniguement constituées de masaiomatiques volatiles. (BRUNETON,
1999).
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Elles sont altérables, sensibles a I'oxydation gma€ rancissent pas). Elles ont
tendance a se polymériser en donnant lieu a ladiomde produits résineux. Elles sont donc
de conservation limitée. Leur densité est en génefarieure a celle de I'eau (les huiles
essentielles de sassafras, de girofle ou de cancefistituent des exceptions). Elles ont un
indice de réfraction élevé et la plupart dévierlulaiére polarisedPARIS et HURABELLE,
1980.

Elles sont souvent colorées : du jaune pale auveréarcé voire brun, en passant par le
vert émeraude.

Les huiles essentielles sont a différencier dekesdixes ou des huiles obtenues par
I'hydrolyse des glucosides, comme la chamazulénka damomille allemandeciiamomilla
recutita), formée lors de la distillation mais absentéadelante a I'origine(ISERIN, 2001)

1.2.6 Composition chimique des huiles essentielles

La composition chimique des huiles essdatietiépend largement de l'influence des
conditions d’hydrodistillation sur I'essence conierdans la plante. Elle est en générale trés
complexe. Les méthodes analytiques modernes repdssibles, la détection, l'identification
et la quantification de plus de centaine de caremtits pour une méme huile essentielle.
Cependant, seuls certains d’entre eux sont resplassdes caracteres olfactifs de cette plante
aromatique. Les composants quantitativement les phportants sont souvent peu ou pas
significatifs de I'odeur (ISERIN, 2001).

Les huiles essentielles sont corsisuprincipalement de deux groupes de composés
odorants distincts selon la voie métabolique em@airou utilisée. Il s’agit des terpenes,
prépondérants dans la plupart des essences, dédeds du phénylpropane, retrouvé en tant
gue composé majoritaire dans quelques unes. Dagres constituants minoritaires leurs
sont associés. De nombreux dérivés porteurs de¢idosadiverses sont également considérés
comme des composeés terpéniques. Ces essences tpé&tneergroupées en cing classes : les
alcools, les esters, les aldéhydes, les cétorles kictones (CHAVES et al., 2008).

Les composeés terpéniquesont issus d’'une voie métaboligue secondaire dudia

mévalonique.

Suivant le nombre entier d'unités pentacarbongsn@mifiées, dérivées du 2-

meéthylbutadiéne (isoprene), nous pouvons réaliselalssification suivante :
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H;C

I

H,C CH,
Fig. Btructure de l'isopréne.
Poum = 2: lesmonoterpenesCes terpénes proprement dits sont des hydroestaunC .

lls peuvent étre acycliques, monocycliques ou bigyes.
A ces terpenes se rattachent un certain nombreratkiips naturels a fonctions chimiques

spéciales, surtout alcool et aldéhyde.

D S 6

Myrcéne ocimene Limonéne a-Pinéne
Fig. 8 : Exemple des composants monoterpéniques.

Pourn = 3. les sesquiterpenese sont des hydrocarbures de formQlg, soit une fois et

demie (sesqui-) la molécule des terpenes @H16). Un groupe particulier de sesquiterpénes
est représenté par les azulenes, composeés instidriete nom vient de leur coloration bleue
et qui sont importants en pharmacognosie en raigoleurs propriétés anti-inflammatoires.

Ces composés, non saturés, sont constitués paicgleles penta et hepta carbonés.

CH;

H
CH(CH:);

Fig. 9. Exemple des composants sesquiterpénigfeSadinene
Pourn = 4: les diterpénesqui sont des dérivés d’hydrocarbures @n. Ces composés, a

point d'ébullition élevée, se rencontrent surtarnglles résines.
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Fig. 10. Exemple des composants diterpéniquégamine A
Pourn = 5: lessesterpéne<e sont des dérivés d’hydrocarburees
Pourn = 6: les triterpénes Ces composés dbzp sont trés répandus, notamment dans les

résines, a I'état libre, estérifiés, ou sous fondtérosidique.

Fig. 11Exemple des composants triterpéniques squalene

Pour n = 8 et les polyterpénes le caoutchouc naturel est ifgte plus nomme. Le
caoutchouc naturel est un polymére de lisoprénestl produit par la coagulation par la

chaleur de la seve de I'hévéa.

Caoutchouc Gutta-percha

Fig. 12xemple depolyterpenes.
Dans une huile essentielle, nous retrouvons presexeusivement des mono- et
sesquiterpenes.

Les dérivés du phénylpropanéCs-C3) sontmoins abondants que les terpénoides, ce
sont des arenes issues d’'une voie métabolique daicerdite de I'acide shikimique lui-méme
intermédiaire de la synthése de la lignine a pdttiphénylpropane.

Les composés sont néanmoins importants sur le guatitatif et quantitatif chez
certaines espéces. Ce sont souvent des allyl-opépylphénols, parfois des aldéhydes.on
peut également rencontrer dans les huiles esdeata#s composés comme en@ comme
la vanilline. Les dérivés phénylpropanoiques gtéepénoides sont associés en nombre et en
proportions trés variables de telle sorte que telpit est hétérogene et complexe sur le plan
chimique. lls sont biosynthétisés au sein des méarganes sécréteurs ou ils forment
'essence naturelle (PARIS et HURABELLE ., 198WAD, 2002 ; NAGHIBI, 2005).
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[.2.7 Techniques d’extraction des huiles essentief

« La distillation n’est autre chose que la séparatieta matiere subtile de la matiere brute et

de celle-ci de la matiére subtile ; elle distratqui est fragile et destructible de ce qui est
indestructible, ce qui est matériel de I'immatérialle rend spirituel ce qui est corporel et
substitue la beauté a la laidewr

Jérdbme Brunschwig, médecin strasbourgedi$50-1534)

Les huiles essentielles sont obtenues avec desmamds trés faibles (de I'ordre de
1%) ce qui en fait des substances fragiles, ramag toujours précieuses. Ainsi les différentes
techniques d’extraction des huiles essentielleextuaits aromatiques doivent d’'une part,
tenir compte de ces caractéristiques et d’autrg ppporter des performances quantitatives
satisfaisant une forte demande toujours plus erigeaBasée sur differents phénomeénes
physiques : la distillation, I'extraction ou la ségtion, ces techniques d’extraction seront
présentées selon le principe sur lequel elles bastes, et classées en deux catégories
distinctes selon le produit final obtenu : une @udssentielle ou un extrait aromatique.
(ISERIN, 2001 ; BRUNETON, 1999 ; AGGELIS, et KOMAHE, 1999)

1.2.7.1. Entrainement a la vapeur d’eau

L’entrainement a la vapeur d’eau est 'une des od#h officielles pour I'obtention
des huiles essentielles, de la vapeur d’eau foypareune chaudiére traverse la matiére
végétale située au dessus d’'une grille. Duranassgage de la vapeur a travers le matériel, les
cellules éclatent et libérent I'huile essentielle gst vaporisée sous I'action de la chaleur pour
former un mélange « eau + huile essentielle ». l&ange est ensuite véhiculé vers le
condenseur et I'essencier avant d’étre séparé erpbase aqueuse et une phase organique :
I'huile essentielle. L'absence de contact diredreetieau et la matiere végétale, puis entre
'eau et les molécules aromatiques évite certaimpmeénes d’hydrolyse ou de dégradation
pouvant nuire a la qualité de I'huile. L’hydrodifiion est une variante de I'entrainement a la
vapeur. Dans le cas de l'hydrodiffusion, le flux slepeur n’est pas ascendant mais
descendant. Cette technique exploite ainsi 'actismotique de la vapeur d’eau. Le principe
de cette méthode réside dans l'utilisation de laapteur pour dégager et condenser le

mélange « vapeur deau — huile essentielle » dgpedans la matiere végétale,
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I'hydrodiffusion permet une économie d’énergie daiela réduction de la durée de la

distillation et donc a la réduction de la consomamatie vapeur.

1.2.7.2. Hydrodistillation

L’hydrodistillation proprement dite, est la méthagdermée pour I'extraction d’une huile
essentielle, ainsi que pour le contréle de quali&principe de I'hydrodistillation correspond a
une distillation hétérogene. Le procédé consisteraerger la matiere premiere végétale dans un
bain d’eau. L’ensemble est ensuite porté a émiligénéralement a pression atmosphérique. La
chaleur permet I'éclatement et la libération deséaudes odorantes contenues dans les cellules
végétales. Ces molécules aromatiques forment aveapeur d’eau, un mélange azéotropique.
Sachant que la température d’ébullition d'un mééaagt atteinte lorsque la somme des tensions
de vapeur de chacun des constituants est égalgrédsion d’évaporation, elle est donc inférieure
a chacun des points d’ébullition des substancesspéinsi le mélange azéotropique « eau + huile
essentielle » distille & une température égale @0&°pression atmosphérique alors que les
températures d’ébullition des composés aromaticuoeg pour la plupart tres élevées. Il est
ensuite refroidi et condensé dans un essencierasa florentin. Une fois condensées, eau et
molécules aromatiques du fait de leurs différemmedensité, se séparent en une phase aqueuse et
une phase organique : I'huile essentielle. Lalthgon peut s’effectuer avec ou sans recyclage de
la phase aqueuse obtenue lors de la décantationdurée d'une hydrodistillation peut
considérablement varier, pouvant atteindre plusiéures selon le matériel utilisé et la matiere
végétale a traiter. La durée de la distillatiouafnon seulement sur le rendement mais également
sur la composition de I'extrait.

Si nécessaire, I'huile essentielle est séchéeeadel Ipar traitement avec du sulfate de
sodium anhydre, pour évité I'hydrolyse des estetsg’autres constituants hydrosolubles,
'huile essentielle est alors prélevée et mise diess flacons sombres et conservée a basse

température.
1.2.7.3 Extraction par solvant
Ce procédé permet de tripler la quantité d’hudgseatielle récupérée. Ou pour

extraire des produits qu’on ne peut pas obtenidfrtres méthodes. La plante est immergée

dans un solvant approprié, et la séparation estteiée par distillation a une température qui

26



Chapitre | Etude bibliographique

condense l'huile essentielle et non pas le solvéed, produits obtenus sont appelés :

Concrétes. Cette méthode est aussi utilisée enmarfe.

2.7.4 Autres méthodes

a) Expression

Cette technique est utilisée pour extraire leselsudssentielles des agrumes C’est une
meéthode assez simple qui consiste a briser méaamigpt les zestes a essence (souvent au
niveau de I'écorce ou péricarpe du fruit) pour eltin un mélange d’essences odorantes et

d'eau.

b) Enfleurage

Cette méthode se rapproche quelque peu de I'extnaptr solvants volatils par son
principe mais dans ce cas on utilise des graissesne solvant, ces dernieres ayant elles
aussi une forte affinité avec les composés odar@nsdistingue deux types d’enfleurage : a
froid ou a chaud. L’enfleurage a froid consistegupr des fleurs fraiches dans de la graisse,
cette derniere absorbant ainsi les molécules otksahe produit obtenu est une pommade

florale.

c) Extraction au COz supercritique :

La matiére végétale est chargée dans I'extracteuesi ensuite introduit le CO
supercritique sous pression et réfrigéré. Le mélaagt ensuite recueilli dans un vase
d’expansion ou la pression est considérablementiteed_e CQ s’évapore et il ne reste plus
gue I'huile essentielle.

Cette toute nouvelle méthode est tres promettemuske @roduit obtenu est proche du
naturel et sans trace de solvant. De plus le2 @ non toxique, incolore, inodore
ininflammable, ce qui permet des conditions de s&caupérieures.
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1.3. Présentation de la planteleucrium polium geyrii (Lamiaceae)

[.3.1. Famille des Lamiaceae

[.3.1.1. Présentation

La famille labiées (Lamiaceae) du Latink{lzg, levre c'est-a-dire les fleurs ont
une forme caractéristique a deux lévres (NAGIBlalet 2005 ; COUPLAN, 2000).
Lamiaceae comprennent environ 6970 especes (MEMEERIL., 2004), réparties en
240 genres tels quelyssopum Lavetula Majorana Melissg Menthg Ocimum
Origanum Rosmarinus ...(MULAS M. 2006 Micromeria, Nepeta Phlomis
Prunella Satureja Scutellarig ... (BOULILA et BOUSSAID, 2006) ou encore
Hlomis, Eremostachy , Cyclotrichium, Hymenocrater, Hyssopus, Lavetula,
Lallemantia, Micromeria, ..(CAN BASER, et KIRIMER, 2006)

La famille des labiées est I'une des premiéresr@ distinguées par les
botanistes (PISTRICK, 2002) et ceci par la partidté de ses caracteres : Ce sont
généralement des plantes herbacées odorantesgsaquigdrangulaires, feuilles en
générale opposées sans stipules. Le plus souvangplerodites, fleurs pentameres
(MEYER et al., 2004) sont généralement réuniesyenes axillaires plus ou moins
contractées simulant souvent des verticilles, otoencondensées au sommet des
tiges, et simulant des épis fruit constitué pakdnas plus ou moins soudés par leur
face interne (MESSAILI, 1995).

Elles sont largement réparties dans le basin eréditten (CARRUBBA et al.,
2006).

1.3.1.2. Intérét commercial, nutritionnel et pharmacologique

Cette famille est lI'une des principasesirces de culinaire, légumes et de
plantes médicinales du monde entier.
Les espéces ddentha, Thymus, Salvia, Origanum, Colet®©cimumsont utilisées
comme arémes alimentaires, des légumes et dadigdtiie Bois Tecton)
En culture ornementale d'intérieur, on retrouvelgues especes du genre savory
(Satureja hortens)s crosne de stachys Tubifera Salvia, Coleus (MEY&Ral 2004 ;
MESSAILI, 1995).

Egalement plusieurs espéces de la famille sonisées dans la Médecine

traditionnelle et moderne grace aux huiles esdgicommuns a de nombreux
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membres de la famille comnh@vondula, Teucrium, Thymus, Sal\BIAGIBI et al.,
2005).

13%

14%

6%

30% 2%

@ fleurs m graines O plante entiere O racine m stem @ feuilles m partie arienne

Fig. 13- Distribution des parties de plantes wé#is dans la familles des Lamiaceae
(NAGIBI et al., 2005).

Plusieurs travaux, réalisésn vitro et in vivo, rapportent des résultas
intéressants pour certaines molécules antioxydatitegyine végétale telle que les
dicatéchols, la curcumine, les triterpenes pentapyes et les flavonoides.

Dans la pharmacopée traditionnellecainie, leslabiées (Lamiaceae) sont
utilisées dans le traitement de nombreuses affectielles que les problémes
intestinaux, le météorisme (ballonnement du vewtiiea des gaz). On note également
I'utilisation comme diurétique ou antisyphilitiqueAntidiarrhéique cicatrisante,
antiseptique.

Plusieurs études scientifiques ont confirmé &gt pharmacologique d’'un
grand nombre d’espéces de la famille des Lamia&#drse autres :

- Thymus numidicus Activités antimicrobiennes (GIORDANI et al., ZQ0anti-
inflammatoires, en plus de leur utilisation en céque et en agroalimentaire

- Marrubium vulgar: la décoction de cette plante est employée corante
typhoidique. (BELLAKHDAR, 1997)

- Une odeur fine de citronnelle, caractérisenldlisse melissa officinalis elle

contient une huile essentielle qui lui confére deepriétés bactériostatiques,
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stomachiques, antispasmodiques et sédatives asligdur traiter les digestions

difficiles, les crampes d’estomac d’origine nernasjdes vomissements et 'insomnie.
Elle attire les abeilles (melissa en grec), ceaumologiquement lui valut son nom

qui fit plus tard la réputation de I'eau préparée lgs Carmes de la rue de Vaugirard
des 1611.

- Lamium album, Cette ortie blanche dégage une odeur désagreéaldlerag
disparaitre a la dessiccation. Elle contient urosi@me, une huile essentielle, des
tanins, des substances mucilagineuses et un aleagipelé lamiine. Trés utilisée
aujourd’hui dans les soins capillaires, cette @adt recommandée aussi pour traiter
les leucorrhées ou pertes blanches. La théorisigaatures ne serait pas étrangere a
cette réputation. (DIDIER, 2004 ; ISERIN, 2001

- Mentha spicataOn connue depuis longtemps ses vertus digestiees c'est aussi
un antiseptique bronchique, un traitement des tesuépatiques et un remede contre
la diarrhée on lui préte méme des propriétés ajsieapies.

Egalement : Dyspepsie, aérophagie, gaz intestindiasrhée, entérite, troubles
hépatiques, lithiase, ictére, sinusite, laryngitmnchite, toux, régles, insuffisantes,
ulcere (KAMEL et SANDRA, 1994).

- Orthosiphone stamineus Ber{tlihé de java) Ces drogues sont diurétiques trés
important stimulant I'accroissement du volume ureat favorisant I'élimination des
chlorures de l'urée et de I'acide urique, elles stiles dans les cystites, possedent un
effet cholagogue qui peut les faire utiliser daaffdction hépatorénales (GIRRE,
2001).

D’autres espéces d'intérét pharmacologique sombugpges dans le tableau Il :
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Tableau Il - Quelques espéces d’intérét pharmacologdpita famille Labiatea
(NAGHIBI F. et al., 200%

Nom scientifique

Nom vernaculaire

Activité pharmacologique

Rosmarinus officinalis

Romarin / Encensier /

Herbe aux couronnes

Prévenant foie
Endommagez, Insecticide
Antinociceptive, DiurétiqueAntioxidant

Trypanocidal

Lavetula stoechas Lavete a toupet

Anticonvulsant, calmant

Antispasmodic

Thymus vulgaris Thym commun /

Anti-inflammatoire

Farigoule Fongicide, humain
agrégation de la plaquette
inhibiteurs Spasmolytic
.nhibiteur sur H
Satureja khuzistanica Marzeh Antihyperlipidemique (dans le fat
Jamzad khuzestani Antidiabétique, antioxydant
Melissa Barangbo Relaxant, Fungicide. activités,
officinalis L. Badranjbuyeh Antimicrobiennes Cholinergique CNS humain
yerbabuena agglutination du récepteur,

Antioxydant, Anti-inflammatoire
Cytotoxique (MTT) Antiviral; HSV
Neurotropique, périphérique

,analgésique. induisez sommeil Anti-HIV

Nepeta cataria Alaf-egorbehdashti

activités Antimicrobiennes

Activité répulsive

L.
Ocimum basilicunt.. Reyhan .
Reyhan Se. albacar

activités Antimicrobiennes

Antioxydant, Anti-inflammatoire

Zhumeria majda®ech. et
Wen.

Antinociceptive, Anti-inflammatoryire

[.3.1.3. Chimie des labiées:

Divers groupes de composés sont etudiépaitlot de vue chimique ce qui

permet d'isoler un grand nombre de substances sopour leur diverses activités

biologiques, a titre d'exemple :

les alcaloides, tlerpenoides, les iridiodes et les

composés phénoliques et flavonoides (NAGHIBI £t24105)
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Certains terpénoides, de courte chaine, d’huilsengiglles sont responsables de

l'odeur et Godt dans ces plantes. (HARBORNE ¢et36)

Une étude chimique réalisée par JENS et collaborat(2000) a mis en
evidence plusieurs composeés de type (3,4-dihydtoxypl)ethanoide glycosyles dans
la familles de Lamiaceee. La structure de ce typeodgposes est illustrée par Fig. 14

R;

OR3 o} OH

OH

OH
HO

ORs

Fig. 14 des composeés de (3,4-ihydroxyphenyl)ethanoids tiafamille de lamiaceae
(JENS et al., 2000)
Une étude menée sur I'extrait n-butanol de I'esféaeritis raeseria permis
d'obtenir 9 composées de la famille des flavoreidels que: hypolaetin,

isoscutellarein, ...etc. (GABRIELI et al., 2005

Fruticulin A et Demethylfruticulin A sont deux dipene quinone isolés de

I'espéce Salvia arizonicaces structures ont été déterminées par RMN (VALANT

VETSHERA, et al., 2003)

Fig. 15 Fruticulin A et Demethytuticulin A de I'espéceSalvia arizonica
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Une étude mené sur l'extrait éther diéthylique ldepartie aérienne de
Becium gretifloruma permet d’obteniB-O-glucoside de isothymusin, cirsimaritin et
la thymusin (GRAYER R et VEITCH, 1998)

1 R = OGlc
2 R =O0OH
3 R=H

Fig. 16. les composés de I'extrait éther diéthylique dealdie aérienne d8ecium
gretiflorum

Les huiles essentielles diklentha rotundifolia (L.) Huds obtenues par
entrainement a la vapeur d'eau, a I'échelle sdotepsont analysées par GC-MS et
GC-FID. Les résultats ont montré l'existence despmsés majoritaires suivants :
L’oxyde de pipéritone et I'oxyde de piperiténondr(EDA et al 2007).

1.3.2. GenreTeucrium

[.3.2.1. Présentation

Nom générique des germandrées (labiEesynant en Latin (teucrion) en grec
tevkpion troie, ou de teucros, prince troyen qui auratadivert les propriétés
meédicinales de la plante (COUPLAN, 2000).

Le genreTeucriumfait partir des genres les plus importants deailfa des
Lamiacées, est réparti en 340 espéces et variédsoms. D'un point de vue
taxonomique, elles sont identifiables grace a lan® du calice et inflorescence
(VELASCO-NEGUERUELA et PEREZ-ALONSO, 1990 ; GRUBIES et al.2007).

Il s’agit d’'un grand genre qui differe des autre® glans ses Corolles formées d'une
levre. Un grand nombre de travaux ont été pubBésmment sur la taxonomie de ce
genre basé sur des études morphologiques (itioresseet calice) (El OUALIDI,
1991), micromorphologiques (trichomes) (GRUBESICale2007), mais les relations
au sein du groupe restent confuses (HARBORNE, 1986)
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Nous pouvons citer quelques exemples de quelqueEses appartenant a ce
genre. : Teucrium chamaedrys L Teucrium cubense jacq, Tewcrveronicoides
Maxim , Teucrium scorodoni&., Teucrium flavumL, Teucrium fruticans,
Teucrium scordium L (Germetrée d'eau) Teucrium mmayureucrium polium L., et
Teucrium scordium L. subsp, Teucrium polium suligmb Teucrium polium subp
capitatum, ...etqHARBORNE et al., 1986 ; PISTRICK, 2002)

| .3.2.2. Propriétés pharmacologiques deBeucrium :

Le genrdeucriumest tres utilisé en pharmacopée traditionnelle uideplus
de 2000 ans (ABDOLLAHLI. et al., 2003) dans de nagmBeS régions et les propriétés
pharmacologiques de certaines espéces ont été téemndans des études
scientifiques. Les maladies pour lesquelles cesoesp sont utilisées sont tres
diverses. On peut citer:

- Leurs utilisations traditionnelles dans le traitetneymptomatique de troubles
digestifs et dans celui des états neurotoniques atkdtes et des enfants
notamment en cas de trouble mineurs de sommeilJMERTON, 1993).

- Ces espeéces deeucrium sont améres et astringentes (OZKAN et al., 2007 ;
ABDOLLAHI et al.,, 2003), utilisées comme antirhunsataux diurétique,
diaphorétique, tonique, antipyrétique, antispasinoeli

- Beaucoup d'entre elles sont utilisées dans la né&qmopulaire comme anti-
inflammatoires, antihypertenseurs et anorexiquédUBESIC et al., 2007), ainsi
gue antidiabetique, antiseptique, anthelminthiqueaeminative (GHRAIBEH et
al. 1988).

- L’espece Teucrium  montbretii  subsp Pamphylicum est utilisée
traditionnellement comme cicatrisant, anti-inflantone et dans le traitement du
cancer. L'activité antioxydante a été égalementaténée. (OZKAN et al 2007).

- Plusieurs études de type bactériostatiques, spgiquas, antipyrétiques et
anti-inflammatoires ont été menées J@ucrium Marum (RICCI, et al., 2005 ;
EISNER et al., 2000). Plus recemment, EISNER et(2000) a montré que
certains monoterpénes contenus daagcrium Marumexercer une activité anti-

insecte.
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- De méme certains travaux font état de traitemenpaludisme, dans le passé.
(CAMARDA, 1990; VOKOU et MARGARIS, 1986)

| .3.2.3. Toxicité duTeucrium:

Certaines espéces sont toxiques dans le foie (SHICH: al., 2001). On
rapprochera de ces divers cas observés en 92tawedum chamaedryselui d'une
femme de 37 ans traitée a 2 reprises a six mawsedialle traitée a chaque fois
pendant une dizaine de jours par des influions etengndrée tomenteugeucrium
polium la dégradation rapide de la fonction hépatiqueoaduit les médecins a
pratiqgues une transplantation de foie. L’organeimttiprésentait une nécrose massive
les causes habituelles ayant été écartées, le déttanchant de la seconde
administration a mené a soupc¢onner fortemeaticrium polium(BRUNETON J
2001).

On a pu démontrer expérimentalement que la nédnépatique peut étre
provogquée par un extrait de germandrée enrichiitenpenes et que l'administration
préalable d'activateurs ou d'inhibiteurs du cytoole P 450 augment ou diminué la
toxicité : l'activation des furano-néoclérodanasisie donc le préalable indispensable

a l'action toxique .

La teucrine A est hépatotoxique mais le mélangetéeahydroteucrine est
dépourvu de toxicité .Les diterpénes provoquentdat rapide et massive des cellules
par apoptose en augment le calcium intracellulairen stimulant diverse enzyme
calcium dépendantes cette implication du noyaunigee n'est pas surprenante
(BRUNETON, 1999).

Nous n'avons pas fait mention de sa toxicité pgueela plante en question est
localement (en Tamanrasset) trés courammentégil@issi bien en usage pastoral
gue médicinal. La plupart du temps, aucune toxitiest signalée (BENCHELAH.et
al., 2004).
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| .3.2.3.Quelques métabolites secondaires d'intérétolés du genreleucrium

Le Tableau ci-apres donne quelques exemples deas@sjisolés du genfeeucrium:

Tableau IV : Quelques métabolites isolés du geheeicrium

Espece

Principes actifs isolés

Références

Teucrium polium L

Polyphénols, flavonoides

ABDOLLAHI M. et al.,
2003

Teucrium
hyrcanicumL.

5, 6, 4'-trihydroxy-7-methoxyflavone (7-
methylscutellarein).
cirsiliol (6-hydroxyluteolin derivatives

OGANESYAN G. B., 2005

Teucriumpolium
subspPilosum

19-acetylteupoline

LA TORRE M et al, 1986

Teucrium podium
var. polium

Teupoline

MALAKOV P Y.et al, 1982

Teucrium orientale

Flavone : cirsilineol (5,4’-dihydroxy-6,7,3'-
trimethoxyflavone).

OGANESYAN G. B., 2007

Teucrium
tomentosum

3_-acetoxy-4_,18:15,16-diepoxy-6_,12-
dihydroxyneocleroda-13(16),14-dien-19,20-
olide,

SOUNDARYA DEVI S. et
al ,2003

Teucrium frutican

Diterpénes, flavonoides

SOSAME.etTONNCE,,
2006 ; COLL J., et
TANDRO Y., 2004

Teucrium
lusitanicumet
T. algarbiensis

a-pinene, sabinen@;pinene, limonene,
germacrene D et elemol.

CAVALEIRO C.et al., 2004

Teucrium
divaricatum subsp.
villosum;

villosine B, villosine A, teuvincenone D

ULUBELEN A et al, 1994

Teucrium Steroides ULUBELEN A. et al,1993;
chamaedrys LOPEZ V et al., 2007
Teucrium neoclerodane diterpenes OLGUIN J L et al, 1998

Teucrium marum
subspSardinia islet

Isocaryophyllene}-bisabolenf-
sesquiphelletrene, -santalene dolichodial e,
—caryophyllene.

RICCI D et al., 2005

Teucrium Iberian
Peninsula et
Baleatric islets

Terpénes

VELASCO- EGUERUELA
A. et PEREZ-ALONSO M.
J., 1989
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Tableau V: les Flavonoides des espéecedeecrium d’apres HARBORNE J B. et al,

(1986)

N | structures Noms Communs

1 | 5,3,4'-Trihydroxy-6,7dimethoxyflavon Cirsiliol

2 | 5,4’-Dihydroxy-6,7dimethoxyflavone Cirsimaritin

3 | 5,4-Dihydroxy-6, 7,3’-trimethoxyflavone Cirsileol

4 5-Hydroxy-6,7,3’,4’-tetramethoxyflavone -

5 | 5-Hydroxy-6,7,4'-trimethoxyflavone Salvigenin

6 |5, 7,34 -Tetrahydroxyflavone luteoline

7 | 5,7,4-Trihydroxyflavone Apigenin

8 | 5,7,3'-Trihydroxy-4'methoxyflavone Diosmetin

9 | 5,6,7,3',4’-Pentahydroxyflavone 6Hydroxyluteolln

10 | 5,6,7,4’-Tetrahydroxyflavone scutellarein

11 | 3,5, 7,3 ,4’-Pentahydroxyflavone Quercetin

12 | 3,5, 7,4-Tetrahydroxy-3’-methoxyflavone Isont@etin

13 | 5, 7,4'-Trihydroxyflavone 6,8-di-C-glucoside cenin-2

14 | 5, 7,4'-Trihydroxyflavone 7-O-glucoside Cosninsi

15 | 5,7,4'-Trihydroxyflavone 7-O-rutinoside -

16 | 5,7,3',4-Tetrahydroxyflavone 7-O-glucoside cyoside

17 | 5,7,3'4-Tetrahydroxyflavone 7-O-rutinoside -

18 | 5,7,3,4-Tetrahydroxyflavone 7-O-sambubioside -

19 | 5,7,3'-Trihydroxy-4’-methoxyflavone7 -O-rutinas Diosmin

20 | 5,6,7,3',4’-Pcntahydrcxyflavone? -O -glycoside -

21 | 5,6,7,3,4’-Pentahydroxyflavone 7-O-rhamnoside -

22 | 5,7,8,4-Tetrahydroxyflavone 7-0O-(6"-O-acetyl-2” O- | -
allosylglucoside)

23 | 5,7,8,3,4’-Pentahydroxyflavone 7-0-(6"-O-aceyto- | -
allosylglucoside)

24 | 5,4'-Dihydroxy-6,7dithoxyflavone 4’-Oglucoside -

25 | 3,5, 7,3',4'-Pentahydroxyflavone 3-O-glucoside Isoquercitrin

26 | 3,5, 7,3,4’-Pentahydroxyflavone 3-O-rutinoside Rutin

27 | 3,5,7,4-TetrahydroxyJ-methoxyflavone 3-O-gluicteg- -

28 | 3,5, 7,4'-Tetrahydroxy-3'methoxyflavone 3-Oinaside -
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| .3.3. EspéceTeucrium polium geyrii

Fig.17- Teucrium polium geyrii

I .3.3.1 Classification
Embranchement: Spermatophytes (plantes a graine)
Sous embranchementAngiospermesNagnoliophyta: plantes a fleur)
Classe DicotylédonegMagnoliopsida
Sous classeAsteridae
Ordre :Lamiales

Famille Lamiacées

GenreTeucrium

Espécdeucrium polium geyrii
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| .3.3.2. Reconnaissance botanique

Les Teucrium sec polium constituent un groupe d'especes trés peu
différenciées dont beaucoup de taxons et l'on penselle contient 125 taxa
(BRUNO M et al., 2008 notamment de la sous-seeblium sont encore en cours de
spéciation. Les espéces offrent, de ce fait, teés e caracteres diagnostiques fixes
étudié la variation morphologique, chimique, cygipe et biographique au sein de
certains groupes d'especes tres affines. La foumealice, marqueur morphologique

commun a certains du sous- sec Teucrium po{lEinUALIDI, 1991).

Nom scientifique Teucrium polium geyrii
Nom Tamahaq Takmazzut
Nom vernaculaire (arae Chand goura

Nom vernaculaire (Frangajsgermandrée tomenteuse

Les sous-especeJeucrium polium geyriiMaire et Teucrium polium
helichrysoidedMaire, seraient peut-étre une seule et méme espéoce les Touaregs,
il s'agit deTakmazzuet deAkmazzuTakmazzugtant le féminin deAkmazzuLes
deux plantes sont souvent désignées sous le Trakmazzutenqui est le pluriel de
Takmazzut(OZENDA, 1983).

| .3.3.3. Description botanique

Plante vivace souvent pérenne, velue, recouvest@ails laineux qui lui
donnent une couleur grise bleutée. De taille 20 a8, L'aspect de la plante est tres
variable, en général on la rencontre en touffe eleadiges nombreuses et ramifiées
porte de petites feuilles allongées, aux bordsedémtun peu enroulés sur eux-mémes.
D’autres pieds sont beaucoup plus velus et leslldsuiplus développées
(BENCHELAH et al., 2004) Feuilles laineuses obloeg au bord dentelé, le bord
des feuilles est souvent enroulé en dessous. Henesises, blanches ou jaunatres en
grappes a lI'extrémité des ramea(’BDALLAH et SAHKI, 2004 ; ASHNAGAR et
al., 2007%.
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Plantes extrémement variables, suivant le degréachéfications, la couleur
des fleurs, celle des poils laineux qui recouvrémite la plante ; on a décrit de trés
nombreux sous -espéces, reliés d’ailleurs par teasintermédiaires (OZENDA,
1979).

| .3.3.4. Situation:

Teucrium poliunpousse en abondance dans le sud-ouest de IRAsiagpe et
dans I'Afrique de NordHASANI et al., 2007.

C'est une Plante méditerranéenne, Commun danad'A#lharien, le Tefedest
et les montagnes du Hoggar, moins fréquent aillGuitss rare dans le piémont plus
rare au Sahara septentrional, au Tass, des Ajeiledemait, etc. ), Elle pousse
surtout dans les lits pierreux des oueds et ddes roches, en altitude entre 1200 et
2600 metres. (ABDALLAH et SAHKI, .2004 ; OZENDA,979.

| .3.3.4. Utilisation dans la médecine traditionndé

En médecine traditionnelle africaine, cette esgitealtilisée dans les périodes
de stress, car il permet de se relaxer, de se dtéted'étre serein et plein d'énergie.
Elle permet la relaxation des muscles en augmenéamtforce, la diminution de
l'anxiété et la lutte contre la fatigue et I'agngss. De plus, elle favorise le sommeil
et permet également de stimuler la mémoire, d'antgnesa concentration et sa
lucidité. Elle posséde également une action bénéfsyr la digestion. Ses propriétés
anti-stress et anti-oxydant permettent de luttaetreole vieillissement de la peau. Elle
est aussi bien conseillée pour les personnes &agsgue les personnes de plus de 50
ans et les sportifs (LAGNIKA, 2005).

Ses feuilles sont utilisées en cuisine et a des rfigdicinales, en particulier
pour le traitement des troubles intestinaux etrgasts. Il a également fait montre
d'une certaine promesse dans le traitement de Ukeuloviscérale. Bien qu'il soit
souvent utilisé pour traiter les troubles de sutaes le sang (comme le diabéte), les
études n'ont pas réussi a trouver aucun avantagtiisation deTeucrium polium
pour les diabétiques (ASHNAGAR et al., 2007).

Comme les armoises, les germandrées ont autrefuts I'bbjet d’un

commerce. Elles font partie, avec Gymbopogondes plantes les plus prisées au
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Tassili car c'est unglante parfumée tres appréciée et recherchéeodageys, c'est
l'aspirine des touareg®drfume agréablement le thédiquée pour régulariser les
battements du coeur. Elle esbbtée par les herbivoréBEBCHELAH et al., 2004).
Teucrium polium La été reconnu depuis longtemps en médecine populai
dans le traitement de Physiopathologiques de nambseconditionsRANOVSKA
et al., 2007, telles que les inflammations, les rhumatisnsem extrait a été montré
a induire hypotenseurs (KAMEL et SANDRA, 1994), tigpasmodique,
antibactériens et antipyrétique diaphorétique, fiomi, et des effets analgésiques
(KAWASHTY et al, 1997). La plupart de ces effets @té liés a I'anti-radical libre
comme les études réalisées en 2007 par P HASAbDIketborateurs sur le potentiel

antioxydant d& eucrium poliumFig18.
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L'extrait aqueux ddeucrium poliuma longtemps été utilisé En Iran pour le
traitement du diabete. Récemment, la haute ingutipe et anti-hyperglycémique
activité de son Extrait brut en utilisant a la fdes animaux et / ou pancréatiques isola
de rat Tlots a été évalué (ESMAEILI et YAZDANPARASZ004; ARDESTANI et
YAZDANPARAST, 2007).
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Et effets hypolipidémie ont été signalés par RASE# al. (2001), Il a été
rapporté que l'extrait ddeucrium poliumréduit NADPH-initié peroxydation
lipidique Microsomes de foie de rat in vitrRICCI et al., 2005 HASANI et al.,
2007).

| .3.3.5. Travaux antérieurs surTeucrium polium:

Teucrium .PoliumL. (Lamiaceae) a fait I'objet de plusieurs engsié&ans le
dernier 30 ansHASANI P et al., 2007) A étée démontré qu'ils contiennefféintes
classes de composés tels que les esters d'acidss djterpénes (VELASCO-
NEGUERUELA et PEREZ-ALONSO, 1990), les monoterpersesquiterpénes, des
flavonoides et polyphenol.. Les Flavonoides quiéigatisolées d@&eucrium polium
comprennent cirsimaritin, cirsilol, Cirsilineol, le5-hydroxy-6, 7,3 ' 4'-
tetramethoxyflavone, salvigenin, apigenin 5-galijiytoside, Apigenin-7-glucoside,
vicenin-2-et luteolin-7-glucoside (6, 12, 14). Leantioxydants Potentiel de

cirsimaritin et apigenin-7-glucoside a été indiqué.

Contrairement a d’autres especes de gdeecriumqui ont fait 'objet de
nombreuses études, une recherche bibliographiqusspe a démontré d’une fagon
univoque l'absence d’études phytochimiques antérede la sous-espegeucrium

polium geyrii

Le tableau suivant donne quelques exemples dpasés isolés dékeucrium

polium:
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Tableau VI : quelgues exemples de composés isoléJ dasrium polium

Espéce

Principe active isolée

Références

Teucrium polium

Tyrosol, acide Ferulic, Luteolin
acide o-Hydroxybenzoic
Hydroxytyrosol

Acide p-Hydroxybenzoic, Quercetin
Acide Vanillic, Gentisic, Ferulic, et
Acide Caffeic.

PROESTOS. et KOMAITIS,
2006
PROESTOS et KOMAITIS,
2006

Teucrium polium

(Majorca )

Ajugapitin, 15 - Ethoxy - 14 —
hydroajugapitin , 14 - Hydro - 15 —
hydroxyajugapitin, 14, 15 —
Dihydroajugspitin, Chamaepitin, 19-
acetylgnaphalin, Auropoiln, Teucrin A

Teuflin, 20 - Acetyhuopolin auropolin

CAMPS.et al, 1986

Teucriumpoliumvar.
album; Qatad; Teucrium

poliumvar. pilosum

(Egyp)

sesquiterpene alcohols :
10-cadinol (8.98%), 13-eudesmol
(19.1%), spathulenol (11.59%)
.monoterpenes majok.etp- pinene
(4.09% et 4.90%)

KAMEL et SANDRA, 1993

Teucrium polium L

teupolioside 11l

OGANESYAN et al, 1991

Teucrium

poliumsubsppolium

Auropolin , Capitatin, 20-epi-

auropolin, acetyl-auropolin , lactone

BRUNO et al., 2003

Teucrium podium subsp.

uincentinum

diterpenoids, Eriocephalin
teuvincentins A, B et C,
7,8-dehydroeriocephalin, 7-
acetylteuvincentin A, 7,8-
dehydroeriocephalin, 7-Acetyl
derivative, 6,7-diacetylteuvincentin B,

6-Acetylteuuincentin B .

CARREIRAS .et al, 1988

Teucrium poliunEgypt)

Apigenin 7-glucoside,
vicenin-2, luteolin 7-glucoside et

apigenin 5-galloylglucoside

KAWASHTY .et al, 1997

Teucrium poliunfturkey)

teulolin A, teulolin B

BEDIR et al, 1999

Teucrium poliunuropean

(spain)

flavonoids: cirsiliol, cirsimaritin,
cirsilineol, salvigenin et 5-hydroxy-

6,7,3",4'-tetramethoxyllavone.

HARBORN et al, 1986

Teucrium polium

teupolin IV et teupolin

MALAKOV et PAPANOV,
1983.
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|.4. Activité antibactérienne

Introduction

Affichant un taux de croissance annuel de 25 %plastes médicinales forment un
créneau en plein essor du secteur des médecinesdLAQUATRA, 1999).
L’activité antimicrobienne des extraits a base plagtes médicinales se trouve a la base des
médecines dites alternatives, de nombreux proadiilis®s dans la conservation des produits
alimentaires crus ou cuits, de substances actik@sitgées dans les produits pharmaceutiques.
De ce fait, la découverte de nouvelles molécules@dant une activité anti-infectieuse, sans
toutefois, étre compétitives avec les antibiotigé@iga existants, serait plus appréciable.
Une des stratégies possibles adoptées pour la wEteud'un nouveau reméde anti-
infectieux, consiste en la recherche a partir dastes supérieures, des composés ayant une
activité chimiothérapeutique supplémentaire, etcawee structure largement différente de
ceux en cours d'utilisation (VANDENBERGHE, et VLIEKIK, 1991).

1.4.1 Méthodes de détermination de I'activité

L'examen des données bibliographiques fait apparaitemblée la diversité des
méthodologies utilisées pour mettre en évidencaiVaé anti-microbienne des extraits.
Selon la souche microbienne, 'huile essentielld’agplication choisie, divers milieux de
culture peuvent étre mis en oeuvre. (PIBIRI, 2005)

Les différents protocoles peuvent ainsi étre ckassée
1. selon lamilieu dans lequel se fait diffusion de I'huile essentielle, soit liquide, Solide.

2. selon la nature daoontact de I'huile essentielle avec le germe : diffusiom disque,

solution alcoolique ou dispersion dans un émulsanin
1.4.1.1 Aromatogramme

«L'aromatogramme est a la Phytothérapie ce quetilfimgramme décrit par la
Pharmacopée francaise des antibiotiques est adaagime ». Cette transposition due au Dr M.
GIRAULT deés 1971, est décrite dans le tome Il duaife de Phytothérapie et
d’Aromathérapie (BELAICHE, 1979). L’'aromatogrammnet basée sur une technique utilisée
en bactériologie médicale, appelée antibiogrammmeéthnode par diffusion en milieu gélosé
ou encore méthode des disques. Cette méthode anfanye d’étre d’'une grande souplesse

dans le choix des antibiotiques testés, de s’ap@tiqa un tres grand nombre d’especes
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bactériennes, et d’avoir été largement évaluée5pamns d'utilisation mondiale (PIBIRI,
2005).

Il s’agit d’'une méthode en milieu gélosé a l'agaalisée dans une boite de Pétri. Le
contact se fait par l'intermédiaire d’'un disque mhpier sur lequel on dispose une quantité

donnée d’'extrait (Fig.19)

/f__‘_\_‘_“h-t'—'_'_'_'_aﬂltEdE Patri
it _/__/_,// e
e ot D
r//",/.-'-;,: N —— Souches test

Milieu de culture géloseé

{Agar)

Cis que mbibé
d’huike
essentielle

Zone dhinbition

Croiss ance
microbie nne

Fig. 19-lllustration de la méthode des aromatogrammesaite de Pétri (ZAIKA, 1988)

La technique consiste a utiliser des disques depapprégnés des différents produits
a tester. Les disques sont déposés a la surface délose uniformément ensemencée avec
une suspension de la bactérie a étudier. Deuwnitpobs d’ensemencementechnique par
inondation et une autre par écouvillonnag®©KFIN et LEYRAL, 2001)Chaque antibiotique
diffuse a partir du disque au sein de la gélosedgttermine un gradient de concentration. Les
bactéries croissent sur toute la surface de lasgékauf la ou elles rencontrent une
concentration d’antibiotique suffisante pour inhilbeur croissance. On observe ainsi autour

des disques une zone circulaire indemne de coloapgelée zone d'inhibition.

Plus le diamétre de cette zone est grand, plusudeh® est sensible a I'antibiotique, plus il est

petit, plus la bactérie est résistante.

Cette méthode utilisée par certains auteurs (BEHEC1979 ; GARBONNELLE et
al, 1987; JOFFIN et LEYRAL, 2001; KOBA et al, 200)BAL et FARRUKH, 2007) est la
technique que nous avons utilisée pour évaluer dar@emier temps les huiles essentielles

sélectionnées dans la littérature pour leur aét@ittimicrobienne.
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1.4.1.2 Microatmosphéres

Dérivé de la méthode précédente le protocole desoatmospheres est techniquement
proche de celle des aromatogrammes. La difféeredgide principalement dans la position du
disque imprégné. Dans cette technique, le disqpeéigmé est déposé au centre du couvercle
de la boite de Pétri, renversée pendant la durdexjsrience. Celui-ci n’est donc plus en
contact avec le milieu gélosé. Cette technique peda mettre en évidence la diffusion des

composants volatils des huiles essentielles &fietir d’'une boite de Pétri.

Dans la littérature relative aux huiles essentielles résultats des aromatogrammes et
des microatmosphéres sont exprimés exclusivemguartsdr de la mesure du diamétre des
halos d’inhibitions, en cm ou mMBELAICHE, 1979 ; KOBA et al, 2004 ; IQBAL et
FARRUKH, 2007). Cette mesure est souvent transcdens différents symboles

proportionnels a l'activité 0, %, +, ++, +++ (TahleVIl).

Tableau. VII- Transcription des valeurs des diameétres dinhibitipour des disques
imprégnés de 10l d’huiles essentielleBELAICHE, 1979).

sensibilité transcription Inhibition
Résistant 0 0
Peu sensible +/- 0.5cm
Sensible + lcm
Assez sensible ++ 2a3cm
Tres sensible +++ 3cm>

1.4.1.3 Bioautographie

La bioautographiegn tant que méthode de localisation de l'activibébactérienne
dans un chromatogramme, est largement appliquée d@mnrecherche de nouveaux
antibiotiques a partir des micro-organismes. Cet#¢hode a été mise en ceuvre pour pallier
les problemes dus a la diffusion différentielle demposés a partir du chromatogramme vers
les boites d’agars, par la détection autobiographidirecte sur couche chromatographique.
Cependant, cette méthode requiert un équipemembbndtogique plus complexe. Malgré la
facilité avec laquelle cette méthode permet dectedés antibiotiques hautement actifs la

valeur de la CMI est de 1@/ml), elle n’est pas prometteuse pour le test edgits de
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plantes, qui contiennent généralement des agetitsiembiens beaucoup moins actifs par
rapport aux antibiotiques disponibles (VANDENBERGHIEVLIETICK, 1991).

|.4.2 Facteurs impliquées dans | a détermination de L’adtité antimicrobienne :

La sensibilité des microorganismes peut varierrskdaerme testé car un antibiotique
peut étre biocide vis-a-vis de certaines souchestdiique vis-a-vis d’autres ou n’avoir
aucun effet. Par exemple : Les bactéries a Graritifpgsraient plus résistantes aux huiles
essentielles que les bactéries a Gram— (ZAIKA, 198@tte affirmation n’a cependant pas
été confirmée par d’autres travaux. La suscepibies bactéries est en effet indépendante du

Gram, ou dépend des huiles essentielles utilisées.

Les effets antimicrobiens des associations desupga tester, comme pour les

associations d’antibiotiques, sont définies selgatig interactions possibles :
Indifférence : I'activité d’'un composé n’est pas affectée pautre.

Addition : I'effet de I'association est égal a la somme elffsts de chaque huile essentielle
ou composé étudiée isolément, a la méme concaemtrgtie dans I'association.

Synergie: I'effet est significativement supérieur a la soende chaque huile essentielle ou

composé étudiée isolément, a la méme concentration.

Antagonisme : I'association diminue l'activité elle est inféniee a la somme des effets de
chaque compose prise séparément. Par exempleadeas tles bactériesGaam positif : des
associations d’huiles essentielles Cannelle ethdenisont synergiques ou indifférentes sur
Staphylocoque aureu&n revanche elles sont indifférentes sur le g&aeillus .et dans le
cas des bactéries @ram négatif : Pseudomonas aeruginost Escherichia coli :des
associations ne sont pas plus efficaces que ldeshassentielles pures et sont souvent
indifférentes. En revanche une prédominance de éllenest plus efficace que celle de Thym,
contrairement aux bactéries a Gram positif (PIBERI)S5)
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[.4.3 Quelques microorganismes incriminés :

Clostridium perfringens: Bacilles a gram positifs, anaérobies stricts, mafbiles et sporules
productrice de toxines et comprennent les agentadgangrene gazeuse, d’intoxications
alimentaires, du tétanos du botulisme et de caoditebautre. Sensibles a la vancomycine et au
métronidozole (HART .et SHEARS, 2002 ; PERRY, 2004

Klebsilla pneumoniae Est un germe tres répondu dans la nature, ebonmensale du tube
digestif, isolés principalement dans les infectiongnaires ou respiratoires parfois
compliquées de septicémies, surtout en milieu halggi ou elles seraient responsables de
10% des infections nosocomiales. Elles sont dem@emon mobiles, capsulés avec des
colonies a aspect de mugueuses sensibles a lan@einie, Kanomycine, Céphalosporine et
Polymyxine B mais pas sensibles a la pénicillindlesE ont caracteres biochimiques
suivantes : Lactose +, ONPG +, VP+, Indole -/+, dJ#¢ (GARBONNELLE et al, 1987 ;
GIRARD, 2001).

Escherichia coli: Bacilles trés répondu a gram négatifs asporujes,appartiennent a la
famille des entérobactéries, ils fermentent ledsetet le glucose, uréase ».SH, ONPG +,
mannitol +, Indole +, VP-. Les colibacilles sontspensables des infections urinaires,

septicémie méningite du nourrisson, de plaies ¢pées et gastro-entérites.

Lactobacillusbulgaracus Batonnets a gram+, asporules, immobiles, longsnces,
produisant de l'acide lactique a partir des glusjdéhermophiles et microaérophiles.
Lactobacillus font partie de la flore normale dbduwigestif. (LAMBIN et GERMAN, 1969;
HART et SHEARS, 2002)

Staphylococcus aureusle genreStaphylococcuappartient a la famille dilicrococcaceae

qui regroupe des especes bactériennes constiteéadlales arrondies (cocci a Gram positif)
immobiles et disposées en am&iaphylococcus aureusu Staphylocoque doré est une
espece saprophyte présente sur le corps et lesemseg et souvent responsable d’infections
graves communautaires et nosocomiales (20 % des Catte bactérie est responsable
d’infections des plaies, de la peau et du sang p#lut entraine aussi des abceés, ostéites,
otites, infections urinaires, endocardites, gasetrt@rites et infection pulmonaires.
Staphylocoque doré acquiert facilement des résisgaux antibiotiques et en particulier a la
pénicilline, a la méthicillinel (MRSA), et aux fltaquinolones mais sensible au B-
lactamines (HART et SHEARS, 2002; PERRY et al, 2004
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Pseudomonas aeruginosaDu bacille pyocyanique est une bactérie a Gramtifiéga

Agent pathogene opportuniste actif, (LAMBIN et GERN|, 1969), il contamine
particulierement tous les milieux aqueux. On leowte sur les mains du personnel soignant,
mais surtout dans les canalisations d’eau, lesrv@éisg, les siphons et surtout dans les
aérosols issus de l'utilisation des chasses d’'emns des sanitaires. Une bactérie mobile
aérobie, non capsulé.

Une antibiothérapie prophylactique favorise lesrdactions aPseudomonas aerugindont

le taux de mortalité est élevé. Les difficultégmétement et la grande résistance sont connues
a I'ampicilline, céphalothine, triméthoprine et @&einalidixique. Elle représente 11 % des
infections nosocomiales, sous forme d’infectionsaires, d’infections du sang, des plaies et
de I'appareil respiratoire (PERRY et al., 2004).

Proteus mirabilis: Bacilles pathogénes a gram —, mobiles, trouvants dansol, I'eau
d’égouts et font partie de la flore fécale normal@voquent des infections urinaires, plaies,
meéningites, septicémieBroteus mirabilisne fermentent pas le lactose et ne produisent pas
'uréase, Indole -, b5+, mannitol -, inositol -. Ces bactéries sensildeta pénicilline,
carbénicilline, kanamycine, gentamicine et résistana la sulfamides et triméthoprine
(BEERNESH et al., 1996).

Streptococcus cremorisSont une composante essentielle de la flore hunmaineaale, mais
aussi pathogene, sous forme cocci a gram + en prodsiisant 'enzyme ADNase, est un
pathogene responsable d’infections cutanées, ogtdibes, septicémies et pneumopathies. lls

sont sensibles aux pénicillines et résistant aorahiphénicol (HART et SHEARS, 2002).

Actinobactere sp Le genreActinobactereappartient a la famille dActinobactériales qui

regroupe des espéces bactériennes constituéesatbemedts filamenteux ayant tendance a
donner des ramifications et une apparence de nuyeglproduisant de nombreux formes
renflées et sphéroides libres ou sessiles. lls amment pas d’endospores, mais leurs
extrémités peuvent se segmenter en conidies né@Estaaux agents extérieurs. Les

Actinobacteresont non acido-résistantes aux gram + ou graserdgtimmobiles

Coliformes fécaux :Le genreColiformesappartient a la famille dEntérobactéricaceagui
regroupe des bacilles a Gram négatif immobilesoraps anaérobies facultatifs. Les
Coliformes fécausont thermotolérants (LARPENT, 1997).
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[l. Introduction

Afin d’'isoler des substances nouvelles de plantetedrouver de ce fait de nouvelles
voies d’applications tant dans les domaines dehntrmpacie que de la cosmétique et afin de
rendre la stratégie d’isolement le plus efficatepnvient de sélectionner avec soin la plante
a étudier.

Dans cette optiqgue, un certain nombre de critems &é pris en compte pour
sélectionner la plante de cette étude.

-Une origine géographique: Tamanrasset.

Tamanrasset se trouve dans le grand sud algépks ale 2000 Km d'Alger ses
coordonnées sont N22°40 E5°10 le topique du caroauge sur le carte passe a 40 km au
nord avec une Superficie (km2) : 556.000 Latitud2. 46' 59 N. Longitude : 5° 31' 0 E et
une Altitude de 1319 metres
Relief : nord, couvert de sable et climat rude sad, massif montagneux ; pluviométrie 32
mm/an en moyenne ; on y rencontre les tempéralesgsus élevées du monde (In Salah et
In-Guezzam), comme le pic le plus éleve d'Algded,ahat 3003 m.

D’aprées BELGHOUL Mohamed, Chef du département ddsdes et du
développement du patrimoine naturel en 24/7/2090@nl ont recensé 560 dont 371 espéces a
fleurs et une trentaine d’arbres et d’arbustesmPatles, 69 sont endémiques, c'est-a-dire
gu’elles n’existent que dans I'’Ahaggar, avec unréefg rareté plus ou moins important selon
les régions. Le ficus ou le pistachier de I'Atlamispar exemple rarissimes. Mais il reste
encore des zones inexploitées. La désertificagirsouvent mise en avant pour expliquer la
disparition des espéces, mais la pression humdest-@lle pas aussi trées importante ?
Donc Tamanrasset est une zone de choix pour lagnis@miére de nouvelles molécules.

- Utilisation des plantes en médecine traditiorenell

Depuis 150 ans, les plantes médicinales ont foarlasi pharmacie des médicaments
tres efficaces. Aujourd’hui, de nombreux travaux nése dans le domaine de
I'ethnopharmacologie, nous montrent que les plantdéisées en médecine traditionnelle et
qui ont été testées sont souvent dune part, dastesl efficaces dans les modéles
pharmacologiques et d'autre part seraient quasidegdurvues de toxicité (GURIB-FAKIM,
2006).

L’ethnobotanique et I'ethnopharmacologie mettentr@ation les savoirs ancestraux
des médecins traditionnels et les connaissancestticjues actuelles. Ce sont avant tout des

domaines de recherche interdisciplinaire a l'iaie#f des sciences de I'Homme, comme
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I'ethnologie, I'histoire, la linguistique, et desesmces de la nature, comme la botanique, la
pharmacologie, la pharmacognosie, la médecine.

Les informations de terrain recueillies auprés dgmgpulations (les véritables
tradipraticiens ne subsistent plus que dans desszmetulées) sont le reflet d’'une approche
culturelle de la maladie. Le traitement varie sd®romportement du malade, ses dires, le
rang social avec la prise en compte de son histaindiale.

L'ethnopharmacologie et I'ethnobotanique ont domarginalité la compréhension des
pratiques et des représentations relatives a k& ,sama maladie, et la description, I'évaluation
thérapeutique des plantes utilisées dans les plap#éas traditionnelles.

L'usage empirique des différentes préparations ittcahelles plantes est donc
extrémement important pour une sélection efficaee ptantes puisque la plupart des
meétabolites secondaires de plantes employées eacmédmoderne ont été découverts par
lintermédiaire d’investigations ethnobotaniquesJ@&B-FAKIM, 2006).

Les enquétes ethnobotaniques, menées de Novemie 20QJoan 2007 sur 63
d’enquétés permis le recueil de nombreuses inféomatquant a I'emploi des ressources

végeétales environnantes. Les résultats de I'encqusgterésumés dans le tableau suivant :

Tableau VIII- Les résultats de I'enquéte ethnobotanique :

Espece végétale Affections Parties utilisées Prémdions
Teucrium polium | Antiseptique, aromatique, Infusion,
geyrii dépuratif, troubles Branches, feuilles | décoction
Takmazzut gastriques et intestinaux, Réduit en poudre
(nom tamahaq) | vermifuge, vulnéraire. Emplatre
Frictions

II.1. La récolte du matériel végétal:

Le matériel végétal est constitué du la partiersmgede la plant@eucrium polium
geyrii, récoltée a Tamanrasset (Hoggar centre) en Nove2UiYe

Les échantillons séchés a I'abri de la lumiémedthumidité a température ambiante
Apres séchageéa plante a été broyée et stockée soigneusedasst un endroit sesn vue de

leurs analyses.
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La plante est été identifiée par une botaniste®BENHOUHOU Salima INA
(Institut National d’Agronomie El-Harrach Algie).

I1.2. Test chimique préliminaire :

La poudre végétale, issue de la partie aérienria glanteTeucrium polium geyriia
subie différentes réactions chimiques, afin de icowr la présence ou I'absence de certains

métabolites secondaires.

[1.2.1 Saponosides On utilise la propriété qu’ont les solutions aquesude saponosides

de donner par agitation une mousse persistante.
[1.2.2 Détection des polyphénoles

[1.2.2.1 Les flavonoides. Réaction dite a la cyanidine (réaction de SHIBATdans

un tube a essai, 2 ml d’extrait aqueux a 10% esté&plon ajoute 5 ml d’alcool chlorhydrique
(4 ml EtOH + 1 ml HCI concentré) et 2 ou 3 copeae@xmagnésium. Une coloration rose

oranger ou violacée apparaissant lorsqu’il y afde®noides.

[1.2.2.2 Les tanins :La réaction effectuée est I'action de chlorureifere (FeCl) 5%
sur I'extrait aqueux a 10%, l'apparition d'une aeition bleu noire ou verte dénotant la
présence de tanins. (HARBORNE, 1968 ; RIBEREAU- @AY, 1968)

1.2. 3 Anthraquinones libres (réaction de BORNTRAEGER) On met un peu de

poudre de drogue sur un papier filtre, mouiller paudre avec quelques gouttes
d’ammoniaque. Aprés quelques minutes on observecologation rouge du papier filtre est

due aux anthraquinones libres.

[1.2.4 Les alcaloides. 2 ml d’'une solution d’extrait a 10% dans I'eau diddinée
d’'une goutte de HCI concentré et 3 gouttes de ifcdeBOUCHARDAT (lode 2.5 g, KI5 g

et HO 100 ml). Une précipitation brun rougeatre signiéi présence d’alcaloides.
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[1.2.5 Huiles essentielles On effectue extraction liquide- liquide par étlégthyle

au solution d’extrait agueux puis on ajoute,8l@, on dissoudre le résidu dans I'eau.

L’apparition de couche jaune indigue la présencehiges essentielles.

[1.2.6 Cardénolides: 5 g de poudre végétale est maceéré avec 20 ml dis@liee, 10
ml de filtrats est mélangé avec 10 ml de (CH €t éthanol). La phase organique est évaporée,
et l'irréfléchi est dissous dans 3 ml d'acide goéti simultanément alors a déplacé a une
éprouvette. Quelques gouttes de ket ajouté, et a suivi en ajoutant 1 ml d'acide

sulfurique concentré. La coloration verte bleudneé la présence de Cardénolide

[1.2.7 Stéroide: 5 g de poudre végétale est extrait avec 70% d'Etl@kkrait de
l'alcool s'est évaporé et lirréfléchi est dissdaas CHG. Le filtrat est divisé en deux tubes
dans la premiere, 1 ml de solution acétique estt@jet a suivi par 1 ml de,HO, concentré.

Si la solution ne donne aucune couleur verte goungg la présence de stéroides non saturés
et. Au deuxieme tube, le méme volume dgS@, est ajouté. La couleur jaune n'est pas

transformée dans couleur rouge, donc absence oeésléles stéroides.

[1.2.9 Stérols: On ajoute 0.5 ml & 1 ml d’acide sulfurique concérdrune solution

chloroformique a 10%, la phase inférieure acidenghrene coloration d’abord jaune ensuite

rouge foncé.

[1.2.9 Sucres réducteurs :On fait agir a chaud la solution a étudier suralédueur
de Fehling préalablement portée a I'ébullition.drasence d’un sucre réducteur se manifeste
par I'apparition d’'un précipité rouge (HARBORNE,6B; CIULEI, 1983).
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I1.3 Les flavonoides deTeucrium polium geyrii

[1.3.1 Extraction des flavonoides :

La procédure suivie est celle appliguée dans lerébire Biogéochimie des milieux

désertiques, selon les données de la littérature.

11.3.1.1 Extraction des flavonoides par macération

La masse choisie est de 5 g de poudre de plamteestl macérée dans un mélange
hydro alcooliqgue (méthanol (GBH)/eau 80/20: V/V) pendant 36 h a température amnibi
et a lI'obscurité avec renouvellement du solvantetées 24 h, les divers extraits sont réunis.
Apres filtration des extraits hydro alcooliques,subissent une évaporation sous vide dans un

rota vapeur a une température de 40°.

La phase aqueuse de I'extrait est extrait un osi@lus fois jusqu'a I'épuisement total
avec un demi volume de I'éther de pétrole dansaum@oule a décanter afin d'éliminer toutes
traces de composes apolaires (pigments, lipides,(FORCK et MADELEINE PINKAS,
1992).

La phase aqueuse ainsi obtenue est ensuite extmaiteu plusieurs fois avec un
volume d'acétate d'éthyle. L'addition d'un méladgealeux solutions aqueuses (4ml): sulfate
d'ammonium (NH).SO, 20 % (m/v) et I'acide orthophosphoriqueP®, 2% (m/v) facilite le
passage des composes phénoliques de la phase agagike solvant « l'acétate d'éthyle».

La phase organique obtenue est séchée sur suffatedium anhydride N&O, pour
éliminer toutes traces d'eau. Apres filtration ¢dvant est évapore sous pression réduite a
40°C. STOCKER et al., 2004DJERIDANE et al., 2007)Les extraits phénoliques obtenus
sont sous forme d'une poudre, de couleur jaune .Vextrait est pesé pour calculer le

rendement.

Le résidu est repris dans des ml de méthanol pooreterve a -4°C dormant l'extrait

phénolique purifie.
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Fig. 20-Les étapes d’extraction des flavonoides par soetlpar macération.
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[1.3.1.2. Extraction des flavonoides par soxhlet :

L’extraction par I'appareil de Soxhlet consistea&rd passer a travers la matiere a traiter
contenue dans une cartouche de cellulose, un fgxahdant de solvant toujours neuf puisque
distillé a chaque cycle

50 g de la partie arienne desucrium polium geyria été extrait dans un Appareil
Soxhlet pendant 7 h, en utilisant le méthanol pomme solvant d’extraction. Aprés
évaporation totale du solvant on ajoute 100 mlu'elaaude au résidu sec on laisse refroidir
durant une nuit. Le liquide est filtré puis trans&alans une ampoule a décanter. On effectue
L'extraction liquide- liquide on utilisant systerde solvants de polarité croissante : éther du
pétrole (pour éliminer les pigments et la chlordf@)y I'hexane, chloroforme (polarités
faibles, utilisés pour I'extraction des composéslaipes), acétate de I'éthyle (EtOAc ; de
polarité moyenne, utilisé pour I'extraction desyaghes flavonoidiques et les monosides) et
n-butanol (n-BuOH ; de polarité forte, utilisé pdextraction des flavonoides hétérosidiques)
(DASTMALCHI, 2007). Les extraits organiques étaiesgichés sur sulfate du magnésium
anhydre. Les extraits été dissous dans DMSO (pactivité biologique) et dans le MeOH.

Le montage expérimental est illustré en Fig.-21.

Solvant

Solide _[E

dans cartouche

poreuse
B ballon chauffd
E extracteur
R réfrigérant
Solution A Y
4 ébullition e

Fig. 21- Montage expérimental de I'extracteur soxhlet
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11.3.2 Quantification des composées phénoliques

Cette analyse permet d’avoir une notion de la teeaupolyphénols de la plante. Le
dosage des phénols totaux a été effectué par utimdesadaptée de SINGLETON et ROSS
(en 1965) avec le réactif de Folin — Ciocalf€dZKAN, 2007), tandis que les flavonoides

ont été quantifiés par dosage direct par le tilsreine d’aluminium
[1.3.2.1. Dosage des phénols totaux

Le principe de ce dosage est adapte par SINGLETORGSS (en 1965) avec le

réactif de Folin — Ciocalteu.

Le réactif de Folin-Ciocalteu est un acide de aaulgaune, constitue de
polyheterocycles acides contenant l'acide phospigestique HPM;:0, et l'acide

phosphomolybdique $#PW;040dont la réaction est :

Oxydation des phénolates --> réduction des polybéyeles --> formation d'un complexe
molybdene(M@0,3)-tungstene (\0,3) stable bleu qui absorbe fortement a une longueur

d'onde de l'ordre 765 nm. Le phénol standard étdens cette méthode est I'acide gallique
[1.3.2.1.a. La courbe d'étalonnage

A partir d'une solution mére aqueuse préparéead@éd gallique de concentration
massique 10m mol/l, des solutions filles sont ajmgparées de concentration allant de

0.2 m mol/l jusqu'a 1.2 m mol/l

A l'aide d'une micropipette, 50 de chaque solution est introduite dans des tabes
essais, suivi de l'addition de 1@0du réactif de Folin-Ciocalteu et 1 ml d'eau hidiée),
aprés 10 minutes 500 de carbonate de sodium D3 a 20% (m/v) ont été ajoutes
(favoriser un milieu alcalin pour déclencher lactén d'oxydoréduction), par la suite ces
solutions sont maintenus a l'obscurité pendant 2 température ambiante. La lecture de
'absorbance de chaque solution est effectuéeide ldiun spectrophotomeétre UV Vis de
LNICAM-DISCPD2000-1 a une longueur d'onde de #8686 contre un blanc (méme
solution sans la solution d'acide gallique) ceruis permet de tracer la courbe d'étalonnage
(Fig.27).
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[1.3.2.1.b Traitement des échantillons

Une quantité de 2pl de chaque solution d'extraits dilues est intragldans des tubes
a essais, on ajoute les méme solutions sans ldicsold'acide gallique. La lecture de

I'absorbance de chaque solution d'extraits esttetie.
[1.3.2.2. Dosage des flavonoides

La quantification des flavonoides a été effectuée pne méthode adaptée par
VENSKUTONIS et collaborateurs, (2008yec le trichlorure d'aluminium. Le trichlorure
d'aluminium forme un complexe jaune avec les flavdes et la soude forme un complexe de
couleur rose absorbe dans le visible a 415 nmlaveiioide utilisé dans cette méthode est la

vitexine.
11.3.2.2.1. La courbe d'étalonnage :

A patrtir de la solution mére de la vitexine (uiiscomme étalon pour tracer la courbe
d'étalonnage) préparée dans le méthanol de coatientd mmol/1, on prépare des solutions

filles de concentrations allant de 0.01 a 0.06 niinol

Dans une fiole, on met 1 ml de chaque dilution det®n fille de la vitexine ou de
I'extrait lors de la quantification des flavonoides ajoute 1 ml de trichlorure d'aluminium
AICI3 a 20 % (m/v) dans l'eau. Aprés incubation a l'obse pendant 40 minutes a
température ambiante, I'absorbance du mélange me&téré a 415 nm contre un blanc d'eau
distillé en employant le méme spectrophotometreavilblet. A partir des valeurs des

absorbances obtenues, nous avons trace la coatbdhage de la vitexine.

[1.3.3 Analyse par chromatographie sur couche mince (CCM)

La chromatographie est une méthode physique deratépa dans laquelle les
composés a seéparer, sont distribués entre deuxeqhdsine stationnaire (la phase
stationnaire) tandis que l'autre (la phase mobgejéeplace dans une direction définie.

La chromatographie sur couche mince est une tegbragnsidérée comme technique
trés pratique vu I'économie de solvant et d’échimmis réalisés en méme temps que
'obtention de plusieurs informations sur la compos chimique des extraits et les

conditions opératoires optimisées (GRIFFITHS, 1958)
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Des chromatographies sur couche mince (CCM) oninétgees sur les fractiofs a
T de la plante pour avoir un apercu de la naturecdestituants que I'on peut rencontrer
chez cette espece. Pour cela, une partie destextrati €té solubilisés dans le méthanol et
déposés sur plagues de CCM qui ont ensuite éteé<ldans les systemes de solvants et
révélés avec divers réactifs pour permettre unenigre orientation sur les classes de
composés présentes dans les échantillons a andlgseinformations recueillies ont ensuite
ete confrontées aux données bibliographiques ¢é#scsur la famille et le genre de cette
plante.

Nous disposions de cing extraits nomrigsa Te. T, est I'extrait acétate d’éthyle de la
plante obtenu par macération et les quatre auteesidns sont des extraits liquide/liquide
successifs de la fraction agueuse obtgraresoxhlet, respectivement, de I'hexamg) et de

chloroforme T's), de n-butanolT,) et de I'acétate d’éthyldg).

Les chromatogrammes sur couche mince sont réatiséphase normale sur des
plaques d’aluminium Silicagel 60 F254 (Merck), ¢dasques de polyamides, des plaques de
cellulose et en phase inverse sur des plaqueg RE développement des plaques s’effectue
dans des cuves en verre saturées avec |'éluara@pnr

Cette phase mobile est constituée d’'un mélangerbinirtiaire ou quaternaire de solvants
selon le type de séparation souhai(BdBEREAU- GAYON, 1968 ; BUDZIANOWSKI, 1991)

Dans notre cas, les systemes de solvants pouriffésedtes classes de composés sont les

suivants (les proportions sont données en volurile &bnt classés par polarité croissante) :

* Pour gel de silice :

Tol. / AcOH / EtOH (18: 5: 1)

CH ,Cl, / MeOH (95: 5)

CH ,Cl,/ MeOH (80: 20)

C,H sCl,/ MeOH (60: 15)

CH ,Cl, / MeOH / AcOEt (85: 5: 9)

AcOEt / Acide formique / Acide acétique 4Gl (100 : 11 : 11 : 25)
* Pour polyamide :

MeOH / HO / AcOH (18: 1: 1)

H20 / EtOH /n-ButOH /AcOH (60: 20: 25 :2)

Tol. / EtOH /Acetone /Ether de pétrole (60: 10:110:
e PourRPjg:

59



Chapitre |l Matériels et méthodes

H20 / CH3CN (50: 25)
AcOH / HCI /H0O (15: 5: 15)

* Pour la cellulose, on effectue la CCM par le sahsrivant :
n-ButOH / AcOH /HO (4: 1: 5) (BAW)

L'observation des CCM s’effectue en iara visible et sous UV (254 et 356 nm),

avant et, dans certains cas, apres révelatiorepaéhctifs de AlGlou de vanilline sulfurique.

[1.3.4 Analyse par chromatographie liquide (HPLC)

11.3.4.1 Principe

La Chromatographie en Phase Liquide Haute Perfarenan HPLC est une technique
analytique qui permet la séparation d’'un ou de iplus composés, contenus dans un
mélange, en vue appelé systeme de phases et egbsbrie la phase stationnaire et de la
phase mobile. La méthode de chromatographie HPLilséat pour la séparation et la
caractérisation des échantillons est la chromafdge d’adsorption en phase inverse. La

phase stationnaire utilisée est constituée de graepts C18 greffés sur un support de silice.

11.3.4.2 Description du systeme

La chaine HPLC est constituée de divers élémehensatisés ci-apres.

Solhrnl

rt.
lajecteon valve | henoniui
| !

— N Tl =)
- i e

ele -

Ponng ) I_I — [ '-'uml"l.ll"t'f: )

Ll
in
Yon

Fig. 22- Représentation des différents éléments comptsahtine HPLC.
La phase mobile alimente le chromatographe en pente : elle est délivrée dans le

systeme par une pompe dont le débit est modulabke composés a séparer, en suspension

60



Chapitre Il Matériels et méthodes

dans un solvant, sont prélevés grace a une serpysehargés dans le chromatographe par
I'injecteur au niveau de la boucle d’injection. Lewlécules sont entrainées par la phase
mobile vers la colonne chromatographique contetenthase stationnaire. L'affinité des
composeés pour la phase stationnaire détermineraééention. Un détecteur fluorimetrique
suit en permanence l'élution du composé et le sighéenu est enregistré au niveau de
'ordinateur. Une bonne séparation des composéaédit, grace a l'utilisation de phases
mobiles et stationnaires adaptées a ceux-ci, pgarbbserver au niveau de 'intégrateur un
pic isolé, fin et symétrique dont la surface esicton de la concentration de la solution

analysée en ce composé.

11.3.4.3 condition opératoire

Tableau IX - Condition opératoire en HPLC

Appareil HPLC Chromatographe HPLC WATERS
Détecteur UV 2485
La pompe 1525
Colonne apolaireRPyg Longueur 25 cm
porosité Sum
Précolonne apolaireRP;g Longueur 5cm
porosité Sum
La phase mobile 60% MeOH 40%(H0 98% + acide acétique 2%)
Débit 1 ml/min
Longueur d’'onde 288 nm

[1.3.5 Analyse des extraits par SpectrophotométriéJV/Visible

La spectrophotométrie UV visible se présente comume technique d'analyse
structurale trés importante dans le cas des com@mrsénatiques. Les flavonoides comportent
au moins d’'un cycle aromatique par conséquencposedent un spectre d’absorption dans
l'ultraviolet avec généralement deux maximums dargtiques, Le premier maximum qui
est trouvé dans la région 240-285 nm est di a éyclt le deuxiéme maximum qui sont dans
la 300-550 nm est di a la substitution et la ogaigon du cycle C, variant avec type
flavonique et permettant leur identification (FIEleDal., 2008 ; RIJKE et al., 2006).

N’ayant pas pu faire une chromatographie prépamatifis avons analysés les extraits
par spectrophotométrie.
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11.3.6 Analyse des extraits par Spectromeétrie Infraouge (IR)

Pour I'étude des flavonoides, la spectroscopie dlarfisarouge n’a certainement pas
eu le développement de la spectroscopie dans iBlevist l'ultraviolet. Cependant, cette
méthode est a priori intéressante pour l'identifles substances dont les structures sont a la
fois complexes et voisines, puisque, a chaque aobst correspond un spectre
caractéristique. On sait d’autre part que chacwseb@ndes d’absorption du spectre est liee a
la présence, dans la molécule, d’'un groupementighencaractéristique ; par conséquence a
coté des possibilités d’identification, par comjswa avec le spectre d’'un produit de
référence, le spectre infrarouge doit permettréddtaa déterminer, une structure inconnue
(RIBEREAU- GAYON, 1968).

[I.4 Les Huiles essentielles d&eucrium polium geyrii

[1.4.1 Extraction des huiles essentielles

Une extraction de I'huile essentielle a I'échelle thboratoire a été effectuée

principalement sur la partie aérienne de la plante.

[1.4.1.1 Extraction par entrainement a la vapeur

Les huiles essentielles sont connues par leudgrdréermodégradabilité. Pour
cela on procede a I'extraction par une méthode elguc est I'entrainement a la vapeur. Cette
meéthode consiste a injecter la vapeur d’eau dangaipient fermé contenant I'échantillon de
la plante. Les huiles volatiles sont entrainées lpavapeur d'eau et condensées par

refroidissement.
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Conditions expérimentales

Tableau X- Conditions expérimentales utilisés en I'extractiam I'entrainement a la vapeur

Quantité de matiere végétale 100 g
Quantité d’eau 500 mi
Température 60°C

Temps d’hydrodistillation 4 h

Pression du systéme Atmosphérique

11.4.1.2 Extraction par I'hydrodistillation

L’hydrodistillation consiste a immerger la matigmemiéere dans un ballon de capacité
nominal de 500ml contenant de I'eau. L’'ensembleesié a ebullition. Elle est généralement
conduite a pression atmosphérique.

Conditions expérimentales

Tableau XI- Conditions expérimentales utilisés en I'extractpam L’hydrodistillation

Quantité de matiere végétale 100 g
Quantité d’eau 200 mi
Température 60°C

Temps d’hydrodistillation 4 h

Pression du systéme Atmosphérique

Fefrigerant [ ou condenseur)

Thermometre ——

Edenmeyer
Décoction

Chauffe-ballon Huile essentielle +

2aLl

—-*-—
Support élévateur f"'f'.

Fig. 23 Appareillage utilisé au cours du procédé de I'todistillation
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L’extraction, une fois terminée, nous avons efféstles opérations suivantes :
Récupération de I'huile essentielle en utilisarg ampoule a décanter.
Le stockage de I'huile essentielle fait dans dasdihs codés et au préalable pesés, a basse
température dans un réfrigérateur, dans I'atteateoth analyse.
Le calcul du rendement de chaque essence s’estugdfeelon la relation suivante :
R =100 x (m/M) ;
Ou m et M représentent respectivement la massaulelessentielle et la masse de la charge

végetale

11.4.2 L’analyse des huiles essentielles par GC/Blet GC/MS

I1.4.2. a. La chromatographie en phase gazeuse (CRG

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) estéthede d'analyse par séparation
qui s’appligue aux composés gazeux ou susceptiiitse vaporisés par chauffage sans
décomposition. La CPG est la technique usuelle tlanalyse des huiles essentielles. Elle
permet d’opérer la séparation de composés votigiimélanges trés complexes et une analyse
guantitative des résultats a partir d'un volumajéttion réduit.

Un systeme GC, Fig.24, est donc constitué esskemieht :

» d’un systeme d’'approvisionnement et de contrélgade
* d’un systeme d’injection/introduction de I'échaliil.

» d’une colonne chromatographique.

* du four de la colonne.

e d’un systeme de détection.

» d’un systeme de contrdle et d’acquisition des deané
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Régulateur Détecteur Controle &
Manodétendeur 9% Acquisition
débit

Port d'injection ﬂ &/\
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de gaz \\ %////

Four
Fig. 24 Représentation des différents éléments compos&P@
Pour chacun des composés, un indice de rétentioh&be obtenu. Il est calculé a
partir des temps de rétention d'une gamme étalafcahes et peut étre calculé a partir de

I'équation suivante :

_(rﬁc._:: —lgw ]

RI. =100%| N+
{f RN — rR._\’]

Ou kx , kN €t kn+1 représentent respectivement les temps de réteajumtés du
composé x et des n- alcanes de référence, ayan{NN+r&) atomes de carbones et élués juste
avant et juste aprés le composé x.

lIs sont ensuite comparés avec ceux de prodeitefrence (mesurés au laboratoire
ou décrits dans la littérature). Toutefois, il &gquent d’observer des variations, parfois
importantes, lorsque I'on compare les indices dentéon obtenus au laboratoire et ceux de la
littérature ceci ne peut suffire a une bonne idieation, sans I'apport du couplage entre la
CPG et une technique d’identification spectroscopigen général la spectrométrie de masse
(CPG/SM). La combinaison de ces deux techniquespkonentaires, est applicable a

I'analyse d’'un grand nombre de substances orgasj@uessi bien gazeuses que liquides.
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11.4.2. b. Le couplage CPG/SM.

Ainsi le couplage CPG/SM est la technique la pltissée dans le domaine des huiles
essentielles. Le couplage GC/MS réunit le meilldarces deux techniques. Ce couplage
répond aux exigences de base de toute analysé sirgu

e La séparation.

* L’identification.

* La mesure quantitative.

Il permet de connaitre, dans la grande majoi® chs, la masse moléculaire d’'un
composeé et d’obtenir des informations structuraddatives a une molécule a partir de sa
fragmentation. Dans la source d’ionisation (FigBs molécules sont bombardées a l'aide
d’électrons, conduisant ainsi a la formation desien phase gazeuse. Les ions sont ensuite
dirigés vers la partie analytique de I'appareikexiste plusieurs analyseurs de masse mais les
plus utilisés pour I'analyse des huiles essentsellent le « quadripble » et le « piége a ion »
Ou « ion trap».

Le quadripble ainsi que I'« ion trap » utilise talsilité des trajectoires pour séparer les
ions selon le rapport masse sur charge (m/z).

Le faisceau d’ions ayant traversé l'analyseur dessma est ensuite détecté et
transformé en un signal utilisable. Pour ce faifegxiste différents types de détecteurs
capables de transformer un courant ionique failbleue signal mesurable. Toutefois, les
détecteurs les plus courants sont les multiplicatelélectrons ou de photons, permettant
'augmentation de l'intensité du signal détecté(#b).(CAVALLI, 2002)

Finalement, I'ordinateur enregistre les donnéesgmant du spectrometre de masse et
les convertit en valeurs des masses et des irdsndés pics et en courant ionique total. I
permet I'examen des données enregistrées et leunipuiation : spectres de masse,
chromatogrammes reconstitués, soustraction d’uctigppar rapport a un autre, calcul d’'une
moyenne sur plusieurs spectres, etc...

Les spectres de masse ainsi obtenus sont ensuilgacés avec ceux des produits de
référence contenus dans les bibliotheques infoséedi disponibles, commerciales
(NIST/EPA/NIH Mass Spectral Library, Wiley Registof Mass Spectral Data et ceux de
base de données spectrales Adams (VELASCO-NEGUERMEEREZ-ALONSO, 1990),
contenant plusieurs milliers de spectres.

En général, les résultats sont meilleurs aveaéfésences enregistrées au laboratoire
avec des conditions expérimentales rigoureusend@ritiques. Ainsi, divers auteurs ont

développé des logiciels de traitement des donnaeditdnt l'identification de composés
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présents dans une huile essentielle a partir deslgectre de masse et des valeurs de leurs

indices de rétention sur colonnes polaire et apmlai
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wterdre (Tocuramuton Frosgan W8T |

Fig. 25-schéma du principe de fonctionnement d’'un spectmrde masse.
(CAVALLI, 2002)
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Matériels et méthodes

Il .4.3 Conditions expérimentales utilisés en GC/FID €C/MS :

11.4.3.1 Matériel et conditions expérimentales uticés en GC/MS :

Le matériel et les logiciels utilisés dans I'acifios et le traitement des données sont

consignés dans le tableau.

Tableau Xl - Matériel et logiciels utilisés en GC/MS

Chromatographe HP 6890
Appareil GC/MS Interface Directe
Détecteur MSD HP 5973
Code HP5MS
Molécule 95%ms, 5%
- A biphénylés
Type | Colonne apolaire Caractéristiques Longueur 30m
de Diametre 0.25 mm
colonne . -
Epaisseur du film 0.25um
Logiciels : Chemstation, AMDIS, NIST MS search 2002

Bibliothéques de spectres

NIST 2002, WILEY 7

Les conditions expérimentalegn GC/MS

Les conditions expérimentales en GC/MS sont regresiau sein du tableau Xl

Tableau Xlll- Conditions expérimentales en GC/MS

Type de colonne

Colonne HP 5ms (apolaire)

Débit du gaz vecteur 0,7 ml/mn
Nature du gaz vecteur Hélium (He)
Volume injecté 1 ul

Mode d'injection Split less

Programmation en

45°C pendant 6 mn puis €élévation a raison dg

température 2°C/mn jusqu'a 250°C pendant 6,5 mn
Température d'injecteur 250°C

Température de l'auxiliaire 250°C

Température de source 230°C

Tension d'ionisation 70V

Température de quadripble 150°C

Vitesse de balayage 2,83 Scan/s

Domaine de la masse (m/z) 27-550 Th
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11.4.3.2 Matériel et conditions expérimentales utisés en GC/FID :
Le matériel et le logiciel utilisés dans I'acqumit et le traitement des données sont
consignés dans le tableAlV.

Tableau XIV - Matériel et logiciels utilisés en GC/FID

Chromatographe GC HP 6890
Code HPWAX
Type de Colonne Molécule PEG 20 M
colonne apolaire Caractéristiques: | Longueur 60 m
Diameétre 0.32 mm
Epaisseur du film| 0.1pm
Logiciel chemstation

Les conditions expérimentales en GC/FID

Les conditions expérimentales en GC/FID sont mengées au tableaxiv

Tableau XV - Conditions expérimentales en GC/FID

Type de colonne

Colonne HP 5ms (apolaire)

Débit du gaz vecteur 0,5 ml/mn
Nature du gaz vecteur Azote (Nb)
Volume injecté 1 ul

Mode d'injection Split less

Programmation en

température

45°C pendant 8.5 mn puis élévation a raison de

2°C/mn jusqu'a 250°C pendant 14 mn

Température d'injecteur

240°C

Température de détecteur 250°C
Débit de fuite 58,2 ml/mn
Make up 16,3
Septum purge 2,43
Sériée d'alcanes injectées Cs-Cys
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a N

Matériel
Végétal Spectres de / BANQUES DE \
masse de SPECTRES
chaque
l compose du Informatisées :
melange
* Hydrodistillation - Nist 02 et
* Entrainement a la vapeur :
Wily 07 (pour
l S PR Chemstation)

109
|

N I
Huile CPG/SM st 1w
Essentiell f .
-Nist MS

o | WW i, Search 02
CPG 32 52 72 92 112

AN

Chromatogramme de
I'huile essentielle

Logiciels d'aide a
I'identification :

1IN |J. a LI,

- Agilent GC-MSD Chemestation.
- AMDIS 32

|

- Comparaison des différents
IDENFICATION spectres de masse.

- Confirmation de l'indice de
rétention.

Fig. 26 Identification des composeés d’une huile essdatr CPG et CPG/SM.
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[1.6 Activité antibactérienne des extraits :

La méthode dearomatogrammesest la technique choisie pour déterminer I'activit
antibactérienne été réalisé au niveau du labogattErbactériologie du I'Hépital # Boudiaf
Ouargla et au niveau de laboratoire de controlgeuddité (CAQE) Ouargla.

Cette méthode repose sur le pouvoir migratoireedésits a l'intérieur d’une boite de Pétri,
dans un milieu nutritif solide.

Le milieu de cultureutilisé est la géloséviueller-Hinton (4mm d’épaisseuren
surfusion est coulé dans des boites de Pétri.

Les souches bactériennes choisies sontClostridium perfringens, Klebsilla
pneumoniae, Escherichia coli, Coliformes fécauxteEbbactere sp, Proteus mirabilis,
Lactobacillus bulgaracus:, Staphylococcus aureugpl®ylococcus blanc, Pseudomonas
aeruginosa, Streptococcus cremoris, Streptocoquctipobactere sp

L’ensemencement de I'inoculum de 1 ml est réaliséserface (ensemencement en
nappe) aprés solidification du milieu. Le surplisad est évaporé dans la hotte jusqu’a ce
gue la gélose soit seche. Les disques pour aronaatoges des extrait€d 0.5 centimeétre),
T, aTe dissous dans DMS@éX T dissous dans I'hexanmur I'huile essentiellesont déposés
a la surface du boite en appuyant légerementdel’@e la pince stérilisée, un disque appliqué
ne peut étre déplacé ainsi que les disques doéteatdistants d’environ 30 mm. Chaque
disque est imprégné d’'une quantité variable (ebtet 10ul) de I'extrait sélectionné. La
boite est ensuite fermée et mise a I'étuve a 3itlgpe 12 a 18 heures. A la sortie de I'étuve,
'absence de la croissance microbienne se traduitup halo translucide autour du disque,
identique a de la gélose stérile, dont le diamgdtenesuré et exprimé soit en cm, soit en mm.

La boite de contréle, réalisée pour chaque expegieest une boite ensemencée dont
le disque déposé au centre de la gélose n’estrgaba d’extraits
Le témoin est une boite de Pétri ensemencée darsielitions de I'expérience, sans disque.
Elle nous renseigne sur I’'homogénéité du tapiséoect.

Tous les essais ont été repétés trois fois.
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Chapitre Il Résultats et discussions

[11.3 Huiles essentielles dél'eucrium polium geyrii:
[11.3.1 Extraction des huiles essentles :

[11.3.1.1 Extraction par entrainement a la vapeur :

L'extraction des huiles essentielles a été reaps¢entrainement a la vapeur d'eau en
utilisant des conditions opératoires décrites dangableauX. L’huile essentielle obtenue de
couleur jaunatre avec une trés forte et persistadéer et un rendement de 0.4%. Les huiles
essentielles ainsi obtenues sont conservées a 4A€ des tubes sous abri de la lumiere

jusqu'a leur usage.

[11.3.1.2 Extraction par I'hydrodistillation :

L’hydrodistillation est conduite pendant quatre tesy durée nécessaire a
I'épuisement de la matiere premiére (environ 90%)heile essentielle (HERNANDEZ
OCHOA, 2005) dans les conditions opératoires decdins le Tableaxi.

L’huile essentielle obtenue possede une couleurgjailair. Son odeur est agréable.
Un rendement de 0.1% est obtenu lors de l'extractle I'huile essentielle ed Teucrium
polium geyriia partir de la partie arienne récoltée.

Nous pouvons observer des rendements d’extractwiant considérablement entre
les essais. Ces variations dans la concentratiofhdiée essentielle produite par la plante
sont le résultat de différents facteurs intervemarst de la culture de la plante notamment les

facteurs climatiques (chaleur, froid, stress hyakig)

[11.3.2 Analyse des huiles essentielles par GC/FIBt GC/MS :

L’analyse de l'huile essentielle deeucrium polium geyria été conduite dans un
premier temps a l'aide d’'une chromatographie ensphgazeuse équipé d’'un détecteur a
ionisation de flamme (GC/FID) afin d’étudier lesraimatogrammes par corrélation des
indices de KOVATS et de la bibliographie.

Dans un deuxieme temps, nous avons injecté leseshuissentielles en
chromatographie en phase gazeuse couplée a urraspete de masse (GC/MS), afin
d’identifier les constituants de notre huile, aubéén les composés majoritaires que

minoritaires.



Chapitre Il Résultats et discussions

Les résultats, pour les huiles essentielles obtpaugntrainement a la vapeur et par
I'nydrodistillation, sont reportés dans les TableXiXIIl et XXIV .
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Fig. 4C- Chromatogramme de GC/MS d’huile essentielle de

Teucrium polium geyribbtenu par entrainement a la vapeur.
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Fig. 41- Chromatogramme de GC/MS d’huile essentielle de
Teucrium polium geyribbtenu par I'hydrodistillation.



Chapitre Il Réatdtet discussions

[1l. Résultats et discussion:

La planteTeucrium polium geyriiqui a été sélectionnée pour ses propriétés
biologiques, est récoltée a Tamanrasset (Hoggare)een Novembre 2007.
Les échantillons sont séchés a l'abri de la lumérde I'humidité a température
ambiante. Aprés séchada,plante est broyée et stocldans un endroit sec.

[lI.1. Tests chimiques préliminaires :

Une investigation phytochimique préliminaire a étéreprise et a permis de
mettre en évidence divers métabolites secondaires.
Le Tableau XVI, regroupe les Résultats tésts chimiques réalisés sur la plante

Teucriumbroyée

Tableau XVI- Résultats des tests chimiques de La pl&etecrium polium geyrii

Testchimique Présence
Tanins +
Saponosides +
Les huiles essentielles +
Cardénolides +
Alcaloides +
Anthraquinones libres +
Stéroides et dérives de stéroides +
Stérols +
Flavonoides +
Polyphénols +
Sucres réducteurs +

Au vu de ces résultats, nous déduisonslguyganteTeucrium polium geyride
la région Tamanrasset, comme d’'autres espéces fdanide Lamiacée, est riche en
divers métabolites secondaires, ce qui expliqueéiét et I'attention particuliére portée
par les chercheurs a travers les études scierdsfigur cette plante. (NAGHIBI et al.,
2005)
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[11.2. Les flavonoides deTeucrium polium geyrii
[11.2.1 Extraction des flavonoides :

La planteTeucrium polium geyria été soumise a deux type d’extraction des
composes phénoliques, la premiere s’est faite @aénation a froid avec un mélange

méthanol/eau 80/20: V/V, et la seconde a été galisSoxhlet.

Le Tableau XVII donne l'aspect, la couleur et lassgade chaque extrait
phénolique obtenus par les deux meéthodes précliésscing extraits sont notés t@e
aTe. T, est I'extrait a I'acétate d’éthyle obtenu par matién et les quatre autres sont
des extraits liquide/liquide successifs de la foactaqueuse obtenupar Soxhlet,
respectivement, a I'hexan&d), au chloroformeTs), au n-butanol{4) et a l'acétate
d’éthyle (T 3).

Tableau XVII- Caractéristiques des extraits phénoliques obteauspcération et au

Soxhlet a partir de la planfeeucrium polium geyrii

Extrait Couleur/Aspects Rendements

(%)
Hexane soxhlefT{s) Vert foncé/visqueux 7.50
Chloroforme soxhletTs) Vert Jaune /poudre 2.66
Acétate d'éthyle soxhleT§) Jaune/poudre 5.31
n-butanol soxhletT(,) Jaune a marron/poudre 5.58
Acétate d'éthyle macératidn Jaune vert/poudre 3.70
Aqueuse macération Marron/visqueux 5.58

Les résultats montrent un rendement plus élevé anas de I'extraction
réalisée par I'hexane au Soxhlet et le moins ingmrpour le chloroforme. Cette
différence peut étre attribuée a la présence deposés lipophiles (acides gras,
caroténoides, chlorophylles) de Poids Moléculailevé plus soluble dans le
premier solvant que dans le second. Toutefois, edsactions peuvent étre
considérées comme complémentaires dans la mesurkesoproduits naturels
présentent des polarités assez différentes. llira’agonc de comparer les
compositions respectives en ces produits dans g#site en combinant des

techniques de séparations et celles permettaenlification structurale.
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[11.2.2 Quantification des composées phénoliques :

L'analyse semi-quantitative des phénolsutotat des flavonoides des extraits
phénoliques a été réalisée par la procédure dgmémedemment, en se référant a des
étalons tels que l'acide gallique (Phénols totaixXp vitexine (flavonoides). La teneur
en composés phénoliques de chaque extrait de maéit@ alors calculée a partir de la

courbe d'étalonnage (Fig. 27 et 28) et expriméendligrammes par grammes de la

matiere seche par équivalence a I'acide galliqua k&t vitexine respectivement.

absorbance (765)

2.5

1.5

A

o R? = 0.9958

0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4

concentration
mmol/l

Fig. 27- courbe d’étalonnage de I'acide gallique

absorbance (415)

1.8
1.6
1.4
1.2

0.8
0.6
0.4
0.2

v R? = 0.9994
0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07
concentration  mmol/l

Fig. 28-courbe d’étalonnage de la vitexine.
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Les résultats calculés obtenus sont regroupés lddrableau XVIII.

Tableau XVIII - Résultat de dosage des phénols totaux et demfliédes

Les extraits phénols totaux (mg/qg) Flavonoides (mg/q)
Acétate d'éthyle macératigm,) 89.05 0.45
Acétate d'éthyle soxhleT§) 1.81 0.06
n-butanol soxhletT,) 49.87 0.16
Chloroforme soxhletT(s) 8.48 0.16
Hexane soxhlefT() 7.52 0.12

La teneur en polyphénols dans la plafigicrium polium geyriétudiée varie
d’un extrait a un autre. L’extrait a I'acétate di'gie obtenu par macération renferme la
plus grande quantité de phénols totaux au méngedue le taux des flavonoides, et la
plus faible teneur est observée dans le cas du nséhaant au Soxhlet. Le taux des
flavonoides qui est compris entre 0.059 et 0.44§/dinet inférieur au taux le plus

faible obtenu dans le cas des phénols totaux.

Toutefois, la comparaison de nos résultats avecx adel la littérature :
DJERIDANE et al., (2006) et I'étude de PROESTOS et KOMAITIS, (200@pntre
gue notre plante est trés riche en composés plaéesli Les teneurs en phénols totaux
détermines par colorimétrie (Tablex¥I1ll ) sont toujours tres faibles par rapport aux
rendements des extraits bruts (Tableévil ), ce résultat indique que I'extrait brut
obtenu par extraction liquide- liquide avec dedtate d'éthyle et les extraits obtenu par

Soxhlet contient des composes autres que les pahygbé
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[11.2.3 Analyse par Chromatographie sur couche mine (CCM):

D'apres les chromatogrammes des extraits aux gelpataires et apolaires, on peut
illustrer la carte phénolique de notre plahies TableaIX, XX et XXI représentent
les déférentes valeurs des facteurs de rétentioetRes couleurs caractéristiques des
composés séparées de la plamtucrium polium sous les différentes conditions

opératoires.

Tableau XIX - Résultas de CCM dEeucrium polium geyrsur polyamide.

Phase stationnaire : polyamide

Phase mobile D / EtOH /n-BuOH /AcOH (60: 20: 25 :2)

Te Ts Ta T3 T,
R¢ Couleur R¢ Couleur | Ry Couleur | AICI3 | Ry Couleur | AICI3 R¢ Couleur | AICI3
sous UV sous UV sous sous sous
uv uv uv
0.07 | Rose 0.04 | Orange | 0.05 | Vfoncé | Orange | 0.03 | Orange | Jaune 0.11 | Orange | Orange
0.14 | B-mauve 0.11 | Mauve 0.11 | Mauve | J.foncé | 0.06 | Mauve | - 0.16 | Mauve | Marron
0.2 | Mauve 0.16 | Rose 0.14 | Rose Marron | 0.13 | Rose - 0.22 | J. pal J.orang
0.27 | J- vert 0.22 | Bleu- 0.21 | J.flo - 0.24 | Orange | J.orang | 0.37 | jaune Jaune
0.36 | V-claire mauve | 0.24 | Orange | - 0.28 | noire J.foncé | 0.53 | brune- | Marron
0.4 | N.marron | 0.27 | Mauve | 0.32 | Bleu -| Marron | 0.35 | Mauve | marron noire
0.52 | Marron 0.33 | marron mauve 0.83 | Bleu -| B.foncé | 0.85 | Jaune- | J.orang
0.55 | J- claire 0.4 | Orange | 0.4 | jaune - mauve vert
0.83 | Jaune 0.45 | Verte 0.83 | Jaune- | J.orang | 0.86 | jaune Jaune 0.9 | Jaune Jaune.
0.88 | Jaune 0.53 | Jaune- vert 0.9 | Jaune- | J.orang florissa | florissa
florissan vert 0.88 | Jaune I floriss vert _
flor 0.92 | J. floriss | B.jaune
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Tableau XX - Résultas de CCM deeucrium polium geyrisur gel de silice.

Phase stationnaire : gel de silice

Phase mobile : C}€l2/ MeOH (80: 20) Phase mobile : C}€l2/ MeOH
(95: 05)
T3 T4 T5 T3 T2
R¢ Couleur | AICI3 | R¢ Couleur | AICI; | Rs Couleur | AICI; | Rs | Couleur R¢ Couleur
sous UV sous UV sous UV sous UV sous UV
0.03 | Mauve Orange | 0.16 | Vert J. flo 0.24 | Florissant| Vert 0.12| Gris 0.12 | Orange
0.08 | J.vert Jaune | 0.23] - Vert 0.28| - Jaune | 0.81] J.vert 0.33 | Mauve
0.19 | Bleu J. flo 0.29 | Jaune Jaune | 0.54] - Mauve | 0.92| Jaune 0.65 | J.bleu
0.28 | Florissant| Orange | 0.36 | - Orange| 0.6 | - Orange 0.81 | Orange
0.67 | J- vert Bleu 0.41| Bleu Mauve | 0.65| Bleu B.flo 0.92 | Rose
0.83 | J. org J. flo 048] - J-pal | 0.72| Jaune Bleu
0.91 | Jaune Orange | 0.54 | J. vert B.flo 0.91| J- vert Jaune
0.97 | Mauve. Rose 0.69 | Bleu. Mauve 1 | orange Rose
Florissant 0.93 | Florissant| Jaune
0.99 | Rose Rose
Phase stationnaire : gel de silice
Phase mobile : £15Cl2/ MeOH (60:15)
T5 T4 T3 T2
R¢ Couleur AICl3 Ry Couleur R¢ Couleur | AICI; R¢ Couleur | AICI5
sous UV sous UV sous UV sous UV
0.26 | Orange Orange 0.03 | B.flo 0.03 | Orange Jaune 0.03 | Orange Orange
0.28 | Mauve Rose 0.07 | J.flo 0.07 | J.flo Bleu 0.07 | J.flo J. flo
0.39 | Rose Marron 0.10 | Bleu 0.10 | Bleu Jaune 0.10 | vert J.vert
0.45 | Marron Mauve 0.14 | J- pal 0.14 | Mauve.flo | Mauve 0.16 | B.mauve | J-pal
0.71 | Orange J. flo 0.18 | Jaune 0.19 | J-flo V..foncé| 0.20 | J-pal Jaune
0.75 | Marron B. flo 0.21 | Orange 0.22 | B.flo Bleu 0.24 | Orange Orange
0.80 | Rose Rose 0.25 | J.flo 0.25 | Mauve J. flo 0.26 | J.Orang | J.org
0.95 | Rose Orange 0.28 | Rose 0.28 | B.flo Jaune 0.32 | Rose Rose
0.34 | Marron 0.48 | J.flo J. flo 0.41 | Marron Marron
0.37 | Rose 0.71 | Florissant | Jaune 0.48 | Mauve orange
0.44 | Marron 0.75 | Rose Rose
0.99 | Rose
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Tableau XXI- Résultas de CCM dBeucrium polium geyrsur RPys.

Phase stationnaire : RP
phase mobile : ¥D / CH;CN (50: 25) phase mobile : AcOH / HCI AD
(15: 5: 15)
T3 T4 T3 T4
Rs Couleur AICl; Rs Couleur | AICI; | Ry Couleur Ry Couleur
sous UV sous UV sous UV sous UV

0 Rose Rose 0.04 J. vert J. claire| 0.03 | Vert 0.28 | Mauve-
0.04 | Jaune B. Vert 0.09 Vert J. vert | 0.07 | Brun. noire Florissant
0.13 | Vert V. foncée | 0.13 V.foncée| Vert 0.27 | Mauve- 0.36 | Vert
0.18 | J.vert J. vert 0.17 Orange | J. vert Florissant | 0.39 | B- Mauve
0.31 | Bleu Bleu 0.22 J. vert J.vert | 0.36| Mauve 0.44 | B- Mauve
0.41 | Marron | Marron 0.38| Bleu 0.56 | Brun
0.47 | Bleu J. vert 0.46 | B- Mauve | 0.72 | -
0.57 | Mauve | M. foncée 0.55| J.vert 0.86 | Orange
0.63 B. flu | Marron 0.70| J. orange
0.72 | J.vert J.vert

En complément des analyses précéedentes, nous affectué une CCM sur une
phase stationnaire polaire qui est la cellulose& asenme phase mobile le mélange :
ButOH / AcOH /HO (4: 1: 5) (BAW). Le chromatogramme de la fig. 28nde

l'illustration de la séparation ainsi obtenue.

Fig. 29 -chromatogramme de; Bbtenu par CCM sur cellulose
Phase mobile:n-ButOH / AcOH /HO (4: 1: 5) (BAW)
Révélation : Réactif a la vanilline sulfurique
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o
T5 T2 T3 T4 T3 T4 5 T2
Phase stationnair: gel de silice Phase stationnair: polyamide
Phase mobile:CH,CI, / MeOH (60:15) Phase mobile:H,0 / EtOH /n-ButOH/ AcOH
Révélatior : AICI - (60: 20: 25: 2.

Fig. 30-Chromatogrammes des extraits obtenus par CCM.
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Fig. 31- Chromatogrammes des extraits obtenus par CCMIaque de silice.
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5
Phase mobile:MeOH / CHCI, (95: 5)
Révélation : AICI3

Fig. 32-chromatogramme de;Dbtenu par CCM sur plague de silice

Les résultats de I'analyse chromatographique omhigede mettre en évidence
la présence de flavonoides. Les extraifs T3 et T, semblent avoir des composés en
commun avec des profils, en partie, similaires,sntififérents par la concentration en
flavonoides (Intensité des taches). On note cemgndme nette différence de ces

extraits par rapport &s et Tg et qui ne semblent pas présenter les mémes composé
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L’étude des différentes CCM d®us a montré que, a l'instar des extraits de
semble contenir des tanins (révélés en rouge andlime sulfurique) (LHUILLIER,
2007)

Les extraits polaires d&eucrium polium geyrisemblent également contenir
guelques flavonoides assez polaires et dans delitioos les plus adéquates pour la
séparation sont : La phase stationnaire : polyaneid@ phase mobile
H,O / EtOH /n-BuOH /AcOH (60: 20: 25: 2).

Les composés apolaires, présentant ddmset T, présentent des colorations
violettes apres révélation a la vanilline sulfugget une coloration rouge- rose en UV
avec des valeurs deg [Rus leveés.

Il n’est pas possible de comparer unddtenu avec les valeurs signalées dans la
littérateur car les valeurs dg Rbservées sont difficilement reproductibles, efleat
influencées par de nombreux facteurs (températunmjdité, La phase stationnaire, et
la phase mobile...) difficiles a controler.( RIBEREARAYON, 1968)

Tableau XXII - Fluorescence des composes phénoliques d’apré&sHFEBU-GAYON

, (1968)

fluorescence

uv UV + NH3 vanilline | AlClI3
Coumarine Bleu Bleu
Flavane rouge
Flavone Brun- noir Jaune brillant
Flavonol Jaune brillant | Jaune brillant
Isoflavone Pourpre péle | Pourpre péle Fluorescence jaung
Flavanone Violet pale Bleu clair Fluorescence verte
Aurone Jaune brillant | rouge brillant
Chalcone Jaune rouge foncé
Acide férulique | Bleu bleu- vert
Acide sinapique | Bleu bleu- vert
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[11.2. 4 Analyse par Chromatographie Liquide a Haute Performance (HPLC)

L’optimisation des conditions chromatographiqueas,particulier celles de la
CCM en mode de polarité inversées, nous a donn@ppeche pour les conditions a
utiliser dans des analyses plus performantesstejlie la chromatographie liquide a
haute performance HPLC.

Notons que le non disponibilité du méthanol ne naysas permis de réaliser
plusieurs essais afin de conclure au sujdad@paration dtidentification d’un telle ou
telle composés existant dans nos extraits.

La Fig. 33 représente un exemple de chromatogeaaenl’extrait & obtenu
par HPLC. On voit clairement que la séparatiomestiocre et nécessite un travail plus
long pour I'améliorer et donc plus de solvants.i®@ecpeut étre réalisé dans I'immédiat

et fera donc I'objet d’un travail ultérieur.

268
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Fig. 33 chromatogramme de I'extraig Dbtenu par HPLC. Phase mobile 60% MeOH
40%(H,0 98% +acide acétique 2%) sur colonngfRP
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[11.5 Activité antibactérienne des extraits

La détermination de la zone d'inhibition permet uestimation du caractéere de
sensibilité ou de résistance de la souche bacterie@ontre les extraits testés. Si aucune
colonie n’est observée dans la zone d'inhibiti@xtrait est considéré comme bactéricide ; si,
par contre, quelgues colonies sont présentes (esitéaible), I'extrait est défini comme
bactériostatique.

La détermination d’'une valeur de concentration male bactéricide et concentration
minimale inhibitriceest la prochaine étape du travail.

Le TableaxXVI indique les résultats des tests d’activité antiobienne des extraits
issus de la plant€eucrium polium geyrisur les souches bactériennes suivan@sstridium
perfringens, Lactobacillusbulgaracus Staphylococcus aureus, Streptococcus cremoris
Streptococcus spPseudomonas aeruginosa, Klebsilla pneumoniae chétgchia coli,

Coliformes fécaux , Proteus mirabjlid\ctinobactere sp.

Le Tableau XXVI- Les résultats des tests d’activité antimicrobiethes extraits.

Les bactéries T, T, T, Ts To | Trent
C.perfringens 1 1.2 1.2 0.6 - 0.6
k.pneumoniae 0.8 1 1 06 | 0.7 -
E.coli 0.9 0.8 1.4 0.8 0.6 0.8
C.fécaux 0.8 - 0.9 - 08 | 06
Enterobactere sp 2.25 1 1.4 0.7 1 1
P.mirabilis 1.4 1.8 3.4 1 1 0.6
L.bulgaracus 2 1.8 1.3 1.1 1.3 -
S.aureus 0.8 0.8 1.4 0.9 0.9 0.7
S. blanc - 0.7 0.9 - - -
P.aeruginosa 1.1 1 1.2 - 0.6 -
Str.cremoris 0.8 | 0.9 1 0.6 1 0.6
Str. sp 1.2 1.2 1.4 0.8 1 0.6
Actinobactere sp 0.8 - 1.1 - - -

Les zones d’inhibitions mesuréesrman ¢
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Fig. 44- Effet des extraits d€eucrium polium geyrisur les différentes souches bactériennes

D’apres le Tableau et I'histogramme de la Fig.44eunt montrer I'effet antibactérien
de la planteTeucrium polium geyrisur différentes souches bactériennes de gram positif et
négatif. Cette efficacité est due a la présencdldesnoides et les huiles essentielles qui sont

des métabolites secondaires réputés pour effatsatériens. (HAVSTEEN, 2002; SOSA et
TONN, 2006)

Les résultats montrent clairement I'eegnificatif de I'extrait butanoliqueT§ ) du
Teucrium poliumsur les treize souches étudiées, représentetlleffplus grand de tous les
extraits testés, avec un maximum d’inhibition 3m de diamétre suProteus mirabilis.
L’extrait T, possede un large spectre d’action couvrent les gasitif et les gram négatif,
exception sur lesStaphye blancavec des zones d’inhibitions comprises entre 0.8etm
2.25cm. L'extraitT; exerce des effets antibactériens sur les soudhd&és, exception sur
les Actinobactere spet surColiformes fécauxavec des zones d’inhibitions comprises entre
0.7cm et 1.8cm. Les extraifBs, Tg exercent des effets similaires mais avec des zones
d’inhibitions différentes. En ce qui concerne laslds essentielles, la sensibilité est aussi
détectée mais les zones d’inhibitions comprisegeehtcm et 1cm malgré que I'huile utilisé
est diluer dans I'hexane, puisque la quantité dehenllecté est faible.

Les essais sukactobacillusbulgaracuset surProteus mirabilismontrent que les

extraits ont présenté des diamétres d’inhibitiopésieurs a 10 mm, a l'exception pour
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I'extrait d’huile. Seulement,etT, exercent un effet inhibiteur contetinobactere spwvec
des zones d'inhibitions de I'ordre de 0.8 cm etcirilrespectivement.

Touts les extraits étudiés inhibant la croissae® souches d8. aureusen milieu
gélosé. Une étude similaire faite par OGANESYANei(1992) montre I'effet antimicrobien
de [lextrait méthanolique deTeucrium poliumsur les souches suivanteKilebsilla
pneumoniae, Enterobactere, Escherichia.coli
Pseudomonas aeruginosa la réputation d’étre trés résistante a toutesesod’'agents
antimicrobiens et antibiotiques en général. Cetapesbablement di a la capacité qu’a la
bactérie a de former un biofilm. Un biofilm est uamyanisation complexe, composée de
différentes strates dans lesquelles les bactédgesosivent dans des états physiologiques
spécifiques a leur situation. (PIBIRI, 2006).

Ainsi toute la population bactérienne n'est pas os@e simultanément et
identiquement au produit. Il est établit que letéraent de telles bactéries nécessite des
concentrations considérables d’agents antimicrabi€ela est le but d’'une autre étude sur la

toxicité de cette plante.

b

Fig. 45 - Activité des extraits dii. polium Fig. 46 - Activité des extraits dii. polium
geyrii surStreptococcus cremoris geyrii surColiformes fécaux
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Fig.47 - Activité des extraits dii. polium Fig. 48 - Activité des extraits dui.
geyrii surPseudomonas aeruginosa polium geyriisurKlebsilla pneumoniae

Fig.49 - Activité des extraits du Fig. 50 - Activité des extraits dii.
Teucrium polium geyrsur Staphye polium geyriisur Actinobactere sp
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Fig. 51 - Activité des extraits dii. Fig. 52 - Activité des extraits dii.
polium geyriisur Enterobactere polium geyriisurEscherichia coli

Fig.53 - Activité des extraits diieucrium Fig. 54-Activité des extraits dreucrium
polium geyriisur Lactobacillusbulgaracus polium geyriisur Proteus mirabilis
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D’aprés les résultats regroupés dans les tabl¥xilik et XXIV , rassemblent les
données expérimentales a savoir le temps de m@eries pourcentages des différentes
molécules, ainsi que le nom de la molécule idegitt les données bibliographiques qui ont
contribué a identifier ces molécules. 75 produitspu étre identifiés, ce qui représente 90.18
% de I'huile essentielle extrait par entrainemela @apeur. Les composés majoritaires sont :
Delta.-Cadinene(8.17 %), Beta-Caryophyllene(8.02 @bl Limonene (6.77%). Dans le cas
des extraits obtenus par hydrodistillation, 97 pos#s ont été identifiés, ce qui représente
91.03 % de I'extrait. Les composés majoritaires:sdinLimonene (11.18%), Delta-Cadinene
(10.02%), Trans (beta)-caryophyllene (9.15%).

La composition de I'huile essentielle fieucrium poliunest marquée par la présence
surtout d’un trés grand nombre de composeés a Lietataces.
Notons que les principaux composants observes ciltes essence sont des sesquiterpenes.
Des résultats similaires ont été obtenus par diffésr auteurs (KAMEL et SANDRA, 1994 ;
ABDOLLAHI et al., 2003 ; SOSA et TONN, 2006). Datwais les cas, les sesquiterpenes sont

majoritaires et semblent étre a I'origine de I'aité biologique observée.

L’huile essentielle obtenue est colorée en jaurgecdhuleur est fortement influencée
par le mélange complexe de composés volatils (&5tet 350 composés).
La composition de 'huile essentielle @eucrium polium estcaractérisépar le chemotype
de la plante, (ASHNAGAR et al, 2007) dépendantadedrtie de la plante utilisée, de son état
de croissance ainsi que de la nature du sol etcdeditions de culture. (BOULILA et
BOUSSAID, 2006). A titre d’exemple, d’apres BOULILAt BOUSSAID, (2006)la
composition chimique des huiles essentielles dgpéeeTeucrium poliumssp. Polium en
Tunisie, donne des teneurs en composés majoritgiresont le 1,8 Cinéol (17.66 %)t
Pinene (8.05 %) et le Cis Verbénol (7.49 %).
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Fig. 42-Chromatogramme de 'huile essentielle extraitgrarainement a la vapeur de la

planteTeucrium polium geyriobtenu par CPG.
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Tableau XXV- Comparaison des pourcentages en composés magwitins les deux modes
d’extraction (entrainement a la vapeur et Hydrathsibn)

COMPOSANTS Ent (%) | Hyd(%)
dl-Limonene 6.77 11.18
Myrtenal 1.46 0.21
Verbenone 1.82 0.03
Cis-Carveol 2.32 0.17
L(-)-Carvone 5.33 0.75
Beta.-Caryophyllene 8.02 9.15
Gamma.-Elemene 3.29 0.15
Alpha.-Humulene 1.75 3.20
Delta.-Cadinene 8.17 10.02
Cis-.alpha.-Bisabolene 3.58 3.43
Caryophyllene oxyde 2.34 4.75
Cubenol 2.09 0.18
Tau.-Cadinol 3.27 4.30
Alpha.-Cadinol 1.77 2.02
Alpha-Bisabolol oxyde B 1.99
Pinocarveol 1.62
Germacrene B 0.75 3.07
Alpha.-Gurjunene 2.11
Gamma-Cadinene 1.42
Alpha.-Calacorene 1.45
Torreyol 2.18
Bisabolol oxyde A (pyran oxyde) 1.13
les monoterpénes 32.67 17.85
les sesquiterpénes 58.07 73.38
Autres composées 0.17 0.19

Les valeurs présentées dans le tabl@xiv montrent que dans la composition
chimique de I'huile essentielle, les sesquiterp@&apeasentent la fraction majoritaire (plus de
73.38 %) pour I'huile essentielle extrait par hydistillation. Cependant, ce taux est réduit a

58.07% dans la composition I'huile essentielle @kar entrainement a la vapeur.



Chapitre Il Résultats et discussions

Le pourcentage d’extraction des composants majastast dans tous les cas proche
de ceux obtenu par les deux méthodes d’extractitisées. Mais on remarque I'absence de
certains composes identifiés dans I'extrait obtpaul'entrainement a la vapeur, et présente
dans I'extrait obtenu par hydrodistillation et insement. Par exemple le Torreyol présent
avec un pourcentage de 2,18 % dans I'extrait obfgruhydrodistillation et son absence
totale dans I'huile essentielle extrait par engaient a la vapeur

Les résultats obtenus ont montré que le type dwépkd choisi a une influence

considérablement aussi bien sur le plan quantgagf qualitatif.
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Dans le but de la valorisation d’'une des plantedadiamille Lamiacées issue de la
région de Tamanrasset, en l'occurrefi@ucrium polium geyrii, nous avons effectué un
travail permettant pour contribuer a la mise erdénce de l'activité biologiqude certains

métabolites secondaires.

L’étude bibliographique etthnobotaniquea montré qudeucrium poliumgeyrii a été
reconnue depuis longtemps en médecine populaire ldamaitement de physiopathologiques
de nombreuses conditions, telles que les inflanonatet les rhumatismek.serait donc trés
intéressant de I'exploiter pour la recherche de pescipes actifs, responsables de ces

propriétés pharmacologiques.

Le screening phytochimique avait mis en évidengerdimétabolites secondaires :
Tanins, Saponosides, terpenes et sesquiterpemedpidés, anthraquinones, matiere grasse,
sucres, stérols, flavonoides et polyphénols.

La plante Teucrium polium geyriia été soumise a deux types d’extraction des
composés phénoliques, la premiere s’est faite pacémation a froid avec un mélange
méthanol/eau 80/20: v/v, et la seconde a été étalmu Soxhlet. Chaque extrait a été
caractérisé par sa couleur et son rendement ppomtap la drogue séche. L'analyse semi-
guantitative des phénols totaux et des flavonotes extraits phénoliques a été realisée par
colorimétrie. Celle-ci nous a permis de confirmae qotre plante est tres riche en composés

phénoliques.

D'apres les chromatogrammes des extraits polairegpelaires, nous avons ainsi
contribué a la réalisation de la carte phénoliqu@atre plante.

De mémeles analyses effectuées par spectroscopies UVI¥isilR avaient montréa
présence de polyphénols dans nos extraits. Néasmainfractionnement des constituants des
extraits devrait étre réalisé afin de caractégesrcomposes polyphénoliques, chose qui n’était

pas possible dans notre cas en raison de I'indispitd suffisante de solvants adéquats.

L'extraction des huiles essentielles, a partir aledrtie arienne de la plante, a été
réalisée par entrainement a la vapeur d'eau ehynodistillation. L’huile essentielle de

couleur jaunatre, d'une trés forte et persistardeup a été obtenue avec des rendements



Conclusion

d’extraction variant considérablement entre ledédiihtes essais. Ces variations dans la

concentration de I'huile essentielle produite paplante sont le résultat de différents facteurs.

L’étude de la composition chimique de ces huileselegelles par chromatographie en
phase gazeuse seule et couplée a la spectrométmasse (GC-MS) a permis d’identifier 75
constituants, ce qui représente 90.18 % de la csitipo de I'huile essentielle extraite par
entrainement a la vapeur. Les composés majorita@tast le o—-Cadinene (8.17 %), le
3—Caryophyllene (8.02 %) et le dI-Limonene (6.77%)ans le cas des extraits obtenus par
hydrodistillation, 97 composés ont été identifiésprésentant 91.03 % de I'extrait. Les
composés majoritaires sont: dl-Limonene (11.18%@, o-Cadinene (10.02%) et le
3—Caryophyllene (9.15%).

Globalement, I'huile essentielle de I'espé€Beucrium polium geyriiest caractérisée par la
prédominance des sesquiterpénes comme les ayperessiu méme genre.
Par ailleurs, les résultats obtenus ont montrélgugpe du procédé choisi pour I'extraction a

une influence considérable aussi bien sur le plemtitatif que qualitatif

Les tests biologiques effectués dans ce travaihmnitré que I'effet antibactérien de la
plante Teucrium polium geyrisur différentes souches bactériennes de gram positiegatif
est significatif. Cette efficacité est due a lagerce des flavonoides et les constituants des
huiles essentielles qui sont des métabolites sed@sdréputés pour leurs effets antibactériens.
La toxicité de cette plante n'a pu étre évaluéesdze travail, elle fera I'objet d’une étude

ultérieure.

En conclusion, ce travail nous a permis de noudiira un grand nombre de techniques
expérimentales au méme titre que la méthodologsiigre pour mener a bien une étude
phytochimique d’'une plante. Ce travail constitupmur nous une base de départ pour des
recherches plus approfondies dans I'axe que nous smmmes fixé de suivre dans le cadre du

projet sur les plantes médicinales du Sahara sejotesl.
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Annexe

Fiche d'enquéte

Nom, prénom: Age: Sex: Residence:
Nom de la plante : Nom tamahagq :
Parties utilisées :

Plante fraiche : plante séche :

Période de cueillette :

Mode de préparation traditionnelle :

Pois de drogues : Quantité d'eau :
Plante ou produits ajouté : Récipient de préparation :

Technique de préparation :

Traitement :
Administration :

Doses (adulte, enfant) :
Durée du traitement :
Toxicité :

Prévention :



