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Résumé

L’Ocimum basilicum L connue sous le nom vernaculaire « Lahbeq » de la famille
des Lamiacées, largement utilisée en médecine traditionnelle algérienne. L’objectif de
notre travail est le dosage de quelques métabolites secondaires et I’étude biologique d’une

plante médicinale.

Nous avons tout d’abord procédé a L’extraction des métabolites secondaires par
maceration aqueuse et hydrométhanolique et la fraction liquide-liquide par utilisation des
solvants a polarité croissante qui sont : Ether de pétrole, Chloroforme, Acétate d’éthyle et

n-Butanol.

Le screening a mis en évidence la présence de métabolites secondaires, parmi
lesquels, les flavonoides, les alcaloides, les glycosides cardiaques, les tanins, les quinones
libres, les saponines, les composés réducteurs et les mucilages. Les résultats de 1’analyse

par CCM ont révéle la présence des flavonoides.
In vitro, le dosage des alcaloides a été étudié suivi par les activités biologiques :

L’activité antioxydante a été évaluée par le test du radical libre DPPH, 1’activité
anticoagulante a été évaluée en utilisant les tests du temps de céphaline-kaolin (TCK) et du
temps de Quick (TQ) et ’activité antifongique a été effectuée par la souche Fusarium

oxysporum f. sp lycopersici, sur les extraits (chloroforme, n-butanol).

Mots clés : Ocimum basilicum L, screening phytochimique, métabolites secondaires,

activité antioxydante, activité anticoagulante, activité antifongique.



Abstract

The Ocimum Basilicum.L known under the vernacular name “Lahbeq” of the family
Lamiaceae, widely used in traditional Algerian medicine. The objective of our work is the

determination of some secondary metabolites and the biological study of a medicinal plant.

We first proceeded to the extraction of secondary metabolites by aqueous and
hydromethanolic maceration and the liquid-liquid fraction by using solvents of increasing

polarity which are Petroleum ether, Chloroform, Ethyl acetat and n-Butanol.

The screening revealed the presence of secondary metabolites, among which,
flavonoids, alkaloids, cardiac glycosides, tannins, free quinones, saponins, reducing
compounds and mucilages. The results of TLC analysis revealed the presence of

flavonoids.
In vitro, the alkaloids dosage was studied followed by the biological activities:

The antioxidant activity was evaluated by the DPPH free radical test, the
Anticoagulant activity was evaluated using the cephalin-kaolin time (TCK) and
prothrombin time (TQ) tests, the Antifungal activity was performed by the strain Fusarium

oxysporum f. sp lycopersici, on the extracts (chloroforme and n-butanol).

Keywords: Ocimum Basilicum.L, phytochemical screening, secondary metabolites,

antioxidant activity, anticoagulant activity, antifungal activity.
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INTRODUCTION GENERALE



Introduction générale

Les plantes sont des ressources naturelles végétales, consommeées pour leurs
propriétés médicinales et nutritives. Actuellement, les recherches scientifiques s’intéressent
a ce type de plantes. Celles-ci ont pu marquer leur réle important dans le développement
social, et ce par I’augmentation de la rentabilit¢ économique et la réduction de la pauvreté

gréce a leur utilisation a la fois vaste et diversifiée (Farnsworth et al., 1986).

Les majeurs végétaux accumulent fréeguemment des métabolites dits secondaires
(Jeaun et al., 2005). Parmi ces composés on retrouve : les alcaloides, les substances
phénoliques, les coumarines, les tannins, les flavonoides et les terpénes. Les polyphénols
en particulier, sont largement utilisés en thérapeutique comme antioxydants, antifongiques,
anti coagulantes, anti-inflammatoires, inhibiteurs enzymatiques, et antibactérienne (Marc
et al., 2001). Pour cette raison, environ 80% de la population utilisent les plantes
médicinales pour traiter la majorité des maladies (Agisho et al., 2014), et au moins 25%
des médicaments modernes contiennent un ou plusieurs principes actifs d'origine végétale
(Benarba et al., 2015).

Le genre Ocimum appartenant aux Lamiaceae comprend des herbes et des arbustes
annuels et pérennes originaires des régions tropicales et subtropicales d'Asie, d'Afrique et
d'Amérique du Sud (Darrah, 1988). La taxonomie de I'Ocimum est complexe en raison de
I'nybridation interspécifique et de la polyploidie des espéces du genre. (Pushpangadan et
Bradu., 1995) ont reconnu plus de 150 espéces. Cependant, (Paton et al., 1999) ont
proposé qu'Ocimum ne compte que 65 especes et que les autres attributions soient
considérées comme des synonymes. Parmi les especes du genre, Ocimum basilicum L. (le
basilic) est la principale culture dhuile essentielle dans le monde et cultivée
commercialement dans de nombreux pays. Le basilic est utilisé comme herbe médicinale
dans les traitements médicaux tels que les maux de téte, la toux, la diarrhée, les vers et les

dysfonctionnements rénaux.

La famille de Lamiacée représente une source mondiale d’épices et d’extraits a fort
pouvoir antibactérien, antifongique, anti-inflammatoire et antioxydant, il contient plusieurs
genres, parmi elles ’Ocimum. L’Ocimum basilicum L classé parmi les plantes les plus
utilisées en Algérie (Reguig, 2011), il est utilisé dans la médecine traditionnelle pour le
traitement de plusieurs maladies (crampes d’estomac, de diarrhées, d’angines, etc...) mais
également dans I’industrie des arémes alimentaires (Ngom et al., 2014).
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Introduction générale

L’objectif de notre travail est le dosage de quelques métaboliques secondaires et

I’étude biologique d’une plante médicinale I’Ocimum Basilicum.L.
Ce travail est subdivisé en deux parties :
Partie 01 : la syntheése bibliographique contient quatre chapitres :
* e premier chapitre représente des généralités sur la plante Ocimum Basilicum. L.
* e deuxieme chapitre consiste a un profil sur les métabolites secondaires.
* e troisieme chapitre concerne le dosage des alcaloides.
* Le quatrieme chapitre représente les activités biologiques.
Partie 02 : L’étude expérimentale, renferme aussi quatre chapitres :
* Le premier chapitre présente I’extraction par macération et la fraction liquide-liquide.
* Le deuxieme chapitre présente les tests phytochimiques et I’analyse par CCM.
* e troisieme chapitre présente le dosage des alcaloides.

* Le quatrieme chapitre présente les activités biologiques : activité antioxydante,

activité antifongique et activité anticoagulante.

Enfin on terminera ce travail par une conclusion générale et perspective.
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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE



CHAPITRE I :
PRESENTATION GENERALE DE
L’OCIMUM BASILICUM.L



Chapitre | Présentation générale de L’ Ocimum Basilicum.L

1. Historique :

L'histoire de I'utilisation du basilic comme médicament remonte a I'époque de
Dioscoride, qui le mentionne dans I'un des plus anciens livres sur les plantes médicinales,
De Materia Medica, comme un puissant antidote pour les piqlres de scorpion. Plusieurs
croyances sont attribuées a l'utilisation historique du basilic, les Européens le considéraient
comme funébre et en révaient comme malchanceux réver de lui porte malheur, alors qu'en
Italie les femmes le portent dans les cheveux et les jeunes en collent un ressort au-dessus
de I'oreille quand ils vont faire la cour. En Inde, les hindous ne croyaient qu'une feuille de

basilic enterrée avec eux leur servait de passeport pour le paradis.

Au début de 1600, les Anglais l'utilisaient dans leur nourriture et dans les portes pour
éloigner les parasites indésirables, comme les mouches, ainsi que les mauvais esprits. (Ali
Acetal., 2012).

2. Présentation :

Le nom de basilic est dérivé du mot grec, basileus, qui signifie « royal » en raison du
parfum royal de cette herbe (Qing et al., 2016). Le basilic (également connu sous le nom

de basilic doux) est une herbe aromatique, épicée annuelle (Ali-Dalille, 2010).

L’Ocimum basilicum est connu sous différents noms dans différentes langues a travers le
monde. En anglais, il est connu comme Basil, Common Basil ou Sweet Basil tandis qu'en
hindi et en bengali il est appelé Babui Tulsi. La plante est connue sous le nom de Badrooj,
Hebak en arabe, Nasabo ou Sabje en gujrati et Jangli Tulsi en ourdou. Tohrakhurasani et
Okimon sont les noms attribués a la plante en persan et en unani langues (Ali A et al.,
2012).
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Chapitre | Présentation générale de L’ Ocimum Basilicum.L

Figure 01 : Ocimum Basilicum.L (Photo originale)

3. Taxonomie de I’espéce:

1
@ Régne :
|
@ so us-Régne : Viridaeplantae
|
e Infra-Régne : Streptophyta John, Williamson & Guiry, 2011
1
@ Classe
|
@ Clade Tracheophyta Sinnott ex Cavalier-Smith, 1998
1
@ Clade Spermatophyta
1
@ sous-Classe : Magnoliidae Novak ex Takht., 1967
|
°'S,U|:.'ner-£:ir«:lre . Asteranae Takht., 1967
1
@ ordre:
1
@ Famille :
|
@ sous-Famille :
1
@ Tribu:
1
~Sous-Tribu : Ociminae ].A.5chmidt,
@ sous-Tribu : O A.Schmidt, 1858
|

°'Eenre :

Espéce : Ocimum basilicum L., 1753

Figure 02 : Classification hiérarchique (Inventaire National du Patrimoine Naturel)
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Chapitre | Présentation générale de L’ Ocimum Basilicum.L

Le tableau suivant représente la classification taxonomique de cette plante.

Tableau 01 : Hiérarchie taxonomique d’O. Basilicum

(Balakrishnan Purushothaman. et al. 2018)

Phylum Magnoliophyte
Classe Magnoliopsida
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Ocimum
Espéce Basilicum

3.1. Nomenclature :
Le basilic posséde plusieurs noms et synonymes sont attribués dans la littérature :
e Noms cientifique: Ocimum basilicumL.
e Synonymes: Ocimum basilicum var. glabratum Benth, majus Benth.

e Noms vernaculaires: Lahbeq, habeg, hamahim, hebeq elailaa (Ait-
Youcef,2006).

e Autres noms : Basilic, basiliccommun, basilic officinal, basilic des
jardins, boranger des savetiers herbe royale, basilic romain, grand basilic
(Delille, 2007), herbe aux sauces, pistou ou pesto son equivalent italien
(Chalchat et al., 2008).

3.2. Répartition géographique :

Le basilic est une plante originaire d'Inde et d'Asie tropicale et pousse maintenant a
I'état sauvage dans les régions tropicales et subtropicales ; et trouvé en Afrique et
Amérique du Sud (Khan et al., 2015). Il est cultivé commercialement dans de nombreux
pays chauds (en climat méditerranéen) et tempérés du monde entier,y compris la France,la

Hongrie, la Gréce et d'autres pays d'Europe du Sud, I'Egypte, le Maroc et I'Indonésie. Il est
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Chapitre | Présentation générale de L’ Ocimum Basilicum.L

également cultivé dans plusieurs états américains, notamment en Arizona, au Nouveau-

Mexique et en Caroline du Nord, ainsi qu'en Californie (Pushpangadan et George, 2012).

L’extraction de son huile essentielle s’effectue dans la plupart des régions tempérées
chaudes du monde comme par exemple en Inde, en Bulgarie, au Pakistan (Hiltunen et
Holm, 1999). Et les pays du Maghreb, en particulier en Algérie, au Maroc, en Tunisie et en
Egypte.

Figure 03 : Répartition géographique de la famille des Lamiacées dans le monde entier.
(Frezza et al, 2019)

3.3. Description botanique :

e La tige : est quadrangulaire, pouvant atteindre jusqu'a 50 a 60 cm d’hauteur.

Figure 04 : Présentation d'Ocimum basilicum L (Pousset, 2004).
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Chapitre | Présentation générale de L’ Ocimum Basilicum.L

Les feuilles : sont nombreuses, opposées pétiolées de forme ovale, Elles sont longues de 2

a 5 cm, entiéres ou dentees et ciliées sur les bords, de couleur verte pale a vert foncé (Ait-

Youcef, 2006).

Figure 05 : Présentation morphologique des feuilles de basilic

(https://www.istockphoto.com/)

o Le systéeme racinaire : est du type pivotant (Arabici et Bayram, 2004).

o Les graines : petites (fines), oblongues et marron foncé, la durée de germinative de

cette graine est de huit ans (Riaz, 1999).

Figure 06 : Les graines d’Ocimum Basilicum
(http://amoseeds.COM2022.)

o L’inflorescence : est en long épis de fleurs groupées en glomérules.

. Les fleurs : sont petites et regroupées en épis a I’extrémité de ses rameaux en
verticilles trés le long de 1’axe. Elles sont de couleur creme, blanche, rose ou violacée

selon la variété.
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Chapitre | Présentation générale de L’ Ocimum Basilicum.L

Chaque verticille, comprend 4 a 6 fleurs portées par de court pédoncules et 1 ou
2bractées. L’ensemble a I’allure d’un épi qui peut atteindre 10 a 15 cm de long. Ses fleurs,

assez petites, sont tres irréguliéres. Elles comprennent :

— Le calice composé de cing (05) pétales soudés (d’ou le terme gamopétale) : un
grand sépale supeérieur et 4 petites dents pointues en-dessous.

— La corolle est constituée d’un tube qui se divise vers le haut en deux lévres
distinctes, d’ou le nom de Labiée donné a la famille : une inférieure entiére est
formée d’un seul concave, et une supérieure organisée autour de quatre (04) dents
réguliéres.

— L’androcée est a quatre étamines a long filet attachées a la partie inférieure de la
corolle.

— Le gynécée ressemble a quatre petits mamelons au milieu de la fleur, ce sont les 4

loges de 1’ovaire, entre ces loges part un long style qui porte un tige mate fourchu

(Arabici et Bayram,2004).

Figure 07 : Les fleurs de I’Ocimum Basilicum

(http://lyzadora.eklablog.com/ocimum-basilicum-al125587072)
3.4. Varieté :

Les différentes variétés de basilic se distinguent par leur couleur, leur forme, leur

taille et leur parfum. Selon (Mackee HS, 1994), les plus cultivées sont :
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Chapitre | Présentation générale de L’ Ocimum Basilicum.L

Ocimum basilicum var. album.
Ocimum basilicum var. anisatum.
Ocimum basilicum var. densiflorum.
Ocimum basilicum var. difforme.
Ocimum basilicum var. glabratum.
Ocimum basilicum var. majus.
Ocimum basilicum var. minimum.
Ocimum basilicum var. pilosum.
Ocimum basilicum var. purpurascens.
3.5. Composition chimique :

Les graines de basilic contiennent des polysaccharides, du mucilage et de I'huile fixe
qui se compose de l'acide linoléique (50%), acide linolénique (22%), acide oléique (15%),
ainsi que 8% d'acides gras insaturés (Malik et al., 1989). Les feuilles de basilic
contiennent également environ 5% de tanins, lI'acide oléanolique (0,17%) et d'une petite
quantité d'acide ursolique, protéines (14%), de glucides (61%), ainsi et des concentrations

relativement élevées de vitamine (A, B1, B2, C et E) et I'acide rosmarinique.

L’0O. Basilicum L contient les huiles essentielles a des compositions différentes
selon le chémo type, I’origine et la période de récolte. Ainsi on pourrait retrouver dans les
huiles essentielles cinéole, linalool, eugénol, méthylchavicol et estragol (Ouibrahim,
2015) et des métabolites secondaires (Boggia, 2015) tels que les flavonoides (0,6 al,1%)
comme le quercetine et kaempférol, qui considéré comme un antioxydant (Kwee et
Niemeyer, 2011).

3.6. Culture :

Le basilic étant une plante cultivée dans les pays tempérés. Sa culture exige un climat
chaud et ensoleille, un sol irrigable, riche en matiéres organiques, son multi application se
fait par semis au printemps, vers Mars-Avril. En climat tempéré, il faut le faire en serre ou

dans des pots maintenus & un température de 1’ordrede20°C. La germination se produit au
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Chapitre | Présentation générale de L’ Ocimum Basilicum.L

bout de 4 a 7 jours. Le repiquage en pleine terre peut se faire lorsque le sol est
suffisamment réchauffé. Le basilic a besoin d’un pH de 5 a 8 et d’une température plus
del5°C et une exposition abritée et cinq heures d’ensoleillement quotidien

(Schauenberge, 2006 ; Bezanger et al., 1990).
3.7. Ravageurs :

Les cultures de basilic sont est sensible a divers agents pathogenes (Garibaldi et
al.,1997). Parmi les maladies les plus importantes sont la fusariose causée par
Fusariumoxysporum ; la moisissure grise causee par Botrytis cinerea ; la moisissure
blanche causée par Sclerotinia sclerotiorum (Elad et al., 2015); et ces derniéres années

Peronospora belbahrii, I'agent causal du mildiou.

Lors de la préparation de la pépiniére, la fonte des semis peut également se produire
et endommager le plant ; elle est causée par Pythium insidiosum.

Un autre ravageur qui affecte les cultures de basilic est I’aile de dentelle causée par

Cochlochi labullita. Les feuilles se recourbent d’abord, puis la plante entiere se desséche.

Le basilic est sensible a l'oidium (Oidiumspp.), A la brllure des semis
(Rhizoctoniasolani) et a la pourriture des racines (Rhizoctoniabataticola) (Shasany et
Kole, 2018).

4. Utilisation traditionnelle :

En Turquie, Ocimum basilicum est utilisé en médecine populaire et en médecine
traditionnelle ouigoure pour prévenir et traiter les diabetes et les troubles cardiovasculaires.
En médecine indienne Siddha, il est utilisé pour traiter les boutons sur le visage.
Traditionnellement, le basilic est utilisé pour traiter les maux de téte, la toux, la diarrhée et
les dysfonctionnements rénaux. Il est également utilisé en externe pour traiter les piqdres
d'insectes, les morsures de serpent et les infections cutanées. En Bulgarie, elle est utilisée
comme médecine populaire pour le traitement des courbatures. En Espagne, elle est utilisée

comme sédatif. (Balakrishnan Purushothaman et al, 2018).
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Chapitre Il Les métabolites secondaires

1. Introduction :

La plante est le siége d’une intense activité métabolique aboutissant a la synthése de
principes actifs les plus divers. Ce processus métabolique est lié aux conditions mémes de
vie de la plante : la plante doit faire face a de multiples agressions de 1’environnement dans
lequel elle vit : prédateurs, microorganismes pathogénes, etc. On congoit donc que la
plante puisse développer un métabolisme particulier lui permettant de synthétiser les
substances les plus diverses pour se défendre qui sont les métabolites secondaires
(Kansole, 2009).

Chez les plantes, il existe un métabolisme secondaire, ¢’est une exclusivité du monde
végétal. Ces produits, a structure chimique souvent complexe, sont tres disperses et tres

différents selon les especes (Cuendet, 1999).

Les métabolites secondaires ne sont pas vitaux pour 1’organisme (c’est t’a dire non
directement impliqué dans les processus vitaux de bases mais jouent
nécessairement un réle important de par la machinerie enzymatique complexe nécessaire a
leur production. Ils ont des rdles écologiques (allomone, phéromone...). Ces molécules
furent sélectionnées au cours de 1’évolution pour I’interaction qu’elles ont avec un
récepteur d’un autre organisme. Elles représentent donc une grande source potentielle
d’agents thérapeutiques (Thomas, 2009), et aussi dans la protection des plantes contre
ravageurs et pathogénes. Ils pourraient jouer un role dans la défense contre les herbivores,
et dans les relations entre les plantes et leur environnement : plusieurs composés
phénoliques participent a la filtration des UV, les pigments floraux sont essentiels aux

processus de pollinisation (Gravot, 2008).
2. Biosynthese des métabolites secondaires :

Les métabolites secondaires résultent généralement de trois voies de biosynthese :
la voie de SHIKIMATE la voie de MEVALONATE DU PYRUVATE (Verpoorte et
Alferman, 2000).
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2.1. La voie de SHIKIMATE :

La voie de SHIKIMATE ouvoie de L'ACIDE SHIKIMIQUE, est une voie
métabolique aboutissant a la biosynthése de certains acides aminés aromatiques (comme
tyrosine et phénylalanine ). Elle est présente chez des bactéries, des mycetes, des algues,
des protistes et des plantes, mais est absente chez les animaux. Pour cette raison, les acides
aminés produits par ces réactions sont dits essentiels chez les animaux, c'est-a-dire que ces
derniers doivent se les procurer a partir de leur alimentation car ils ne peuvent les produire

eux-mémes par leur métabolisme.

Il s'agit d'une série de réactions convertissant le phosphoénolpyruvate et I'érythrose-
4-phosphate en chorismate, précurseur commun d'acides aminés aromatiques tels que
le phénylalanine, le tryptophane et le tyrosine. Si les grandes lignes de cette voie
métabolique sont communes aux organismes qui l'utilisent, chacun d'entre eux le met en
ceuvre d'une maniere qui lui est propre, de sorte qu'il en existe de nombreuses variantes
(Metzler, 2003).

2.1.1. Formation du CHORISMATE :

On retient généralement sept enzymes structurantes pour la voie du SHIKIMATE

chez Escherichia coli:

e EC2.5.1.54 : DAHP synthase ;

o EC 4.2.3.4: 3-déshydroquinate synthase ;

e EC4.2.1.10: 3-déshydroquinate déshydratase ;
e EC 1.1.1.25 shikimate désydrogénase ;

e EC2.7.1.71 : shikimate kinase ;

« EC25.1.19 : EPSP synthase ;

e EC 4.2.3.5: chorismate synthase.

2.1.2. Condensation du phosphoénolpyruvate et de I'érythrose-4-phosphate en DAHP

La voie du SHIKIMATE commence par la condensation du phosphoénolpyruvate
avec l'érythrose-4-phosphate sous I'action d'une 3-désoxy-7-phosphoheptulonate synthase
(DAHP synthase) pour former du 3-désoxy-D-arabinoheptulosonate-7-phosphate avec

élimination d'une molécule de phosphate.

12| Page


https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_shikimique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Voie_m%C3%A9tabolique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Voie_m%C3%A9tabolique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Biosynth%C3%A8se
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_amin%C3%A9_aromatique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Bact%C3%A9rie
https://fr.wikipedia.org/wiki/Fungi
https://fr.wikipedia.org/wiki/Algue
https://fr.wikipedia.org/wiki/Protiste
https://fr.wikipedia.org/wiki/Plante
https://fr.wikipedia.org/wiki/Animal
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_amin%C3%A9_prot%C3%A9inog%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_amin%C3%A9_prot%C3%A9inog%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_amin%C3%A9_essentiel
https://fr.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9tabolisme
https://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A9action_chimique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_phospho%C3%A9nolpyruvique
https://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89rythrose-4-phosphate
https://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89rythrose-4-phosphate
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_chorismique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Pr%C3%A9curseur_(chimie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_amin%C3%A9_aromatique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ph%C3%A9nylalanine
https://fr.wikipedia.org/wiki/Tryptophane
https://fr.wikipedia.org/wiki/Tyrosine
https://fr.wikipedia.org/wiki/Enzyme
https://fr.wikipedia.org/wiki/Escherichia_coli
https://fr.wikipedia.org/wiki/Nomenclature_EC
http://www.expasy.org/enzyme/2.5.1.54
https://fr.wikipedia.org/wiki/DAHP_synthase
https://fr.wikipedia.org/wiki/Nomenclature_EC
http://www.expasy.org/enzyme/4.2.3.4
https://fr.wikipedia.org/wiki/3-D%C3%A9shydroquinate_synthase
https://fr.wikipedia.org/wiki/Nomenclature_EC
http://www.expasy.org/enzyme/4.2.1.10
https://fr.wikipedia.org/wiki/3-D%C3%A9shydroquinate_d%C3%A9shydratase
https://fr.wikipedia.org/wiki/Nomenclature_EC
http://www.expasy.org/enzyme/1.1.1.25
https://fr.wikipedia.org/wiki/Shikimate_d%C3%A9sydrog%C3%A9nase
https://fr.wikipedia.org/wiki/Nomenclature_EC
http://www.expasy.org/enzyme/2.7.1.71
https://fr.wikipedia.org/wiki/Shikimate_kinase
https://fr.wikipedia.org/wiki/Nomenclature_EC
http://www.expasy.org/enzyme/2.5.1.19
https://fr.wikipedia.org/wiki/EPSP_synthase
https://fr.wikipedia.org/wiki/Nomenclature_EC
http://www.expasy.org/enzyme/4.2.3.5
https://fr.wikipedia.org/wiki/Chorismate_synthase

Les métabolites secondaires

Chapitre Il
0 OH "'28 OH OH OH ©
v ot A AN o
oH OH 0

Figure 08 : la condensation du phosphopyruvate et 1’érythrose-4-phosphate en DAHP

2.1.3. Conversion du DAHP en 3-déshydroquinate :
Le DAHP est déphosphorylé par la 3-déshydroquinate synthase pour former du 3-

déshydroquinate.

Figure 09 : Conversion du DAHP en 3-déshydroquinate

2.1.4. Conversion du 3-déshydroquinate en 3-déshydroshikimate puis en

SHIKIMATE
Le 3-déshydroquinate est déshydraté par la 3-déshydroquinate déshydratase pour
donner du 3-déshydroshikimate, qui est ensuite réduit en SHIKIMATE par du NADPH
COO’

sous l'action d'une SHIKIMATE déshydrogénase.
COoO
NADPH NADP"

HQ COO
" H,0
OH

)
OH HO"
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I
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0~ > “oH

Figure 10 : Conversion du 3-déshydroquinate en 3-déshydroshikimate puis en
SHIKIMATE
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2.1.5. Conversion du SHIKIMATE en 3-phosphoshikimate puis en 5-0-(1-
carboxyvinyl)-3-phosphoshikimate

Le SHIKIMATE est phosphorylé par la SHIKIMATE KINASE pour donner du 3-
phosphoshikimate2, qui est alors condense avec le phosphoénolpyruvate sous l'action de
I'EPSP synthase pour donner du 5-0-(1-carboxyvinyl)-3-phosphoshikimate, ou 5-
énolpyruvyl-3-phosphoshikimate.

CoO

Ho\“‘é\w

OH
k HQO
coo ffe
'OOC)LOPOf'
' OH 20,P0" o~ Scoo
OH

20,P0"
Ol OH

Figure 11 : Conversion du SHIKIMATE en 3-phosphoshikimate puis en 5-O-(1-
carboxyvinyl)-3-phosphoshikimate

2.1.6. Conversion du 5-énolpyruvyl-3-phosphoshikimate en chorismate

Le 5-énolpyruvyl-3-phosphoshikimate est déphosphorylé par la CHORISMATE
SYNTHASE pour donner du CHORISMATE.

COO COO

Figure 12 : La formation de CHORISMATE
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2.1.7. Conversion du CHORISMATE en acides aminés aromatiques

2.1.7.1. Formation du préphénate
Un réarrangement de Claisen du CHORISMATE sous I'action de la CHORISMATE
MUTASE conduit a I'acide préphénique (Helmut Goerisch, 1978).
COO’ ‘00oC COO

B

COO

foll
ot
T

H
Figure 13 : Formation du préphénate

2.1.7.2. Conversion du préphénate en phénylalanine

Le préphénate peut subir une décarboxylation oxydative éliminant également le
groupe hydroxyle pour donner du phénylpyruvate, qui peut donner de la phénylalanine par

transamination a partir de glutamate, converti pour sa part en a-cétoglutarate.

-00C I§JH3
e =

@] -ooG_ |,
0 NH
“00C COO™ <—
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N S
N
OH

CO, + OH

Figure 14 : Formation de phénylalanine

2.1.7.3. Conversion du préphénate en tyrosine

Le préphénate peut également subir une décarboxylation oxydative conservant le

groupe hydroxyle, ce qui donne 4-hydroxyphénylpyruvate, lequel peut ensuite donner de

la tyrosine par transamination a partir de glutamate.
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Figure 15 : formation de tyrosine

2.1.8. Conversion du CHORISMATE en tryptophane

La biosynthése du tryptophane est plus complexe, et se déroule a partir du
CHORISMATE en six étapes

o0~

L-Glutamat _ o
L-Glutamin Pyruvat Coo pRPP PPi 043P0
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j\HZ ¥.
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CO0
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OOC
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204P0
5 OH OH
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N-(5'-Phospho-
ribosyl)-antranilat

1-(o-Carboxyphenylamino) -
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00C 40;P0
“H N\“‘. L-Serin COZ
3
( 7 C@ -
N
H
L-Tryptophan

Glyceraldehyd- |nd0|'3'
3-phosphat
glycerinphosphat

Indol

Figure 16 : Etape de la biosynthese de tryptophane
2.2. LA voie de MEVALONATE

La voie du MEVALONATE, ou voie de L'ACIDE MEVALONIQUE, également
appelée voie de I'HMG-CoA réductase, est la voie métabolique de biosynthese de

I'isopentényl-pyrophosphate (IPP) et du diméthylallyl-pyrophosphate (DMAPP) chez tous
les eucaryotes supeérieurs et la plupart des bactéries
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Il existe une alternative a cette voie chez les plantes, certains protozoaires et la

plupart des bactéries (dans ce cas a coté de la voie du mévalonate) appelée voie du
méthylérythritol phosphate.
La voie du mévalonate produit des métabolites utilisés dans des processus tels que la

synthése des terpénoides et des stéroides, la prénylation des protéines, la maintenance des

membranes cellulaires, la synthése d’hormones, I'ancrage des protéines a la membrane

plasmique, ou encore la N-glycosylation.

Un ensemble de médicaments, parmi lesquels certains anticancéreux (Kelly et al,
2006).

Acetyl-CoAa — 8 3 _hydroxy-3-methylglutaryl-CoA
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P HMG CoA reductase
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ATP
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Mevalonate-S-phosphate

Phosphomevaionate kina

Mevalonate S-pyrophosphate
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Figure 17 : voie MEVALONATE

3. Classification des métabolites secondaires :

On distingue trois classes principales qui sont les composes phénolique, les terpénes et

les alcaloides :
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3.1. Les composes phénoliques :

Tableau 02 : principales classes de composés phénoliques

Squelette carboné Classe Exemple Origine
Cs Phénols simples Catéchol Nombreuses espéces
CsCq Acides p-hydroxybenzoique Epices, fraise
hydroxybenzoiques
Cs-Cs Arides Acide caféique, acide Pomme de terre,
hydroxveinnamicues, ferulique Pomme, citrus
Phenylpropenes Myristicin, engénol
Coumarines Scopoletine
Isocoumarines Mymisticine, eugénol
Chromones Eugenine
Cs-Cy Naphtoquinones Juglone, plumbagine Noix
polyphenols
Cs-Ci-Cs Hanthones Mangiferine
Cs-Ci-Cs Stilbénes Resvératrol Vigne
Anthraquinones Anthraquinones
Cs-C5-Cs Flavonoides, Quercétine, cyanidine, Fruit, légumes,
1soflavonoides daidzeine fleurs, soja, pois
(Cs-Cs) Lignanes Pinorésinol Pin
Neolignanes Fusiderime
(Cs-C3-Ce)n Biflavonoides Amentoflavone
(Cs-Cshy Ligmines Bois, fruts a
noyaux, raisin, kaki
(Cs-Ci-Cshp Tanins condensés

Les polyphénols sont des métabolites secondaires présents chez toutes les plantes

vasculaires. (Lebham, 2005). lls constituent un des groupes les plus nombreux et

largement distribué des substances dans le royaume des végétaux avec plus de 8000

structures phénoliques présents dans tous les organes de la plante.

Les composés phénoliques sont une vaste classe de substance organique cycliques
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trés variées, d’origine secondaire qui dérivent du phénol CeHsOH qui est un

monohydroxybenzéne.

Les composeés phénoliques sont fort répondus dans le régne végétal ; on les rencontre
dans les racines les feuilles, les fruits et 1’écorce pigments des fleurs, La couleur et
I’arome, ou I’astringence des plantes dépendent de la concentration et des transformations
des phénols. Ces composeés représentent 2 a 3 % de la matiere organique des plantes et
dans certains cas jusqu’a 10% et méme d’avantage. Ils existent également sous forme de
polymeéres naturels (Tanins). Le groupe le plus vaste et plus répondu des phénols est celui
des Flavonoides. (Walton et Brown, 1999).

Le phénol CgHs - OH

OH
| OH
C
H H
H™ c ~H
'L Formule topologique

Figure 18 : Formule chimique brute d’une fonction phénol CeHsOH

Les composés phénoliques (Acides phénoliques, Flavonoides simples et
paranthocyanidines) forment le groupe des composés phytochimiques le plus important des
plantes (Beta et.al, 2005).

3.1.1. Acides phénoliques

Ils ne possédent pas de squelette flavane. Ils sont solubles dans 1’éther. Ils peuvent
étre associés a la lignine, présents sous forme d’ester, ou bien localisés dans la partie de la
feuille insoluble dans 1’alcool. 1IIs présentent des propriétés biologiques
intéressantes : anti-inflammatoires, antiseptiques urinaire, anti radicalaires, cholagogues,
hépato protecteurs, cholérétiques, immunostimulants (Bruneton, 1999). On distingue : Les
dérivés de 1’acide benzoique (constitués d’un squelette a sept carbones). Les dérivés
d’esters hydroxy cinnamiques (constitués d’une structure de type C6-C3) (Barboni, 2006).
Ce sont composés organiques possédent au moins une fonction carboxylique et un

hydroxyle phénolique on distingue 2 sous classes :
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3.1.1.1. Les Acides Benzoiques (Hydroxy benzoiques) :

Les acides benzoiques sont formés d'un squelette a sept atomes de carbones. Ils sont
principalement représentés par les acides p-hydroxy benzoiques, proto-catéchiques,
vanilliques, galliques, syringiques, salicyliques, o-hydroxy benzoiques et gentisiques. Les
acides proto-catéchiques et galliques ont probablement une origine et des fonctions
différentes dans la plante. Le premier est tres largement répandu, le second est plus rare, on

le rencontre dans la nature surtout sous forme de dimére (Ribereau, 1968).

Les acides benzoiques proviennent de 1’acide cinnamique dont la chaine latérale perd

2 carbones.

hiki g
Shikimate pathway COOH
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e
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Figure 19 : Voies simplifiées de biosynthese AS benzoique Acide 2-hydroxylase BA2H,
ICS isochorismate synthase, IPL isochorismate pyruvate lyase, PAL phénylalanine

ammoniac lyase, SA Acide salicylique
3.1.1.2. Les acides cinnamique (Hydroxy cinnamique) :

Ces acides possedent une structure du type C6-C3. Les composés les plus fréquents
Sont l'acide p-coumarique, l'acide caféique, l'acide fertarique et l'acide cinnamique

(Ribereau, 1968). lls sont appelés aussi phénylprppanoides.
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Figure 20 : structure plane de I'acide cinnamique

L'acide cinnamique est biosynthétisé par une grande partie des végéetaux. C'est un des
éléments de la voie des phénylpropanoides; il est produit par I'action de la phénylalanine
ammonia-lyase (PAL) sur la phénylalanine. Il est ensuite transformé en acide para-
coumarique par I'action de la cinnamate 4-hydroxylase, qui lui donnera une grande série de

COMPOSES :

1) d'autres phénylpropanoides, les acides (et esters) hydroxy cinammiques comme I'acide
caféique, I'acide férulique et I'acide sinapique

2) Les coumarines, par cyclisation interne

3) Les flavonoides, via la chalcone

4) Les lignines, polymeres des monolignols, obtenus par deux réductions successives des

acides cinnamique, férulique et sinapique.

Figure 21 : la voie de la biosynthése de I’acide cinnamique

L'acide cinnamique est aussi un précurseur des acides de la série benzoique (via le
thioester qu'il forme avec le coenzyme A), avec parmi eux l'acide benzoique, I'acide

salicylique, I'acide gallique, et leurs nombreux dérivés.
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3.1.1.3. Propriétés physicochimiques :
A/ Solubilité :

» Soluble dans les solvants organiques polaires
» Solubles dans les solutions des bases fortes NAOH et de carbonate de NA
» Les formes hétérosidiques (forme liée avec plusieurs oses) sont solubles dans

I’eau.
B/ Stabilité :

» Tous ces composeés sont instables, ils sont facilement oxydables surtout en
milieu alcalin
» Isomeration en milieu acide ou alcalin ou sous I’influence des rayons UV

» Elles présentent des propriétés réductrices 1’eau (Ribereau, 1968).
C/ Intérét Pharmacologique :

» Antiseptique

» Anti inflammatoire
» Anti allergique

» Hypolipémiant

3.2. Flavonoides :

Les flavonoides sont des molécules trés répandues dans le regne végétal (plante
vasculaires) Constituant des pigments responsable des coloration jaune, rouge, violet et
bleu de différents organes (feuilles, fleurs, fruits). Ils font partie de la classe des
polyphénols, principaux métabolites secondaires des plantes. Les flavonoides ont une
origine biosynthétique commune et, de ce fait, présentent le méme éléement structural de
base (sauf exceptions : chalcones, aurones, isoflavones), a savoir quinze atomes de carbone
constitués de deux cycles en C6 (A et B) reliés par une chaine en C3 (noyau 2-phényl-1-

benzopyrane) (Bruneton, 1999).
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Figure 22 : Squelette de base des flavonoides (Ghedira K, 2005).
3.2.1. Biosyntheses :

Les flavonoides ont une origine biosynthétique commune dérivant de la voie de I’acide
SHIKIMIQUE. Le précurseur de ces molécules est le 4-hydroxycinnamate-coenzyme a

synthétisé a partir de la phénylalanine (Bruneton, 1999)

3 Malonyl-CoA OH
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: Chalcone synthase HO O OH |

b OH o
| 2'.4'.6",4-Tétrahydroxychalcone
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OH OH
HO O - ©/ HO o @
(AT
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Flavanone (naringénine) Flavone (apigénine)

Figure 23 : Biosyntheése des flavonoides

L’étape clé de la formation des flavonoides est la condensation, catalysée par
chalchone, la synthése d’un acide hydroxycinnamique 4-coumaroyl —COA avec trois
unités Malonyl COA, la structure de base en C15 sous forme d’une chalchone soit
Tetrahydroxychalcone. Dans les conditions physiologiques normale cette chalchone tend a

s’isomériser en Flavane sous 1’action de la chalchone isomerase qui induit une fermeture
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stéréospecifique du cycle C (Bruneton, 1999).
3.2.2. Classification :

Les flavonoides sont classés d’un coté sur la base du nombre, de la position et de la
nature des substituants (groupements hydroxyles -OH et methoxyles -OCH3), de 1’autre
coté sur la base des deux cycles aromatiques A et B et de la chaine de carbone

intermédiaire.

On distingue les flavonols, flavanones, flavones, les isoflavonoides (roténones et

roténoides), les leuco-anthocyanes, les anthocyanes et les tanins condensés.

6
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aurone R=H, flavane {lavyhum

R=0H. flavan-3-ol

Figure 24 : Structure des différentes classes des flavonoides (Dacosta, 2003)

IIs sont subdivisés en sous classe selon le nombre, la position et la nature des substituants
(groupement hydroxyle libre, méthyles ou glycolyses) sur les deux cycles aromatiques A et
B et le Cycle central C. On distingue alors les 4 oxo-flavonoides (flavones, isoflavones,
Flavonols, et flavanones, les flavanols et les anthocyanes ainsi que des composes plus

minoritaires, les chalcones et dihydro-chalchones (Dacosta, 2003).
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3.2.2.1. Flavones :

Les flavones sont une sous-famille des flavonoides dont la structure est basée sur (2-
phényl-1-benzopyran-4-one ou 2-phénylchromén-4-one). Ce sont des colorant végétaux

jaunes dont environ 300 composés naturels sont connus.

Comme d'autres flavonoides (hypéroside quercitrine,), ils sont parfois présents sous
forme d'hétérosides solubles dans I'eau. On les trouve parfois comme co-pigment avec les

anthocyanes.

Figure 25 : Squelette de base des flavone
3.2.2.2. Flavonols :

Les flavonols sont un sous-groupe de flavonoides dérivés du flavonol (3-hydroxy-2-
phenylchromén-4-one) en nomenclature IUPAC, c'est-a-dire des flavonoides possédant un
Hydroxyl phénolique en C3 et une fonction carbonyle C=0 en C4 sur I'hétérocycle central
du squelette de base des flavonoides. Ce sont des pigments végétaux de couleur jaune plus
ou moins clair. Ils différent par le nombre et la position d’hydroxylphénolique —OH,

parfois méthylés (groupes méthoxy).

Figure 26 : Squelette de base des Flavonols
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3.2.2.3. Flavanones et dihydroflavonols :

Les flavanones et dihydroflavonols sont caractérisés par I’absence de la double liaison
C2-C3 et par la présence de centre d’asymétrie. Les dihydroxyflavonols se distinguent des
flavonones par 1’hydroxylation de la position C3. Cette sous classe des flavonones et des
dihydroflavonols est un peu moins fréquente que son homologue insaturé rassemblant les
flavones et les flavonols. En ce qui concerne les variations structurales sont de méme

nature que celles décrites pour les flavones et les flavonols.

A B

Figure 27 : A/ Squelette de base des flavanones. B / Squelette de base des
dihydroflavonols

3.2.2.4. Flavan-3-ols,Flavan3,4-diols et anthocyanidols :

Ces trois groupes de molécules sont toujours hydroxylés en position C3 et se
caractérisent par 1’absence du groupe carbonylé en C4, position peut étre libre (cas des
flavan-3-ols ,et anthocyanidols ou hydroxylé (cas des flavan 3,4-diols) .Les flavan-3-ols et
les flavan 3,4 -diols sont a I’origine des polyméres flavoniques appelés pranthocyanidols
ou tanins condenses. Les anthocyanidols les plus fréquents sont le pélargonidol et le
cyanidol ; Ces molécules peuvent engager le groupement hydroxyle en position C3 en
formant une liaison hétérosidique permet d’obtenir a titre d’exemple ; plangonidol-3-

oglucose et le cyanidol-3-O-rutinose ou kéracyanine.
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’ OH V

Flavan-3-ol

Figure 28 : Squelette de base des : A / flavan-3 —ols, B/ flavan-3,4-diols et
C/anthocyanidol

3.2.2.5. Chalcones et aurones :

Les chalcones sont différentes des autres types de flavonoides cités au-
dessus, elles sont constituées par deux unités aromatiques reliés par une chaine
tri-carbonée cétonique alpha-béta insaturée. Le noyau B assez frequemment
non substitué, alors que les substitutions sur le cycle A plus souvent identique a
celle des autres flavonoides. Les autres aurones sont caractérisées par une structure de 2-

benzylidéene coumaranone (figure 22B) (Anderson, 2001).

Figure 29 : squelette de base des : A/ chalcones et B/aurone.
3.2.3. Distribution et localisation des flavonoides :

Sur le plan cellulaire, les flavonoides sont synthétisés dans les chloroplastes puis
migrent et se dissolvant dans les vacuoles, Les flavonoides sont présents dans toutes les
parties des végetaux : racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois des
plantes, destiné a les protéger des rayonnements. Récemment, de nombreux travaux ont
montré que certains fruits et légumes sont trés riche en flavonols, flavones et flavanones.
L’ingestion de flavonoides d’origine alimentaire a été associée a une réduction

considérable de la mortalité liée aux maladies cardio —vasculaires. En effet, une étude
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menée aux Pays-Bas (Zulphen Elderly Study) aupres de 805 sujets de sexe masculin a mis
en évidence une corrélation inverse entre la prise de flavonoides d’origine alimentaire (thé,
oignons, pommes) et les maladies cardio-vasculaires. D’autres études se sont focalisées sur
I’impact de la consommation du thé (boisson riche en flavonoides, notamment en
quercétine (10 a 25mg/l)). Ce dernier composé exerce des effets antioxydants,
antiagrégants et vasodilatateurs pouvant expliquer ses effets cardio-prophylactiques. En
outre, il a été démontré que la consommation de quercétine dans les oignons (0.3mg/g de
masse fraiche) et les pommes (1mg/g de masse fraiche de la peau de pommes) est

inversement corrélée au risque de cancer du poumon (Yang et al , 2008).
3.2.4. Activités biologiques des flavonoides

De nombreuses enquétes épidémiologiques dont ressortir 1I’importance d’une
consommation réguliére de fruits et légumes dans la prévention des diverses maladies a
développement lent (diabéte, MCV, cancer...); or ces maladies sont particulierement
fréquentes dans les pays occidentaux ou I’alimentation est riche en produits d’origine
animale, en graisse, en sucre, ce qui provoque des insuffisance dans I’apport des produits

veégétaux intéressants (vitamines, polyphénols) (Quideau et al, 2011)

Le rble clé des radicaux libres dans les processus du vieillissement et la genése de
nombreuses pathologies justifie la nécessit¢ d’apporter a 1’organisme une protection
antioxydante suffisante, et c’est un des arguments majeurs pour recommander une

consommation abondante en produits végétaux riche en antioxydants (Lotito et al, 2006)

Certains flavonoides sont susceptibles de neutraliser les radicaux libres, de favoriser
I’élimination de substances toxique et d’exercer d’autres roles de protection vasculaire et

dans la prévention du cancer (Sousa et al, 2007).

Les chalcones se retrouvent plus fréguemment dans les pétales des fleurs. Ce sont
des pigments naturels au méme titre que les chlorophylles (couleur verte) et les
caroténoides nuances jaunes et orangées). Leur fonction principale est la pigmentation des
plantes (aspect esthétique indéniable, culminant dans les fleurs des végetaux. Les
flavonoides, en particulier les anthocyanes, sont les seules molécules du régne
vegetal capables de produire une vaste gamme de couleurs, susceptibles de
donner des teintes allant du jaune-orangé au bleu, en passant par le pourpre et

le rouge. Les flavones, aurones et chalcones donnent plutét des couleurs jaune,
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beige voire blanche, ou participent aux nuances produites par les anthocyanes
et les caroténoides. Un des réles de la couleur chez les plantes est d'attirer les insectes et
cela afin de déclencher la fécondation, les charger de pollen ou de graines de facon a en
assurer la dissémination nécessaire a la reproduction de I'espece. Si tous les
flavonoides n'absorbent pas dans le domaine visible, ils présentent tous une
bande dans [lultra-violet proche du visible. Certains insectes, telle que I'abeille,
distinguent les fréquences de radiation dans le domaine ultra-violet et visible et
montrent des préférences pour certaines teintes. C'est pourquoi la possibilité de
changement de couleur est largement utilisée par les plantes pour assurer la
survie de l'espece. On peut également noter que les flavonoides, en repoussant
certains insectes par leur go(t désagréable, peuvent également jouer un role

dans la protection de ces plantes (choi et al, 2006).

Le monde animal est lui aussi trés concerné par les flavonoides. On trouve par
exemple de la charysine de la quercétine de la galangine dans la propolis des
abeilles. Ces insectes la fabriquent & partir des seécrétions des bourgeons de
nombreux arbres comme le bouleau, l'aulne, I'épicéa, le sapin, le saule, I'orme,
et la modifient par leurs enzymes salivaires. Les abeilles mettent
instinctivement en ceuvre les propriétés antifongiques et antibactériennes des
polyphénols pour aseptiser leur ruche et en colmater les fentes. Les propriétés
cicatrisantes et anti-infectieuses de la propolis étaient entre autres utilisées par
les civilisations égyptienne, romaine, grecque et inca. Fonctionnent comme des signaux
moléculaires de reconnaissance entre les bactériessymbiotiques et les Iégumineuses afin de
faciliter la fixation de I’azote moléculaire. Et aussi impliqué dans la Régulation de

I’élongation des tiges. Interviennent dans la maturité des fruits. (Yang et al, 2008).

Les flavonoides préviennent la cataracte diabétigue par inhibition de
I’aldose réductase du cristallin. En effet, la myricétine présente des effets
hypoglycémiants et hypo-triglycéridémiants chez les animaux diabétiques. L’effet des
flavonoides sur le  systtme immunitaire est complexe et demeure
encore mal ¢élucidé. Certains d’entre eux réduisent I’activation du
complément diminuant de fagon générale la réponse inflammatoire. A doses
élevées, ils inhibent les fonctions lymphocytaires, mais, a concentrations plus
faibles, ils pourraient agir comme immunostimulants chez les sujets

immunodéprimés.  L’activité  immuno-—modulatrice  des  flavonoides  dépend
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d’une part, de leur capaciteé a inhiber la formation des eicosanoides et de
I’histamine et de leur pouvoir piégeur des radicaux libres d’autre part. Des propriétés
antibactériennes et antivirales des flavonoides en différentes souches bactériennes ont
également été mises en évidence. Les flavonoides atténuent le pouvoir infectieux ou
affectent la réplication intracellulaire d’autres virus tels que le virus respiratoire syncytial

(VRS), I’herpés simplex virus (HSV) et les adénovirus.

3.3. Les coumarines :

"
Rs N
R, 0" o
Rg

Figure 30 : Structure de base des coumarines

Les coumarines sont des substances naturelles dont la structure compose de neuf
atomes de carbone comporte le noyau benzo-apyrone (coumarine) résultant de la
lactonisation de I’acide ortho-hydroxy- cis cinnamique. Les coumarines tirent son nom de

« coumarou » nom de la féve tonka Coumarouna.

O 5 4
6 NG
WOH 2
7
@) O
OH 8 ;
L'acide ortho-hydroxy cinnamique Coumarine

Figure 31 : réaction de cyclisation de 1’acide cis cinnamique oxygéné en C2

Les coumarines sont parmi les composes phénoliques les plus connus ; elles sont
substituées en C7 par un hydroxyle. La 7-hydroxycoumarine, connue sous le nom

d’ombelliférone, est le précurseur des coumarines 6,7-di-et 6, 7,8-trihydroxylées.

Les différents types de coumarines se trouvent dans de nombreuses espéces végétales
et possedent des propriétes trés diverses. Elles sont capables de prévenir la peroxydation
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des lipides membranaires et de capter les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxydes
(Igor,2002).

Les coumarines sont connues par leurs activités cytotoxiques, antivirales,
immunostimulantes, tranquillisantes, vasodilatatrices, anticoagulantes (au niveau du cceur),

hypotensives, elles sont également bénéfiques en cas d’affections cutanées (Gonzalez et
al, 1997).

Les coumarines sont des substances phénoliques synthétisées a partir de la fusion des
noyaux benzénes et a- pyrone (O’Kennedy et al, 1997). Les coumarines libres sont
solubles dans les alcools et dans les solvants organiques ou les solvants chlorés alors que
les formes hétérosidiques sont plus ou moins solubles dans 1’eau (Bruneton, 1999). Les
coumarines ont des effets différents sur le développement des plantes suivant leur
concentration et aussi selon I’espéce. Dans la cellule végétale elles sont principalement
présentées sous forme glycosylée, Cette glycosylation est une forme de stockage permettant
d’éviter les effets toxiques de ces molécules. Elles sont considérées comme des
phytoalexines, c'est-a- dire des métabolites que la plante synthétise en grande quantité pour
lutter contre une infection causée par des champignons ou par des bacteéries, ils peuvent
également se trouverdans le regne animal (les glandes a sécrétion odoriférante du castor) et

chez certains microorganismes (Hofmann, 2003),
3.3.1. Répartition botanique et localisation :

Elles sont surtout présentes chez les Dicotylédones et abondantes dans certaines
familles : Rutaceae, Fabaceae, Apiaceae, Oléaceae, Loganiaceae, Solanaceae, Asteraceae
et Hippocastanaceae.

Les coumarines sont formées dans les feuilles et s'accumulent surtout dans les

racines et les écorces, ainsi que dans les tissus agés ou 1ésés. (Hofmann, 2003),

COOH
9] O 5 4
6 NG
. 7 "OH X~">0H ,
HO" ™" “OH - N 0" Xp
OH OH 1

Acide SHIKIMIQUE Acide cinnamique  Acide o-hydroxy cinnamique Coumarine

Figure 32 : schéma genérale de la biogenése de coumarine
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3.3.2. Classification :

La famille des coumarines est formée des composés phénoliques dérivés de la
coumarine simple, la 2H-1-benzopyrane-2-one, molécule elle-méme dénuée de groupe
hydroxyle phénolique OH. Toutes les coumarines sont substituées en C-7 par un hydroxyle
phénolique. Les divers groupes hydroxyles en C-6, C-7 et C-8, peuvent ensuite :

Tableau 03 : Cas des coumarines substituées par des groupements hydroxyle et

méthoxyle
Coumarine (non phénolique) H H H
Ombelliférone H OH H a6 : .

Herniarine H OCH; H N

Esculétol OH OH H R7 0" Yo
Scopolétol OCH3 OH H Re
Scopanone OCH3 OCHs H

Fraxétol OCH3 OH OH

Le Scopolétol est trés répandu dans les enveloppes des graines ou il inhibe la

germination (Hofmann, 2003).

Tableau 04 : Cas des coumarines substituées par un hétéroside (glucosyl).

La structure de

Synonyme
I base Esculoside
Skimmine  7-(o-glucosyl) ombelliférone H Gluc H
Esculoside 6-(0-glucosyl) esculétol Glue OH H OH
H .0
Chicorine 7-(0o-glucosyl) esculétol OH Gluc H Y m
HO 0" ™0
) 7-(0-Glucosyl)-6- il
Scopoline ) ) OCH3 Gluc H
méthoxycoumarine

32| Page


https://fr.wikipedia.org/wiki/Hydroxyle
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ombellif%C3%A9rone
https://fr.wikipedia.org/wiki/Escul%C3%A9tol
https://fr.wikipedia.org/wiki/Scopol%C3%A9tol
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Skimmine&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Esculoside&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Cichoriine&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Scopoline&action=edit&redlink=1

Chapitre Il Les métabolites secondaires

Tableau 05 : Cas des coumarines substituées par des chaines isoprénigues en C5, C10

(monoterpénes) ou plus rarement C15 (sesquiterpenes).

Structure de

Synonyme base

Subérosine

. 7-géranyloxy )
Aurapténe ) H o-geranyle H
coumarine

7-méthoxy-6-(3-
méthyl-2-butényl)- H

Subérosine . Amylenyl OCHs
coumarine

7-méthoxy-8-(3-
Osthol méthyl-2-butényl)- H OCHs Amylenyl

coumarine

La fusion de la coumarine avec un hétérocycle supplémentaire a 5 ou 6 atomes
donnent deux nouvelles classes :

o Les furanocoumarines : composés formés par la fusion d'un hétérocycle Furane avec

la coumarine et ses dérivés. L'association peut se faire :

1. Soit dans le prolongement de la coumarine (forme linéaire) : Psoraléne et ses
dérivés (Bergapténe, Impératorine, Xanthotoxine, Chalepensine),

2. Soit sur le coté (forme angulaire) : Angélicine et ses dérivés ;

“ 2 g o~ 5
6 \ 3
CIX @Cﬁ e

07 (o} 0

1 8 1 O O 0 —

A B C
Figure 33 : structure de : A/ Psoraléne, B/ Bergaptene et C/ Angélicine
e Les pyranocoumarines, composés formés par la fusion d'un hétérocycle Pyrane avec la

coumarine ;
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1. Soit dans le prolongement (forme linéaire) : Xanthylétine.

2. Soit latéralement (forme angulaire) : Séseline, Visnadine.

o) o) =
o o
NS ~ o

A B
Figure 34 : structure de : A/ Xanthylétine et B/ Séseline
3.3.3. Intérét pharmacologique de coumarines :

En médecine, la coumarine est utilisée dans le traitement adjuvant du lymphceedéme
post-mastectomie, en complément des méthodes de contention. Son action anti-
cedémateuse résulte de l'augmentation du drainage lymphatique et de la stimulation de
I'activité protéolytique des macrophages (commission du Codes Alimentaire, 2006). Mais
la multiplication des cas d’hépatite chez les patients traités a fortes doses avec cette
molécule a conduit au retrait du marché de la spécialité correspondante (Casley et al,
1993). La coumarine reste utilisée en phytothérapie, mais a des doses beaucoup plus

faibles, comme dans les spécialités contenant du mélilot.

A la différence de ses dérivés (comme la warfarine), la coumarine elle-méme n’a pas
d’activité anticoagulante. Mais la fermentation humide de foin qui renferme de la
coumarine (en raison de la présence de mélilot) génére des dérivés anticoagulants, qui
entrainent des hémorragies chez les herbivores qui en consomment. Le 4-hydroxy-3-[1-(4-
nitrophényl)-3-oxobutyl]Jcoumarine, appelé usuellement Acénocoumarol, est antagoniste
de la vitamine K et inhibiteur de la synthése des facteurs de la coagulation vitamine K
dépendants. Ses propriétes anticoagulantes sont utilisées dans la thérapie des maladies
thromboemboliques.

L'odeur de foin fraichement coupé de la coumarine est trés utilisée en parfumerie.
Actuellement, elle entre dans la composition de 90 % des parfums (dans 60 % avec une
teneur supérieure a 1 %) (Bouzabata, 2018). Elle s'associe bien a la vanilline dont elle
atténue le coté alimentaire. Elle est aussi utilisée dans les produits cosmétiques

(déodorants, eaux de toilette, cremes, shampoings, savons de toilette, dentifrice, etc.).
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On trouve aussi de la coumarine dans les cigarettes indiennes, les bidi, et les

cigarettes aux clous de girofle indonésiennes, les karatekas.

Pour neutraliser ou masquer les mauvaises odeurs, la coumarine est aussi ajoutée aux
peintures, insecticides, encres, aux aerosols, au caoutchouc ou aux matiéres plastiques
(Lake, 1999).

3.4. Les quinones :

Les quinones constituent une série de diénes plutdt que des composés aromatiques
comportant un noyau de benzene sur lequel deux atomes d'hydrogene sont remplacés par
deux atomes d'oxygéne formant deux liaisons carbonyles (dicétones éthyléniques
conjuguées cycliques). lls sont des transporteurs d'électrons dans la membrane

mitochondriale interne et dans la membrane des thylakoides.

'—lﬁ)—

Figure 35 : Structure d’une molécule de quinone (Cowan, 1999).
3.4.1. Classification :
Les principales quinones sont :
3.4.1.1. Le Benzoquinone ou quinone (CsH402) :

Découverte en 1838 par Wosrerenski, chimiste polonais, dont on utilise les propriétés
rédox dans la technique de developpement photographique. C'est I'un des deux isoméres de
la cyclohexadienedione. L'orthobenzoquinone (1,2-dione) et le parabenzoquinone (1,4-

dione).
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0 O
0
O
1,2-Benzoquinone 1,4-Benzoquinone

Figure 36 : Structure de Benzoquinone
3.4.1.2. Le Naphtoquinone (C10HeO) :

Le Naphtoquinone, ou 1,4-naphtoquinone, est un quinone dérivant du naphtaléne
dont de nombreux dérivés sont pharmacologiquement actifs, étant généralement
cytotoxiques et posseédant, selon les cas, des effets antibactériens, antimycosiques,

antiviraux, insecticides, anti-inflammatoires et/ou antipyrétiques.

Les différentes formes de vitamine K ont un squelette 1,4-naphtoquinone.

Figure 37 : Structure de base la Naphtoquinone
3.4.1.3. L’anthraquinone (C14HsO)

Est une molécule dérivée de [I’anthracéne, elle appartient aux hydrocarbures
aromatiques polycycliques. L’anthraquinone existe dans les plantes, les champignons et les
insectes. On peut la trouverdans les racines, tiges vertes et les graines. L’anthraquinone fait
partie des quinones naturelles, c’est une substance oxygénéeengendrée par 1’oxydation des

composés aromatiques (Bravo, 1998).

(@) OH
Cr T
O

Figure 38 : structure chimique des anthraquinones
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3.5. Tanins:

Ils sont d’origine végétale et non azotée qu’on trouve dans de nombreux végétaux tels
queles écorces d’arbres, les fruits (raisin, datte, café, cacao...) et les feuilles de thé. Ce sont
des composes polyphénoliques, solubles dans I’cau de masse molaire entre 500-2000D, de
structures variées ayant en commun la propriété de précipiter les alcaloides, la gélatine et

les protéines. (Vermerris et.al, 2006).

IIs sont utilisés depuis I’antiquit¢é par I’homme pour le traitement des peaux
d’animaux, les taninsont une importance économique et écologique importante parmi les
caractéristiques des tanins le golt astringence qui est une sensation tactile due a la
précipitation des protéines salivaires et qui crée une sensation d’asséchement dans la
bouche (Peronny, 2005).

Sur le plan chimique, ils sont constitués soit de polyol (glucose le plus souvent), ou de
catéchine ou de triterpénoide auxquels sont attachées des unités galloyles (ou leurs

dérivés), soit d'oligomeres, ou de polymeres de flavanols.
3.5.1. Classification :

Les tanins sont classés en deux groupes selon leur structure chimique :
3.5.1.1. Les tanins condenses (pro-anthocyanidines) :

De structure plus complexe, on les appelle également pro-anthocyanidines,
largement présents dans le régne végétal, et que I’on rencontre dans de nombreux produits

alimentaires (fruit, léegumes, boissons...) (Peronny, 2005).

Ils ne renferment pas de sucres dans leur molécule ; ils ne sont hydrolysés ni par les
acides, ni par les tannasses mais en présence d’acide forts ou d’agents d’oxydation, ils se

transforment en substances rouges.

Les phlobaphénes (exemple : rouge de cola), ce sont des polymeres de flavan-3-ols,
appelés aussi catéchines et de flavan-3,4-diols appelés leuco- anthocyanidines ou un
mélange des deux (Atefeibu, 2002 ; Peronny, 2005).
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Figure 39 : Structure des tanins condenseés et leur monomere (Peronny, 2005).
3.5.1.2. Tanins Hydrolysable :

Ce sont des esters de glucose, ils sont caractérisés par le fait qu’ils peuvent étre
dégradés par hydrolyse chimique ou enzymatique. lls libérent alors une partie non
phénolique (le plus souvent du glucose ou de I’acide quinique) et une partie phénolique qui

peut étre de 1’acide gallique (Macheix et.al, 2005).

Ils sont constitués d'un noyau central -le glucose- et de chaines latérales (en position 1,
2, 3, 4 ou 6 sur le glucose) comprenant 1 a n monomeére(s) d'acide phénol. Des liaisons
carbones a carbone entre noyaux (liaisons bi-phényle réalisées par couplage oxydatif),
conduisent a des molécules ramassées plus rigides de solubilité diminuée dites les tanins

ellagiques.(Bessas et al, 2007).

OH (@) OH

o

HO
HO OH HO ©oH
OH
OH

A B
Figure 40 : Structure de : A/ D-Glucose et B/ Acide Gallique

Les gallotanins ou tanins galliques sont formés autour d'un sucre (glucose ou polyol
dérivé du D-glucose) comportant plusieurs liaisons esters avec des acides galliques (ou
leurs dérives) ; les fonctions hydroxy OH des résidus polyoliques sont partiellement ou
totalement substitués par des unités galloyles. Les tetra-esters et penta-esters sont les
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intermédiaires fondamentaux dans la biosynthese de presque tous les polyphénols
hydrolysables naturels. Il peut se constituer des chaines latérales de plusieurs acides

galliques liés selon un mode méta- ou para-dépsidique.

OH
HO OH
OH
0 (@) O OH
0
Os O
= OH
HO o 8
OH
HO OH OH
2l HO  OH

Figure 41 : structure penta-o-galloyl-D-glucose,
3.5.2. Propriétés Biologique :

Les tanins sont des métabolites secondaires des plantes, leur conférant une protection
contre les prédateurs (herbivores et insectes). La propriété astringente des tanins est a la
base d'autres propriétés (vulnéraire, guérison des plaies ou des blessures, antidiarrhéique.),
elle permet la cicatrisation, I’imperméabilisation de la peau, favorise la vasoconstriction
des petits vaisseaux. En outre, les tanins ont un trés grand pouvoir antibactérien, antiviral,
antiinflammatoire. Les plantes riches en tanins sont utilisées dans les cas de rhume, les

problémes de sécretions trop importantes, blessures, coupures et bralures

Les tanins sont capables de former des complexes avec les macromolécules et
particulierement avec les protéines. Les tanins vacuolaires dans les cellules végetales, en
réagissant avec les protéines cytosoliques, expliquent le brunissement enzymatique des

fruits. (https://fr.wikipedia.org/wiki/Tanin - cite_note-isyeb-24).

La cuticule joue un rdle protecteur chez les Arthropodes. Elle est durcie par des tanins
qui se combinent avec les scleroprotéines de I'exocuticule. La combinaison avec le

collagene de la peau est a I'origine du tannage.

La réaction des tanins des végétaux verts et des vins trop jeunes avec les
glycoprotéines de la salive est a l'origine de la sensation d'astringence. La faculté de
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percevoir l'amertume et I'astringence (sensation induite par les tanins qui se complexent
avec les protéines salivaires de type mucine et leur font perdre leurs propriétés lubrifiantes)
a probablement été sélectionnée au cours de I'évolution pour avertir les herbivores et les
omnivores de 1’absorption de ces composés potentiellement toxiques, ces sensations
pouvant provoquer un rejet de lI'aliment par I'animal (anti-appétent), voire l'arc réflexe du
vomissement (Georg et al, 1999). Les tanins peuvent en effet avoir une toxicité propre
mais ils agissent généralement en interférant avec les protéines, soit celles de I'aliment
vegetal ce qui diminue alors sa digestibilité, soit celles de la salive, soit encore les enzymes
digestives (rappel du rdle des tanins des plantes qui interviennent dans leur défense contre
les herbivores et les microbes pathogenes) ou les glycoprotéines membranaires au niveau
de la muqueuse intestinale qui peuvent étre partiellement inhibées (Macheix et al, 2005).
Selon leur concentration (notion de dose efficace et de dose toxique), les tanins ont la
capacité a resserrer les tissus et de modifier la perméabilité membranaire par complexation
avec leurs chaines glycoprotéiques, d'ou leur usage interne (antidiarrhéique, antitumoral,
action anti-inflammatoire, activité antimicrobienne, antifongique et antivirale) et externe

(effet hémostatique, cicatrisant)

La complexation peut étre réversible quand elle s'effectue par liaison hydrogene et
interactions hydrophobes . Les tanins condensés (proanthocyanidols) ont une affinité
moindre pour les protéines que les esters poly-galliques. La complexation peut devenir
irréversible lorsque les tanins par auto-oxydation donnent des o-quinones qui forment des

liaisons covalentes.
3.6. Les Anthocyanes :

Les anthocyanes (du grec anthos, fleur et Kuanos, bleu violet) terme général qui
regroupe les anthocyanidols et leurs dérives glycosylés. Ces molécules faisant partie de la
famille des flavonoides et capables d'absorber la lumiére visible, ce sont des pigments qui
colorent les plantes en bleu, rouge, mauve, rose ou orange. Leur présence dans les plantes
est donc détectable a I'eeil nu. A l'origine de la couleur des fleurs, des fruits et des bais
rouges ou bleues, elles sont géneralement localisées dans les vacuoles des cellules
épidermiques, qui sont de veritables poches remplis deau. On trouve également les
anthocynes dans les racines, tiges, feuilles et graines. En automne, les couleurs
caractéristiques des feuilles des arbres sont di aux anthocyanes et aux caroténes qui ne

sont plus masqués par la chlorophylle.
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Leur structure de base est caractérisée par un noyau "flavon" généralement glucosylé
en position C3. Les anthocyanes se différencient par leur degré dhydroxylation et de
méthylation, par la nature, le nombre et la position des oses liés a la molécule. L'aglycone
ou anthocyanidine constitue le groupement chromophore du pigment (Bessas et al.,2007).

structure typique d'anthocyane
(exemple de la cyanidine = cyanidol)

Figure 42 : structure typique d’anthocyane
3.7. Les alcaloides :

Sorti des laboratoires chimiques entre 1819 et 1827, le mot alcaloide se rapporte a
I'origine & un « comportement chimique semblable & un alcali, c'est-a-dire & tout corps
basique en milieu aqueux » au cours de I'opération d'extraction en milieu liquide de base
forte, solubilisant le ou les solutés basiques dits alcaloides. Il a été employé au siécle
suivant pour décrire n'importe quelle base de Lewis contenant un hétérocycle azoté ou,
improprement, une fonction amine. A cause du doublet électronique non liant de l'azote,
les alcaloides sont considérés comme des bases de Lewis. Les alcaloides ont la propriété de
former des sels et d'avoir un golt amer. De nombreuses autres méthodes comme la

chromatographie sont également employées pour identifier et doser la molécule.

Un alcaloide est un composé organique d'origine naturelle (le plus souvent végétale),
azoté,plus ou moins basique, de distribution restreinte et doté, a faible dose de propriétés
pharmacologiques marquées. Associés a l'essor de l'industrie pharmaceutique, ils ont
permis d'ouvrir le domaine des « medicaments chimiques» a partir de la fin du
XIX® siecle. Le regroupement d'un tel ensemble est par ailleurs confirmé par des réactions

communes de précipitation avec les « réactifs généraux des alcaloides » (Bruneton, 2009).

En effet, les molécules d'alcaloides a I'état pur, les plus connues, sont souvent
hautement toxiques comme la strychnine, l'aconitine, l'atropine, la cocaine... mais
certaines, du fait de leur action physiologique puissante, sont efficacement employées en

dosage mesuré et contr6lé dans la médecine ou thérapeutique moderne (Lendvaib Z et al,
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2002). 1l s'agit, par exemple, de propriétés analgésiques avec la morphine ou la codeine,
dans le cadre de protocoles de sédation (anesthésie) souvent accompagnés d'hypnotiques,
ou bien dun usage comme agent antipaludéen (quinine, chloroquine) ou agent
anticancéreux (vinblastine, vincristine), et méme de la sédation aux opiacés avec l'ibogaine
(Aniszewski, 2007).

3.7.1. Distribution Alcaloides :

Les alcaloides sont présents essentiellement chez les Angiospermes dont la plupart
sont des dicotylédones. Cependant, de nombreux alcaloides ont également été trouvés chez

des Monocotylédones et méme chez des Gymnospermes Ephédra.

Les ptéridophytes sont rarement alcaloidiferes. Les plantes a alcaloides ne
renferment que tres rarement un seul alcaloide, méme si elles contiennent parfois un
composé tres majoritaire mais, il n'est pas rare que plusieurs dizaines d'alcaloides soient

présents dans une méme drogue.

Généralement, tous les alcaloides d'une méme plante ont une origine biogénétique
commune, et ils existent généralement sous la forme, soluble, de sels d'acides végétaux

(citrate,malate, tartrate, benzoate...ctc.) ou sous celle d'une combinaison avec les tanins.

Les alcaloides sont exceptionnels chez les bactéries et assez rares chez les
champignons. Les structures alcaloidiques existent aussi rarement chez les animaux. Dans
certains cas, ce sont des produits formés a partir des alcaloides contenus dans les végétaux
inclus dans la ration alimentaire de I'animal et dans d'autres cas, ils semblent étre des
produits du métabolisme de Il'animal, c'est en particulier le cas chez des Amphibiens

Urodeéles ou Anoures.

Les alcaloides peuvent étre présents dans toutes les parties de la plante mais sont le
plus souvent localisés dans certains organes : Racine (Ipéeca), feuille (Coca), fruit (Pavot),
écorce (quinquina), graine (Colchique) etc cependant, ils existent rarement a 1’état libre
dans la plante, le plus souvent ils sont combinés aux tanins ou aux acides organiques
(Acide acetique, citrique, malique...). Leur teneur est tres variable. Généralement, elle est
comprise entre 1%o et 2 a 3% (du poids sec). Parfois on trouve des teneurs supérieures a
10% (Ecorces de quinquinas) (Krief, 2003 ; Bruneton, 2009).
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3.7.2. Classification :

Les alcaloides vrais dérivent d'acides aminés et comportent un atome d'azote dans un
systeme héterocyclique. Ce sont des substances douéees d'une grande activité biologique,
méme a faibles doses. Ils apparaissent dans les plantes, soit sous forme libre, soit sous

forme d'un sel, soit comme N-oxide.

Les proto-alcaloides sont des amines simples, dont lI'azote n'est pas inclus dans un

hétérocycle. Ils dérivent aussi d'acides amines.

Les pseudo-alcaloides ne sont pas dérivés d'acides aminés. lls peuvent cependant étre
indirectement liés a la voie des acides aminés par l'intermédiaire d'un de leurs précurseurs,
ou d'un de leurs postcurseurs (dérivés). lls peuvent aussi résulter d'amination, ou de
réaction de transamination dans une voie connectée avec les précurseurs ou les

postcurseurs d'acides aminés.

Tadeusz Aniszewski propose la classification suivante, basée sur les précurseurs dans

la voie biologique de synthese.

Tableau 06 : Les alcaloides vrais

Précurseur Groupe Noyau Exemples

d'alcaloides caractéristique

Alcaloides H Cuscohygrine,
pyrrolidiniques Hygrine
Pyrrolidine
Tropane Atropine, Cocaine,
HsC—N Hyoscyamine,
e Alcaloides 3 YOsLy
L Ornlthlne Scopolamine

tropaniques
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0 Alcaloides Pyrrolizidine Acétyl-lycopsamine,
HQN/\/w)LOH pyrrolizidiniques Europine,
H \H N Homospermidine,
2
Ilamine, Mételoidine,
Reétronécine
Anaférine, conine,
) Lobélanine,
Alcaloides
0 o N Lobéline,
pipéridiniques H S
N o Pelletiérine,Pipéridin
L e, Pipérine,
NH; Pipéridine
Sédamine
Alcaloides Cytisine, Lupinine,
L-lysine quinolizidiniques N Spartéine
Quinolizidine
Alcaloides Castanospermine,
indolizidiniques N Swainsonine
Indolizidine
L-tyrosine Alcaloides Benzyltétrahydroisoqu = Codéine, Morphine,
o tétrahydroisoquinol inoline Norcoclaurine,
ok iniques simples Papavérine,
G NH, Tétrandine,
Thébaine,

L-tyrosine ou

L-phénylalanine

Alcaloides Alcaloides des
phényléthylisoquin = Amaryllidacées

oliniques

Tubocurarine

Crinine,
Floramultine,
Galantamine,

Lycorine
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Alcaloides
indoliques
L-tryptophane q
0
QINH\OH
HN NH,
Alcaloides

quinoléiniques

Alcaloides

pyrroloindoliques

Alcaloides de
I'ergot de seigle

L-histidine Alcaloides
0 imidazoliques
N
</ ] OH
HN NH,
Alcaloides

mangamaniaques

Quinoléine
AN
~
N

Indole

NH

HN

Ergoline
&
H

Imidazole

Xestomanzamine

- Arundacine,
Psilocine,
Sérotonine,
Tryptamine,
Zolmitriptan
- Elaeagnine,
Harmine
- Ajmalicine,
Catharantine,

Tabersonine

Chloroquinine,
Cinchonidine,
Quinine, Quinidine

A-yohimbine,
Chimonanthéine,

Corynanthéidine

Ergotamine,
Ergokryptine

Histamine,

Pilocarpine, Pilosine

Xestomanzamine A
etB
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L-arginine
NH 0

)t Alcaloides marins
HN H OH

NH,

Acide anthranilique

O OH

HoN

Acide nicotinique
0]

(Y ToH
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N

Alcaloides

quinazoliniques

Alcaloides

quinoléiniques

Alcaloides

acridoniques

Alcaloides

pyridiniques

[-carboline

QQN
N
H

Quinazoline

90

Quinoléine
NS
2
N

Acridine

/
N

Pyridine
N
H

Pyrrolidine

Saxitoxine,

Tétrodotoxine

Péganine

Acutine, Bucharine,
Dictamine,
Foliodine,
Perforine,

Skimmianine

Acronycine,
Rutacridone

Anabasine,
Cassinine, Evoline,

Nicotine, Wilforine
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Tableau 07 : Les proto-alcaloides.

L-ornithine

Alcaloides

pyrrolizidiniques

Adrénaline,
Anhalamine,
Phényléthylamine Dopamine,
_ Alcaloides NF, Noradrénaline,
L-tyrosine phényléthylaminés R
Mescaline
L-tryptophane
Alcaloides -
] o Indole Yohimbine
indoloterpéniques
Pyrrolizidine 4-hydroxy-

2

Tableau 08 : Les pseudo-alcaloides.

stachydrine,
Stachydrine

Acétate

O

S

Hc” O

Alcaloides

pipéridiniques

Pipéridine

Conicine, Conicéine,

Pinidine

Alcaloides

sesquiterpéniques

Sesquiterpéne

Cassinine, Evonine,

Maymyrsine, Wilforine
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Acide pyruvique
0 Cathine, Cathinone,
OH Alcaloides de , SpnEeli,
Phényle C Anhédr
o) I'Ephédra Noréphédrine
Acide férulique Phényle
NH Alcaloides
2

) Capsaicine
aromatiques R

o Aconine, Aconitine,
Geraniol ) , .
Alcaloides Méthyllycaconitine,

)\/\/K/\OH terpéniques Terpénoides Actinidine (en),

Atisine, Gentianine

Cholestane, Conessine,

) Alcaloides Jervine,

Saponines A - .
stéroidiques Etioline, Prégnénolone,

Solanidine

3.7.3. Intérét des alcaloides :

Comme pour beaucoup d'autres metabolites secondaires, on ne sait pratiquement rien
du réle des alcaloides dans les végétaux. La toxicité de certaines, laisse supposer des roles
de protection contre les prédateurs. Certains auteurs estiment que ce sont des métabolites
terminaux « déchets inutiles ». D'autres les désignent comme des métabolites

intermédiaires.

Du fait de leurs réles physiologiques ou de leurs activités biologiques spécifiques, les
molécules alcaloides restent des importants réactifs biologiques. Elles présentent un intérét
toujours actuel en thérapeutique. Si la recherche des principes actifs continue activement
en ce qui concerne les plantes médicinales et/ou toxiques, les alcaloides connus sont des

produits de base de la pharmacie. En 1995, ils représentaient en valeur dans l'industrie
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pharmaceutique environ 1,5 milliard de francs, au méme rang que les hormones, chiffre
dépassé par les vitamines comptant 1,8 milliard de francs, mais dépassant en valeur les

antibiotiques représentant 1,2 milliard de francs.
3.8. Les Terpénoides :

Issus des mémes précurseurs, et formés a partir de I'assemblage d'unités a 5 carbones
ramifiées, dérivées du 2-méthylbutadiene (polymeéres de I'isopréne), les Terpénoides et les
stéroides constituent probablement la plus large classe de composés secondaires. Les
terpénes ne sont pas formés a partir de I'isoprene C5H8 bien qu'ils aient pour formule de
base des multiples de celle-ci, c'est-a-dire (C5H8) n. En fonction du nombre n (entier)

d'unités penta-carbonées (en C5) ramifiées (Bottine, 2011).

H

O

Figure 43 : Structure chimique d'un Terpénoides, I'lridoide.

Les terpénoides de plantes sont beaucoup utilisés en raison de leurs qualités
aromatiques. lls jouent un réle dans les remeédes en herboristerie traditionnelle et font
I'objet de recherche pour découvrir des effets antibactériens, antinéoplasiques ou autres

effets pharmaceutiques (Klaas et al., 2002).

Les terpénoides contribuent au parfum de I'eucalyptus, au godt de la cannelle, du
clou de girofle et du gingembre et aux couleurs jaunes des fleurs. Parmi les terpénoides
connus, on peut citer le citral, le menthol, le camphre et les cannabinoides trouvés dans la

plante de Cannabis.

Les stéroides et les stérols chez les animaux sont produits biologiquement a partir de
précurseurs terpénoides. La liaison de protéines a des terpénoides a pour effet d'augmenter
leur attachement a la membrane cellulaire; cette modification post-traductionnelle

s'appelle « I'isoprénylation ».
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Les terpénoides sont classés selon le nombre de répétitions de I’unité de base
isopréne : hémiterpénes (5C), monoterpénes (10C), sesquiterpénes (15C), diterpenes (20C)
comme le vitamine Kk, sesterpenes (25C), triterpénes (30C), tetraterpénes (40C) et
polyterpenes (Guentri A, 2019). Néanmoins, ils ne sont pas spécifiques des végétaux

puisque le squalene, le cholestérol ou encore des sesquiterpénes et des diterpénes se

rencontrent chez les animaux.
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Chapitre 11 Dosage Des Alcaloides

1. Introduction :

Les alcaloides sont des substances naturelles et organiques provenant essentiellement
des plantes et qui contiennent au moins un atome d'azote dans leur structure chimique, avec
un degré variable de caractere basique. Depuis I'identification du premier alcaloide - a savoir
la morphine - a partir de I’Opium en 1806 (Harborne,1995), plus de dix mille alcaloides ont

été isolés des plantes.

Les alcaloides sont principalement extraits des plantes fleurissantes, mais on les trouve
également chez quelques animaux comme les fourmis, les grenouilles et les coccinelles
(Mann,1994).

Ce sont des composes relativement stables qui sont stockés dans les plantes en tant que
produits de différentes voies biosynthétiques, la plupart du temps a partir des acides aminés
tels que la lysine, 1’ornithine, la tyrosine et le tryptophane (Dewick, 2001). Quelques

structures sont relativement simples, tandis que d'autres sont tout a fait complexes.

Une plante peut contenir plus de cent alcaloides différents, mais en général leur
concentration ne représente pas plus de 10% du poids sec. L’ existence de plantes ne contenant
pas d'alcaloides démontre que ces composés ne sont apparemment pas essentiels a leur
reproduction. Pourtant, plusieurs alcaloides sont trés toxiques et offrent, par conséquent, un
arsenal chimique de défense des plantes contre l'attaque des herbivores et des micro-

organismes (Kutchan,1995). La nicotine empéche la croissance des larves du tabac.

Le composé pur est également appliqgué comme insecticide efficace dans des serres. En
outre, des alcaloides protégent les plantes contre les dommages provoqués par la lumiere UV.
IIs constituent aussi une réserve de substances capables de fournir I’azote ou d’autres
fragments nécessaires au développement de la plante (Bhat,2005). Parfois, ils n’ont pas de

réle précis et sont simplement des sous-produits du métabolisme végétal.
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Nicotine

A B

Figure 44 : La structure de : A/ Solanine et B/ Nicotine
2. Fonction des alcaloides :

Les alcaloides sont des composes qui sont extraits de plantes et qui sont utilisés dans de
nombreux cas et pour diverses raisons : antalgiques, antipaludéen, substances paralysantes,
poisons ou encore en tant que stupéfiants. On les retrouve, sans le savoir, au quotidien dans de
nombreux cas, elles ont un coté stimulant non négligeable mais sont aussi des substances

toxiques aux effets néfastes pour 1’organisme (Anaélle Chaudier,2021).
3. Le dosage :

Le dosage s’impose dans les matieres premicres servant a préparer les alcaloides

(plantes) et ensuite pour en suivre 1’extraction.

Il faut s’assurer au préalable de la pureté¢ de 1’alcaloide et, si besoin, I’extraire de son
milieu. On opére dans un solvant aqueux, alcoolique ou anhydre (acide acétique
cristallisable), ce dernier type étant plus approprié au dosage de substances a faible basicité.
Les mesures physiques, souvent plus spécifiques et plus sensibles, sont couramment
appliquees sur des quantités inferieures au milligramme comme la spectrophotométrie UV., la

fluorescence ou les méthodes electrochimiques.

Mais il est fait appel de plus en plus, surtout pour des dosages dans les milieux
biologiques, a la chromatographie liquide a haute performance (CLHP.) qui permet une bonne
séparation du produit analysé et son dosage sélectif a la sortie de I’appareil. (Jacques E,

2022)
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3.1. Technique de dosage des alcaloides :

I1 faut distinguer le dosage des alcaloides totaux et celui d’un alcaloide particulier dans
une drogue donnée. Le dosage des alcaloides totaux commence obligatoirement par leur
extraction a I’aide d’une méthode général : on préfére généralement I’extraction en milieu

alcalin en s’assurant a chaque étape que I’épuisement a été total.

Le résidu d’alcaloide totaux peut ensuite étre apprécié par une méthode gravimétrique
ou par un dosage volumétrique, par d'autres procédés dans le dosage volumétrique en utilisé
soi l'acidimétrie direct soi le plus souvent I'acidimétrie en retour : dissolution du résidu dans
un exces d'acide titré et dosage en retour de L'exces d'acide par une base de titre connu en
présence d'un indicateur coloré. Dans le cas contraire on peut recourir a la photométrie en

milieu non aqueux comme les bases faible.

Quant au dosage d’un constituant ou d’un groupe de constituants dans une drogue
déterminer, on utilise des techniques spectrophotométrique, colorimétrique, fluorimétriques,

densitométrique.

Les techniques spectrophotométriques sont trés sensibles et assez fréquemment
préconisees, exemple : dosage des alcaloides de genre quinine et cinchonine par mesure de
I’absorbance a deux longueurs d’onde. Si le dosage ne peut se faire directement, il est possible
de séparer le composé a doser par chromatographie et des procéder a la mesure de
I’absorbance apres ¢lution des taches. Les techniques colorimétriques peuvent également étre
appliquées au dosage d'un alcaloide ou d'un groupe dalcaloides. La technique la plus

avantageuse demeure la HPLC qui supplante ces méthodes « classiques » (Bruneton,2009).

Les méthodes de dosage classiques sont le plus souvent, colorimétriques ou
Spectrophotométriques. L’HPLC offre maintenant la possibilité d’une estimation rapide et

Précise de tous les flavonoides, Nous les détaillons ci-dessous :
3.1.1. Dosage volumétrique :

Il met a profit le caractere basique des alcaloides ; on traite le résidu d’alcaloides totaux
par une quantité connue et en exces d’acide titré et on détermine I’exceés d’acide par une
solution de base titré ; on en déduit la quantité d’acide nécessaire pour neutraliser les

alcaloides.
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[’ concentration connueg
volume mesurég

burette solution litrante

concentration inconnue

volume connu

bécher solution & titrer {

Figure 45 : Technique de dosage volumétrique

Le dosage volumétrique est une technique ou la concentration d’une solution inconnue

est déduite de la mesure d’un certain volume d’une autre solution de concentration connue.

Appelons A D’espéce chimique dont on recherche la teneur dans une solution de
concentration inconnue CA. Lors d’un dosage volumétrique, pour déterminer CA, on
provoque une réaction chimique entre le composé A et un autre composé B : cette réaction

doit étre totale.

En pratique, on introduit progressivement des quantités croissantes d’une solution du
composé B de concentration CB connue, dans un volume VA connu de la solution de A, cela
jusqu’a ce que toutes les molécules de A soient consommeées. Lorsque la quantité de B versée
correspond exactement a ce qu’il fallait introduire pour que toutes les molécules de A aient
disparu, on dit que I’on a atteint 1’équivalence du dosage. Le volume de solution de B versé
pour atteindre 1’équivalence Ve, s’appelle le volume équivalent. La concentration CA se

déduit alors de la relation de bilan associée a la réaction du dosage.

3.1.2. Dosage colorimétrique

eeeeeeeee

Figure 46 : Technique de dosage colorimétrique.
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Le dosage colorimétrique consiste les étapes suivantes :

Prélevé le volume de solution a titrer.

/7
A X4

X/
°e

Ajouter un indicateur colore.

% Placer le bécher préparé précédemment sur I’agitateur magnétique puis mettre

I’agitation en route.

X/
°e

Verser lentement la solution titrant jusqu’a changement de couleur, noter le volume V

versé.

L)

» Recommencé le titrage depuis le début verser rapidement la solution titrant jusqu’a V-

2 ml repérer I’équivalent a la goutte prés.
3.1.3. Dosage spectrophotométrique :

Le dosage par la méthode spectrophotométrique décrite par (Sreevidya et Mehrotra
,2003). Une quantité de SmL de solution d’extrait a été prise, et le pH a été maintenu entre 2
et 2,5 avec du HCI dilué. 2mL du réactif de Dragendorff y est ajouté et le précipité formé a été
centrifugé. On a Vérifié la précipitation complete du centrifugat en y ajoutant du réactif de
Dragendorff. Le mélange centrifugé a été décanté complétement. Le précipité a été lavé avec
de I'alcool.

o o o o Regler le spectrophotometre a
Q Ajuster le spectrophotometre
e Mesurer 'absorption du chromophore dans
Cuve Solution . la solution étalon
blanc etalon o Mesurer ['absorption du chromophore dans
(sans Bttt |a solution essal
chromophore) connue Rannnith 9

Figure 47 : Dosage par spectrophotomeétrique

Le filtrat a été jeté et le résidu a ensuite été traité avec 2mL de solution de sulfate
disodique. Le précipité noir brunitre formé a ensuite été centrifugé. L’achévement de la
précipitation a été vérifié en ajoutant 2 gouttes de sulfate de disodium. Le résidu a été dissout

dans 2mL d’acide nitrique concentré, avec réchauffement si nécessaire. Cette solution a été
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diluée a 10mL avec de I'eau distillée. Puis 1mL de cette solution diluee a éte prélevé et 5SmL

de solution de thio-urée y ont été ajoutés. L'absorbance a été mesurée a 435nm.

La courbe d’étalon été réalisée a partir d’une solution mere d'atropine alOmg/L avec

une gamme allant de 0 & Img/mL.

Les absorbances ont été lues au spectrophotometre a 435 nm contre le tube blanc

préparé dans les mémes conditions en remplagant le mélange par I’cau distillée.

Les teneurs en alcaloides des extraits (organes et milieu de culture liquide) ont été
évaluées a partir de la droite de régression linéaire et exprimées en gramme équivalent

d’atropine pour 100g de poudre ou 100mL de milieu liquide.
3.1.4. Dosage pondéral :

Le dosage gravimétrique ou Analyse pondéral est une méthode d'analyse qui utilise la
masse. Elle peut permettre de trouver soit la nature d’un composé (par la quantité de 1’un de
ses ions), soit la quantité d’une substance dans un mélange. Le principe est de faire réagir
chimiquement 1’ion, I’élément ou le composé dont on veut connaitre la teneur dans
I’échantillon, selon le cas, ce peut étre la masse du produit ou la différence de masse de
I’échantillon qui apres calcules, permettront de déterminer la teneur ou la nature de produit.

Le doseur pondéral permet de doser de 3 fagons :

+ Doseur gravimétrique par perte de poids : Il effectue une dose en contrdlant la perte de
poids du doseur.

+ Doseur gravimétrique par gain de poids : effectue une dose en controlant la pesée du
contenant en aval du doseur.

+ Doseur gravimétrique continu : il dose en continu en régulant la vitesse du doseur en

fonction de la perte de poids du doseur pour obtenir un debit constant.
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1. Activité Antioxydante :

1.1. Définition d’un radical libre :

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules portant un électron non apparié.
Cette propriété rend ces éléments trés réactifs du fait de la tendance de cet électron & se
réapparier, déstabilisant ainsi d’autres molécules. Les molécules ainsi transformées
deviennent a leur tour d’autres radicaux libres et initient ainsi une réaction en chaine. C’est

typiquement ce qui se passe lors de la peroxydation lipidique (Dacosta, 2003).

Parmi toutes les espéces radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il
convient de distinguer un ensemble restreint de composes radicalaires qui jouent un role
particulier en physiologie et que nous appellerons radicaux libres primaires, qui dérivent

directement de I’oxygene.

Les autres radicaux libres, dits radicaux libres secondaires (radical peroxyle ROO" et
radical alkoxyle RO"), se forment par réaction de ces radicaux primaires sur les composés
biochimiques de la cellule (Novelli, 1997).

L’ensemble des radicaux libres primaires est souvent appelé “espéces réactives de
I’oxygene” (ROS). Cette appellation n’est pas restrictive. Elle inclut les radicaux libres de
I’oxygeéne proprement dit : radical superoxyde O, radical hydroxyl OHe, monooxyde d’azote
NO°, mais aussi certains dérivés oxygénés réactifs non radicalaires dont la toxicité est
importante : ’oxygéne singulet, peroxyde d’hydrogéne H20», peroxynitrite ONOO (Favier,
2003).

1.2. Les antioxydants :

La production de radicaux libres est contrebalancée par des systemes antioxydants
assurant le maintien de 1’état biologique. De nombreuses situations peuvent entrainer
I’apparition en excés de ces espéces chimiques. Les agents anti-radicalaires sont des capteurs
de radicaux qui agissent avec eux plus vite que ne ferait le substrat a protéger ou interrompre

les chaines de réaction radicalaires (Diplok, 1991).
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1.2.1. Définition d’un antioxydant :

Le terme antioxydant désigne une substance qui, ajoutée a faible dose a une substance,
et il est capable d’empécher I’action d’oxygene, si la réaction se fait spontanément a 1’air. Elle
interfére sur le processus normal d’oxydation en augmentant le temps au bout du quel cette
oxydation aura produit des odeurs indésirables et une détérioration décelable (Knox et
Dodge, 1985).

Toutefois, pour étre efficace, les antioxydants doivent étre additionneés le plus tot possible
dans le processus de fabrication. Ils ne peuvent en effet inverser la réaction d’oxydation, mais

seulement la ralentir ou la stopper (Murase et al, 1993).
1.2.2. Classification des antioxydants :
1.2.2.1. Les antioxydants synthétiques :

Dans [I’industrie alimentaire, les antioxydants synthétiques, tel que le
butylhydroxyanisole (BHA), butylhydroxytoluene (BHT), gallate propylée (PG) et le
tétrabutylhydroquinone (TBHQ), sont largement utilisés parce qu’ils sont efficaces et moins
chers que les antioxydants naturels. Cependant, leur sécurité est tres discutée car ils générent
un besoin de recherche comme matic¢re de substitution d’apres des sources naturelles comme

antioxydants de la nourriture (Lisu et al, 2003).

Cependant, il a été montré que ces antioxydants de synthese pouvaient étre toxiques (Yu
et al, 2000). En effet, le BHA convertirait certains produits ingérés en substances toxiques en
augmentant la sécrétion des enzymes microsomales du foie et des organes extra-hépatiques
(Barlow, 1990).

+» Le Butylhydroxyanisole (BHA):

C’est un produit qui n'existe pas dans la nature mais on le synthétise avec la méthode de
butylation du paraméthoxyphénol. BHA ayant deux formules (figure 01), parmi les
importantes caracteristiques de ces produits est la possibilité de résister méme a la chaleur, par
exemple le cas des fritures, c'est pour cette cause, certains pays permettent son ajout avec une

concentration ne dépassant pas 200 ppm (Gunckel et al, 1998).
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< Le Butylhydroxytoluéne (BHT):

Ce produit n'existe pas dans la nature, on le fabrique pour ses utilisations dans les

produites pétrolienns comme I'élastique et aussi son utilisation dans les produits alimentaires.

BHT est un produit net de couleur blanche (figure 01), il est sous forme d’une matiére
cristallisée qui n'a pas d'odeur, il ne se dissout pas dans 1'eau, il se dissout dans d’autres

solvants organiques (Hammerich et al, 1990).

OH
OH OH
(HiC)oC C(CHa)s
C(CHy)a

C(CHs)s
OCH,
OCH, OCHy

Tertiobutyl hydroxy toluéne (BHT)
Tertiobutyl hydroxyanisole (BHA)

OH COCR

C(CH3)3

HO OH

OH
OH

Tertiobutyl hydroquinone (TBHQ)

Esters de 1’acide gallique
R=Cs;H7 galate de propyle
R=CsH 17 gallate d’octyle
R=Ci2H>s gallate de dodécyle

Figure 48 : Quelques antioxydants synthétiques.

1.2.2.2. Les antioxydants naturels :

L’utilisation empirique d’antioxydants naturels est une pratique trés ancienne. La
recherche de nouveaux antioxydants naturels, reconnait depuis ces derniéres années une tres
grande importance, car les antioxydants synthétiques actuellement utilisés, notamment le

BHT et le BHA ne seraient pas dépourvus de toxicité.

Les multiples atouts santé des fruits et légumes sont liés a leur faible teneur calorifique, a
leur richesse en fibres, minéraux, vitamines et autres micronutriments. Certains de ces
micronutriments, apparaissent de plus en plus clairement comme essentiels en participant a la

protection de notre organisme contre les cancers, les maladies cardio-vasculaires et les autres
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maladies dégénératives. C’est le cas des antioxydants dont les fruits et légumes constituent
I’une des principales sources alimentaires. L’homme ingeére avec ses aliments environ un
gramme de polyphénols chaque jour, soit dix fois plus que de vitamine c’est 100 fois plus que
caroténoides ou vitamine et I’on estime que les fruits et Iégumes contribuent pour la moitié¢ a

ces apports (Cuendet, 2000).

a) Les vitamins:

¢ La vitamine C ou I’acide ascorbique : C’est un puissant réducteur. Elle joue un

réle important dans la régénération de la Vitamine E.

R/

% La vitamine E ou tocophérol : prévient de la peroxydation des lipides

membranaires in vivo en capturant les radicaux peroxydes (Athmania, 2009).

b) Les éléments minéraux:

Plusieurs éléments minéraux ont été reportés dans les baies et les graines d‘argousier,
parmi lesquels au moins vingt-quatre sont présents dans le jus tels que 1°‘azote, le Phosphore,

1‘aluminium, le calcium, le fer, le bore, le manganese...

% Le Fer : Est un anti-oxydant puissant qui joue un rdle protecteur au niveau des
systemes Cardio-vasculaires et il est indispensable au cerveau. Il agit également sur le
foie, les Muscles et méme sur la production des spermatozoides. Cet oligo-élément est
votre allié contre le stress, le cancer, les maladies cardio-vasculaires et il stimule le
systeme Immunitaire et protége les yeux de la cataracte. Il prévient le vieillissement

général de L’organisme et neutralise les toxines et les radicaux libres.

% Le zinc: C’est un minéral qui a un réle trés important pour notre systéme immunitaire,
le systéme nerveux, la sexualité, 1’état général, la fertilité. Aliments riches en zinc :
Foie, Soja, crustacés, coquillages, viandes, germe de blé, pain complet, jaune d’ceuf,

amandes, Noix, noisettes (AThmania, 2009).

2. Etude de Pactivité antifongique :

Un champignon phytopathogene, a savoir : Fusarium oxysporum f. sp lycopersici (FOL)
souche 4287, sera test¢ pour son fongitoxicit¢é en évaluant 1’inhibition de la croissance

mycelienne des agents phytopathogénes.

60| Page



Chapitre IV Activités Biologiques

L’activité inhibitrice des différents composés, sur la croissance du mycélium des agents
phytopathogénes, est déterminée en mesurant la croissance radiale du champignon sur milieu
PDA (Potato, Dextrose, Agar), contenant le complexe a tester. Ainsi, un volume de 1 ml de
solution de DMSO contenant 5 mg du produit Lyophilisé a été ajouté a 100 ml de milieu PDA
a 60 ° C, préalablement stérilisé, puis réparti dans 4 boites de Pétri. De méme, 1 ml de DMSO

a éteé ajouté a 100 ml de milieu PDA, et a été considéré comme un contrdle positif.

Le contr6le négatif contient le milieu PDA sans aucun autre produit (Song et al. ,2004).
Expérimentalement, un disque de 5 mm de diamétre est prélevé sur une jeune culture fongique
et est déposé aseptiquement au centre de la boite de Pétri contenant le milieu PDA et le produit
a tester. L expérience est répétée 4 fois pour chaque traitement. Aprés 6 jours d’incubation a
25°C, croissance mycélienne de 1’agent phytopathogene est mesurée sur une échelle
millimétrique. Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition de la croissance de
chaque champignon par chaque produit par rapport aux diamétres moyens des colonies de

chaque champignon cultivé en milieu témoin. Ainsi, I’activité d’inhibition a été exprimée en

Pourcentage et a été calculée selon la formule (Dennis et al, 1971) :

I—C T><100
TC

Ou I = taux d’inhibition en %
C = croissance radiale de I’agent phytopathogéne en mm sur milieu PDA avec DMSO (contréle).

T = croissance radiale, en mm, de 1’agent phytopathogene sur milieu PDA contenant le

complexe a tester.
Pour identifier la plus faible concentration inhibitrice, le test a été répété avec 2,5 mg / ml,

1,25 mg/ ml, 0,625 mg / ml et 0,312 mg / ml de solvant au lieu de 5 mg / ml de solvant. Si le

méme résultat a été obtenu, cela signifie que la concentration seuil peut étre plus faible.
2.1. Définition de I'antifongique :

Les antifongiques (ou antifungiques) tirent leur nom du latin fungus qui signifie
champignons. Ce sont donc des médicaments capables de traiter les mycoses, c¢’est-a-dire les

infections provoquees par des champignons microscopiques.
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2.1.1. Comment agissent les antifongiques ?
Un antifongique agira :

v Soit en s’attaquant directement a la paroi fongique, provoquant ainsi la mort de la

cellule (Action fongicide).

v’ Soit en bloguant la division cellulaire, arrétant ainsi la reproduction des champignons

(Action fongistatique).
2.1.2. Généralité sur le champignon étudie :

Les moisissures peuvent étre définies comme des microorganismes hétérotrophes
filamenteux et immobiles, dont la structure cellulaire est celle d’une cellule eucaryote classique
(Nicklin et al., 2000). Certaines vivent en symbiose avec des végétaux, d’autres sont des

parasites des végétaux ou des animaux, d’autres enfin sont des Saprophytes (Leveau et Bouix,

1993).

Parmi les champignons, agents de maladies vasculaires, ceux appartenant au genre
Fusarium, sont les plus fréquents et dommageables pour les cultures (Messiaen et al, 1991).
De toutes les espéces du genre Fusarium que I’on rencontre dans le sol, c’est I’espece
F.oxysporum qui est la plus répondu. L’identification des espeéces Fusarium est assez

difficile, elle est basée sur la morphologie des spores asexuées (Fisher et al, 1982).
2.2. Méthodes d’évaluation de I’activité antifongique :

L’activité Antifongique des différents extraits de plantes sur la croissance des levures été

évaluee par :
2.2.1. Technique de macrométhode en milieu liquide :

Selon les recommandations de la NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory
standards) M38P pour les levures. Dans des tubes a hémolyse contenant 200 ul de la
suspension fongique mére, préalablement préparée et ajustée a 2.10° Levures/mm?, on ajoute
10 pl de l’extrait de plante (EP) a tester puis Homogénéisée au mixeur Vortex. Ensuite on
ajoute 10 pl de DMSO 10% puis une deuxieme homogénéisation est effectuée. Enfin, les
tubes sont complétés par la quantité suffisante de sérum glucosé 5% pour avoir un volume

final de 1 ml pour chaque tube.
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Le screening des extraits a été réalisé sur C. albicans 5 par addition de 10 ul d’EP a 2 ml
de la suspension fongique meére. Les témoins négatifs ont été préparés par ajout des souches
testées aux milieux adéquats sans EP. Le comptage des tubes témoins s’est fait a I’aide de la
cellule de Malassez pour déterminer le nombre de levures/mm?® & To. Chaque test a été réalisé
deux fois dans les mémes conditions expérimentales et les résultats indiques représentent la

moyenne de ces deux tests.

L’ensemble des tubes a hémolyse, hermétiquement fermés, sont incubés a 37°C pendant
48 heures sous agitation continue en utilisant 1’agitateur a plaques ELISA qui réalise des
secousses Vibratoires réglées a une fréquence de 1350 tours/min (De Feo V et al, 2002).
Apres 48h d’incubation a 37°C, chaque tube est homogénéisé au mixeur Vortex puis le
nombre de levures est déterminé par comptage a la cellule de Malassez. Ils sont Considérés
comme efficaces, les extraits dont le taux d’inhibition est supérieur a 80%. Le taux
d’inhibition (TT) est calculé comme suit :

1 — (T4g extrait — T)

TI(%) = x 1
(/0) (T48tém0in - To) 00

Ou : To est le nombre de levures dans le tube Témoin a temps zéro.
T4g témoin : est le nombre de levures dans le tube témoin aprés 48H d’incubation

T48 extrait: égale au nombre de Levures dans le tube avec extrait testé aprés 48h
d’incubation (Hochedez ,2007).

2.2.2. Technique de macrodilution en milieu liquide :

200 pl de I’HE a tester sont placés dans un tube Eppendorf contenant 200 pl de DMSO
A 10% puis homogénéisés au mixeur Vortex. Une dilution en cascade de demi en demi est
effectuée dans le DMSO a 10%, de maniére a obtenir une gamme de concentration
décroissante en HE (Ascioglu et al, 2002). A partir des différents tubes de la gamme, nous
prélevons 20uL qu’on rajoute a 200ul d’inoculum fongique, de densité équivalente levure a
2.10% levures.mm-3, distribués dans une série de Tubes & hémolyse. Aprés homogénéisation
au Vortex, les tubes sont complétés par la quantite suffisante de serum glycosé 5% pour avoir

un volume final de 1 ml pour chaque tube.

Un témoin de la croissance fongique, pour lequel 200 pl de I’inoculum ont été

additionnés de 800 pl du Sérum glycosé 5%, est également préparé. L’ensemble des tubes a
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hémolyse, hermétiquement fermés, sont incubés a 37°C pendant 48 heures sous agitation
continue en utilisant I’agitateur a plaques ELISA. Aprés incubation, les tubes sont quantifiés
a la cellule de Malassez puis le taux d’inhibition de chaque concentration de la gamme est
calculé. La CMI de I’HE testée est alors déterminée comme étant la faible concentration en

HE capable d’inhiber a plus de 90% la croissance du champignon étudié (Hay R,1999).
3. L’activité anticoagulante :

La coagulation est un processus complexe au cours duquel le sang liquide forme un
caillot gélatineux. (Athukorala et al., 2007). Dans les conditions physiologiques normales, la
coagulation est activée lors d’une bréche vasculaire, pour consolider I’agrégat plaquettaire a
fin de colmater la breche et arréter le saignement du sang (Gentry, 2004, Revel et al, 2004) .
La formation de ce caillot fibrineux est réalisée par deux voies, la voie endogéne ou
intrinséque et la voie exogéne ou extrinseéque, toutes deux aboutissant a ’activation du
facteur X, une étape commune aboutit ensuite a la formation de thrombine, une sérine
protéase qui catalyse la transformation de fibrinogéne en fibrine insoluble (Colvin , 2004).
Les deux voies impliquant des facteurs de coagulation qui sont des glycoprotéines dont la
plupart sont des enzymes protéolytiques, type sérine protéase qui circulent dans le sang a
I’état de zymogene. Ces systemes enzymatiques sont régulés par des coenzymes ou
catalyseurs, des réactions de control rétro-actif positives ou négatives et des inhibiteurs

physiologiques (antithrombin 111, protéine C et protéine S) (Meriane, 1991).
3.1. Voie endogeéne :

Dans cette voie de coagulation tous les éléments nécessaires de la coagulation sont
présents dans le plasma sans apport extérieur. Cette voie est déclenchée par 1’activation du
facteur X1I(Hageman) lors de ce contact aux structures électronégatives de la matrice sous-
endotheliale (collagene, sulfatides, glycosaminoglycanes), une activation qui conduit par la

suite a I’activation de pré-Kallikréine en Kalikriéne qui a son tour peut activer le F XII.

Le F XII activé catalyse la transformation de la forme zymogene du facteur XI a la
forme protéolytique activée qui active par la suite le facteur IX. Ce dernier se lié a la surface
des phospholipides anionique des plaquettes (FsP) par I’intermédiaire des ions de calcium et
forme en présence de son cofacteur, le facteur VIII le complexe Tenase qui est responsable de
I’activation du facteur X (Colvin, 2004 ; Vogler et al, 2009).
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3.2. Voie exogene :

Cette voie est activée par un facteur non plasmatique qui est le facteur tissulaire, une
glycoprotéine membranaire exprimeée sur la surface des cellules endothéliales et les cellules
de la matrice sou-endothéliale. Lors d’une bréche vasculaire, le facteur tissulaire devient en
contact avec le plasma ce qui permet I’interaction avec le facteur VII (pro-convertine) pour
former un complexe enzymatique réactif (Facteur tissulaire-FVII). Ce complexe est
responsable de I’activation de facteur X et aussi de facteur IX et par conséquence de
prothrombine en thrombine (Colvin, 2004).La thrombine formée par les deux voies catalyse
la conversion de fibrinogéne en monomeres de fibrine qui s’associent les unes
aux autres grace a des liaisons hydrogene pour former un réseau fibrineux instable, ou le
facteur Xllla (le facteur stabilisateur de fibrine) préalablement activé par la thrombine
intervient pour la solidification du caillot fibrineux par 1’établissement de liaisons covalentes

entre les différentes molécules de fibrine (Caquet R, 2004).
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« Voie endogéne » « Voie exogéne »
Facteur tissulaire
Xl — Xlla
> Vil
XI Xla /// Cat*
[X =—IXa
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Prothrombine » Thrombine
I l
Fibrinogéne ~—————— Fibrine soluble
l Cazf
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'

Caillot de fibrine insoluble

PL = PhosphoL.ipide : :
Caillot sanguin

Figure 49 : La cascade de la coagulation dans la voie endogene et la voie exogéne

(Gentry, 2004), (Vogler, Siedlecki , 2009)
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1. Matériels et méthodes

1.1. Matériel vegetal :

La plante Ocimum Basilicum L. a été récoltée & maturité durant le mois de janvier 2022,
dans la région Chelghoum Laid Wilaya de Mila, qui se trouve & 50 km au sud-ouest
de Constantine (36° 10" 00” nord, 6° 10’ 00”) est a climat continental semi-aride (Figure 02).
Les parties aériennes (tiges et feuilles) ont été séchées pendant 1 mois (30 jrs) a ’obscurité, a
I’abri de ’humidité et & une température ambiante. Apreés séchage, les deux parties sont

broyées a I’aide d’un moulin électrique en poudre tres fine.

L’ensemble des manipulations de cette partie ont été effectué dans les laboratoires de

graduation biologie du centre universitaire Abd el Hafid Boussouf de Mila.

Figure 50 : La plante Ocimum Basilicum.L

(Photo originale)

Figure 51 : Localisation géographique de la zone de récolte (Chelghoum laid, wilaya de

Mila) (https://www.google.com/maps)
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Figure 52 : A/ Plante fraiche, B / Poudre fine de la plante (Ocimum Basilicum.L)
(Photo originale.2022)

1.2. La macération

La macération est une méthode d’extraction des principes actifs ou des aromes d’un
corps solide par dissolution dans un liquide froid (eau, huile, alcool, saumure...). La
macération peut aussi étre employée pour que le corps solide absorbe le liquide et en soit

parfumé (Anne- cécile, 2017).

L’extraction solide/liquide selon la méthode de (Bruneton, 1993) (L’cau distillée et le
méthanol 20/80) est effectuée pour extraire la majorité des composés de différentes parties de
I’Ocimum, par 1’utilisation des solvants organiques qui accélerent et augmentent le rendement

d’extraction.
1.2.1. Préparation de I’extrait hydrométhanolique :

La préparation consiste a introduire une quantité de la poudre végétale dans un
erlenmeyer avec un mélange de méthanol-eau distillée (80 :20). Aprés agitation manuelle

quelque minutes, on laisse le mélange a une température ambiante pendant 72 heures (3jours).

La macération hydrométhanolique obtenue est soumise a une filtration, cette partie est
répétée 4 fois (chaque fois dure 24 heures), afin d’extraire le maximum de produits contenus

dans la plante.

Ensuite, I’évaporation a sec d’extrait obtenu a 1’aide d’un rotavapeur (type BUCHI) a

60°C.

Enfin, la pesée d’extrait brut et le calcul du rendement. Puis, la décantation pendant une
nuit apres traitement avec une quantité d’eau distillée. Et faire une filtration pour 1’obtention

d’une solution aqueuse.
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95.5g de Ila , Macération
poudre végetale pendant 72 heures

Filtration

Décoction et filtration
d’extrait brut

concentré —
)\
Résidu
Phase aqueuse Evaporation a sec
(60°C)

Figure 53 : Etapes d’extraction de la plante O. Basilicum.L par macération
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1.2.2. Préparation de I’extrait aqueux :
La préparation de I’extrait aqueux a été réalisée selon les étapes suivantes :

Ajouter du matériel végétal a une quantité suffisante de I’eau distillé puis chauffer le
mélange jusqu’au I’ébullition pendant 10 minutes, et laisser refroidir pendant 24 heures, apres
répéter I’extraction trois fois, suivi par I’évaporation a sec d’extrait obtenu a 1’aide d’un
rotavapeur (type BUCHI) a 60°C. Ensuite, peser d’extrait brut et le calcul du rendement et
décanter pendant une nuit aprés traitement avec une quantité d’eau distillée, enfin, faire une

filtration pour 1’obtention d’une solution aqueuse.
1.3. Fraction liquide-liquide :

L’extraction liquide-liquide est basée sur la distribution d’un soluté entre deux solvants

en fonction de sa solubilité dans chacun d’entre eux (Alvarez, 2010).

L’extraction liquide-liquide est une technique de séparation largement utilisée a 1’échelle
industrielle, dans des domaines aussi variés que 1’hydrométallurgie classique, ’industrie
nucléaire, la pétrochimie, I’industrie pharmaceutique ou encore ’industrie agroalimentaire.
Bien que le principe de cette technique soit relativement simple, les séparations qu’elle
permet de réaliser sont en réalité le résultat de la conjonction d’un grand nombre de

phénomenes physico-chimiques (Gérard,2017).
1.3.1. Mode Opératoire :

Au laboratoire de travaux pratiques, on travaille sur des volumes de solution & extraire de
I'ordre de la centaine de mL au plus. On utilise pour cela une ampoule a décanter de 12000 mL,
en utilisant quatre solvants organiques de polarités différentes : 1’éther de pétrole, le
chloroforme, 1’acétate d’éthyle et le n-butanol selon le protocole d’extraction résumé dans

I’organigramme présenté ci-dessous :
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Extraction avec
Ether de pétrole

e ———
- -

’ Phase Y

Extraction
, avec
Décanta . \ chloroforme
aporation

Extraction avec
Décantatic \ I’acétate d’éthyle

aporation

Extraction

~ avec n-butanol
aporation

Figure 54 : Protocole d’extraction liquide-liquide de 1’Ocimum basilicum L

Les quatre phases organiques récupérées sont évaporées sous pression au moyen d’un
évaporateur rotatif (type BUCHI) et pesées pour calculer le rendement de chaque phase.

Apres D’évaporation et le calcul de rendement, les phases (éther de pétrole,
chloroforme, acétate d’éthyle, n-butanol) sont dissoutes dans une quantité de méthanol.

71| Page



Chapitre | Etude quantitative

i S WS

d’éthyle

Chlor(ﬂ%rme

Figure 56 : Les quatres phases dissout dans le méthanol
2. Résultats et discussion

Les rendements sont extraits obtenus sont calculés selon la formule suivante :

Moy
Mecp

R = x 100

Ou : R : est le rendement %.
Mext - €St la masse de 1’extrait aprés évaporation du solvant en mg.

Mech : est la masse seche de 1I’échantillon végétal en mg.
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2.1. Les extraits méthanolique et aqueux :

Tableau 09 : Le rendement de 1’extrait brut

Poudre moitié fine Poudre tres fine  Poudre moitié fine

(Lehdjazi et Tikouane,

2021)

100g 1009 1009
20,699 13,149 11,19
20,69% 13,14% 11,1%

» Le résultat s’exprime sous-dessus.

100 21 13 e
90
80
70
60
50
40
30
20
10

hydrométhanolique  hydrométhanoliqgue  aqueux poudre moitié
poudre moitié fine poudre trés fine fine

B materiel vegital rendement & extract

Figure 57 : Histogramme des rendements d’extrait brut.
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2.2. Discussion :

L’opération de I’extraction par macération de la poudre trés fine de la partie aérienne de
la plante étudiée O. Basilicum L avec méthanol- eau distillée permis d’obtenir un résidu sec

d’extrait brut avec un rendement de 13,14%.

Ce taux est inférieur a celui trouve par (Lahdjazi et Tikoudane, 2021) qui ont trouvent
un rendement de 20,69% La taille du matériel végétal étudié intervient sur la valeur du
rendement ; on remarque que la poudre trés fine absorbe le solvant comme éponge, il
nécessite donc une quantité tres importante de solvant pour arriver a une valeur maximale du

rendement.

Le rendement de I’extrait hydrométhanolique est plus élevé que I’extrait aqueux,
malgré le chauffage, le solvant alcoolique reste le meilleur pour extrait la majorité des

composés de la plante au cause de la polarité du 1’alcool.

Tableau 10 : Les rendements, couleur et aspect des différentes fractions.

Fraction Massse(Q)

Ether de pétrole Jeune foncé 051¢g 3,8%

Chloroforme Vert foncé 1.13¢g 8,5%
Acétate d’Ethyle Marron 0.21g 1,59%
n- butanol Marron foncé 5.69¢ 43,30%
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rendements

H éther de pétrole  HEchloroform M acétate d'éthyl Hn-Butanol

Figure 58 : Diagramme circulaire des rendements des fractions.

L’extraction liquide-liquide repose sur la répartition sélective des composes contenus
dans I’extrait hydrométhanolique retenu selon leur solubilité entre les phases organiques
utilisés. Nous constatons que la majeure partie des composés de 1’extrait hydrométhanolique
d’0O. basilicum L ont tendance a se retrouver dans la fraction N-butanol, dont les taux
d’extraction atteignent une moyenne de (43,30%), suivi par chloroforme (8,5%), puis la

fraction d’éther du pétrole (3,8%), et finalement la fraction d’acétate éthyle (1,59%).
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1. Matériels et Méthodes :

1.1. Screening phytochimique

Le screening phytochimique représente 1’ensemble des techniques qualitatives
permettant la détermination des différents groupes chimiques contenus dans un organe
végétal. Ce sont des réactions physicochimiques qui permettent d’identifier la présence des
substances chimiques (métabolites secondaires). Les groupes phytochimiques sont nombreux,
mais les principaux sont les polyphénols y compris les flavonoides, les anthocyanes, les
tannins les alcaloides, les saponines, les stéroides ... (LendvaibZelles et al., 2002). Les tests

phytochimiques selon le protocole suivant :
1.1.1. Détection des Quinones libres :

1 gramme de poudre végétal sec est placé dans un tube avec 15 a 30 ml d’éther de
pétrole. Apres agitation et un repos de 24 h, les extraits sont filtrés et concentrés au
rotavapeur. La présence de quinones libres est confirmée par 1’ajout de quelques gouttes de

NaOH 1%, lorsque la phase aqueuse vire au jaune, rouge ou violet (Dohou, 2004).
1.1.2. Détection des composés réducteurs :

On ajoute 2 ml d’H20 et 1 ml d’extrait aqueux puis 20 gouttes de liqueur de Fehling
avec chauffage au bain marie, I’apparition d’un précipité rouge brique indique la présence des

composés réducteurs (Trease et Evans, 1987).
1.1.3. Détection des glycosides cardiaques :

2 ml de Pextrait aqueux a été dissous dans 2 ml de chloroforme puis I’acide sulfurique
concentré HoSO4 (95%) a été ajoutée avec précaution pour former une couche rougeétre
foncée. L’apparition d’une coloration brune a I’interface de I’anneau indique la présence de

glycoside cardiaque (Mibindzou Mouellet A, 2005).
1.1.4. Détection des Tanins :

Dans un tube a essai, on ajoute 1 ml d’extrait aqueux avec 1 ml H2O et 1 ml d’une
solution aqueuse de FeCls (1%), la présence des tanins est indiqueée par une coloration

verdatre (tanins catéchiques) ou bleu-noiratre (tanins galliques) (Douhou et al, 2003).
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1.1.5. Détection des alcaloides :

Les alcaloides ont été mis en évidence par le réactif de Wagner (réactif de
précipitation composé de 29 d’iodure de potassium Kl + 1,279 d’iodure 1,+100 ml d’eau
distillé) ; 1ml de I’extrait aqueux est mis dans un tube a essai puis, on y ajoute quelques
gouttes de réactif de Wagner. L’apparition d’un précipité rouge orangé ou brun rougeatre

indique hprésence des alcaloides (Vijay et al., 2013).
1.1.6. Détection des Flavonoides :

10 gouttes d’acide chlorhydrique concentré et quelques milligrammes de tournures de
magnésium sont ajoutés a 1 ml de I’extrait aqueux. La coloration rose-rouge ou jaune, apres
trois minutes d’incubation a température ambiante, indique la présence des flavonoides

(Chaouche et al., 2011).
1.1.7. Détection des Mucilages :

Introduire 1 ml de I’extrait aqueux dans un tube a essai, puis 5 ml d’alcool MeOH est
ajouté. L’obtention d’un précipité floconneux apres agitation indique la présence de

mucilages (Awor et Samseny , 2003)
1.1.8. Détection des saponines :

Les saponines sont caractérisées par un indice de mousse il suffit de mettre en évidence
leur pouvoir aphrogéne en observant la mousse trés fine qui se forme aprés une simple

agitation énergique (pendant 15 secondes) (Bruneton ,1999).
- Pas de mousse = test negatif

- Mousse moins de 1 cm = test faiblement positif

- Mousse de 1 a 2 cm = test positif

- Mousse plus de 2 cm = test trés positif

On introduit 1 g de poudre végetale dans des tubes a essaies on ajoute 10 ml d’eau
distillée, puis on chauffe 1’extrait au bain marie & 85°C pendant 20 min, apreés refroidissement
on agite manuellement de fagon que le tube soiten position horizontale pendant 15 secondes.

Apres 15 minutes de repos une mousse se développe indiquant la présence des saponines.
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1.1.9. Détection des Huiles essentielles :

1 g de matériel végétal a été introduit dans 10 ml de dichlorométhane puis 1’extrait a été
évaporé a sec. Le résidu a été ensuite dissous dans 3 ml d’éthanol. Puis, la solution a été
¢vaporée a sec de nouveau. La sensation d’une odeur parfumée indique la présence des huiles

essentielles (Ilboudo S, et al, 2009).
1.2. Chromatographie analytique sur couche mince (CCM) :

La chromatographie est une méthode physico-chimique qui sert a separer les différentes

substances présentes dans un mélange.
1.2.1. Principe :

La chromatographie sur couche mince repose sur les phénomeénes d’adsorption,
d’interactions et de polarité. Un mélange de composés est placé sur un support solide (phase
stationnaire) plongé dans un solvant (phase mobile) qui se déplace par capillaritéle long de la
phase stationnaire. La phase mobile va entrainer les composés qui migreront a une hauteur
variante en fonction de leur affinité pour la phase stationnaireet la phase mobile. On peut ainsi
caractériser les composés selon leur Rf. (Abedini, 2013).

Les principaux éléments d'une séparation chromatographique sur couche mince sont :

v' La cuve chromatographique : un récipient habituellement en verre, de forme

variable,fermé par un couvercle étanche.

v' La phase stationnaire : Une couche d’environ 0,25 mm de gel de silice ou d’un autre
adsorbant est fixée sur une plaque de verre ou métallique a I’aide d’un liant comme

sulfate de calcium hydraté (platre de paris) I’amidon ou un polymere organique.

v L’échantillon : environ un microlitre (ul) de solution diluée (2 a 5%) du mélange a

analyser, déposé en un point repere située au-dessus de la surface de 1’éluant.

v L’éluant : un solvant pur ou un mélange : il migre lentement le long de plaque en
entrainant les composants de 1’échantillon. Au début de 1’élution, on commence par
solvant le moins polaire qui entraine les substances les moins retenues par 1’absorbant
(les moins polaire). Ensuite on fait varier la composition de I’¢luant en additionnant

graduellement vers le bas de la colonne.
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v Le rapport frontal : On appelle rapport frontal, RF (ou référence front, coefficient de

migration), le rapportsuivant : Distance parcourue par le soluté / Distance parcourue par le solvant

d
front du solvant
« d : Distance parcourue par le soluté.
« D : Distance parcourue par le front de solvant.
y
co 4
oA
8| |
9
£
0
r» ligne de dépot 4‘

cuve + solvant de migration

Figure 59 : Schémas d’une plaque
CCM (Munier, 1968)

1.2.2. Mode opératoire :

Le criblage phytochimique a été réaliser sur des chromatoplaques (60 F2s4, support-
aluminium, 20x20, Fluka-silica gel/DC) suivant les méthodes décrites dans la littérature (
Ladigina et al, 1983 ; Lhuilier, 2007). Deux systemes de solvant ont été utilisé en qualité de
développement : AME et NBA pour les fractions : éther de pétrole, chloroforme, acétate

d’ethyl et n-butanol.
1.2.2.1. La préparation des éluants

Pour 10ml de 1°" éluant on va mélanger (8 ml d’acétate- d’éthyle, 1.5 ml de méthanol et
0.5ml d’eau) et pour 10ml de 2éme éluant on va mélanger (5ml de butanol et 5ml

d’ammoniaque dilué).

v/ On verse environ 0,5 a 1 cm d'éluant dans la cuve a chromatographie que I'on

referme avec un couvercle de maniere a ce que I'éluant sature la cuve en vapeur.

v" On marque par des croix ou des tirés I’emplacement correspond a 1’échantillon a

déposer tout on garde un espace de 2cm entre les croix créaient
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v' A T’aide des tubes capillaires on préleve I’échantillon et on le met sur les croix

marquées

v" Plus spécifiquement dans chaque croix on met 5 a 8 gouttes d’échantillon et on

faire un séchage a ’aire libre aprés I’ajout de chaque goutte

v' On introduit délicatement et verticalement la plaque dans la cuve a

chromatographie et on la fermer

v' On laisse I'¢luant migrer par capillarité et on sort la plaque lorsque ce dernier
arrive a ~0,5 cm du haut de la plaque en y tracant un nouveau trait appelé front

du solvant.

v On place la plaque sous la lampe UV et on observe I’apparition de
différentes taches sur la plaqgue CCM (Maxicours, site web).

2. Reésultats et discussion

2.1. Screening phytochimique

Le Screening phytochimique consiste a détecter des métabolites secondaires dans notre
extrait par des réactions qualitatives. La détection de ces composés chimiques est basée sur
des essais de solubilités des constituants, des réactions de précipitation et de turbidité, un
changement de couleur spécifique ou un examen sous la lumiere ultraviolette. Selon le

screening phytochimique effectue dans I’extrait aqueux :

v Quinones libres : la présence de la couleur jaune, rouge ou violet indique la

présence des quinones libres.

v' Composes reducteurs : la formation d’un précipité rouge brique indique la présence

des composés réducteurs.

v Glucosides cardiaques : L’apparition d’une couche brune a I’interface de I’anneau

indique la présence de glycoside cardiaque.

v Tanins : I’absence de la couleur bleu-noir indique I’absence des tanins gallique et la
présence de la couleur brun verdatre indique la présence des tanins catéchiques avec

une réaction fortement positive.
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v' Alcaloides : L’apparition d’un précipité brun rougeatre indique h présence des
alcaloides.

v Flavonoides : L’apparition de la couleur rouge prouve la présence des flavonoides
avec une réaction moyennement positive.

v Mucilage : L’obtention d’un précipité floconneux aprés agitation indique la présence
de mucilages.

v Saponines : L’apparition d’une mousse persiste dans I’extrait aqueux indique la
présence des saponines.

v" Huile essentielle : La sensation d’une odeur parfumée indique la présence d’huiles
essentielles.

T
M
5
2
0
b
v}
X

_ A B C D E F G H

Figure 60 : résultat des tests : A/ quinones libres, B/composés réducteurs, C / glucosides

cardiaques, D/ tanins, E / alcaloides, F /flavonoides, G/mucilages, H/ saponines.

Les résultats des tests phytochimiques sont indiqués dans les tableaux suivants :
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Tableau 11 : Résultats des réactions de caractérisation des principaux métabolites

secondaires contenus dans l'extrait aqueux et I’extrait hydrométhanolique (Lehdjazi et

Tikouane, 2021) de L’Ocimum basilicum L.

Les tests

Couleur et aspect

Extrait

aqueux

Extrait

hydrométhanolique

Quinone libre

Composés réducteurs

Glucosides

cardiaques

tanins catéchiques

alcaloides (Wagner)

Flavonoides

Mucilage

Saponines

Huile essentielle

Couleur verte

Couleur Rouge

brique

Couche brune

Couleur Brune

verdatre

Précipité brun

rougeatre

Couleur Rouge

Mousse floconneux

Mousse

Odeur parfumé

+++

+++

+++

+++

++

+++

+++

+++

++

+++

++

D’apreés les résultats d’analyse phytochimique obtenus dans le tableau ci-dessus nous avons

remarqué :

» La présence des quinones libres, les tanins catéchiques et les glucosides cardiaques

dans les deux extraits (extrait aqueux et extrait hydrométhanolique).
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» Les flavonoides sont présents dans les deux extraits avec une réaction moyennement

positive.

» Les alcaloides sont absents dans 1’extrait hydrométhanolique et fortement positive

dans I’extrait aqueux.

» La présence des saponines avec une réaction fortement positive dans 1’extrait aqueux

et faiblement positive dans I’extrait hydrométhanolique.

» Une grande quantité des composés réducteurs, mucilage et des huiles essentielles

détectés dans 1’extrait aqueux et ne sont pas effectué dans I’extrait hydrométhanolique.
2.2. Chromatographie

L’analyse chromatographique a été réaliser dans le but de séparer les différents
métabolites présents au niveau des extraits qui sont déja préparé par I’extraction
liquide-liquide (éther de pétrole, chloroforme, acétate d'éthyle, et n-butanol), cette

étude a concerné la plante de Ocimum.basilicum L,

Aprés développement et I’évaporation du solvant de migration les taches sont

visualisées sous UV.

A B

Figure 61 : résultats des plaques CCM prise aprés la révélation a lumiere UV (A /
254nm et B/ 365nm) des quatres extraits de gauche a droite : éther de pétrole,

chloroforme, acétate d’éthyle et n-butanol
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2.2.1. Résultats :

Tableau 12 : les différents spot et valeurs de Rf des plaques CCM effectuée.

Extrait
Rf

0,1

0,32

Ether
de pétrole

0,14

Chloroforme 0.32

0,55

254 nm 365nm
) Violet
Gris N
Flavonoides
Gris Bleu clair
clair Flavones
Rouge
Invisible Anthocyane
anthraquinone
. Orange
Invisible ;
Sterols
Gris Vert fleurissant
clair Alcaloides
) Rose foncé
Noir
Chlorophylle
Gris Violet
clair Flavonoides
Bleu clair
Invisible L’acide
cinnamique
o Bleu
Invisible )
Alcaloides
Rose clair
Invisible Anthocyane
anthraquinone
Rouge
Invisible Anthocyane

anthraquinone

Rf

0,36

L’éluant AME

L’éluant NBA
254nm 365nm
Gris Gris foncé
_ Violet
Gris
Flavone
Rouge
Invisible  Anthocyane

Invisible

Invisible

Invisible

Noir

Gris
clair

anthraquinone

Rose

Bleu clair

Bleu foncé
Acide
phénolique
Rose foncé

Chlorophylle

Rose clair

Rouge

Anthocyane
anthraquinone

84 |Page



Chapitre 11 Etude qualitative

o Orange
0,71 Invisible ;
Stérols
o Bleu vert
0,81 ' Invisible
Alcaloides
Noir Noir
Gris )
0,86 ) Anthocya 0,86 Gris Anthocya
foncé
Nidine Nidine
o Rose o Rose
0,91  Invisible 0,91 Invisible
chlorophylle Chlorophylle
0 Gris Violet Gris
. 0 ) Sombre
clair Flavonoides clair
) Jaune-orange
Gris .
0,15 clair Terpéne et 0,15 Gris Sombre
Triterpéne
: Bleu vert Gris
Acetate 0,81 ' Invisible 0,36 . Invisible
d’éthyle Alcaloides clair
Noir
Gris .. ..
0,86 clair Invisible 0,68 Invisible Anthocya
Nidine
o Rose o Rose
0,91  Invisible 0,77  Invisible
Chlorophylle Chlorophylle
) Bleu ) )
0 Gris 0 Noir Noir
Alcaloides
. Noir . Violet
0,1 | Invisible 0,04 ' Invisible ]
Flavonoides
n-Butanol Gris Jaune-orange Noir _
0,15 ) ) 0,15 Noir
clair Tritérpéne
Invisible
Gris - Bleu vert
0,86 . Méthylxanthine ou 0,42 Invisible _
clair ] . Coumarines
diterpéne

85| Page



Chapitre 11 Etude qualitative

2.2.2. Discussion :

L’observation des plaques CCM a montré la présence de plusieurs taches plus en moins
distinctes et qui différent d’un éluant a 1’autre. Les distances de migration des taches nous
permettent de mesurer les Rf et les comparer avec ceux des métabolites connus dans la

littérature.

» L’extrait éther de pétrole : la phase contient 6 taches dans 1I’¢luant AME et 7 taches
dans 1’¢luant NBA, cette phase contient des flavonoides, flavones (0,1férulate)’,
anthocyanes et anthraquinones, on a détecté un spot de Rr=0,36 est le méme Rf
anthocyanidine glycoside, les alcaloides de Rf =0,81 méme Rt pour I’acide caféol-5-

quinine et des acides phénoliques avec la chlorophylle.

» L’extrait chloroforme : la phase contient 9 taches dans 1’éluant AME : flavonoides,
alcaloides (Rf=0,32 monocaféoylquinique, et Rf= 0,81= acide chlorogénique)
anthocyane, anthraquinone stérols, chlorophylle et d’autre taches non identifiées.
Cependant, dans le deuxiéeme éluant NBA, on trouve 4 taches inconnus a part une

tache noire de Rf 0,68 il peut étre 1’ Anthocyanidine.

» L’extrait acétate d’éthyle: 5 taches dans chaque représentent les flavonoides,

terpénes, alcaloides anthocyane avec la chlorophylle.

» L’extrait n-butanol : dans 1’éluant AME, on détecte 4 taches représente les
alcaloides, triterpéne, méthylxanthine ou diterpéne alors que dans le systtme NBA on
observe une tache violette (flavonoides) et une tache bleu vert représente le coumarine
(Rf=0,42 O-coumarate), et 2 autres taches non identifier, on remarque que la tache de

la chlorophylle est absente dans cette phase.

Le présent travail a montré que la plante est riche en métabolite secondaires malgre on
n’arrive pas a identifier tous les spots, la phase chloroformique contient la plupart de ces
produits, alors que la phase n-butanol ne contient que les flavonoides et terpene ou triterpene

malgre le n-butanol a le rendement le plus éleve.

86|Page



CHAPITRE 111 :
DOSAGE DES ALCALOIDES



Chapitre 11 Dosage des alcaloides

1. Introduction :

Le but d'un dosage est de déterminer la quantité de matiére contenue dans un
échantillon. Comme les alcaloides se trouvent le plus souvent sous forme de sels d’acides

minéraux ou organiques, et parfois leur combinaison (dont les tanins en particulier).

Leur mode d’extraction est trés variable selon la nature de 1’alcaloide, mais on trouve
typiquement deux schémas d’extraction : par un solvant apolaire en milieu alcalin ou par un

solvant polaire en milieu acide. On a choisi la premiére méthode.

2. Mode opératoire

L’extraction des alcaloides totaux a partir de la poudre moulue de I’Ocimum Basilic
L sont obtenues par une extraction liquide-liquide, basée sur la différence de solubilité des

alcaloides en milieu acide et alcalin (Bruneton, 1999).

10 g de la partie ariennes de la plante, sont finement broyées par un mortier, la poudre
obtenue est délipidée par 50 ml d’éther de pétrole par macération sous agitation mécanique et

a température ambiante pendant 3heures.

Apres filtration, le marc (la poudre moulue débarrassée de la matiére grasse) est
alcalinisé par une solution d’ammoniaque (0.5N) pendant au moins 97 heures a température
ambiante, permettant ainsi aux alcaloides, de passer de la forme sel en forme organique. La
poudre alcalinisée est placée dans une cartouche en cellulose, celle-ci est placée a son tour

dans I'appareil de Soxhlet.

L’extraction par soxhlet est une méthode simple et convenable permettant de répéter
infiniment le cycle d’extraction avec le solvant frais jusqu’a 1’épuisement complet du soluté
dans la matiére premiére Ce dernier est monté sur un ballon contenant 100 ml de
dichlorométhane. Les alcaloides en premiére étape sont extraits a chaud sous re contenant 100
ml de dichlorométhane pendant 3 a 4 heures (au moins 5 cycles sont necessaires pour un

épuisement total de la poudre).

A T’issue de cette opération, I’extrait brut est passé a la purification par trois extractions
successives par une solution de 150ml d’acide sulfurique (0.5N), les fractions sont reprises
dans une ampoule a décantation, alcalinisées jusqu’a pH 9 par ajout de quelques ml
d’ammoniaque (0.5N). Nous épuisons ensuite la solution par 150ml de chloroforme, en

agitant doucement I’ampoule (I’opération a été répétée trois fois).
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Nous récupérons les trois fractions organiques dans un erlenmeyer et 1’extrait recueilli
dans le ballon taré est évaporé a sec sur un rotavapeur. Apreés refroidissement, nous pesons a

nouveau le ballon. Le résidu sec représente les alcaloides totaux.

Figure 62 : L’appareil de soxhlet
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Le protocole opératoire est schématisé dans la figure suivante :

CPoud re végétale)

(Ether de pétrole) ammoniaque (NHsOH

Dégraisser pendant 3 h

( Extraction par soxhlet

PRI <—
Solution de I’extrait

dichlorométanique

Epuisement par I’acide sulfurique | >
(0.5N) H2S04 3% 150 v
( Solution aqueuse )
NHsOH (0.5 N) :>‘
Epuisement par chloroforme >

(CHCl;, 3 x150ml), non miscible avec I'eau

C Solution chloroformique ><_

Evaporation >

( Alcaloides totaux > (Solution aqueuse épuisé)

Figure 63 : Extraction des alcaloides totaux de I’Ocimum Basilicum L.
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3. Résultat et discussion :

On a pesé le ballon avant d’y placer 1’extrait, puis on a mis 1’extrait a vaporiser dans un

rotavapeur, Apres refroidissement nous pesons a nouveau le ballon apres 1’évaporation a sec.

Le résidu sec final représente les alcaloides totaux. Les résultats montrés dans le tableau ci-
dessous.

Tableau 13 : la masse et rendement obtenus.

Masse du matériel végétal Masse des alcaloides Rendement des alcaloides

totaux

109 0,19 19%

Le taux des alcaloides final est 0,199 par 10g de la plante, et ceci interpréte 1’utilisation
de I’Ocimum basilicum comme pesticides, il existe ¢galement de nombreuses plantes qui ont
la méme propriété pesticide comme la citronnelle, la mélisse, le tanaisie, 1’absinthe,

I’aspérule, la lavande...etc.

Par conséquent, il ne doit pas étre utilisé de maniere massive et non réglementée.
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1. Evaluation de I’activité antioxydante des extraits :

L’évaluation de D’activité antioxydante d’un composé ou un mélange de composé
consiste @ mesurer sa capacité a piéger les radicaux libres. Les extraits sont des mélanges de
plusieurs composés, avec différents groupements fonctionnels, polarités et comportements
chimiques. Cette complexité chimique des extraits pourrait mener a des résultats différents
selon l'essai utilisé. Par conséquent, des analyses pourrait étre effectuer pour évaluer le
potentiel antioxydant des extraits (Athamena S, 2010).

Le test proposé pour la mise en évidence du pouvoir antioxydant de nos extraits est :
Test d’évaluation DPPH. Dans ce test les antioxydants réduisent le diphénylpicrylhydrayl
ayant une couleur violette en un composé jaune, le diphénylpicrylhydrazine, dont I’intensité
de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le

milieu a donné des protons (Hatano T, 1997).

Antioxydant
—> ON NH——N

Figure 64 : Réduction du radical libre DPPH (Tang, 2002).

1.1. Méthodes et matériels
1.1.1. Préparation de la solution de DPPH :

La solution de DPPH a été préparé par solubilisation de 4 mg de DPPH dans 100 ml de

méthanol.
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Figure 65 : préparation du DPPH (photo originale).

1.1.2. Préparation des solutions meres de concentration 5mg/ml :

On mélange 50 mg de la phase n_butanol avec 10 ml de MeOH absolu dans un tube a

essai.

1.1.3. Préparation des dilutions de I’extrait :

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

décroissant, dilués dans le méthanol.

- A partir de chaque solution mére, on prépare les dilutions suivantes selon la relation

suivante :
Ci1xVi=C2x V2
* C1 : concentration de la solution mere (5mg/mL).
* V1 : volume de la solution mere (mL).
* V3 : volume de MeOH ajouté (mL).

* Cp: concentration finale (mg/mL).
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Tableau 14 : les différentes concentrations de produit

Concentrations Volume de la Volume de MeOH
(mg/ml) Solution mére (ml) (ml)
2 2 3
1 1 4
0,5 0,5 4,5
0,25 0,25 4,75

1.2. Mesures spectrophotométriques :

On mélange 3 ml de la solution méthanolique du DPPH préparé avec 30 ul de I’extrait.

- On laisse a I’abri de la lumiére et a température ambiante pendant 15 minutes.

- On mesure I’absorbance a 1’aide d’un spectrophotometre (UV 1800 SHIMADZU) a
517 nm.

- On mesure ’absorbance de chaque concentration par rapport a un blanc constitué

uniquement par le méthanol pur.

1.3. Résultats et discussion :

Tableau 15 : L’absorbance des concentrations de la phase Ether de pétrole

Concentration

(mg/ml)
Absorbance
0.170 0.812 1.020 1.109
(nm)
P1% 83.57 21.54 1.44 -
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PI% y =15.961x - 7.5268
R?=0.8571
100
<

$
o 50
S * * PI%
[J]
5 0 . T w —— Linéaire (P1%)
= 2 4 6

-50

Titre de I'axe

Figure 66 : Courbe d’étalonnage de la phase d’Ether de pétrole

Tableau 16 : L’absorbance des concentrations de la phase Chloroforme

Concentration

(mg/ml)
Absorbance
0.193 0.476 0.730 0.902
(nm)
P1% 81.35 54.00 29.46 12.85
P1% y = 17.286x - 3.2857
100 R%=0.9848
v 80 @
s @ L
o 40 4 ® PI%
i ¢ R
= 20 & e Linéaire (Pl %)
0
0 1 2 3 4 5 6
Titre de I'axe

Figure 67 : Courbe d’étalonnage de la phase de Chloroforme

94 |Page



Chapitre IV Les Activites Biologiques

Tableau 17 : L’absorbance des concentrations de la phase Acétate

Concentration

(mg/ml)
Absorbance
0.194 0.365 0.624 1.119
(nm)
P1% 81.25 63.80 39.71 -
Pl % y =12.929x + 18.571
100 R?=0.9191
g B .
< 60 o
L e
v 40 P B o PI%
E 24+ eeeeeeen Linéaire (Pl %)
0
0 1 2 3 4 5 6
Titre de I'axe

Figure 68 : Courbe d’étalonnage de la phase d’Acétate

Tableau 18 : L’absorbance des concentrations de la phase n-Butanol

Concentration

(mg/ml)
Absorbance
0.097 0.106 0.096 0.249 0.541 0.667
(nm)
P1% 90.62 89.75 90.72 75.94 47.72 35.55
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P1% y=15.1x+ 7.8
R2=0.9117

120
100
80
60
40
20

Titre de I'axe

Titre de I'axe

® PI% Linéaire (PI1%)

Figure 69 : courbe d’étalonnage de la phase du n-Butanol

L’activité antioxydante des extraits est exprimée en IC50, il définit comme étant la

concentration efficace du substrat qui cause la perte de 50% de 1’activité du radical DPPH.
Les résultats sont resumeés dans le tableau suivant :

Tableau 19 : les Clso des différents extraits

Ether de pétrole 3,60 mg/ml
Chloroforme 3,08mg/ml
Acétate 2,43 mg/ml
n-Butanol 2,79mg/ml

On résulte que la concentration efficace pour réduire 50% de radical DPPH est celle
d’Acétate avec une activité trés importante (2.43 mg/ml). Suivi par I’extrait n-butanol
(2.79mg/ml), et I’extrait chloroforme avec (3.08 mg/ml). Alors que P’activité la plus faible

concentration est celle d’Ether de pétrole.

Par comparaison des Clso des quatres extraits avec celle de I’acide ascorbique comme
antioxydant de référence, on trouve que 1’Acétate et le n-butanol sont plus actifs que I’acide
ascorbique. Alors, le Chloroforme et 1I’Ether de pétrole sont moins actifs par rapport a 1’acide

ascorbique.
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2. Activité antifongique de I’Ocimum basilicum

La plante Ocimum basilicum sujette de 1’étude, a fait 1’objet de plusieurs manipulations,
parmi ces manipulations c’est I’étude de 1’activité antifongique, la présente partie décrit les

méthodes et le matériel utilisés.

2.1. Matériel et méthode

Les différentes étapes de 1’étude ont été réalisés au niveau du centre de recherche
biotechnologie (CRBT, Constantine) Le matériel fongique utilisé est constitu¢ d’une seule

souche de champignon Fusarium oxysporum f.sp. Lycopersici.

Le milieu PDA a été choisi pour assurer la culture des champignons. Il s’agit d’un
milieu a base de pomme de terre. Cette derniere constitue un milieu complexe qui sert a
I’isolement et la culture des champignons, et la durée d’incubation de I’antifongigramme est

de 6 Jours.

2.1.1. Préparation des disques :

A I’aide d’une pipette pasteur stérile, on a préparé des disques de notre souche utilisé de
0.5 cm de diametre, ensuite on les a déposés au centre de chaque boite contenant de milieu de

culture sur la surface de la PDA.

Figure 70 : La préparation des disques

2.1.2. Préparation de milieu culture :

Pour tester 1’activité antifongique de nos extraits de la plante Ob. L, nous avons procédé

au premier lieu a la préparation du milieu de culture PDA (pommes de terre, dextrose, agar)
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sur lequel se développe le champignon utilisé. Pour 1200 ml, on a besoin de 280 g de pommes

de terre et 28 g de dextrose et 21 g de ’agar.

Le milieu de culture obtenu a été distribué dans des erlenmeyer a raison de 100 ml par
erlenmeyer, ces derniers ont été stérilisés a I’aide de 1’autoclave pendant 20 min a 121°C, en

méme temps on a préparé les concentrations correspondant a chaque extrait.

1 ml de chaque extrait a été versé dans I’erlenmeyer contenant 100 ml du PDA stérile
puis mélanger manuellement jusqu’a I’homogénéisation, ensuite chaque 100 ml a été coulé
dans quatre boite de pétri de 90 mm (4 répétitions), chaque disque a été déposé au centre de
chaque boite. L’incubation de toutes les boites contenant le champignon a été fait pour une

durée de six jours dans une étuve réglée a 25 °C.

La mesure du diametre de la colonie fongiques a été établie a 1’aide d’une régle, ensuite

le calcul de la moyenne de champignon a été fait pour calculer le taux d’inhibition

Le taux d’inhibition de la croissance mycélienne a ¢ét€¢ mesuré quotidiennement
comparativement au témoin négative pour le n-Butanol (contient le PDA seulement) et au
témoin positive pour le chloroforme (contient le PDA et le DMSO). Ce taux a été calculé

selon la formule de (Leroux et Credet, 1978) :

D
T% = x 100

T : taux d’inhibition
D : croissance mycélienne dans les boites Témoins
d : croissance mycélienne dans les boites Essais

2.1.3. Préparation des concentrations

Tableau 20 : les concentrations des extraits (chloroforme et n-butanol)

Chloroforme n-Butanol
mg /ml mg/I
Ci 3,8 500
C 3 250
Cs 2 125

98 |Page



Chapitre IV Les Activites Biologiques

2.2. Résultats et discussions

e Pour I’extrait N-butanol :

Figure 71 : la zone d’inhibition de I’extrait n-Butanol de chaque concentration testée par la
souche Fusarium oxysporum f. sp lycopersici ([CY], [C?], [C?)).

e Pour I’extrait chloroformique :

Figure 72 : la zone d’inhibition de 1’extrait chloroformique de chaque concentration testée

par la souche Fusarium oxysporum f. sp lycopersici ([CY], [C?], [C3)).
La lecture des résultats a été effectuée apres 6 jours d’incubation a 25° C par la mesure
du diameétre de la zone de croissance du champignon. Parallélement, nous avons déterminé le

diamétre de la souche fongique en absence de 1’extrait.
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L’effet antifongique est déterminé par la mesure le moyenne du pourcentage

d’inhibition de la croissance minimale le résultat sont présentés dans le tableau ci-dessous :

Pour le témoin positive et le ttmoin négatif on a :

Tableau 21 : lamoyennede T et T

Boite 1 (cm) 6,75 6,5
Boite 2 (cm) 6,5 6,5
Boite 3 (cm) 6,5 6,5
Boite 4 (cm) 6,75 6,5

Le moyenne (cm) 6,6875 6,5

On remarque que le moyenne de témoin positif et élevée que le témoin négatif alors
que I’effet du solvant est positif pour la croissance des champignons et la plante a une

propriété antifongique.

Tableau 22 : Les moyennes d’inhibitions des extraits n-butanol et le chloroforme

n-BuOH n-BuOH n-BuOH ChCls ChCls ChCls
[C] [C] [C3] [C] [C] [C]
Boite 01 5,75 6,5 7 6,5 7 6,5
Boite 02 6 6,5 6.5 6,5 6,5 6
Boite 03 55 6,5 6,5 5 6,5 6
Boite 04 57 6,5 6 5,6 6 6,2
Le
5,7375 6,5 6,5 59 6,5 6,175
moyenne

Les résultats du calcul des taux d’inhibition sont résumés dans le tableau suivant :
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Tableau 23 : Taux d’inhibition des extraits n-butanol et chloroforme.

T % n-Butanol Chloroforme
Ci 11,73 11,73
C2 0 2,80
Cs 0 7,66

Les résultats obtenus montrent que 1’extrait chloroformique montre une bonne activité
antifongique avec une taux d’inhibition de 11,73%, 2,80 % et 7,66 pour chaque concentration
Cy, C; et C3 successivement. Alors que 1’extrait n-Butanol ne donne aucune activité sauf avec

une concentration de 500mg/ml avec un taux 11,73%.

Pour inhiber des champignons de Fusarium oxysporum f. sp lycopersici égale a 11,73%
nécessite une concentration de 0,95 mg de I’extrait chloroformique, cependant que pour

I’extrait n-Butanol il faut prendre 125mg de I’extrait.

Selon le résultat, I’extrait chloroformique est plus actif contre la souche. Cette
différence peut étre a ’origine de la composition chimique différent entre les deux extrait, le

chloroforme permettant une meilleure extraction des composés phénoliques.

L’activité antifongique des extrait apparait plus importante que celle de (Adiguzel et al.,
2005) qui ont montré que les trois extrait de basilic testées (éthanol, le méthanol et ’hexane)

n’ont présenté aucune activités antifongique contre F.oxysporum.

En revanche, (Bidarigh et al., 2012), ont montré que la concentration de 1’extrait

éthanolique de basilic contre Fusarium sp est a I’ordre 0,12 pl/ml.
3. Activité anticoagulante des extraits de I’Ocimum Basilic L.

L’activité anticoagulante de la plante O.basilicum L. a été évaluée in vitro (effectué
dans laboratoire d’analyse médicale Mirouh, ferjioua), vis-a-vis les deux voies de la
coagulation (la voie endogéne et la voie exogéne) sur un pool des plasmas normaux
déplaquettés et a I’aide de deux tests globaux et chronométriques ; le temps du céphaline-
kaolin (TCK) et temps de Quick (TQ).
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3.1. Méthodes et matériels

Le plasma pool est un mélange de plasma déplaquettés des volontaires sains non traités,
dont les TCK et les TQ sont normaux et comparables, le sang de chaque volontaire est prélevée

par prélevement vineuse dans un tube en plastique sur une solution anticoagulante de citrate
de sodium (tube citraté a la coloration bleu)

Figure 73 : prélevement de sang

Le sang ensuite centrifugé pendant 10 minutes a 3000 rpm pour obtenir un plasma
pauvre en plaquette, le mélange de ces plasma déplaquettés (plasma standard) est conservé

dans un tube sec a baisse température (-10°C) jusqu’a son utilisation. (Athukorala Y , et al.,
2007).

Figure 74 : résultats du sang apres centrifugation et la récupération du plasma.
3.1.1. Evaluation de I’activité anticoagulante vis-a-vis de la voie endogene

Principe :

Le temps de céphaline kaolin (TCK) est un test qui permet d’explorer 1’activité des
facteurs (VIII, IX, XI et XII de la voie intrinséque (endogene)). Ce test consiste a mesurer le

temps de coagulation d’un plasma pauvre en plaquettes (PPP) en présence de céphaline
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(substitut phospholipidique du facteur 3 plaquettaire), de kaolin (activateur du systeme

contact et de calcium comme un facteur déclenchant (caen et al, 1975), (caquet R, 2004).
Mode opératoire :
s L’extrait hydrométhanolique :

On prépare six tubes a essai avec contenu différent, trois contiens 1’extrait et trois sont

des témoins selon :

Tube 1 (extrait).==> 10 pl d’extraits hydrométhanolique +90 pl du plasma.
Tube 2 (extrait)=—> 20 pul d’extrait hydrométhanolique + 80 pl du plasma.
Tube 3 (extrait). = 30 pl d’extrait hydrométhanolique + 70 pl du plasma.
Tube 1(témoin). => 10 ul méthanol + 90 ul du plasma.

Tube 2 (témoin).==> 20 ul méthanol + 80 pl du plasma.

Tube 3 (témoin).—> 30 ul méthanol + 70 pl du plasma.

(Pour les tubes témoins, I’ajout du plasma est fait apres le séchage de méthanol)

On laisse les 6 tubes incubés a 37 C° au bain marie pendant 2 min. aprés incubation, 100
ul d’une solution de céphaline- kaolin (TCK) sont additionnés puis les six tubes est réincubé a
37 C° pendant 3 min et la coagulation est alors déclenchée par 1’addition de 100 ul d’une
solution aqueuse de CaCl> a I’aide du chronomeétre, jusqu’a la formation du caillot de fibrine

(arrét du chronomeétre)

e L’extrait aqueux :

% Tube 1 (extrait). => 10 ul d’extraits aqueux +90 ul du plasma.
¢ Tube 2 (extrait). =—=>20 pl d’extrait aqueux + 80 ul du plasma.
% Tube 3 (extrait). —>30 pl d’extrait aqueux + 70 ul du plasma.
% Tube 1(témoin). => 10 pl eau physiologique + 90 pl du plasma.
% Tube 2 (témoin).—> 20 pl eau physiologique + 80 pl du plasma.

%+ Tube 3 (témoin).—=> 30 pl eau physiologique + 70 ul du plasma.
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On laisse les 6 tubes incubes a 37 C° au bain marie pendant 2 min. aprés incubation, 100
pl d’une solution de céphaline- kaolin (TCK) sont additionnés, puis les tubes sont réincubé a
37 C° pendant 3 min et la coagulation est alors déclenchée par 1’addition de 100 ul d’une
solution aqueuse de CaCl, a I’aide d’un chronométre, jusqu’a la formation du caillot de

fibrine (arrét du chronometre).
Principe

Le temps de Prothrombine (TP) ou le temps de Quick (TQ) qui permet d’une
exploration globale des facteurs de la voie extrinséque (exogéne) de la coagulation (la
proconvertine VII, le facteur Stuart X, la prothrombine II, la Proaccélérine V et aussi
Fibrinogeéne). Ces tests consistent a mesurer le temp de coagulation a 37°C d’un plasma
pauvre en plaquettes (PPP), en présence d’un mélange du facteur tissulaire et des
phospholipides (la thromboplastine) et de calcium, les facteurs de la voie exogene donc sont

activés et le temps qui s’écoule jusqu'a la formation du caillot est mesuré (Caquet R, 2004)

Mode opératoire

®,

¢ L’extrait hydrométhanolique :

La préparation des tubes est identique a celle utilisé sans la partie précédente. On laisse les 6
tubes incubés a 37 C° au bain marie pendant 2 min. apres incubation, la coagulation a été
déclenchée par I’addition de 200 ul de TQ préincubé a 37 C° pendant 15 min, et le temps qui

s’écoule jusqu’a la formation du caillot fibrineux est alors mesuré a I’aide d’un chronométre.

*

¢ L’extrait aqueux :

On laisse les 6 tubes incubés a 37 C° au bain marie pendant 2 min. aprés incubation, la
coagulation a été déclenchée par ’addition de 200 ul de TQ préincubé a 37 C° pendant 15
min, et le temps qui s’écoule jusqu’a la formation du caillot fibrineux est alors mesuré a I’aide

d’un chronométre.
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3.2. Résultats et discussion

Figure 75 : la formation du caillot
Les résultats obtenus sont résumés dans les tableaux ci-dessous :

Tableau 24 : Le temps de formation des caillots de I’extrait hydrométhanolique (voie

endogene)

Tube 1 Tube 2 Tube 3 Tubel Tube2 Tube3

(Ex) (Ext) (2] (Tm) (Tm) (Tm)

temps de
formation (s)

31 - - 37 44,46 50

Tableau 25 : Le temps de formation des caillots de 1’extrait aqueux (vois endogéne)

Tube 1 Tube 2 Tube 3 Tubel Tube2 Tube3

(Ex) (Ex) (Ex) (Tm) (Tm) (Tm)

temps de
) 122 - - 31,65 3551 42,40
formation (s)

Tableau 26 : Le temps de formation des caillots de 1’extrait hydrométhanolique (voie

exogene)
Tube 1 Tube 2 Tube 3 Tubel Tube2 Tube3
(2] (Ex) (Ex) (Tm) (Tm) (Tm)
temps de

) 13 - - 13,59 16,19 17,43
formation (s)
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Tableau 27 : Le temps de formation des caillots de 1’extrait aqueux (voie exogene)

Tube 2 Tube 3
Tubel Tube2 Tube3

(Ex) (Ex)

temps de
) 20 - - 16,84 20,29 22
formation (s)

60 Titre du graphique

40 I
20
. II ] | 0 B

Tube 1 tube 1 Tube 2 Tube 2 Tube 3 Tube 3
(endo) (éxo) (endo) (éxo) (endo) (éxo)

M extrait hydrométhanolique B Témoin

Figure 76 : Histogramme du temps de formation des caillots de 1’extrait hydrométhanolique
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Figure 77 : Histogramme du temps de formation des caillots de I’extrait aqueux

Globalement, I’évaluation de la capacité anticoagulante des extraits hydrométhanolique
et aqueux de la plante O.basilicum L, établi par les deux tests chronométriques d’exploration
de la coagulation, le TCK et le TQ démontre que les deux extraits exercent une activité
anticoagulante importante vis-a-vis des deux voies de la coagulation. D’apres les résultats
obtenus on distingue que [’extrait aqueux comprend une activité anticoagulante presque

identique a celle de I’extrait hydrométhanolique.
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Conclusion générale

Un grand nombre de plantes aromatiques et médicinales possédent des propriétés
biologiques tres important qui trouvent de nombreuses applications dans divers domaines,
parmi ces plantes nous avons choisi I’Ocimum basilicum L. En raison de ses propriétés

thérapeutiques.

Au cours de ce mémoire nous avons étudié quelques parametres phytochimiques (taux
des alcaloides) et biologique (activité antioxydant, antifongiques, et anticoagulants) de la

partie arienne de I’Ocimum Basilicum L. cultivée dans la région de Mila (Chalgoum el Aid).

L’extraction des substances bioactive de partie arienne d’O.basilicum L a été effectuée
par macération de la poudre de la plante (le rendement de I’extrait hydrométhanolique est plus

¢levé que I’extrait aqueux).

Qualitativement, 1’évaluation préliminaire de la composition phytochimique, permis de
mettre en évidence la présence des métabolites secondaires, notamment, les flavonoides, les
alcaloides, les saponines, les tanins catéchiques, quinones libres, glucosides cardiaques,
composé réducteur, mucilage et les huiles essentielle. Ces substances sont généralement

responsables de I’activité biologiques des extrait (aqueux et hydrométhanolique)

La chromatographie sur couche mince a montré la présence de plusieurs
composés parmi :  flavonoides, flavones, anthocyanes, anthraquinones, anthocyanidine
glycoside, les alcaloides, stérol, acide chlorogénique, terpénes, diterpéne, triterpéne,

méthylxanthine, coumarine, flavones et I’acide cinnamique.

Quantitativement, I’évaluation de la teneur en alcaloides totaux, par I’extraction liquide-
liqguide en milieu alcalin, I’analyse de ces alcaloides est basée principalement sur leurs

propriétés physicochimiques, le taux final des alcaloides est 0,19/10 g de la plante.

L’évaluation de I’activité antioxydant des extraits d’O basilicum. L par le test DPPH

révele que la plante posséde un pouvoir antioxydant important.

L’activité antifongique des extraits (n-butanol, chloroforme) de notre plante montre que
I’extrait chloroformique a une bonne activité antifongique Alors que I’extrait n-Butanol ne
donne aucune activité sauf avec le (C1) Selon le résultat, I’extrait chloroformique est plus actif

contre notre souche Fusarium oxysporum f. sp lycopersici.
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Conclusion générale

L’activité anticoagulante a été évaluée par les testes du temps de céphaline-kaolin

(TCK) et du temps de Quick (TQ), démontre que les deux extraits exercent une activité
anticoagulante importante vis-a-vis des deux voies de la coagulation.

L’ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne consiste qu’une premicre étape dans
notre recherche et nécessite des études complémentaires approfondies dans ce domaine. Ainsi,
de nombreuses perspectives peuvent étre envisagées :

» Développer des médicaments antiradicalaires a base de plante, doués d’une activité

antioxydante

» Activité enzymatique, anti-inflammatoire.
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