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INTRODUCTION

Les substances naturelles dont les plantes coerstitai source principale, représentent
prés de 60% des médicaments dont nous disposoas4Q% restants ou médicaments de
synthése sont souvent nés de la modification chiemige molécules ou de parties de
molécules naturelles prises comme ‘tétes de sébegiuis toujours, les plantes ont constitué

la source majeure de médicaments grace a la reliessmétabolismes secondaires.

Cependant, l'efficacité des médicaments a décru,gdande variété d’espéces
bactériennes et fongigques responsables des infsctiocosomiales sont apparues. Devant

cette recrudescence, la mise au point d'un nourealicament est capitale.

A I'heure actuelle, la recherche de nouveaux médécdas d'origine naturelle passe
par l'inventaire des plantes et 'examen systéroatige leur activité biologique. Un des
guides du chimiste dans la problématique d’'uneamtie phytochimique est la recherche a
'empirisme et plus particulierement aux usagediti@nels liés aux activités humaines. Au
Sahara, le plus vaste et le plus chaud des dékensonde possédant dans sa partie Nord le
Sahara septentrional, existe une végétation diftistairsemeée. La flore spontanée dans cette
zone est encore mal étudiée et mérite une attep#idiculiere. Par ailleurs, au Sahara, la lutte
contre la secheresse, bien que dominant touteyisigdbgie des végétaux ne constitue pas le
seul aspect de leur adaptation au milieu. Ces gdannt a lutter contre d’'autres facteurs
défavorables : la température, le vent, le selestdnimaux. Il s’est ainsi développé une
stratégie de subsistance en développant leur sgst@emaire qui leur permet éventuellement
d’extraire du sol les métaux lourds. L’hyperaccuation des métaux lourds semble en fait,
avoir une grande importance écologique. Elle imHiitenotamment sur la résistance a la
sécheresse, les interactions avec les plantesemtiacet la défense contre les herbivores et

les bactéries pathogenes.

En outre, les sols sahariens composés d’un subsingtral développent une activité
microbienne. Ainsi congues, les plantes médicinalaisariennes pourraient posséder des

molécules antibactériennes et antifongiques a spdtction intéressant.
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C’est dans cette optique que se place ce préseailtrEn se basant sur les résultats
d'une enquéte éthnopharmacologique effectuée augeék population autochtone de la
région d’Ouargla, nous avons choisi deux plantes potre étude.

La méthode globale de travail que nous avons adpmst basée sur une action
pluridisciplinaire, visant une valorisation des ks sahariennes et permettant de relier
conformément les éléments d’'information apportés Ipa éthnobotanistes, au travail des
chimistes et des biologistes. Les deux plantesngus avons retenues sont une dicotylédone-
angiospeme®udneya africandR.Br. appelée localement ‘Hanet el I'ibel’ de lanile des
brassicaceaes (cruciferes) et une monocotylédogiespermedAristida pungend.. appelée
localement ‘Drinn’ de la famille des graminées (@&&es).

Le choix de ces deux plantes a été guidé d'uné mgear les indications d’usage
traditionnel, et d'autre part par le fait q@udneya africanaR.Br. n'a pas fait I'objet
d’investigations chimique et biologique, quanAmstida pungend.. seulement deux travaux
ont été réalisés : un dosage biochimique des puiiisaides et des lignines pariétaux des

tissus foliaires et une étude morphologique deasfilfoliaires.
Nous présentons notre travail en quatre parties :

- une contribution phytochimique des familles denposés chimiques présentes dans
les différentes parties Qudneya africanaR.Br. (rameaux primaires (R1), rameaux
secondaires (R2), rameaux tertiaires (R3), rac{Rg@sfeuilles (L) et fruits (F)) et dans les

différentes parties dristida pungeng.. (tiges (T) et feuilles (F)).

- une extraction sélective de ces familles dansfdedles et les fruits dans le cas
d’Oudneya africanaR.Br. et dans les tiges et les feuilles dans gdiAristida pungend..,

suivie de la purification des extraits obtenusgraomatographie sur colonne de gel de silice.

- une évaluation du caractére d’accumulation paddégermination de la teneur des

meétaux lourds dans les parties aériennes de naspiknies.

- une étude biologique des extraits des feuilledest fruits dans le cas@udneya
africana R.Br. et les extraits des tiges et des feuillassda cas dAristida pungengd.. vis-a-

vis des différents microorganismes : bactériesjries et moisissures.
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Partie Théorique
- PRESENTATION DES PLANTES ETUDIEES

|.1- PRESENTATION DES CRUCIFERES

Les brassicaceaes appelées autrefois ‘cruciféossticuent une importante famille de
plantes dicotylédones représentées dans le motiee, @mais principalement dans les régions
tempérées de I'hémisphére NoHd.Leur proportion dans la flore phanérogamique diminu
lorsqu’on s’éloigne des régions polaires ; il y2a% de cruciferes dans la flore du Spitzberg,

mais 1 % seulement au Sénéffaf’

Les brassicaceaes peuplent la presque totalitéhdesats et des milieux de vie
possibles : sables et rochers maritimes, bordsiidseaux, talus calcaires, pelouses humides
ou séches, cultures et jardins, bords de chemaiputis et prairies de montagne, ... . Les
moutardes, choux, radis et quelques plantes ornaieen(aubriéties, ibéris, giroflées)

comptent parmi les cruciferes.

Cette famille évoluée présente une grande homogedéns le type de fleur et le
modéle de fruit!! En effet, c’est la disposition en croix des piedepérianthe qui permet de
reconnaitre immeédiatement une crucifére (d'ou lenndonné a cette famille). Le fruit
comporte deux loges séparées par une cloison nedjanporte les graines: c’'est une

silique.

Il existe 4 000 espéces avec plus de 350 germes 48 en Francd® Ce sont des
plantes herbacées a racine pivotante, dont les figeent des feuilles sans stipules, alternes
ou toutes a la base. Elles élaborent des sénewl/mbs variés, qui leur donnent des

propriétés médicinales et alimentaires.

Les grappes florales, souvent odorantes et géméeakede couleur vive, attirent les

insectes. L'existence d’'un appareil nectariferdarre ce caractere d’entomophilie.

Exceptionnellement, en I'absence d’'insectes, ilt peavoir autofécondation ; celle-ci
devient la regle pour de petites plantes bordantdes, lesSubularig ou la fécondation peut
s’effectuer méme si la fleur reste submergée. lrappes, de type indéfini, n'ont pas de
bractée. Le périanthe comporte des pieces non esudguatre sépales et, en alternance,

quatre pétales (corolle dialypétale).
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Le nombre et la disposition des sépales et leslgsétont tellement constants et
remarquables que I'on a donné le nom de crucifer@s porte-croix — a la famille, au lieu de

I'appeler du nom d’un genre importafit®

De nombreuses cruciferes sont cultivées dans lémgaet les champs comme plantes
ornementales (monnaie-du-pape) ou alimentaires tiscanbutiques, stimulantes et
dépuratives, on les utilise en salade (cressons.radcondiment (moutarde...) ou légume
(chou, navet...). On extrait de I'huile des graidesolza et de caméline.

Certaines espéces servent de fourrage. D’autrés enf des propriétés tinctoriales,
autrefois réputées, comme le pastelsatis (teinture bleue)?>

I.1.1- Quelques applications médicinales des crueifes

Les végétaux cruciféeres qui rassemblent des Iéguoresne les brocolis, les choux,
les choux de Bruxelles ou les choux-fleurs sembdewoir le pouvoir de diminuer les risques

de cancer cestrogene dépendants.

llIs contiennent en effet deux substances chimiqud3ndole-3-Carbinol et la

Diindolylméthane, qui ont la capacité de réduisetiux de 'hormone 16a-hydrohyoestrone.

Des études ont montré que les femmes atteintesadincer du sein ont généralement

des taux particulierement élevés de cette hormone.

Les cruciferes reforment une molécule appeléeisoghate (molécule soufrée). Cette
derniere diminue la toxicité, accélere I'éliminaticdes pathogénes et des substances
cancérogenes et apparait comme inhibiteur pournigesamines et les hydrocarbures

polycycliques™

1.1.2- Caractérisationd’ Oudneya africanaR.Br.

Les buissons @udneya africanaR.Br. mettent ca et lzau bord des oueds et les
rocailles la note vive de leurs fleurs d'un beaserwiolacé. Les fleurs épanouies parmi les

gousses des fruits sont dressées en grappes tiveinc

- Floraison hiver-printemps
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- Habitat :rocailles terrainsgypseux Saharaseptentrional
- Aire géographiqueendémiqugAlgérie-Tunisie
- Etymologie de la planteendémique de Sahara.

Cette plante est qualifiée d’ ‘africaine’.

1.1.3- Descriptionbotanique

Oudneya africand.Br. est un arbrisseau rameau atteignant pldsafem de hauteur,
a feuilles longues de 2 a 3 cm, charnues, légérespaiulées et d'un vert fonceé ; a fleurs
grandes a quatre sépales dressés et quatre pangleisulées d’'un rose violacé vif, a veines
plus foncées ; a six étamines (dont deux plus esud anthéres jaunes autour du pistil et a
fruits siliques dressées, longues, a bec courtl@btpcharnu, a graines largement ailées
(Figure 1).16:7

l.1.4- Classification
Notre espéce est classée comme suit :
Genre Oudneya
Espéce africana
Famille : brassicaceae (crucifére)
Regne encaryotes végétaux ; Sous —regne : carmophyte
Sous embranchement : angiospermes ;
Classe dicotylédone ; Sous classe : dialypétale
Série : thalamiflorgdlitiflore

Ordre : pariétales ; Sous ordre : rhoédale
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1.1.5 Usagethérapeutique et travaux scientifiques réalisés suDudneya africana
R.Br.

Selon notre recherche bibliographique, cette espéxdait I'objet d’aucune étude
auparavant. Les habitants d’ Ouargla utilisenecgtlante comme pate (pate = plante réduite
en poudre et humectée a I'eau) contre les malaldida peau (effet dermatologique) et aussi

contre les pigdres des insectes.

Figure 1 : Oudneya africanaR.Br.
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|.2- PRESENTATION DES GRAMINEES

Les graminées constituent sur d'immenses étendeepeuplements homogénes tels
que prairies des régions tempérées et froidespaseges régions séches, savanes, jungles a

bambous des régions tropicales, marais a roseauy, ...

Les graminées comprennent plus de 9000 especeatedggroupées en 635 genres et
6 sous familles; festucoidées, panicidées, cldié&ks bambusoidées, oryzoidées et

phragmite formed?!

Ce sont des plantes herbacées annuelles ou vidépassant parfois 1 m de hauteur,
[19. M pourvues trés souvent de souches trés résistatt@shées a un systéme radiculaire fort

développé et capable de régénérer des poussesafions) a la base des parties broutéds.

Les graminées présentent une structure végétagivmse assez uniforme. Les racines
principales sont généralement fibreuses. Des racaeondaires, appelées racines adventives,

peuvent provenir des nceuds des tiges et constitseracines de soutien (cas du mais).

Les graminées ont de nombreuses tiges dresséesnprdvd’une souche souterraine
rampante qu’'on appelle ‘Rhizome’. Ces tiges soatises dans les entre nceuds et pleines aux

nceuds généralement enflés.
Il existe des tiges piquantes (mais) et des tigeglises (certains bambous).

Les feuilles sont sessiles et comprennent deuxeparta gaine et le limbe. La gaine,
caractéristique distinctive des graminées, enttaurtge et soutient la zone située juste au-
dessus de chaque noceud, composée de tissus damreisppelés méristéme. En effet, la tige
des graminées croit en longueur, non a partiregrémité, comme la plupart des plantes,

mais sur toute la longueur des entrencetidls.

Une autre caractéristique remarquable des gramisida ligule, languette poilue ou
membraneuse placée a l'endroit ou I'enveloppe €rullie rejoint le pédoncule. La fonction
de la ligule reste toujours inconnue. Son roleé&sintuellement d’empécher I'humidité de

s‘accumuler entre tige et enveloppe.

Le pédoncule des feuilles est long et étroit, przse des veines paralleles, de taille et
de forme tres variées. Il est pourvu d'une zondastéénatique, située a I'endroit ou il rejoint

I'enveloppe.
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La croissance se fait dans cette zone plutét ax&rémité de la feuille comme chez la
plupart des plantes. Ainsi, méme si l'extrémité ésigure de la feuille est coupée, le
pédoncule continue a croitre. Cette caractéristigasociée a la présence de méristeme dans
la tige et au fait que les graminées se ramifiepraximité du sol, les rend relativement

résistantes aux rigueurs de l'environnement.

L'utilisation des graminées comme pelouses esappkcation de ces caractéristiques,
car elles continuent & pousser méme apres la somaEn outre, les graminées supportent

d'étre brilées, broutées et piétinées et deviemteninantes aprés de tels accidehts.

D’autre part, I'intérét des graminées est mondial. effet, elles fournissent une part
prépondérante de l'alimentation : a la fois direwtat puisqu’elles comprennent presque
toutes les céréales et indirectement, par leuregééentiel dans la nourriture des mammiféres

herbivores producteurs de viande.

Spontanément, les graminées constituent I'élémergrdiries, steppes et savanes qui

couvrent une superficie importante des continents.

Les indo-européens, dans leur ensemble, se sachét au peuplement correspond
presque exactement a celle de la production du eénbrmet de quelques ‘céréales

secondaires’ (orge, seigle).

Les asiatiques ont tiré leur principale nourritdeela culture du riz, les amérindiens,
de celle du mais, les africains du Sorgho et du Mik habitants des régions tropicales ont
toujours fait usage des bambous et des roseauxleors habitations, leurs outils et leur
industrie. Il convient aussi, de rappeler le graftk de la canne a sucre et des autres

graminées sucriéres dans I'alimentation humatre.

En Algérie, les graminées occupent une aire tréisdée (4 millions d’hectares). Les
plus représentées sont I'AlféSt{pa tenacissimd..), le Sparte l(yggeum spartuni.) et
I'Aristida (Aristida pungend..). Elles présentent une adaptation a la sécber@iimat sec et
aride) couvrant plusieurs millions d’hectares cinaht ainsi une plasticité écologique

e [16. 17

important ICette plasticité écologique leur attribue une pldeehoix dans les projets

de reforestation et de lutte contre la désertificat

10
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|.2.1- Caractérisation d’Aristida pungensl.

Le genreAristida comporte de nombreuses especes, plus de 300cutiarément
communes dans les régions séches de I'AfriquedatpiSahara méridional, sahél§: *° En

Algérie, ce genre est représenté par 11 espédes.

L’espéceAristida pungensL. est vulgairement appelée ‘Drinn’ en Algérfe® 2!

‘Shott’ en Libyel?? et ‘Toulloultou aghifouf’ au Marod?®!

La vie végétale de ‘Drinn’ dure toute I'année eplante est toujours vertéristida
pungensl. est caractérisée par des feuilles dures ergswdé piquantes, racines trés longues

et tiges atteignant un metf&igure 2).

La germination du ‘Drinn’ se fait a 25C°, considg&réomme température optimale.
Elle est caractérisée par deux périodes de vie vigralentie (Ao(t & Mars) et une vie active
(Avril & Juillet). ¥

1.2.2- Classification
Notre espéce est classée comme suit :
Genre ‘Aristida
Espece pungens
Famille : graminées (poacées) ; Sous famille : eigpadeées.
Embranchement : spermaphytes ; Sous-embranchemegiospermes
Classe : monocotylédones.
Série : monocotylédone hypogynes (fleurs a ovaipges).
Ordre : glumiflorales

Tribu : aristideae

11
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5

mim

0

Légendes : a : aréte ; ¢ : caryopse ; en : entre noeuds : f: feuille ; € gaine ;
n:noeud ;L tige.

Figd  Morphologic générale de la partic aérienne d'Adristida pungens 1.
(d'aprés Ozenda, 1983)

Figure 2 : Aristida pungend..
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1.2.3- Répartition géographique

Le genreAristida est présent dans I'Atlas saharien et les hautequa.® Il a été
signalé aussi au moyen orient notamment en Egyptau Sirai, " aux Etats-Uni&® et en
Australie.®™® Au Sahara oriental, les sables mouvants présentemtvégétation herbacée

avec des Aristidd>”

Aristida pungeng.. se rencontre dans les étages arides et saba&ti@st signalée dans
le Hoggar ® Elle se développe sur les glacis et dans les dsipres recouvertes de dépdts de
sable. Elle est également répandue au Sahara otalidd en Asie central. On la trouve
également, dans la partie orientale du Mafgk.

1.2.4- Intérét économique et travaux scientifiqueséalisés surAristida pungensL.

Aristida pungend.. est utilisée comme brise-vent & immobiliserdeses de sabl€?!
ses semences sont comestibfés.

Une étude quantitative et qualitative des parcauisase dAristida pungend.. a

Ouargla portant sur la détermination de la valedritive de ces parcours a été réalis&é.

En effet,Aristida pungend.. est la plante la plus fréquente des massifaides et
souvent la seule sur de grandes étendues dangtesCempte tenu de sa grande fréequence et
de sa disponibilité permanente, c’est 'une destpkles plus intéressantes. Elle constitue un
aliment extrémement précieux du fait de sa longsestance a la sécheresse et son apétabilité
pendant la longue période de I'année.

Elle peut résister a 4-5 ans de sécheré&dlgeconstitue ainsi, le paturage de base pour
le dromadaire qui consomme presque toute la planpert 20-30 cm de chaumes (la hauteur

des touffes varie entre 1 m et 1.70 K.

En Algérie, dans les zones sahariennes, les ékewdistribuent le ‘Drinn’ comme
aliment grossier a toutes les catégories d’anintiébevage (ovins, caprins et méme bovins).
Dailleurs, le ‘Drinn’ est commercialisé clandegiment a des prix équivalents a ceux du

foin.

Cette étude a donné des valeurs plus élevéesietemnént significatives que celles

trouvées dans des travaux antériedis 3

13
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- une productivité de la biomasse de 291.29 kg diene fraiche (MF) par hectare et
de 221.44 kg de matiére séche (MS) par hectare.

- une valeur énergétique de 0.40 UF leroy, 0.54 lalF et 0.46 UF viande par

kilogramme de matiére seche (MS).

- une offre fourragére moyenne de 99.64 UF leroy hpectare, 119.58 UF lait par
hectare et 103.86 UF viande par hectare.

Ces résultats trouvés laissent estimer une changgt) dromadaire pour 12 hectares.

De plus, le genre Aristida a fait I'objet de traxade morphologie et de systématique.
3139 yne étude morphologique et biométrique récentdibess foliaires dAristida pungens
L. a montré que cette espéce possede des fibneslaap par leurs longueurs celles des fibres
de feuillus importés (1.70 m).

D’autres résultats de cette étude ont montré Apstida pungensL. est riche en
polysaccharide de type arabino-xylane et glucarex{llose représente 74% environ) et
pauvre en lignine (13%). Elle est également richéhemicellulose (60 a 68%) et cellulose
(30%).

Ces données sont tres intéressantes pour l'indysaipetiere Algérienne si elles sont
prises en considération, car elles permettronfrei@er I'importation en pate d’éléments
similaires.“”! Une tentative d’obtention de papierAdstida pungens La été menée avec

succes par Youcef at. !

A notre connaissance, il n'y a pas d’autres travaux Aristida pungensL. en

littérature, sur les autres métabolites et leuv@étbiologique.

1.2.5- Usage thérapeutique

La partie aérienne Aristida pungengd.. est utilisée par macération et tisane contre la
constipation, les maux d’estomac et les indigesti@a décoction est bue contre les douleurs
rhumatismales™? Les nomades utilisent les tigesAdstida pungend.. pour la cicatrisation
des plaies et dans le tissage des cordes, alordegupécheurs des régions du Sahara
occidental en fabriquent les filets de péche.

14
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Les graines dAristida pungens Lsont mdres au mois de Mai, elles sont utilisées pou
faire une farine (appeléell au Sahara Algérien) a galettes. Au Maroc les tigeyées
d’Aristida pungenssont utilisées pour la cicatrisation des blessucesaplasme, arthrite
rhumatoide et mélangées avec l'huile, les tiges/dm® sont utilisées pour les douleurs

musculaires et également pour I'arthrite rhumatdide

II- PRESENTATION DE LA ZONE D’ETUDE
I1.1- SITUATION GEOGRAPHIQUE

La wilaya d’Ouargla est située au Sud-Est du pays@nt une superficie de 163 233
km?. Elle est située au méridien du golf de Bougie25° de longitude Est) avec latitude de
31°-55° Nord et altitude de 150 m, et une pluviaieale 150 mm.

La géomorphologie de la région montre que cellgrésente différentes formes
géomorphologiques tels que hamadas, regs, litsed)oles dépressions, et le grand erg

oriental.

[1.2- COUVERT VEGETAL ET CARACTERES EDAPHIQUES

Les conditions écologiques sont tres dures pouvédgetaux, cependant ces derniers
présentent des formes d’adaptation au milieu samain fonction des especes, on peut

classer les végétaux en deux groupes :

- Les espéces annuelles : Ce sont des especepmprassent aprés une période de
pluie ou les conditions sont favorables, et finigdeur cycle de vie avant le dessechement du
sol.

- Les especes vivaces : Ce sont des especes meggRétiquement a supporter la

sévérité du milieu.

D’autre part, les variations bioclimatiques infltiesur la distribution de ces espéces
végeétales permettant de définir les caractérisigiesla phytocénose telles que I'abondance-

dominance, et la fréquence des especes.
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L’influence du sol sur la végétation se marque @palement par le bilan hydrique, la

texture et la profondeur du sol.
La nature du sol d’ Ouargla différe suivant lesoég :

- sol sableux : structure particuliere a I'Est etcamtre ou poussent des espéces tels
gue,Aristida pungens.., Aristida plumosaet Fagonia glutinosa

- terrains calcaires et gresseux situés a I'Ouesa dégion, ou on observe des especes

commeAsphodelus refractust Urginia noctiflora

- sols chotteux peuplés par des espadaptées a la salinité tels guenoniastrum

gyonianum, Tamarix galligaetZygophyllum album.

Les sols d’ Ouargla sont alors pauvres en mati@iagrales (faible teneur en matiere

organique, structure particuliére et pH alcalin).

La plupart de ces sols sont alcalins a cause dent@ntée capillaire des eaux de la

nappe phréatique ol s’ajoutent le manque de dreieglgur mauvais fonctionnemet??

[1.3- REPARTITION DE LA VEGETATION

L’erg et les sols sableux sont des milieux biologis) caractérisés essentiellement par
la dominance du ‘DrinnAristida pungens. Lorsque le groupement d’erg est bien développé
‘steppe a Drinn’, on note prés du ‘Drinn’ une végén arbustive formée essentiellement,
d’Oudneya african&.Br., Retama retamGenista saharaet Colligonum azellLes caracteres
du milieu étant homogénes et assez constants ¢ederi’année, ce groupement ne présente

pas de variations saisonnieres notables, il coeséih été le seul paturage important.

Sur une profondeur de plusieurs kilométres on teocalers des dunes presque nues ou
subsiste seulement le ‘Drinn’ (pseudosteppeistida pungens.).

[lI- QUE TROUVE-T-ON GENERALEMENT DANS LES PLANTES ?

Tous les étres vivants ont un métabolisme pringuiefournit les molécules de base :

acides nucléiques (ARN, ADN), lipides, protéinasdas amines et carbohydrates.
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Ces métabolites primaires sont produits en quasgtégée par les plantes et sont a
faible prix de revient.

Il existe aussi un métabolisme secondaire, chepllses : c'est une exclusivité du
monde végétal. Ces substances ne paraissent madieliss a la vie de la plante. Elles sont
produites en tres faible quantité et sont a des @levés. On les appelle, les métabolites
secondaires!*® Ce sont des produits, & structure chimique soueemtplexe. Selon les
especes, ces métabolites sont trés dispersés eliff@ents. Ce n'est seulement qu’a partir de
la deuxiéeme moitié du 2@iécle, qu'il y a eu explosion des rechercheseetiomaine grace a
I'évolution du matériel d'analyse chimique. Il éxiplus de 200 000 métabolites secondaires

classés selon leur appartenance chimique.

[11.1- C oMPOSESDU M ETABOLISME PRIMAIRE
[11.1.1- Glucides
a) Définition

Les glucides sont appelés hydrates de carboneacoharides. Ce sont également des
composeés organiques carbonylés (aldéhydiques, igaams), constituant le groupe le plus
important des éléments plastiques et énergétigeevégétaux. Ce sont aussi des composés
qui apparaissent les premiers lors de la photosgethOn distingue deux classes :

- les oses : sont des petites molécules de 3 an®eatale formule généralg(€,0),.
lls sont caractérisés par la présence d'une fomctaldéhydique (aldose), ou cétonique

(cétose) et de plusieurs carbones asymetriquesmpae :

FHO CH,OH
OH G0
A | CHO
HG—C—H HO—C—H
f_ T H—C— OH
HO—C—H H—f—OH HO—(|:— H
I
H=c—OH H-c—OH HO—C— H
CHOH CH,OH CH,OH
D-galactose D-fructose L-arabinose
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- les osides sont des composés résultant de I'association dsigpirs molécules
uniqguement sucrées (holosides), ou plusieurs osex aine partie non glucidique

(hétérosides) ** exemple :

OH

HO
OH
H @)
H
OH
H o)
OH
a- maltose

b) Caractérisation

Des réactions plus spécifiques sont égalemenséris par la réaction de Keller Kiliani
pourles desoxy-2 ose : a la solution acétique sonttiaddiées quelques gouttes de chlorure

ferrique et I'acide sulfurique, on obtient une calon bleu-vert de la couche acétique.

Le caractére réducteur des aldoses ou des cétssasvis de la liqueur de Fehling

donne une coloration bleué&”

[11.1.2- Amidon
a) Définition

L’amidon est la principale forme de réserve glumigi des végétaux. Il est présent
dans toutes les parties de la plante et existe $#u®rme d'une structure organisée
correspondant & un homopolymeére presque pur deigdsg ! Il sert comme adjuvant dans
la préparation de tablettes et de comprimés, aluibaussi a la synthése de la vitamine C.

L'amidon résulte de l'association de deux polyosideomogenes par exemple ;

I'amylose est une molécule linéaire constituée Bi@ & 300 unités de-D-glucopyrannose
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Associées pardesliaisons 1, 4

OH

OH

H OII”” H
owH Oy ‘

OH O
OH OH

Amylose
b) Caractérisation

Il est mis en évidencen situ, au moyen du réactif a I'eau iodée par apparition de

couleur bleue qui disparait & chalfd.

[11.1.3- Lipides
Définition

Les lipides sont des esters d’alcools et d’acidas gce sont des corps insolubles dans
'eau (hydrophobes), solubles dans les solvantarogges apolaires et ils ne sont pas

volatils (huiles fixes). Selon la nature de I'adoon distingue :
- le glycérol, constitutif des triglycérides.
- les cérides, ou l'alcool est aliphatique et apanoléculaire élevé.
- les stérides, ou 'alcool est un stérol.

Les plus intéressants sont les triglycérides quit stes esters de glycérol et

d’acides carboxyliques. Ces derniers se répartigsedeux grouped™’!

- acides gras saturés :

i ' NSNS COH
Acide laurique : C12: O

: - NSNS CoH
Acide myristique : C14 : O
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Aussi, acide caprique (C10 : O), acide palmiqued(C®) et acide stéarique (C18 : O)

- acides gras insatures :

. . . NPV VA U Nty
Acide 9-héxadicénoique C16 : 1

Acide oléique : C18 : 2 (liaison éthylénique cis)

NN Y VAN e s 4
Acide linolénique : C18 : 3
COH

X

Certains des lipides ont une activité anti-inflanwira, et anti-oedémateuse et
d’autres actions pharmacologiques diverses, dontcitey la diététique, la cosmologie,
'industrie (détergents, peinture, ...) et I'alimation (margarine)Les lipides constituent
aussi la principale réserve d’énergie, leur méiabw aboutissant a la combustion compléte

libére une grande quantité d’énerdfté.

[11.2- C oMPOSESDU METABOLISME SECONDAIRE
[11.2.1- Composés phénoliques
a) Définition

Les composés phénoliques sont des substances gsiitaent une vaste famille,
difficile a définir, et sont caractérisées par fagence d’au moins un noyau benzénique lié
directement par un groupe hydroxyde libre ou engdges une fonction: éther, ester,
hétéroside *® Ils peuvent se combiner avec des protéines en furdes complexe$™”!

b) Activité

Les poly-phénols jouent des réles multiples suplass physiologique, technologique

et nutritionnel, ... . lls interviennent dans la défe des plante§% %Y Leur interaction avec
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les protéines® ¥ les polysaccharideS* la flore fermentairé> °® et leurs propriétés anti-
oxydantes affectent plusieurs caracteres organqieys tels que la couleur, 'amertume,
I'astringence, les troubles et I'arbme des fruikss Iégumes et de leurs produits dérivés. Ces
multiples rdles sont en relation avec leurs stmgstuchimiques, d'ou lintérét particulier

accordé aux recherches sur les poly-phéfi61s®

[11.2.1.1- Tanins
a) Définition

Les Tanins sont des composés phénoliques de seactuariées, ayant une
moléculaire de poids moléculaire compris entre &085000 g/mol. Les tanins sont divisés en

deux groupes!®® %%

- Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables anciennement appelés stapyrogalligues, sont des
polyesters de glucides et d’acide-phenols. lls sacitement scindés par les acides ou les
enzymes (Tannases) en ose et en un acide-phetmt. I8aature de ces tanins, on distingue
les tanins galliques dans le cas d’acide galliquiestanins ellagiques dans le cas d’acide

ellagique.
L’acide ellagique résulte de la condensation dx@eides galliques.

Structure

CH
HO OH
OH
HO OH HO OH
Structure de base des tanins hydrolysables a “OH b

G = galloyl a ou
- Tanins condensés

Les tanins condensés ou proanthocyanidols diffeéf@miamentalement, des tanins

galliques et ellagiques. Leur structure est voisiaeelle des flavonoides, ils ne possédent pas
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de sucre dans la molécule. lls sont formés de @euglusieurs molécules de flavan-3-ols,
leur union se fait par des liaisons carbone-carplenplus souvent en position 4-8 ou 4-6, ce

qui rend ces molécules difficilement hydrolysables.

Structure
OH
OH
HO
8 1
HO.
3
2 OH
OH
Serie 2R, 3S Série 2R, 3S (+catéchol)
Ri1=R,= H Afzelichol Série 2-R, 3-S (OH &) épiafzeléchol,
R:= OH, R= H Catéchol épicatéchol, épigallocatéchol

b) Propriétés physico-chimiques

Les tanins sont des corps généralement amorphlehleso dans I'eau et l'alcool, et
insolubles dans les solvants organiques apolaibes.les extrait généralement, par des
mélanges hydro-alcooliques. Les tanins sont pré&dppar de nombreux réactifs, ils

précipitent avec les sels de métaux lourds teldeyter, le plomb, le zinc et le cuivre.
c) Caractérisation

Avec les sels ferriques, on obtient des précipitdsrés différemment selon la nature

des tanins :
- bleu-noir avec les tanins hydrolysables.
- brun-verdéatre avec les tanins condensés.

Les tanins galliques donnent une coloration rosec ditodate de potassium (acide

gallique libre est coloré en orange par ce réactif)
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Les tanins éllagiques sont colorés en rose par HBIO milieu acétique (rose, la

couleur vive au pourpre puis au bleu).

Les tanins condensés sont colorés en rouge panline chlorhydrique!®* ¢

d) Propriétés biologiques

Les tanins possédent surtout des propriétés astrieg en usage externe et interne. Ce
sont des inhibiteurs enzymatiques. En outre, debmeax tanins, particulierement les tanins
hydrolysables, inhibent la peroxydation des lipiohekiits par I'adénosine diphosphate (ADP)
et I'acide ascorbique sur les mitochondries hépascdu rat. lls sont de bons contre—poisons

des alcaloides et des métaux loufdst®!

Les tanins favorisent la régénération des tissusasrde blessures superficielles et de
bralures.® Iis sont utiliséscomme anti-diarrhéiques et hémostatiques, maisisucomme
protecteur veineux dans le traitement des vari€égs.cosmologie, les tanins sont des
astringents tres utilisés, sous forme de lotiolsssdnt largement employés dans l'industrie,

notamment dans l'industrie du cuir, des verniseetadpeinture.

[11.2.1.2- Flavonoides
a) Définition

Les flavonoides sont des composés polyphénoliquesgue toujours hydrosolubles
et tres répandus dans le régne végétal. lls seppnsables de la coloration des fleurs, des
fruits, et parfois des feuilles®™ Le plus souvent, ils sont sous forme d’hétérosinlesde
flavonosides.

)

Squelette de base des flavonoides

Dans les flavonoides (environ 3000) au sens langénclut tous les composeés ep-C

Cs; - G comprenant deux noyaux A et B et un hétérocyclggéme, de faible poids
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moléculaire, synthétisés par deux voies: la voi€éatede shikimique ou la voie de l'acétate-

malonate!®® 671

Structure

R=H Apigénol R =0H Butéine
R =0H Lutéolol R=H Isoquintigénine

b) Répartition des flavonoides

Les flavonoides sont présents dans toutes leepattis végétaux supérieurs: racines,
tiges, feuilles, fleurs, pollen, fruits, grainesjd ... . Certains flavonoides sont spécifiques de
certains tissus, leur fonction principale est lgnpentation des plantes. Les anthocyanes
localisées dans les parties externes des fruits, flders et des feuilles, sont les seules
molécules du régne végétal, capables de produievaste gamme de couleurs susceptibles
de donner des teintes allant du jaune-orangé ay ble passant par le pourpre et le rouge.
Quant aux chalcones, elles se trouvent plus fréequarhdans les pétales des fleurs. Ce sont
des pigments naturels au méme titre que les chigtigs (couleur verte) et les caroténoides
(nuances jaunes et orangées). Les flavones, lemesiet les chalcones donnent plutét des
couleurs jaune, beige voire blanche et particient nuances produites par les anthocyanes

et les caroténoidd&®!

Chalcones
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c) Propriétés physico-chimiques

Les flavonoides sont des solides cristallisés dmrieinte, varie du blanc ivoire au
jaune vif. Les hétérosides sont solubles dans l{gartout a chaud), I'alcool et les solvants
organiques. lls sont insolubles dans les solvarganiques apolaires. Les génines sont peu

solubles dans I'eau et I'éther.

Les flavonoides sont aussi solubles dans la salaicaline (ammoniaque et potasse)
en donnant une coloration jaune qui disparait pditian d’acide. lls possedent un spectre
d’absorption dans l'ultra violet avec généraleméetix maximums caractéristiques variant

avec chaque type flavoniqu¥. ®®
d) Caractérisation

De nombreuses réactions colorées existent pouctéaiser les flavonoides. En dehors
de la coloration jaune donnée par les alcalisxiste une coloration plus spécifique dite
réaction de la cyanidine : les hétérosides flavaesgen solution alcoolique, mis en présence
d’hydrogéne, donnent des dérivés diversement coleedon la structure chimique des
flavonoides mis en jeu (orangée (flavones), rougase (flavonols) et rouge violacé
(flavonones)). Les flavonoides donnent généraleragat le Mg en présence de HCI une

coloration rose ou rouge apreés trois minutés.

Mécanisme

Mg + 2HCI — Mg*2 +2Cl- 1.,

OH

2+ 3 M92+
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e) Propriétés biologiques

De nos jours, les propriétés des flavonoides sogement étudiées dans le domaine
médical ou on leur reconnait des activités analgs, anti-tumorales, anti-inflammatoires,
anti-allergiques, anti-canceéreuses, ... . Par elertgs proanthocyanidols présents dans le vin
rouge, peu dans le vin blanc, ont une activité qmtoice contre l'infarctus du myocarde et
s'opposeraient aux processus de formation des gdagiinéromateuses dans les arteres. On

peut citer a titre d’exemple, la chrysine et larggtine "

chrysine

galantine

Les flavonoides possedent des propriétés antifarg et antibactériennes des poly-
phénols pour aseptiser leur ruche et colmaterdate$. Les propriétés cicatrisantes et anti-
infectieuses de la propolis étaient entre autdesééis par la civilisation égyptienne, romaine,

grecque et inca.

[11.2.1.3- Coumarines
a) définition

Ce sont des dérivés de la benzpyrone. La coumarine proprement dite, a été
isolée en 1820, pour la premiére fois de la fevenkdj Coumarona adorata

(Legumineuse). C’est la lactone de I'acide o-hygromnamique.

Structure
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Coumarine

Elles sont les plus répandues dans le regne végéfabssedent des substitutions (OH
ou OCH) en position 6 et 72

R;= OH, R=H, Ombelliferes.
R;= H, R= OH,

R;= O-Gle, R= OH,
R;= OH, R= 0O-Gle,
R,= O-Gle, R= OH, Composées

} Hippocastanacées

b) Propriétés physico-chimiques

Les coumarines sont des solides cristallisés blaoas jaunatres de saveur
généralement amere, certaines sont sublimablestetimables a la vapeur d’eau. Les
hétérosides et les génines sont assez solubles ldans et I'alcool. Les coumarines

hydroxylées possedent une intense fluorescence l@edumiére ultraviolette. Leur spectre

U.V est également caractéristique et sert a leantification.l’> "

Les propriétés chimiques sont principalement duda #&nction lactone par son
ouverture et sa solubilisation en milieu alcalinspypar fermeture en milieu acide pour la

régénérert**!

Mécanisme

A - XN
&0 % OH ONa
CH

c) Caractérisation

La plupart des propriétés physico-chimiques misesofit pour la mise en évidence

de l'identification des coumarines sont :

- la fluorescence des solutions extractives.
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- 'examen en lumiére U.V, la révélation se faitreitieu alcalin (KOH, NaOCH).

- la CCM de drogue a coumarine présente des taabmslal coloration exaltée en

présence d’ammoniac, varie du bleu au jaune poatpre!*
- le dosage par spectrophotométrie ou spectrofhtrie.
d) Propriétés biologiques

La coumarine est connue pour ses propriétés adéroateuses, pour améliorer les
symptomes en rapport avec l'insuffisance veino-lgatmue (confirmée en pharmacologie
clinique). La khelline (coumarine) de la khellagumerbe annuelle méditerranéenne spontanée

du Maroc est un puissant vasodilateur coronafiéd®

[11.2.1.4- Anthocyanosides
a) Définition

Les anthocyanosides appelées aussi anthocyanm@sgdaes anthocyanes présentées
sous forme d’hétérosides. Les génines des dérwéasation 2 - phényl benzopyrylium plus
communément appelé, cation flavylium (ou I'oxygese sous forme d’oxonium). En milieu
acide les anthocyanidols existent sous la formiermgue. lls sont toujours hydroxylés en C3
et le plus souvent penta (3.5.7.3'.4") ou hexatdubg3.5.7.3'.4'.5").

R;= OH, R2 = H: Cyanidol de couleur orange-rouge
Ri=R,=H: Pélargonnidol de couleur orange

R R;=0H: Delphinidol de couleur violette.
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L’hydroxyle en position 3 est toujours lié & un yde plus souvent, glucose et les

plus fréquents sont 3-monosides et 3,5-diosides”!

OH OH
fo) g o ‘
HO ‘ AN HO O AN
7 Z O—Glc

0—Gilc
OH O-Glc

b) Propriétés physico-chimiques

Les hétérosides sont solubles dans l'eau, insdubkns les solvants organiques
apolaires, contrairement aux génines. Les anthasydes ont une coloration qui varie en
fonction du pH: Rouge stable enpH<3, elle vire au bleu en milieu alcalin. Les
anthocyanosides possédent deux OH libres en orthdesphényle latéral et donnent des

complexes avec les métaux comme le fer, 'aluminaie magnésium.
c) Propriétés biologiques

Les anthocyanosides sont des substances atoxagaesin large spectre d’activité, on

peut citer :

- traitements de certaines maladies vasculairesiifident la perméabilité des

capillaires, augmentent leur résistance et insuifie veineuse, ...)

- favorisent la régularisation en cas de troubliesutatoires au niveau du pourpre
rétinien.

- certains anthocyanosides sont des colorants végétausage pharmaceutique et

alimentaire!["™

[11.2.1.5- Anthraquinones, anthracénosides et émods
a) Définition
Les anthraquinones sont les principaux constituaes plantes tels que le séné

(Cassia senna et la rhubarbe de Mongolie. Elles appartiennent aa famille des
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anthracénosides. Cette derniére regroupe toumtapasés phénoliques, hétérosidiques et les
émodols (dérivés hydroxyanthracéniqué&8).

Anthraquinone Glucofranguloside - A -
b) Propriétés physico - chimiques

Les anthraquinones sont des composés colorés egegreouge, trés peu solubles
dans l'eau froide, solubles dans les solvants aggas et les alcools. Les génines
carboxyligues sont extractibles par une solutioneage d’hydrogénocarbonate de sodium.
Les hétérosides sont solubles dans I'eau et lesisas hydro-alcooliques’™

c) Caractérisation

La caractérisation de ces dérives hydroxyanthrago@si fait appel a la réaction de
Borntrager. Cette réaction n’est positive qu’aves formes anthraquinoniques libres. Pour
mettre en évidence les hétérosides par cette oéadti faudra donc les soumettre a une

hydrolyse préalable pour obtenir I'aglycone et&d&!

NH4 / OH

0 410
OO e —
NH4+/' OH
(@]

Quelgues dérivés anthraquinoniques

O OCHg 0 OCH;
o O‘O :
CHs CH,
o O OoH
Digitoluteine 4- hydroxydigitoluteine
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d) Propriétés biologiques

Le séné Cassia sennj@aet la rhubarbe de la chinRlfeum palmatujragissent sur la
constipation. IIs ont un effet irritant et laxatifr le gros intestin, provoquent des contractions
des parois intestinales et stimulent les évacusitthx heures apres la prise. lls rendent les

selles plus liquides, facilitant ainsi le transitgistinal ["®!

[11.2.2- Composés terpéniques
[11.2.2.1- Stéroides, stérols et terpénoides
a) Définition

Les stéroides, les stérols et les terpénoides constitsans doute le plus vaste
ensemble connu de meétabolites secondaires desaug&géts regroupent plusieurs sous
familles. Les stérols jouent un réle important dengualité des graisses et des huifg?
lls se présentent sous forme d’alcool libre (séad), ou sous forme des esters associés par le

glucose (glucoside stérol&*2°

“, /////

\

Gly——
Glucoside deA’-stérol

Z
2
2
2

HO
3-sitostérol
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Parmi les stérols ou phytostérols les plus fréquentimencontrés chez les végétaux on
cite : le stigmastérol et le B-sitostérol. lls égmmtent 80 % des stérols biosynthétisés a la

surface du globe terrestf&’

Les stéroides et les triterpénes peuvent étresidéres comme formeés par
'assemblage d’'un nombre entier d'unités penta aaébs ramifiees dérivées du 2-
méthylbutadiéne. Chaque groupe de terpénes est&sda condensation téte a queue d’'un
nombre variable d'unités isoprenés!

La famille des terpénoides regroupe plusieurs &udles :

e monoterpénes : constituent la plus simple deétee sles terpénes, ils sont issus du

couplage de deux unités isopréniques. Ce sontédpsiéres des huiles essentielles, dont la

plupart existent a I'état libré* & 871
Exemple
Formule génerale des pyrethrines
Isocamphre Ri= CHz; R=H : (s} bioalléthrine

e diterpenes sont rencontrés chez les organismes marins. Cedesntomposés en
Cyo issus du meétabolisme du 2E, 6E, et 10E- gérarpyfpyro-phosphate [GGPP], trés

répandu chez les végétaux.

Exemple

HO; = =
Ode

OH
Apsianoside Ent-atisanes

Leur intérét thérapeutique est limité, ils posséden
- des propriétés anti-oxydantes dans le cas depdites phénoliques.

- des propriétés anti-tumorales dans le cas degpéites tétracycliques.
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- des propriétés antihypertensives de la forskalincoleus forkskoohliBrig.

- des propriétés édulcorantes des stéviosideshtmrcré du Paragud’

- des propriétés anti - inflammatoires et analgéesd®

e triterpenes : présentent une tres forte unitécttrale qui est fortement marquée
chez les stéroides. En premiére approximation,eut estimer qu'il n'y a pas de différences
fondamentales entre les triterpenes et les sté&rolikes derniers peuvent étre regardés comme
des triterpénes tétracycliqgues qui ont perdu, asirmim, trois méthyles. C'est d'ailleurs la
présence des méthyles en C-4 et C-14 qui a imtieahe servi a distinguer les stéroides des
terpénest®”

Exemple

Stéroides Triterpéneentacycliques

OCOCH

Cucurbitacine

Intérét des terpénes et des stéroides

Leur intérét thérapeutique est trés vaste :
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- en économie, ils sont trés importants dans ksgliédulcorants peu calarigénes, trés

utilisés dans les industries agro-alimentaires.

- ils permettent une augmentation du poids du ¢a¥psla masse musculaire et une

augmentation de la force.

- un potentiel thérapeutique dans les divers doesaincytostatiques, antiviraux,

insecticides et analgésiqués:*!

e sesquitérpenes : Un tres grand nombre des segounes sont des constituants
habituels des huiles essentielles des végétauxrisupe Ils peuvent intervenir dans les
propriétés attribuées aux fractions volatiles. €Clescas, par exemple du bisabolot et ses
dérivés présents dans les huiles essentielles ttecana

Lessesquitérpenes sont potentiellement actifs a cdeideurs fonctions lactones qui
possédent une activité antibactérienne (GssypoB. [dus, les astéracées a lactones
sesquiterpéniques sont fréquemment responsablegledmatites de contact d'origine

allergique®*

Exemple

CHO

o)
(+) - a - Santonin R= OH :Warrganal

e polyterpenes: toutes ces doubles liaisons sohypeZ (chaine prioritaire). Chaque
molécule comporte de 1000 a 5000 motifs isoprémsigugsomere ou toutes les liaisons sont

de type E est la gutta-percha qui est une matiére et cassant&’

Exemple

Caoutchouc gutta-percha
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Quelques exemples de stéroides

- Cholestérol:

Le cholestérol est le premier stéroide isolé analé 13™ siecle, & partir des calculs
biliaires d’ou son étymologie ; khole : bile etrstés : solide. Il représente 99% des stérols du

cerveau humain, et 1,2 & 1,6 % de son poids secldatissus des insectés. %!

- Hormones stéroidiques :

Les hormones males : la testostérone et l'andarstér sont produites par les
testicules. Le déhydroépiandrostérone (DHEA) atdtasténedione sont produits au niveau

du stroma (tissu interstitiel).

Les hormones femelles, oestrone, oestradiol et egtégones reglent le cycle

menstruel et I'évolution de la grosses¥e.

H
“Ha OH

HO

Testostérone Oestradiol

D’autres hormones sont produites au niveau desdgharcorticosurrénales. Les
principales sont les corticostéroides (cortisolrtisone, aldostérone) et les stéroides

androgéned?”
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Cortisone

b) Caractérisation des stéroides et terpénoides

La détection des stéroides et des hétérosidegpéitiejues, est basée sur la réaction de
Liebermann - Burchardt.

Mécanisme
1.
o
@;
~
Cﬁ (H—(P+
C -
CH3/ \OH ‘ny—SpCHg,
H
H,0 +
<«
AC
2.
—_—>
H+/Ac,0 AcO

H/ow OAc
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[11.2.2.2- Saponosides
a) Définition

Les saponosides sont des hétérosides de poids utaitécélevé, appartenant aux
stérols ou triterpénes. lls se dissolvent danaul'ea formant des solutions moussantes, ils

sont caractérisés par leur action tensioactiveigabment de la tension superficiel).

La plupart des saponosides présentent des pr&pf€molytiques, certains sont des

matiéres premiéres pour 'hémi-synthése de moléaulédicamenteuses stéroidiqus®®!

Selon la nature des génines, et structurellemestsdponosides sont classés en deux

groupes :

- saponosides a génines stéroidiques : lls soatgpesexclusivement présents chez les
angiospermes monocotylédones et possedent un gqudke 27 atomes de carbone qui
comporte habituellement six cycles. Ce sont des/@&rdu noyau spirostane utilisés pour
I'hnémisynthése des corticoides. Ces sapogéninesegeast toujours une fonction alcool

secondaire en 3, susceptible de former une lidi®omatocétalique avec un ose ou un oside.

Spirostane

Structure générale des saponosides

- saponosides a geénines triterpenes : ils constitiaemajorité des sapogénines des
dicotylédones et possedent un squelette de 30 atdenearbone qui comporte habituellement
cing cycles. Ce sont des dérivées du nogawu le B - amyrine (pentacycle), exemple :

gypsogénine des saponaires, ou parfois du noyamdeamnne (tétracyclique).
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COOH

gypsogeénine

ag-amyrine

b) Caractérisation

Les saponosides donnent un certain nombre de @aactiolorées, non spécifiques,
mais fort utilisées pour leur mise en évidencenaligns la réaction de Libermann Burchardt.
Les réactions générales de détection des sapoaagidecomme suit:

- l'acide sulfurique concentré dissout les sapalesset se colore successivement en

jaune, rouge, bleu vert ou bleu violet.

- 'examen en lumiere UV, révele une fluorescentsud pour les saponosides

triterpéniques et jaune pour les stéroidiqiids.

Dans lindustrie, plusieurs méthodes de dosageg stlisées, notamment, une

gravimétrie réalisée par précipitation des sapagEnapres hydrolyse et pesée du résidu.
Mécanisme

Lors de la caractérisation des saponines en naligieux, la formation d'une couche
hydrophobe est expliquée par l'intermédiaire daisdins hydrogenes entre un ou plusieurs

groupes hydroxyles ou carboxyliques de saponitesenolécules d'ealf®”

@) Partie hydrophobe
/
H .
DI IR }
S i = i £ Partie hydrophyle
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c) Propriétés physico-chimiques

Les saponosideposseédent un ensemble de propriétés physico-chasiqui nous
facilitent leur caractérisation, éventuellemelet, pouvoir aphrogéne, I'action hémolytique
et la saveur acre. lls se trouvent sous forme phgoet sont solubles dans les solvants
organiques polaires et I'eau. lls sont pratiquemasblubles dans les solvants organiques

apolaires. Leur point de fusion est compris en@@°Z et 300°C.
d) Propriétés biologiques

Les saponosidgsosseédent des propriétés anti-inflammatoires eéoaaeémateuses. lls
sont particulierement toxiques pour les poissoraues animaux aquatiques. Actuellement,
les recherches montrent que les saponosides isolgartir des plantes utilisées dans la

médecine traditionnelle, possédent des propridtébactérienne et antifongiqué’!

[11.2.2.3- Huiles essentielles
a) Définition

Les huiles essentielles parfois appelées essences,dssnmélanges complexes de
substances odorantes et volatiles. Elles sont nbtepar deux procédés, soit par distillation
ou entrainement a la vapeur d’eau, ou plus rarepangxpression des épicarpes de citron ou
de l'orange. Pour améliorer la qualité aromatiges huiles essentielles, I'extraction se fait

a basse température et pressith.

Exemple
OH —
/K CHO ij/ >_/;/>7
/N OH
a- terpinene citronellal (-) menthol Nérol (géranium)

La teneur des huiles essentielles est généralefmibld, elle est de I'ordre de 1% a 5
%. Il existe quelque exception, exemple : Badiane tén& ou la teneur en essence est

supérieure a 5%, clou de girofle qui renferme pled5% d’essencé?
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b) Propriétés physiques

Malgré leurs différences de constitution, les ligssentielles possedent en commun

despropriétés physiques :
- ce sont généralement des liquides a températdneaire.
- leur volatilité les oppose aux ‘huiles fixes'.

- elles sont généralement incolores au jaune psdaf quelque exception (huile
d’Azuléne, de couleur bleue).

- leur densité, le plus souvent est inférieurelke cke I'eau.

- elles possedent un indice de réfractionventiélevé et sont douées de pouvoir

rotatoire.

- peu solubles dans I'eau, solubles dans les aabmltitre élevé, dans les huiles fixes

(liposolubles) et dans les solvants organiqueslssue
c) Propriétés biologiques

La diversité des constituants présents dans leteshigssentielles entraine des

activités :

- propriété de diuréese : faisant fonctionner leatogigrands émonctoires (peau avec
ses trois glandes, reins, poumons et intestindpa@litant le drainage des déchets et des

résidus hormonaux solubles et insolubles vers léonenctoires.

- propriétés spasmolytigues et sédatives: de m@wmbreuses drogues a huiles
essentielles (badiane, menthe, verveine,...) sditaeés pour diminuer ou supprimer les

spasmes gastro-intestinaux.

- propriétés irritantes : augmentent les mouvemdatbépithélium cilié au niveau de

I'arbre bronchique et I'élimination rénale d’eau p#fet local direct.
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[11.2.3- Composés azotés
l11.2.3.1- Alcaloides
a) Définition
Les alcaloides constituent avec les hétérosidemad@mrité des principes actifs des
plantes médicinales. Leur extréme importance tiume part a leur activité et d’autre part a

leur toxicité. Le terme d’alcaloides a été intraden 1818 par W. Meissner ; il rappelle le

caractére alcalin de ces substances, mettant i lprofextraction et leur dosadéo.l]

Les alcaloides sont des substances organiquelydespuvent d’origine végétale. La
présence d’azote conféere a la molécule un caradtasgque plus au mois prononce, de
distribution restreinte et douée d’activité biokpge, a faibles doses. lls sont de poids

moléculaires extrémement variables et certains grtuatteindre un poids de 1000 g/mol.

Les alcaloides existent sous forme de sels (malat@sonates, isobutyrats, ...) et sous

forme d’'une combinaison avec les taniffs’” 1°20n distingue trois classes d'alcaloides :

e alcaloides vrais

lls sont issus seulement du regne végétal, ilstentisa I'état de sels et sont bio-
synthétiguement formés a partir des acides aminés.

H3C_ N

(-) Hyoscyamir
e pseudo-alcaloides

Il s’agit dans la majorité des alcaloides terpéegquls présentent le plus souvent,

toutes les caractéristiques des alcaloides vrais ne sont pas dérivés des acides aminés.
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N g
H
Ch !
B - Skytantine (+) - Conine

e proto-alcaloides

Ce sont des amines simples dont l'azote n'est pm$us dans un systeme

hétérocyclique. Ils ont une réaction basique et étaborésn vivo a partir d’acides aminés.
[44, 103]

(+) — Cathionone
b) Propriétés physico-chimiques

Les alcaloides sont le plus souvent des solidesatlisables, rarement colorés, la
plupart sont doués de pouvoir rotatoire (capabdedéVier la lumiere polarisée). Certains sont
des liquides a température ordinaire (alcaloides®igdéement non oxygénés), ce sont des
composes a caractere basique. lls donnent desngsdsles acides minéraux (chlorhydrates,

sulfates, nitrates, ...), ou organiques (tartrateiéamates, ...)"*%%

Leur solubilité dans les différents solvants vammefonction du pH, c’est a dire selon

leur état :

- a I'état basique : ils sont solubles dans legastb organiques non polaire et polaire

et sont insolubles dans I'eau.

- a I'état sel : ils sont solubles dans les sdivgrolaires et I'eau et sont insolubles

dans les solvants organiques non polaft&s.
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c) Caractérisation

Les extraits secs sont repris dans I'acide chlaiye (1N) en additionnant quelques
gouttes du réactif de Wagner, afin d’obtenir uncfi¢ée brun indiquant la présence des
alcaloides.'® La caractérisation spécifique est possible pourdiéférents groupes des

alcaloides :
- le réactif de Vitali-Morin pour les alcaloidesmi@yau tropane estérifié.
- le réactif de Van Urk pour les alcaloides indonig{té”

d) Propriétés biologiques

Les drogues a alcaloides ont une importance caasildeen thérapeutique. Certaines
agissent au niveau central, d’autres sur le systeargeux autonome : sympatholytique
(ergotamine) et d’autres ont des propriétés angisfinés, anti-tumorales, ... . Elles agissent a

faibles doses, mais peuvent méme étre tres toxig s faible dose.
Exemple
Aconitine : dose unitaire 0.2mg ; dose mortelled. 1

OH

Q_
\ ||IIIII|||||||||”
e) s Q,
A / ’///
/—N
o .lIII||||I
N . ”//
OH CEN
@] O\
/ o}

Aconitine (C34H 37N 011)
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IV- POURQUOI LES PLANTES FABRIQUENT-ELLES CES METAB OLITES
SECONDAIRES ?

Les animaux sont mobiles pour chercher leur naugjtpour échapper aux prédateurs
et pour se reproduire. En revanche, les plantesisonobiles ou presque, elles ont da alors,
développer des stratégies pour survivre et se depe Les métabolites secondaires sont

donc probablement impliqués étroitement dans ceggies :
a) dissuader les prédateurs :

- les odeurs repoussent les herbivores.

- les plantes toxiques ‘éduquent les herbivoresa&vViter’ pour ne pas étre broutées.
b) attirer les pollinisateurs :

Les couleurs et les odeurs attirent les insectes. eRemple, certaines orchidées
synthétisent des phéromones sexuelles qui sontsdestances volatiles émises par les

insectes femelles pour attirer les males.
c) décourager la compétition vis-a-vis d'autres egges :c'estl'allélopathie.

Certaines plantes émettent des substances pouseinka croissance des autres
plantes ; c'est le cas du noyer qui produit dgu¢done qui inhibe la croissance des autres

plantes dans un rayon de 8 m autour du tronc.

V- PRINCIPAUX GROUPES DE COMPOSES ANTIMICROBIENS DE S VEGETAUX

L’activité antimicrobienne est souvent considécéenme caractéristique des huiles
essentielles!® Plusieurs études ont été réalisées sur les plaotesdéterminer en général,
les propriétés médicinales et en particulier legppétés antimicrobiennes. Récemment, Chen
et al. ont isolé une quinoline alcaloidique qui manifestee activité antimicrobienne
considérable!®”1%! Des antimicrobiens phytochimiques peuvent étrésé#/en plusieurs
catégories, décrites ci-dessous et récapituléeslddableau I.1.
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V.1- LES COMPOSES PHENOLIQUES ET POLYPHENOLS

V.1.1- Phénols simples des composés phénoliques

Dans I'ensemble, les phénols sont bactéricidesawiss des bactéries Gram (+) et
Gram (-), parfois des mycobactéries, et non vissades spores bactériennes.

L’activité augmente avec la longueur des chaindstguantes en para (sur le C4)
jusqu’'a 6 atomes de carbone mais diminue par & s relation inverse avec la solubilité

dans 'eau.

L'acide caféique composé des terpénoides et isolésttagon’ et du ‘thym’, est

efficace contre les viru§!® les bactérie$!' *?et les mycéted*?

Le catéchol, un phénol simple est actif contrevlass, les bactéries et les mycetes. Le

pyrogallol s’est avéré également toxique aux mamganismes:**!

Par ailleurs, quelques auteurs ont constaté quehi@sols plus fortement oxydés sont
les plus inhibiteurd!***®D’autres composés phénoliques possédant une cBaitaérale a
un niveau plus bas d'oxydation et ne contenantrangygéene, sont classés en tant qu'huiles
essentielles et sont souvent cités comme antimameb L'eugénol est un représentant bien
caractérisé trouvé en huile de clou de girofle st @nsidéré bactériostatique contre les

mycéted*? et les bactérie§*?

V.1.2- Quinones

Les quinones sont reconnues par leurs effets amiiiens™”! Kazmi etal. **® ont

décrit une anthraquinone Halica de casséarbre pakistanais) qui est,

- bactériostatique contre lePseudodiphthericum de bacille anthragitede
Corynebactérieet dePseudomonas aeruginosg

- bactéricide contre déasseudomalliae de pseudomonas

Récemment, I' hypericin, une anthraquinone a s@éds#taucoup d’attention dans la
pression populaire en tant qu'antidépresseur. B5,18es études ont montré ses propriétés

antimicrobienned!*l
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V.1.3- Flavones, flavonoides, et flavonols

Les flavonoides sont reconnus comme étant synfledtisar des plantes en réponse a

el120]

l'infection microbienn Il ne devrait pas étre étonnant si elles se se@teasn vitro des

substances antimicrobiennes efficaces contre warelgrsélection de micro-organismes.

Des flavonoides plus lipophiles peuvent égalemeattupber les membranes
microbiennes™®* La catéchine, la forme la plus réduite de l'u@dans des composés de
flavonoides, se trouve dans le thé vert d’'Oolongxatrce une activité antimicrobienHé?!
contre Vibrio choléraO1, ™ Streptococcusnutant,*** 1%!Shigellg *?®! d'autres bactéries

et micro-organismes.

V.1.4- Tanins

Les tanins empéchent la croissance d'inseftes et perturbent des événements
digestifs chez les animaux ruminant€® Scalbert!*®® a passé en revue les propriétés
antimicrobiennes des tanins en 1991. Il a énum@ré&tBdes qui avaient documenté les
activités inhibitrices des tanins. Selon ces études tanins peuvent étre toxiques aux

mycetes, aux levures, et aux bactéries filamenseuse

Les tanins condensés ont été déterminés pour éiemtlrs de cellules des bactéries
ruminales, empéchant la croissance et l'activitpmeéasesi’*® Bien que ce soit encore
spéculatif, des tanins sont considérés au moinsef@ment responsables de I'activité
antibiotique des extraits méthanoliques de I'écae®erminalia alata trouvée au Népaf!
Cette activité a été augmentée par I'activatiofudgére UV (320 & 400 nm & 5 W#mour 2
heures).

Par ailleurs, deux études ont montré que les tasmst des inhibiteurs aux

transcriptases renversés virali®: **!

V.1.5- Coumarines

En date de 1996, au moins 1.300 coumarines éritiéntifiées™* Leur renommée
provient principalement de leurs activités antithbiques, anti-inflammatoires et vaso-

dilatoires [*35 136]
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Warfarin une coumarine particulierement bien connest employée comme
anticoagulant oral et comme rodenticifd”! Cette derniére peut également avoir des effets
antiviraux. D’autres coumarines ayant les propsié@timicrobiennes, ont été employées
pour empécher la récidivité des blessures froidesquuées par HSV-1 chez I'homnfé®

En revanche, elles ont été trouvées inefficacesedalepre!>

Les acides hydroxycinnamiques liés aux coumarisemblent étre inhibiteurs aux
bactéries Gram (+)!*® En outre, des phytoalexines, qui sont les dérhwidroxylés des
coumarines, sont produites dans les carottes emsépa I'infection fongique et peuvent étre
présumées d'avoir des molécules & activité antitprg ¥ Les extraits d'aspérule

(Odoratum de gaillet) manifestent une activitéraitiobienne!**?

V.2- LESTERPENOIDES ET LESHUILES ESSENTIELLES

Les terpénénes ou terpénoides sont actifs corstrealetéries**14? les mycetes?*®

144 1es virus*** 1 et les protozoairest*® M“'En 1977, il a été signalé que 60% de dérivés
d’huiles essentielles examinés étaient inhibitewrs mycetes tandis que 30% empéchaient la
croissance des bactéri€s®” Récemment, Cichewicz et Thorpe ont constaté qoapaaicine
pourrait augmenter la croissance ddisicans candideet empécher la croissance de diverses
bactéries™" Les terpénoides du tréfle pourpre de prairierdation soluble dans I'éthanol)
ont montré une forte activité contBacillus subtiliset Staphylococcus aurewst une faible
activité contre les bactéries Gram (-) et ddsicans candida*®? Deux autres diterpénes
isolés par Batista etl., se sont avérés actifs conBseudomonas aeruginosa, Staphylococcus

aureuset les espéces agandida 2%

V.3- LESALCALOIDES

Le premier exemple médicalement utilisé, d'un alie était la morphine isolée en
1805 de I'oeillettePapaversomniferum™®® Le nom de morphine vient du Morpheus grec, un
dieu des réves. La codéine et I'héroine sont lex dérivés de la morphine. Des alcaloides de
diterpénoide, généralement isolés Rienunclus bulbosus’avérent avoir généralement des

propriétés antimicrobienne$®*** Solamargine, un glycoalcaloide des baies du Khasia
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de Solanum, et d'autres alcaloides peuvent éties utbntre I'infection par le HINA>" 1581
aussi bien que contre les infections intestinaéeslau SIDA®

TABLEAU 1.1 : Les principales classes des composés antimicrodesigegétaux

Classe

Sous classe

Exemple

Mécanisme

Phénoliques

Phénols simples

Catéchol

Epicatéchine

privation de substrat

Rupture de membrane

Acides Phénolique

acide cinnamique

/1
Quinones Hypericin Lié aux adhésions, complexes
avec le mur de cellules,
inactive les enzymes
Flavonoides Chrysin Grippage aux adhésions
complexes avec le mur de
Abyssinone Inactiver les enzymes
empécher le transcriptase
renversé d'HIV
Flavonoles Totarol Il
Tanins Ellagitannin Le grippage aux protéines liees
au complexe de privation de
substrat d'inhibition d'enzymes
d'adhésions avec la
complexation d'ion en métal de
rupture de membrane de mur
de cellules
Coumarines Warfarin Interaction avec I'ADN
eucaryotique (activité
antivirale)
Térpenoide, oy
b Capsaicine Rupture de membrane
Huiles 1
essentielles
Berbérine Intercaler dans le mur de
) o cellules et/ou 'ADN
Alcaloides Pipérine
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VI- RESISTANCES BACTERIENNES — INFECTIONS NOCOSOMIA LES

Les complications d’origine hospitaliere dues anfedtions sont en augmentation. En
effet, une grande variété d’'agents bactériens egifpes impliqués dans les infections
nocosomiales (IV) sont fréqguemment multirésistamtsx antibiotiques (ATB). Les
complications d’origine hospitalieres dues aux dtitens bactériennes et fongiques sont de

plus en plus en augmentation.

L’infection nocosomiale est devenue pour ainsi tobfgme important qui prendra de
I'ampleur dans le futur compte tenu, de I'évolutidédmographique de nos sociétés et de
I'utilisation des ATB d'une facon irrationnale. Dfait de I'accumulation des résistances
naturelles et acquises, les bactéries sont devenukisésistantes aux antibiotiques (BMR) et
elles ne sont plus sensibles qu’a un petit nombaatidiotiques habituellement actifs en
thérapeutique. Les taux d’infections reportés dargtérature varient de 1.8 a 9.4 par 1000
patients infectés par jout®”

VI.1- CARACTERISTIQUES EPIDEMIOLOGIQUES

Parmi les principales espéces bactériennesiréuidtantes (BMR) responsables

d’infection nocosomiale (IN), nous citons :
a) Staphylococcus aureugsistant a la méticilline (SARM)

Staphylococcus aureusst une des deux principales espéces responsdiiiied es
SARM représentent 5 a 10% des bactéries isoléefN\ddls sont principalement impliqués
dans les IN cutanées, du site opératoire (30%)ydies urinaires et respiratoires (20%) et les
bactériémies (10%). Les SARM, résistants a towged3Hactamines, sont aussi souvent tres

résistants aux aminosides, aux macrolides et agxdfuinolones.

Depuis quelques années, les souches de SARM sedsamrsifiées (souches de
SARM sensibles a la gentamicine), ce qui ne régmag pour autant, les problémes
thérapeutiques et ne doit en rien modifier la éget de lutte contre leur diffusion. En effet,
les souches de SARM sensibles a la gentamicines mésistantes au moins aux
fluoroquinolones ont rapidement diffusé dans lepitafix notamment en France, Japon,
USA, ce qui montre bien la nécessité absolue terlglobalement contre le phénoméne de
diffusion épidémique des SARNA5L165!
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b) Entérobactéries productrices dd3-lactamasex spectre étendu (EBLSE)

Les entérobactéries dans leur ensemble représetent 40% des bactéries
responsables d’IN. Les EBLSE représentent envidindkes bactéries isolées des IN. Les
infections a EBLSE s’observent sous la forme deapgmremment isolés, de cas groupés, ou
de véritables épidémies. La tendance a la diffusionale des EBLSE est bien démontrée.
Les EBLSE sont principalement impliquées dans féections urinaires (plus de 50%),
symptomatiques ou non, les bactériémies (5 a 20%g@seinfections de plaies ou de site
opératoire (10 a 20%).

Les souches d’EBLSE (principalemeKt Pneumoniag mais aussiEnterobacter
aerogenes, Escherichia coli, Proteus mirabilis,r@itacter sp). sont résistantes a I'ensemble
des R-lactamines (sauf les céphamycines et l'iripé), aux aminosides et tres souvent aux

fluoroquinolonest*®® 1%
c) Entérocoque résistant a la vancomycine (ERV)

Les entérocoques représentent 5 a 8% des bacEsgmnsables d’IN. lls représentent
environ 1% des souches d’entérocoques isoléesHpitdt et il y a environ 1% de porteurs
d'ERV dans la population général®®® En revanche, lincidence de leur port dans la
communauté peut atteindre 12 a 28% dans certays qaaopéens, |'alimentation étant une
source possible de contamination. Aux Etats-Urds, ERV représentent plus de 15% des
souches d’entérocoques isolées en unités de sumssifs. La sélection d’ERV en milieu
hospitalier a comme facteur de risque les traitesnemtibiotiques, en particulier par
glycopeptides, mais l'acquisition est aussi possipbr transmission croisée (diffusion

clonale).®®
d) Acinetobacter baumaninultirésistant (résistant a la ticarcilline) (ABR)

Les Acinetobacter baumanéprésentent 2 a 4% des bactéries responsabMslas
(ABR) jouent un réle croissant dans les IN, dansages secteurs hospitaliers (unité de soins
intensifs) et sont souvent a I'origine de bouffépgémiques dans lesquelles est impliquée la
forte contamination de I'environnement des patigrutdeurs. Certaines souches épidémiques

résistantes a imipénéme conduisent & des impaséempeutiques:®”’
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e) Pseudomonas aeruginosaultirésistant (PAR)

Les Pseudomonas aeruginoseprésentent 10 a 11% des bactéries responsalNes d
Les souches dé. aeruginosarésistantes aux [-lactamines (ticarcilline, cédiaze ou
imipénéme), qui ont tendance a étre résistantes aus aminosides et aux fluoroquinolones,
devront faire I'objet d'une stratégie spécifigu@tamment une politique de prescription
raisonnée des antibiotiques pour éviter leur énmegeet des mesures de contrdle de

I'environnement pour éviter leur diffusion qui seguit par petites épidémid&®*72

f) Entérobactéries résistantes aux [-lactamines par hyperproduction de
céphalosporinase (EBCASE)

Chez certaines especes d’entérobactéries, ercyemti Enterobacter cloacae, E.
aerogenes, Serratia marcescens et Citrobacter ffeunne proportion importante des
souches (10 a 30%) sont résistantes aux [-lactamip@ hyperproduction de
céphalosporinase. Les traitements antibiotiquesrisent I'émergence de ces souches dont le
potentiel de diffusion clonale est beaucoup plosté que celui des souches productrices de

BLSE.!*"

VII- METAUX LOURDS DANS LES PLANTES — HYPERACCUMULA TION DES
PLANTES

L’analyse chimique des plantes a montré qu’'excedade des molécules d’eau et des
ions minéraux, toutes les substances qui les ¢oesti sont des composés de carbone. Ce
sont des substances organiques qui sont souventifigles par les criblages phytochimiques.
Il est a noter que la composition minérale et paligrement celle des métaux lourds n’ont

pas éteé tres étudiées.

VII.1- NOTIONS D’O LIGOELEMENTS

Dans le monde vivant, la notion de macroélémentsicuoéléments est utilisée. Cette
notion repose sur la concentration moyenne denfiéfé dans les organismes vivants. La
limite des concentrations moyennes séparant macroickoéléments a été fixée a 100 mg/kg

de matiére seche.
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Les microéléments peuvent étre classés en deugorae: les microéléments
indispensables et les microéléments neutres. Leméléments indispensables en processus
vitaux sont appelés oligoéléments” Ces oligoéléments peuvent devenir toxiques si leur
concentration dépasse une certaine teneur dammtimme. Certains microéléments, dont le
caractéere indispensable n'a pas été mis en évidpeceent s'avérer toxiques au-dela d’'un
certain seuil : c’est le cas du plomb, du cadmitisiuemercuref!’

VIl.2- NOTIONS D’O LIGOELEMENTS DANS LESPLANTES

Les végétaux absorbent les éléments minéraux emitfugariable, ce qui permet de
distinguer des macroéléments, fournis & des dosebodire de 1d & 10° g/ml et des
oligoéléments, nécessaires a des doses beaucafaitiles, de I'ordre de 0a 10° g/ml

(parfois 10, tel que le fer), avec comme cas extréme le melgbd 18° g/ml. 7

VII.3- NoTiIoN DES METAUX LOURDS Ou ELEMENTS TRACES METALLIQUES
(ETM)

On appelle en général métaux lourds les élémentslligées naturels ou dans
certains cas, métalloides caractérisés par uneermaismétrique élevée supérieure & 5g°/cm
On trouve dans certaines publications ancienneappéllation de ‘métal pesant'.
L’appellation métaux lourds est cependant une dgpmh courante qui n’'a ni fondement

scientifique, ni appellation juridique.

Les métaux lourds sont présents dans tous les egimpats de I'environnement. Ils
sont en général, en quantités tres faibles. Oguitles métaux sont présents ‘en traces’. lls

sont aussi ‘la trace’ du passé géologique et d¢ivieé de 'homme.

La classification en métaux lourds est d’ailleussiv@ent discutée car certains métaux
toxiques ne sont pas particulierement ‘lourds’zjlec), tandis que certains éléments toxiques

ne sont pas tous des métaux ('arsenic par exentgfe}’®

Pour ces différentes raisons, la plupart des sticprgs préferent a I'appellation
métaux lourds, l'appellation ‘éléments en tracestathques’ -ETM- ou par extension

‘éléments traces’ -ET-.
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Plusieurs métaux lourds tels que Cu, Zn, Ni, CMetsont des ETM essentiels pour

les plantes, mais peuvent étre toxiques a fortearttration. Pour la plupart des espéces de

plantes, le domaine des concentrations bénéfigaeesl métaux est souvent trés étfbit!

D’autres métaux tel que le Cd ne sont pas essergieleur présence est toxique pour la

plante. Les Tableaux 1.2 et 1.3 montrent en générabdle, les seuils de carence et de toxicité

de certains métaux dans les plant&s.'8!!

Tableau 1.2 : R6le des métaux dans les fonctions des organisémsaux

Eléments Essentiel ou bénéfique Potentiellement toxique
traces (ET)

Végétaux Animaux Végétaux Animaux

Zn Oui Oui Du Dnd

Cu Oui Oui Oui ouf

Co Oui Oui Oui Oui

Cd Non Non Oui Oui

Ni Non Oui Oui Oui

Pb Non Non Oui Oui

a : toxique pour les ruminants (ovins, bétail)

Tableau 1.3: Rble au mg/kg de la matiére séche dafes plantes (ppm*)

Eléments traces (TE) Seuil de carence Seuil de toke
Fe 50 100-1000
Zn 15 100-400
Cu 3-5 20-200
Co 0-2 15-50
Cd - 1
Pb - 8
Ni 1-5 10-100

1 * ppm : partie par million (mg par kg de matiégzhe)
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Le tableau 1.4 donne les teneurs normales et laopdxicité en métaux lourdd®
dans les plantes fourrageres.

Tableau 1.4 : La phytotoxicité des plantes fourragéres en mékawpds (ppm)

Eléments traces (ET) Normale Phytotoxicité
Cd 0,1-1 5-700
Co 0,01-0,3 25-100
Fe 30-300 -
Ni 0,1-5 50-100
Pb 2-5 8
Zn 15 500-1500
Cu 3-20 25-40

VI1.5- HYPERACCUMULATION

L’hyperaccumulation des métaux lourds (Ni, Zn, Cd) chez les plantes, est la
capacité d’accumuler certains métaux jusqu’a deseamrations anormalement élevées dans
les feuilles.'®> 1831 Ce caractére reste encore incompris d’un pointue écologique et
évolutif. Toutefois, plusieurs hypothéses ont @mposées pour expliquer I'avantage
adaptatif de I’hyperaccumulation. L’hyperaccumuatinfluerait notamment sur la résistance
a la sécheresse, les interactions avec les pladiasentes et la défense contre les herbivores
et les bactéries pathogen&§**® Drautre part, ces plantes hyperaccumulatrices peuve
permettre a des bactéries métallorésistantes dévetopper dans le sol alentour.

L’accumulation a lieu apres le passage de la bbareadodermique des racines. Dans
la grande majorité des cas, les métaux extraitsotitestent concentrés dans les racines de la
plante. Ce n'est pas le cas, cependant, des plang&sllophytes ou I'essentiel de
'accumulation des végétaux a lieu dans les tigésn des mécanismes permettant aux
plantes d’accumuler des métaux toxiques sans dg@wetode pathologie, repose sur une
stratégie de séquestration du métal, qui est erbif@logiquement indisponible. Le métal est
ainsi présent dans la plante, mais sous une foroieng peut pas intervenir dans le

métabolisme vital du végétal.
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Le prélevement du métal par la plante varie sedamétal, la plante et le type des sols.
(191 On peut toutefois énoncer quelques régles géiséilads racines de la plante exercent une
forte influence sur leur environnement direct, tazosphére, en y libérant des composés
organiques et minéraux. Ces composeés sont appaédats. Ces exsudats peuvent contenir
des composés chélatant les métaux et facilitamtdassage dans la plante. La maniére dont

les métaux ou les chélats sont transférés a trévetante, demeure inconnue.

Le terme hyperaccumulation est introduit en 1974r pes plantes qui accumulent plus
que 1 mg de Ni par gramme de matiére séche dapoieses, dans leur milieu natuf&t’
Actuellement, plus de 400 especes hyperaccumudat@ppartenant a 45 familles ont été
identifiées.*®Y La plupart d’entre elles, environ 300 espéces mctent le Ni*®* %let 18
especes accumulent le Zn.

Une plante hyperaccumulatrice de Zn est définiernemlante qui accumule au moins
10 mg de Zn par gramme de matiére séche dans sssgso dans ses habitats natufefs.

Les seuils de la concentration des métaux définisblayperaccumulation varient
selon le métal considéré : 100 mg/g pour le CdO@® en MS), 1000 mg/kg pour (Pb, Ni,
Co, et Cu) (0.1%en MS) et 10000 mg/kg pour le ZMie (> 0.1% en Ms)4

Le tableau 1.5 donne le nombre de plantes hypenaglairices et la concentration des
métaux dans les feuilles en pourcentage de mate¥ehe. Parmi ces plantes

hyperaccumulatrices de métaux, on note les brassiea et les graminées.

Tableau 1.5: Le nombre de plantes hyperaccumulatrices et coratems de métaux dans les

feuilles (% de matiere séche)

Métal Concentration dans les Nombre de Nombre de

feuilles (% de matiere séche) taxons familles

Zn >1 18 5

Cu >0,1 24 11

Co >0,1 26 12

Cd > 0,001 1 1

Ni >0,1 Plus de 300 35

Pb >0,1 5 3
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VI.5.1- Brassicaceaes et graminées

Les brassicaceaes se sont montrées des plaasefokérantes aux métaux lourds.
Elles peuvent accumuler le Zn dans les pousses @&ateentrations supérieures a 1% de la
matiére seéché™®**®!La plus connue parmi ces espécesTéstlaspi caerulescensine fois
développée sur un site contaminé de métaux, efperagcumule le Zn et aussi le Cd a une
teneur supérieure & 0.1 mg / kg de MS?% Quant aux graminées, grace a leurs
déterminations génétiques et physiologiques, glmsvent tolérer des métaux et peuvent
naturellement contenir jusqu'a 1% de leur matiégéehse. D’autre part, deux graminées
Agrotis tenuiset Aristida staloniferase sont avérées trés hypertolérantes aux métaux
notamment au cuivre>(300ppm).2°22%! par ailleurs, il a été découvert que le mais et les
céréales sont aussi trés tolérants aux métauxdodtti 2°® Le tableau 1.6 donne le domaine
de concentration des deux métaux pour lesquel®rnaentration dépasse une limite fixée

pour des raisons écotoxicologiques.

Tableau 1.6: Teneurs de mais en Zn et Cd en mg/kg de matieheséc

Mais
Métal Mais normal (ppm) Mais toxique (ppm)
Zn 25 500
Cd 0,5 5

VII- INTERET DE L'HYPERACCUMULATION — PHYTOREMEDIAT  ION

Des observations ont montré que la disparition g@eduants organiques et
inorganiques était plus rapide sur les sols coawdgtvégétaux que sur les sols nus. Ainsi, un
autre aspect de la recherche sur les plantes cundeur utilisation a dépolluer les sols

contaminés par les produits organiques et inorgeasiq

Connues sous le nom de phytoremédiation, les @ahygeraccumulatrices sont
utilisées pour absorber des concentrations eéled&esnétaux par leurs racines et les
concentrer dans leurs feuilld@52"ICette biomasse est récoltée pour I'incinérer atpérer
les métaux dans les cendres afin de les réutdisenétallurgie. Enfin, la restauration des sites
contaminés par les métaux, implique la reconstitutid'une couverture végétale
(revégétalisation avec des espéces tolérantes @&teur) tant pour des raisons esthétiques

que dans un souci de protection (ruissellementsgértes).
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.- MATERIEL VEGETAL
|.1- ORIGINE GEOGRAPHIQUE ET PERIODE DE RECOLTE

Oudneya africana R.Br.constituée de racines, rameaux primaires, rameaux
secondaires, rameaux tertiaires, feuilles et freftaristida pungend.. constituée de tiges et
de feuilles ont été récoltées au mois d’Av2001 a Oued N'SSA (transect, Ouargla-
Touggourt). La récolte des plantes a été effectr&se soigneusement de maniére a ne pas

détériorer les éléments organiques et minérausepts.

|.2- IDENTIFICATION BOTANIQUE

L’identification botanique a été faite par Monsi€thehma A. (Faculté des Sciences,
Département de Biologie, Université Ouargla) efficorée par MonsieuBeloued A.(Institut
National d’Agronomie, INA, El Harrach, Alger) eniligant la flore d'Ozenda™ Un
échantillon des plantes a été déposé au nivedithadarium de I'INA et au niveau du

laboratoire de Chimie Organique, Substances N&tgret Analyses (COSNA).

[.3- TRAITEMENT ET PREPARATION DE L’ ECHANTILLON
* Lavage — Broyage

Tous les organes ont été lavés rapidement a I'esiliék, séchés a l'air libre puis
broyés.

[I- TESTS PHYTOCHIMIQUES

De nos jours, la découverte de ressources natsirdllenonde végétal reste capitale
pour la mise au point de nouveaux remedes thérgpest Ces composés chimiques sont
déterminés par une étude phytochimique qui consistaractériser les différentes catégories
de molécules existantes dans la plante. Ces desng&uvent servir, non seulement a obtenir
des principes actifs utilisés comme agents thétapes, mais aussi comme matériaux

économiques.
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Pour cela, toutes les partieOdidneya africanaR.Br. (racines, rameaux primaires,
rameaux secondaires, rameaux tertiaires, feuitlésiés) et dAristida pungend.. (tiges et
feuilles) ont été soumises aux tests phytochimigdescours de ces tests, trois solvants de
polarité difféerente (eau, éther diéthylique, étHprant été utilisés pour I'extraction des

différentes familles de composés chimiques.

[I.1- PRODUIT VEGETAL EPUISE AVEC L’ ETHANOL

Dans un ballon monocol, surmonté d’'un réfrigérargttre 50 g de matériel végétal en
présence de 300 ml d’éthanol. Porter 'ensembkflax pendant 1 heure. Filtrer le mélange,

ensuite soumettre I'extrait éthanolique aux testgasits:

[1.1.1- Alcaloides sels
Deux essais ont été réalisés :

- évaporer 20 ml de la solution éthanolique. Ajolgen| d’'HCI (10%) au résidu et
chauffer dans un bain-marie. Filtrer le mélangd&adtaliniser avec quelques gouttes d’'une
solution de NHOH (10%) jusqu'au pH 9. Extraire la solution avéthler diéthylique ensuite
concentrer a sec. Dissoudre le résidu dans du Bg).(Caractériser les alcaloides avec les

réactifs de Mayer et de Wagner.

- évaporer 20 ml de la solution éthanolique a sgoutd&r 5 ml d’HCI (2N) au résidu et
chauffer dans un bain-marie. Filtrer le mélangesmliviser le filtrat en deux parties égales.
Traiter la premiére avec quelques gouttes du fédetMayer et la seconde avec le réactif de

Wagner.
Observation Présence de turbidité ou précipitation.
(+) : est enregistré si le réactif produit une tégepacité.
(++) : est enregistré si le réactif produit unéidité et non une floculation.

(+++) : est enregistreé si le réactif produit ureitllation ou un précipité lourd.
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[1.1.2- Flavonoides

Traiter 5 ml d’extrait alcoolique avec quelqueniiges d’'HCI concentré et 0.5 g de
tournures de magnésium. La présence des flavone&tesiise en évidence si une couleur

rose ou rouge se développe en I'espace de 3 minutes

[1.1.3- Tanins

A 1 ml de solution alcoolique, ajouter 2 ml d’edi2ea 3 gouttes de solution de FgCl
diluée. Un test positif est révélé par I'apparitione coloration bleue - noire, verte ou bleue

- verte et un précipité, selon que les tanins satitéchiques, galliques ou ellagiques.

I1.1.4- Composés réducteurs
Deux essais ont été réalisés

- traiter 1 ml de I'extrait éthanolique avec 2 mkall distillée et 20 gouttes de la
liqueur de Fehling puis chauffer. Un test posist eevélé par la formation d'un précipité

rouge - brique.

- traiter 1 ml de I'extrait éthanolique avec leatfade Keller Kiliani. Un test positif
est révélé par la formation d’'un anneau brun - eoef) la solution acétique se colore

lentement en bleu - vert.

II.1.5-Anthracénosides, coumarines et anthocyanosed

Pour les anthracénosides, les coumarines et lee@m@nosides, les étapes suivantes
ont été adoptées. Prendre 25 ml de I'extrait étligum en présence de 15 ml de HCI (10%),
porter a reflux pendant 30 minutes. Refroidir lugon et I'extraire 3 fois avec 15 ml d'éther.

Traiter les deux phases obtenues séparément.
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a) Anthracénosides

Traiter 8 ml de la solution extractive étherique [@aréactif deBorntrager Un test
positif est révélé par I'apparition d’'une teinter&ivariant de I'orangée - rouge au violet -

pourpre.
b) Coumarines
Deux essais ont été réalisés :

- Evaporer 5 ml de la solution extractive étherigDissoudre le résidu dans 1 a 2 ml
d’eau chaude. Diviser le volume en deux partiesnée le demi volume comme témoin et
ajouter a l'autre volume 0.5 ml de NBH (10%). Mettre deux taches sur un papier filtre e

examiner sous la lumiére UV. Une fluorescence seandique la présence des coumarines.

- Placer 1 g d’échantillon de la plante humide damgube a essai. Couvrir le tube
avec un papier imbibé d’'une solution de NaOH, eplecer dans un bain-marie pendant
guelgques minutes. L’examen sous UV donne une fhoerce intense.

¢) Anthocyanosides

Doser la solution aqueuse acide avec une solutoiNaOH. S’il y a un virage de
couleur en fonction du pH, la présence des anthmsydes est confirmée.

- pH< 3, la solution prend une coloration rouge.

-4<pH< 6, la solution prend une coloration bleue.

[1.1.6- Stérols et stéroides
Deux essais ont été effectués

- évaporer 10 ml d'extrait alcoolique, traiter Iésidu obtenu avec 10 ml de
chloroforme anhydre puis filtrer. Mélanger 5 ml ldesolution chloroformique avec 5 ml
d’anhydre acétique et ajouter quelques gouttesidiBasulfurique concentré. Agiter puis
laisser reposer. Un test positif est révelé pagppéition d’une coloration violacée fugace

virant au vert (maximum d'’intensité en 30 minutexslaC).

61



Partie Expérimentale

- évaporer l'extrait alcoolique correspondant anilOpuis dissoudre le résidu obtenu
dans 0.5 ml d’anhydride acétique et 0.5 ml de dfitome. Traiter le filtrat avec le réactif de
Liebermann Burchardt. Si une solution bleue - veppearait, elle indique la présence des

hétérosides.

[1.2- PRODUIT VEGETAL EPUISE AVEC DE L' EAU A CHAUD

Dans un ballon surmonté d’'un réfrigérant, mettregSe racines en présence de 300
ml d’eau. Porter 'ensemble a reflux pendant 1 eekiltrer le mélange et soumettre I'extrait

agueux aux tests suivants :

[1.2.1- Amidon

Traiter 5 ml de la solution préparée avec le réatamidon. L'apparition d’'une
coloration bleue violacée indique la présence dimmi

II.2.2- Saponosides

Ajouter a 2 ml de la solution aqueuse un peu dfmais agiter fortement. Une écume
persistante confirme la présence des saponosidesidanner le mélange pendant 20 minutes

et évaluer la teneur en saponosides:
- pas de mousse = test négatif
- mousse moins de 1 cm = test faiblement positif
- mousse de 1-2 cm = test positif

- mousse plus de 2 cm = test trés positif

[1.2.3- Anthraquinones

Bouillir 1 g d’échantillon de la plante pendant quees minutes en présence de 10 ml

de KOH (0,5 N) auxquels est ajouté 1 ml dgOkdilué a 5 %. Refroidir le mélange, filtrer
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puis acidifier le filtrat avec I'acide acétique.tEaire la solution acide obtenue avec 10 ml de
benzéne. Agiter I'extrait benzénique en présencé dd de NHOH. Une réaction positive

est réevélée par la formation d’'une couleur rougaigeau de la couche alcaline.

I1.2.4- Ergolines

Traiter 5 ml de la solution aqueuse avec la réacdtie Van-Urk. Un test positif est

révélé par I'apparition d’'une coloration bleue

[1.2.5- Polyuronides

Ajouter a 2 ml de la solution aqueuse, 10 ml d'athat 4 a 5 gouttes d’hématoxyline.

L’obtention d’un précipite violet, note la présemtas polyuronides

[1.3- PRODUIT VEGETAL EPUISE AVEC L’ ETHER DIETHYLIQUE

Dans un ballon surmonté d’'un réfrigérant a reflmettre 50 g en présence de 300 ml
d’éther diéthylique. Porter 'ensemble a refluxagant 1 heure. Filtrer le mélange et le

soumettre aux différents tests suivants :

[1.3.1- Huiles volatiles

Evaporer 20 ml de solution éthérique. Le résidsiabtenu est dissout dans I'éthanol.
La solution éthanolique obtenue est ensuite conderd sec. Un test positif est révelé par
I'obtention d’'un résidu aréme. Concernant le régidas, ce dernier est saponifié. En fin de
réaction, ajouter un peu d’eau et extraire la smhuavec I'éther diéthylique

11.3.2- Acides gras

Acidifier la solution aqueuse alcaline, puis I'eaite avec I'éther diéthylique. La
solution éthérique est ensuite concentrée a sededdrpositif est révélé par I'obtention d’'un

résidu gras.
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[1.3.3- Alcaloides bases

Evaporer 10 ml de la solution éthérique. Dissoddreésidu obtenu dans 1,5 ml de
HCI (2%). Ajouter a la solution aqueuse alcaliné 2 gouttes du réactif de Maydra

formation d’un précipité blanc jaunatre indiquetésence des alcaloides bases.

[1.3.4- Emodols

Evaporer 3 ml de l'extrait éthérique. Dissoudrerdésidu dans 1 ml de NOH
concentré. Ensuite traiter la solution avec latiéaade Borntrager. Un test positif est révelé

par I'apparition d’'une teinte vive variant de I'agée — rouge au violet pourpre.

[1.4- REACTIFS DE CARACTERISATION
[1.4.1- Alcaloides
a) Réactif de Mayer

Dissoudre 1.358 g de HgQlans 60 ml d’eau. Dissoudre 5 g de Kl dans 1@eau.
Mélanger les deux solutions puis ajuster le voluotal & 100 ml d’eau. Les alcaloides

donnent avec ce réactif un trouble ou un précigaéc.
b) Réactif de Wagner

Dissoudre 2 g de Kl et 1.27 g dedians 75 ml d’eau. Ajuster le volume total a 100 ml

d’eau. Les alcaloides donnent avec ce reactif @aipité brun.

I1.4.2- Stéroides, hétérosides stéroidiques et tetpéniques
Réaction de Liebermann Burchardt

Mélanger 5 ml de solution a tester avec 5 ml d’'alniale acétique et quelques gouttes
d’acide sulfurique concentré. Agiter et laisserstdution reposer 30 minutes a 21°C. Les

stéroides donnent avec cette réaction une colaraimacée fugace virant au vert. D’autre
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part, cette réaction donne avec les hétérosidesidigues et triterpéniques respectivement
des colorations verte - bleue et verte - violette.

I1.4.3- Anthraquinones, anthracénosides et émodols
Réaction de Borntrager

En milieu alcalin aqueux, ces composés donnentsallgion une teinte vive variant,
selon la structure et les substituants de la q@inde I'orangée - rouge au violet pourpre plus

Ou moins violacé.

I1.4.4- Composés réducteurs
a) La liqueur deFehlingest un mélange de deux solutions:
Fehling A: dissoudre x g de CugBH,0O dans 50 ml d’eau distillée.

Fehling B: dissoudre 6.5 g de NaOH, 17.3 g de tartrate deusoet potassium dans
35 ml d’eau distillée puis compléter le volume arBD Les composés réducteurs donnent

avec le réactif de Fehling un précipité rouge beiqu
b) Réaction de Keller- killiani

L’addition de 5 ml d’acide sulfurique concentré tmrant des traces de sels ferriques
a une solution de volume 5 ml d’hétérosides daaside acétique concentré contenant
également des sels ferriques conduit a la formadion anneau brun - rouge. La solution

acétigue se colore lentement en bleu - vert.

[1.4.5- Amidon
Réactif d’amidon

Dissoudre 1.2 g diode dans 50 ml d'eau distillé@tenant 2.5 g d’iodure de
potassium. Chauffer pendant 5 minutes. Diluer jizs§00 ml. Chauffer 5 ml de la solution a

tester avec 10 ml d’'une solution de NaCl saturéesdan bain-marie jusqu’a ébullition.
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Ajouter le réactif d’amidon. Un test positif esvéf par I'apparition d’'une coloration bleue -

violacée.

11.4.6- Ergolines
Réaction de Van Urk

L’'addition de la p-dimethylaminobenzaldehyde enemil acide a la solution

d’ergoline donne une coloration bleue

[lI- APPAREILS ET METHODES EXPERIMENTALES
[11.1- A PPAREILS

Les chromatographies analytiques sur couche miG€M) ont été effectuées sur
plaques de silice Kieselgel 60 F254 Art. 5719 Merck

Les produits sont révélés par extinction de fluoeese en lumiere UV a 254 nm,
fluorescence en lumiére UV a 366 nm et par le iiéaatmolybdate d’ammonium (100 g de
molybdate d’ammonium + 1000 ml,8/H,SO, concentré). Ce réactif révele beaucoup de

COMpOSES organiques apres pulvérisation et chauffagjuelques minutes.

Les chromatographies préparatives sur couche @pé3SE) ont été réalisées sur
plaque de silice Kieselgel 60 PF254 Art.7747 Merck.

Les chromatographies préparatives sous moyennsigne®.5 bar) ont été exécutées

sur colonne :
- silice Kieselgel 60H Art.7736 Merck.
- silice Kieselgel 40H Art.7734 Merck.

Les spectres de masse (SM) ont été enregistrésnsappareil de type AEI MS-50
pour I'impact électronique (IE).

Les spectres de RMN 1H ont été enregistrés surapgmreils Bruker de type
WP200SY (calculateur Aspect 2000), AC200 (calculatAspect 3000) et WM 400. Les
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déplacements chimiques)(sont exprimés en ppm par rapport au tétramétagksi(TMS)
pris comme référence interne. J est la constanteodplage exprimée en hertz (Hz) et H
I'intégration. Les abréviations s, d, t, g, dd, @signent respectivement singulet, doublet,

triplet, quadruplet, doublet dédoublé et multiplet.

Les spectres en lumiére infrarouge (IR) ont étaligés sur spectrophotomeétre Nicolet

FIT-IR 205. Les bandes d’absorption sont exprineesm’.

Les spectres en lumiére ultra-violette (UV) ont étéegistrés sur spectrophotometre
Perkin-Elmer Lambda 5 UV/visible. Les échantillsmnt en solution dans le méthanol et

sont placés dans une cuve en quartz de trajetuaptiq 1 cm.

Les spectres de RMN 13C sont enregistrés sur |earais Bruker de type WP200SY
(calculateur Aspect 2000), AC200 (calculateur A$[3890) a la fréquence de 50.2 MHz. Les

déplacements chimiques sont exprimés en ppm.

[1l.2- M ETHODES EXPERIMENTALES
[11.2.1- Préparation des échantillons pour la specbmétrie UV

L’échantillon en solution est placé dans une cuvewartz de trajet optique de 1 cm.
La solubilisation de I'échantillon est réalisée @de méthanol trés pur ou de I'éthanol a 95%.
La concentration idéale pour I'obtention d’'un bgredre est d’environ 40 mg/l. Pour y
parvenir, on pése sur une balance de précision 8ergroduit que I'on solubilise dans 2 ml
de solvant. On préléve exactement 1 ml de cettdisol(soit 1 mg de I'échantillon) pour le

diluer dans une fiole jaugée de 25 ml. La concéptralu produit est alors de 40 mg/I.

[11.2.2- Déroulement d’'une étape de purification pa chromatographie
a) choix du matériel

Le choix de la colonne est déterminé par la masd&chantillon.

- 10 mg de produit pour une plagque couche minceMLC

- environ 50 mg de produit pour une plague couglaésée (CCE).
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- la colonne devient nécessaire pour un échantiliopoids supérieur a 200 mg.
b) Choix de la taille de la colonne

Le poids d’adsorbant nécessaire est égal a 30daisasse de I'échantillon. Le choix
de la colonne est telle que la hauteur de I'adsurthait étre égale a 8 fois son diametre.

c) Essai de différents systemes de solvants par CCnalytique

Avant de purifier un produit, il faut trouver unégse mobile efficace, c’est a dire

permettant de parvenir a :
- une bonne élution du produit a isoler.
- une bonne séparation des composants du mélange.

- une bonne résolution (le produit doit lors derdaélation présenter une forme
homogeéne, la zone ou il se trouve ne doit pasti@tpeétalée).

d) Récupération du produit

En CCM et CCE, le produit est révélé par fluoreseemtraviolette (ou par extinction
de fluorescence). La zone de silice ainsi idemtiiét récupérée par grattage, puis versée sur
un Schott en verre fritté. Le produit adsorbé ssrdraines de silice est élué avec un solvant
tres polaire (ChKCl, + MeOH 20%). Ensuite, on procede a I'évaporationrprécupérer le

produit pur.

[11.2.3- Remarques diverses

- Toute étape de purification commence par une CCallydque, non seulement pour
vérifier I'efficacité d'un systeme de solvants, shaussi pour déterminer les produits a isoler.
Il est rare en effet, de pouvoir séparer tous tesposants d’un mélange. Il faut bien souvent
se contenter d'isoler le(s) produit(s) majoritas)e(Néanmoins, les fractions peu intéressantes
sont aussi récupérées pour procéder au bilan nuasdejla manipulation.

- L’isolement d’'une fraction apres une premiére chatographie de colonne sur gel
de silice conduit rarement a un produit pur. L'gsal de la fraction récoltée, conduit la

68



Partie Expérimentale

plupart du temps a observer un mélange complexedguia étre soumis a une nouvelle

purification.

- En CCE, la séparation de deux composés tres procBesssite parfois deux
élutions : la plaque chromatographique est séghég soumise a une seconde migration.

- En CCM analytique, on utilise des plagues de fdilaleteur, dont le temps d’élution
dépasse rarement 10 minutes. En revanche, en G&parptive, les plaques sont plus hautes
et le temps d’élution d’environ une heure permet umeilleure séparation des composés.
Cependant, on observe quelquefois, I'apparitionndaveaux produits (indiscernables en
CCM analytique), qui compliquent le processus dgfipation car la quantité de produit

déposé en CCE est plus importante, et les impudetdsnnent visibles.

- En raison de la forte polarité des produits, ddgasis trés éluants (c’est a dire a
forte proportion en méthanol) ont été utilisés. méthanol ayant tendance a solubiliser la
silice, I'élution des produits s’accompagne d’upeayp de silice qui pollue et rend aberrant le
calcul de la masse de produit isolé. Il faudra daltérieurement redissoudre le produit dans

un solvant moins polaire, qui insolubilisera lacsil

- Enfin la numérotation des fractions suit les eggbuivantes : si 'on prend I'exemple
de la fraction OA1H, OA désigne le nom de la plaf@adneya africang 1 indique la
premiere colonne de purification, enfin H détermiizedre de sortie de la colonne ou la
position de la fraction au niveau de la plaque etamgraphique. Ainsi lorsqu’on travaille en
phase normale, la polarité du produit augmente darsens croissant. Donc la fraction A
représente la premiére fraction éluée hors deltmoe ou, la fraction dont le coefficient de

rétention (Rf) est le plus élué dans le cas deGl.

IV- EXTRACTION-PURIFICATION

Les tanins, les terpénoides, les saponosides ditalamnoides sont extraits par une
solution aqueuse, mais ils sont le plus souvergralst par un solvant moins polairg® - 2!
Il a été prouvé que l'acétate d’éthyle (AcOEt) eeiéthanol (MeOH) sont de bons solvants
d’extraction. Ainsi nous avons utilisé 'AcOEt poextraire les stérols et les stéroides a partir
des feuilles et des fruits @udneya africanaR.Br. et des tiges et des feuillesAdstida
pungend.. Ces extraits sont notés respectivement LA, FrA,efAA. Les autres composés
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trouvés tels que les flavonoides, les saponositdéssdanins ont été extraits par le MeOH.

Les extraits obtenus sont notés respectivementitM, TM et FM.

IV.1- FRACTIONNEMENT DE L’'EXTRAIT D’ACETATE D’ETHYLE DES FEUILLES ET

DEsFRuITS D’ OUDNEYA AFRICANA R.Br. (LA, FrA)

Nous avons soumis I'extrait LA (6610 mg) au frantiement par chromatographie sur
colonne de gel de silice. Nous avons regroupé reestions en fonction de leurs Rf apres
analyse sur CCM. Le Rf est le facteur de rétentlaes constituants d’'un meélange sont

caractérisés par le facteur de rétention Rf calpatda formule :
Rf = distance parcourue par le composé / distana®pare par le solvant.

Le Rf dépend des constituants analysés, de I'adabsei du systeme d’élution.

IV.1.1- Isolement des composésd 2

L’extrait des feuilles LA (6160 mg) a été purifi@rpchromatographie sur colonne de
silice avec un gradient de solvants £Li4 / MeOH. Nous avons obtenu 9 fractions (OA1A,
..., OAll) (tableau 11.1).

Tableau 1.1 : Fractionnement de I'extrait d’AcOEt des feuild©udneya africand.Br.

Eluant Fractions Masse (mg)
CH.CI, OA1A 423
OA1B 342
CH,Cl,/MeOH (99 : 1) OA1C 454
CH,Cl,/MeCOH (98 : 2) OA1D 340
CH.CI,/MeOH (97 :3) OAlE 283
CHCI,/MeOH (95 : 5) OAlF 256
CH.CI,/MeOH (90 : 10) OA1G 53
CH,Cl,/MeOH (80 : 20 OA1H 554
CH,Cl,/MeOH (60 : 40) OA1l 387
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Le bilan massique montre que 3090 mg ont été r@ééapéur les 6610 mg
chromatographiés, soit un rendement de 46.74%.

Une deuxieme séparation chromatographique effectuéecolonne de silice de la
fraction OA1B en utilisant comme éluant HeptakeOELt (8 : 2), nous a permis d’obtenir
cing fractions (tableau 11.2). Les fractions OA2B3A2C ont conduit aux deux composes : le

composél (stigmasténol), et le compogé[3-sitosterol).

Tableau 11.2 : Fractionnement de la fraction OA1B

Eluant Fractions Masse (mg)
OA2A 135.7
Heptane / AcOEt (8 : 2) OA2B 68
OA2C 59
OA2D 14
OA2E 26.5

Le bilan massique montre que 297.7 mg ont été é@éspsur les 342 mg

chromatographiés, soit un rendement de 87.04%.

IV.1.2- Isolement du composé 3

La fraction OA1F (256 mg, tableau II.1) est chroogaaphiée sur colonne de gel de
silice en utilisant comme éluant Heptane /Acétod® :5). Cette chromatographie nous a
donné cinq fractions (tableau I1.3).

Le bilan massique montre que 211.5 mg ont été é&éspsur les 256 mg
chromatographiés, soit un rendement 82.61%. Laidrad®A3C a conduit au compose
(stigmasteérol).
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Tableau 11.3 : Fractionnement de la fraction OA1F

Eluant Fractions Masse (mg)
OA3A 63
Heptane / Acétone (99 : 1 OA3B 49
Heptane / Acétone (97 : 3 OA3C 23
Heptane / Acétone (95 : 5 OA3D 59
Heptane / Acétone (92 : 8 OA3E 17.5

IV.1.3- Fractionnement de I'extrait d’acéetate d'éthyle des fruits d'Oudneya
africana R.Br. (FrA)

Le fractionnement de I'extrait d’acétate d’éthykesdruits dOudneya africandR.Br.

(FrA) nous a donné les mémes produits (stigmastfrsitostérol et stigmastérol).

IV.2- FRACTIONNEMENT DE L' EXTRAIT DE METHANOL DESFEUILLES D’ OUDNEYA

AFRICANA R.Br. (LM)

Nous avons repris I'extrait méthanolique dans I'adistillée jusqu’a dissolution
complete (avec un Iéger chauffage). La phase agueate extraite a 5 reprises par le toluéne,
puis par 'AcOEt, I'éther diéthylique et ensuiterda butanol. Les phases organiques de
chaque extraction pour chaque solvant sont réusé)ées, puis évaporées pour donner un

résidu sec.

Le résidu de I'acétate d'éthyle a été ensuite,figupar chromatographie sur colonne
de gel de silice. Les 271 fractions (de 15 a 20 coljectées ont été rassemblées en 11

échantillons (tableau 11.4).

Le bilan massique montre que 314 mg ont été réésp&ur les 322 mg

chromatographiés soit un rendement de 97.63%.
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Tableau 1.4 : Fractionnement de I'extrait de méthanol des fesilOudneya
africanaR.Br. (LM)

Eluant Fractions Masse (mg)
CHCl; OA4A 123
OA4B 107
CH.CI,/MeOH (99 : 1) OA4C 53
CH.CI,/MeOH (98 : 2) OA4D 98
CH.CI,/MeOH (95 : 5) OA4E 462
CH,Cl,/MeOH (90 : 10) OA4F 216
OA4G 505
OA4H 363
OA4l| 597
OA4J 406
OA4K 214

I\V.2.1- Purification de la fraction OA4F (216 mg)
Systeme de solvants : AcOEt / cyclohexane (7 : 3)
4 plaques de CCE

Résultats : nous avons obtenu cing fractions :

- OABA (96 mg)

- OABB (27.6 mg)

- OA5C (19.7 mg)

- OA5D (21.3 mg)

- OASE (42.1 mg)

L’analyse de ces fractions en CCM révele des mésrmgpmplexes de nombreux

produits.
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I\V.2.2- Purification de la fraction OA5A (96 mg)
Systeme de solvants : cyclohexane / AcOEt (5 : 5)
2 plaques de CCE

Résultats : nous avons isolé trois fractions :

- OAGBA (19 mg)

- OA6B (16.6 mQ)

- OA6C (33.7 mg)

Ces fractions analysées par CCM révelent aussinééenges complexes de nombreux

produits. En raison de leurs faibles poids, cedtifsas ne peuvent donc pas étre étudiées.

La fraction OAGC présente plus de 5 taches révéaanolybdate d’ammonium.

I\V.2.3- Purification de la fraction OA6C (33.7 mg)
Systeme de solvants : cyclohexane / AcOEt (5 : 5)
1 plagque de CCE

Résultats : nous avons obtenu trois fractions :

- OA7A (7.3 mg) : mélange

- OA7B (11.2 mg) : mélange

- OA7C (13.7 mg) : mélange

IV.2.4- Purification de la fraction OA5C (19.7 mg)
Systéme de solvants : Hexane / Acétone (6 : 4)
2 plaques de CCM

Résultats : nous avons obtenu deux fractions :
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- OAB8A (4.7 mg) : produit monotache
- OA8B (4 mg) : produit monotache

Le produit OABA présente une coloration rose apr@gélation au molybdate

d’ammonium. Vu les faibles quantités obtenues dlgse de ces composés est difficile.

IV.2.5- Purification de la fraction OA5D (21.3 mg)
Systeme de solvants : Hexane / Acétone (6 : 4)

2 plaques de CCM

Résultats : nous avons obtenu trois fractions :

- OA9A (2.9 mg) : monotache

- OA9B (6.9 mg) : monotache

- OA9C (3.5 mg) : mélange

La également, vu les faibles quantités obtenuemjalyse de ces composés est

difficile.

IV.2.6- Purification de la fraction OA4l (597 mg)
Une colonne de diamétre 18 mm est remplie avecdéssilice n° 7734.
Solvant : gradient de Gigl, /MeOH (90 : 10)

Le produit n’étant pas soluble dans le solvant élead, il a été mélangé a de la silice
moyenne (grains plus gros) pour obtenir une pateagété déposée par sédimentation au

sommet de la colonne.

Résultat : les résultats que nous avons obtenusisanés dans le tableau II.5.
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Tableau I1.5 : Fractionnement de la fraction OA4I

Eluant Fractions Masse (mg)

OA10A 12.7
OA10B 27.5
OAl0C 17.5

CH,Cl,/MeOH (95 : 5) OA10D 21.5

CH.CI,/MeOH (90 : 10) OA10E 9.2
OA10F 17
OA10G 37.9
OA10H 47.6
OA10I 72.3
OA10J 40.6

Le bilan massique montre que 303.8 mg ont été é&éspsur les 597 mg

chromatographiés, soit un rendement de 50.88%.

En CCM analytique, les fractions OA10G et OA10H siprésentent, entres autres, un

composé dont la révélation au molybdate d’'ammorganduit a une coloration mauve.

D’autre part, les fractions OA10l et OA10J nousspréent aussi un produit tres net

apres révelation avec le méme réactif. Ces dewysoont été donc isolés.

I\V.2.7- Purification de la fraction OA10J
Systeme de solvants : GEl, / MeOH (90 : 10)

1 plague de CCE

Résultats : nous avons obtenu deux fractions :
- OA11A (21.9 mg) : mélange

- OA11B (6.9 mg) : monotache
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IV.2.8- Purification de la fraction OA10I

Systeme de solvants : GEl,/ MeOH (90 : 10)

1 plague de CCE : cette plague a été deux foieelué
Résultats : nous avons obtenu trois fractions :

- OA12A (30.9 mg) : mélange

- OA12B (6.9 mg) : mélange

- OA12C (17.6 mg) : monotache

La comparaison par CCM analytique nous prouve gsgioduits OA11B et OA12C

sont bien les mémes. Ces deux fractions sont rdd&€empour nous donner le proddit

(épicathéchine).

IV.2.9- Purification des fractions OA10G et OA10H
Systéeme de solvants : GEl,/ MeOH (90 : 10)

2 plaques de CCE

Résultats : nous avons obtenu deux fractions :

- OA13A (32.9 mg) : mélange

- OA13B (19 mg) : monotache (RMN)

La fraction OA13B nous a conduit au compbgépiafzéléchine).

IV.3- FRACTIONNEMENT DE L' EXTRAIT D'ACETATE D’ETHYLE DES TIGES ET DES

FEUILLES D’ARISTIDA PUNGENSL. (TA ET FA)

Le fractionnement de I'extrait TA (2000 mg) a éfteetué par chromatographie sur
colonne de gel de silice. Les fractions sont regéas en fonction de leurs Rf aprés analyse

sur CCM.
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IV.3.1- Isolement des composésd 7

L’extrait des tiges TA (2000 mg) purifié par chrawgraphie sur colonne de silice
avec un gradient de solvants &H, / MeOH, nous a donné 6 fractions (AP1A, ..., AP1F)
(tableau 11.6).

Tableau 11.6: Fractionnement de I'extrait d’acétate d’éthyle tiges dAristida

pungend.. (TA)

Eluant Fractions Masse (mg)
AP1A 351.1
CH,Cl,/MeOH (99 : 1) AP1B 403.7
CH,Cl,/MeOH (97 : 3) AP1C 534.7
CH,Cl,/MeOH (95 : 5) AP1D 184
CH,Cl,/MeOH (90 : 10) AP1E 78.9
AP1F 387.7

Le bilan massique montre que 1940 mg ont été rééapdur les 2000 mg

chromatographiés, soit un rendement de 97%.

IV.3.2- Purification de la fraction AP1B

Une deuxiéme séparation chromatographique sur welate silice de la fraction

AP1B a été réalisée en utilisant comme éluant a&iept! AcOEt (8 : 2). Cette purification

nous a permis d’obtenir trois fractions (tableau)ll

Tableau I1.7 : Fractionnement de la fraction AP1B

Eluant Fractions Masse (mg)
AP2A 34
Heptane/AcOEt (99 : 1) AP2B 281.4
Heptane / Acétone (97 : 3 AP2C 47.5




Le bilan massique montre que 362.9 mg ont été s¥égpsur les 403.7 mg

chromatographiés, soit un rendement de 89.89 %.

IV.3.3- Purification de la fraction AP2B

Une troisieme séparation chromatographique sumoelale silice de la fraction AP2B
en utilisant comme éluant Heptane / AcOEt (8 : @gtte purification nous a donné six

fractions (tableau 11.8).
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Tableau 11.8 : Fractionnement de la fraction AP2B

Eluant Fractions Masse (mg)
AP3A 27.4
AP3B 31
Heptane / Acétone (99 : 1 AP3C 27.1
Heptane / Acétone (97 : 3 AP3D 34
AP3E 39.7
AP3F 104.5

Le bilan massique montre que 263.7 mg ont été srégpsur les 281.4 mg

chromatographiés, soit un rendement de 93.71 %.

IV.3.4- Purification de la fraction AP3F

Systeme de solvants : HexaneA CiH (70 : 30)

2 plaques de CCE

Résultats : nous avons obtenu trois fractions :

- AP4A (37.3 mg) : monotache (RMN)

- AP4B (42.1 mg) : monotache (RMN)
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- AP4C (21.4 mg)

Les fractions AP4A et AP4B nous ont conduit respeatent aux composés

(fridéline) et7 (lupéol).

IV.3.5- Fractionnement de l'extrait d’acétate d’'éthyle des feuilles dAristida

pungensL. (FA)

Le fractionnement de I'extrait d’acétate d'éthylesdfeuilles dAristida pungend..

(FA) nous a donné les mémes produits (fridélinegtol).

Les moléculed - 5 ont été isolées pour la premiére fois a pari@wineya africana
R.Br. et les molécule§ et7 ont été obtenues pour la premiére fois a parfirigtida pungens
L.

V- TENEUR DES METAUX LOURDS
V.1- SPECTROMETRIE D'ABSORPTION ATOMIQUE (SAA)

La spectrométrie d’absorption atomique permet lsade de nombreux matériaux
inorganiques et étudie les émissions ou absorptidas lumiére par l'atome libre.

Généralement, seuls les électrons externes dmkasont concernés.
a) Principe

L'absorption des radiations électromagnétiquesrégisns visibles et UV du spectre
par les atomes libres résulte d'un changement dasfucture électronique. On l'observe
lorsque la radiation caractéristique (de résonatayénéral) d'un élément passe dans un
nuage de vapeur atomique de I'échantillon. L'édh@mtest vaporisé par aspiration de la

solution dans une flamme ou par évaporation d'urface chauffée électriquement.
b) Loi d'absorption en absorption atomique

L'intensité de l'absorption dépend directement dobre de particules absorbant la
lumiére. Selon la loi de Beer Lambert, I'absorbaest proportionnelle au coefficient

d'absorption spécifique a, au trajet optique blat@ncentration c.

A = abc
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Ou, A = log lo/l ; | = intensité apres absorptioar pes atomes ; lo = intensité initiale de la

source lumineuse.

Il a été noté qu’en pratique, cette relation njgs$ toujours vérifiee. La courbe
d’étalonnage n’est pas toujours une droite sursola concentration devient trop élevée. La
gamme de dosage est le domaine dans lequel laecalégtalonnage est pratiquement une
droite. Il est limité pour les faibles concentrasgar la limite de détection et pour les fortes
concentrations par l'erreur sur la fidélité : a ures forte variation de la concentration
correspond une faible variation de l'absorbance.ghmmme de dosage est généralement

donnée par le constructeur. Elle dépend de ladexi@dosage utilisée
c) Appareillage

Le dispositif expérimental utilisé en absorptiooraique se compose d'une source,
d’'une lampe a cathode creu@g d'un brdleur et un nébulise® , d'un monochromateu®

et d'un détecteuf® relié a un amplificateur et un dispositif d'acdfios. 1°!

d) Lampe a cathode creuse

La lampe a cathode creuse est constituée par wedoppe de verre scellée et pourvue
d'une fenétre en verre ou en quartz contenant athede creuse cylindrique et une anode. La
cathode est constituée de I'élément que I'on vesgrd Un vide poussé est réalisé a l'intérieur
de I'ampoule qui est ensuite remplie d'un gaz fargon ou néon) sous une pression de

quelques mm de Hg.
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Lorsqu'on applique une différence de potentiel delgues centaines de volts entre les
deux électrodes, une décharge s'établit. Le gazasir alors ionisé et ses ions bombardent
alors la cathode, arrachant des atomes a celf@esi.atomes sont donc libres et sont excités
par chocs : il y a émission atomique de I'élémemisttuant la cathode creuse. La
particularité du rayonnement ainsi émis est qil @nstitué de raies tres intenses et trés
fines.

e) Nébuliseur

L'échantillon a analyser est en solution. Cellesti aspirée au moyen d'un capillaire
par le nébuliseur. A l'orifice du nébuliseur, dit te I'éjection d'un gaz a grande vitesse, il se
crée une dépression (effet Venturi). La soluti@ndlyse est alors aspirée dans le capillaire et
a la sortie, elle est pulvérisée en un aérosoltitadde fines gouttelettes. Cet aérosol pénetre
alors dans la chambre de nébulisation dont le e8lede faire éclater les gouttelettes et
d'éliminer les plus grosses. Ce brouillard homog#retre alors dans le brdleur.

f) Flamme — atomisation

L'aérosol pénétre dans le brileur puis dans larflamAu bout d'un certain parcours
au seuil de la flamme, le solvant de la goutteletteéliming, il reste les sels ou particules
solides qui sont alors fondus, vaporisés puis aésilLa flamme air acétylene est la plus
répandue et permet de réaliser le dosage de normélkEments. Sa température est de 2500°C
environ.A la place d'une flamme, on peut également utilisefour cylindrique en graphite
pour atomiser I'échantillon.

g) Monochromateur et amplificateur

Le monochromateur est destiné a défaire la sétect® la longueur d’onde émise,
modifiee par la traversée au niveau du brdleur. Hémeption constituée par un
photomultiplicateur associé a un amplificateur dimé a logarithmique, fournit la valeur de
I'absorption. Les principales caractéristiques dosatje et de l'atomisation de nos

échantillons sont définies dans le tableau I.8e8les de I'appareil dans le tableau 11.9.
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Tableau 11.8: Les conditions d’atomisation pour les élémentsesatoses

Elément Raie principale (nm )| Sensibilité (mg/l) Max absolu (mg/l)
Cu 324.8 0.077 4
Co 228.8 0.12 3.5
Ni 341.5 0.17 5
Pb 283.3 0.45 5
Cd 228.8 0.028 2
Zn 213.7 0.018 0.8
Fe 271.9 0.34 10

Tableau 11.9: Les caractéristiques du spectrometre d’absorptamigue a flamme

Référence de I'appareil Analyst 300 PrerkinElmer
Lampe cathodique HCI
Flamme acetylene/air

V.2- EXTRACTION DESMETAUX LOURDS

Les techniques d’analyses élémentaires consisssgngellement a transformer les
constituants du végétal en sels dosables. Le dakages anions et cations concerne donc la

matiere minérale c’est a dire ce qui reste apnesitiération

Les différentes parties @udneya africanaR.Br. (racines (R), rameaux primaires
(R1), rameaux secondaires (R2), rameaux terti@it8} et feuilles (L)), et diristida pungens

L. (tiges (T), nceuds (N), gaine (G) et feuilles) (§)nt broyées pour étre ensuite calcinées.

V.2.1- Protocole expérimental de I'incinération

On pése dans une capsule de porcelaine 200 a 30@ mpgudre végétale (R, R1, R2,
R3, F dans le cas @Qudneya african®.Br. et T, N, G, F dans le casAdistida pungeng..).

La capsule est placée dans un four a moufle. Léltenms résultats sont obtenus en gardant le
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four a 300°C jusqu’a ce que le carbone cesse diétandescent. Nous avons augmenté la
température du four jusqu'a une température de 4B00C, afin d’obtenir des cendres
blanches friables. L’'oxydation des dernieres tratesatériel organique est alors réalisée en
ajoutant 1 a 2 ml de HNO(1N) apres refroidissement de la capsule. On éeapette
derniére a sec sur une plaque chauffante ou audeasable et on la replace au four a 400°C

pendant une heure.

V.2.2- Préparation des différentes solutions par &que acide

Au cours de notre travail, trois solutions acidesltion d’acide nitrique concentrée,
solution d’'acide chlorhydrique concentrée et I'eg@gale) ont été utilisées pour essayer

d’extraire la totalité des métaux lourds dans léiéna végétale calcinée.
a) Mise en solution des métaux lourds par I'acideitrique (HNO 3)

0.5 g decendrea été introduit dans un erlenmeyer. On ajoute Sdenl’acide nitrique
concentré HN@ (60%). Aprés avoir fermé I'erlenmeyer, la réactieat abandonnée a
température ambiante, pendant 16 heures sousi@agitRuis la réaction est apportée a 70°
au bain-marie et suivie d'une agitation pendane@es. Apres refroidissement, une filtration
est effectuée avec ringcage a I'eau distillée. Uatgm finale est jaugée a 50 ml.

b) Mise en solution des métaux lourds par HCI

0.5 g de cendre a été introduit dans un erlenme@er.ajoute 5ml de l'acide
chlorhydrique concentré HCI (35%). Apres avoir fértierlen, on chauffe a une température
entre 40-60° pendantt&ures sous une agitation. Apres refroidissemerd, filtration est

effectuée avec rincage a I'eau distillée. La sohlufinale est jaugée a 25 ml.
c) Mise en solution des métaux lourds par I'eau rede

1 g de cendre a été introduit dans un erlenmeyer otéalise l'attaque par 10 ml
d’eau régale (HCI/HN®@ (1:3)). Aprés avoir fermé I'erlenmeyer, on chauffer plaque
chauffante pendant 3 heures. Aprés refroidissenuest filtration est effectuée avec rincage
en utilisant I'eau distillée. La solution finalet ggugée a 50 ml.
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V.3- DOSAGE DES SOLUTIONS

Nous avons soumis les solutions préparées degalifés parties de nos deux plantes
aux analyses des métaux lourds (Cd, Co, Cu, FeRINiZn) par spectrométre d’absorption
atomique (SAA). Pour ce faire, il est impératif geéparer des solutions étalons de

concentrations connues.

V.3.1- Préparation des solutions étalons
Cadmium (Cd)

Une solution étalon de 2 ppnest préparée en pesant exactement 0.54 mg de Cd
(NO3)..4H,0O que I'on met dans un bécher et que I'on dissamtsdun minimum d’eau. On
verse ce contenu dans une fiole jaugée de 100 mh eompléte le volume avec de I'eau

distillée jusqu’au trait de jauge.

Une solution intermédiaire de 1 ppm est prépargaréir de 50 ml de la solution
étalon que I'on introduit dans une fiole de 100 pulis on compléte a I'eau distillée jusqu’au

trait de jauge.
Cobalt (Co)

Une solution étalon de 3.5 ppm est préparée ennpeseactement 1.41 mg de
CoChL.6H,O que I'on met dans un bécher et que I'on dissamsdun minimum d’eau. On
verse ce contenu dans une fiole jaugée de 100 mh eompléte le volume avec de I'eau

distillée jusqu’au trait de jauge.

Une solution intermédiaire de 2 ppm est prépargarér de 57.1 ml de la solution
étalon que I'on introduit dans une fiole de 100 pulis on compléte a I'eau distillée jusqu’au

trait de jauge.

Une autre solution de 1 ppm est préparée a pht8.5 ml de la solution étalon que
I'on introduit dans une fiole de 100 ml, puis onmqméte a I'eau distillée jusqu’au trait de

jauge.

! ppm : partie par million ; m/l.
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Cuivre (Cu)

Une solution étalon de 5 ppm est préparée en pesemttement 2.68 mg de
CuCh.2H,0 que I'on met dans un bécher et que I'on dissamsdun minimum d’eau. On
verse ce contenu dans une fiole jaugée de 100 amh ebmplete le volume avec de l'eau

distillée jusqu’au trait de jauge.

Une solution intermédiaire de 3.17 ppm est préparpartir de 63.4 ml de la solution
étalon que I'on introduit dans une fiole de 100 pulis on complete a I'eau distillée jusqu’au

trait de jauge.

Une autre solution de 1.58 ppm est préparée & par81.6 ml de la solution étalon
gue I'on introduit dans une fiole de 100 ml, puiscompléete a I'eau distillée jusqu’au trait de

jauge.
Fer (Fe)

Une solution étalon de 5 ppm est préparée en pessattement 3.51 mg de
Fe(NH,)2(S0Oy)2.6H,O que I'on met dans un bécher et que I'on dissa@msdun minimum
d’eau. On verse ce contenu dans une fiole jaugd®den| et on compléte le volume avec de

I'eau distillée jusqu’au trait de jauge.

Une solution intermédiaire de 1 ppm est prépargaréir de 20 ml de la solution
étalon que I'on introduit dans une fiole de 100 pulis on compléte a I'eau distillée jusqu’au

trait de jauge.
Nickel (Ni)

Une solution étalon de 10 ppm est préparée en pesactement 4.78 mg de
NiSO,.7H,O que I'on met dans un bécher et que I'on dissamsdin minimum d’eau. On
verse ce contenu dans une fiole jaugée de 100 mh eompléte le volume avec de I'eau

distillée jusqu’au trait de jauge.

Une solution étalon intermédiaire de 5 ppm est qn&p a partir de 50 ml de la
solution étalon que I'on introduit dans une fioke 00 ml, puis on compléte a I'eau distillée

jusqu’au trait de jauge.
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Une autre solution étalon de 1 ppm est prépapgeta de 10 ml de la solution étalon
gue I'on introduit dans une fiole de 100 ml, puiscompléete a I'eau distillée jusqu’au trait de

jauge.
Plomb (Pb)

Une solution étalon de 20 ppm est préparée en pesactement 3.13 mg de Pb
(CH3COO) que 'on met dans un bécher et que I'on dissoasda minimum d’eau. On
verse ce contenu dans une fiole jaugée de 100 mh eompléte le volume avec de I'eau

distillée jusqu’au trait de jauge.

Une solution intermédiaire de 10 ppm est prépar@artir de 50 ml de la solution
étalon que I'on introduit dans une fiole de 100 pulis on compléte a I'eau distillée jusqu’au

trait de jauge.

Une autre solution de 5 ppm est préparée a mhett5 ml de la solution étalon que
I'on introduit dans une fiole de 100 ml, puis onmqméte a I'eau distillée jusqu’au trait de

jauge.
Zinc (Zn)

Une solution étalon de 0.8 ppm est préparée ennpesaactement 0.26 mg de
Zn(CH;COO).2H,O que I'on met dans un bécher et que I'on diss@utsdun minimum
d’eau. On verse ce contenu dans une fiole jaugd®@den| et on compléte le volume avec de

I'eau distillée jusqu’au trait de jauge.

Une solution intermédiaire de 0.53 ppm est prépangartir de 66.25 ml de la solution
étalon que I'on introduit dans une fiole de 100 pulis on complete a I'eau distillée jusqu’au

trait de jauge.

Une autre solution de 0.26 ppm est préparée & par82.5 ml de la solution étalon
gue I'on introduit dans une fiole de 100 ml, puiscompléte a I'eau distillée jusqu’au trait de
jauge.

87



Partie Expérimentale

V.5- CALcuL DE LA CONCENTRATION DESMETAUX

La teneur ou concentration des métaux dans la masiéche de I'échantillon, est

exprimée comme suit :

XxV

T(ppm) = EVET)

X : est la concentration de I'analyte en ppm, aeaivde la solution d’attaque.
V : volume final en ml de la solution d’attaque.
M : la masse en grammes de la prise d’essai.

D : facteur de dilution (D =1).

VI- ETUDE DU POUVOIR ANTIMICROBIEN D’ OUDNEYA AFRICANA R.Br.
D’ARISTIDA PUNGENS L ET DES ANTIMICROBIENS

La présence des flavonoides, des saponosidesanies,tdes stérols et des stéroides

peut conférer aux plantes une activité antimicnohée

Selon les résultats obtenus dans une étude réalisé#departement de biologie —
faculté des scienses — universite de Tlemcen sigsiatance des antibiotiques aux bactéries
hospitalieres, nous avons jugé utile de testeremtrzits des feuilles et des fruitsQlidneya
africana R.Br. (LA, LM, FrA et FrM) et des extraits des tgyet des feuilles Aristida
pungend.. (TA, TM, FA et FM) vis-a-vis des différents mawrganismes : bactéries, levures

et moisissures.

VI.1- PROVENANCE DES GERMES

Les souches pathogéenes utilisées sont indiquéaslelaableau 11.10. Elles sont celles
qui causent les maladies courantes (infectionsairgs, broncho-pulmonaires, cutanées,
digestives, causées par les bactéries). Ce sordi ales contaminants fréquents (les
moisissures) provoquant d'importantes mycosed€lages).
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Concernant, les bactéries hospitaliéres, elles mmiées des dispositifs médicaux
(cathéters, sondes) du centre hospitalo-universi{@HU) de Tlemcen. Les résultats obtenus

sont compares a ceux des antibiotiques et desagiifues testés sur les mémes souches.

Tableau 11.10 : Provenance des germes étudiés

Souches utilisées Origine

BACTERIES :

Bactéries a GRAM (-) :

Pseudomonas aerugino@al) (112) Souches isolées des dispositifs médicaux (
. cathéters, sondes ) du CHU de Tlemcen au
Pseudomonas putid®p) (116) niveau du laboratoire de microbiologie.

Pseudomonas Prote(@r.99) (Département de biologie. Tlemcen)

Pseudomonas aerugino§@a?)(9070) I.P.P (Institut Pasteur de Paris)

Bactéries a GRAM (+) :

ATCC

Staphylococcus aure(St) 602 . .
(American Type Culture Collection)

Listeria monocytogend.M) 19111

LEVURES :
Candida albicangCal) ATCC .P.P (Institut Pasteur de Paris)
Candida albicangCa2) 444

MOISISSURES :
Aspergillus flavugAf) (994224) Museum National d’Histoire Naturelle
Cladosporium herbarurfCh) (3369) (MNHN) Paris, France.

Botrytis cineregBc)(76.3127)

Fusarium oxysporiurgFo) (963917)
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VI1.2- EFFET DESANTIBIOTIQUES (ATB)

La sensibilité des souches suivantes a été tesséa-ws des ATB cités dans le

tableau I1.11 :

Bactérie Gram (-) :
Pseudomonas aeruginog@al) ;Pseudomonas aeruginoéaa?)
Pseudomonas putid®p) ;Pseudomonas Prote(iBr)

Bactérie Gram (+) :

Staphylococcus aurelSt) ;Listeria monocytogend.M)

Tableau I1.11 : Les antibiotiques utilisés

Famille ATB Sigle Charge du disque (ug)
B-lactamines Amoxicilline AMX 25
Cephazoline Cz 30
Aminosides Streptomycine S 10
Tétracyclines Tétracycline TE 30
Macrolides Erythromycine E 15
Sulfamides et Triméthoprine- SXT 1.25+3.75
Associations sulfamide
Quinolones Acide nalidixique
NA 30
Pénicillines Carbénicilline
CB 100
Divers Rifampicine
RA 30

Les antibiotiques ont été choisis en fonction dexcatilisés au laboratoire de

microbiologie a I'hopital de Tlemcen, et aussi endtion de leur disponibilité.
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Méthode utilisée

La méthode utilisée est celle de la diffusion déEBAsur gélose ou méthode des
disquesApreés la préparation des inoculums, et 'ensemeeoéme la gélose Muller-Hinton
(MH) par inondation I'exces du liquide est aspitdaesurface de la gélose est laissée sécher
15 a 20 minutes a 37+1°C. A l'aide d’'un distributele disques, on place sur la surface de la
gélose les différents disques d’ATB choisis. Leidsoont été laissées durant 20 minutes a la
température ambiante pour permettre une bonnesdifiude I'ATB. Elles ont été ensuite
incubées a 37+1°C pendant 18 a 24 heures. La éeatate faite par la mesure du diametre de
la zone d’inhibition autour du disque, puis compaee une échelle étalonnée fournie par

I'institut Pasteur.

VI.3- EFFET DES ANTIFONGIQUES (ATF)

La sensibilité des champignons vis-a-vis des amgifues cités dans le tableau 11.12 a
été réalisée sur des souches de levi@asdida albicans Cal et Ca2 et sur les moisissures
suivantes ‘Aspergillus flavugAf) , Cladosporium herbarun¢Ch), Botrytis cinerea(Bc) et

Fusarium oxysporiuniFo))

Tableau 11.12 : Les antifongiques utilisés

ATF Sigle Charge du disque (ug)
Amphotéricine B AB 100
Econazole EC 50
Miconazole MCZ 50
Clotrimazole CTR 50
Flucytosine FC 1
Mitraconazole MTR 50

Méthode utilisée

La méme technique de I'antibiogramme a été utilidées ATF sont déposés sous
forme de disques a la surface du milieu de cult@nsuite, les boites sont incubées a 30+1°C
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pendant 24 a 48 heures pour les levures et a 25p&t@ant 10 & 12 heures pour les

moisissures.

VI.4- ETUDE DU POuUVOIR ANTIMICROBIEN DES EXTRAITS (LM, LA, FrM, FrA,
™, TA, FM ET FA)

VI.4.1- Techniques d’étude du pouvoir antimicrobien

Les techniques utilisées sont celles de la diffusior gélose ou méthode des disques

et la technique sur milieu liquide.
a) En milieux solides

Cette méthode se base sur la diffusion de I'extezite dans la gélose. Elle consiste a
déposer a la surface d’un milieu gélosé préalabieE@semencé par la suspension de germes

choisis, des disques de papiers filtres imprégessedtraits a tester.
Méthode utilisée

Apres I'ensemencement du milieu gélosé par ¢iiom préalablement calibré, nous
avons déposé a la surface des disques de pdpeer(die 6mm de diametre) imprégnés des
extraits a raison de 4 pl pour I'extrait méthanadicet 8 I pour I'extrait a I'acétate d’éthyle.
La lecture des résultats se fait par la mesurdataétre de la zone d’inhibition en mm.

b) En milieux liquides : Bactéries et levures

Cette technique consiste a faire agir en phasediqdes concentrations croissantes

des extraits sur des microorganismes.
Méthode utilisée

A 9ml d’eau distillée stérile, on ajoute aseptigeatl ml de notre extrait de fagon a
ce que le solvant, le méthanol pour I'extrait matigue, et 'acétone pour celui de I'acétate
d’éthyle (car ce dernier n’est pas miscible a l)ea&l dépasse pas les 5% car, apres des essais,
on a pu prouver qu'a ce pourcentage le solvantitnfas sur la croissance des germes. On
agite rigoureusement pendant quelgues minutes gisperser I'extrait dans I'eau distillée.
On obtient ainsi la solution mére (SM) a partir ldquelle, on procédera a des dilutions

successives allant de 1fusqu’a 1C°.
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Pour les tubes témoins, on ajoute I'eau distillieils au lieu des extraits (T1), ainsi
que deux autres témoins I'un ne contenant seulerfeemilieu de culture (T2) et l'autre le

solvant a la place de I'extrait (T3).

Dans des tubes contenant chacun 8 ml du bouillortihBN) stérile, on ajoute 1.5

ml de chaque dilution et 0.5 ml d’'une culture baetine jeune.

Apres incubation a 37+1°C pendant 24 heures paub#etéries et a 30£1°C pendant
48 heures pour les levures, on ensemence les soeaohstries sur milieu solide. Apres une
deuxiéme incubation aux mémes conditions que lenig@re, on note le développement ou

I'inhibition de chaque souche.

La gamme des concentrations de tous les extraiits pour évaluer l'activité

antimicrobienne, est représentée dans les tabléa®xet 11.14.

Tableau 11.13 : Gamme des concentrations des extrai@udineya africand&.Br. (LM, LA,

FrM et FrA) utilisés pour I'évaluation de I'actigitantimicrobienne

Dilutions SM 101 102 103
Volumes des extrqlts dans 1000 100 10
chacune des dilutions (ul)

FrM 13,8 1,38 0,138
Concentrations des
! FrA 10.1 101 0.101

extraits dans

_chacune des LM 15 1,5 0,15
dilutions (mg/ml)

LA 21,3 2.1 0,21
FrM 2693,75 269,375 26,9375
Concentrations des | FA 1948,75 194,875 19,4875
extraits dans le
milieu (ng/ml) LM 3275 3275 32,75
LA 4131,25 413,125 41,3125
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Tableau 11.14 : Gamme des concentrations des extraigidtida pungens.. (TM, TA, FM
et FA) utilisés pour I'évaluation de 'activité amicrobienne

Dilutions sM 10t 10° 10°

Volumes des extraits dans

chacune des dilutions (ul) 1000 100 10
™ 14.9 1.49 0.149

C trati d

oncentrations des A los o8 o

extraits dans

_chacune des FM 18 18 0.18
dilutions (mg/ml)

FA 22.3 2.2 0.22
. ™ 2673.75 279.375 27.9375
Concentrations des
extraits dans le TA 1968.75 196.875 19.6875
milieu
FM 3375 337.5 33.75
(ug/ml)
FA 4181.25 418.125 41.8125

VI.4.2- Détermination des intervalles des CMI par& méthode de contact direct

La CMI est définie comme étant la plus faible coriaion en extrait pour laquelle,
on n'‘observe pas de croissance visible a I'ceilQuite technique consiste a disperser I'extrait

a des concentrations variables dans le milieu gaweant sa solidification.
Méthode utilisée

La solution mére (SM) a été préparée de la mémanfggie la méthode précédente.
Dans des tubes contenant chacun 13.5 ml de mikéns€ et encore en état de fusion, on

ajoute aseptiguement 1.5 ml de la ‘'SM’ ou des dieedilutions (tableau 11.15 et 11.16)

Les boites témoins ont été préparées de la mém@&raajue la méthode précédente.
Aprés passage au vortex, on coule les suspensiams des boites de pétri et on laisse
refroidir. Des souches jeunes sont ensuite enseasn@n stries pour les bactéries et les
levures et en spots pour les moisissures) et imsukées températures et les temps
d’incubation sont déja cités), apres on note leetidppement ou l'inhibition de germe a

diverses concentrations de I'extrait.
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Tableau 11.15 : Gamme de concentrations des extrai@udineya africand.Br. (FrM, FrA,

LA et LA) utilisés pour la détermination des CMI

Dilutions 1/10 1/20 1/50 1/90 1/100
Volumes des extraits
dans chacune des 1000 90 60 20 10
dilutions (ul)
Concentrations | FrM 13.823 6.9115 2.7646 1.5358 1.3823
des extraits
dans chacune | FrA | 10.173 5.086 2.0346 1.1303 1.0173
des dilutions || 21.39 10.695 4.278 2.3766 2.131¢
(mg/ml)
LM 15.013 7.5065 3.0026 1.6677 1.5013
Concentrations | FrM 2673,75 1343.591 535.82 297.74 258.88
des extraits
dans les FrA | 1948.75 979.27 390.53 217.01 188.64
solutions LA | 4131.25 | 2076.00 827.90 460.05 399.9p
(ug/ml)
LM 3275 1645.72 656.31 364.69 317.03

Tableau 11.16 : Gamme de concentrations des extraifyidtida pungens. (TM, TA, FA et

FA) utilisés pour la détermination des CMI

Dilutions 1/10 1/20 1/50 1/90 1/100
Volumes des extraits
dans chacune des 1000 90 60 20 10
dilutions (pl)
Concentrations | TM | 14.923 7.4615 2.9846 1.6581 1.4923
des extraits
des dilutions | _,\ | 5355 11.1775 4.471 2.4838 2.2355
(mg/ml)
EM 18.01 9.005 3.602 2.001 1.801
Concentrations | TM | 2793.75 | 1403.89 559.61 310.89 270.375
des extraits
qans los TA | 1968.75 989.32 394.53 219.23 190.58
solutions FA | 4181.25 | 2095.78 838.31 465.71 418.125
(ng/ml)
FM | 337501 | 1695.98 676.35 375.83 326.71
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Remarque
Les milieux de culture utilisés pour les diffeeniméthodes sont :
- Muller Hinton pour les bactéries.
- Sabouraud Dextrose Agar + chloramphénicol poaitdeures.

- Sabouraud Dextrose Agar pour les moisissures.

VI.4.3- Préparation des inoculums
a) Bactéries

Les souches conservées dans la gélose nutritiMg if@@linée a 4°C sont revivifiées
dans du bouillon nutritif et incubées a 37£1°C mendl8 a 24 heures. 0.1 ml de cette culture,

est ajoutée a 10 ml de BHIB (Brain Heart InfusiaotB, Pronadisa Hispanalab, S.A.).
b) Levures

Les souches conservées dans la gélose Sabouratiorasist de chloramphénicol a
4°C sont revivifiees dans du bouillon nutritif ecubées a 30+1°C pendant 24 a 48 heures.

0.1ml de cette culture est ajoutée a 10 ml d’easiplogique stérile.
c) Moisissures

L'inoculum se présente sous forme d'une suspensienspores dans de l'eau
physiologique stérile a 0,1% de Tween 80. L'inoculutilisé pour tous les tests, est de
I'ordre de 18 a 10 UFC/mI pour les bactéries et les levures et dealdd spores/ml pour

les moisissures.
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esultats et Discussions
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I- TESTS PHYTOCHIMIQUES

Les tests phytochimiques consistent a détectedifé&rentes familles de composés
existantes dans la partie étudiée de la plantelgaréactions qualitatives de caractérisation.
Ces réactions sont basées sur des phénomeénes dijgitatién ou de coloration par des

réactifs spécifiques a chaque famille de composés.

|.1- OUDNEYA AFRICANA R.Br.

Les résultats obtenus sur les différents orgarsesn@s (R), rameaux primaires (R1),
rameaux secondaires (R2), rameaux tertiaires (RR8ljes (L) et fruits (Fr)) sont résumés
dans le tableau III.1.

Tableau I11.1 : Les résultats des tests phytochimique3utineya africand.Br.

. : Rameaux Rameux Rameaux . :
Famille Racines o . - Feuilles Fruit
chimigque R) primaires | secondaires| tertiaires L) (F)
(R1) (R2) (R3)
Alcaloides i i i i i i
des sels
Stgro_l_s et ++ + ++ + +++ +++
stéroides
Flavonoides + ++ + ++ + +
Saponosides + + + + +++ +++
(;omposes + + + + + +
réducteurs
Acides gras + ++ + ++ + +
Emodols - - - - - -
Tanins + +++ ++ +++ ++ ++
- . absence ; +++ : Présence en forte quantité ;

+ : présence en faible quantité ; ++ : présence en quantité moyenne

L’analyse de ces résultats expérimentaux nous ¢oadx conclusions suivantes:

- les flavonoides, les saponosides, les taninssti@sls et les stéroides sont présents
dans toutes les parties étudiées de la plante amtitgs variables.

- la présence des stérols, des stéroides et des tan quantité importante a été
confirmée respectivement par une réaction fortempositive avec le réactif de
LIEBERMANN BURCHARDT en donnant une coloration katie et avec la solution diluée

98



Partie Résultats et Discussions

de chlorure ferrique (Fe€a 2%) en donnant une coloration bleue.

- les saponosides sont présents dans toutes lésspde la plante avec une dominance
importante dans les feuilles (L) et les fruits (Fr)

- les flavonoides sont également présents dansstoess parties de la plante avec une
dominance importante dans les rameaux primaires€R&s rameaux secondaires (R2).

- les alcaloides sels, sont absents dans touteafiss de la plante.

- la présence des composés réducteurs dans testeaities de la plante en quantité

moyenne a été verifiee par la liqueur de Fehlingnadmt un précipité rouge brique.

|.2- ARISTIDA PUNGENSL.
Les résultats obtenus sur les tiges (T) et ledlésu{F) dAristida pungend.. sont

représentés dans le tableau Ill.2.

Tableau I11.2 : Les résultats des tests phytochimiquesridtida pungens.

Famille chimique Tiges (T) Feuilles (F)
Flavonoides + +
Tanins + +
Stérols et stéroides + +
Coumarines + +
Alcaloides - -

Anthracénosides - -

Anthocyanosides - -

Amidon + +

Emodols - -

Anthraquinones - -

Composés réducteurs + +

Huiles volatiles - -

Saponosides + +

+ : test positif ; — : test négatif
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Les différentes familles existantes dans notretpléiges (T) et feuilles (F)) justifient
son utilisation thérapeutique. En effet, la présedes tanins cathéchiques confirmée par la
réaction positive avec une solution de chlorureiqae donnant une coloration verte fonceée,
justifie l'utilisation d’Aristida pungend.. pour la cicatrisation des plaies.

D’autre part la présence des sapogénines stér@gliquonfirmée par la réaction de
LIEBERMANN BURCHARDT, explique I'utilisation dAristida pungend.. par les nomades
marocains pour la cicatrisation des pldiéset par certains citoyens d’Ouargla pour calmer
les douleurs dentaires.

Les flavonoides, les tanins, les coumarines, I'amjdes composés réducteurs, les
stérols et les stéroides sont présents dans lespdeties de la plante, en quantités variables
alors que les saponosides sont présents en faiblgitg.

Les anthracénosides, les anthocyanosides, les agaithones, les émodols, les
alcaloides, et les huiles volatiles sont totalenagasents dans les deux parties de la plante ((T)
et (F)).

II- EXTRACTION- PURIFICATION
[1.1- RENDEMENTS DES EXTRAITS D’OUDNEYA AFRICANA R.Br. ET D’'ARISTIDA
PUNGENSL.

Protocol général d’extraction

A 50 g de drogue séchée et broyée, on ajoute 50flavétate d’éthyle (AcOEt). La
solution extractive est obtenue aprés agitatio® teures et filtration. Le marc est extrait a
cinqg reprises par 300 ml d’AcOEt. Les phases omas sont réunies, séchées puis
évaporees pour donner I'extrait d’AcOEt. Les mémgdrations d’extraction par le méthanol
(MeOH) ont été utilisées au marc récupéré précedamnet les phases organiques sont

réunies, séchées puis évaporées pour donner lteckirdéleOH.

Les résidus obtenus sont conservés dans des flatgasdés au frais. Les rendements
des extraits de MeOH comme le montre les tablebBuBxdt 111.4 sont plus élevés que ceux de
I’AcOEt. Par ailleurs, le rendement des extraits fiiilles est plus élevé que celui des fruits

et des tiges.
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Tableau 111.3 : Rendements des extraits Tableau 111.4 : Rendements des extraits
@udneya africand.Br. Adistida pungeng..
Extraits Rendements (%) Extraits Rendements (%)
FrM 3.73 ™ 441
FrA 1.09 TA 1.03
LM 5.93 FM 6.86
LA 1.83 FA 1.65

[I.2- FRACTIONNEMENT DE L'EXTRAIT D’ACETATE D’ETHYLE DES FEUILLES ET
DESFRUITS D’ OUDNEYA AFRICANAR.Br. (LA ET FrA)

[1.2.1- Caractéristiques des composes isolés de LA

La masse de 6610 mg de I'extrait LA fractionnéegtmomatographie sur colonne de
silice (tableau II.1, partie expérimentale) noupeamis d’obtenir des fractions de polarités
variables.

L’analyse des différentes données spectrales de RMR, d’'UV et de masse, ainsi
que I'examen de la littérature nous ont permisaiiit la structure de nos composés.

Nous avons isolé le compogéstigmasténol) a partir de la fraction OA1B avec
rendement de 19.88 % (tableau I1.2, partie expériaie) et un Rf de 0.47 dans le systéme de
solvants Heptane + AcOEt (80 : 20). Ce composégeaidantifieé par comparaison de nos
données spectrales obtenues avec celles pubfiéé&n Infra-rouge, on observe une bande
OH & 3619 cnl, des bandes C-H (2869 ¢n2938cm™, 2969 cn) et une bande témoin de
carbones insaturés & 1606 tm

Le spectre de RMN, nous a donné :

- un pic a 5.27 ppm correspondant a un proton étigle.

- un pic a 3.01 ppm correspondant au proton d’onetfon OH.

- des pics de 0.96 a 2.15 ppm correspondant aye€8H; de la molécule.

Notons que le spectre de masse nous a permis flamoemla proposition de structure
de ce stérol (stigmasténol). En effet, les fragm@ugorts du spectre du produit, correspondent a
celles du spectre du stigmasténol.

m/z : 414, 399, 329, 314, 273, 255, 246, 299.
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HO

IIIIII,

1 (stigmasténol)

Le compos& (3-sitostérol) a été isolé de la fraction OA1B @aum rendement de
17.25 % (tableau 1.2, partie expérimentale) etRfnde 0.32 dans le systéme de solvants

Heptane + AcOEt (80 : 20).
Le spectre de masse réalisé en IE du composé noostaé un ion moléculaire Mie

414 g/mole.
Le spectre de RMN nous a indiqué la présence :

- d’'un pic a 5.35 ppm correspondant a un protoglétiique.

- d’'un pic a 3.05 ppm correspondant au proton dfonetion OH.

- des pics de 0.65 a 2.25 ppm correspondant aye€8H; de la molécule.

Par comparaison du spectre obtenu, avec ceux datamssla littérature, nous avons
identifié la molécule.

Par ailleurs nous avons effectué une chromatogeaglni couche mince avec d’une
part, la molécule dont la structure est rechercbée autre part, avec la molécule dont les
résultats en spectroscopies sont similaires. Neassaobtenu deux taches identiques avec les
mémes Rf = 0.31 dans les mémes conditions de geleptane + AcOEt (80 : 20) nous

permettant ainsi de confirmer notre hypothése. b&aule est d-sitostérol.

i
7
z
Z
Z
~
0

HO
2 (B-sitostérol)
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Nous avons isolé le compo8é(stigmastérol) a partir de la fraction OA1F (tahle
1.3, partie expérimentale) avec un rendement 88 8 dans le systeme de solvants Heptane
+ Acétone (65 : 5) et un Rf de 0.37.

Le spectre de masse |IE nous a montré un pié M/z 414 g/mole. La formule la plus
probable est §H4s0 correspondant a celle d’'un stigmastérol.

La RMN 1H nous a indiqué la présence de signauxespondant aux protons
éthyléniques a 5.37 ppm et 5.48 ppm, un signalk& Bpm correspondant au proton de la
fonction OH, et un signal de 0.96 ppm a 2.15 ppmespondant a I'ensemble des protons
CH; et CH; de la molécule.

Une recherche bibliographique nous a montré que deanées précédentes,
correspondent bien au stigmastéfti®! Une chromatographie sur couche mince du produit
standard (stigmastérol commercial) a été réalisaees a permis de déterminer de fagcon
certaine la molécule.

/
7
7z,
%
’l

HO

3 (stigmastérol)

En raison des produits déja connus dans la littegat’'examen du spectre de RMN
1D et le spectre de masse pour ces trois compseets inous a suffit pour confirmer leur
structure.

L’'analyse des autres fractions (tableau 11.3, pagtipérimentale) révéle des mélanges

complexes comprenant de nombreux produits, diéfscd isoler par les méthodes classiques.

[I.2.2- Caractéristiques des composes isolés deAr

Les mémes produits ont été isolés a partir derbéxt’acétate d’éthyle des fruits FrA
d’'Oudneya africand&.Br. avec les rendements suivants :

Le stigmasténol a été obtenu avec un rendengeeb8b3 %.

Le B-sitostérol a été obtenu avec un rendement d& 26.9

Le stigmastérol a été obtenu avec un rendemeni038.
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De méme, compte tenu de la difficulté de séparalies produits, certaines fractions

n'ont pas été suffisamment purifiées, d’autres cos@p n'ont pas encore été identifiés.

[I.3- FRACTIONNEMENT DE L’EXTRAIT DE METHANOL DES FEUILLES D’'OUDNEYA
AFRICANA R.Br. (LM)

La masse de 3220 mg de I'extrait LM fractionnée ggapmatographie sur colonne de
silice (tableau 1.4 partie expérimentale) nousomree des fractions de polarités variables.
L’analyse des différentes données spectrales de RIMIN13C, DEPT, HMBC), d’IR, d'UV
et de masse, ainsi que I'examen de la littératangs ront permis d’établir la structure de
composeés. Nous avons obtenu le compbse partir des fractions OA10J et OA10I (voir
partie expérimentale, p76 - 77) avec un rendeme1d7 % et un Rf de 0.43 dans le systeme
de solvants CECl,/ MeOH (90 : 10). Les résultats de spectres de RIMiNet 13C, du DEPT
et du spectre HMBC sont donnés dans le tabledudtllll.6.

Tableau I11.5 : Les données expérimentales de RMN 1H du 13@QHERT et du
spectre HMBC du compoggé

N°de C DEPT 6”(]52 r:)qpurﬁ)(a) ?e%bsg%é Corrélat:_(;'r\:lsl,3 1CBC -1H
2 CH 79.1 79.8 2,3,4,6
3 CH 66.8 67.4 4,2
4 CH, 28.3 29.18 3,2
5 Cq 156.7 157.18 6,8,4
6 CH 96.8 96.8 8
7 Cq 157.1 157.9 2,4,8,6
8 CH 96.0 95.9 6
9 Cq 157.1 157.6 6,8,2,4
10 Cq 100.3 100.0 8,6,3,4
1 Cq 131.8 132.2 2',5,6,2,3,4
2 CH 115.4 115.3 2,6, 5
3 Cq 145.0 145.7 2,5,6,2
4 Cq 145.2 145.9 2,5,6
5 CH 116.4 115.8 2,2,5,6
6’ CH 119.6 119.4 2,5, 2

(a) Référence : The Flavonoids Advances in researd. HARBONNE and T. J.
MABRY (1982, Chapman and Hall Ltd).
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Le spectre de masse réalisé en FAB nous a donignuviH™ = 291, soit une masse
de 290 g/mole.

Le spectre UV présente deux pics d’absorptionatéristiques du chromophore des
cycles benzéniques :

- (A = 277.4 nm) = 4502 molcm™*

- ¢ (\ =218.8 nm) = 16109.5 mbkm™*

La RMN 13C indique 15 carbones, et les valeurstéjrations du spectre RMN 1H
indiquent 9 protons. Pour compléter les donnéeka derasse, on suppose la présence de 5
groupements hydroxyles et d’'un oxygéne, ce qui peda proposer la formule brute suivante
C15H140e.

Tableau 111.6 : Les données expérimentales de RMN 1H et du speet@OSY
1H/1H du composé

N° de C 5 (en ppm) COsY Constantes de
PP corrélations 1H - 1H couplage J (Hz)
4b 2.75 (dd) 4a, 3, 2 3
da 2.88 (dd) 4b, 3, 2 18
4.2 (m) 4,2 18
4.8 (s) 4,3,2,6,2 4
5.93 (d)* 6 2 (méta)
5.95 (d)* 8 2 (méta)
6’ 6.75 (m)* 5,2, 2
5’ 6.8 (m)* 6’, 2’
2 7 (d)* 2,6 2 (méta)

*  caractéristiques des protons aromatiques

a) Calcul du nombre d’insaturation

Si la molécule était saturée, on aurait la formarigte GHzn.o, Soit 32 protons. Or, |l
n'y a que 14 protons, soit un défaut de 18 prot@ismque proton compte pour une demi-
insaturation. Il y a donc 9 insaturations.
b) RMN 13C

La RMN 13C nous a révélé la présence :

- d’'un groupe de 3C quaternaire autour de 157 ppdwue groupe de 2C quaternaire

autour de 145 ppm, correspondant a priori a 5 cebcaaromatiques substitués par un
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oxygéne (car fortement déblindés).

- de 3 CH vers 115 ppm appartenant a un cycle drguea

- de 2 CH autour de 96 ppm, pouvant étre attriku@sCH aromatiques en position
méta sur un autre cycle.

- de 2 CH a 67 et 79 ppm tres déblindés pour ddsonas primaires indiquant la
présence de substituants oxygéneés.

La présence de 9 insaturations nous laissent sappbsne part, I'existence d’'un
cycle et de deux cycles aromatgiues (un cycle cenpoiur une insaturation et un cycle
aromatique compte pour 4 insaturations) et les tgses développées précédemment nous
permettent d’autre part, de proposer la structureainposé (épicatéchine).

OH

8
HO O ‘ \\\\\\\\1'

.
‘7

3 on

OH

4 (épicatéchine)
c) RMN 1H

La RMN 1H nous a indiqué :

- la présence de 2 doublets dédoublés a 2.8 ppmtigirent pour 2 protons. Ces 2
protons sont liés entre eux par une forte constd@teouplage (18 Hz). Ce fort couplage de
type géminal indique qu’il s’agit de protons porpes le carbone secondaire C4. Chacun de
ces protons couple aussi avec son voisin commuiiBH] 4 Hz). Le spectre COSY nous a
montré également un couplage du proton en 3 aviec €e 2. Ceci permet de proposer
I'enchainement suivant :

- la faible constante de couplage entre les proPoes3, montre une stéréochimie cis
et permet de différencier la cathéchine (trand)éecathéchine (cis).

- on constate I'existence de deux types de protwomatiques : un groupe de trois
protons aromatiques vers 7 ppm (H2’, H5’, H6’) ddupart et un groupe de deux protons
aromatiques d’autre part vers 6 ppm (H6 et H8).i @ecmet de confirmer la présence de

deux cycles aromatiques.
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- le proton aromatique en 2’ apparait sous la fordien doublet fin (2Hz,
caractéristique d’'un couplage méta avec le protof’e Il n’a donc pas de voisin direct. Le
spectre COSY met toutefois en évidence un autrplaga plus lointain avec H2.

- les protons aromatiques H6 et H8 sont responsal@aleux doublets (un a 5.93 ppm
et 'autre & 5.95 ppm). Leur constante de coup{ad¢z) indique qu’ils sont en position méta.

On remarque bien, que tous les couplages mis @erdse par le spectre COSY sont
en accord avec la structure de I'épicathéchine.

d) spectre 2D HMBC

Le spectre HMBC nous a détecté les corrélationseemt carbone et ses protons
éloignés. De plus les corrélations longues distamuaus ont fournis des renseignements
concernant les carbones quaternaires. Ainsi, |lboc& quaternaire ef’ correle avec les
protons benzéniques, 5’ et6’ et les protong et 3 du cycle voisin.

D’autre part, il existe des corrélations entre dagbones C9 et C10 et leurs protons
voisins portés par les carbones C6 et C8. Cetrnrdtion permet donc d’attribuer les
signaux a 5.9 ppm de la RMN 1H aux protons aromat§ et 8.

Le signal du carbone secondaire (a 28.5 ppm) pedimntifier les signaux des

protons2 et3 car il existe des corrélations longues distanoé® €4, H2 et H3.

Par ailleurs, le composg a été isolé des fractions OA10G et OA10H (voirtipar
expérimentale, p.77) avec un rendement de 22.2 UneRf de 0.37 dans le systeme de
solvants CHCIl,/ MeOH (90 : 10).

Les résultats de spectres de RMN 1H et 13C, du COBMH et du DEPT sont
donnés dans le tableau I1.7.

Le spectre UV présente deux fortes absorptions acajes a celles de
I'épicatéchine :

- € (A = 272.4 nm) = 3020 molcm™.

- € (A = 224.0 nm) = 22330 mdlem™.
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Tableau I11.7 : Les données expérimentales de RMN 1H et 13CC@8Y 1H/1H et du
DEPT du composb

N° de C RMN 13C DEPT RMN 1H COsYy
OuH lié éen ppm éen ppm, JenHz CouplagelH -1H
2 79.8 CH 4.8 (d) 4a, 4b,3, 6’
3 67.4 CH 4.2 (m) 4a, 4b, 2
4a 29.3 CH2 2.7 (dd, 4 et 17 Hz) 4b, 2, 3
4b 2.9 (dd, 3 et 17 Hz)
5 157.4 Cq
6 96.4 CH 5.9 (dd, 2 Hz)
7 157.6 Cq
8 95.9 CH 5.9 (dd, 2 Hz)
9 157.8 Cq
10 100.1 Cq
T 131.6 Cq
2’ 129.2 CH 7.3 (d, 9 Hz) 2, 6
3 115.7 CH 6.8 (d, 9 hz) 3,5
4 157.9 Cq
5’ 115.7 CH 6.8 (d, 9 Hz) 3,5
6’ 129.2 CH 7.3 (d, 9 Hz) 6, 2'
a) RMN 1H :

Le spectre RMN 1H a le méme aspect que celui dyposéd4, cependant nous avons
remarqué deux différences notables :

- la disparition du multiplet a 6.8 ppm.

- la présence d’'un systeme AB, sous forme de deukldts (un a 7.3 ppm et l'autre a
6.8 ppm avec une constante de couplage de 9 Hzrarit 2 fois pour 2 protons. Ceci est
caractéristique d'un groupement phényl disubsttu@osition para.

Ces résultats nous ont conduit a I'hypothése dectstre connue dans la littérature
sous le nom @piafzéléchine Cette structure correspond a celle du comgos différence
réside dans I'absence d’hydroxyle 8h Les proton2’ et 6’ et les protons3’ et 5 sont
équivalents. La faible constante de couplage daggrotons H2 et H3 est en faveur d’'une

stéréochimie cis.
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5 (épiafzéléchine)

b) RMN 13C

Le spectre de RMN 13C nous a permis de dénombreafiones (13 signaux dont
deux correspondent a deux carbones). Par rappepexire de I'épicathéchine, il manque un
carbone quaternaire au profit d'un carbone tediaela nous a confirmé I'hnypotheése de la
substitution de I'hydroxyle par un hydrogéne 3nCette substitution provoque un blindage
du carbone correspondant (il passe de 145 ppm @A29. Tous ces faits nous ont permis

par comparaison avec les données de la littéraderproposer la structure d’épiafzéléchine.

[I.4- FRACTIONNEMENT DE L’EXTRAIT D’ACETATE D’ETHYLE DES TIGES ET DES

FEUILLES D’ARISTIDA PUNGENSL. (TA ET FA)

II.4.1-Caractéristiques des composes isolés déa

La masse de 2000 mg de I'extrait TA fractionnéeghaomatographie sur colonne de
silice (tableau I1.6, partie expérimentale), nowoané 6 fractions de polarités variables.

L’'analyse des différentes données spectrales de RIMIN13C), d’'IR, de masse, ainsi
que I'examen de la littérature nous ont permisaliit la structure de différents composeés.

Nous avons isolé les composéset 7 a partir de la fraction AP3F (voir partie
expérimentale, p.79 - 80) avec respectivementeledements de 35.69 % et 40.28 % et un Rf
de 0.32 et 0.41 dans le systeme de solvants Hex&@i®Cl, (70 : 30). Les résultats de
spectres de RMN 1H et 13C du comp6s®nt donnés dans le tableau 111.8.

Le spectre de masse réalisé en IE du compasgus a révélé un ion moléculaireM
de 426 g/mole et des fractions M/z : 341, 303, 28R, 259, 246, 232, 218, 205, 191, 189,
163, 149, 123, 109, 95, 69, 55.

Le spectre IR (KBr) nous a donné les bandes caistifi¢ies suivantes en ¢m 2946,
2882, 2869, 1719, 1464, 1385, 1359.
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Tableau I11.8 : Les données expérimentales de RMN 1H et du 1B&thposd

Position du proton 1H-RMN 13C-RMN
1 1.95, 1.71 (ddd) 22.3 (b)
2 2.3, 2.27 (ddd) 41.5 (t)
3 - 213.2 (s)
4 2.25(q) 58.2 (d)
5 - 42.1 (s)
6 1.73, 1128 (d) 41.3
7 1.49, 1.36 (m) 18.2 (t)
8 1.38 (dd) 53.1 (d)
9 - 37.4 (s)
10 1.53 (m) 59.4 (d)
11 1.45, 1.26 (m) 35.6 (1)
12 1.33, 1.33 (m) 30.5 (1)
13 - 39.7 (s)
14 - 38.3(s)
15 1.47,1.27 (m) 32.4 (1)
16 1.58, 1.35 (m) 36.0 (1)
17 - 30.0 (s)
18 1.56 (m) 42.8 (d)
19 1.37,1.21 (m) 35.3 (1)
20 - 28.1 (s)
21 1.50, 1.31 (m) 32.7 (1)
22 1.50, 0.94 (m) 39.2 ()
23 0.88 (d) 7.2(q)
24 0.71 (s) 15.0 (q)
25 0.86 (s) 17.9 (q)
26 1.0 (s) 20.2 (q)
27 1.04 (s) 18.6 (q)
28 1.17 (s) 32.1(q)
29 0.99 (s) 35.7 (q)
30 0.94 (s) 32.8(q)
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Les résultats obtenus nous ont conduit a I'hypahes structure connue dans la

littérature sous le nom dadéline.

CHg
6 fridéline

En ce qui concerne le compogdes résultats spectraux sont comme suit :

Le spectre de masse réalisé en IE du composé niétecté un ion moléculaire e
426 g/mole.

Le spectre de RMN nous a indiqué la présence :

- d'un pic a 4.64 et & 4.87 ppm correspondantspaotons éthyléniques.

- d’'un pic a 3.15 ppm correspondant au proton dfonetion OH.

- des pics de 0.83 a 1.64 ppm correspondant aye€8H; de la molécule.

Par ailleurs nous avons effectué une chromatogeaglni couche mince avec d’une
part, la molécule dont la structure est rechercbée,autre part, avec la molécule dont les
résultats en spectroscopies sont similaires. Neossaobtenu deux taches identiques avec les
mémes Rf = 0.41 dans les mémes conditions de gelexane / CkCl, (70 : 30) nous

permettant ainsi de confirmer notre hypothese. b&aule est du lupéol.

7 lupéol
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Il.4.2-Caractéristiques des composés isolés Ba

Les mémescomposés sont isolés a partir de I'extrait d’Ac@Es$ feuilles dAristida
pungend.. avec pratiquement les mémes rendements.

- la fridéline a été obtenue avec un rendementdal3%.

- le lupéol a été obtenu avec un rendement 39.87 %.

L’analyse des autres fractions nous a révélé aessmélanges complexes comprenant
de nombreux produits difficiles a isoler par lesmoéles de séparation classiques.

En conclusion, il est a noter que, les composéty/sdm et identifiés, ont été isolés
pour la premiére fois dans cette étude pour ces plamtes a savoirOudneya africand.Br.
et Aristida pungeng..

[ll- DOSAGE DES METAUX
[11.1- POURCENTAGE DE LA MATIERE MINERALE
Nous avons déterminé la teneur des éléments miéraupourcentage dans les
différentes parties des deux plant@sidneya africanaR.Br. etAristida pungend.. aprés la
calcination en utilisant la formule suivante :
Mc
Ms

00 =

Mc : matiére seche apres calcination

Ms : matiére seéche avant calcination

Les résultats obtenus sont représentés dans leaualll.10 et 111.11.

Tableau 111.9 : Pourcentage de matieres Tableau 111.10: Pourcentage de matiéres
minérales dans les différentes parties minérales dans les différentes parties
d’Oudneya africand.Br. d’Aristida pungeng..
Organe Partie minérale (%) Organe Partie minérale (%)
Racine 2.9 T 5.74
Rameaux primaires (R1 2.7 Neoeud (N) 1.21
Rameaux secondaires (R2) 4.9 Gaine (G) 5.94
Rameaux tertiaires (R3 5.4 Feuille (F) 5.19
Feuilles (L) 13.6
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Selon ces résultats, on note que, la matiére mMéeésa plus concentrée dans :
- les feuilles, que dans les autres organes darasldOudneya africand?.Br.

- la gaine et la tige que dans les autres orgaaes le cas @ristida pungeng..

[11.2 - CONCENTRATION DES METAUX L OURDS DANS OUDNEYA AFRICANA R.Br. ET
ARISTIDA PUNGENSL.

Pour obtenir une teneur véritablement ‘totale’ détah on doit dissoudre toutes les
formes de I'élément. Pour cela, plusieurs extrastaexposés dans la littérature, sont
considérés comme donnant des teneurs ‘totales’s@w |'acide fluorhydrique, l'acide
nitrique, l'acide chlorhydrique, ou une combinaisim plusieurs acides (eau régale, réactif,
triacide).

Lesrésultats de la spectroscopie d’absorption atom{§4e\) des solutions préparées
par attaque acide (HNOHCI et eau régale) sont indiqués respectivemans des tableaux
[11.11, 111.12 et 111.13 dans le cas @udneya africand&.Br. et dans les tableaux 111.14, 111.15
et 111.16 dans le cas Aristida pungend.. Les métaux dosés sont Cu, Co, Ni, Pb, Cd, Zn et

Fe.

Tableau I11.11 : Concentration des métaux dans les différentesgsagtbudneya africana
R.Br. (extraction avec HN$)

Métal Cu Co Ni Pb Cd Zn Fe
Racine 1.873 0.6098 0.261 3.0277 0.160 16.235 9.134
R1 0.913 0.829 0.389 15.793  0.190 3.151 32.289
R2 2.115 1.183 0.146 2.104) 0.283 6.689 30.610
R3 5.683 2.184 1.437 6.863 1.437 11.018 105.552
L 20.912 9.0983 12.968 56.423 5.568 173.140 244.229
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Tableau 111.12 : Concentration des métaux dans les différentesgsaitbudneya africana
R.Br. (extraction avec HCI)

Meétal Cu Co Ni Pb Cd Zn Fe
Racine | 15.777 0.588 1.677 4.973 0.4860 20.693  301.464
R1 2.810 0.527 0.500 6.100 0.033 8.27b 47.340
R2 8.176 0 2.146 8.773 0.450 9.945% 62.6126
R3 5.886 0.4880 1.654 12.465% 0.963 53.236 265.472
L 7.501 2.308 10.251 20.774 0.373 42.430 184.691

Tableau 111.13 : Concentration des métaux dans les difféerentesgsaitbudneya africana
R.Br. (extraction avec eau régale)

Métal Cu Co Ni Pb Cd Zn Fe

Racine 4.377 0 0.520 0 0.064 3.831 6.566
R1 5.061 0.024 0 6.07 0.067 2.88( 4.434b
R2 5.245 2.701 1.821 14.5531 0.890 25.125 74.327
R3 14.635 5.534 76.131 13.170 2.401 67.817 835.693
L 28.531 2417 15.020 84.601 0.489 16.676 90.358

Tableau 111.14 : Concentration des métaux dans les différentesgsafiristida pungens.

(extraction avec HNg)

Métal Cu Co Ni Pb Cd Zn Fe
T 81.07 5.37 43.50 9.99 1.72 95.00 305.19
N 74.29 00 94.12 0 20.44 124.33 394.10
G 31.59 5.13 40.47 0 0.59 60.13 160.88
F 25.53 3.57 35.24 8.85 0 9.11 6.62
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Tableau I11.15 : Concentration des métaux dans les différentesgsadtihristida pungens..

(extraction avec HCI)

Métal Cu Co Ni Pb Cd Zn Fe
T 84.72 6.75 43.64 7.29 5.04 84.72 292.32
N 51.31 18.80 86.36 2.06 28.20 12.18 60.28
G 2431 5.22 41.92 0 1.78 17.81 22.30
F 20.14 17.60 38.45 12.58 2.17 10.3b 51.60

Tableau 111.16 : Concentration des métaux dans les différentesgsanifiristida pungeng..
(extraction avec eau régale)

Meétal Cu Co Ni Pb Cd Zn Fe
T 52.18 10.93 22.71 52.72 0.34 42.8Y 205.42
N 59.37 0 44.63 16.49 2.42 34.63 784.20
G 32.21 0 18.70 28.77 0.47 18.38 84.86
F 16.18 0 0 28.09 0.23 17.14 300.62

Vu la différence entre les résultats obtenus patrias extractants, il semble bien que

ces derniers ne soient pas capables d’extrair&deahtillon, la totalité du métal et on ne peut
donc pas estimer rigoureusement la teneur des métansi, pour pouvoir obtenir une teneur
véritablement ‘totale’, on doit dissoudre toutesflarmes assimilables de I'élément.

En effet, les plantes prélevent majoritairemengléments traces par les racines via la
solution du sol. Ce prélévement racinaire se faisforme ionique pour certains métaux (Cd,
Zn), 1 sous forme de complexes anioniques (&4) et sous forme de complexes
organiques pour d'autres (Pb, F&)°

La quantification de ces formes assimilables néeestes études de spéciation en
solution. La notion de spéciation est définie commeépartition et la quantification des
différentes formes chimiques de I'élément dansolegsii réunies, donnent sa concentration
totale. La spéciation contribue a définir la madbildes éléments traces et permet donc,
d’établir des perspectives de comportements etotliéen des éléments traces en fonction
des conditions du milieu et de leur modification.

Malgré ces incertitudes, il est possible d’évallgns notre cas le pouvoir d’extraction
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de chaque solution acide utilisée pour chaque mié&d. Les résultats d’extraction de chaque
métal par les trois solutions acides sont représesdus forme d’histogrammes par les figures

1-7 dans le cas @udnaya africandR.Br. et les figures 8-17 dans le ca8ristida pungens..

a) Oudneya africanaR.Br.

@ HNO3
30 - W HCI
0 ER
20 |
ppm
10 |
O B
R R1 R2 R3 L
organe

Figure 1 : Concentration de Cu (extraction par HNBGCI et eau régale (ER))

12- I HNO;
m HCl
9] OER
m
pp 6l
3,
0,
R R1 R2 R3 L
organe

Figure 2 : Concentration de Co (extraction par HNGCI et eau régale (ER))
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ppm

R RI  R2 R3 L
organe

Figure 3: Concentration de Ni (extraction par HY®ICI et eau régale (ER))

0 HNO3
mHCI
O ER

ppm

R R1 R2 R3 L

organe

Figure 4 : Concentration de Pb (extraction par H\NECI et eau régale (ER))
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| HNO3
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organe

Figure 5 : Concentration de Cd (extraction par HNEBCI et eau régale (ER))

100 @ HNO3

m HCl
75

] ER
ppm 50
25
0

R R1 R2 R3 L
organe

Figure 6 : Concentration de Zn (extraction par HN®ICI et eau régale (ER))
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900 . [ HNOs
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organe

Figure7: Concentration de Fe (extraction par HNECI et eau régale (ER))

Il ressort de ces histogrammes d’une part que :

- 'eau régaleextrait mieux le Cu, le Ni, le Pb et le Fe.

- le HNG; extrait mieux le Cd, Co, et le Zn.

Ainsi, les teneurs maximales observées des métasgsddangudneya africana
R.Br. sont de 28.53 ppm de Cu, de 9.09 ppm de €36dL3 ppm de Ni, de 84.60 ppm de Pb,
de 5.56 ppm de Cd, de 173.14 ppm de Zn et de 83pBde Fe.

D’autre part, on remarque que la concentrationndésux lourds varie d’un organe a
l'autre dans la plante. En effet, le Cd, le ZnCle et le Pb se fixent préférentiellement dans
les feuilles et les rameaux tertiaires. Le Ni efféese concentrent dans les rameaux tertiaires.

Contrairement aux autres meétaux étudiés, le Capatit dans tous les organes de la plante.
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b) Aristida pungend..
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Figure 8: Concentration de Cu (extraction par HH®CI et eau régale (ER))
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Figure 9: Concentration de Co (extraction par HN®CI et eau régale (ER))
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Figurel0 : Concentration de Ni (extraction par HA®ICI et eau régale)
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Figure 11: Concentration de Pb (extraction par HNECI et eau régale)
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Figurel2 : Concentration de Cd (extraction par HN®CI et eau régale)
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Figurel3 : Concentration de Zn (extraction par HHN®ICI et eau régale)
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Figurel4 : Concentration de Fe (extraction par H)NBECI et eau régale)

Selon ces histogrammes, on remarque dans le gastdla pungend.. qu’'un métal

dans un organe donné, peut mieux étre extraitynae bu I'autre solution acide.

- Dans le cas du Cu, on constate que selon I'organe
* Le HCIl est capable d’extraire mieux le Cu dandifgess.
* Le HNGQG; est capable d’extraire mieux le Cu dans les neeulds tiges.
* L’eau régale est capable d’extraire mieux le Cusdas gaines.
- Dans le cas du Ni, on remarque que selon I'organe
» Le HCIl est capable d’extraire mieux le Ni danstigss, les feuilles et les gaines.
* Le HNG; est capable d’extraire mieux le Ni dans les nceuds.
D’autre part:
- Le HNG; est capable d’extraire mieux le Zn.
- Le HCl est capable d’extraire mieux le Cd et e C
- L’eau régale est capable d’extraire mieux le Pb.
De méme que précédemment, la concentration desixniéiards varie d’'un organe a
un autre de la plante.
- Le Zn et le Ni se répartissent dans toute latplamais ils sont plus concentrés dans
les noeuds.
- Le Cu se répartit dans toute la plante, maisoseaentre plus dans les tiges et les

nceuds.
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- Le Pb se répartit dans toute la plante, maigseeantre plus dans les tiges.

- Le Co se répartit dans toute la plante.

- Le Cd se concentre plus principalement dansdesds.

Toutefois, les valeurs optimales obtenues des médasés dans le casAtistida
pungensL. sont de 84.72 ppm de Cu, de 18.80 ppm de €®4d1l2 ppm de Ni, de 52.72
ppm de Pb, de 28.20 ppm de Cd, de 124.33 ppm @ d® 784.20 ppm de Fe.

Les incertitudes obtenues par les difféerents etards font qu’il est difficile de
comparer nos valeurs obtenues avec celles dona@edallittérature, car elles sont obtenues
avec des méthodes d’extraction trop différentes.

Cependant, vu les résultats significatifs obtemmspeut tout de méme les comparer
avec ceux de la littérature pour les plantes eregéret fourragéres en particulier (tableaux

.3 et 1.4 ; partie théorique).

a) Résultats dOudneya africanaR.Br.

- Cu : la concentration en Cu est de 28.53 ppmteGetleur s’échelonne dans le seuil
de toxicité ([20-200 ppm] pour les plantes en géhét [25-40 ppm] pour les plantes
fourragéeres).

- Ni: la concentration en Ni est de 76.13 ppm.t€&hleur s’échelonne également
dans le seuil de toxicité ([10-100 ppm] pour leanpés en général et [50-100 ppm] pour les
plantes fourragéres).

- Cd: la concentration en Cd est de 5.56 ppm.eCaiteur est au dela du seuil de
toxicité pour les plantes en général [1 ppm] etlsdonne dans le seuil de toxicité des plantes
fourrageres [5-700 ppm].

- Pb : la concentration en Pb est treés supéri@4&Q ppm) aux seuils des plantes [8
ppm].

- Fe : la concentration en Fe est de 835.69 pprtie @aleur s’échelonne dans le seuil

de toxicité [100-1000 ppm] pour les plantes en gané
Quant aux autres métaux (Co et Zn), ils dépasaeginent les teneurs normales dans
les plantes.

Ainsi, Oudneya african&.Br. accumule les métaux.

b) Résultats dAristida pungensL.
- Cu: la concentration en Cu est de 84.72 ppnteGetleur est largement supérieure
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au seuil de toxicité [25-40 ppm] pour les plarftagragéres et s'échelonne dans le seuil de
toxicité [20-200 ppm] pour les plantes en général.

- Co: la concentration est de 18.80 ppm. Cettewaést au dessous du seuil de
toxicité [25-100 ppm] pour les plantes fourragees’échelonne dans le seuil de toxicité [15-
50 ppm] pour les plantes en général.

- Ni: la concentration est de 94.12 ppm. Cetteewalk’échelonne dans le seuil de
toxicité des plantes ([10-100 ppm] pour les plargaesgénéral et [50-100 ppm] pour les
plantes fourrageres).

- Pb : la concentration en Pb (52.72 ppm) estan@®rieure aux seuils de toxicité des
plantes [8 ppm].

- Cd : la concentration en Cd est de 28.20 ppmteGetleur est largement au dessus
du seuil de toxicité pour les plantes en géenéraldi] et s’échelonne dans le seuil de toxicité
des plantes fourragéres [5-700 ppm].

- Zn : la concentration en Zn est de 124.33 ppntteGaleur est au dessous du seulil
de toxicité pour les plantes fourrageres [500-1H@@n] et s’échelonne dans le seuil de
toxicité des plantes en général [100-400 ppm].

- Fe : la concentration en Fe est de 784.20 pprtte ®@aleur s’échelonne dans le seuil
de toxicité [100-1000 ppm] pour les plantes en ggné

Ces résultats obtenus pour la détermination desecdrations des métaux lourds dans
nos deux plantes a partir des trois extractantssishoe nous permettent pas d’évaluer la
teneur totale d’'un élément. Néanmoins ces valdergés en métaux lourds dans nos deux
plantes, malgré leur présence sur un sol sabletuxati@ment pauvre en matiere minérale et
particulierement en métaux lourds, nous permet@mtles classer parmi les plantes
hyperaccumulatrices.

En comparant les valeurs des concentrations desusné&iurds dans les deux plantes,
on remarque géristida pungend.. accumule mieux les métaux lourds Qudneya africana
R.Br. Ces résultats confirment le développemergydteme racinaire dristida pungeng..

qui lui permet probablement d’extraire les métaargtous les niveaux du sol.

IV- POUVOIRS ANTIBACTERIENS ET ANTIFONGIQUES DES
ANTIMICROBIENS (méthodales disques)
IV.1- EFFET DESATB ET DESEXTRAITS

Les résultats de la sensibilité des bactéiiesiwis des ATB, des extraits@udneya
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africanaR.Br. (LM, LA, FrM, FrA) et des extraits Aristida pungend.. (TM, TA, FM, FA)
sont donnés respectivement dans les tableau IBt1TI.18 et représentés sous forme

d’histogrammes par les figures 15 et 16.

Tableau 111.17: Antibiogramme : diamétre (mm) des zones d’inhilitaes différentes
souches dans le cagaiidneya africand.Br.

LM | LA |FrM | FrA | AMX | S E | SXT| RA| CZ| TE| NA| CB

LM 8 6 6 7 8 6 8 12 9 6 6 6 6

St 6 8 6 10 12 7 11 13 12 6 4 6

Pal 25| 11| 24 6 6 6 6 7 6 6 6 @

Pa2 25| 11| 24 6 6 6 6 7 6 6 6 6

Pp 6 8 8 8 6 6 6 6 6 6 6 6 6

Pr 6 8 6 8 6 6 6 6 6 6 6 6 9

O Pal @ Pa2

25

201

mm 454

101

LM LA FrM FrA AMX S E SXT RA CZ TE NA CB
ATB

Figure 15 : Moyenne des diametres (mm) des zones d’inhibitesmsbuches (Pal, Pa2) en
fonctions des extraits LM, LA, FrM, FrA et des ATRns le cas @udneya africand.Br.
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Tableau 111.18: Antibiogramme : diametre (mm) des zones d’inhilnitdes différentes
souches dans le casAdistida pungeng..

™ | TA |FM | FA |AMX S E | SXT| RA| CZ| TE| NA| CB

LM 6 3 6 7 8 6 8 12 9 6 6 6 6

St 6 8 14 6 12 7 11 13 12 g 6 (0

Pal| 21 | 6 13| 22 6 6 6 6 7 6 6 6 @

Pa2 | 21 6 13| 22 6 6 6 6 7 6 6 6 6

Pr 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6

OPal @ Pa2
25+
201
154

mm
104
5-
0
™ TA FM FA AMX S E SXT RA cz TE NA CB
ATB

Figure 16 : Moyenne des diametres (mm) des zones d’inhibitesmsbuches (Pal, Pa2) en
fonction des extraits TM, TA, FM, FA et des ATBndde cas dAristida pungens.

Comme le montrent les résultats schématisés pdiglaes 15 et 16, tous les ATB
sont intermédiaires a I'ensemble des bactéries @grarat gram (-) comparés aux extraits LA,

FrA, FrM, TM, FM et FA.Ainsi, il ressort quePseudomonas aeruginog®al et Pa2) se
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révele trés résistante a la plupart des ATB usilisdors qu’elle est fortement inhibée par les
extraits LA, FrA, TM et FA avec respectivement diésmetres d’inhibition de 25, 24, 21 et
22 mm et moyennement inhibée par FrM et FM avepeds/ement des diamétres
d’inhibition del1l et 13 mm.

I\VV.2- EFFET DESATF ET DESEXTRAITS

La sensibilité des levures, moisissures (citées tiapartie expérimentale) et de tous les
extraits a été testée vis-a-vis des ATF. Les t@subbtenus dans le caOdidneya africana
R.Br. sont reportés dans le tableau I111.19. Lesenogs des diametres des zones d’inhibition
de chaque souche (levure et moisissure) en fondésnATF testés sont représentées par les
figures 17-22 sous forme d’histogrammes.

Tableau 111.19: Antifongigramme : Moyennes des diametres (mm) d@eeg d’inhibition des
différentes souches dans le ca®uatineya africand.Br.

LM | LA |FrtM | FrA | EC |MTR | AB | FC | MCZ |CTR

Cal 6 14 6 10 15 6 20 6 12 12

Ca2 6 20 8 20 14 6 15 6 18 22

Af 6 23 11 20 20 6 6 6 10 12

Ch 6 11 6 12 11 6 12 6 6 6

Bc 6 15 12 20 12 6 15 6 17 8

Fo 6 25 6 30 13 6 20 6 19 9
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OCal

mm

LM LA FrM FrA EC MTR AB FC MCZ CTR

ATF

Figure 17: Moyennes des diametres (mm) des zones d'inbibdieCandida albican<Ca.1
en fonction des ATF testés dans le ca3utineya africand.Br.

OCa2

LM LA FrM FrA EC MIR AB FC MCZ CTR
ATF

Figure 18: Moyennes des diametres (mm) des zones d’inbibdieCandida albican<Ca.2
en fonction des ATF testés dans le ca3utineya africand.Br.
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OAf

ATF

Figure 19: Moyennes des diamétres (mm) des zones d'inbibdiAspergillus flavusAf en
fonction des ATF testés dans le ca@uldneya africandr.Br.

BCh

mm

Figure 20: Moyennes des diametres (mm) des zones d'inbibdieCladosporium herbarum
en fonction des ATF testés dans le ca3utineya africand.Br.
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OBc

LM LA FtM FrA EC MTR AB FC MCZ CTR
ATF

Figure 21: Moyennes des diametres (mm) des zones d'inbibdieBotrytis cinereaBc en
fonction des ATF testés dans le ca@uldneya africandr.Br.

O Fo

LM LA FM FrA EC MIR AB FC MCZ CTR
ATF

Figure 22: Moyennes des diametres (mm) des zones d’inbibdeFusarium oxysporium
Foen fonction des ATF testés dans le c&@3utineya africandr.Br.
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ConcernantAristida pungend.., les résultats obtenus sont reportés danshbleaa
[11.20. Les moyennes des diameétres des zones Hiiidn de chaque souche (levure et
moisissure) en fonction des ATF testés sont reptéees par les figures 23-28 sous forme

d’histogrammes.

Tableau 111.20: Antifongigramme : Moyennes des diametres (mm) @eeg d’inhibition des
différentes souches dans le caAristida pungend..

™ | TA |FM |FA |EC |MTR | AB | FC | MCZ | CTR

Cal 6 8 6 10 15 6 20 6 12 12

Ca2 6 10 8 18 14 6 15 6 18 22

Af 6 10 14 18 20 6 6 6 10 12

Ch 6 9 6 12 11 6 12 6 6 6

Bc 6 6 13 20 12 6 15 6 17 8

Fo 6 6 6 31 13 6 20 6 19 9

OcCal

254

154

mm
104

™ TA FM FA EC MTR AB FC MCzZ CTR
ATF

Figure 23: Moyennes des diametres (mm) des zones d’inbibdieCandida albicanCal en
fonction des ATF testés dans le ca&ristida pungend..
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OCa2

™ TA FM FA EC MTR AB FC MCZ CTR
ATF

Figure 24: Moyennes des diametres (mm) des zones d'inbibdeCandida albicansa2
en fonction des ATF testés dans le casidtida pungeng.

O Af

Figure 25: Moyennes des diamétres (mm) des zones d'inbibdiAspergillus flavusAf en
fonction des ATF testés dans le ca&ristida pungend..
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OBc

T™M TA FM FA EC MIR AB FC MCZ CTR
ATF

Figure 26 : Moyennes des diametres (mm) des zones d'inbibdieCladosporium herbarum
Ch en fonction des ATF testés dans le césigfida pungeng.

OBc

™ TA FM FA EC MTR AB FC MCz CTR
ATF

Figure 27 : Moyennes des diameétres (mm) des zones d’inbibdeBotrytis cinerea Ben
fonction des ATF testés dans le caAristida pungend..
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O Fo

35+

30+

25+

mm

T™M TA FM FA EC MTR AB FC MCZ CITR
ATF

Figure 28: Moyennes des diamétres (mm) des zones d’'inbibdieFusarium oxysporium
Fo en fonction des ATF testés dans le césigfida pungeng..

Si I'on considére I'ensemble des résultats, il sesgue certains ATF sont inactifs
pratiguement sur certaines souches testées. Bn &$fgergillus flavusAf est résistante aux
antifongiques suivants Mitraconazole, Amphotéricine B, et Flucytosin€ladosporium
herbarum Ch est résistante aux antifongiques suivaniditraconazole, Flucytosine,
Miconazole et ClotrimazoleBotrytis cinereaBc etFusarium oxysporiurko sont résistantes
aux Mitraconazolet Flucytosine et intermédiaires au Clotrimazole.

Quant aux levuresCandida albicansCal et Ca2, elles sont insensibles aux
Mitraconazole et Flucytosine

En plus, en concordance avec les propriétés agtaes des stérols, des stéroides,
des tanins et des flavonoides, LA et FrA révele activité antifongique signifiante. FrA est
plus active contreFusarium oxysporiumFo et Botrytis cinerea Bc que LA avec
respectivement une zone d’inhibition de 30 et 25 n2® et 15 mm. Au contraire LA est plus
active contreAspergillus flavusAf que FrA avec respectivement une zone d’inhibitie 23
et 20 mm.

En outre, LA et FrA inhibent la croissance dandida albicansCa2 avec une zone
d’inhibition de 20 mm.

D’autre part, on remarque que FA posséde un kpgetre antifongique.

En effet, FA inhibe considérablement la croissades moisissures notamment

Fusarium oxysporiunfro, Aspergillus flavusAf et Botrytis cinereaBc avec respectivement,
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un diamétre d’inhibition de 31, 18 et 20 mm. FAib#hégalement considérablement la levure
Candida albican€a.2 avec un diamétre d’inhibition de 18 mm.

De méme FM révele une activité antifongique irgsamte contrdspergillus flavus
Af et Botrytis cinered@c avec respectivement un diameétre d’inhibitiorildest 13 mm.

Il ressort de ces tests antimicrobiens trois tagiintéressants :

- nos deux plantes présentent une bonne activiidi@ue contrePseudomonas
aeruginosaune bactérie trés connue pour sa résistance destemtibiotiques.*’

- un bon spectre daction contre la levuf@andida albicans Cette levure
naturellement présente chez 'lhomme dans la bodehepe digestif et les voies génitales,
peut devenir pathogéne dans certaines conditiomsneo par exemple une diminution des
fonctions immunitaires de I'organisme. Dans ce edls, provoque une infection mycosique
ou candidosd?*”!

- une tres forte action sur le champignBaosarium oxysporiunfFo. Ce dernier
S’attaque au palmier dattier et provoque le baydud.agit d'une fusariose qui cause des
dégats séveres dans les palmerdié8.Le champignon pénétre dans les racines du palmier
dattier et chemine a travers le systeme vascuthirstipe jusqu’a la couronne foliaire. Les
folioles d’'une palme se replient successivemeniesirachis et blanchissent d’'ou le nom de
bayoud (de abyad : blanc en arabe). L'arbre dégéaisi et meurt au bout de quelques

semaines ou plusieurs mois selon les conditionsatigues!*'®!

V- POUVOIRS ANTIBACTERIENS ET ANTIFONGIQUES DES ANT IMICROBIENS
(méthode sur milieu liquide)
Les résultats obtenus du pouvoir antimicrobienales thos extraits selon la méthode

sur milieu liquide sont illustrés dans les tabledug1 et 111.22.
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Tableau I11.21: Pouvoir antimicrobien des extraits (FrM, FrA, LML) dans le cas
d’Oudneya african&.Br. selon la méthode sur milieu liquide

Extraits FrM FrA LM LA
Dilutions SM SM SM SM
Souches T, | To | T5 |10%10%|10%| 10| 10%|10%| 10| 10%|103| 10| 102|103
Pal ++ — — ++ ++ ++ — + + +-H +H ++4 — + +
Pa2 ++ — — ++ ++ ++ — + + ++H ++ +4 — + +
Pseudomonas
Pr ++ | — | — | ++| ++| | HH HH +H +H A+
Pp ++ | — | = | ++| | | A HH R A A
LM ++ | — | — | ++| ++| | HH HH +H +H A+
Bactéries Gram+
St ++ | — | = | | | A A HH R 4|+
Levures Cal |++ | — | — | ++| ++| ++| +| ++ +H +| ++ ++ +H H ++
Ca2 | ++| — | - + | ++| ++| — + + +| +4 +t - A +
A.f ++ | — | = | +| +| | = | +| H| +H +t - H H
Ch ++ | — | = | + | | | | | HH |+ H O+
moisissures
Bc ++ | - | = + + | ++| — + + +| +H o+ - H
Fo ++ | - | = + | ++| ++| — + + +| +H 4 - H +t

—: pas de croissance:; croissance faible+ : croissance ;

++ : croissances importantes ; T: témoin
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Tableau 111.22: Pouvoir antimicrobien des extraits (TM, TA, FM &t)Fdans le cas
d’Aristida pungeng.. selon la méthode sur milieu liquide

Extraits ™ TA FM FA
Dilution SM SM SM SM
Souches T, [T, |Ts |10*|107 |10° |10 |107 |10° 10" |10° |10° |10" 107 |10°
Pseudomonas Pal ++ —| = 4+ | A ||| x|+ | - 2]+
Pa2 ++ — — + +| +H ++ | ++ | £ + | ++ | — + +
Pr ++ | - T A A I o I T I o I L I S I R
Pp | — | = || | | | ] A A A A+ 4
Bactéries Gram+ |LM ++ | — | = || A | | | | | | A | | HH 4
St ++ | — B R I S I + | ++| |+
Levures Cal ++| — T B I O B S B o I B
Ca2 ++| — s S S I o O I S % O I B o + +
Af ++ | — = S S I o o I S O + — + +
Ch ++ | — | = || | | | | A | | |+ 4
moisissures
Bc | — | = ||| | | | | - 2|+
Fo | — | = ||| | | | | - 2|+

—: pas de croissancet; croissance faible+ : croissance ;

++ : croissances importantes ; T: témoin

Pour ce qui est des résultats obtenus par cetiaitee, on note la présence de germes

dans le premier témoin (T1) contenant I'eau déstilet leur absence dans le deuxieme témoin

(T2) ne contenant que le milieu de culture (milgarile) et dans le troisieme témoin (T3)

contenant le solvant (méthanol et acétone). Ceigteanun effet inhibiteur sur nos souches.

Suite a ceci, les solvants sont utilisés a un pniege inférieur ou égal a 5 % car apres

plusieurs essais, a cet intervalle nous avons epmagu’il n’y a pas d’inhibition.

De plus selon ces résultats, la sensibilité deshsmiinhibées se situe entre les
dilutions 10" et 10%
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V.1-DETERMINATION DESCMI PAR LA METHODE DE CONTACT DIRECT
a) Oudneya africanaR.Br.

Les intervalles des concentrations minimales ithdais des extraits (FrM, FrA, LM
et LA) d’Oudneya africanaR.Br. obtenus par la méthode de contact direahiieu gélosé

sont reportés dans le tableau 111.23.

Tableau 111.23: Intervalles des CMI des extraits@lidneya africand.Br.
(FrM, FrA, LM et LA) relatifs aux souches testegg/ml)

Souche FrM FrA LM LA
LM : : i i
St : : i i
i i [390.53-979.27] i [827.90-2076.00]
Pp - - - -
Pr - - - -
Cal - - - -
Ca2 i [979.27-1948.75] i [2076.00-4131.25]
Af i [979.27-1948.75] i [827.90-2076.00]
Ch : : i i
Bc i [979.27-1948.75] i [2076.00-4131.25]
Fo i [217.01-390.53] i [827.90-2076.00]

Ces résultats nous permettent de déterminer desdéMbs extraits qui ont des effets
remarquables sur les souches.

Les bactériesPseudomonas aeruginog@al et Pa2), les moisissur@spergillus
flavus Af et Fusarium oxysporiunfo sont inhibés par I'extrait LA au méme intergatle
CMI [827.90-2076.00]ug/ml. La levureCandida albicansCa2 et la moisissurBotrytis
cinerea Bc sont inhibées par I'extrait LA au méme intelwalle CMI [2076.00-4131.25]
pg/ml. De la méme fagon I'extrait FrA inhibe au mémtervalle de CMI [979.27-1948.75]
pug/ml la levureCandida albicansCa2 et les moisissuresspergillus flavusAf ainsi que
Botrytis cinereaBc.

Les bactériedseudomonas aeruginog®al et Pa2) et la moisissureisarium oxy
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sporiumFo sont inhibées respectivement par I'extrait Rk intervalles de CMI [390.53-
979.27]ug/ml et [217.01-390.531g/ml.
b) Aristida pungend..

Les intervalles des concentrations minimales inhdss des extraits Aristida
pungend.. (TM, TA, FM et FA) obtenus par la méthode de temh direct en milieu gélosé
sont reportés dans le tableau 111.24.

Tableau 111.24: Intervalles des CMI des extraits Alfistida pungens..
(TM, TA, FM et FA) relatifs aux souches testépg/(nl)

Souche ™ TA FM FA

LM - - - -

St - - - -

Pal
Pa2

Pp - - - -

[559.61-1403.89] - - [838.31-2095.78]

Pr - - - -

Cal - - - -

Caz2 - - [838.31-2075.78]

Af - -

Ch - -

Bc - - [838.31-2095.78]
Fo

- - [465.71-838.31]

Les résultats obtenus montrent que les microorgassles plus sensibles sont les
moisissures particulieremeRtisarium oxsporiunfo inhibée a un intervalle de CMI inférieur
a ceux obtenus pour les bactéries et les autrehesi465.71-838.33g/ml.

L’extrait TM inhibe les bactériedPseudomonas aeruginos@Pal et Pa2) a un
intervalle de CMI [559.61-1403.89fy/ml inférieur a celui de FA [831.31-2095.718)/ml.
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CONCLUSION

Les résultats obtenus au cours de ce travail cdemleet confortent une démarche
scientifique de plus en plus fréquente a savo@tablissement de relations entre I'utilisation
empirique de plantes par les populations et la @assance scientifique et plus particulierement
chimique de ces plantes.

Ce travail se place également dans une probléneatigurecherche pluridisciplinaire,
associant des techniques caractéristiqgues den@ebrganique, de la chimie analytique et de la

biologie.

Oudneya africanaR.Br. etAristida pungend.. présentent un intérét direct. Ce sont en
effet, deux plantes qui sont non connues chimiqueniéanalyse de leur contenu chimique nous
a permis d'une part, de caractériser la présence différentes familles de composés
(flavonoides, saponosides, tanins, stérols, stéspid) en quantités variables, dans les différentes
parties des deux plantes en question, et d’awtre diisoler et d’'identifier cing composés le
stigmasténol, lef-sitostérol, le stigmastérol;épicatéchine et I'épiafzéléchine dans le cas
d’Oudneya africanaR.Br. et de deux composeés la fridéline et le lugkms le cas dristida

pungend..

En réponse aux objectifs fixés, nous nous pronamseen termes de résultats obtenus, de

limites et de prospectives.

Des résultats qui nous semblent les plus signifs;ain retiendra I'existence d’'une bonne
corrélation entre l'usage traditionnel et I'act&itantimicrobienne et entre le caractére

xérophytisme et 'accumulation ou I'hyperacccumioiatdes métaux lourds.

Vu la pauvreté en métaux lourds dans les sols safiBridneya africand.Br. etAristida
pungensL. se sont révélées d’'une grande capacité d’aclarnes meétaux lourds. Nous avons
trouvé des concentrations élevées notamment efNCICd et Pb. Ces teneurs s’échelonnent
dans le seuil de concentrations toxiques des @afderrageres. Cette observation pose le

probléme de contamination dans la chaine alimentair
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Par ailleurs, I'étude de I'activité biologique das différentes souches pathogéenes nous a
montré que nos extraits de plantes possedent umeelazctivité antimicrobienne.

Les tests sur les microorganismes ont montré undlenre activité antibiotique et

antifongique des extraits des deux plantes que des)ATB et des ATF.
En termes de limites, nous retiendrons principatértes points suivants :

- l'identification chimique de certaines molécutgs n’a pu étre menée a terme du fait de

la faible quantité des produits et des fractions.

- les composés dans les fractions récupérées aprésatographie de colonne sur gel de

silice ont des comportements chimiques voisinsallds a séparer.

Ces limites étant soulignées, il convient de placertravail dans un conteste plus

prospectif, car sur de nombreux points, il ouvredee a des pistes nouvelles.

Il s’agit premierement de compléter le travail gadentification de la molécule
responsable de ces activités antimicrobiennes weti@@ement I'aspect de la valorisation de la
matiere végétale. De plus, il révéle l'autre aspbetla recherche sur les plantes tolérantes et
accumulatrices aux meétaux lourds, a savoir, lelisation pour dépolluer les sols contaminés

par les métaux lourds (phytoremédiation des sullsi¢s).

En définitif, ce travail, s'il fixe des résultatertains, ouvre des perspectives et des pistes
de recherches, tant au niveau de la connaissamestiigue, qu’a celui d’une possibilité de

valorisation de la matiere végétale de nos régions.
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AcOEt
CHClI>
CCM
CCE
MeOH

cm
ml

mm

mg

Ry
RMN
COSY
DEPT
SM

FAB
TMS
uv
LA
FrA
LM
FrM
TA
FA
™
FM
LM
St
Pal, Pa2

Abréviations

ABREVIATIONS

Acétate d’éthyle

Chlorure de méthyle
chromatographie sur couche mince
chromatographie sur couche épaisse
méthanol

infrarouge

centimeétre

millilitre

millimetre

gramme

milligramme

normalité

facteur de rétention ou rapport frontal
résonance magnétique nucléaire
correlated spectroscopy
distortionless enhancement by polarization transfer
spectre de masse

impact électronique

fast atom bombardement
triméthylsilyl

ultra violet (lampe)

extrait d’acétate d’éthyle des feuillesidneya africandr.Br.

extrait d’acétate d’éthyle des fruits @udneya africand.Br.
extrait de méthanol des feuilles@udneya africand.Br.
extrait de méthanol des fruits @udneya africand.Br.
extrait d'acétate d’'éthyle des tigdsAristida pungend..
extrait d’acétate d’éthyle des feuilldsAristida pungend..
extrait de méthanol des tigd5sAristida pungeng..

extrait de méthanol des feuilldsAristida pungend..
Listeria monocytogens

Staphylococcus aureus

Pseudomonas aeruginosa



Abréviations

Pp Pseudomonas putida
Pr Pseudomonas proteus
AMX Amoxicilline

S Streptomycine

E Erytromycine

SXT Trimethoprine-sulfamides
RA Rifampicine

Ccz Cephazoline

TE Tetracycline

NA Acide nalidixique

CB Carbenicilline

Cal, Ca2 Candida albicans

Af Aspergillus flavus

Ch Cladosporium herbarium
Bc Botrytis cinerea

Fo Fusarium oxysporium
EC Econazole

MTR Mitraconazole

AB Amphotéricine

FC Flucytosine

MCZ Miconazole

CTR Clotrimazole
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