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Les plantes sont capables de produire une grande diversité de produits ne participant pas
a leur métabolisme de base, mais représentant plut6t des produits du métabolisme secondaire.
Nous pouvons citer comme exemple les alcaloides, les terpénes, les stéroides, les
polyphénols, les huiles essentielles ...... etc.

Parmi ces composés, les polyphénols représentent I'un des groupes les plus importants
du fait qu’ils aient une faible toxicité et de nombreux avantages biologiques, notamment
thérapeutiques, pharmaceutiques, cosmétologiques et alimentaires.

Ces derniéres années, nous avons assisté a un grand regain des phytothérapeutes pour les
produits riches en polyphénols, et principalement en flavonoides. Ces derniers ont d’ailleurs
montré qu’ils avaient des propriétés biologiques trés importantes et tres vastes. Nous pouvons
dire que ce sont notamment de grands antioxydants et antimicrobiens.

En effet, de nombreuses études ultérieures ont prouvé que les flavonoides étaient
capables d’inhiber différents types de microorganismes : bactéries, levures, moisissures,
protozoaires et méme virus. Néanmoins il y avait une grande spécificité entre les molécules
actives et les microorganismes visés; d’ou I’importance de bien choisir le flavonoide
approprié.

De méme I’activité antioxydante a été attribuée a la majorité des flavonoides découverts.
Ces derniers avaient la capacité de neutraliser différents types de radicaux libres: les
peroxydes (ROO¢), les alcoxyles (RO-), les superoxydes (Oye-) et les hydroxyles (HOs) ;
empéchant de ce fait I’oxydation des lipides, des protéines, des enzymes et de I’ADN.

Des flavonoides tels que la rutine, la disomine, la lutéoline et la quercétine sont
aujourd’hui de plus en plus commercialisés pour diverses applications médicamenteuses,
alimentaires et cosmétologiques ; et ce que les molécules soient a 1’état pur ou sous forme
d’extraits.

Apres les flavonoides, 'intérét des chercheurs a porté sur les tannins qui sont
représentés par deux types : les hydrolysables et les condensés. De méme que les flavonoides,
les tannins sont considérés d’un point de vue thérapeutique comme des polyphénols trés
puissants ; notamment les tannins condensés. Du fait qu’ils soient formés par polymérisation

des molécules flavoniques, ces derniers ont acquis la majorité de leurs activités biologiques.



Néanmoins, I’utilisation des tannins condensés en dehors du domaine cosmétologique
demeure jusqu’a aujourd’hui trés limitée ; car ces macromolécules ont I’inconvénient majeur
de se combiner aux molécules nutritives présentes dans notre alimentation et d’empécher ainsi
leur assimilation par le corps.

Bien que les tannins condensés soient trés avantageux, ils demeurent donc peu utilisés
dans les productions médicamenteuses et alimentaires.

La solution a ce probléme a commencé a surgir dernierement avec la découverte de la
tannin-acyl-hydrolase (EC 3.1.1.20), communément appelée « tannase ». Cette enzyme n’a
été révélée jusqu’a aujourd’hui que chez certaines bactéries (principalement des anaérobies) et
des moisissures. De ce fait, les ruminants possédant des bactéries capables de produire cette
enzyme acquiérent la capacité de dégrader les tannins condensés ; et donc le privilege de
bénéficier de tous les intéréts apportés par ces polyphénols sans avoir a subir leur role
antinutritionnel tant redouté.

Suivant, ce principe les biotechnologues ont commencé a s’intéresser aux productions
industrielles de la tannase par les microorganismes. Le but étant de I’inclure dans notre
alimentation ou dans la fabrication de certains médicaments.

Les moisissures représentent aujourd’hui les meilleurs producteurs de ce cette enzyme et

ce du fait qu’elles soient pour la majorité des aérobies ; donc faciles a cultiver et a manipuler.

Dans ce travail, nous nous sommes fixé les objectifs suivants:

Premiérement : Préparer les extraits végétaux les plus utilisés par les phytothérapeutes,
a savoir les extraits éthanoliques et méthanoliques, pour plusieurs plantes médicinales et
alimentaires utilisées en Algérie ; déterminer le type le plus actif pour les activités
antimicrobienne, antioxydante et cytotoxique testées in vitro ; puis, réaliser un screening
phytochimique afin de connaitre la nature des composés secondaires présents dans chaque

extrait et sélectionner les plus riches en flavonoides.

Deuxiemement : Identifier des flavonoides présents en quantité suffisante ; tester in
vitro leurs activités antimicrobienne, antioxydante et cytotoxique ; pour les molécules les plus
actives, tester in vivo leur activité antimicrobienne contre Streptococcus pneumoniae puis

mesurer leur toxicité aigue.



Troisiemement : Extraire et doser les tannins condensés présents dans les feuilles de
Camellia sinensis (thé noir) et des téguments de graines de Vicia faba L. seville (féves) ;
rechercher et isoler des moisissures capables de dégrader ces molécules ; puis, mesurer

I’activité enzymatique des tannases fongiques produites.



1.1. Définition des polyphénols :

Les polyphénols sont des molécules synthétisées par les végétaux lors du métabolisme
secondaire pour se défendre contre les agressions environnementales. Ils sont localisés dans
différentes parties des plantes selon I’espéce végétale et le groupe polyphénolique considérés.
Ces composes regroupent une multitude de molécules et représentent 1’un des groupes les
plus importants présents dans le régne végétal.

Comme definition, nous pouvons dire que les polyphénols sont des composés
phénoliques hydrosolubles, de poids moléculaire compris entre 500 et 3000 Dalton, et ayant,
outre les propriétés habituelles des phénols, la capacité de précipiter les alcaloides, la gélatine
et autres protéines (Dangles et al. 1992, Hagerman et al. 1998, Sarni-Manchado et Cheynier
2006).

Les polyphénols regroupent un vaste ensemble de substances chimiques comprenant au
moins un noyau aromatique, et un ou plusieurs groupes hydroxyles, en plus d’autres
constituants (Bamforth 2000). Ils peuvent aller de molécules simples, comme les acides
phénoliques, a des composés hautement polymeérisés, de plus de 30000 Dalton, comme les

tannins (Hagerman et al. 1998, Sarni-Manchado et Cheynier 2006).

Comme la majorité des composés secondaires, les polyphénols sont produits par les

plantes afin d’accomplir des fonctions précises, les plus notoires étant :

&  Défense contre les pathogénes; principalement les moisissures et les bactéries
phytopathogenes.

< Dissuasion alimentaire. On parle du phénomeéne d’allélopathie : certaines plantes
émettent des substances pour inhiber la croissance des autres plantes.

& Attraction des pollinisateurs : les couleurs, mais aussi les odeurs attirent les insectes.
Exemple : certaines orchidées synthétisent des phéromones sexuelles qui sont des
substances volatiles émises par les insectes femelles pour attirer les males.

& Protections contre les rayonnements UV.
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@ Molécules qui donnent des arémes et parfums aux plantes. Ce qui sert principalement a
repousser les herbivores. Exemple : les polyphénols des pélargoniums (Druyne 1999,
Schiestl et al. 2000, Yi-Cai et al. 2000, Sasaki et Takahashi 2002).

1.2. Classification des polyphénols :

Les polyphénols possedent plusieurs groupements phénoliques avec ou sans autres
fonctions (alcooliques, carboxyles...). Dans cette famille de molécules, se trouvent de
nombreuses substances, qui peuvent se classer selon leur structure en cing groupes

principaux:

1.2.1. Les acides phénols :

Les acides phénols, ou acides phénoligues, ont une fonction acide et plusieurs fonctions
phénols. 1ls sont incolores et plutét rares dans la nature. Ils se divisent en deux categories :

Les acides phénols dérivés de 1’acide benzoique sont trés communs, aussi bien sous
forme libre que combinée a 1’état d’esters ou d’hétérosides (Haslam 1994). Exemple : I’acide

gallique qui est un élément principal de la structure des tannins hydrolysables (Figurel).

O 0} o
HO HsCO
N\
OH oH OH
HO ~ .
OH HO
Acide benzoique Acide gallique Acide vanillique

Figure 1: Exemple de quelques acides phénols de la série benzoique (Bruneton 2009,
Pawlowska et al. 2006).

Les acides phénols dérivés de I’acide cinnamique sont souvent estérifiés. Les plus
courants sont I’acide cinnamique, I’acide caféique, 1’acide férulique, I’acide p-coumarique et
I’acide sinaptique (Haslam 1994, Bruneton 2009) ; dont certains sont représentés dans la

figure 2.
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Figure 2: Exemple de quelques acides phenols de la série cinnamique (Bruneton 2009,
Pawlowska et al. 2006).

1.2.2. Les flavonoides :

Les flavonoides ont un squelette de base formé par deux cycles en C6 (A et B) reliés
entre eux par une chaine en C3 qui peut évoluer en un hétérocycle (cycle C) (Figure 3). lls
donnent des couleurs allant du jaune clair au jaune or. Selon les détails structuraux les
flavonoides se divisent en 6 groupes : flavones, flavonols, flavonones, isoflavones, chalcones,
aurones.

Ces composés existent sous forme libre dite aglycone ou sous forme d’hétérosides, c'est-

a-dire liée a des oses et autres substances (Heller et Forkmann 1993).

| ._Z

0 (0]

Figure 3 : Structure de base d’un flavonoide (Heller et Forkmann
1993).

1.2.3. Les anthocyanes :

Les anthocyanes donnent des couleurs trés variees : bleu, rouge, mauve, rose ou rouge.
Ces molécules ont, comme les flavonoides, un squelette de base en C15 formé de deux cycles
A et B, et d’un hérérocycle (cycle C) ; mais leur caractéristique principale est que ce dernier
est chargé positivement. Cette charge est due a leur structure de base commune : le cation

flavylium ou 2 phenyl 1-benzopyrilium (Figure 4) (Heller et Forkmann 1993).

Les trois anthocyanes principaux sont :

* La pélargonidine : qui a un OH en 4’ et donne une couleur rouge-orange.



* La cyanidine : qui a deux OH en 3°, 4’ ou en 4°, 5’. Elle donne une couleur rouge
magenta.

*La delphinidine : qui a trois OH en 3°, 4°, 5°. Elle donne une couleur mauve.

aycle & arole O

Figure 4 : Structure du cation flavylium ou 2-phényl-1-benzopyrilium (Heller et
Forkmann 1993).

1.2.4. Les flavanes :

Les flavanes sont sous forme de monomeres (ex : la catéchine) ou sous forme de
polymeéres (dimeéres, triméres...de catéchine). Ils existent sous forme de plusieurs
stéréoisomeres provenant de deux carbones asymétriques : C2 et C3. Les flavanes sont tres
répandues dans les écorces végétales (Figure 5) (Jakupovic et al. 1988).

OH

Figure 5 : Structure de la (+) — catéchine
(Jakupovic et al. 1988).

1.2.5. Les tannins :

Les tannins sont des macromolécules qui se divisent selon leur structure en deux
groupes principaux :

* Les tannins hydrolysables : sont des esters d’acide gallique qui se lient aux molécules
de glucose. Plus précisément, un glucose se lie a plusieurs molécules d'acide gallique (Sarni-
Manchado et Cheynier 2006) (Figure 6).


http://fr.wikipedia.org/wiki/St%C3%A9r%C3%A9oisom%C3%A8re

* Les tannins condensés : proanthocyanidines : ce sont des composés phénoliques
hétérogenes. lls se trouvent sous forme d’oligomeéres ou polymeres de flavanes, flavan-3-ols,
5 desoxy-3-flavonols et flavan-3,4-diols (Figure 7).

Les polymeéres donnent une structure hérissée d’OH phénoliques capable de former des
liaisons stables avec les protéines (Montenegro de Matta et al. 1976, Sarni-Manchado et
Cheynier 2006).
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Figure 6 : Quelques tannins hydrolysables représentatifs (Gorger et al. 1994, Bruneton 1999).
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1.3. Biosynthese des polypheénols :
La biosynthése des polyphénols se fait par deux voies principales qui sont :

1.3.1. La voie de I’acide shikimique :

Dans cette voie, 1’érythrose 4-phosphate et le phosphoénol pyruvate sont produits par les
hydrates de carbones lors de leur dégradation par la voie des pentoses phosphate et la
glycolyse respectivement.

Ces derniers sont a I’origine des composés phénoliques C6-C1 formant les tannins
hydrolysables et de la chalcone qui est la molécule de base de tous les flavonoides et tannins
condensés (Haslam 1994, Dewick 1995)

Aussi, il est intéressant de préciser que la tyrosine et la phénylalanine dérivent de cette
voie métabolique. En effet, ces deux acides aminés sont des intermédiaires métaboliques entre

I’acide shikimique et I’acide cinnamique.

1.3.2. La voie de I’acide malonique :

La glycolyse et la B-oxydation aboutissent a la formation de I’acétyl CoA donnant le
malonate.

C’est a travers cette voie que s’effectue la cyclisation des chaines polycétoniques,
obtenues par condensation répétée d’unités « Acétate » qui se fait par carboxylation de
I’acétyl-CoA. Cette réaction est catalysée par I’enzyme acétyl-CoA carboxylase (Fleeger et
Flipse 1964, Richter 1993) (Figure 8).
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1.4. Intéréts thérapeutiques des polyphénols :

La principale caractéristique des polyphénols est qu’ils sont des agents antioxydants tres
puissants (Pietta 2002, Frei et Higdon 2003, Oszmianski et al. 2007). En effet, ils sont
capables de piéger les radicaux libres et d'activer les autres antioxydants présents dans le
corps. Ce principe a été utilisé dans la fabrication de plusieurs médicaments, comme le Daflon
produit & base de diosmine.

Cette méme activité antioxydante permet aux polyphénols de réguler les radicaux bon-
mauvais (qui peuvent étre les deux), comme l'oxyde nitriqgue qui favorise une bonne
circulation sanguine, coordonne l'activité du systéme immunitaire avec celle du cerveau et
module la communication entre les cellules de ce dernier (Srivastava et al. 2000, Kenny et al.
2007).

En raison de ces vertus, les composés phénoliques sont largement utilises dans les
domaines thérapeutiques et pharmaceutiques. Parmi les nombreux intéréts qu’offrent les

polyphénols a la santé, nous pouvons citer les suivants :

1.4.1. Activité anticancéreuse : Les substances polyphénoliques sont capables d’activer
les mécanismes naturels de la défense anticancéreuse. En effet, les premiers stades de la phase
d’initiation cancéreuse peuvent étre bloqués par la capacité des tissus cibles a intercepter et a
métaboliser les agents mutagenes. Des cellules impliquées, comme les hépatocytes,
synthétisent des enzymes dites de phase | (notamment des monooxygénases, telle que les
cytochromes P-450) qui peuvent oxyder les substances mutagénes hydrophobes en produits
constituant le substrat des enzymes de phase Il (glucoronyl transférases, sulfotransférases...).
Ces dernieres convertissent leurs substrats en especes hydrolysables facilement excrétées hors
des cellules. Les enzymes de phase | et Il agissent également dans la mugueuse intestinale.
Elles sont synthétisées sous [’action des substances polyphénoliques trouvées dans les
légumes, et aussi sous ’action des isothiocyanates (dérivés des glucosinolates) (Ames et al.
1995, Jhonson 1999).

1.4.2. Prévention contre les maladies cardiovasculaires : En effet, la
consommation des polyphenols favorise la protection contre les altérations cardiaques et
vasculaire (Martin et Andriantsitohaina 2002).

Au niveau des arteres, ces molécules préviennent 1’oxydation des lipoprotéines de faible
densité (LDL) (Yamanaka 1996) évitant ainsi 1’athérosclérose (épaississement des artéres qui

contribue a réduire le flux sanguins et peut conduire a 1’asphyxie des tissus irrigués).
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Les polyphénols inhibent aussi 1’agrégation plaquettaire impliquée dans le phénomene
de thrombose, qui induit I’occlusion des artéres. Ainsi en prévenant I’arthérosclérose et les
risques de thrombose, ces composés limitent les risques d’infarctus du myocarde (Rein et al.
2000).

1.4.3. Prévention contre les maladies hormono-dépendantes : L’exemple le plus
important est la prévention contre 1’ostéoporose. Ceci en modulant la réponse aux oestrogenes
endogenes. Certains polyphénols et plus particulierement les isoflavones du soja ont une
affinité remarquable pour les récepteurs d’oestrogenes et sont qualifiés pour cela de phyto-
oestrogenes.

Les fruits et Iléegumes contenant aussi des polyphénols, tels que la quercétine de 1’oignon
ou le kaempferol de la chicorée, possedent également des propriétés pseudo-oestérogéniques
inhibant la perte osseuse chez la rate ovariectomisée. Mais, de nouvelles études restent
nécessaires pour confirmer ces effets chez I”’homme (Gerber et Berta-VVanrullen 2006).

Aussi, les effets bénéfiques des polyphénols (lignanes en particulier) dans la prévention
de cancers hormono-dépendants ont été largement documentés ces derniéres années par des
études épidémiologiques identifiant une relation entre la présence de lignanes dans la ration

alimentaire et le taux d’incidence de certains cancers (Lainé et al. 2007) .

1.4.4. Action gastro-protectrice des polyphénols : Les polyphénols; dont
principalement les flavonoides et les acides phénoliques comme I’acide cafféique, 1’acide
gallique et I’acide égallique ; sont capables de réduire la surface des lésions gastriques
produites par I’andométhacine chez les rates. L’acutissimine B et phillyraeoidine A isolées et
purifiées a partir de de Quercus suber et Quercus coccifera ont aussi confirmé ’action gastro-
protectrice attribuée aux polyphénols. De méme, ces derniers montrent une activité
antibactérienne tres importante contre Helicobacter pylori, responsable de l'ulcere de
I'estomac et du duodénum (Funatogawa et al. 4004, Ruggiero et al. 2006).
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2.1. Définition et généralités :

L’appellation « flavonoides » rassemble une tres large gamme de composes
polyphénoliques formés par un squelette de base a 15 atomes de carbones. Ces composés
représente le groupe de composés phénoliques le plus diversifié : plus de 4000 flavonoides
ont déja été identifiés (Harborne 1989, Sarni-Manchado et Cheynier 2006).

Le terme « flavonoide » est dd & leur couleur jaune (= flavus en latin) qu’ils engendrent.
D’ailleurs, leurs fonctions principales chez les végétaux semblent étre attribuées a leur
coloration ; au dela de la chlorophylle, des caroténoides et des bétalaines (Wilson 1987). Les
flavonoides sont présents dans différentes parties des végétaux supérieurs selon le type de
I’espéce : racines, tiges, feuilles, fleurs, pollen, fruits, graines, bois...etc. Aussi, ils varient
quantitativement et qualitativement selon le stade de développement du végétal (Fritch et
Griesbach 1975). Certains sont plus spécifiques de certains tissus. Exemple : les chalcones se

trouvent plus fréguemment dans les pétales de fleurs.

2.2. Biosynthése des flavonoides :

Comme ca a été précisé auparavant, les flavonoides possédent un squelette de base a 15
atomes de carbone. Ce dernier est constitué de deux cycles en C6 (A et B) reliés par une
chaines en C3, on parle alors de chalcones. Ces dernieres représentent le précurseur commun
de tous les autres flavonoides (Heller et Forkmann 1993, Griesbach 1996, Hashimoto et al.
2004).

La chalcone est métabolisée sous I’action de la chalcone isomérase en flavanone :
naringénine. C’est sur cette derniére qu’agit ensuite la flavone synthase ou la (2S)- flavanone-
3-hydroxylase pour donner les flavones : apigénine, dihydroflavonol et (2R-3R)-
dihydrokaemphérol respectivement.

Les deux enzymes citées fonctionnent differemment : la premiére introduit la double
liaison entre les carbones 2 et 3, tandis que la deuxiéme catalyse I’hydroxylation du C3. Le
dihydroflavonol en présence de la flavonol synthase ou la dihydroflavonol-4- reductase, se
métabolise en flavonol, kaempférol ou en flavan-3,4-diol et leucoanthocyanidol
respectivement (Ono et al 2006, Seeram et al. 2006).
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Toutes les voies métaboliques intervenant dans la biosynthese des flavonoides peuvent

étre simplifiées comme ¢’est schématisé dans la figure 9.
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Figure 9: Schéma simplifié de la biosynthése de A
différentes classes de flavonoides (Morreel et al 2006). Anthocyanes
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Les composés de chaque groupe se distinguent par le nombre, la position et la nature des
substituants (groupements hydroxyles, méthoxyles...) sur les deux cycles aromatiques et la
chaine en C3 intermédiaire ou I’hétérocycle.

A T’état naturel, les flavonoides se trouvent souvent sous forme de glycosides. Une ou
plusieurs de leurs fonctions hydroxyles sont alors glycosylées. La partie du flavonoide autre

que le sucre est dite : aglycone.

2.3. Classification des flavonoides :

Les principaux groupes de flavonoides peuvent étre définis et différenciés comme suit :

2.3.1. Flavones et flavonols : Le cycle A de ces deux types de molécules est substitué
par deux hydroxyles phénoliques en C5 et en C7. Ces hydroxyles peuvent étre libres ou
estérifiés. D’autre part, le cycle B est substitué en C4’ ou di-substitué en C3' et C4' par des
groupements OH ou méthoxyles (OCHj).

Les flavonols se distinguent des flavones par un OH en C3 (Morreel et al 2006).

2.3.2. Flavanones et hydroflavonols : Se caractérisent par I’absence de la double
liaison entre le C2 et le C3 et par la présence des centres d’asymétrie. Les variations
structurales sont ici de méme nature que celles décrites pour les flavones et les flavonols.

Les dihydroflavonols se distinguent des flavanones par 1’hydroxylation de la position C3
(Ono et al 2006).

2.3.3. Flavan-3-ols, flavan-3,4-diols et anthocyanidols : Ces molécules sont toujours
hydroxylées en C3 et se caractérisent par I’absence du groupe carboxyle en C4. Cette position
peut étre libre (flavan-3-ols et anthocyanidols) ou hydroxylée (flavan-3,4-diols).

Les anthocyanosides sont caractérisées par 1’engagement de ’OH en C3 dans une
liaison héterosidique. On trouve parmi ces composes, le palargonidol-3,4-O-glucoside et le
cyamidol-3-O-rutinose ou keracyanine (Bruneton 1999).

Les flavan-3-ols et les flavan-3,4-diols sont souvent a 1’origine des polymeéres

flavoniques appelés proanthocyanidols ou tannins condensés (Bruneton 1999).

2.3.4. Chalcones et aurones : Les chalcones ont leur noyau pyranique central ouvert et
sont constituées par deux unités aromatiques reliées par une chaine tricabonée, cétonique et

insaturée. Le noyau B est assez fréquemment non substitué, alors que les substitutions sur le
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cycle A sont plus souvent identiques a celles des autres flavonoides. Les aurones sont

caractérisées par une structure de 2-benzylidene coumarone (Bruneton 1999, Ono et al 2006).
Néanmoins, selon d’autres auteurs (Sarni-Manchado et Cheynier 2006), la classification

des flavonoides inclue aussi le groupe des anthocyanes. Ceci en raison de la grande similitude

structurale de ces derniers avec les flavonoides ; et plus précisément avec les anthocyanidols.

2.4. Intéréts thérapeutiques des flavonoides :

Les intéréts thérapeutiques des flavonoides ont maintes fois été démontrés. Pour citez
quelques exemples, nous pouvons dire que :

Des expériences menées sur des souris ont montré que la quercétine et la quercétrine
avaient une activité antidiarrhéique trés importante. Le mécanisme de ces composés consistait
a augmenter I’absorption des électrolytes et de 1’eau par la muqueuse intestinale (Galvez et al.
1993a, Galvez et al. 1993b). Aussi d’autres flavonoides, comme 1’apigénine, ont été décrits
comme des composés bactéricides et bactériostatiques trés efficaces (Basile et al. 1999,
Cushnie et al. 2003, Martini et al. 2004). De méme les flavonoides ont déja été utilisés pour le
traitement des cataractes d’origine diabétique du fait qu’ils inhibent 1’aldose réductase
(Goodarzi et al. 2006, Ouali et al. 2007).

Mais pour confirmer et mettre le point sur les différentes activités biologiques des
flavonoides qui nous ont d’ailleurs poussé a aborder ce travail, nous nous devons de présenter

ce qui suit :

2.4.1. Activité des flavonoides contre le cancer :

Parmi les flavonoides les plus actifs sur les cellules tumorales, nous citons la quercétine
et la catéchine qui sont trés abondantes dans les aliments.

La quercétine prévient la cancérogenése, surtout le cancer de la peau et du colon. La
présence de 20 % de quercétine dans 1’alimentation chez les animaux diminue le cancer du
colon et y prévient ’apparition des cryptes anormales. Le mécanisme suggeré est que la
quercétine joue le réle d’un antagoniste des topoisomérases I et II produites par les cellules
tumorales.

La catéchine, quant a elle, est un inhibiteur de certaines réactions d’oxydation donnant
un ADN anormal, elle inhibe surtout la formation du 8-hydroxydesoxyguanosine (8-OHDG),
un marqueur des dommages oxydatifs de I’ADN. La catéchine a été démontrée comme étant
plus active que la vitamine E sur les radicaux libres. Elle est trés abondante dans le thé sous
forme d’épigallocatéchingallate (EGCG) (Pietta 2000, Tomofuji et al. 2009).
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2.4.2. Activité antimicrobienne des flavonoides :

L’activité antimicrobienne et donc anti-infectieuse des flavonoides a été démontrée par
de nombreuse études. Cette activité est due principalement a la capacité de ces molécules a
inhiber I’expression de I’ADN et la synthese de certaines enzymes et protéines membranaires

des microorganismes (Ulanowska et al. 2006).

2.4.2.1. Activité antibactérienne des flavonoides :

Les flavonoides ont une activité antibactérienne trés vaste et tres diversifiée. En effet, ils
s’attaquent a un grand nombre de bactéries avec une intensité différente selon le
microorganisme et 1’écosysteme dans lequel il se trouve : les flavonoides sont capables
d’inhiber la croissance de différents types de bactéries : Staphylococcus aureus (Babayi et al.
2004), Escherichia coli (Ulanowska et al. 2006), Enterococcus feacalis, Enterobacter
cloaceae, Heliotropium sinuatum, Proteus mirabilis ... etc. (Didrak 1999, Modak 2001,
Okigbo et al. 2005).

Chaque composé agit spécifiguement sur un ou plusieurs germes. Exemple : sur
plusieurs bactéries testées I’apigénine n’a montré une faible activité que contre
Staphylococcus aureus, toutes les autres ont été fort sensibles a ce flavonoide. Au contraire, la
galangine n’a donné une activité que sur Staphylococcus aureus ; les autres microorganismes
se sont aveérés résistants contre cette molécule (Basile et al. 1999, Cushnie et al. 2003, Martini
et al. 2004). Aussi dans certains travaux, il a été cité que les flavonoides extraits avec du
méthanol 95 % étaient actifs sur certaines bactéries, alors que ceux extraits avec du méthanol
60 % de la méme plante ne 1’étaient pas, comme c’était le cas des flavonoides de Linum
capitatum contre Staphylococcus aureus ( Slavica et al. 2004).

La diffusion radiale souvent demeure utilisée pour mettre en évidence Il’activité
antimicrobienne in vitro, méme si la mesure par le biais de cette méthode est parfois difficile a
cause des zones diffusionnelles (Ilic et al. 2004).

Bien que le mécanisme d’action des flavonoides sur les microorganismes demeure
encore imprécis, certaines études ont commencé a donner un début d’explication de leur
activité antibactérienne en citant des exemples bien explicites ; comme celui de la quercétine
censée agir sur I’ADN gyrase d’Escherichia coli (Dadi et al. 2009).

En effet, selon les travaux de Dadi et ses collaborateurs, la quercétine serait capable
d’inhiber la gyrase bactérienne par deux mécanismes :

& Elle se fixe sur I’ADN au niveau des sites d’insertion de I’enzyme bloquant ainsi son

activite.
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& Elle bloque le site de fixation de I’ATP se trouvant sur I’ADN gyrase.
Dans les deux cas I’action du flavonoide se manifeste par le clivage de I’ADN bactérien,
désormais incapable de subir les modifications topologiques nécessaires a son bon

fonctionnement.

2.4.2.2. Activité antifongique des flavonoides :

Aussi, comme la majorité des polyphénols, les flavonoides ont une activité antifongique
trés puissante. L’une des études les plus importantes sur cette activité était celle de Ortuno et
ses collaborateurs (2006), qui ont démontré 1’activité des flavanones glycosides et des
polyméthoxyflavones extraites de Cirtus parasidi et de Cirtus sinensis sur Penicillium
digitatum. En effet, la naringinine, I’hespéridine, la nobilétine, la simensetine et la tangerétine
extraites de ces deux especes de Cirtus servent a protéger ces dernieres contre les attaques de
Penicillium digitatum (Ortuno et al. 2006).

Batawita et ses collaborateurs (2002), dans leur étude sur les flavonoides de Conyza
aegyptica L., ont aussi démontré que ces molécules avaient une action fongicide et
fongistatique sur différents agents de mycoses : Microsporum canis, Microsporum gypseum,
Trichophyton mentagrophytes et Candida zeylanoides. D’autres flavonoides extraits de
Tibouchina grandifolia ont montré une forte activité antifongique contre différents types de
moisissures (Kuster et al. 2009).

Néanmoins, les études portées sur 1’activité antifongique des flavonoides restent encore

insuffisantes du fait de la grande hétérogénéité des moisissures et des levures.

2.4.2.3. Activité antivirale des flavonoides :

Les flavonoides sont aussi connus pour leur activité antivirale, principalement contre le
rétrovirus HIV responsable du symptome d’immunodéficience acquise (SIDA), le virus
d’influenza, le virus de I’herpes (HV), I’adénovirus (ADV) et le virus de la grippe A
(A/WS/33) (Spedding et al. 1989, Choi et al. 2009).

Certains chercheurs (Spedding et al. 1989) ont d’abord suggéré que ces polyphénols
agissaient comme inhibiteurs de la transcriptase et/ou la transcriptase reverse de 1’agent viral
et de ’ADN et I’ARN polymérases de la cellule héte ; bloquant ainsi tout le processus
infectieux. D’autres travaux plus récents ont ensuite démontré que les flavonoides inhibaient
plus exactement la synthése de ’ARNm viral (Choi et al. 2009). Ceci, impliquait que les
flavonoides n’intervenaient pas dans I’absorption des agents viraux, mais plutdét a un stade

plus avancé impliqué dans la réplication virale.
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2.4.3. Activité des flavonoides contre la cardiotoxicité, la peroxydation lipidique et
I’atteinte hématologique :

En effet, les flavonoides sont aussi connus pour avoir un réle préventif contre la
cardiotoxicité, leur inhibition de la peroxydation lipidique et leur capacité a prévenir
différentes atteintes hématologiques (Sadzuka et al. 1997).

En effet, les flavonoides apportent une protection contre les radicaux libres en
empéchant leur liaison avec les lipides membranaires des cellules ; ce qui se traduit par une
diminution du malonyl dialdéhyde (peroxyde lipidique) et par la protection de la composition
hématologique en permettant une bonne régénération érythrocytaire et une prévention contre
la leucopénie et la thrombopénie observées en présence des radicaux libres (Chaudhuri et al.
2007, Chandana Venkateswara et Vijayakuma 2008).

Les flavonoides ont une capacité a capturer et désactiver les radicaux libres. Cette
activité antiradicalaire nécessite :

@ Une structure orthodiphénolique du cycle B des flavonoides.

& Une double liaison en C2-C3 conjuguée avec la fonction C4-oxo, responsable de la
délocalisation d’¢électrons.

@ Les hydroxyles en position C3 et C5 qui permettent une activité antiradicalaire
maximale (Lopez-Lazaro 2000, Siess et al. 2000).

2.4.4. Activité cardioprotectrice des flavonoides :

Les flavonoides sont réputés pour leur effet protecteur sur la santé cardiovasculaire en
modifiant plusieurs processus pathologiques qui interviennent dans I’apparition des maladies
cardiovasculaires. Ces effets sont notamment les suivants :

* Inhibition de I’oxydation du cholestérol LDL (mauvais cholestérol) par les radicaux
libres, étape initiale importante dans la formation de la plaque d’athérome.

» Abolition de la tendance des cellules sanguines de petite taille ou plaquettes a se
regrouper et a former des caillots sanguins. Cet effet est souvent décrit comme « I’effet
aspirine ».

» Régulation des réponses inflammatoires et immunitaires au niveau de la paroi des
vaisseaux sanguins qui peut étre anormale en cas de maladie cardiovasculaire.

* Régulation du tonus vasculaire ou degré de constriction des petits vaisseaux sanguins

qui contribue a I’hypertension (Ariefdjohan et Savaiano 2005, Ding 2006).
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2.4.5. Intérét des flavonoides contre 1’obésité :

Certains flavonoides sont supposés apporter un intérét dans le métabolisme lipidique en
diminuant la lipidemie. L’effet de quelques flavanones (la naringénine, la naringine,
I’hesperétine et 1’hesperidine) sur la conversion des préadipocytes en adipocytes, sur une
lignee cellulaire AML-I a été étudié (Morikawa et al. 2008). Les deux flavonoides sous forme
aglycone, a savoir la naringénine et I’hesperétine, ont induit un arrét de la croissance des
cellules entrainé par une apoptose. L’impact de la naringénine sur différentes protéines
impliquées dans 1’apoptose a été déterminé. Le resultat était que dans les cellules traitées avec
ce flavonoide, les taux de protéines antiapoptotiques (p-Akt, NF-xB, et Bcl-2) étaient
diminués, et ceux de Bad (protéines pro-apoptotiques) augmentés.

L’exposition des cellules a la naringénine ou a 1’hesperétine durant de courtes périodes a
augmenté la taille des gouttes lipidiques dans le cytoplasme. De plus, I’expression de la fatty
acid synthase (intervenant dans la synthése des acides gras) et des PPAR-y a été augmentée
dans les cellules traitées a la naringénine.

Ces résultats suggerent que 1’apoptose induite par les flavanones n’intervient pas sur la
conversion des pre-adipocytes en adipocytes. De ce fait, les adipocytes sembleraient ne pas
étre une cible directe pour les activités hypolipémiantes des flavanones (Morikawa et al.
2008).

2.4.6. Intérét des flavonoides contre les inflammations :

Les mastocytes sont des cellules qui participent aux réactions allergiques et a
I’inflammation en secrétant des médiateurs inflammatoires comme 1’histamine et des
cytokines pro-inflammatoires. L’action pharmacologique des flavonoides suggeére qu’ils
pourraient présenter un intérét dans le traitement des désordres allergiques en sous-régulant
ces mastocytes.

En effet, une étude portée sur I’astragaline, la fisetine, le kaempferol, la myricétine, la
quercétine et la rutine, sur les réactions inflammatoires allergiques induites par les mastocytes
a permis de constater que toutes ces molécules, hormis 1’astragaline, inhibaient la sécrétion de
I’histamine. Les cingq flavonoides actifs ont également inhibé la hausse du taux de calcium
intracellulaire.

L’analyse de I’expression des genes et de la sécrétion de plusieurs cytokines dans des
mastocytes humains (cellules HMC-1) a révélé que la fisetine, la quercétine et la rutine
diminuaient I’expression et la production du TNF-a, de I’IL-1-B, de I’'IL-6 et de I’IL-8. La

myricetine, quant a elle, a diminué celles du TNF-a et de I’'IL-6 mais pas celles de I’IL-1-f3 ou
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de I’IL-8. Enfin la fisetine, la myricetine et la rutine ont supprimé 1’activation de NF-kappaB

(Park et al. 2008).

2.4.7. Role des flavonoides dans la protection des neurones :

Les flavonoides sont en effet connus pour étre des agents protecteurs contre la
dégénérescence des neurones. Ce réle a principalement été mis en évidence dans le cas de la
maladie de Parkinson. De nombreuses études suggérent que 1’inflammation joue un réle dans
I’apparition de cette maladie. Des chercheurs ont évalué I’effet de la lutéoline, un flavonoide
possedant diverses activités et notamment des effets anti-inflammatoires, sur la diminution du
captage de la dopamine et la perte de neurones dans les cultures mésencéphaliques gliales.
L’évaluation de la diminution du captage de dopamine a été réalisée, dans 1’é¢tude considérée
(Chen et al. 2008), grace a un test de stimulation au LPS et la perte de neurones par la mesure
de I’'immuno-réactivité de ceux-ci a la tyrosine- hydroxylase. Les résultats étaient que la
lutéoline a inhibé de maniere dose-dépendante la diminution du captage de la dopamine par
les neurones et la perte de neurones. De plus, la lutéoline a également inhibé significativement
I’activation de la microglie induite et la production excessive du TNF-a (cytokine pro-
inflammatoire), du NO et du superoxyde dans les cultures de neurones mésencéphaliques et
les cultures enrichies en microglie.

Ces résultats ont démontré que la lutéoline était capables de protéger les neurones des

dommages ainsi causés (Chen et al. 2008).

2.4.8. Role des flavonoides dans la protection oculaire :

Le stress oxydant induit par les rayons ultraviolets (UV) joue un réle important dans la
progression de la cataracte. Certains flavonoides, comme la fisetine, ont été examinés pour
leur effet protecteur contre le stress oxydant induit par les UV dans des cellules épithéliales de
la lentille (SRA01/04).

Les cellules ont été exposées a différentes intensités d’UVB, et ont été cultivées avec
des concentrations croissantes de fisetine. La viabilité des cellules ainsi que le stress oxydant
(cytometrie de flux) ont été alors mesurés. Aussi, la translocation du NF-kappaB, impliquée
dans les mécanismes inflammatoires, a été suivie par immunocytochimie. Enfin, I’expression
des proteines NF-kappaB/P65, lkappaB et MAPK (mitogen activated protein kinase) a éte
mesurée (Yao et al. 2008).

Le traitement des cellules avec les flavonoides testés a permis d’inhiber la mort

cellulaire induite par les UVB, ainsi que la génération d’espéces 0Xygénées réactives.
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D’un point de vue mécanistique, la fisetine était la plus active, et a inhibé 1’activation et
la translocation des NF-kappaB/p65 induite par les UVB, et ce via I’inhibition de la
dégradation et de I’activation du lkappaB. La fisetine a également inhibé la phosphorylation
de plusieurs protéines de la famille des MAPK (P38 et c-Jun N-terminal kinase (JNK)) induite
par les UVB (Yao et al. 2008).

Les flavonoides, et principalement la fisetine, pourraient donc permettre de limiter le
stress oxydant induit par les rayons UV, ainsi que ’activation des NF-kappaB et MAPK dans
les cellules épithéliales de la lentille oculaire humaine, suggérant ainsi un potentiel effet

protecteur vis-a-vis de 1’apparition de la cataracte.

3.1. Définition des tannins :

Les tannins sont des composés phénoliques tres abondants chez les angiospermes, les
gymnospermes et les dicotylédones (Konig et al. 1994). Ils ont la capacité de se combiner et
de précipiter les protéines. Ces combinaisons varient d’une protéine a une autre selon les
degrés d’affinités (Hagerman 1989, Dangles et al. 1992).

Le terme « tannin » ou « tanin » vient de la source de tannins utilisée pour le tannage
des peaux d’animaux en cuir. Dans ce processus, les molécules de tannins se lient aux
protéines par des liaisons résistantes aux attaques fongiques et bactériennes. Le poids
moléculaire des tannins varie entre 500 et 2000 Dalton (3000 pour les structures les plus
complexes) (Dangles et al. 1992).

Dans notre alimentation, ’astringence est la qualité organoleptique qui indique la
présence des tannins. Elle a un réle important dans le choix des aliments (corrélation inverse
entre les espéces vegétales choisies et leur teneur en tannins) (Horne et al. 2002, Del Bubba et
al. 2009).

Comme les autres types de polyphénols, les tannins sont aussi répandus pour leurs
nombreuses activités thérapeutiques notamment ; anti-infectieuses (Latte et Kolodziej 2001,
Leitao et al. 2005), cardiovasculaires (Yamanaka et al. 1996, Cheruvanky 2004),
hormonodépendantes et anticancéreuses (Notomo et al. 2004, Gosse et al. 2005).

23



3.2. Les types de tannins :

Comme ¢a a été cité auparavant, selon la structure nous avons deux types de tannins :
les tannins hydrolysables et les tannins condensés. Mé&me si ne nous intéressons dans ce
travail qu’aux tannins condensés pour leur effet antinutritionnel, nous nous devons de décrire

brievement les deux types.

3.2.1. Les tannins hydrolysables : Sont formés par liaison de plusieurs acides galliques
a un carbonhydrate, généralement le glucose. On parle de gallotannins. Aussi des unités de
galloyl peuvent étre ajoutées par liaisons esters, généralement en position C3 de 1’acide
gallique. Et les unités d’acide gallique voisines s’accouplent formant les esters d’acide

hexahydroxydiphénique, dits : ellagitannins (Figure 10).
/
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Figure 10 : Exemples d’ellagitannins (télémagrandines) formés par simple liaison des
groupes galloyl (Dangles et al. 1992).

Ces deux groupes, les gallotannins et les ellagitannins sont appelés tannins
hydrolysables. Comme leur nom 1’indique, ces composés peuvent étre dégradés en fragments
simples (acides phénols et sucres).

L’acide gallique provient de 1’oxydation des composés C6-C3, comme 1’acide p-
coumarique ou les acides oxygénés correspondants. Méme si 1’acide shikimique reste

considéré comme étant le meilleur précurseur (Gorger et al. 1994).
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3.2.2. Les tannins condensés : Ce sont des proanthocyanidines. C'est-a-dire, des
composes polyphénoliques hétérogenes : dimeres, oligoméres ou polyméres de flavanes,
flavan-3-ols, 5-flavanols, 5-deoxy-3-flavanols et flavan-3,4-diols (Sarni-Manchado et
Cheynier 2006).

Ces composés sont formés par condensation des molécules de flavonoides entre elles
(Figure 11). En effet, les tannins condensés ont tous comme précurseurs des flavonoides (C6-
C3-C6) et different entre eux par le type de liaison, les monomeéres de flavonoides impliqués,
la position stéréochimique des carbones 2, 3 et 4, les hydroxylations et la présence ou non de

substituants comme 1’acide gallique.

Liaison des
C4etC8 n=0a8ou
successifs
n plus
OH

Flavonoide constitutif

Oligomeres ou polymeres

Figure 11: Biosynthése des proanthocyanidines par condensation des molécules de
flavonoides (Sarni-Manchado et Cheynier 2006).

Les deux groupes majeurs des proanthocyanidines sont les procyanidines et les
prodelphinidines (Figure 7). Les monomeéres constitutifs des procyanidines sont la catéchine
et ’épicatéchine qui peuvent étre substituées par 1’acide gallique ou les sucres, généralement
en position C3 ou plus rarement en position C7. Les monomeéres de prodelphinidines sont la
gallocatéchine et 1’épigallocatéchine, mais on distingue également des monomeéres de
quercétine et de myricétine (Seigler et al. 1986, Konig et al. 1994).

Contrairement aux tannins hydrolysables, les condensés ne peuvent pas étre dégradés
par ’homme. En réalité, seules quelques bactéries et moisissures peuvent les dégrader en

produisant une tannase appropriee (Zimmer et Cordesse 1996, Pinto et al. 2001, Mahapatra
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et al. 2005, Goel et al. 2005). Quand ces microorganismes sont présents dans le rumen de
certains animaux, ils leur procurent la capacité de catalyser les tannins condensés, libérant

ainsi des anthocyanes (Ammar et al. 2009, Vasta et al. 2009).

3.3. Effet antinutritionnel des tannins condenses :
L’effet antinutritionnel des tannins condensés se traduit de deux maniéres principales :
leur capacité a inhiber les enzymes digestives et leur liaison aux molécules nutritives

empéchant ainsi leur assimilation par le corps.

3.3.1. Inhibition des enzymes digestives :

Les tannins condensés sont capables de se lier aux enzymes digestives causant de ce fait
leur inhibition. Plusieurs de ces polyphénols ont une action sur I’a-amylase (Kandra et al.
2004), I’a-glucosidase, les protéases (Kocisko 2004), la trypsine et les hémagglutinines
(Gilani et al. 2005, De Mejia 2005).

L’inhibition de ces enzymes cause un trouble de I’activité du tube digestif et diminue la

valeur nutritive des aliments ingérés qui ne pourront pas étre assimilés.

3.3.2. Non assimilation des aliments :

Les tannins condensés ont une grande capacité a se lier aux différents types de
molécules présents dans I’alimentation par des liaison covalentes : polysaccharides (pectines,
xyloglucon, amidon, celluloses), minéraux (fer, argent), vitamines..... etc. (Tervino et al.
1992, Gaffney al. 2004). Mais, les principales molécules qui se lient a ces composes
polyphénoliques sont les protéines (Zimmer et Cordesse 1996).

Cette caractéristique a longuement été étudiée en utilisant différents composés
protéiques et glucidiques. La BSA (Bovin Serum Albumin), le gluten, 1’ a-amylase et la -
galactosidase sont les principales proteines utilisées, et 1’amidon ainsi que la pectine les
principaux polysaccharides (Gedir et al. 2005)

Les liaisons entre les tannins et les molécules qui s’y attachent dépendent de plusieurs
facteurs liés au milieu, a la structure des molécules combinantes (exemple : I’importance de la
proline dans la structure des protéines), comme a la nature hydrophile ou hydrophobe et a la
concentration des tannins impliqués (Zimmer et Cordesse 1996, Zhang et al. 2002).

Il a été démontré que la liaison des protéines aux tannins dans le rumen cause une
diminution de la dégradation et de I’assimilation de ces protéines, ce qui cause une perte de la

valeur nutritive des aliments et provoque une malnutrition. A long terme, la grande teneur en
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tannins de 1’alimentation cause chez les ruminants une perturbation de la microflore du rumen
et donc de son activité, une limitation de ’absorption du nitrogéne, une diminution de
I’ingestion et méme une toxicité.

Chez certains animaux, la présence de microorganismes gastro-intestinaux ayant une
capacité a dégrader les tannins condensés, par la production de la tannase, limite ces effets
néfastes. C'est le cas de Streptococcus gallolytians, Lonepinella koalarum, Selemomona
ruminantium (Zimmer et Cordesse 1996, Goel et al. 2005).

Les effets antinutritionnels ont été observés aussi chez les rats, les poussins et le bétail.
En effet, des travaux antérieurs ont montré qu’une alimentation a teneur élevée en tannins
condensés avait un effet négatif sur la digestibilité des protéines et des hydrates de carbone, et
réduisait la croissance, I’efficacité de I’alimentation, 1’énergie métabolisable et la disponibilité

biologique des acides aminés ( Gilani et al. 2005).

3.4. Présentation de la tannase :

La tannase, ou tannin-acyl-hydrolase (E.C 3.1.1.20), est une enzyme permettant la
dégradation des tannins condensés. Elle est optimale a 40°C, pH = 6 et apres 15 minutes
d’incubation. Les ions métalliques comme le zinc, le manganése, le cuivre, le magnésium et le
fer inhibent son activité. Par contre, le potassium 1’augmente (Sabu et al. 2004).

La tannase est efficace sur un large intervalle de température et de pH, ce qui permet son
utilisation dans plusieurs processus industriels (Enemuor et Odibo 2009). Elle est produite par
différents types de moisissures et bactéries, appartenant principalement aux genres :
Aspergillus, Penicillium, Streptococcus et Enterobacter (Osawa et Walsh 1993, Murugan et
al. 2007, Costa et al. 2008).

En enzymologie, la tannase est considérée comme étant I’enzyme qui agit sur les tannins
hydrolysables en catalysant la réaction chimique suivante :

Digallate + H,O0 —» 2 Gallate

Et sur les tannins condensés, c’est I’enzyme qui lyse les liaisons covalentes existant
entre les molécules flavoniques constitutives ; principalement des liaisons de type C4-C8.
Ceci permet la libération des monomeéres sous forme d’anthocyanes (Dyckerhoff et

Armbruster 1933).
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Origine des plantes : Les plantes ont été récupérées a 1’état frais chez différents
marchands de fruits et légumes, en s’assurant de la périodes de récolte de chacune. La
cueillette s’est faite durant la floraison ou la fructification (Tableaux 1 et 2), en raison de la
richesse des plantes en flavonoides et polyphénols durant ces périodes (Bruneton 1999).

La confirmation de I’identification des plantes a été faite aux départements de botanique

des universités de Constantine et de Jijel.
Origine des microorganismes : Les microorganismes utilisés provenaient du CHU
(Centre Hospitalier Universitaire) de Constantine et des laboratoires de microbiologie et

d’infectieux de I’hopital Mohammed Ben-Yahia, de Jijel.

Tableau 1 : Liste des plantes alimentaires utilisées.

Nom commun Nom scientifique Parties utilisées Période de
récolte
Poireau Allium porrum L. Bulbes Avril 2008
Oignon Allium cepa L. Bulbes Avril 2008
Ciboulette Allium schoenoprasum L. | Bulbes Avril 2008
Feve Vicia faba L. Téguments de graines Mai 2008
Persil Petroselinum sativum Feuilles Juin 2008
Chicorée Cichorium intybus L. Feuilles des sommités Septembre
fleuries 2008
Pamplemoussier Citrus paradisi Feuilles des sommités Avril 2008
fleuries
Céleri Apium graveolens L. Feuilles des sommités Septembre
fleuries 2008
Canneberge Vaccinium macrocarpon | Fruits Octobre 2008
Grenadier Punica granatum Téguments des fruits Septembre
2008
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Tableau 2 : Liste des plantes médicinales utilisées.

Nom commun Nom scientifique Parties utilisées Période de
récolte

Lin Linum capitatum Fleurs, feuilles des sommités Mai 2008
fleuries

Tilleul Tilia sylvestris Fleurs Juin 2008

Menthe a longues Mentha longifolia Feuilles des sommités fleuries Juillet 2008

feuilles

Safran Crocus sativus Fleurs, feuilles des sommités Octobre 2008
fleuries

Verveine Lippia citriodora Feuilles des sommites fleuries Juillet 2008

Thym Thymus vulgaris Feuilles des sommites fleuries Juillet 2008

Carthame Carthamus tinctorius Fleurs Aolt 2008

Lavande Lavandula officinalis Feuilles des sommites fleuries Juillet 2008

Romarin Rosmarinus officinalis Feuilles des sommites fleuries Mars 2008

Ortie blanche Lamium album Feuilles des sommités fleuries Mai 2008

Cléome Cleome schweinfurthii Feuilles des sommites fleuries Aolt 2008

Cumin Cuminum cyminum Téguments des graines. Juin 2008

Camomille Chamaemelum nobile Fleurs, feuilles des sommités Juin 2008
fleuries

Curry Murraya koenigii Feuilles des sommités fleuries Juin 2008

Absinthe Artemisia absinthium Feuilles des sommités fleuries Septembre 2008

Cardamome Elettaria cardamom Feuilles des sommités fleuries, Mai 2008
graines, fleurs.

Thé Camellia sinensis Feuilles des sommités fleuries. Mai 2008

1.1. Préparation des extraits ethanoliques et méthanoliques bruts :

Les extraits éthanoliques ont été obtenus par trois macérations successives et agitation

du matériel végétal pendant 24 H dans un mélange éthanol / eau (80 / 20 : V / V). Le rapport

solvant / matériel végétal utilise était de 10/ 1 (ml / g) (Marston et Hostettmann 2006).
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Les extraits méthanoliques, quant a eux, étaient préparés selon la méthode dite de
Soxhlet, pendant plusieurs heures a reflux. Le rapport solvant / matériel végétal était toujours
de 10 /1 (ml/ g) (Marston et Hostettmann 2006).

Les extraits ont ensuite été laissés pour décanter pendant 24 H afin d’éliminer les boues,
graisses et résines risquant de géner la suite des opérations. Les phases aqueuses limpides de
chaque extrait ont ensuite été récupérées, filtrées et évaporées a sec dans un rotavapor Buchi a
55°C jusqu’a séchage complet. Les residus secs ont été repris avec de 1’eau distillée de sorte a
avoir des dilutions 1 / 5 pour chaque extrait (Figures 12 et 13).

L’appareil de Soxhlet a été utilisé pour la préparation des extraits méthanoliques car le
screening phytochimique a démontré qu’il permettait I’extraction d’un plus grand nombre de
molécules. Par contre, pour les extraits éthanoliques, nous avons choisi la macération, car elle
donnait les mémes résultats que I’appareil de Soxhlet tout en étant beaucoup plus facile a

réaliser.

Végétal rejeté
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Figure 12 : Protocole de preparation des extraits éthanoliques.
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Végétal rejeté

E tion 3 Reprise
Récupération des vaporation a dans de
trait sec a I’aide d’un leau
Préparation des extralts rotavapor

extraits 1’aide
d’un appareil de

Soxhlet Figure 13 : Protocole de préparation des extraits méthanoliques.

1.2. Test de activité antimicrobienne des extraits :

Objectif : Déterminer parmi les extraits préparés ceux qui avaient la plus grande activité
inhibitrice des bactéries a Gram-positif, des bactéries a Gram-négatif et des levures.

Principe : L’activité antimicrobienne des extraits éthanoliques et méthanoliques était
testée in vitro par la méthode de diffusion sur gélose (Osato 2009, Liao et al. 2010). Cette
méthode a exactement le méme principe que celui des tests d’antibiogramme. C'est-a-dire,
I’application de patchs imprégnés de principes actifs sur des milieux de culture ensemencés de
microorganismes. L’activité antimicrobienne, quand elle était présente, se manifestait alors

par des zones d’inhibition autour des disques.

Application : Des disques (patchs) de 6 mm de diameétre ont été découpés sur du papier
Wattman n°1 puis autoclavés dans 10 ml d’eau distillée a 120°C pendant 20 min.

Des séries de dilutions allant de 0,150 a 0,005 mg / ml ont été préparées pour chaque
extrait. Les microorganismes apportés sous forme de suspensions ont été normalisés & 10°
UFC / ml pour les bactéries et 10* UFC / ml pour les levures. Ceci en mettant 0,2 ml de
chaque suspension apportée dans 20 ml de bouillon nutritif dans le cas des bactéries et 20 ml
de bouillon Sabouraud dans le cas des levures. L’incubation s’est faite a 37°C pendant 24 H

pour les bactéries et 35°C pendant 48 H pour les levures. Les concentrations microbiennes des

31



inoculums ont été évaluées et exprimées par la mesure de la densité optique (DO a 600 nm) a
1’aide d’un spectrophotomeétre Shimadzu (Osato 2009).

Les microorganismes ont été ensemencés par étalement sur des boites de Pétri contenant
la gélose Muller-Hinton pour les bactéries et la gelose Sabouraud pour les levures. Les
disques ont été ensuite imprégnés chacun par 20 pl de principe actif (extrait dilué) et déposés
sur la surface des géloses. Comme témoin nous avons utilisé des disques industriels
d’ampicilline (1pg d’antibiotique par disque). Pour les bactéries, I’incubation s’est faite a
37°C pendant 18 H et pour les levures, a 28°C pendant 48 H (Osato 2009) (Figure 14).

Versement du principe actif

Disques @ @ @

Imprégnation des disques @ S—
—

Boites de Pétri contenant la gélose

Incubation @<«<—— S Ensemencement des
boites par les

Application des microorganismes

disques (patchs)

Figure 14 : Protocole du test de I’activité antimicrobienne des extraits.

1.3. Test de ’activité antioxydante des extraits :

Objectif : Déterminer parmi les extraits préparés ceux qui avaient la plus grande activité
antioxydante contre le DDPH (2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazyl). Cette activité est a I’origine de

I’activité antioxydante.

Principe : Le DPPH est un radical libre stable que nous avons utilisé pour remplacer les

radicaux libres produits par les cellules en réponses a des stress internes ou externes. En
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présence d’un antioxydant, la couleur violette caractéristique du DPPH virait au jaune et
I’absorbance mesurée a 517 nm s’abaissait. L’ajout de différentes dilutions des extraits a la
solution de DPPH permettait de déterminer celle qui abaissait le plus 1’absorbance.

Application : Cette activité a été testée selon la méthode décrite par Brand et al. (1995).
Pour chaque extrait, nous avons préparé des dilutions de 10, 50, 100, 500 et 1000 pg / ml ;
puis, une solution éthanolique de DPPH 1 molaire. Aprés le mélange de 1 ml de cette derniere
avec 1 ml de la dilution de I’extrait considérée, 1’absorbance était mesurée a 517 nm chaque
15 sec. jusqu’a stabilité de la valeur. Comme témoin, nous avons utilisé 1’acide ascorbique
dont nous avons préparé la méme série de dilutions que pour les extraits.

A Doeil nu, la présence de ’activité antioxydante contre le DPPH se témoignait par le
virage de la couleur de ce dernier du violet initial au jaune. Mais, la mesure de la valeur
exacte de cette activité était calculée selon I’équation suivante :

Pourcentage de I’activité antioxydante = (AbS pppy — ADS finate) / AbS pppy X 100

Abs pppy : Absorbance de départ de la solution 1 molaire du DPPH.

ADS finale: La valeur stable de 1’absorbance aprés 1’ajout de ’extrait.

1.4. Test de I’activité cytotoxique des extraits :

Objectif : Tester I’activité cytotoxique des extraits préparés afin de déterminer les plus

actifs sur des cellules humaines.

Principe : La cytotoxicité était mesurée par le dosage de 1’absorption du rouge neutre
par des cellules FL qui sont une lignée cellulaire de I’amnion humain (American Type Culture
Collection ATCC-CCL 62). Apres addition des extraits, le dosage de cette absorption a
permis de déterminer le nombre de cellules vivantes. Car en effet, seules ces derniéres étaient
capables de gérer la fixation active du rouge neutre. La méthode utilisée était celle de Lindl et
Bauer (1989), modifiée par Awadh Ali et ses collaborateurs (2007).

Application : Les cellules ramenées & une concentration de 1 & 2 x 10° cellules / ml
étaient ensemencées sur des plaques de microtitrage a 96 puits (100 pl par puits), puis
incubées dans 1’incubateur a 37°C pendant 24 H sous 5 % de CO,. Le milieu de culture était
composé de MEM (Minimal Essential Medium provenant de Cellgro mediatech et fournit par

Stratech Scientific Limited, France) complémenté avec 9 % de SVB (Sérum de Veau Fcetal),
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1 mMm de glutamine et 1 % de pénicilline (50 U / ml), streptomycine (50 pug / ml) et néomycine
(50 pg / ml).

Apres 24 H, les cellules ont formé une monocouche. Le milieu de culture a alors été
décanté et remplacé délicatement par 1’extrait testé en déposant 100 pl par puits. Les cellules
étaient incubées une seconde fois pendant 24 H ; et a I’issue de I’incubation, la plaque de
microtitrage était lavée au tampon phosphate salin, puis le milieu de culture contenant le
colorant avec une concentration de 5 pl / ml était pipeté sur les cellules a raison de 100 ul par
puits.

Aprés 3 H d’incubation, les plaques de microtitrage ont été lavées afin d’enlever I’exces
du colorant. Le colorant présent dans les cellules était extrait par la solution d’élution
constitué de 1 % (V/V) d’acide acétique dans 50 % (V/V) d’éthanol. Aprés une heure
d’élution, la densité optique était mesurée a 540 nm avec un test ELISA-Reader-HT Il (Actes
Anthos Labtec Salzbourg, A).

Comme contrdle negatif, nous avons utilisé le méme milieu cellulaire sans extrait et
comme contrdle positif, un milieu cellulaire contenant de 1’organozinc. Ces deux milieux ont
été incubés dans les mémes conditions.

Pour chaque échantillon, une moyenne de quatre mesures était déterminée (n = 4). Les
valeurs Clso (concentration qui a provoqué une inhibition de 50 % de croissance par rapport
au contréle) ont été calculées statistiquement par le logiciel SPSS 14.0 pour Windows avec le
test U de Mann Whitney.

1.5. Screening phytochimique des extraits :

Objectif : Déterminer les types de molécules présents dans les extraits éthanoliques et
méthanoliques et confirmer le type de solvant (éthanol ou méthanol) adéquat pour extraire le
plus de flavonoides.

Principe : Séparer les différentes molécules présentes dans les extraits par
chromatographie sur couche mince (CCM). Puis, tirer le spectre UV-visible de chaque
molécule. La comparaison de ces spectres avec des témoins permettait de connaitre la nature
des molécules présentes.

Application : Pour les extraits éthanoliques, nous avons réalisé une CCM analytique sur
gel de polyamide DC6 (Marston et Hostettmann 2006). Ce gel a été préparé en mélangeant

10g de poudre de polyamide dans 50 ml d’éthanol, puis il a été étalé sur des plaques en verre
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analytiques (20x10 cm et 20x20 cm). Ces dernieres étaient prétes a I’emploi apres séchage du
gel.

Pour la CCM des extraits méthanoliques, nous avons utilisé un gel de silice (Marston et
Hostettmann 2006) préparé en mélangeant 30 g de poudre de silice avec 60 ml d’eau distillée.
Le dosage de la poudre et de I’ecau a été déterminé par tdtonnement. Apreés étalement du gel
sur les plaques en verre analytiques et séchage, ces derniéres ont été activées par chauffage
dans une étuve a 100°C pendant 1 H.

Le dép6t des extraits sur les plaques a été fait linéairement de facon ponctuelle avec des
capillaires (pipettes capillaires) a usage unique. Les capillaires devaient étre posés
perpendiculairement et prudemment sur la plaque afin de ne pas gratter le gel (Figure 15).

Capillaire déposant
I’extrait

— —>
. . /N

Dép6t perpendiculaire

- Dépobts

Figure 15 : Mode de dépdt pour une CCM.

Le choix de la phase mobile (systeme solvant approprié) s’est fait apres essai de
plusieurs mélanges de solvants. Ceux ayant donné les meilleures séparations étaient :
& Pour le support de polyamide :
Toluene / Méthyléthylcétone / Ethanol /Ether de pétrole : 2/1/1/1 (VIVIVIV).
& Pour le support de silice :
Butanol / Acide acétique / Eau : 4/1/5 (VIVIV).

Apreés saturations des cuves de CCM en vapeur de solvant, les plaques ont été placées
dedans de sorte que les bords ou ont été effectués les dépbts fussent trempés dans le fond du
solvant ; tout en prenant soin d’éviter tout contact entre les dépOts des échantillons et le
mélange de solvant.

Les differents constituants des eéchantillons déposés ont alors migré avec des vitesses
différentes. Dans le cas idéal, nous obtenions autant de taches que de constituants sur le trajet

de migration du solvant (Figure 16).
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Figure 16 : Figure modifiée représentant la migration des constituants des
extraits (Reich et Schibli 2007).

La visualisation des spots obtenus s’est faite a I’aide d’une lampe UV dans une chambre
noire (a 254 et 366 nm) (Marston et Hostettmann 2006). Ces derniers ont ensuite été grattés et
dissous dans du méthanol afin de séparer les molécules du gel. La filtration des solutions
obtenues s’est faite dans des seringues reliées a des filtres ayant des diamétres de 25 um. Ces
dispositifs permettaient de retenir le gel en laissant passer le méthanol chargé des molécules
séparées (Figure 17).

Le spectre UV-visible de chaque molécule a été réalisé a 1’aide d’un spectrophotométre
Shimadzu. En comparant les résultats obtenus avec les spectres de quelques substances

témoins, nous sommes arrives a connaitre la nature de chaque composant.

Seringue —

Gel gratté dans le
méthanaol

Filtre

Tubede —,
réclinération

Méthanol chargé de —
comnnsés extraits

Figure 17 : Systeme de filtration.

Remarque : Afin de réaliser toutes ces activités, il était nécessaire d’utiliser les
guantités adéquates de plantes. Les extraits bruts utilisés devaient étre récupérés dans des

quantités d’environ2 a4 g.
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2. Leotpues Sotirits Dlollgigacs cs Flowonoikis

2.1. Identification des types de flavonoides présents dans les extraits éthanoliques :

Les résultats du screening ont montré que les extraits éthanoliques contenaient
principalement des flavonoides. D’autre part, les travaux de Markham (1982) ont précisé que
I’éthanol était en effet un solvant de choix pour extraire ce type de molécules. L’identification

des flavonoides s’est donc faite sur les extraits éthanoliques et non méthanoliques.

Objectif : Identifier les flavonoides présents dans chaque extrait éthanolique afin de

connaitre les plantes les plus riches en ces composés.

Principe : Les flavonoides ont été séparés selon leurs substitutions par des partitions
entre solvants, puis ils ont été identifiés par une séric d’analyses spectrales basées sur
I’addition de quelques agents ionisants et chélatants. Les substitutions flavoniques ont ensuite

été identifiées par des co-CCM avec des substances témoins (Marston et Hostettmann 2006).

Remarque : Afin de réaliser toutes les activités biologiques, il était nécessaire d’utiliser
les quantités adéquates de plantes. Les flavonoides utilisés devaient étre extraits dans des

quantités d’environ 10 a 45 g selon le nombre des tests effectués.

Application :

2.1.1. Partitions entre solvants (affrontements) : Les extraits éthanoliques ont été
ramenés a un volume de 100 ml dans de I’eau distillée. Pour chaque partition, la méme
guantité du solvant a été utilisée (rapport 1/ 1:V / V). Cette étape a permis la séparation des
flavonoides présents dans les extraits éthanoliques bruts selon leurs substitutions (Figure 18).

L’affrontement avec 1’éther de peétrole enlevait les composes non phénoliques (cette
phase était ensuite rejetée). L’affrontement avec 1’éther diéthylique soutirait les aglycones et
avec ’acétate d’éthyle soutirait les flavonoides mono-glycosylés. La phase aqueuse restante
contenait alors les flavonoides bi-glycosylés et les autres non soutirés (Markham 1982).

Les phases éther diéthylique, acétate d’éthyle et la phase aqueuse ont été évaporées a sec

dans un rotavapor, puis reprises dans 4 a 5 ml de mehanol.
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Figure 18 : Séparation des flavonoides par les partitions entre solvants.
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2.1.2. Chromatographie sur couche mince: Les composés présents dans les
différentes phases ont été séparés par une CCM préparative, qui se réalisait sur des plaques en
verre de 20x20 cm.

Le dépot a été fait le long des plaques. Pour chaque phase, 12 plaques ont été préparées
afin d’avoir des quantités de flavonoides suffisantes pour la suite des opérations (Figure 19).

La migration s’est faite sur gel de polyamide DC6 en utilisant le systéme solvant :
toluéne / méthanol / méthyléthylcétone (4/3/3 : VIVIV) pour les phases éther diéthylique et
acétate d’¢éthyle.

Pour la phase aqueuse, nous avons utiliseé le systeme: eau / méthanol /
méthyléthylcétone / acéthylacétone (13/3/3/1: VIVIVIV). Les molécules ont été détectées
dans une chambre noire a 1’aide d’une lampe UV a 365 nm, puis ont été grattées et filtrées

dans du méthanol comme décrit auparavant (screening phytochimique).

Plague de 20x20cm  __ [ X
Constituants séparés en
Migration " lignes continues
UV /)
Dépbt en ligne
continue

Figure 19 : CCM préparative donnant des flavonoides sous forme
de lignes séparees.

2.1.3. Premiere étape dans Pl’identification des flavonoides : Les spots flavoniques
représentant les constituants du depot ont eté caractérisés par leur fluorescence (couleur) sous

lampe UV et leur facteur de rétention.

A* Relation : structure — fluorescence :
L’examen sous lumiére ultraviolette fournissait des informations trés importantes sur la
configuration structurale des molécules isolées. En effet, il apportait des indications

particuliéres concernant les substitutions (Tableau 3).
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Tableau 3 : Relation entre la fluorescence et la structure des flavonoides (Markham
1982).

Spots coloreés Types de flavonoides
Noir flavonols 5, 6, 7 tri - OH libres
flavonols 5, 7, 8 tri — OH libres
Brun noir 3-OH absent ou 3-OH substitué
Violet flavones 5-OH et 4° —OH

flavones 3-OR et 5-OH, 4° —~OH

flavones ou flavonols 5 —OH avec 4’ —OH absent ou substitué en 3

flavones 6- ou 8-OH

Chalcones, isoflavones, dihydroflavonols, flavonones

Bleu clair (fluorescent) | flavones sans 5 - OH libre

flavonols sans 5 —OH libres avec 3-OH substitué

Jaune terne, jaune orangé | flavonols 3 -OH libre avec ou sans 5 -OH substitué

Jaune vert brillant 5 —OH libre ou 5 —OH substitué
Jaune fluorescent flavonols avec 3 —OH libre
Jaune pale Dihydroflavonols

B* Relation : structure —Rf :

Les relations existant entre le Rf (rapport frontal ou facteur de rétention) et la structure
des molécules apportaient aussi des renseignements sur la structure des polyphénols séparés
par CCM. Le comportement chromatographique en fonction de la composition moléculaire
dans un solvant alcoolique ou agqueux permettait de mentionner les premiéres indications

concernant la substitution de la molécule (Tableau 4).
K A A,
De sorte que :

o3 A : représente la distance entre 1’origine (le dépot) et la tache du produit.

©3 B : représente la distance entre 1’origine (le dépot) et le front su solvant (Figure 20).

Front du
solvant

]:A Figure 20 : Le rapport frontal (Rf).

Ligne de dépdt —»
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Tableau 4 : Relation entre le Rf et la structure (Markham 1982).

Structure flavonique Rf (rapport frontal)
Augmentation des OH Diminution du Rf dans un solvant lipophile
Glycosylation Rf augmente dans un solvant aqueux

Rf diminue dans un solvant alcoolique.

Hydroxyles méthylés Rf augmente dans un solvant alcoolique

Methylation d’un OH en C5 Rf diminue dans un solvant alcoolique

Hétérosides de flavones avec 3 —OH libre |Rf nul dans 1’eau

2.1.4. Spectres méthanoliques : Aprés grattage du gel et filtration comme décrit
précédemment (dans le Screening phytochimique des extraits), les flavonoides sont récupérés
sous forme de solutions méthanoliques. Les spectres d’absorption UV-visible ont été réalisés

pour chague composé afin de confirmer sa nature.

2.1.5. Hydrolyses des hétérosides : Afin de compléter le protocole d’identification en
déterminant les substitutions flavoniques, nous avons effectué une hydrolyse acide ou alcaline
aux flavonoides séparés.

L’hydrolyse acide s’appliquait dans le cas des substituants O-glycosyles. L’extrait
purifié était chauffé en présence de 1’acide chlorhydrique (2N) dans un bain-marie, pendant
15 a 120 min. selon le degré de substitution de 1’aglycone. Apres refroidissement, 1’aglycone
était récupéré par affrontement a 1’éther diéthylique. Puis, la phase aqueuse provenant de
I’hydrolyse des hétérosides était concentrée ; elle contenait les sucres libérés qui étaient
confrontés par co-CCM avec des témoins (glucose, xylose, rhamnose, galactose et arabinose
....etc.). Cette chromatographie s’effectuait sur plaque de silice avec le systeme solvant :
acétone /eau (90/10:V/V).

La révelation des sucres était effectuée par du malonate d’aniline, suivi d’un passage a
1I’étuve & 100°C (Markham 1982).

L’hydrolyse alcaline était réalisée pour les flavonoides supposés acylés. Ces derniers
étaient mis dans une solution & 10 % de potasse (1N) pendant 30 min. sous courant d’azote.
Au terme de cette réaction, le milieu était acidifié par 1’acide chlorhydrique (2N) jusqu'a pH =
3 puis épuisé par 1’éther diéthylique pour extraire 1’aglycone. Quant aux sucres qui étaient
restés dans la phase aqueuse, ils subissaient le méme traitement décrit pour 1’hydrolyse acide
(Markham 1982).
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2.2. Test de I’activité antimicrobienne des flavonoides identifiés :
Objectif : Déterminer parmi les flavonoides extraits et identifiés ceux qui avaient la
plus grande activité inhibitrice in vitro contre des bactéries a Gram-positif, des bactéries a

Gram-négatif et des levures.

Protocole : Ce test était réalisé selon le méme protocole décrit précédemment pour

tester I’activité antimicrobienne des extraits éthanoliques et méthanoliques.

2.3. Test de P’activité antioxydante des flavonoides identifiés :

Objectif : Déterminer parmi les flavonoides extraits et identifiés ceux qui avaient la

plus grande activité antioxydante in vitro.

Protocole : Ce test était aussi réalisé selon le méme protocole décrit pour les extraits

éthanoliques et méthanoliques.

2.4. Test de Pactivité cytotoxique des flavonoides identifiés :

Objectif : Tester ’activité cytotoxique des flavonoides extraits et identifiés afin de

déterminer les molécules les plus actives.

Protocole : Ce test était réalisé sur des cellules FL selon le méme protocole décrit pour

les extraits éthanoliques et méthanoliques.

2.5. Mesure de P’activité antibactérienne in vivo contre Streptococcus pneumoniae :

Objectif : Déterminer I’activité antibactérienne in vivo des composeés 3, 8 et 32 contre
Streptococcus pneumoniae.

Cette bactérie responsable d’infections respiratoires trés sérieuses. Elle a été choisie
comme exemple car nos extraits s’étaient révélés plus actifs contre les bactéries a Gram-

positif.
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Principe : Les molécules sélectionnées se sont avérées des flavonoides antibactériens
tres actifs, notamment contre les bactéries a Gram-positif. Cette expérience consistait a
inoculer des quantités déterminées de Streptococcus pneumoniae a des rats, puis a leur
administrer différentes doses des flavonoides testés comme traitement. L’évolution du nombre
de microorganismes injectés (évolution positive ou négative) permettait de mettre en évidence
I’activité des flavonoides et déterminer la molécule la plus active ; c'est-a-dire, celle qui

abaissait au maximum le nombre des germes.

Application : Nous avons utilisé des rats males albinos Wistar, de poids variant entre
190 et 210 g et &gés de trois semaines. Les animaux ont été placés dans une chambre réglée a
26 £ 2°C et exposés a la lumiére pendant 12 H par jour et au noir pendant les 12 H restantes
(Miyazaki et al. 2002). L’humidité relative de la salle était aux environs de 50 %. Les rats
avaient acces libre a la nourriture et a ’eau.

Streptococcus pneumoniae a été ensemencée dans un bouillon Todd-Hewitt pendant 24
H a 35°C. Les bactéries ont ensuite été recueillies en phase exponentielle de croissance et
séparées du bouillon par centrifugation pendant 10 min. a 2000 x g et a 4°C. La récupération
des cellules s’est faite dans une solution saline tamponnée (NaCl 0.1 M, citrate de sodium
0.005 M, pH 7.0) de sorte & avoir une concentration de 5 x 10’ UFC / ml.

Les rats ont été anesthésiés avec de la kétamine-xylazine puis infectés par instillation
intra-nasale de 0.5 ml de la suspension bactérienne déja préparée.

Les flavonoides testés ont été préparés sous forme de solution a différentes
concentrations, allant de 10 & 70 mg / ml.

Les animaux ont été divisés en plusieurs lots de 5 rats chacun. Le premier lot a été
infecté puis laissé sans traitement (témoin négatif) ; le deuxiéme a été infecté puis traité avec
de I’amoxicilline (témoin positif) et les autres ont été traités avec différentes doses des
flavonoides utilises.

L’administration du traitement s’est faite 20 H aprés I’infection et a duré 3 jours : trois
doses ont été administrées par jours, & 6 H d’intervalle.

Les animaux ont été sacrifiés 20 H apres la derniére administration. Les poumons de
chaque rat ont été prélevés, rincés avec de 1’eau distillée stérile, broyes a I’aide d’un broyeur
de tissus Tenbroeck autoclavé et homogénéisés dans 5 ml d’eau physiologique. Ceci afin de

préparer des suspensions adéquates pour le dénombrement microbiologique.
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L’ensemencement de 0.1 ml de suspension s’est fait sur gélose au sang et apres 24 H
d’incubation & 37°C, les microorganismes ont été dénombrés en UFC par poumon (Miyazaki
et al. 2002).

Les DEsy (dose effective médiane: dose diminuant de 50 % le nombre de
microorganismes du départ) ont été mesurées par la méthode probit.

L’évaluation de I’efficacité du traitement = nombre de germes récupérés des organes
non traités - nombre de germes récupérés des organes traités.

Les résultats ont été exprimés en moyenne + écart type. Les différences du nombre de
germes vivants ont été calculées statistiquement par le logiciel SPSS 14.0 pour Windows avec
le test U de Mann Whitney (Miyazaki et al. 2002).

2.6. Mesure de la toxicité aigue de quelques flavonoides identifiés :
Ce test a été réalise pour les flavonoides ayant montré une bonne activité
antimicrobienne, une bonne activité antioxydante et/ou une bonne activité cytotoxique. C'est-

a-dire, les flavonoides qui représentaient un éventuel intérét thérapeutique.

Objectif : Mesurer la dose létale 0 (DLo) et la dose létale 50 (DLso) des flavonoides

testés sur des rats, afin de déterminer les molécules les moins toxiques.

Principe : Administrer des doses croissantes de flavonoides a des rats et déterminer au
fur et a mesure la dose maximale testée qui ne provoquait aucune mortalité (DLo) et la dose
qui entrainait 50 % de déces (DLso) parmi les animaux traités. La technique d’application
utilisée était celle de Lorke (1983).

Application : Les flavonoides testés ont été séchés a sec dans un rotavapor, puis
prépares sous forme de dilutions de 2 mg / ml afin de faciliter I’administration.

Des rats albinos Wistar, males, agés de 20 jours et pesant entre 190 et 210 g ont eté
utilisés pour cette expérience.

Ils ont été gardés pendant 12 H a jeun avant le test. Puis, ils ont été répartis en lots de
cing rats chacun. A chaque lot, nous avons administré oralement une dose déterminée de
flavonoides. Les doses étaient de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 et 9 mg / Kg du flavonoide testé, sous
forme de dilution. Le dernier lot a été administré avec 4 ml / Kg d’eau distillée et était

considéré comme témoin. Les animaux ont ensuite eu libre accés a la nourriture et a I’eau.
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Les symptémes de toxicité et de mortalité (convulsions, spasmes musculaires, extension
tonique, salivation importante, analgésie, jaunissement, perte de reflex ....) ont été observés
24 H apres I’administration. Les DLy et DLs ont été obtenues apres réalisation de la courbe

représentant le taux de mortalité en fonction de la dose administree.

B4 @Wﬂ Glls Tanmins Condenacs -

Origine des plantes : Cette étude a été réalisée sur deux types de plantes :

& Des téguments de graines de Vicia faba L. var. seville (féves) provenant du laboratoire
de phytochimie, Université Claude Bernard (Lyon, France). Les graines apportées ont
¢té réensemencées et cultivées afin d’avoir une plus grande quantité de graines
fraiches.

& Des feuilles de Camellia sinensis (thé noir, voucher n°® : wdr/tspf 200). La plante a été
récoltée dans les bassins d’Illizi (Sahara de I’Est algérien). La confirmation de
I’identification a été réalisée au département de 1’agronomie et de 1’environnement,

Institut National Agronomique Paris-Grignon INAPG (France).

Ces deux plantes ont été choisies pour leur grande teneur en tannins condensés (Tinkilic
et Uyanik 2001, Zdunczyk et al. 2003).

Objectif : Rechercher des moisissures du sol capables de dégrader les tannins condensés
de ces deux plantes en produisant une tannase. Puis, sélectionner les meilleures especes

productrices et mesurer 1’activité enzymatique de 1’enzyme produite.

Principe : Cultiver les moisissures isolées sur un milieu contenant de 1’acide tannique
comme seule source de carbone afin de ne laisser croitre que les espéces productrices de
tannase. Puis, cultiver ces espéces sur d’autres milieux ne contenant comme seule source de
carbone que les tannins condenses extraits des plantes. Ceci permettait de sélectionner les
especes productrices de tannase degradant les tannins condensés aussi bien que les
hydrolysables. L’activité enzymatique de 1’enzyme a ensuite été mesurée par la méthode

décrite par Sharma et ses collaborateurs (2000).
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3.1. Préparations des extraits tanniques :

3.1.1. Extraction des tannins condensés :

Les tannins condensés des plantes utilisées ont été extraits par trois macérations
successives du materiel végétal sous agitation, pendant 24 H dans un mélange acétone / eau
(70/30 : VIV) (Gedir et al. 2005). Le rapport solvant / matériel végétal utilisé était de 10 / 1
(ml / g). Aprés une décantation de 24 H, les extraits ont ensuite été filtrés et évaporés a sec
dans un rotavapor a 60°C. Les résidus secs obtenus ont été ramenés a un volume de 100 ml par

dilution dans de I’eau distillée.

3.1.2. Séparation des tannins par partitions entre solvants :

Les partitions (affrontements) entre solvants nous ont permis de séparer les molécules
extraites selon leur degré de polymérisation.

Elles ont été réalisées selon le méme protocole décrit pour les flavonoides. Le premier
affrontement était réalisé avec 1’éther de pétrole pour soutirer les produits non phénoliques
(principalement les lipides). Cette phase a ensuite été rejetée. Le deuxieme affrontement
réalisé avec 1’éther diéthylique, a permis d’extraire les tannins monomériques. Le troisieme
avec ’acétate d’éthyle a soutiré les tannins dimeériques. Le quatrieme avec le méthyl-éthyl-
cétone (MEC) et le cinquiéeme avec le n-butanol ont soutiré les tannins oligomériques et les
tannins polymeériques respectivement. La phase aqueuse récupérée en dernier contenait donc
les tannins condenseés restants (non soutirés) (Bate-Smith 1975).

Chaque phase obtenue était évaporée a sec dans le rotavpor puis reprises avec 5 ml de

méthanol.

3.1.3. Chromatographie préparative sur couche mince et spectre UV-visible des
spots :

Pour chacune des phases obtenues, nous avons réalisé une CCM analytique selon le
méme protocole décrit auparavant pour le screening phytochimique des extraits bruts. Le
support utilisé était le gel de silice (Mabry et Ulubelen 1980). Ce dernier était préparé en
mélangeant la poudre de silice avec de 1’eau distillée (30 g / 60 ml). Le dosage s’est fait par
tatonnement.

Aprés étalement du gel sur les plaques en verre et séchage, ces dernieres ont été activées
par chauffage dans une étuve a 100°C pendant 1 H (Mabry et Ulubelen 1980).

Les systemes solvants essayés étaient :
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& Toluene / Acétone / Acide formique (6/1/1:V/V/V).
& Acétone /H,O (55/45:V V).
& Toluene / Acétone / Acide formique (6/6/1:V/V/V).

Mais le dernier s’est avéré comme étant le meilleur pour toutes les phases.

Aprés la migration dans une cuve de CCM, la révelation des plaques analytiques s’est
faite avec de la vanilline / HCI (1 g / 100 ml) et un chauffage a 80°C pendant 30 min. (Mabry
et Ulubelen 1980).

Les spots ont ensuite été grattés sur le gel et filtrés avec du méthanol, comme décrit
précédemment.

Les spectres UV-visible ont été réalisés pour chaque spot afin de confirmer qu’il
représentait effectivement un tannin condensé.

Afin de réaliser la suite des analyses, les parties des phases non encore utilisées ont été
évaporées a sec une seconde fois puis reprises dans de I’eau distillée stérile, de sorte a avoir
des concentrations de 1 / 10. Chaque phase a été divisée en deux : la premiére a servi pour le
dosage des tannins et la deuxieme consacrée a la recherche des moisissures produisant la

tannase.

3.2. Dosage et identification des tannins condenses :

Le dosage a été réalisé pour chaque phase par la méthode n-butanol / HCI (Bate-Smith
1975). L’objectif étant de déterminer la proportion des différents types de tannins présents
dans les phases obtenues (éther diéthylique, acétate d’éthyle, MEC, butanol et 1’H,0).

Le mélange n-butanol / HCI, une fois chauffé, scindait les liaisons C4-C8 qui liaient les
monomeres tanniques entre eux, libérant ainsi des anthocyanes (Bate-Smith 1975). La méme
guantité des phases a été utilisée pour chaque dosage afin de ne pas fausser les résultats. Le
réactif de dosage a été préparé en mélangeant 95 ml de n-butanol avec 5 ml d’HCI. Pour
chaque 0,5 ml de la phase considérée ont été ajoutés 4,5 ml du réactif.

Les solutions obtenues ont été mises dans un bain-marie a ébullition pendant 2 H a 90°C
puis refroidies directement avec de I’eau froide pour stopper les réactions d’hydrolyse.

Les spectres UV-visible ont été réalisés apres le dosage pour chaque phase. lls ont

permis d’identifier la nature de ces monomeres et donc la structure des tannins initiaux.

3.3. Isolement des moisissures capables de dégrader les tannins condensés :
Un échantillon du sol a été prélevé autour des plantes de V. faba L. seville cultivées

localement, et un deuxiéme autour des plantes de Camellia sinensis.
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Ces sols ont été choisis parce que la distribution des microorganismes est conditionnée
principalement par la disponibilité des composés qu’ils dégradent. Donc, autour des plantes
connues pour étre riches en tannins, les chances de trouver des moisissures capables de
dégrader ces composés étaient plus grandes.

L’ensemencement des échantillons a été réalisé sur les milieux Malt Agar Blakeskee
(MAB) et Sabouraud (S), avec une incubation a 25°C pendant 72 H (Hayaloglu et Kirbag
2007). Les moisissures apparues ont été repiquées plusieurs fois jusqu’a étre complétement
isolées. L’identification des espéces obtenues a été réalisée selon les méthodes traditionnelles.
C'est-a-dire, observation microscopique et caractérisation sur les milieux précédemment cités
(Botton et al. 1990, Samson et al. 2004). La confirmation des résultats a été réalisée au Centre
de Biotechnologie Agricultural (Agricultural Biotechnology Center) a Godollo, en Hongrie.

Trois milieux de culture modifiés ont été préparés pour cette expérience. Le premier
contenait les minéraux nécessaires a la croissance des moisissures et I’acide tannique comme
seule source de carbone (milieu AT).

Le deuxiéme contenait a la place de 1’acide tannique les tannins condensés de V. faba L.
seville révélés apres le dosage comme étant majoritaires (milieu TCg). Dans notre cas,
c¢’étaient les molécules soutirées avec le MEC et le n-butanol (tannins oligomériques).

Le troisieme milieu a été préparé selon le méme principe, en utilisant les tannins
condensés de Camellia sinensis soutirés avec le n-butanol. C'est-a-dire les tannins
polymériques. Ces derniers ont été révélés comme étant majoritaires dans cette plante (milieu
TCy).

Le milieu AT a été préparé suivant les travaux de Pinto et al. (2001) ; et les autres
milieux par modification de ce dernier.

- Milieu AT (milieu a I’acide tannique), pour 1 litre : Acide tannique : 10g, NaNOs : 3g,
KH,PO, : 1g, MgS0O,.7H,0 : 00,59, KCI : 0,5g, FeSO, : 0,079, Agar : 30g, pH : 5,5.

- Milieu TCg (milieu aux tannins condenses des feves), pour 1 litre : Tannins des féves
soutirés avec le MEC : 10g, NaNOs : 3g, KH,PO,: 1g, MgS0O,4.7H,0 : 00,59, KCI : 0,5¢,
FeSO, : 0,07g, Agar : 30g, pH : 5,5.

- Milieu TCt (milieu aux tannins condensés du thé), pour 1 litre : Tannins du thé
soutirés avec le butanol : 10g, NaNOs : 3g, KH,PO, : 1g, MgSO,.7H,0 : 00,59, KCI : 0,5g,
FeSO, : 0,07g, Agar : 30g, pH : 5,5.

La stérilisation des milieux s’est faite par autoclavage a 110°C pendant 15 min. (Pinto et
al. 2001).
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Les moisissures précédemment isolées ont été ensemencées sur ces milieux et incubées
a 25°C pendant 72 H (Figure 21).
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Figure 21 : Protocole d’isolement des moisissures dégradant les tannins condensés.
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3.4. Production extracellulaire de la tannase en culture submergee :

Cette étape a été réalisée seulement pour les moisissures ayant montré une croissance sur
les milieux TCg et TCy. Donc, celles qui ont produit une tannase degradant aussi bien les
tannins hydrolysables que les condenses.

Ces especes ont été cultivées dans des erlenmeyers contenant le milieu MAB ou S, puis
incubées a 25°C pendant 72 H. Des solutions de spores fongiques ont été préparées pour
chaque moisissure en ajoutant 2,5 ml d'eau distillée stérile contenant du Tween 80 a des
cultures entierement sporulées se trouvant toujours dans les erlenmeyers. Les spores ont été
détachées de la surface des mycéliums sous une hotte et dans des conditions strictement
aseptiques. Le nombre de spores viables dans la suspension a été déterminé par dénombrement
sur cellule de Malassez (Costa et al. 2008).

Pour chague moisissure, nous avons prélevé un volume de 1 ml de suspension ayant une
concentration de 5 x 10° spores. Ce dernier a été utilisé comme inoculum pour la suite des
opérations.

Les solutions de spores ont été inoculées dans des erlenmeyers contenant 25 ml d’un
milieu spécifique et modifié. Le milieu original a été décrit par Costa et ses collaborateurs
(2008).

La constitution du milieu utilisé était la suivante : KH,PO,4: 1,0 g ; Mg SO4.7H,0 : 2,0
g;CaCl,: 1,09 ; NH4Cl: 3,0 g ; extrait de levure : 1 g et Quebracho : 3 g.

Le quebracho a été utilisé du fait qu’il représente un tannin condensé de référence

La culture submergée des especes s’est faite pendant six jours sous agitation de 140
tours/min. dans un agitateur incubateur a 25°C. Des échantillons ont été retirés a intervalles
réguliers de 24 H. La biomasse a alors été récupérée par filtration sur papier Wattman n° 1. Le
mycélium a été lavé trois fois avec de I'eau distillée stérile dans des conditions aseptiques et
son poids sec (la production de biomasse) déterminé aprés un séchage d’une nuit a 60°C.

Les bouillons de culture séparés des cellules fongiques ont été utilisés pour tester

I’activité de la tannase extracellulaire (Costa et al. 2008).

3.5. Mesure de ’activité enzymatique de la tannase :

L’activité de la tannase a été estimee par la méthode de la rhodanine (Sharma et al.
2000).

Une quantité de 0,01 M de méthyl gallate a été mélangé dans 0,05 M d’une solution de
citrate tampon (pH = 5) de sorte a avoir une suspension utilisée comme substrat (Trevino et al.

2007). Dans un tube a essai, nous avons mis 0,4 ml de cette suspension avec 0,4 ml du

50



bouillon de culture considéré et 0,6 ml d’une solution méthanolique de rhodanine a 0,67 %.
Les tubes ont été incubés a 30°C pendant 5 min, puis 0,4 ml d’une solution KOH (0,5 N) ont
été ajouteés. Apres 2,5 min., le mélange a été dilué dans de I’eau distillée et I’absorbance a été
mesurée a 520 nm. La couleur rose apparue alors a été lue a 520 nm a laide d'un
spectrophotometre et 1’activité enzymatique exprimée en unités internationales. Une unité de
I’activité de la tannase est définie comme étant la quantité d’enzyme nécessaire pour libérer un

micromole d’acide gallique par minute sous les conditions décrites (Sharma et al. 2000).

Les moyennes ont été calculées pour les résultats des tests de 1’activité antioxydante et
I’activité cytotoxique. Ce calcul nous a permis de comparer entre elles les valeurs obtenues et
de déterminer les extraits et les flavonoides les plus actifs.

Cette analyse a été effectuée avec le logiciel Microsoft Office Excel 2003.
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Chaque plante a permis de récupérer différentes quantités des extraits bruts. Selon la

plante et I’extrait considéré, nous avions des poids hauts d’environ 4 g ou des poids bas

n’atteignant pas 1 g/ 300 g de plante. Les valeurs obtenues ont été citées dans le tableau

suivant :

Tableau 5 : Poids des extrais bruts pour 300g de chaque plante.
M : extrait méthanolique, E : extrait éthanolique.

Plante (300 g) Extraits | Poids (g) | Plante (300 g) Extraits | Poids (Q)
Linum capitatum E 3.6 Allium porrum L. E 2.1
M 3.4 M 2.6
Tilia sylvestris E 2.3 Allium cepa L. E 1.6
M 3.1 M 2.9
Mentha longifolia E 2.8 Allium schoenoprasum L. | E 0.9
M 3.7 M 3.2
Crocus sativus E 2.4 Vicia faba L. E 0.8
M 2.6 M 2.4
Lippia citriodora E 3.5 Petroselinum sativum E 1.0
M 3.7 M 1.3
Thymus vulgaris E 3.8 Cichorium intybus L. E 1.3
M 4.6 M 2.2
Carthamus tinctorius | E 3.6 Citrus paradisi E 1.7
M 3.8 M 3.0
Lavandula officinalis | E 3.3 Apium graveolens L. E 1.6
M 4.2 M 2.7
Rosmarinus officinalis | E 2.7 Vaccinium macrocarpon | E 1.8
M 1.9 M 4.2
Lamium album E 1.9 Punica granatum E 2.4
M 2.4 M 4.0
Cleome schweinfurthii | E 1.6 Murraya koenigii E 1.6
M 1.5 M 3.6
Cuminum cyminum E 2.6 Artemisia absinthium E 1.2
M 2.8 M 1.9
Chamaemelum nobile | E 3.9 Elettaria cardamom E 2.9
M 4.5 M 2.9
Camellia sinensis E 2.5
M 4.6
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1.1. Activité antimicrobienne des extraits méthanoliques et éthanoliques bruts :
L’activité antimicrobienne s’est manifestée par 1’apparition des zones d’inhibition

autour des disques imprégnes de principes actifs (Photo 1).

Présence de zone d’inhibition
(Extrait MeOH de Camellia
sinensis a 0.100 mg/ml)

Absence de zone d’inhibition
(Extrait MeOH de Camellia
sinensis & 0.060 mg/ml)

Photo 1 : Traduction de 1’activité antimicrobienne sur
Escherichia coli sous forme de zones d’inhibition.

D’aprés les résultats obtenus, nous avons constaté que les plantes alimentaires avaient la
caractéristique d’avoir des extraits méthanoliques plus actifs que les extraits éthanoliques. En
effet, ceci a été remarqué pour la totalité des plantes alimentaires utilisées, mais aussi pour
quelques rares plantes médicinales a savoir Camellia sinensis et Carthamus tinctorius
(Tableaux 6, 7 et 8).

Pour les autres plantes médicinales, c¢’étaient plutot les extraits éthanoliques qui étaient
considérés comme étant plus actifs. En effet, ces derniers ont donné une inhibition de tous les
types de microorganismes utilisés (bactéries a Gram-positif, bactéries a Gram-négatif et
levures). Par contre, les extraits méthanoliques de ces plantes ont donné une activité
antimicrobienne moyenne contre les bactéries a Gram-positif et les levures, et une trés faible
activité contre les bactéries a Gram-négatif (variable selon la plante et le microorganisme).
Comme exemple : Escherichia coli, Salmonella typhi, Salmonella paratyphi, Yersinia pestis
et Klebsiella pneumoniae ont montré une résistance contre la plupart des extraits
méthanoliques des plantes médicinales et ont été au contraire bien inhibées par leurs extrais

éthanoliques (Tableau 7).
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Tableau 6 : Résultats de I’activité antibactérienne des extraits méthanoliques et éthanoliques contre les bactéries a Gram-positif (en mg / ml).

Sc.a: Staphylococcus aureus ; B.a: Bacillus anthracis ; B.s: Bacillus subtilis ; B.c: Bacillus cereus ; St.p: Streptococcus pneumoniae ; NT : non testé ; Ext : extraits ; M:
extrait méthanolique ; E: extrait éthanolique ; - : pas d’inhibition. Les valeurs les plus intéressantes sont marquées par un astérix.

Plantes Ext. | Sca |B.a |Bs B.c |Stp | Plantes Ext. | Sca | B.a B.s B.c [Stp
Camellia sinensis M | 0.065 | 0.050 | 0.065 | 0.035 | 0.065 | Punica granatum M 0.075] 0.085 | 0.100 |0.075 | 0.095
E - - - - 0.140 E 0.140 | 0.010 |- - -
Allium porrum L. M ]0.100 | 0.110 | 0.120 | 0.075 | 0.070 | Linum capitatum M ]0.085|0.090 |0.100 |0.075 | 0.080
E - - - - 0.100 E - 0.035 | - - 0.060
Allium cepa L. M | 0.110 | 0.080 | 0.110 | 0.075 | 0.060 | Thymus vulgaris M 0.050 | 0.120 | 0150 | 0.120 | 0.070
E - 0.130 | - - - E 0.030 | 0.060 | 0.040 | 0.055 | 0.010
Carthamus tinctorius M ]0.090 | 0.085 | 0.120 | 0.090 | 0.095 | Elettaria cardamom M ]0.060 | 0.030 |0.045 |0.080 |-
E - 0.130 | - - 0.100 E 0.030 | 0.030 | 0.045 | 0.050 | 0.040
Allium schoenoprasum L. | M | 0.085 | 0.060 | 0.085 | 0.075 | 0.060 | Rosmarinus officinalis | M | 0.040 | 0.020 | 0.020 | 0.050 | 0.170
E - 0.090 | - - 0.120 E 0.030 | 0.010* | 0.040 | 0.050 | 0.015
Cleome schweinfurthii M ]0.110 | 0.035 | 0.010 | 0.075 | 0.090 | Crocus sativus M 0.060 | 0.045 | 0.070 | 0.095 | 0.050
E - 0.090 | - - - E 0.060 | 0.060 | 0.075 | 0.090 | 0.020
Vicia faba L. M | 0.065 | - 0.090 | 0.035 | 0.060 | Murraya koenigii M - 0.020 |0.035 |- 0.030
E 0.075 | - 0.140 | 0.060 | 0.085 E 0.090 | - 0.055 | 0060 | 0.025
Petroselinum sativum M | 0.120 | 0.090 | - 0.110 | 0.100 | Tilia sylvestris M - 0.040 |0.050 |0.100 | -
E - 0.120 | - - - E 0.090 | 0.140 | 0.120 | 0.090 | 0.105
Cichorium intybus L. M | 0.010 | 0.045 | 0.010 | 0.075 | 0.030 | Lavandula officinalis | M 0.040 | 0.040 | 0.065 | 0.050 | 0.090
E - - - - 0.120 E 0.020 | 0.020 | 0.005* | 0.025 | 0.025
Citrus paradisi M ] 0.060 | 0.030 | 0.010 | 0.060 | 0.035 | Lamium album M |0.095|0.120 |0.105 | 0.150 | 0.100
E - 0.095 | - - 0.080 E 0.080 | 0.090 | 0.045 | 0.080 | 0.020
Apium graveolens L. M | 0.075 | 0.070 | 0.100 | 0.090 | 0.060 | Cuminum cyminum M ]0.060 | 0.090 |- 0.080 | 0.090
E - - - - 0.120 E 0.030 | 0.040 | 0.030 | 0.030 | 0.050
Lippia citriodora M | 0.045 | 0.060 | 0.085 | 0.045 | 0.045 | Artemisia absinthium | M | 0.080 | 0.055 | 0.080 | 0.060 | 0.065
E - 0.020 | - - 0.020 E 0.045 | 0.015 | 0.020 | 0.030 | 0.020
Mentha longifolia M 0.100 | 0.080 | 0.120 | 0.100 | 0.090 | Chamaemelum nobile | M - 0.120 | 0.200 | 0.170 | 0.170
E - 0.025 | - - 0.045 E 0.150 | - 0.200 | 0.090 | 0.080
Vaccinium macrocarpon | M 0.060 | 0.065 | 0.075 | 0.040 | 0.065 | Ampicilline (10 pg / disque) | NT 0.020 | 0.010 | NT 0.025
E - 0.120 | - - 0.100

54


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

Tableau 7 : Résultats de I’activité antibactérienne des extraits méthanoliques et éthanoliques contre les bactéries a Gram-négatif (en mg / ml).

E.c: Escherichia coli ; P.a: Pseudomonas aeruginosa ; S.t: Salmonella typhi ; S.p: Salmonella paratyphi ; Y.p: Yersinia pestis ; K.p: Klebsiella pneumoniae; NT : non

testé ; Ext : extraits ; M: extrait méthanolique ; E: extrait éthanolique ; - : pas d’inhibition. Les valeurs les plus intéressantes sont marquées par un astérix.
Plantes Ext. E.c P. | St S.p Y.p K. | Plantes Ext. | E.c P.a St S.p Y.p K.p
a p
Camellia sinensis M 0.080 - - 0.120 | - - Punica granatum M 0.07 | - 0.090 | 0.120 | 0.100 | -
0
E - - - - - - E 0.09 | - - - - -
0
Allium porrum L. M 0.120 - 0.130 | 0.120 | 0.125 | - Linum capitatum M 0.06 | - 0.120 | 0.120 | - -
5
E - - - - - - E 0.06 | - 0.040 | 0.060 | 0.060 | -
5
Allium cepa L. M - - 0.120 | 0.125 | 0.095 | - Thymus vulgaris M - 0.100 | - - - -
E - - 0.130 | - - - E 0.060 | 0.040 | 0.030 | 0.035 | 0.080 | -
Carthamus tinctorius M 0.100 - 0.110 | 0.120 | 0.130 | - Elettaria cardamom M - 0.090 | 0.040 | 0.060 | 0.080 | -
E - - - - - - E 0.070 | 0.050 | 0.040 | 0.010* | 0.120 | 0.110
Allium schoenoprasum L. M - - 0.080 | 0.090 | 0.095 | - Rosmarinus officinalis | M 0.050 | 0.050 | - - - -
E - - 0.130 | - - - E 0.030 | 0.020 | 0.005* | 0.025 | 0.040 | 0.030
Cleome schweinfurthii M - - 0.120 | 0.090 | 0.115 | - Crocus sativus M 0.100 | 0.120 | 0.200 | 0.150 | - -
E - - - 0.130 | - - E 0.020 | 0.015 | 0.005* | 0.010* | 0.010* | 0.010*
Vicia faba L. M 0.060 - 0.085 | 0.095 | 0.110 | - Murraya koenigii M 0.100 | 0.090 | - - - -
E - - 0.110 | - - - E 0.025 | 0.050 | 0.035 | 0.025 | 0.020 | 0.015
Petroselinum sativum M - - 0.130 | 0.120 | - - Tilia sylvestris M 0.120 | 0.120 | - - - -
E - - - - - - E 0.050 | 0.075 | 0.010 | 0.075 | 0.060 | -
Cichorium intybus L. M - - 0.050 | 0.045 | 0.080 | - Lavandula officinalis | M 0.070 | 0.090 | - 0.060 | - -
E - - 0.120 | 0.100 | 0.130 | - E 0.035 | 0.040 | 0.020 | 0.035 | 0.025 | 0.005*
Citrus paradisi M 0.100 - 0.080 | 0.090 | 0.060 | - Lamium album M - 0.120 | - - - -
E - - - - - - E 0.100 | 0.090 | 0.030 | 0.110 | 0.045 | 0.035
Apium graveolens L. M 0.120 - 0.100 | 0.080 | 0.095 | - Cuminum cyminum M 0.120 | 0.140 | - - - -
E - - 0.100 | 0.120 | 0.090 | - E 0.050 | 0.050 | 0.020 | 0.075 | 0.100 | 0.090
Lippia citriodora M 0.090 - 0.070 | 0.080 | 0.075 | - Artemisia absinthium | M 0.120 | 0.100 | 0.060 | - - -
E 0.100 - 0.030 | 0.030 | 0.030 | - E 0.060 | 0.070 | 0.010* | 0.060 | 0.035 | 0.010*
Mentha longifolia M - - 0.120 | 0.080 | 0.120 | - Chamaemelum nobile | M - - - - - -
E - - 0.060 | 0.040 | 0.055 | - E 0.100 | 0.120 | 0.100 | 0.090 | 0.120 | 0.100
Vaccinium macrocarpon M - - 0.100 | 0.090 | 0.100 | - Ampicilline (10 pg/disque) NT NT 0.015 | 0.010 | - -
E - - 0.120 | 0.080 | 0.130 | -
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Tableau 8 : Résultats de I’activité antifongique des extraits méthanoliques et éthanoliques (en mg / ml).
C.a: Candida albicans ; C.m: Candida maltosa ; C.n: Cryptococcus neoformans ; NT : non testé ; Ext : extraits ; M: extrait méthanolique ; E: extrait éthanolique ; - : pas
d’inhibition.

Vaccinium macrocarpon 0.025 | 0.090 | 0.030 | Ampicilline (10 pg/disque) | NT | - -

0.050 | 0.140 | 0.060

Plantes Ext. |[Ca |Cm |C.n |Plantes Ext. | Ca |Cm |C.n
Camellia sinensis M ]0.090 | - 0.095 | Punica granatum M | 0.050 | 0.140 | 0.090

E - - - E 0.075 | - 0.090
Allium porrum L. M - - - Linum capitatum M |0.110 | - 0.110

E - - 0.040 E - - -
Allium cepa L. M | 0.050 | 0.040 | 0.060 | Thymus vulgaris M | 0.070 | 0.070 | 0.120

E 0.060 | - 0.140 E 0.030 | 0.070 | 0.055
Carthamus tinctorius M 10.090 | - - Elettaria cardamom M | 0.055 | 0.040 | 0.060

E - - 0.060 E 0.050 | 0.040 | 0.020
Allium schoenoprasum L. | M | 0.075 | 0.090 | - Rosmarinus officinalis | M | 0.050 | 0.070 | 0.050

E - - 0.110 E 0.030 | 0.050 | 0.045
Cleome schweinfurthii M - 0.140 | - Crocus sativus M 0.050 | 0.050 | 0.070

E - - 0.075 E 0.020 | 0.035 | 0.050
Vicia faba L. M | 0.080 | 0.090 | 0.080 | Murraya koenigii M | 0.060 | 0.060 | 0.050

E 0.090 | - - E 0.030 | 0.025 | 0.030
Petroselinum sativum M |- - - Tilia sylvestris M ]0.120 | - -

E - - 0.140 E 0.100 | 0.120 | 0.090
Cichorium intybus L. M ]0.090 | 0.110 | - Lavandula officinalis | M | 0.070 | 0.060 | 0.090

E - - 0.090 E 0.040 | 0.035 | 0.050
Citrus paradisi M | 0.090 | 0.090 | - Lamium album M | 0.120 | 0.090 | -

E - - 0.090 E 0.040 | 0.020 | 0.040
Apium graveolens L. M | 0.090 | 0.090 | 0.050 | Cuminum cyminum M | 0.090 | 0.090 | 0.100

E 0.050 | 0.060 | 0.030 E 0.050 | 0.070 | 0.090
Lippia citriodora M - - - Artemisia absinthium | M 0.050 | 0.065 | 0.045

E - - - E 0.030 | 0.025 | 0.020
Mentha longifolia M | 0.075 | 0.110 | 0.075 | Chamaemelum nobile | M - - -

E 0.030 | 0.050 | 0.040 E 0.080 | - -

M

E
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En comparant les CMIs des bactéries entre elles, il s’est avéré que les bactéries a Gram-
positif étaient plus sensibles aux différents extraits utilisés que celles & Gram-négatif ; et ce
qu’il s’agissait de plantes alimentaires ou médicinales (Photo 2). Les levures, quant a elles, se
classaient entre les deux. En effet, ces derniéres étaient plus sensibles que les bactéries a

Gram-négatif et plus résistantes que les bactéries & Gram-positif.

Photo 2 : Trois répétitions de 1’activité de I’extrait méthanolique de

Vicia faba L. a 0,060 mg / ml contre Escherichia coli.

Donc, si nous devions classer les extraits selon leur activité et les microorganismes
selon leur sensibilité, nous obtiendrions :

Pour les plantes alimentaires : extraits méthanoliques > extraits éthanoliques.

Pour les plantes médicinales : extraits méthanoliques < extraits éthanoliques.

Pour les microorganismes : bactéries & Gram-positif < levures < bactéries a Gram-

négatif.

D’aprés les CMIs obtenues, Klebsiella pneumoniae et Pseudomonas aeruginosa n’ont été
inhibées par aucun extrait des plantes alimentaires, ni par les extraits de cing plantes
médicinales : Camellia sinensis, Carthamus tinctorius, Lippia citriodora, Mentha longifolia et
Linum capitatum. Ces bactéries se sont donc révélées comme étant les especes les plus
résistantes (Tableau 6).

Plusieurs plantes se sont avérées comme étant de grandes antimicrobiennes, parmi elles
nous pouvions citer : Camellia sinensis, Allium schoenoprasum L., Vicia faba L., Citrus
paradisi, Lippia citriodora, Vaccinium macrocarpon, Punica granatum, Linum capitatum,

Lavandula officinalis, Rosmarinus officinalis, Artemisia absinthium, Crocus sativus et
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Elettaria cardamom. Néanmoins, les meilleurs valeurs ont été enregistrées pour 1’extrait
éthanolique de Lavandula officinalis avec 0.005 mg / ml contre Escherichia coli et
Salmonella paratyphi.

Aussi, la majorité des extraits a donné une inhibition des levures et s’est donc avérée
plus active que I’antibiotique testé comme témoin (I’ampicilline).

Il est toutefois important de noter que plusieurs espéces considérées comme étant tres
pathogénes ont été inhibées par différents extraits et avec des CMlIs treés intéressantes
dépassant celles de I’ampicilline ; comme : Salmonella typhi, Salmonella paratyphi, Yersinia

pestis et Klebsiella pneumoniae.

1.2. Activité antioxydante des extraits méthanoliques et éthanoliques bruts :

Contrairement aux résultats de 1’activité antimicrobienne, le test antioxydant a montré
que les extraits méthanoliques étaient plus actifs comparés aux extraits éthanoliques, et ce
pour les deux types de plantes : alimentaires et médicinales.

Les plus grandes activités étaient enregistrées pour les extraits méthanoliques de
Camellia sinensis, Punica granatum, Allium porrum L., Vicia faba L., Vaccinium
macrocarpon, Linum capitatum, Lavandula officinalis et Artemisia absinthium. Avec des
maximums d’activit¢é données par Punica granatum et Artemisia absinthium: 55.78 % et
50.50% respectivement a 10 pug / ml (Tableau 9). Le calcul des moyenne a confirmé cette
constatation en donnant pour ces deux plantes les plus grandes moyennes d’activité : 77.746%
et 78.302 % respectivement. Ce calcul a aussi fait ressortir ’activité de Vaccinium
macrocarpon. Car en effet, son extrait méthanolique n’a donné que 26.06 % a 10 pg / ml, mais
a carrément atteint 92.07 % a 50 pg / ml.

Au contraire, les extraits méthanoliques de Allium porrum L., Vicia faba L., Tilia
sylvestris, Rosmarinus officinalis et Murraya koenigii ont donné des résultats tres faibles avec
des activités qui n’apparaissaient qu’a 50 pug / ml. Les extraits éthanoliques, quant a eux, ont
tous donné des valeurs tres faibles, ne dépassant pas 9 % a 10 pug / ml. Ces valeurs étaient

insignifiantes comparées a celles données par les extraits méthanoliques.
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Tableau 9 : Résultats de I’activité antioxydante exprimeés en pourcentage.

M: extrait méthanolique; E: extrait éthanolique; RAS (%): Radical Scavenging Activity : activité

radicale scavenging exprimée en pourcentage.

Les valeurs les plus intéressantes sont marquées par un astérix.

Plantes

Camellia sinensis

Allium porrum L.

Allium cepa L.

Carthamus tinctorius

Allium schoenoprasum L.

Cleome schweinfurthii

Vicia faba L.

Petroselinum sativum

Cichorium intybus L.

Citrus paradisi

Apium graveolens L.

Lippia citriodora

Mentha longifolia

Vaccinium macrocarpon

Punica granatum

Extraits

mzmzmEMZTmMZgmMggmMmggmMgmMgMmMgmMgmMgmMmzgmMmEzgmZZ

10pg/ml
43.50
0.00
9.15
0.00
6.02
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.20
0.00
29.98
0.00
22.37
0.00
13.78
0.00
0.00
0.00
16.12
0.00
3.22
0.00
16.90
0.00
26.06
4.30
55.78*
0.00

50pg/ml
44.07
0.00
55.39
0.00
17.34
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
2.87
0.00
50.72
0.00
19.08
0.00
17.13
0.00
5.62
0.00
27.45
0.00
7.95
0.00
21.47
2.04
54.85
3.51
62.39
14.34
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RSA (%)
100pg/mli

52.75
8.57
92.25
14.60
15.63
0.00
10.78
0.00
18.53
0.00
10.36
0.00
80.84
10.05
21.42
0.00
33.51
0.00
51.00
0.00
50.32
0.00
14.04
7.78
36.19
12.00
92.07
10.24
79.45
11.05

500ug/mi
81.92
15.87
95.54
14.91
98.10
0.00
89.73
10.34
74.40
9.44
64.69
0.00
92.45
22.77
41.56
0.00
40.10
12.64
99.00
0.00
93.90
0.00
60.52
16.38
91.76
16.34
93.36
39.90
95.24
43.56

1000pg/ml

92.26
22.94
95.20
17.80
98.98
6.29

88.70
16.21
99.98
37.90
84.80
2.65

94.29
31.80
63.60
4.02

58.69
17.32
99.62
13.96
94.34
23.83
99.41
33.80
93.12
24.30
95.25
38.80
95.87
56.41

Moyenne

62.900
09.476
69.506
09.462
47.214
1.258

37.842
05.310
38.582
9.468

32.584
0.530

69.656
12.924
33.606
0.804

32.642
5.992

51.048
2.792

56.426
4.766

37.028
11.592
51.888
10.936
72.318
19.350
77.746
25.072



Linum capitatum M 40.50 46.70 53.40 89.78 93.30 64.736
E 0.00 4.02 13.00 23.51 29.00 13.906
Tilia sylvestris M 9.15 55.39 92.25 95.54 95.20 69.506
E 2.03 4.50 14.60 14.91 17.80 10.768
Crocus sativus M 20.02 21.34 35.63 60.10 94.98 46.414
E 4.00 8.00 10.00 10.00 16.29 09.658
Thymus vulgaris M 0.00 4.00 10.78 89.73 90.70 39.042
E 0.00 0.00 4.00 12.34 18.21 06.910
Lavandula officinalis M 48.50*  50.07 62.75 80.92 95.26 67.500
E 0.00 8.00 8.57 16.87 20.94 10.876
Rosmarinus officinalis M 27.98 45.72 70.84 75.29 92.45 62.456
E 0.00 6.00 10.05 30.77 45.80 18.524
Lamium album M 18.37 20.47 30.30 41.98 60.50 34.324
E 0.00 6.00 6.00 25.00 50.02 17.404
Cuminum cyminum M 13.78 17.13 38.66 48.00 48.69 33.252
E 7.00 14.80 19.82 28.70 39.96 20.056
Chamaemelum nobile M 19.45 23.55 38.00 81.70 95.14 51.568
E 5.00 7.04 15.00 25.34 40.37 18.550
Murraya koenigii M 26.06 42.65 60.07 75.42 83.60 57.560
E 0.00 2.05 8.76 29.60 42.10 16.502
Artemisia absinthium M 50.50*  62.39 84.45 98.40 95.77 78.302
E 9.00 14.34 19.05 38.60 60.59 28.316
Elettaria cardamom M 30.50 49.00 46.30 81.80 96.70 60.860
E 0.79 6.02 13.50 19.61 29.60 13.904
Acide ascorbique 45.28 96.81 96.51 97.60 96.37 86.514

1.3. Activité cytotoxique des extraits méthanoliques et éthanoliques bruts :

Les résultats de ’activité cytotoxique ont été tres différents d’un extrait a un autre et
d’une plante a une autre. En effet, comme pour le test antioxydant, nous avons remarqué que
les extraits méthanoliques étaient plus actifs que les extraits éthanoliques, et ce pour les deux
types de plantes (alimentaires et médicinales).

Les extraits méthanoliqgues de Camellia sinensis, Cichorium intybus L., Lippia
citriodora, Punica granatum, Lavandula officinalis, Cuminum cyminum et Artemisia

absinthium ont donné de bonnes activités cytotoxiques avec des valeurs Clso < 100 pg / ml.
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Mais, les meilleures activités restaient enregistrées pour les extraits méthanoliques de
Cichorium intybus L. et Cuminum cyminum avec des valeurs Clsy de 15 et 25 pg / ml
respectivement (Tableau 9).

Vaccinium macrocarpon était la seule plante a avoir donné des extraits méhanoliques et

éthanoliques non actifs, avec des Clsp > 1000 pg / ml.

1.4. Screening phytochimique des extraits méthanoliques et éthanoliques bruts :

La CCM réalisée sur les extraits méthanoliques et éthanoliques a permis la séparation de
plusieurs spots. Les spectres UV-visible de ces derniers ont donné plusieurs aspects
spécifiques de différentes substances organiques (Tableau 10). Exemples :

- Les flavonoides apparaissaient avec deux pics le premier aux environs de 230 et 280 nm
et le deuxieme aux environs de 300 et 385 nm (Figure 22).

- Les acides phénoliques apparaissaient avec un seul pic aux environs de 200 et 210 nm.

- Les anthocyanes apparaissaient avec deux pics le premier aux environs de 276 et 280 nm
et le deuxiéme aux environs de 465 et 560 nm ............ etc. (Bacon et al. 1976, Wagner et
Bladt 1996, Marston et Hostettmann 2006).

Tableau 10 : Résultats de 1’activité cytotoxique (exprimés en ug / ml) et du screening
phytochimique.
M: extrait méthanolique ; E: extrait éthanolique ; (chiffre) : nombre de composés trouveés.

Les valeurs les plus intéressantes sont marquées par un astérix.

Plante Extrait Cls pg/ml Screening phytochimique
Camellia sinensis (Fe) M 70 Tannins (7), alcaloides (5), anthocyanes (2)
E >1000 Acides phénoliques (3), anthocyanes (2)
Allium porrumL. (B) M 950 Terpénoides (3)
E >1000 Flavonoides (2)
Allium cepa L. (B) M 700 Tannins (4), flavonoides (3), huiles essentielles (3)
E >1000 Flavonoides (3)
Carthamus tinctorius M 100 Flavonoides (7), isoflavonoides (3), substances
(Fe,FI) colorantes (2)
E >1000 Flavonoides (10)
Allium schoenoprasum M 540 Terpénoides (4), flavonoides (3), stérols (2),
L. (Fe) acide phénolique (1)
E >1000 Flavonoides (2)
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Cleome schweinfurthii
(Fe)
Vicia faba L. (TG)

Petroselinum sativum
(Fe)

Cichorium intybus L.
(Fe)

Citrus paradisi (Fe)

Apium graveolens L.

(Fe)
Lippia citriodora (Fe)

Mentha longifolia (Fe)

Vaccinium
macrocarpon (JF)
Punica granatum (JF)

Linum capitatum (Fe)

Tilia sylvestris (Fe)

Crocus sativus(Fl)

Thymus vulgaris (Fe)

Lavandula officinalis
(FI)
Rosmarinus officinalis
(Fe)

Lamium album (Fe)

< m g m g m

< mI M M mMmImMmIm

515
>1000
650
>1000
100
>1000
15*
>1000
100
>1000
625
>1000
30

>1000
820

>1000
>1000
>1000
70
>1000
>1000

>1000
880
950
650
950
900

>1000

50

950
360
800
100

Flavonoide (1), terpénoide (1)

Flavonoide (1)

Tannins (5), anthocyanes (3)

Acides phénoliques (2)
Terpénoides (2), huiles essentielles (2)
Flavonoides (3)

Huiles essentielles (3), stérol (1)

Acides phénoligues (4)

Huiles essentielles (4), flavonoides (2), tannins (2),
Flavonoides (2)

Terpénoides (3), stéroides (3), isoflavonoide (1)
Flavonoides (2)

Terpénoides (6), huiles essentielles (6), flavonoides
(3), acides phénoliques (3)

Acides phénoliques (9), flavonoides (5)
Flavonoides (6), huiles essentielles (6), terpénoides
(3), stérols (3)

Flavonoides (10)

Tannins (4), anthocyanes (4)

Anthocyanes (2)

Tannins (4), anthocyanes (4)

Acides phénoliques (6)

Flavonoides (5), terpénoides (4), stéroides (3), huiles
essentielles (3)

Flavonoides (7)

Huiles essentielles (2), terpénoides (2)
Flavonoides (3)

Substances colorantes (2), huiles essentielles (2)
Flavonoides (4)

Huiles essentielles (3), flavonoide (1)

Flavonoides (2)

Huiles essentielles (7)

Flavonoides (4)

Anthocyanes (4)

Flavonoides (5), acides phénoliques (5)

Terpénoides (4), huiles essentielles (4)
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E 950 Flavonoides (2)
Cuminum  cyminum M 25* Huiles essentielles (5), stérols (2)
(Fe) E 950 Acides phénoliques (4), flavonoides (3)
Chamaemelum nobile M 600 Flavonoides (6), huiles essentielles (4), terpénoides
(Fe,FI) (4), stérols (2)
E 750 Flavonoides (8)
Murraya koenigii (Fe) M 760 Tannins (5), anthocyanes (3)
E >1000 Flavonoides (3)
Artemisia absinthium M 60 Huiles essentielles (6)
(Fe) E 800 Flavonoides (5)
Elettaria cardamom M 550 Huiles essentielles (3), terpénoides (2)
(Fe) E 950 Flavonoides (2)
Milieu sans extrait >1000 -
Organozinc (1 mg/ml) 88 -
Quercétine (1 mg/ml) - Flavonoide
203
- TFRTIT
Flavonoide Acide phénolique
T 8
I E X i 440
vy 500 ! ‘
I \\ : 0
t % Y s /’\"\__ i &78

Anthocyane

Substance colorante (chlorophylle)

Figure 22 : Exemples que quelques spectres UV-visible réalisés pour les spots isolés.
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Les extraits méthanoliques ont soutiré une plus grande diversité de composeés, a savoir :
des terpénoides, des stérols, des substances de coloration (chlorophylles, caroténoides), des
huiles essentielles, des anthocyanes, des tannins, des alcaloides, des isoflavonoides et des acides
phénoliques. Alors que les extraits éthanoliques n’ont soutiré que des flavonoides, des acides
phénoliques et rarement des anthocyanes (Figure 32).

Parmi les plantes qui se sont avérées plus chargées en composés actifs, nous pouvions
citer Lippia citriodora, Apium graveolens L., Mentha longifolia, Linum capitatum et
Chameamelum nobile.

Le nombre et la diversité des composes révélés pourraient expliquer les différentes

activités démontrées auparavant par les extraits bruts.

2 Lot Stirots Dlotsgiucs cbs Flowonoidis

2.1. Identification des types de flavonoides présents dans les extraits éthanoliques :

Les extraits ethanoliques ont été choisis car ils soutiraient plus de flavonoides.

La chromatographie sur couche mince et 1’analyse sperctrale ont montré que pour la
majorité des espéces, les phases éther diéthylique contenaient principalement des acides
phénols avec quelques rares flavonoides. Les phases acétate et H,O, par contre, étaient riches
en ces derniers.

L’identification des flavonoides a été réalisée pour les plantes ayant donné, apres CCM,
des spots flavoniques bien distincts et chargés (c'est-a-dire, de couleur intense indiquant une

grande concentration).

Exemple : Pour Mentha longifolia cing composés ont été isolés et caractérisés comme

suit :
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Composé 1 :

Spectre MeOH | Bande Il (nm) | Bande | (nm)
250 310

Fluorescence Violette

Solvant4/3/3 | Rf =5.58

Le spot avait une fluorescence violette sous UV, une migration moyenne (Rf) dans le

solvant (4 / 3/ 3) et des pics a 250 et 310 nm indiquant une flavone.

L’hydrolyse acide de cette molécule a libéré le glucose. 11 s’agissait donc d’une flavone-

O-glucoside.

Composé 2 :

Spectre MeOH Bande I (nm) | Bande | (nm)
255 320

Fluorescence Violette

Solvant13/3/3/1 | Rf = 8,65

Ce spot avait aussi une fluorescence violette sous UV, une grande migration dans le

solvant (13/3/3/ 1) et des pics a 255 et 320 nm indiquant une flavone.
L’hydrolyse acide et la co-CCM des saccharides liés a ce composé ont libéré deux

glucoses sous formes de deux spots collés. Il s’agissait donc d’une flavone-O-diglucoside.

Composé 3 :

Spectre MeOH | Bande Il (nm) | Bande I (nm)
275 330

Fluorescence Violette

Solvant4/3/3 | Rf= 9,04
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Le troisieme composé était aussi une flavone. Il avait un Rf tres important dans le
systeme (4 / 3 / 3) suggérant qu’il pouvait s’agir d’un aglycone. La confirmation de cette
information a été apportée par I’hydrolyse acide et I’hydrolyse alcaline qui n’ont libéré aucun
hétéroside.

Le compose était donc une flavone aglycone.

Composé 4 :

Spectre MeOH Bande Il (nm) | Bande | (nm)
256 355

Fluorescence Brune

Solvant13/3/3/1 | Rf = 6,22

Le quatrieme compose était un flavonol avec une fluorescence marron et des pics a 256
et 355 nm. Le Rf de ce flavonoide était moyen dans le systéme (13/3/3/1).
L’hydrolyse acide a libéré le glucose. Il s’agissait donc d’une flavonol-O-glucoside.

Composé 5 :

Spectre MeOH Bande Il (nm) | Bande | (nm)
266 349

Fluorescence Brune

Solvant13/3/3/1 | Rf = 4,33

Ce compose avait des bandes a 266 et 349 nm, une fluorescence violette et un Rf moyen
dans le systeme (13 / 3/ 3/ 1). C’était donc un flavonol. Le Rf moyen laissait supposer une
monoglycosylation. Ceci a été verifié par I’hydrolyse acide qui avait libéré un glucose. Il

s’agissait donc d’une O-substitution et le composé était un flavonol-3-O-glucoside.
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Selon le méme principe, tous les flavonoides présents en quantité suffisante, permettant
la réalisation de la série spectrale et les réactions d’hydrolyse, ont été identifiés et résumeés

dans les tableaux 11 et 12.

D’aprés nos résultats, il était évident que les plantes les plus riches en flavonoides
étaient Carthamus tinctorius, Linum capitaum, Chamaemelum nobile et Mentha longifolia.

Aussi, nous avons remarqué que certains flavonoides étaient trés répandus chez les
plantes étudiées comme les flavones et les flavonols. En effet, ces molécules pouvaient étre
présentes sous différentes formes (aglycones ou avec substitutions), soit chacune dans une
plante, soit plusieurs formes dans la méme plante.
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Tableau 11 : Liste des flavonoides identifiés chez Carthamus tinctorius, Linum capitaum et Chamaemelum nobile.

Plante N° du Systeme | Fluorescence | Rf Spectre méthanolique | Aglycone | Substitution Résultats de I’identification
compose solvant Bande 11 Bande |
(hm) (hm)
Carthamus 6 4/3/3 Violette 8.34 | 250 310 Flavone - Flavone aglycone
tinctorius 7 4/3/3 Violette 558 | 250 313 Flavone O-glucose Flavone -O-monoglucoside
8 4/3/3 Jaune 4.32 | 256 355 Flavonol | - Flavonol aglycone
9 4/3/3 Jaune 410 | 255 352 Flavonol | O-glucose Flavonol-O-monoglucoside
10 13/3/3/1 | Brune 6.22 | 257 362 Flavonol | O-glucose Flavonol -O-monoglucoside
11 4/3/3 Violette 4,98 | 269 330 Flavone O-acide Flavone-O-glucuronide
glucuronique
12 4/3/3 Violette 7.32 | 254 356 Flavanone | - Flavonone aglycone
13 13/3/3/1 | Jaune 8.68 | 265 351 Flavonol | O-rhamnose Flavonol-O-diglucoside
O-glucose
Linum capitaum 14 4/3/3 Violette 3.87 | 252 315 Flavone C-glucose Flavone-C-glucoside
15 4/3/3 Violette 8.34 | 250 310 Flavone - Flavone aglycone
16 4/3/3 Jaune 8.93 | 265 350 Flavonol | - Flavonol aglycone
17 13/3/3/1 | Brune 4.33 | 265 351 Flavonol | O-galactose Flavonol-O-galactoside
18 13/3/3/1 | Brune 8.56 | 255 360 Flavonol | O-rhamnose Flavonol-O-diglycoside
O-glucose
19 4/3/3 Violette 512 | 261 328 Isoflavone | O-glucose Isoflavone-O-monoglucoside
Chamaemelum 20 13/3/3/1 | Jaune 8.90 | 266 353 Flavonol | O-rhamnose Flavonol-O-diglycoside
nobile O-glucose
21 13/3/3/1 | Brune 7.94 | 266 355 Flavonol | O-glucose Flavonol-O-diglycoside
O-rhamnose
22 4/3/3 Jaune 6.09 | 255 360 Flavonol | O-glucose Flavonol-O-glucoside
23 4/3/3 Violette 5.98 | 254 315 Flavone O-glucose Flavone-O-monoglucoside
24 13/3/3/1 | Brune 8.56 | 254 360 Flavonol | O-rhamonse Flavonol-O-diglycoside
O-glucose
25 4/3/3 Violette 6.77 | 255 312 Flavone O-glucose Flavone-O-monoglucoside
26 4/3/3 Brune 545 | 266 355 Flavonol | O-glucose Flavonol-O-monoglycoside
27 4/3/3 Brune 4.00 | 266 355 Flavonol | O-glucose Flavonol-O-monoglucoside
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Tableau 12 : Liste des flavonoides identifiés chez Rosmarinus officinalis, Artemisia absinthium, Crocus sativus, Elettaria cardamom et Cuminum

cyminum.
Plante N° du Systeme | Fluorescence | Rf Spectre méthanolique Aglycone Substitution Résultats de I’identification
Composé solvant Bande II Bande |
(nm) (nm)
Rosmarinus 28 4/3/3 Violette 7.23 | 253 312 Flavone O-acide Flavone-O-glucuronide
officinalis glucuronique
29 4/3/3 Violette 8.10 | 283 329 Flavanone - Flavonone aglycone
30 13/3/3/1 Violette 8.23 | 280 315 Flavone O-glucose Flavone-O-diglycoside
O-rhamnose
Artemisia 31 4/3/3 Jaune 8.00 | 250 365 Flavonol - Flavonol aglycone
absinthium 32 4/3/3 Jaune 7.32 | 256 355 Flavonol - Flavonol aglycone
33 4/3/3 Jaune 8.93 | 265 350 Flavonol - Flavonol aglycone
Crocus sativus 34 13/3/3/1 Jaune 5.03 | 266 353 Flavonol C-glucose Flavonol-C-glucoside
35 13/3/3/1 Brune 4.33 | 266 354 Flavonol C-glucose Flavonol-C-glucoside
Elettaria 36 4/3/3 Orange 5.34 | 279 498 Anthocyanidine | - Anthocyanidine
cardamom
Cuminum cyminum | 37 4/3/3 Violette 445 | 275 330 Flavone O-glucose Flavone-O-monoglucoside
38 4/3/3 Violette 5.58 | 250 315 Flavone O-glucose Flavone-O-monoglucoside
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La quantité des flavonoides séparés des extraits éthanoliques des plantes différait d’une

plante a une autre et d’une molécule a une autre. Les valeurs obtenues étaient (Tableau 13) :

Tableau 13 : Poids des flavonoides extraits pour 300g de chaque plante.

Plante (300 g) N° du composé | Flavonoide Poids (9)
Mentha longifolia 1 Flavone-O-7-glucoside 50.2
2 Flavone-O-diglucoside 59.4
3 Flavone aglycone 75.0
4 Flavonol-O-glucoside 42.0
5 Flavonol-O-glucoside 21.3
Carthamus tinctorius | 6 Flavone aglycone 32.7
7 Flavone -O-monoglucoside | 42.8
8 Flavonol aglycone 29.6
9 Flavonol-O-monoglucoside | 17.3
10 Flavonol -O-monoglucoside | 23.8
11 Flavone-O-glucuronide 114
12 Flavonone aglycone 20.7
13 Flavonol-O-diglucoside 40.1
Linum capitaum 14 Flavone-C-glucoside 23.7
15 Flavone aglycone 40.7
16 Flavonol aglycone 46.8
17 Flavonol-O-galactoside 33.5
18 Flavonol-O-diglycoside 23.5
19 Isoflavone-O-monoglucoside | 21.8
Chamaemelum nobile | 20 Flavonol-O-diglycoside 39.1
21 Flavonol-O-diglycoside 12.4
22 Flavonol-O-glucoside 19.8
23 Flavone-O-monoglucoside 17.0
24 Flavonol-O-diglycoside 30.5
25 Flavone-O-monoglucoside 21.7
26 Flavonol-O-monoglycoside | 23.5
27 Flavonol-O-monoglucoside | 13.7
Rosmarinus officinalis | 28 Flavone-O-glucuronide 23.6
29 Flavonone aglycone 26.4
30 Flavone-O-diglycoside 43.5
Artemisia absinthium | 31 Flavonol aglycone 19.4
32 Flavonol aglycone 10.9
33 Flavonol aglycone 32.3
Crocus sativus 34 Flavonol-C-glucoside 31.5
35 Flavonol-C-glucoside 21.5
Elettaria cardamom 36 Anthocyanidine 20.7
Cuminum cyminum 37 Flavone-O-monoglucoside 32.1
38 Flavone-O-monoglucoside 12.5
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2.2. Activité antimicrobienne des flavonoides identifiés :

Les résultats de I’activité antimicrobienne ont montré que la majorité des flavonoides
avaient une activité plus ou moins importante selon le type du microorganisme. Parmi les
flavonoides les plus actifs, nous avions les composes 3, 8 e 32 en premier lieu, puis les
composés 6, 15, 16 et 33.

Le compose 3 a donné les plus grandes inhibitions des bactéries a Gram-positif, avec
des CMIs de 0.005 mg / ml contre Staphylococcus aureus, Bacillus anthracis et Bacillus
cereus. Les molécules 8 et 32, quant a elles, étaient les plus actives contre les bactéries a
Gram-négatif avec des CMIs allant de 0.025 & 0.040 mg / ml. Les CMIs de ces molécules
enregistrées contre les bactéries a Gram-positif étaient aussi tres intéressantes mais
Iégerement plus élevées que celles du composé 3 avec des valeurs allant de 0.010 mg / ml a
0.035 mg / ml (Tableaux 14 et 15).

La comparaison des CMlIs enregistrées pour les différentes formes de flavones
(différentes substitutions) nous a montré que la les formes aglycones étaient plus actives que
les formes monoglycosylées et que ces dernieres étaient elles-mémes plus actives que les
biglycosylées. Ces mémes observations ont éte faites pour les flavonols : plus le nombre de
substitutions augmentait et plus 1’activité antimicrobienne du flavonoide diminuait.

Mais, le type de substitution n’avait pas une grande influence sur cette activité.
Exemple : la flavonol-O-glucoside et la flavonol-O-glycoside avaient des valeurs plutét
proches. Ce méme constat a été fait pour les autres molécules ayant différentes substitutions
mais présentes en méme nombre.

Aussi, deux molécules similaires de par leur Rf, leur fluorescence et leur spectre
méthanolique donnaient toujours les mémes résultats méme si elles provenaient de différentes
origines. Exemple : les composés 4 et 10, les composés 7 et 38 ...etc.

Une autre observation était que, comme pour le test de I’activité antimicrobienne des
extraits bruts, les bactéries les plus sensibles aux flavonoides étaient celles a Gram-positif,

suivies des levures puis des bactéries a Gram-négatif.
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Tableau 14 : Résultats de ’activité antimicrobienne des flavonoides extraits de Mentha longifolia, Carthamus tinctorius et Linum capitaum (en
mg/ml).

Sc.a: Staphylococcus aureus ; B.a: Bacillus anthracis ; B.s: Bacillus subtilis ; B.c: Bacillus cereus ; St.p: Streptococcus pneumoniae ; E.c: Escherichia coli ; P.a:
Pseudomonas aeruginosa ; S.t: Salmonella typhi ; S.p: Salmonella paratyphi ; Y.p: Yersinia pestis ; K.p: Klebsiella pneumoniae; C.a: Candida albicans ; C.m: Candida
maltosa ; C.n: Cryptococcus neoformans ; - : pas d’inhibition. Les valeurs les plus intéressantes sont marquées par un astérix.

Plante N° du Sc.a B.a B.s B.c St.p Ec |Pa |St S.p Y.p Kp [Ca |Cm |Cn
flavonoide
testé

Mentha 1 0.040 | 0.030 | 0.020 | 0.025 | 0.030 | 0.040 | 0.065 | - - 0.055 | 0.055 | 0.055 | - 0.055

longifolia 2 0.055 |0.030 | 0.045|0.025 | 0.040 | 0.055 | 0.080 | - - 0.065 | 0.075 | 0.060 | - 0.070
3 0.005* | 0.005* | 0.010 | 0.005* | 0.015 | 0,065 | 0.080 | 0.080 | 0.085 | 0.0120 | 0.050 | 0.045 | 0.120 | 0.060
4 0.035 |0.020 | 0.030 | 0.015 | 0.045 | 0.040 | 0.045 | 0.030 | 0.030 | 0.035 | 0.040 | 0.045 | 0.070 | 0.045
5 0.060 | 0.035 | 0.040 | 0.050 | 0.065 | 0.075 | 0.100 | 0.085 | 0.085 | 0.0130 | 0.065 | 0.065 | 0.150 | 0.065

Carthamus 6 0.040 | 0.025 |0.025 | 0.035 | 0.030 | 0.040 | 0.060 | 0.125 | 0.140 | 0.055 | 0.050 | 0.050 | - 0.040

tinctorius 7 0.045 |0.030 | 0.030 | 0.035 |0.040 | 0.055 | 0.075 | - - 0.050 | 0.060 | 0.050 | - 0.055
8 0.030 | 0.015 | 0.020 | 0.010 | 0.035 | 0.030 | 0.040 | 0.025 | 0.025 | 0.030 | 0.030 | 0.040 | 0.070 | 0.040
9 0.030 |0.015 | 0.035]0.015 | 0.045 | 0.040 | 0.045 | 0.025 | 0.030 | 0.030 | 0.040 | 0.040 | 0.070 | 0.040
10 0.035 |0.020 | 0.030 | 0.015 | 0.045 | 0.040 | 0.045 | 0.030 | 0.030 | 0.035 | 0.040 | 0.045 | 0.070 | 0.045
11 0.180 | 0.050 |0.075|0.100 | 0.090 | 0.200 | 0.120 | 0.100 | - - - - - 0.140
12 0.070 | 0.055 | 0065 | 0.070 | 0.070 | 0.085 | 0.100 | 0.090 | 0.65 | 0.075 | 0.120 | - - -
13 0.055 | 0.035 | 0.045|0.045 | 0.060 | 0.075 | 0.100 | 0.085 | 0.085 | 0.0130 | 0.065 | 0.065 | 0.145 | 0.070

Linum 14 0.035 |0.025 | 0.035|0.025 | 0.030 | 0.040 | 0.070 | - - 0.050 | 0.060 | 0.055 | - 0.060

capitaum 15 0.040 | 0.025 |0.025 | 0.035 | 0.030 | 0.040 | 0.060 | 0.125 | 0.140 | 0.055 | 0.050 | 0.050 | - 0.040
16 0.050 | 0.030 |0.035|0.045 | 0.060 | 0.070 | 0.090 | 0.075 | 0.070 | 0.0120 | 0.055 | 0.060 | 0.140 | 0.060
17 0.060 | 0.035 | 0.040 | 0,050 | 0.065 | 0.075 | 0.100 | 0.085 | 0.085 | 0.0130 | 0.065 | 0.065 | 0.150 | 0.065
18 0.030 | 0.020 | 0.035 | 0.020 | 0.045 | 0.040 | 0.045 | 0.035 | 0.025 | 0.030 | 0.035 | 0.040 | 0.070 | 0.045
19 0.080 | 0.060 | 0.055|0.060 |0.075]|0.080 | 0.120 | - 0.095 | 0.120 | - - - -

Ampicilline NT 0.020 | 0.010 | NT 0.025 | 0.025 | NT 0.015 | 0.010 | - - - - -

(10 pg / disque)
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Tableau 15 : Résultats de ’activité antimicrobienne des flavonoides extraits de Chamaemelum nobile, Rosmarinus officinalis, Artemisia absinthium,
Crocus sativus, Elettaria cardamom et Cuminum cyminum (en mg / ml).

Sc.a: Staphylococcus aureus ; B.a: Bacillus anthracis ; B.s: Bacillus subtilis ; B.c: Bacillus cereus ; St.p: Streptococcus pneumoniae ; E.c: Escherichia coli ; P.a:
Pseudomonas aeruginosa ; S.t: Salmonella typhi ; S.p: Salmonella paratyphi ; Y.p: Yersinia pestis ; K.p: Klebsiella pneumoniae; C.a: Candida albicans ; C.m: Candida
maltosa ; C.n: Cryptococcus neoformans ; - : pas d’inhibition. Les valeurs les plus intéressantes sont marquées par un astérix.

Plante N° du flavonoide testé Sc.a Ba |Bs B.c St.p Ec |Pa |St Sp Y.p Kp [Ca [Cm |Cn
Chamaemelum nobile 20 0.055 | 0.035| 0,040 | 0.050 | 0.065 | 0.075 | 0.100 | 0.085 | 0.085 | 0.0130 | 0.065 | 0.060 | 0.150 | 0.070
21 0.070 | 0.040 | 0.050 | 0.055 | 0.070 | 0.090 | 0.110 | 0.090 | 0.095 | 0.0140 | 0.075 | 0.070 | 0.155 | 0.070
22 - 0.100 | - - 0.120 | - - - - - - 0.140 | - -
23 0.050 | 0.030 | 0.040 | 0.030 | 0.045 | 0.050 | 0.080 | - - 0.060 | 0.070 | 0.060 | - 0.060
24 0.030 | 0.020 | 0.035 | 0.020 | 0.045 | 0.040 | 0.045 | 0.035 | 0.025 | 0.030 | 0.035 | 0.040 | 0.070 | 0.045
25 0.040 | 0.025 | 0.020 | 0.025 | 0.035 | 0.040 | 0.070 | - - 0.050 | 0.060 | 0.050 | - 0.055
26 0.070 | 0.040 | 0,050 | 0.055 | 0.070 | 0,090 | 0.110 | 0.090 | 0.095 | 0.0140 | 0.075 | 0.070 | 0.155 | 0.070
27 0.055 | 0.045 | 0.055 | 0,055 | 0.070 | 0,085 | 0.110 | 0.090 | 0.095 | 0.0135 | 0.075 | 0.070 | 0.160 | 0.075
Rosmarinus officinalis 28 0.040 | 0.025 | 0.020 | 0.025 | 0.035 | 0.040 | 0.070 | - - 0.050 | 0.060 | 0.050 | - 0.055
29 0.090 | 0.080 | 0.070 | 0.090 | 0.160 | - 0.140 | - - - - 0.100 | - -
30 0.060 | 0.045 | 0.055 | 0.040 | 0.060 | 0.060 | 0.100 | - - 0.100 | - 0.095 | 0.100 | 0.095
Artemisia absinthium 31 - 0.055 | 0.080 | - 0.060 | 0.100 | - 0.180 | 0.160 | - - - - -
32 0.030 | 0.015 | 0.020 | 0.010 | 0.035 | 0.030 | 0.040 | 0.025 | 0.025 | 0.030 | 0.030 | 0.040 | 0.070 | 0.040
33 0.050 | 0.030 | 0.035 | 0.045 | 0.060 | 0.070 | 0.090 | 0.075 | 0.070 | 0.0120 | 0.055 | 0.060 | 0.140 | 0.060
Crocus sativus 34 0.055 | 0.035 | 0.040 | 0.050 | 0.065 | 0.075 | 0.100 | 0.085 | 0.085 | 0.0130 | 0.065 | 0.060 | 0.150 | 0.070
35 0.055 | 0.040 | 0.035 | 0.050 | 0.070 | 0.075 | 0.095 | 0.085 | 0.080 | 0.0140 | 0.060 | 0.060 | 0.150 | 0.070
Elettaria cardamom 36 0.070 | 0.060 | 0.080 | 0.075 | 0.120 | - 0.100 | - - - - 0.140 | - 0.120
Cuminum cyminum 37 0.005* | 0.010 | 0.010 | 0.015 | 0.020 | 0.075 | 0.095 | 0.085 | 0.080 | 0.0140 | 0.060 | 0.060 | 0.150 | 0.070
38 0.040 | 0.030 | 0.020 | 0.025 | 0.030 | 0.040 | 0.065 | - - 0.055 | 0.055 | 0.055 | - 0.055
Ampicilline (10 pg / disque) NT 0.020 | 0.010 | NT 0.025 | 0.025 | NT 0.015 | 0.010 | - - - - -
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2.3. Activité antioxydante des flavonoides identifiés :

Les résultats ont montré que toutes les flavonols et flavonols correspondants aux
composés 1, 2, 4, 6, 7, 8,9, 10, 14, 15, 18, 22, 23, 24, 25, 28, 30, 32 et 38 avaient enregistré
de hautes valeurs pour I’activité antioxydante : supérieures a 46 % a 10 pg / ml (Tableaux 16
et 17). Le calcul statistique a signalé que ces molécules avaient les plus grandes moyennes
d’activité avec des valeurs supérieures a 70 %. Aussi, il était intéressant de noter que tous les
flavonoides testés avaient des valeurs supérieures a 21 % a 10 pug / ml. Les composes 8 et 32
ont donné la meilleure activité avec 55,28 % a 10 pg / ml et une moyenne de 75.804 %.

Le degré de substitution avait un effet sur 1’activité antioxydante, car comme pour
I’activité précédente, plus le nombre de substitutions ¢était important, plus [’activité
s’abaissait. Mais, le type de substitution n’avait pas une grande influence. En effet, la
moyenne calculée pour les formes aglycones était plus élevée que celle des autres formes
rencontrées. Par contre, celle des molécules monoglycosilées étaient plus faibles mais resait
néanmoins plus grande que la moyennes calculée pour les composé di et triglycosylés. Ces
derniers avaient effectivement les valeurs encore plus basses.

Aussi, nous avons remarqué que les composés 1 et 38 provenant de Mentha longifolia et
de Cuminum cyminum respectivement ont donné les mémes valeurs pour cette activité; de
plus ils ont donné le méme spectre méthanolique, le méme Rf et la méme fluorescence sur le
solvant utilisé. 11 pouvait donc s’agir de la méme molécule. Néanmoins des études
phytochimiques demeuraient nécessaires afin d’affirmer ou d’infirmer cette hypothese.

Ce méme constat a été fait pour les composés 2 et 23.

2.4. Activité cytotoxique des flavonoides identifiés :

Parmi les flavonoides testés pour 1’activité cytotoxique contre les cellules FL, seuls les
composés 11, 12, 21, 22 et 26 avaient de faibles activités, avec des valeurs de Clso Supérieures
a 100 ug / ml. Les autres flavonoides ont donné des valeurs intéressantes inférieures a 90 pg /
ml (Tableaux 16 et 17). Les composés 8 et 32 étaient considérés comme étant les molécules
les plus actives, avec des valeurs de Clso similaires (15 g / ml). Suivie des composés 4, 10,
18, 22 et 24 qui ont donné des valeurs Clso de 25 pg / ml, plus importantes que celles
enregistrées pour le témoin (I’organozinc). Aussi, il était observé d’aprés ces résultats que

I’activité cytotoxique dépendait encore du degré mais pas de la nature des substitutions.
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Tableau 16 : Résultats de I’activité antioxydante et de 1’activité cytotoxique des flavonoides identifiés chez Mentha longifolia, Carthamus tinctorius et
Linum capitaum.

RAS (%) : Radical Scavenging Activity : activité radicale scavenging exprimée en pourcentage.
Les valeurs les plus intéressantes sont marquées par un astérix.

Origine et numéro du flavonoide testé RSA (%) Moyenne | Cls
10 50 100 500 |1000 |duRSA pg/mi
pg/ml | pg/ml | pg/mi pug/ml | pg/ml | (%)
Mentha longifolia 1 49.09* | 59.86 |69.80 | 88.96 98.00 | 73.142* 45
2 46.02* | 57.98 |67.34 |87.83 96.69 | 71.172* 50
3 39.78 [49.99 | 7254 |76.90 85.89 | 65.020 55
4 53.30* | 60.76 | 73.24 |80.59 95.03 | 72.584* 25*
5 22.60 |40.55 |55.12 |67.98 86.47 | 54.544 90
Carthamus tinctorius 6 52.60* | 60.84 | 72.50 |92.67 98.90 | 75.502* 40
7 49.05* | 59.86 |69.72 |89.97 96.67 | 73.054* 45
8 55.28* | 63.78 | 76.90 | 83.98 99.08 | 75.804* 15*
9 53.00* | 62.28 | 74.37 | 80.72 95.97 | 73.268* 25*
10 53.30* | 60.76 | 73.24 |80.59 95.03 | 72.584* 25*
11 19.02 |30.90 |42.48 |50.82 59.93 | 40.630 980
12 21.02 |35.00 |50.37 |57.49 63.90 | 45.556 900
13 2256 |40.49 |55.13 |67.99 86.59 | 54.552 90
Linum capitaum 14 49.02 |59.84 |69.75 |89.90 96.82 | 73.066* 45
15 52.60* | 60.84 | 7250 |92.67 98.90 | 75.502* 40
16 30.00 |47.60 |62.76 |79.67 92,54 | 62.514 70
17 2259 |40.57 |55.09 |67.98 86.47 | 54.540 90
18 53.32* | 62.98 | 74.85 |80.29 95.09 | 73.306* 25*
19 24.70 |38.98 |50.87 |68.70 79.80 |52.610 80
Acide ascorbique 4528 ]96.81 |96.51 |97.60 96.37 | 86.514 -
Milieu sans extrait - >1000
Organozinc (1 mg / ml) - 88
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Tableau 17 : Résultats de ’activité antioxydante et de D’activité cytotoxique des flavonoides identifiés chez Chamaemelum nobile, Rosmarinus
officinalis, Artemisia absinthium, Crocus sativus, Elettaria cardamom et Cuminum cyminum.

RAS (%): Radical Scavenging Activity : activité radicale scavenging exprimée en pourcentage.
Les valeurs les plus intéressantes sont marquées par un astérix.

Origine et numéro du flavonoide testé RSA (%) Moyenne | Clsg
10 50 100 500 |1000 |duRSA pg/ml
pg/ml | pg/ml | pg/mi ug/ml | pg/ml | (%)
Chamaemelum nobile 20 23.50 |34.60 |50.60 |70.67 84.99 | 52.872 90
21 21.65 |32.49 |48.20 |68.93 82.83 | 50.820 200
22 3540 |57.56 |59.28 |63.49 77.02 | 58.550 500
23 46.02* | 57.98 |67.34 |87.83 96.69 | 71.172* 50
24 53.32* | 62.98 |74.85 | 80.29 95.09 | 73.306* 25*
25 49.00* | 59.87 |69.70 | 89.99 96.77 | 73.066* 45
26 2150 |32.60 |48.04 |68.30 82.99 | 50.686 190
27 21.39 |32.01 |48.49 |68.83 82.59 | 50.662 195
Rosmarinus officinalis 28 49.16* | 59.50 |69.80 | 88.90 98.13 | 73.098* 45
29 21.02 |35.00 |50.37 |57.49 63.90 | 45.556 70
30 50.35* | 63.50 | 70.88 | 79.00 94.90 | 71.726* 75
Artemisia absinthium 31 35.70 |57.20 [59.09 |63.48 77.89 | 58.672 90
32 55.28* | 63.78 | 76.90 | 83.98 99.08 | 75.804* 15*
33 30.00 |47.60 |62.76 |79.67 92.54 | 62.514 70
Crocus sativus 34 22.63 |42.90 |57.00 |66.88 85.90 | 55.062 85
35 2259 |40.57 |55.09 |67.98 86.47 | 54.540 90
Elettaria cardamom 36 24.70 |38.98 |50.87 |68.70 79.80 | 52.610 85
Cuminum cyminum 37 39.87 |45.80 |60.89 |69.87 79.80 | 59.246 65
38 49.09* | 59.86 |69.80 | 88.96 98.00 | 73.142* 45
Acide ascorbique 4528 196.81 |96.51 |97.60 96.37 | 86.514 -
Milieu sans extrait - >1000
Organozinc (1 mg / ml) - 88
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2.5. Activité antibactérienne in vivo contre Streptococcus pneumoniae :

Chez le lot non traité, Streptococcus pneumoniae a causé 100 % de mortalité apres 72 a
96 H d’infection. Le dénombrement des bactéries présentes dans les poumons de ces animaux
a révélé la présence d’environ 5.1 x10” +0.23 UFC / poumon.

Les flavonoides testés avaient tous les deux montré une activité contre la croissance de
Streptococcus pneumoniae. En effet, les activités antibactériennes in vivo des composés 3, 8
et 32 ¢taient toutes deux supérieures a celle de I’amoxicilline. Aux différentes doses
croissantes testées, nos flavonoides ont donné des diminutions plus importantes du nombre de
germes présent dans les poumons des rats. La DEsp du composé 3 était la plus intéressante
avec une valeur de 11.601 mg / ml (Tableau 18). Les composés 8 et 32, quant a eux, ont
donné une valeur tres proche de celle du témoin avec 14.141 mg / ml.

L’élimination totale des bactéries a eu lieu sous I’effet de le composé 3 avec une dose de
50 mg / ml administrée en trois prises pendant trois jours (Figure 23). Cette molécule s’est

avérée de ce fait extrémement efficace.

Tableau 18 : Diminution du nombre de Streptococcus pneumoniae en fonction des
doses de traitement administré.
Témoins = 5.1 x10 + 0.23 UFC / poumon

UFC / poumon DEs, mg/ml
Dose mg/ml 10 20 30 40 50 60 70 (limite de
Log dose 1.000 1.301 1.477 | 1.602 1.699 1.778 1.845 confiance 95
%)
Composé 3 30000000 | 3887000 | 6530 |50 0 0 0 11.601
+1.19 +1.00 +050 | +1.42 (1.20 - 1.50)
Composé 8 47000000 | 5600000 | 30000 | 7980 340 87 15 13.458
+1.21 +2.11 +132 |£1.10 |+£032 |+£122 | +£0.24 | (1.00-1.50)
Composé 32 | 47000000 | 5600000 | 30000 | 7980 340 87 15 13.458
+1.21 +2.11 +132 |£1.10 |+£032 |+£1.22 | +£0.24 | (1.00-1.50)
Amoxicilline | 45600000 | 9800000 | 45600 | 29000 | 1300 700 57 14.141
+0.56 +0.76 +153 | +087 |+£035 |+0.65 | £0.75 | (0.60-0.90)
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Figure 23 : Courbe de diminution du nombre de Streptococcus pneumoniae sous 1’effet
des différents traitements.

2.6. Mesure de la toxicité aigue des flavonoides les plus actifs :

La toxicité aigue a été mesurée pour les flavonoides ayant montré au moins une bonne
activité lors des tests précédents. C'est-a-dire, qu’elle a été réalisée pour les molécules citées
dans le tableau 19. D’apres les résultats obtenus, la majorité des flavones et flavonols testés a
donné les mémes valeurs quelles qu’étaient leur substitutions. En effet, le degré (le nombre) et
le type (emplacement et nature) de substitution ne semblaient pas influencer les valeurs de
toxicité obtenues (Tableau 19).

Les composés 4, 8, 9,18 et 32 ont donné les valeurs les plus intéressantes avec des DLg
de 4000 mg/ Kg et des DLsy de 6258.92 mg / Kg (Figure 24). En effet, I’administration de
doses inférieures a 4000 mg / Kg n’a montré aucun signe de toxicité. Mais au dela de cette
dose, il y a eu I’apparition de quelques troubles, notamment des spasmes musculaires, une
extension tonique et une salivation importante. Les premiers cas de mort pour ces molécules
étaient apparus aprées 1’administration de 5000 mg / Kg des flavonoides.

Les composés 1, 2, 3, 6, 7, 14, 15, 25, 28 et 37, qui étaient tous des flavones, ont donné
des valeurs similaires mais inférieures a celles des composés cités auparavant, avec des DL,
de 3000 mg / Kg et des DLso de 5035.00 mg / Kg. Par contre, les flavonols représentant les
composés 5, 13, 16, 17, 20, 21, 26, 27, 33, 34 et 35 ont donné les valeurs les moins bonnes
avec des DLy de 2000 mg / Kg et des DLsp de 4466.83 mg/ Kg. Ces composés s’étaient donc

avéres comme étant les plus toxiques.
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Tableau 19 : Résultats de la toxicité aigue exprimés en pourcentage de mortalité.

Doses (ug / Kg) 1000 | 2000 | 3000 | 4000 | 5000 | 6000 | 7000 | 8000 | 9000 | DLso DL,
log des doses 3.000 | 3.301 | 3.477 | 3.602 | 3.698 | 3.778 | 3.845 | 3.903 | 3.954
Composé 1 0 0 0 20 40 60 80 100 | 100 |5035.00 | 3000
Composé 2 0 0 0 20 40 60 80 100 | 100 | 5035.00 | 3000
Composé 3 0 0 0 20 40 60 80 100 | 100 | 5035.00 | 3000
Composé 4 0 0 0 0 20 40 60 80 100 | 6258.92 | 4000
Composé 5 0 0 20 40 60 80 100 | 100 |100 |4466.83 | 2000
Composé 6 0 0 0 20 40 60 80 100 | 100 | 5035.00 | 3000
Composé 7 0 0 0 20 40 60 80 100 | 100 |5035.00 | 3000
Composé 8 0 0 0 0 20 40 60 80 100 | 6258.92 | 4000
Composé 9 0 0 0 0 20 40 60 80 100 | 6258.92 | 4000
Composé 13 0 0 20 40 60 80 100 | 100 |[100 |4466.83 | 2000
Composé 14 0 0 0 20 40 60 80 100 | 100 | 5035.00 | 3000
Composé 15 0 0 0 20 40 60 80 100 | 100 |5035.00 | 3000
Composé 16 0 0 20 40 60 80 100 | 100 |[100 |4466.83 | 2000
Composé 17 0 0 20 40 60 80 100 | 100 |100 |4466.83 | 2000
Composé 18 0 0 0 0 20 40 60 80 100 | 6258.92 | 4000
Composé 20 0 0 20 40 60 80 100 | 100 |100 |4466.83 | 2000
Composé 21 0 0 20 40 60 80 100 | 100 |[100 |4466.83 | 2000
Composé 25 0 0 0 20 40 60 80 100 | 100 | 5035.00 | 3000
Composé 26 0 0 20 40 60 80 100 | 100 |100 |4466.83 | 2000
Composé 27 0 0 20 40 60 80 100 | 100 |100 | 4466.83 | 2000
Composé 28 0 0 0 20 40 60 80 100 | 100 |5035.00 | 3000
Composé 30 0 0 20 40 40 80 100 | 100 |[100 |5272.29 | 2000
Composé 32 0 0 0 0 20 40 60 80 100 | 6258.92 | 4000
Composé 33 0 0 20 40 60 80 100 | 100 |100 |4466.83 | 2000
Composé 34 0 0 20 40 60 80 100 | 100 |100 |4466.83 | 2000
Composé 35 0 0 20 40 60 80 100 | 100 |100 |4466.83 | 2000
Composé 37 0 0 0 20 40 60 80 100 | 100 | 5035.00 | 3000
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Figure 24 : Courbes représentant les résultats de la toxicité aigue.

Aprés I’extraction des tannins et leur séparation, I’analyse spectrale UV-visible réalisée
pour chaque phase a donné des spectres caractéristiques des tannins condensés avec un seul
pic d’absorption aux environs de 280 nm (Marston et Hostettmann 2006). La catéchine
industrielle utilisee comme témoin avait aussi un spectre a un seul pic d’absorption a 280 nm.
Ces résultats ont confirmé que les cing phases des deux plantes contenaient effectivement des

monomeres, dimeres, oligomeres et polymeres de catéchine.

3.1. Dosage et identification des tannins condensés :

Le dosage par la méthode n-Butanol / HCI a permis de classer les phases selon leurs
absorbance, et donc selon leur concentration, comme sulit :

Pour Vicia faba L. seville : MEC (abs : 64,560) > H,O (abs : 18,066) > n-butanol (abs :
10,481) > acétate d’éthyle (abs : 5,792) > éther diéthylique (abs : 0,901) (Figure 25).
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Pour Camellia sinensis : n-Butanol (abs: 149,700) > MEC (abs: 69,998) > acétate
d’¢éthyle (abs : 15,002) > éther diéthylique (abs : 9,000) > H,0 (abs : 5,300) (Figure 26).

Pourcentages en tannins séparés

@ Ether diéthylique
B Acétate d'éthyle
OMEC

O n-butanol

B H20

Figure 25 : Pourcentages des tannins séparés de Vicia faba L. seville.

Pourcentage en tannins séparés

O n-Butanol
OMEC

B Acétate d'éthyle
@ éther diéthylique
B H20

Figure 26 : Pourcentages des tannins séparés de Camellia sinensis.
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L’analyse spectrale UV-visible réalisée pour les cing phases de chaque plante apres le
dosage a donné pour chacune un spectre a deux pics (274 nm et 546 nm) caractéristiques des
anthocyanes et plus exactement des cyanidines (Marston et Hostettmann 2006). Les tannins
extraits des téguments de graines de Vicia faba L seville étaient donc pour la majorité des
procyanidines trimériques et oligomériques extraits avec le MEC. Les tannins soutirés des
feuilles de Camellia sinensis étaient, quant a eux, pour la majorité des procyanidines

polymériques extrait avec le n-butanol.

3.2. Recherche et isolement des moisissures capables de dégrader les tannins

condensés :

A partir du sol entourant les cultures des féves, dix neuf moisissures ont été isolées et
identifiées. Neuf d’entre elles appartenaient au genre Aspergillus et ont été identifiées comme
étant Aspergillus niger, Aspergillus ochraceus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus glaucus,
Aspergillus nidulans, Aspergillus ustus, Aspergillus amstelodami, Aspergillus flavus et
Aspergillus oryzae (Tableau 20). Cing autres appartenaient au genre Penicillium : Penicillium
rubrum, Penicillium variabile, Penicillium glabrum, Penicillium verrucosum et Penicillium
citrinum (Tableau 21). Trois especes appartenant au genre Fusarium ont été identifiées
comme étant Fusarium solani, Fusarium dimerum et Fusarium oxysporum. Les deux
dernieres moisissures étaient Geotrichum candidum et Trichoderma viride (Tableau 22).

Et autour des plantations du thé, vingt trois moisissures ont été isolées et identifiées.
Huit d’entre elles étaient des Aspergillus : Aspergillus foetidus, Aspergillus versicolor,
Aspergillus aculeatus, Aspergillus terreus, Aspergillus parasiticus, Aspergillus tamarii,
Aspergillus puniceus et Aspergillus awamori (Tableau 23). Neuf autres étaient des
Penicillium : Penicillium griseofulvum, Penicillium rugulosum, Penicillium chrysogenum,
Penicillium variabile, Penicillium pinophilum, Penicillium marneffei, Penicillium lilacinum,
Penicillium bilaiae et Penicillium funiculosum (Tableau 24). Trois autres espéces étaient
identifiées comme étant des Fusarium : Fusarium sporotrichioides, Fusarium acuminatum et
Fusarium proliferatum. Et les derniéres especes étaient Geotrichum clavatum, Geotrichum

capitatum et Trichoderma harzianum (Tableau 25).
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Tableau 20 : Principales caractéristiques permettant I’identification des Aspergillus isolés autour de Vicia faba L. seville.

my : mycélium, cn : conidiophore, ch : chlamydospore, p : phialide, th : thalle, c: conidie, ta: téte aspergillaire, cl : columelle, sc : sclérote, crois. : croissance.

Espéce Caracteéristiques du genre Caractéristiques de I’espéce

identifiée Observation Le nom du | Observation microscopique Observation macroscopique
microscopique genre Recto. Verso.

A. niger Sporocyste surmonté de ¢ | Aspergillus | Ta bisériées, radiées, brunes ; cl globuleuses, brunes ; cn Th blanc avec des Revers incolore.

A. ochraceus

A. fumigatus

A. glaucus

A. nidulans

A. ustus

A.
amstelodami

A. flavus

A. oryzae

en chainettes : Téte
aspergillaire (ta).

My septé.

Absence de reproduction
sexuée.

lisses, bruns, dressés, grands ; ¢ globuleuses, brunes, trés
échinulées (Schéma 1, photo 3).

flocons noirs.

Ta bisériées, jaunes, globuleuses puis se séparant en 3 Th jaune ; léger pigment | Revers jaune.
colonnes ; cn rugueux, jaunes ; cl globuleuses, hyalines ; ¢ doré ; sc roses.

globuleuses ou cylindriques, grandes.

Ta unisériées, en colonnes compactes, bleu-vert ; cn courts, | Th blanc puis vert-gris Revers jaune.
lisses, verts ; cl sub-hémisphériques, vertes, fertiles dans puis vert foncé. Crois.

leur moitié supérieure ; p dressées, densément groupées, rapide a 37°C

vertes ; ¢ globuleuses échinulées.

Ta unisériées, radiées, sub-globuleuses ; cn lisses, Th poudreux, vert avec | Revers jaune
incolores ; cl arrondies ; ¢ globuleuses, finement rugueuses. | des taches jaune vif. orangé.

Ta petites, bisériées, colonniformes, vert-jaunes ; cn
sinueux, courts, bruns, lisses ; cl hémisphériques,
globuleuses ; c globuleuses, échinulées, vertes.

Th poudreux, vert
cresson puis brun, crois.
rapide, centre blanc,
floconneux.

Revers orangé
vert au centre,
devenant brun-
rouge en
vieillissant.

Ta bisériées, radiées, sub-cylindriques, scindées en plusieurs
colonnes ; cn longs, sinueux, septés, lisses ; cl sub-
globuleuses ; ¢ verruqueuses ou échinulées.

Th cotonneux, brun.

Revers incolore

Ta larges, radiées, en colonnes non bien distinctes ;
phialides courtes ; ¢ sub-globuleuses, rugueuses.

Crois. lente ; jaune-
citron.

Revers jaunatre.

Ta unisériée, radiées puis se scindant en plusieurs colonnes ;
cn hyalins, verrugueux, longs ; cl sub-globuleuses ; ¢
globuleuses, verdatres, verrugueuses ; sc globuleux, blancs
puis brun- rouges.

Th duveteux, b blanc puis
jaune a jaune-vert ; sc
nombreux.

Revers brun-rouge.

Cn petits ; ta bisériées ; cl relativement petites, allongées, m
sur les trois quarts supérieurs de la cl ; ¢ globuleuses, lisses.

Th floconneux, vert-
citron, trés aériens.

Revers vert- olive.
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Tableau 21 : Principales caractéristiques permettant 1’identification des Penicillium isolés autour de Vicia faba L. seville.

my : mycélium, cn : conidiophore, ch : chlamydospore, m: métule, p :

phialide, th : thalle, c: conidie, pn : pénicille, crois

. . croissance.

Espéce Caractéristiques du genre Caractéristiques de I’espéce
identifiée Observation microscopique Le nomdu | Observation microscopique Observation macroscopique
genre Recto. Verso.
P. rubrum Présence de pn avec des ¢ en Penicillium | Pn biverticillés, symétriques, compacts, Th velouté, jaune, forte Revers
chainettes sortant des p, my étroits;m:6a8/pn;p:5a7/m;c conidiogénese. incolore.
septé, absence de reproduction elliptiques, granuleuses.

P. variabile | sexuée Pn biverticillés, symétriques ; cn lisses ; m de | Th velouté, centre Revers
4a7/pn;plancéolées,5a7 /pn;c floconneux ; crois. lente, vert- | jaune.
elliptiques a fusiformes, lisses (Schéma 3, gris.
photo 5).

P. glabrum Pn monoverticillés ; cn lisses, renflés au Crois. rapide ; th velouté, vert | Revers
sommet ; p ampulliformes, 10a 16 /pn ; ¢ sombre ; sillons radiaux. pale.
globuleuses, lisses, en longues chainettes
compactes.

P. Pn compactes, triverticillés, asymétriques ; cn | Crois. rapide ; th velouté, vert, | Revers

verrucosum fasciculés, finement granuleux ; p bordé de blanc ; centre blanc | jaune.
ampulliformes, 5 a 8 /pn ; ¢ globuleuses, surélevé ; odeur forte de
échinulées. MOisi.

P. citrinum Pn biverticillés, asymétriques ; cn lisses ; m Crois. lente ; th velouté, vert- | Revers
divergentes, en 3 a 10 /pn ; p compactes, gris ; exsudat orange jaune-
ampulliformes, 8 a 12 /pn ; ¢ globuleuses, abondant. orange.

lisses, en chainettes divergentes.
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Tableau 22 : Principales caractéristiques permettant I’identification des autres moisissures isolées autour de Vicia faba L. seville.

my : mycélium, cn : conidiophore, ch : chlamydospore, p : phialide, th : thalle, c: conidie, cl : columelle, crois. : croissance.

Espéce Caracteristiques du genre Caractéristiques de ’espéce

identifiée Observation microscopique Le nom du Observation microscopique Observation macroscopique

genre Recto. Verso.

F. solani C fusiformes ; my septé ; absence de | Fusarium Microphialides trés allongées et cylindriques ; Th floconneux, Revers

reproduction sexuée. microconidies unicellulaires ou uniseptées ; blanc. saumon.
macroconidies cylindriques, courbes, a cellule
apicale courte et obtuse ; présence des ch (schéma
4, photo 6).

F. dimerum Cn courts, linéaires ou ramifiés, monophialidés ; Crois. lente ; th Revers
macroconidies petites, avec de 0 a 3 cloisons, aérien, saumon ; saumon
contondantes ; microconidies et ch. absentes. exsudat trés clair.

important.

F. Microphialides courtes, ellipsoidales ; Th blanc ; crois. Couleur

oxysporum microconidies ovoides, abondantes ; modérée. pourpre
macroconidies fusoides, pointues ; cl sub-
globuleuses intercalaires ou terminales.

G. My lisse ; arthrospores formées par | Geotrichum My mince, lisse ; arthrospores cylindriques Th blanc ; crois. Revers

candidum | désarticulation du th et donnant un arrondies aux extrémites. rapide, velouté ; blanc

aspect lévuriforme caractéristique. odeur doucatre cassé.

T. viride My siphonné ; cn tres ramifiés ; p Trichoderma | Aspect pyramidal des parties reproductives : cna | Th blanc puis vert. | Revers

elliptiques, atténuées au sommet, ramifications de plus en plus courtes vers 1’apex ; incolore.

perpendiculaires a 1’axe ;
reproduction sexuée présente.

p en forme de quille ; ¢ et ch granuleuses.
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Tableau 23 : Principales caractéristiques permettant I’identification des Aspergillus isolés autour de Camellia sinensis.

my : mycélium, cn : conidiophore, ch : chlamydospore, m: métule, p : phialide, th : thalle, c: conidie, ta: téte aspergillaire, cl : columelle, sc : sclérote, crois. : croissance.

Espece Caractéristiques du genre Caractéristiques de I’espéce

identifiée Observation Le nomdu | Observation microscopique Observation macroscopique
microscopique genre Recto. Verso.

A. foetidus | Méme Aspergillus | Ta bisériées, globuleuses, radiées ; cn lisses, hyalins | Crois. lente ; th brun. Revres
caractéristiques et bruns en haut ; cl un peu allongées ; m et p orange, puis
déja citées brunatres ; ¢ globuleuses, finement verruqueuses. brun.

A. (Tableau 18). Ta bisériées, radiées, sub-cylindriques ; cn hyalins, | Crois. lente ; th vert bordé de Revers

versicolor lisses ; cl sub-globuleuses ; c globuleuses, blanc ; sc absents. verdatre.
échinulées.

A. aculeatus Ta unisériées ; cl petites ; ¢ globuleuses, échinulées. | Th vert-brun, poudreux ; sc roses. | Revers pale.

A. terreus Ta bisériées, tres longues, cylindriques, compactes ; | Th velouté, brun ; exsudat ambré. | Revers
cn lisses, hyalins ; cl hémisphériques ; m sur la jaune a
moitié supérieure seulement ; p densément brun.
groupées ; ¢ globuleuses, lisses.

A. Ta unisériées, radiées ; ¢ globuleuses, trés Th vert foncé, floconneux ; forte | Revers

parasiticus verruqueuses et échinulées. conidiogénese ; sc peu. jaunatre.

A. tamarii Ta bisériées, radiées ; cn hyalins, verruqueux ; cl Crois. rapide ; th brun-vert, puis Revers
cylindriques puis devenant globuleuses ; marron foncé, sc bruns. incolore
ornementées de tubercules bruns.

A. puniceus Ta bisériées, radiées, cl sub-globuleuses, scindées en | Th marron-olive, floconneux, Revers pale.
courtes colonnes, vertes ; cn longs, sinueux, septés ; | conidiogénése modérée, crois.

C verruqueuses, sub-globuleuses. relativement lente, exsudat
rougeatre.

A. awamori Ta bisériées, radiées, brunes ; cn lisses, fragiles ; cl Conidiogénese trés abondante Revers
globuleuses, entierement fertiles ; ¢ globuleuses, donnant un th floconneux, brun. brun-rouge.

ornementées.
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Tableau 24 : Principales caractéristiques permettant I’identification des Penicillium isolés autour de Camellia sinensis.

my : mycélium, cn : conidiophore, ch : chlamydospore, m: métule, p : phialide, th : thalle, c: conidie, crois. : croissance.

Espéce Caractéristiques du genre Caractéristiques de I’espéce
identifiée Observation Le nomdu | Observation microscopique Observation macroscopique
microscopique genre Recto. Verso.
P Méme Penicillium | Pn asymétriques avec 3 a 5 ramifications divergentes ; cn | Crois. trés lente ; th granuleux, vert | Revers pale.

griseofulvum

P. rugulosum

P.
chrysogenum

P. variable

P. pinophilum

P. marneffei

P. lilacinum

P. bilaiae

P.
funiculosum

caractéristiques
déja citées
(Tableau 19).

sinueux, lisses ; 2a3 m/pn; pcourtes,6a9/m;c
elliptiques a sub-globuleuses, lisses, en chainettes
divergentes.

grisatre, exsudat jaune pale.

Pn biverticillés, symétriques ; cn lisses ; m densément
groupées ; p lancéolées ; c elliptiques, trés granuleuses.

Crois. lente ; th floconneux, blanc ;
forte conidiogénése, vert-foncée ;
pigment rose.

Revers brun-
rouge.

Pn asymétriques, complexes, a ramifications divergentes ; | Th ras, velouté ; centre granuleux ; | Revers jaunatre.
cn lisses, longs, fins; mde3a5/pn,pde 4a7/pn, forte conidiogenése, turquoise-

ampulliformes ; c elliptiques, lisses, en longues chainettes | grise ; exsudat jaune, odeur forte.

irrégulieres (Schéma 2, photo 4).

Pn biverticillés, symétriques ; cn lisses; mde4a7/pn;p | Thvelouté, floconneux au centre, Revers jaune.
lancéolées, 5a 7 /pn ; c elliptiques a fusiformes, lisses. crois. lente, vert-gris.

Pn septés, lisses, a paroi épaisse ; pn biverticillés ; mde 7 | Crois. lente ; th floconneux, jaune ; | Revers jaune
a9/pn, lisses; pde5a7/pn, lisses, lancéolées ; ¢ forte conidiogénese, vert-foncée ; terne.

sphériques, lisses, a paroi épaisse.

pigment orange faible ; centre
suréleve.

Pn latéraux ou terminaux ; p de 3a5 /pn ; c ovoides ;
fragmentation du th a 37°C donnant une forme lévuroide
(arthrospores).

Crois. rapide ; th duveteux, blanc
puis granuleux, vert avec des sillons
radiaux ; pigment rouge.

Revers rouge.

Pn asymétriques, monoverticillés, longs, ramifications
latérales ; p de 2 a 4 /pn ; c elliptiques, couleurs lilas.

Crois. rapide, forte conidiogénése,
couleur lilas.

Revers orange.

Pn biverticillés, longs ; m courtes, presque paralléles ; p
longues, cylindriques, en touffes ; ¢ globuleuses, lisses, en
chainettes trés longues, divergentes.

Th vert-olive foncé, duveteux,
marge blanche, centre floconneux ;
sillons radiaux.

Revers blanc ;
centre vert ;
sillons radiaux.

Pn biverticillés, symétriques ; cn lisses;m:5a8/pn;p:
548 /m, densément groupées, cylindriques ; c elliptiques,
lisses, vert grisatre.

Crois. rapide ; th funiculeux,
couleur péche ; exsudat clair ;
pigment rose.

Revers rose.
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Tableau 25 : Principales caractéristiques permettant I’identification des autres moisissures isolées autour de Camellia sinensis.

my : mycélium, cn : conidiophore, ch : chlamydospore, p : phialide, th : thalle, c: conidie, h: hyphe, sc : sclérote, crois. : croissance.

Espéce Caractéristiques du genre Caractéristiques de I’espéce

identifiée Observation Le nom du Observation microscopique Observation macroscopique
microscopique genre Recto. Verso.

F. Méme Fusarium Cn simples ou ramifiés, mono ou polyphialidés ; Th abondant, aérien, Revers

sporotrichioides | caractéristiques microconidies abondantes, fusoides, de 0 a 3 cloisons ; rosatre ; odeur d'abricot blanc
déja citées macroconidies rares, de 3 a 5 cloisons ; ch épaisses, peu marquée. devenant
(Tableau 20). brunes, rugueuses, en chainettes ou amas. rose.

F. acuminatum Cn courts, souvent ramifiés en croix, mono ou Th abondant, aérien, Revers ocre
polyphialidés ; macroconidies longues, trés courbées, blanc devenant ocre ; avec des
cellule basale trés longue et courbe ; ch en chainettes ou | crois. rapide. taches
amas. marron.

F. proliferatum Microconidies abondantes, piriformes a ovoides, en Crois. rapide ; th. blanc, | Revers
chainettes ; h détachées en amas ; p isolées ou réunies, devenant violet ; sc bleu | violet foncé.
latérales ; macroconidies rares, peu fusiformes, foncé.
généralement avec 3 cloisons, cellule basale distincte ;
ch absentes.

G. clavatum Méme Geotrichum My septé, hyalin, non ramifié ; h longes ; arthrospores Crois. relativement Revers
caractéristiques intercalaires ou terminales, cylindriques, lisses, en rapide ; th glabre jaune pale.
déja citées chainettes ; cn courts au début puis disparaissaient. devenant duveteux,

(Tableau 20). beige ; sillons radiaux.

G. capitatum My treés ramifié, hyalin ; h latérales arquées, longues ; Crois. rapide ; th blanc, Revers

arthrospores et blastospores hyalines. aeré, haut. incolore.

T. harzianum Méme Trichoderma | Cn tres ramifiés ; p ampulliformes, regroupés de 2 a5 ; ¢ | Th blanc puis vert-olive. | Revers
caractéristiques sub-globuleuses, lisses, vertes, grandes ; ch globuleuses, incolore.
déja citées hyalines (Schéma 5, photo 7).

(Tableau 20).
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Une fois ensemenceées sur les milieux préparés a base d’acide tannique (AT), seulement
huit especes isolées autour des cultures de feves et sept isolées autour des cultures du thé ont

donné croissance. Ces moisissures avaient donc une tannase qui dégradait les tannins

hydrolysables (Tableau 26).

Tableau 26 : Liste des moisissures ayant donné croissance sur les différents milieux.

A. : Aspergillus ; P. : Penicillium ; F. : Fusarium ; T.: Trichoderma ; G. : Geotrichum.

Moisissures identifiées (MAB) AT TC
Vicia A. niger, A. ochraceus, A. fumigatus, A. | A.niger, A. fumigatus, | A. niger,
faba L. glaucus, A. nidulans, A. ustus, A. | A.flavus, P.variabile, | P. variabile,
seville amstelodami, A. flavus, A. oryzae, P. rubrum, | P. glabrum, F. F. solani (Photo
P. variabile, P. glabrum, P. verrucosum, P. | oxysporum, F. solani, | 13)
citrinum, F. solani, F. dimerum, F. | T.viride (Photo 9).
oxysporum, G. candidum, T. viride (Photo 8).
Camellia | A. foetidus, A. versicolor, A. aculeatus, A. | A. foetidus, A. A. awamori,
sinensis terreus, A. parasiticus, A. tamarii, A. | aculeatus, A. P.
puniceus, A. awamori, P. griseofulvum, P. | awamori, P. chrysogenum, T.
rugulosum, P. chrysogenum, P. variable, P. | chrysogenum, P. harzianum
pinophilum, P. marneffei, P. lilacinum, P. | funiculosum, A. (Photos 11)
bilaiae, P. funiculosum, F. sporotrichioides, | tamarii, T. harzianum
F. acuminatum, F. proliferatum, G. clavatum, | (Photo 10, 12).
G. capitatum, T. harzianum (Photo 8).

Les especes Aspergillus niger, Aspergillus awamori, Penicillium variabile, Penicillium

chrysogenum, Fusarium solani et Trichoderma harzianum ont montré de grandes vitesses de
croissance, similaires a celles montrées sur le milieu d’isolement MAB. Ceci témoignait du
fait qu’elles dégradaient ’acide tannique aussi facilement que le glucose présent dans le
premier milieu. Certaines autres, par contre, avaient des vitesses de croissance plus lentes,
notamment Aspergillus fumigatus, Aspergillus foetidus, Penicillium chrysogenum et
Penicillium pinophilum. Elles indiquaient ainsi que I’acide tannique restait pour elles une

substance difficilement biodégradable.

89



Schéma 1 : Aspergillus niger

Schéma 4 : Fusarium solani Schéma 5 : Trichoderma harzianum

Schémas 1-5: Observations microscopiques (grossissement x 40) de
quelques moisissures ayant donné croissance sur les milieux TC.
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Photo 3 : Aspergillus niger (De Hoog et al. 2000).

Photo 4 : Penicillium chrysogenum Photo 5: Penicillium variabile
avec une goutte de bleu de avec une goutte de bleu de
méthyléne (Site A). méthyléne (Site B).

Photo 6: Fusarium solani Photo 7 : Trichoderma harzianum
(Carlos Diaz Polanco et Camino (Site C).
1976).

Photos 3-7: Photos bibliographiques correspondant aux moisissures
schématisées.
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Fusarium 4

»_\

Photo 8 : Observation macroscopique Photo 9 : Observation macroscopique de
d’Aspergillus versicolor et Aspergillus Fusarium solani sur le milieu AT.
niger

A P. chrysogenum

Photo 10 : Observation macroscopique Photo 11 : Observation macroscopique
de Aspergillus tamarii sur le milieu AT. de Penicillium chrysogenum sur le milieu
TC.

P. variable

Photo 12 : Observation macroscopique Photo 13 : Observation macroscopique
de Trichoderma harzianum sur le milieu de Penicillium variabile sur le milieu TC.
TC.
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Sur les milieux TC, seules trois moisissures isolées autour de Vicia faba L. seville et
trois autres isolées autour de Camellia sinensis avaient donné une croissance : Aspergillus
niger, Penicillium variabile et Fusarium solani pour la premiere plante; Aspergillus
awamori, Penicillium chrysogenum et Trichoderma harzianum pour la deuxieme (Tableau
24). Ces especes étaient donc capables de produire une tannase qui dégradait les
procyanidines des plantes aussi bien que 1’acide tannique.

Aspergillus niger et Aspergillus awamori avaient des diamétres du mycélium toujours
trés importants. Ces espéces ont gardé pratiguement la méme vitesse de croissance sur les
trois milieux utilisés montrant qu’elles utilisaient les procyanidines avec autant de facilité que
le glucose et ’acide tannique (Figures 27 et 28). Fusarium solani, Penicillium chrysogenum,
Penicillium variabile et Trichoderma harzianum avaient des vitesses de croissance sur les
milieux TC beaucoup plus inférieures a celle montrées sur le milieu AT : elles avaient

dégradé les procyanidines avec plus de difficulté.
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Figure 27 : Vitesses de croissance d’Aspergillus niger exprimées en cm / jour.
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Figure 28 : Vitesses de croissance d’Aspergillus awamori exprimées en cm / jour.
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3.3. Mesure de P’activité enzymatique de la tannase produite:

Le suivi de la production de biomasse pour les différentes moisissures a permis d’établir
que le maximum d’activité de la tannase apparaissait au début de la phase stationnaire de
croissance pour chaque espéce.

La capacité de croissance des moisissures et la production de la tannase sur le milieu
sélectif utilisé ont été étudiées et ont permis d’observer ce qui suit :

Parmi les six moisissures utilisées dans cette etape, Aspergillus awamori et Aspergillus
niger avaient donné les plus grandes vitesse de croissance et les plus grands taux de
production de biomasse, suivis de Penicillium chrysogenum, Trichoderma harzianum,
Fusarium solani puis Penicillium variabile.

Suivant les espéces, I’optimum de production de I’enzyme a eu lieu aprés deux a quatre
jours de culture et a confirmé les résultats obtenus pour la biomasse, bien que ce maximum
n'a pas été maintenu plus de trois jours.

Les plus hauts niveaux ont été donnés par les cultures d’Aspergillus awamori et
Aspergillus niger avec des taux de tannase produite de 21,4 U / ml et 20,6 U / ml
respectivement. Venaient aprés Penicillium chrysogenum avec 16,9 U / ml, Trichoderma
harzianum avec 13,5 U / ml, Fusarium solani avec 12,4 U / ml puis Penicillium variabile
avec 10,1 U / ml (Figure 29).
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Figure 29 : Courbes de I’activité enzymatique de la tannase.
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Les extraits méthanoliques des plantes alimentaires avaient une grande activité
antimicrobienne comparés aux extraits éthanoliques. Ceci pouvait s’expliquer par le fait qu’ils
contenaient une plus grande diversite de produits bioactifs révelés par le screening
phytochimique. Et ce contrairement aux extraits éthanoliques de ces mémes plantes qui ne
contenaient que quelques rares molécules polyphénoliques. D’autre part, les extraits
éthanoliques des plantes médicinales, riches en flavonoides et en acides phénols, avaient aussi
une grande activité antimicrobienne. Ces résultats signifiaient que 1’activité antimicrobienne
pouvait étre effectuée par différents types de composés : terpenoides, huiles essentielles,
tannins, flavonoides ...... etc.

Pour les activités antioxydantes et cytotoxigques, nous avons remarqué que les extraits
méthanoliques étaient toujours plus actifs que les extraits éthanoliques, et ce pour toutes les
plantes utilisées. Ce qui laissait supposer que les flavonoides et les acides phénoliques
(majoritaires dans les extraits éthanoliques) étaient moins actifs pour ces activités que les
autres composes révélés dans les extraits méthanoliques.

Les plantes ayant montré de grandes activités antimicrobienne, antioxydante et
cytotoxique a la fois étaient: Camellia sinensis, Vicia faba L., Vaccinium macrocarpon,
Punica granatum, Linum capitatum, Lavandula officinalis et Artemisia absinthium.

L’activité antibactérienne de Camellia sinensis a déja été démontrée par des travaux
précédents (Simonetti et al. 2000, Punyarisi et al. 2005). Mais, aucun travail n’a été trouvé sur
son activité antifongique contre Candida maltosa et Cryptococcus neoformans. Nos résultats
ont permis de préciser que cette plante était active contre la deuxieme espéce et inactive
contre la premiere. Le screening phytochimique de I’extrait méthanolique a révélé la présence
de grandes quantités de tannins et d’alcaloides qui pouvaient étre a I’origine des activités
testées (Ramerethinam et Rajalakshmi 2004, Gosse et al. 2005).

Nos résultants ont aussi montré que 1’extrait éthanolique d’Artemisia absinthium avait
une grande activité antibactérienne. Son screening phytochimique a indiqué qu’il contenait
principalement des flavonoides qui pouvaient en étre responsables. En effet, cet extrait était
actif contre les bactéries a Gram-positif et celles & Gram-négatif.

Les activités antibactériennes, antioxydantes et cytotoxiques de Lavandula officinalis

ont déja été rapportées par d’autres travaux. Ces activités étaient attribuées aux huiles
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essentielles de la plante (Kordali et al. 2005). Le screening phytochimique a révélé que
I’extrait éthanolique de Lavandula officinalis était riche en flavonoides, mais qu’il était
seulement doté d’une activité antibactérienne.

Aussi, 1’extrait méthanolique de Vicia faba L. a montré des activités antimicrobiennes et
antioxydantes qui étaient en accord avec d’autres travaux réalisés auparavant (Ray et al. 2000,
Zhang 2005).

Parmi les plantes qui se sont avérée intéressantes, nous avions aussi Citrus paradisi.
Dans des travaux précédents, 1’activité antimicrobienne de cette plante a été démontrée contre
différentes especes (Cvetnic et Vladimir-Knezevic 2004), mais aucun résultat n’a été trouvé
contre Candida maltosa et Cryptococcus neoformans. La grande activité antimicrobienne de
Citrus paradisi a été attribuée a la grande teneur de ses extraits en huiles essentielles,
vitamine C et flavonoides (Cano et al. 2008). Les extraits d’autres espéces du genre Citrus,
notamment Citrus sinensis et Citrus aurantifolia ont aussi été reconnus comme ayant un
pouvoir antimicrobien non négligeable (Giilay Kirbaslar et al. 2009, Jazet Dongmo et al.
2009).

Parmi les plantes utilisées, la majorité contenait des flavonoides, mais seulement neuf en
contenaient en quantités suffisantes pour I’identification et la réalisation des tests
antimicrobiens, antioxydants et cytotoxiques. Les plantes qui s’étaient avérées les plus riches
étaient Carthamus tinctorius avec huit molécules identifiées, Linum capitaum avec six
molécules, Chamaemelum nobile avec huit molécules et Mentha longifolia avec cing
molécules identifiées.

Carthamus tinctorius contenait des flavones et des flavonols qui pouvaient étre sous
forme aglycone ou monoglycosylée. D’apres les travaux de Yu et Xu (1997) les flavonoides
de cette plante ont été démontré comme étant de la rutine, quercétine et kaempférol. Et
d’aprés Lee et al. (2002) comme ¢étant la quercétine-7-O-(6"-O-acetyl)-beta-D-
glucopyranoside, lutéoline, querceétine, lutéoline-7-O-beta-D-glucopyranoside, luteoline-7-O-
(6"-O-acetyl)-beta-D-glucopyranoside, quercétine-7-O-beta-D-glucopyranoside, acacétine-7-
O-beta-D-glucuronide et apigénine-6-C-beta-D-glucopyranosyl-8-C-beta-D-glucopyranoside.

Linum capitatum contenait des flavonoides de méme nature (flavonols et flavones) qui
étaient identifiés par llic et al. (2004) comme étant le kaempférol, le kaempférol-3-O-
galactoside, la quercétine-3-O-rutinoside, la lutéoline-8-C-glucoside et aussi une isoflavone

qui était la genistéine-7-O-glucoside.
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De méme, les études de Tschan et al. (1996) ont démontré que Chamaemelum nobile
contenait principalement de 1’apigénine- 7-glucoside-6-(3"'-hydroxy-3"-methyl-glutarate) et
les travaux de Sharaf et al. (1999) ont révélé chez Mentha longifolia plusieurs flavonoides, a
savoir I’isoorientine, vicénine, hypolaetine, lucénine, lutéoline-7-O-glucoside, lutéoline-7-O-
neohesperidoside, tricétine-7-O-methylether 3'-O-glucoside 5'-O-rhamnoside, tricétine-3'-O-
glucoside-5'-O-rhamnoside et tricétine-3'-O-rhamnosyl-(1 — 4)-rhamnoside.

Les tests réalisés dans notre travail ont confirmé les bénéfices apportés par les
flavonoides. En effet, un grand nombre d’entre elles avait des activités biologiques trés
intéressantes.

Il a été observé d’apres les valeurs obtenues, qu un composé aglycone était toujours plus
actif que ses formes substituées ; et que le degré de substitution influencait les activités testées
contrairement au type de substitution.

Parmi les molécules testées, les flavonols aglycones extraites de Carthamus tinctorius et
Artemisa absinthium ainsi que la flavone extraite de Mentha longifolia ont montré les plus
grandes activités antimicrobiennes ; ces mémes molécules avec les flavones aglycones de
Carthamus tinctorius et Linum capitatum avaient les plus grandes activités antioxydantes ; et
toujours les flavonols aglycones extraites de Carthamus tinctorius et Artemisa absinthium les
plus grandes activités cytotoxiques.

L’activité antimicrobienne testée in vivo contre Streptococcus pneumoniae a confirmé
I’importance des flavonols aglycones extraites de Carthamus tinctorius et Artemisa
absinthium et de la flavone extraite de Mentha longifolia. En effet, ces molécules ont inhibé la
croissance du germe infectieux de maniére plus importante que 1’amoxicilline, qui était un
témoin de référence. Méme si la flavone s’est montrée beaucoup plus active que les flavonols,
I’action de ces derniers restait néanmoins non négligeable.

Certains flavonols comme ceux cités se sont donc révelées comme étant des molécules
trés actives pour I’ensemble des activités testées. Ces résultats ont déja été reportés par
d’autres travaux qui ont porté principalement sur la quercétine (Gatto et al. 2002,
Bhattacharya et al. 2006, Luis et al. 2006). Certains chercheurs ont méme prouvé que ce
flavonoide avait une action anticancéreuse non négligeable ou augmentait 1’activité
anticancéreuse d’autres composés comme le topotécan (Akbas et al. 2005, Paliwal et al.
2005). Néanmoins, nos résultats ne permettaient d’identifier les flavonols actifs comme étant
des quercétines. Il était intéressant aussi de signaler que ces flavonoides, sous leurs différentes
formes, ont donné les meilleures valeurs lors du test de la toxicité aigue ce qui encourage leur

utilisation.
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Dans les travaux de Luis et al. (2006) et Ramos et al.(2006), il a été mentionné que les
activités antimicrobiennes et antioxydantes de la quercétine dépendaient du type de
substitution, a I’inverse de nos résultats qui ont clairement démontré que la nature des
substitutions avait un faible impact sur les activités testées contrairement aux degré de
substitutions. Gatto et ses collaborateurs (2002) ont développé cette idée en suggérant dans
leurs travaux que le type de substitution n’avait pas d’impact sur I’activité antimicrobienne,
mais les molécules nécessitaient un hydroxyl libre en C3 pour avoir une activité antivirale.
Donc, il était clair que d’autres précisions devraient étre apportées pour clarifier le role des
substitutions sur les activités des flavonoides.

Les flavones aglycones de Carthamus tinctorius et Linum capitatum n’avaient aucune
action contre les bactéries a Gram-positif et une activité moyenne contre les bactéries a Gram-
négatif et les levures. L’activité antimicrobienne des ces molécules était donc considérée
comme étant sélective. Au contraire, leurs activités antioxydantes et cytotoxiques étaient tres
intéressantes avec des valeurs comprises entre 52,60% (aglycone) et 46,02 % (bisubstitutées)
a 10 pg pour I’activité antioxydante et des valeurs de Clso comprises entre 40 pg / ml
(aglycone) et 50 pg / ml (bisubstitutées) pour 1’activité cytotoxique.

La flavone-O-glucuronide extraite de Carthamus tinctorius s’est révélée le flavonoide le
moins actif : ses activités antimicrobiennes, antioxydantes et cytotoxiques étaient tres faibles.

La toxicité aigue testée pour les flavonoides ayant montré au moins une bonne activité
antimicrobienne, antioxydante et/ou cytotoxique a montré que plusieurs molécules avaient des
DL, et des DLsp intéressantes, parmi elles nous pouvions citer : la flavonol-O-glucoside de
Mentha longifolia, la flavonol aglycone et la flavonol-O-glucoside de Carthamus tinctorius,
la flavonol-O-diglucoside de Linum capitatum et la flavonol aglycone d’Artemisia
absinthium. Ces molécules étaient représentées par les composés 4, 8, 9, 18 et 32
respectivement.

Le type et le degré ne substitution des flavonoides n’avait aucune influence sur les DL
et DLsp. Ceci pouvait s’expliquer par le fait que les substitutions étaient pour la majorité des
0ses ne causant pas de toxicité, et donc incapables d’augmenter ou d’abaisser celle des

aglycones.

Les tannins des téguments de graines de Vicia faba L. seville et des feuilles de Camellia
sinensis ont été identifiés comme étant principalement des tannins condensés de type
procyanidines. La premiere plante contenait principalement des procyanidines tri et

oligomériques ; et la deuxieme des procyanidines polymériques.
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Sur une quarantaine de moisissures isolées a partir du sol, quinze d’entre elles étaient
capables de dégrader ’acide tannique, mais seulement six dégradaient les procyanidines
extraits. Ceci confirmait que les tannins condensés restaient difficilement utilisables et que
seul un faible nombre de microorganismes étaient capables de les dégrader.

La mesure de I’activité de la tannase extracellulaire produite par Aspergillus niger et
Aspergillus awamori a montré que ces moisissures étaient de tres bonnes productrices de
I’enzyme ; conformément aux travaux de Bajpai et Patil (1997) et de Mahapatra et al. (2005).
Aussi, de part nos résultats, nous avons confirmé que les enzymes produites par ces deux
moisissures étaient capables de dégrader les tannins condensés. Ces espéces pourraient donc
étre adéquates pour des utilisations dans les productions industrielles.

Certains travaux réalisés auparavant, ont déja démontré que Penicillium chrysogenum,
Penicillium variabile, Trichoderma harzianum et Fusarium solani produisaient des tannases
dégradant les tannins hydrolysables, tels que les gallotannins, 1’acide gallique et 1’acide
tannique (Pinto et al. 2001, Suseela Rajakumar et Nandy 1983, Van de Lagemaat et Pyle
2004, Murugan et al. 2007). Mais, aucun travail n’a démontré que les tannases de ces espéces
étaient capables de dégrader les tannins condensés.

La tannase a aussi été produite par Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus
foetidus, Aspergillus aculeatus, Aspergillus tamarii, Penicillium lilacinum, Penicillium
glabrum, Penicillium chrysogenum, Penicillium oxysporum et Trichoderma viride. Ces
mémes résultats ont été obtenus par d’autres chercheurs (Suseela Rajakumar et Nandy 1983,
Bajpai et Patil 1996, Bajpai et Patil 1997, Batra et Saxena 2005, Van De Lagemaat et Pyed
2004, Purohit et al. 2006, Banerjee et al. 2007, Enemuor et Odibo 2009). Mais, nos résultats
ont clairement démontré que les enzymes de ces espéces ne dégradaient que les tannins
hydrolysables.

En plus de sélectionner les moisissures productrices de tannase, le second objectif
principal de cette partie était de démontrer que, contrairement « aux idées regues », il y avait
deux types de tannases : celles qui ne degradaient que les tannins hydrolysables, et celles qui
dégradaient tous les types de tannins : les condensés et les hydrolysables. Néanmoins, des
travaux plus approfondis restent nécessaires afin de clarifier cette information ; notamment en
déterminant quelles sont les différences biochimiques, structurales et catalytiques qui existent

entre les deux types de tannases.
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D’aprés les résultats du screening phytochimique, les extraits méthanoliques
renfermaient une grande diversité de composés secondaires; par contre les extraits
éthanoliques contenaient majoritairement des flavonoides. Chez les plantes médicinales
révélées comme étant plus riches en flavonoides, les extraits éthanoliques avaient donc de
grandes activités antimicrobienne, antioxydante et cytotoxique.

Chez les plantes alimentaires, les extraits éthanoliques contenaient moins de flavonoides
et d’acides phénoliques ce qui expliquait leur faible impact biologique, contrairement aux
extraits méthanoliques. Car en effet, ces derniers renfermaient plusieurs types de composes
secondaires qui leurs procuraient de fortes activités biologiques.

Carthamus tinctorius, Linum capitaum, Chamaemelum nobile et Mentha longifolia
s’étaient révélées comme étant les plantes les plus riches en flavonoides.

Parmi les flavonoides identifiés, les flavonols aglycones extraites de Carthamus
tinctorius et Artemisa absinthium étaient les molécules les plus intéressantes avec des
résultats trés importants pour la totalité des activités testées. Mais, pour plus de précision
concernant les résultats obtenus, nous pouvons dire que ces molécules ainsi que flavone
extraite de Mentha longifolia avaient les activités antimicrobiennes les plus importantes, les
flavonols aglycones extraites de Carthamus tinctorius et Artemisa absinthium et les flavones
aglycones de Carthamus tinctorius et Linum capitatum les activités antioxydantes les plus
puissantes ; les flavonols aglycones extraites de Carthamus tinctorius et Artemisa absinthium
les meilleures activités cytotoxiques. L’activité antimicrobienne de ces dernieres molécules et
de la flavone aglycone de Mentha longifolia a été confirmée par des tests in vivo qui s’étaient
avérés trés concluants contre Streptococcus pneumoniae.

La mesure de la toxicité aigue a révélé que les flavonoides de maniére générale avaient
des DL, et DLsp intéressantes; méme si les flavones et flavonols testés ont donné les
meilleures valeurs.

Aussi, d’aprés notre étude sur les tannins condensés, nous sommes arrivés a la
conclusion que ces polyphénols restaient considérés comme étant des macromolécules
difficiles a dégrader. Car bien que plusieurs moisissures étaient capables de produire la

tannase, seules six especes ont pu hydrolyser ces composes polyphéenoliques.
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Afin de produire industriellement la tannase, Aspergillus niger, Aspergillus awamori,
Penicillium chrysogenum, Penicillium variabile, Trichoderma harzianum et Fusarium solani

pourraient étre des espéces adéquates.
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Arthrospores ou arthroconidies: sont des cellules de reproduction formées par
fragmentation du thalle en éléments unicellulaires.

Blastospores : cellules de reproduction asexuée formées par bourgeonnement des hyphes.

Chainette de conidies : se dit du regroupement en chaine des conidies. Ces derniéres étant
produites par une phialide collées les unes sous les autres et provenant d'un méme
pore.

Chlamydospores : formes de résistance assez fréquente chez les champignons. Elles sont
constituées d’hyphes différenciées ou le cytoplasme s'est condensé en maticres
lipidiques et s’est entouré d'une paroi épaisse et mélanisée. Elles peuvent étre
terminales (a D’extrémité du mycélium) ou intercalaires (entre les hyphes
constitutives du mycélium).

Columelle : structure en forme de petite vésicule centrale du sporocyste. Elle separe le
contenu de ce dernier et se place exactement au sommet du conidiophore.

Conidies : cellules de reproduction existant chez un mycéte asexué (deutéromycete) et ayant
comme role la dissémination de 1’espéce.
Conidiogénése : mode de production des conidies a partir d’un élément préexistant.

Conidiophore : est un filament de structure simple ou ramifiée, situé entre I'nyphe végétative
et les cellules conidiogeénes (sporocystes, pénicilles, phialides, métules ....).

Exsudat : matiére liquide secrétée par suintement sur les parties aériennes du mycélium.

Fusiforme ou fusoide : en fuseau et aux extrémités pointues. Se dit des conidies du genre
Fusarium qui ont cette caractéristique morphologique (et d’ou le nom du genre).

Hyphe : est 1’élément structural de base du filament fongique : une cellule végétative du
mycélium.

Macroconidies : sont les conidies les plus grosses, souvent cloisonnees et donc formées au
minimum par deux conidies. On distingue deux types :

& Les macroconidies produites dans le mycélium aérien, de forme et de taille
hétérogenes.

& Les macroconidies produites par des sporodochiums (fructifications composees de
conidiophores courts et agglomérés chez les Deutéromyceétes), de taille et de forme
homogeénes.

Ces cellules sont souvent de forme typique de I'espéce, principalement chez le
genre Fusarium.

Metules : sont les cellules qui précédent les phialides dans certaines fructifications. Dans ce
cas la les métules produisent les phialides par mitose.
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Microconidies : représentent les conidies les plus petites. Elles peuvent étre cloisonnées ou
non, mais dans les deux cas leur taille reste inférieure a celle des macroconidies.

Les termes de microconidies et macroconidies sont utilisés dans le cas ou deux
formes conidiennes coexistent chez un deutéromycete.

Pénicille : représente le sporocyste du genre Penicillium. Il apparait sous forme de pinceau :
c'est-a-dire des cellules attachées en faisceaux. Ces cellules sont :
& Des phialides porteuses de conidies et insérées sur un verticille. On parle de
pénicilles monoverticillés.
& Des phialides porteuses de conidies et insérées sur des métules. Ces dernieres sont
elles méme portées par deux ou trois ou quatre verticilles ou plus. On parle de
pénicilles biverticillés, triverticillés, quadriverticillés .... Etc.

Phialides : sont les cellules mere produisant des conidies de facon entéroblastique (par
bourgeonnement a 1’apex, donc par voie asexuée) sans allongement lors des
conidiogéneses successives. Elles sont de diverses formes (ampulliformes,
lancéolées, globuleuses ....), solitaires ou regroupées.

Sclérotes : sont sous formes de masses mycéliennes compactes, souvent trés dures,
considérés comme des organes de conservation de 1’espece.

Sporocyste : est une vésicule ou un sac qui se place sur le conidiophore. 1l peut produire des
spores ou des conidies a I’intéricur par méiose ou mitose respectivement, comme
chez Mucor ; ou peut juste les porter a ’extérieur comme chez Aspergillus, dans ce
cas la nous avons deux types :

& Sporocyste unisérié : surmonté de phialides et de conidies.
@ Sporocyste bisérié : surmonté de métules, puis de phialides et de conidies.

Thalle ou mycélium : appareil végétatif des végétaux inférieurs, ou I'on ne peut distinguer ni
racine, ni tige, ni feuilles.

Téte aspergillaire : est la partie reproductive du genre Aspergillus. Elle est formée par le
conidiophore, le sporocyste, la columelle, les phialides et les conidies en chainettes.
Selon les especes, les métules peuvent étre présentes ou absentes. La téte
aspergillaire est reconnue par sa forme en « épingle a cheveux ».

Verticille : terme utilisé principalement chez le genre Penicillium. Il désigne 1’élément de

base de la structure du conidiophore. Les verticilles sont des cellules identiques
insérees a un seul point du myceélium.

113



Résumé :

Les polyphénols sont des métabolites végétaux produits lors du métabolisme secondaire.

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés particuliérement aux flavonoides et aux
tannins condensés. Nous avons commencé par préparer des extraits méthanoliques et
éthanoliques de plusieurs plantes ; nous avons testé in vitro leurs activités antimicrobienne,
antioxydante et cytotoxique ; puis nous avons realise un screening phytochimique. Pour les
extraits éthanoliques qui Se sont avérés riches en flavonoides, nous avons identifié les
principales molécules présentes, testé sur elles les trois activités précédemment citées, testé
leur activité antimicrobienne in vivo contre Streptococcus pneumoniae, puis mesuré leur
toxicité aigue.

Dans une derniére partie, nous avons extrait et dosé les tannins condenseés de Camellia
sinensis et de Vicia faba L. seville. Puis nous avons isolé a partir du sol différentes
moisissures afin de sélectionner celles capables de dégrader ces macromolécules.

D’aprés les résultats obtenus, les extraits méthanoliques avaient les activités
antimicrobienne, antioxydante et cytotoxique les plus importantes. De méme, leur screening
phytochimique a révélé qu’ils étaient riches en metabolites secondaires. Les extraits
éthanoliques contenaient principalement des flavonoides. Parmi eux, les flavonols aglycones
extraites de Carthamus tinctorius et Artemisa absinthium ainsi que la flavone extraite de
Mentha longifolia avaient une grande activité antimicrobienne in vitro et in vivo; les flavones
aglycones de Carthamus tinctorius et Linum capitatum ainsi que les molécules citées
auparavant une grande activité antioxydante. Les flavonols aglycones extraites de Carthamus
tinctorius et Artemisa absinthium avaient aussi une grande activité cytotoxique. De plus,
toutes les molécules citées avaient des DLg et DLsg intéressantes.

Vicia faba L. seville et Camellia sinensis contenaient principalement des procyanidines
oligomériques et polymériques respectivement. Parmi les moisissures isolées, seules six
especes étaient capables de les dégrader. Aspergillus niger et Aspergillus awamori étaient les
meilleures productrices de tannase avec des activités enzymatiques de 20 U /ml et 21,4 U /ml

respectivement.

Mots clés : Plantes, extraits, flavonoides, antimicrobiens, antioxydants, cytotoxiques,

toxicité aigue, tannins condensés, moisissures, tannase.
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Abstract:

Polyphenols are vegetable compounds produced during the secondary metabolism.

In this study, we were particularly interested in the flavonoids and condensed tannins.
We have started by preparing the methanolic and ehnanolic extracts of several plants; testing
their in vitro antimicrobial, antioxidant and cytotoxic activities; then realizing their
phytochemical screening. For the ethanolic extracts which were revealed rich in flavonoids,
we have identified the main present molecules, tested on them the mentioned activities, tested
their in vivo antimicrobial activity against Streptococcus pneumoniae, then we have measured
their acute toxicity.

In the last part, we have extracted and dosed the condensed tannins of Camellia sinensis
and Vicia faba L. seville. Then, we have isolated different soil moistures in order to select the
species able to degrade these macromolecules.

The results showed that the methanolic extracts had the most important antimicrobial,
antioxidant and cytotoxic activities. Also, their phytochemical screening revealed that they
were rich in secondary metabolites. The ethanolic extracts contained mainly flavonoids.
Among them, the aglycon flavonols extracted from Carthamus tinctorius and Artemisa
absinthium and the flavone extracted from Mentha longifolia had a big in vitro and in vivo
antimicrobial activity; the aglycon flavones of Carthamus tinctorius and Linum capitatum and
the mentioned molecules a big antioxidant activity; and flavonols extracted from Carthamus
tinctorius and Artemisa absinthium had a big cytotoxic one. All the mentioned molecules had
also an interesting LDy and LDsp.

Vicia faba L. seville and Camellia sinensis contained mainly and respectively oligomeric
and polymeric procyanidins. Among the isolated moistures, only six species were able to
degrade these tannins. Aspergillus niger and Aspergillus awamori were the best tannase

producers with an enzymatic activities of 20 U /ml and 21,4 U /ml respectively.

Keywords: Plants, extracts, flavonoids, antimicrobials, antioxidants, cytotoxics, acute

toxicity, condensed tannins, moistures, tannase.
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