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Introduction Générale

Introduction Générale

Les plantes sont depuis toujours une source essentielle de médicaments. Aujourd’hui
encore une majorité de la population mondiale, plus particulierement dans les pays en voie de
développement, se soigne uniquement avec des remedes traditionnels a base de plantes.
L’industrie pharmaceutique moderne elle- méme s’appuie encore largement sur la diversité
des métabolites secondaires végétaux pour trouver de nouvelles molécules aux propriétés

biologique inédites.

Le choix de la plante étudie a été guidé d’une part par 1’indication d’usage
traditionnelle, et d’autre part par le fait de lepidium sativum n’a pas fait 1’objet

d’investigations chimique et biologique.

Lepidium Sativum une espece des zones désertique, connue localement sous le non

« Taifa » est utilisee par la population dans le traitement de plusieurs malades.

Les flavonoides représentent une classe tres importante de poly phénol. Ils jouent un
role important, notamment dans la chimio-taxonomie de plusieurs especes végétales et dans
les mécanismes de résistance a certaines maladies. Ils possedent aussi de nombreuses
propriétés pharmacodynamiques et font objet de diverses applications dans I’industrie
alimentaire. Leur extréme variabilité structurale et leur bonne stabilité en sont les principales

responsables.

L’objectif de cette étude est d’évaluer 1’activité antibactérienne d’extraits de la plante

lepidium sativum vis-a-vis les souches bactérien (E- coli, Pseudomonas, Staphylococcus).
Notre travail est réparti en trois chapitres :

Le premier chapitre présente une étude botanique et écologique de la plante lepidium
sativum  (systématique, description, utilisation médicinal .....), et généralités sur les

flavonoides (classification, propriétés physiques et chimiques,....).

Le deuxieme chapitre présente les matériels, les méthodes et les techniques utilisées

pour la réalisation de ce travail a savoir

-La provenance du matériel végétal et les parties utilisées.
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Introduction Générale

- L’extraction des flavonoides.

-Les testes chimiques.

- Le teste de D’activité anti bactérienne.

Le troisieme chapitre présente les différents résultats et leurs discussions.

Finalement, on termine par une conclusion générale.
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Chapitre | Etude Botanique et Genéralité sur les flavonoides

I-1.Etude Botanique

La valorisation des plantes medicinales peut étre un des moyens de relancer
durablement une région .En effet, de nombreux prescrits a des milliers de personnes dans le
monde sont d’origine naturelle, qu’on découvert, étudiant 1’usage des plantes dans la

médecine populaire [1].
I-1-1.Définition de lepidium sativum

Lepidium sativum, appelée cressonnette, passerage cultivée ou cresson alénois, est une
plante annuelle appartenant a la famille des Brassicacées. Cultivée comme plante potagére
depuis des siecles, le cresson alénois est d’origine incertaine, puisque qu’il est devenu su
spontané dans les zones civilisées : il pousse naturellement dans les friches au milieu de zones
habitées [2].

C’est une plante cultivée, dont les feuilles relevent une salade ou entrent dans la

composition du mesclun.

La cressonnette est parfois aussi consommée en graines germées [3].

Figure 1.1 : Les feuilles de lepidium sativum
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Figure 1.2 : Les germes de lepidium sativum
I-1-2. Description et systématique de lepidium sativum

C'est une plante annuelle glabre dont la tige est dressée et rameuse. Les feuilles sont
sessiles, linéaires, petites a quatre pétales. Les fleurs sont petites et blanches. Les fruits sont

des graines rougeatres qui naissent dans une petite capsule [5].

Nom Scientifique: Lepidium Sativum
Famille: Brassicacées

Nom Commun: Cresson Alénois
Nom Local: Hab. Rachad

Origine : Asie, Afrique du nord
Période de floraison : juillet, ao(t
Couleur des fleurs : blanc

Type de plante : légume

Type de végétation : annuelle

VvV V.V V V V V V V VY

Hauteur : 20 a 50 cm
I-1-3.Planter et cultiver

» Rusticité : rustique, jusqu'a -12 °C
» Type de sol : normal a riche

» Acidité du sol : basique

» Humidité du sol : normal [1]
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Chapitre | Etude Botanique et Généralité sur les flavonoides

I-1-4.Substances bioactives
Il contient les graines et les feuilles ont la saveur légérement piquante, intense et
chaude, car elles renferment un composé soufré qui leur conférent ce godt caractéristique de

cette famille. 1l est tres riche en vit C, E, A, B1, B2, des sels minéraux, des glucosides [4].

I-1-5.Propriétés de lepidium sativum

Antiscorbutiques c'est un bon reconstituant, stimulantes, diurétiques, antianémiques,
vermifuges, contraceptives. Les graines de lepidium sativum prises telles quelles sont ou en
tisane se montrent bénéfiques pour la dissolution des calculs rénaux et les infections urinaires.

Le decocte est préconisé dans les cas de dysurie. Les graines pilées et mélangées au
miel passant pour traiter les blennorragies. Cette plante est également recommandée pour ses
propriétés contraceptives (10 g de graines grillées réduites en poudre sont données une fois
par mois le troisieme jour des régles a jeun assurent la contraception de la femme pendant
toute une année).

Les graines sont aussi indiuées pour traiter les pyrosis, d'autre part melangées au miel,

ils calment la toux [2

I-1-6.Utilisations traditionnelles de lepidium sativum [5.6.7]
Tableau 1.1 : Utilisations traditionnelles de lepidium sativum.

Utilisations traditionnelles Méthodes utilisations

réguler les fonctions digestives et a ouvrir
I'appétit (appétissante) Mangée avec le déjeuner et le diner

Utiles pour le traitement, I'anémie et génere
des urines et abaisse la pression et expulser | Pris chague matin avec du lait

les toxines

Atténuation des douleurs abdominales,
élimine les parasites intestinaux et la prisle & jeun avec lait

diarrhée
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Chapitre | Etude Botanique et Genéralité sur les flavonoides

Utilisation du cresson alénois pour la | pris trois fois par jour avant de manger avec
solidité des os, en particulier pour traiter les | du lait ou yaourt
fractures

Lepidium sativum est utilisé a l'extérieur

pour traiter la perte de cheveux et de leur Hille avae Uil elelhve

fragilité

Efficace dans le traitement de maux de
téte.

I-2. Généralités sur les flavonoides
Les plus connus sont les citroflavonoides. Ils se trouvent dans les écorces d’agrumes :

Oranges, citrons ou pamplemousses. La peau de ’orange contient de minuscules vésicules
baignant dans un tissu de soutien, appelé ‘flavedo’, qui doit sa couleur jaune orangée aux
flavonones. En dessous de cette fine couche colorée se trouve une seconde couche blanche
appelée ‘albedo’ qui ne contient aucun flavanone soluble. C’est la couche externe des écorces

d’orange, le flavedo qui prété son nom aux flavonoides [1.8.9].
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Chapitre | Etude Botanique et Généralité sur les flavonoides

La premiére substance flavonoides obtenue a I’état pur est le Morin, isolé par
E.CHEVREUL en 1814 de Morus tinctoria (les qualités tinctoriales de nombreux végétaux

contenant des flavonoides ont été utilisées pendant longtemps) [10.11.12].

Enfin quelques années plus tard, les progres de la biochimie permettaient de décrire

leur structure moléculaire.
1-2-1.Définition des flavonoides

Le terme flavonoide rassemble une trés large gamme de composes naturelles, au sens
strict, sont des pigments jaunes, généralement phénolique, trés répandus chez les végétaux,
généralement a 1’état d’hétérosides dont les génines sont des dérivés de la phényl chromons
(flavones vrais) [12.13].

Squelette de basse des flavonoides Phényl -2 chromons [14]
I-2-2.Répartition

Les flavonoides sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs (racine ,
tiges, feuilles , fleurs ,pollens , fruits , graines , bois ....) particulierement dans certaines
familles : polygonacées , rutacées , légumineuses , ils ont une teneur maximale dans oranges
jaunes[10.13].

I-2-3.Propriétés physicochimique

Les flavonoides sont des solides cristallisés dont la teinte vrais du blanc ivoire au
jaune vif. Les flavonoides sont solubles dans les solutions alcalines (ammoniaque, potasse) en
donnant une coloration jaune qui disparait par addition d’acide [15]. Ils possédent un spectre
d’absorption dans I’ultraviolet avec généralement deux maximums caractéristiques variant

avec chaque type flavonique et permettant leur identification [10.13].
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Chapitre | Etude Botanique et Généralité sur les flavonoides

I-2-4. Propriéetés antibactériennes

La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur 1’usage des
Antibiotiques. La prescription a grande échelle et parfois inappropriée de ces agents a entrainé
La sélection de souches multi résistantes d’ou I’importance d’orienter les recherches vers la
découverte de nouvelles voies qui constituent une source d’inspiration de nouveaux
médicaments a base des plantes, sous forme de métabolites secondaires dont les composés
Phénoliques, sont toujours utilisés dans 1’industrie alimentaire et cosmétique et comme agents
antimicrobiens en médecine populaire.

Les poly phénols notamment les flavonoides et les tannins sont reconnus par leur
toxicité vis- a -vis des microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut étre lié & I'inhibition
des enzymes hydrolytiques (les protéases et les carbo hydrates) ou d'autres interactions pour

inactiver les andésines microbiens, les protéines de transport et d'enveloppe cellulaire [16].

I-2-5.Autres propriétés des flavonoides
e Protection des plantes contre les radiations UV
e Sont impliqués dans les processus de défense de la plante contre les infections
e Bactériennes et virales.
e Agissent comme des pigments ou des Co-pigments.
e Modulation de la distribution d'auxine.
e Fonctionnent comme des signaux moléculaires de reconnaissance entre les bactéries
symbiotiques et les Iégumineuses afin de faciliter la fixation de 1’azote moléculaire.
e Régulation de I'élongation des tiges.
e Interviennent dans la maturité des fruits.
e Sonta l'origine des godts amers et astringents afin de repousser les animaux [16].

I-2-6.Constitution chimique et classification

La structure des différents types de flavonoide vraie selon la nature de 1’hétérocycle
oxygéné, ce hétérocyle est dérivé soit des formules de pyrane (1), du pyrylium (2), soit de
celle y-pyrane(3) [1.17].
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Chapitre | Etude Botanique et Généralité sur les flavonoides
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o O
‘ =

e ~ :

(1) (2) (3)

Les flavonoides se divisent en plusieurs classes selon le niveau d’oxydation de cycle

central C3, on distingue :
a- Les flavones vraies :

Sont une sous-famille des flavonoides dont la structure est basée sur la flavone . Ce
sont des colorants végétaux jaunes dont environ 300 composes naturels sont connus.
Comme d'autres flavonoides, elles sont parfois présentes sous forme d'hétérosides solubles

dans I'eau. On les trouve parfois comme Co-pigment avec les anthocyanes [1.18].

Exemple : Dérivees de la phényl -2-chromone.

(Flavone vrais)

R1 R2
Apigénine H H
Lutéoline OH H
Tricine O-CH3 O-CH3;
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b-Les flavonols :

Sont un sous-groupe de flavonoides dérivés de la 3-hydroxyflavone ou flavonol, c'est-
a-dire des flavonoides possédant un hydroxyle phénolique en C3 et une fonction carbonyle

C=0 en C4 sur I'néterocycle central du squelette de base des flavonoides [19.20].
Ce sont des pigments végétaux de couleur jaune plus ou moins clair.

Ils différent par le nombre et la position d’hydroxyle phénolique —OH, parfois

méthyles (groupes méthoxy).

Les flavonols ne doivent pas étre confondus avec les flavanols qui ne comportent pas

en position 4 de fonction carbonyle C=0 [2.18].

Exemple : possédant un hydroxyle alcoolique 3 (OH-3 flavones) [21].

Flavanols

R1 R2
Kaemp férol H H
Quercétine OH H
Isorhamnétine  O-CHs H
Myncétine OH OH

c-Les flavanones :

Sont un sous-groupe de flavonoides, dérivés 2,3-dihydrogénés des flavones. Elles sont
généralement glycosylées par un disaccharide en position 7 pour donner des hétérosides de

flavonones [2].
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Exemple : ne comportant pas de doubles liaisons en 2-3

R,
Ro
HO (0] -
oy
O Les flavonones

R1 R2

Pinocembrine H H
Narigénine H OH
Eriodictyol OH OH

d-Glycosides flavonoides :

Glycosides flavonoides sont un groupe de composés chimiques qui apparaissent dans

quantités faibles mais significatives dans les fruits et Iégumes.

Plus de 4000 flavonoides différents ont été identifiés, dont certains sont examinés en
détail est soupgonné d'avoir des effets bénéfiques sur la santé humaine. Certains des avantages
liés a la santé de ce groupe comprennent le renforcement du systéme immunitaire, protection

contre le cancer et une réduction de la fragilité capillaire [1.18.22].

On les trouve sous forme d’O- Hétérosides dont les sucres sont les plus souvent liés a

I’oxygene en 7 chez les flavones et flavonones, et par 1’oxygene en 3 chez les flavonales.

Les glycosides flavonoides tels que la rutine, la rutoside, la quercitrine, et hespéridine
sont employés, empiriquement et de puis longtemps comme vas cula protecteuse, anti

cedémateuse, et anti-inflammatoires [2.23.37].
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OH
OH

Rhamnoglucose—O O

I
OH O

Glycosides flavonoide

e- Les anthocyanes :

Ils sont occupés la premiére place parmi les responsables de la couleur des fleurs. Les

plus part des pigments végétaux rouges et bleus sont des anthocyanes.

IIs offrent un grand intérét technologique en raison de leur solubilité et de leur

résistance a la chaleur et a la lumiére.

Les anthocyanes naturels sont touts glycolyses. La structure aglycone est appelée
anthocyanidine, et les formes glycolyses anthocyanines [1.24].

Il existe dans la nature 6 classes d’anthocyanidines différentes représentées sur le

tableau.

Rq
OH
" NN O
o NH,
OH //
O L’anthocyane
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R1 R2
Pélargonidine H H
Cyanidine OH H
Oéonidine O-CHj; H
Délphinidine  OH OH
Pétunidine O-CHs OH
Molvidine O-CHj; O-CHgs

f- Les chalcones : Dont le cycle pyronique est ouvert (isoméres des flavanones)

HO
|
I
OH @)
OH
HO OH
|
|
@]

g-Isoflavones :

Squelette des dihydrochalcones

Isoliquiritigéne (trihydroxy -4, 2,4 chalcone)

Sont une sous-famille des flavonoides trés étudiée pour leurs propriétés pseudo-
ostrogéniques. Ce sont les isomeéres de flavones, avec une structure quasi identique, la seule
différence étant la position du groupe phenyle, lié au carbone 3 au lieu du carbone 2 pour les

flavones[1].
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Exemple : Les isoflavones sont des dérivées de la phényl-3 chromone.

Diazéne (soja)

HO 0
(“
o)
OH
HO 0
I
OH O
OH Génistéine (Iégumes)

h-Les xanthones : (dibenzopyrones)

Est un composé organique de formule brute C;3HgO,. La xanthone est plus
communément appelée la dibenzo gamma-pyrone. Les xanthones ou xanthonoides sont des

colorants jaunes dérivés de la xanthone [1].

Exemples : gentisine (di OH-1,7 méthoxy -3 xanthone)

0
I
DO
HO 0
OH

i- Les aurones : (benzalcoumaranones).

Gentisine

Sont une classe restreinte de flavonoides présente naturellement dans certaines fleurs,

comme le Muflier, le Dahlia ou le Coréopsis, et qui leur confere leur couleur jaune d'or [2.18].
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Exemple : Les aurones (Aureusidine).

OH
OH

HO 0

OH Aureusidine
I-2-7. Importance des flavonoides
I-2-7-1. Importance économique

Les flavonoides ont une importance économique dans 1’industrie pharmaceutique pour
leurs activités anti-inflammatoire, spasmolytique, de plus ils sont utilisés dans 1’industrie

cosmétique puisque les dérivés de la lutéoléine réduisent I’hyper pigmentation de la peau.[25]

Le caracteére électrophile de la structure de base de flavonoide explique leur grande
réactivité dans I’industrie alimentaire, ils sont utilisés comme anti oxydants naturels pour la

conservation aliments [1.26].
I-2-7-2.Importance écologique

L’activité écologique des flavonoides est liée & la coloration des oranges végétaux par
les molécules flavonoides, en particulier les anthocynes. L un des roles de la couleur chez les

plantes est d’attirer les insectes et cela afin de déclencher la fécondation.

On peut également noter que les flavonoides, en repoussant certain insectes par leur
gout désagréable, peuvent également joueur un role dans la protection de ces plantes [1.
27.36.].
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I-2-8. Utilisation en thérapeutique

Par dela résultats partiels fourmis par des tests biochimiques on des études de
pharmacologie animale, la réalité¢ de I’efficacité clinique de la plupart des flavonoides et a
fortiori, celle des drogues qui en contiennent — est rarement correctement établie, les essais
chez I’homme qui ne sont pas assez souvent des « observation », ne sont pas toujours conduits
en conformité avec les nomes actuellement en vigueur pour ce type d’évaluation seul un petit
nombre de molécules ou d’extrait standardisés a pu faire la preuve d’une supériorité par
rapport a un placebo , malgreé la subjectivité des symptémes et I’importance de I’effet placebo

dans le type de pathologie concernée :

L’insuffisance veineuse la majorité de médicaments a base flavonoides naturellement
disponibles reste donc « proposée dans... », Ces remarques, comme d’ailleurs les emplois

énumérés ci-dessous, sont valable pour les anthocyanosides et les anthocyanidolods.

C’est essentiellement dans le domaine capillaire-veineux les constituant habituels des
vacuole- protecteurs et vernoloniques, des toniques utilisés en phlébologies, d’une fagon
générale les spécialités actuellement disponibles sur le caché ont les indications on

proposition d’emploi suivant :
e Traitement des symptdmes en rapport avec 1’insuffisance veinolympatique :
Jambes lourdes, paresthésies, crampes, douleurs et autres signes fonctionnels, cedémes.

e Traitement des troubles de la fragilité capillaire au niveau de la peau (ecchymoses,
pétéchies) et des muqueuses (gingivorragies, épistaxis).

e Métrorragies liées a la contraception par dispositif intra-utérin.

e Traitement des signes fonctionnels liés a la crise hémorroidaire.

e Troubles liés a la circulation rétinienne et/ ou choroidienne en association éventuelle

avec d’autres traitements [1.28].
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Tableau 1.2 : Tableau d’utilisations thérapeutiques de quelques flavonoides

Flavonoides
Thmonime
Cirsiliol

Nepitrine

Hypolaetion-8-glycoside

Diméthyle ther apigenine

Fisetine

Khellin diméthoxy-methy-furano-chromone.

8-méthoxycirsilineol

Cirsilaritine

Baicaleine

Nepetine eupatorine ,eupatiline,
jaceosidine,hispidulin et 5,7,4-trioh 6-ome

flavone

Quercetine

Glucoside-3-kaempferol
Rutinoside-3- kaempferol
3-methl quercetine
Morine

Rutinoside -7-hesperetin (flavonane)

Emploi thérapeutique
Diurétique
Digestive
Anti-inflammatoire

Anti —arthrique

Anti-inflammatoire

Anti-ulcere

Anti-inflammatoire

Anti-allergique

Anti-spasmodique
Stomachique
Anti-prueique

Anti-septique

Traitement des tumeurs

Anti-malaria

Traitement du para influenza
Crises hémorroidaires
Troubles cardio- vasculaires

Anti-viral

Traitement du poliovirus

Maladies cérébrales vasculaires

Hypotension
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c-glycosyl flavonoides Maladies rénales
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Chapitre 11 Matériels Et Méthodes

Le présent travail a pour objectif la valorisation de la plante lepidium sativum.
L’expérimentation a été réalisée comme suit :

L’extraction des flavonoides a été effectuée au niveau du laboratoire de département

de chimie industrielle des sciences de la technologie.

L’évaluation de ’activité antibactérienne a été réalisée au niveau du laboratoire de

bactériologie de 1’hopital Ashour Zayen de Ouled Djellel.
I1-1.Matériels utilisés
11-1-1.Matériel végétal

La partie sur laquelle nous avons basée notre travail la plante lepidium sativum, a été

achetée sous forme poudre séchée a couleur marrent foncer.
11-1-2.Matériels de laboratoire.

o Boites de pétri stériles.

e Tubes a essai stériles.

o Papiers filtre (pour préparer les disques).

e Pipette pasteur.

e Micropipette variable.

e Bec bunsen.

e Disques d’antibiotiques juntamicine (hopital de djamora).
e Reégle (pour mesurer les diamétres des zones d’inhibitions).
e Ecouvillon.

e Densitométre.

e Papier aluminium.

e Eprouvette graduée

e Les flacons

Page 18



Chapitre 11 Matériels Et Méthodes

11-1-3. Les appareils
Les appareils de laboratoire utilisés.

Tableau I1.1 : Les appareils de laboratoire utilisé

Matériel Utilisation
Rotavapeur (I’évaporateur rotatif) Evaporer les solvants
Soxhlet Extraction
Réfrigérateur Conservation des echantillons
Autoclave Stériliser les mateériels et les milieux de
culture
Etuve réglée a 37C° Incubation les souches bactériennes.
Micropipette (10ul) Préparation de micro volumes.

11-1-4. Produits de laboratoire
e [’cau physiologique (9g /I NaCl).
e DMSO (diméthylesulfoxyde).
e [’cau distillée.
e Butanol (C4HyOH).
e Ethanol (C;Hs0H).
e Chlorure de ferre(FeCls).
e Chloroforme (CHCIs).
e Acide acétique(CH3COOH).
e Acide sulfurique (H2SOy).
e Hydroxyde d’ammonium (NH,OH)
e .Chlorure d’hydrogene HCI (1%).
e Hexane.
e Acétate d’¢éthyle.
e Gelose Mueller Hinton (MH) (hopital Hakim sedan)
e Gélose Nutritive (GN) (hopital de djamora)

e Les souches bactriennes (hopital Ashor Zain Oulled Djellel)
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11-2 .Les tests chimiques

Ce sont des techniques qui permettent de déterminer les différents groupes chimiques
contenus dans un organe végétal. Ce sont des réactions physicochimiques qui permettent

d’identifier la présence des substances chimiques [19].

Les groupes phytochimiques sont nombreux, mais on peut citer les principaux : les
alcaloides, les poly phénols (flavonoides, anthocyanes, tannins), les saponosides, les stéroides,

les coumarines, les stérols, les terpenes...... etc [18.19].
11-2-1.Test des saponosides

2g de poudre de la plante est mélangé a 80 ml d’eau distillée puis porter a 1’ébullition
pendant 5 minutes. On filtre, 1’extrait est ensuite refroidi et agité vigoureusement pendant 2
minutes. La formation d’une mousse plus ou moins importante indique la présence de

saponosides [18.19].
11-2-2.Test des flavonoides

10g de plante, mise en poudre, est pesé puis mélangé a 150 ml solution HCI (1%). Ce
mélange est macéré durant 24h, apreés filtration on ajoute NH, OH au 10 ml du filtrat jusqu’a

la basicité. L’apparition d’une couleur jaune claire implique la présence des flavonoides

[18.19].
11-2-3.Test des stérols et terpenes

5¢g de plante, mise en poudre, a été mis dans 20 ml de chloroforme et filtrer, ajouté au
filtrat 1 ml d’H,SO,4 avec précaution sur les parois du tube. Le point de rencontre entre les
deux phases donne une couleur verte qui indique la présence des stérols insaturés et terpenes
[18.19].

11-2-4.Test des tanins

10g de plante mise en poudre, on extrait par I’alcool éthylique 50%, puis on filtre, on
ajoute au filtrat quelques gouttes FeCl; (1%).En présence de tanins, il se développe une

coloration verdatre [18.19].
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11-2-5.Test des cardénolides

Prendre 1g du produit sec, macérer dans 20ml d’eau distillée puis filtrer, prélever 10ml

du filtrat. Ce lui-ci est ensuite extraite avec un mélange de 10 ml CHCls,

C,HsOH (1 :1), évaporer la phase organique, dissoudre le résidu dans 3ml d’acide acétique
glaciale, ajouter quelque gouttes de FeCls suivi de 1 ml d’H,SO,. La présence de la couleur

verte bleus dans la phase acide indique la présence des cardénolides.
11-3.Extraction des flavonoides
11-3-1.L’extraction traditionnelle des flavonoides

Dans une erlenmayer 21, on ajoute 500g de la plante sous forme de poudre, avec 1’eau
distillée soin de bien recouvrir la matiere végétale par le solvant. Apres 24h, et aprés la
filtration, on procede a des extractions successives, dans une ampoule a décanter de 1 L, en
utilisant des solvants de polarité croissante : Hexane (pour éliminer les graisses), acétate

d’éthyle, et en dernier le butanol.
La phase butanolique a été recueillie et évaporée a pression réduite a 92C° [30].

Le processus d’extraction est résumé par I’organigramme de la figure 11.1.
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Figure 11.1 : ’organigramme de 1’extraction traditionnelle des flavonoides

Matiére vegétal poudre 1.5 kg

Macération dans 1’eau distillée pendant une
nuit 3 fois

Phase aqueuse + hexane

“ Phase d’hexane éliminé “ Phase aqueuse “

JL
| Extraction 2 fois avec 1’acétate d’éthyle |

Phase d’acétate Phase aqueuse

‘ Phase butanolique \ — Extraction avec butanol

1}

|| Phase aqueuse

11-3-2. L’extraction par Soxhlet

20 g de plante séché est introduite dans ’appareil de soxhlet (figure 1. 2) avec 300 ml
d’éthanol pendant 2 h.
- On ajoute la phase éthanolique dans le rotavapeur (figure Il. 3) pour évaporer le
solvant (éthanol) a température d’ébullition 72C° [30].
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Condenser

Figure 11.2 : montage d’extraction par soxhlet

Figure 11. 3 : évaporateur rotatif
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11-3-2 .Conservation des flavonoides

La conservation des flavonoides exige certaine précaution indispensable. Les
flavonoides obtenues sont mises dans des flacons couvre par para film et sont conservés dans
le réfrigérateur a température voisine de 4 C°a I’abri de la chaleur, de I’air et de la lumiére,
afin d’éviter leur altération [31.32].
11-3-3.Rendement de I’extraction

Nous pouvons déterminer le rendement en extrait sec par le rapport entre le poids de
I’extrait sec avec le poids du matériel végétal utilisé pour 1’extraction en gramme [32 31] :

R% =My /M;*100

R% : Rendement en pourcentage.

Mo : la masse en gramme de I’extrait brut évaporé.

M; : la masse en gramme de la matiére végétale initiale séche.

11-4 .Milieux de culture
On utilisé deux milieux de culture :
e Gélose Mueller Hinton (MH) : utilisé a 1’étude antibactérienne de flavonoide.
e Gélose Nutritive (GN) : utilisé pour 1’obtention des souches jeunes.
11-1-4. Matériel biologique
Les souches bactériennes testées
Le choix des bactéries a été porté sur 3 souches fréquentes en pathologie humaines.
Les souches bactériennes, référenciees (ATCC: Américain Type culture Collection)
proviennent du laboratoire de bactériologie de 1’hdpital Achour Zayen de Ouled djellel.
% Escherichia coli (ATCC25922) a gram négatif.
+¢+ Staphylococcus aureus (ATCC25923) a gram positif
¢+ Pseudomonas aureus (ATCC27853) a gram négatif
a- Staphylococcus aureus ATCC 25923

Les staphylocoques sont des coccus a gram positif qui tendent a se grouper en amas,
irrégulier a la facon d’une grappe de raisin. Staphylococcus aureus est un germe aérobie —
anaérobie facultatif, doit son non d’espece a I’aspect pigmenté de ses colonies. Il tient une
place tres importante dans les infections communautaires et nosocomiales, possede une
coagulasse, ce qui le distingue de la plupart des autres espéces de staphylocoques. La bactérie
est trés répandue chez ’homme et dans de nombreuses especes animales. Chez [’homme,
environ un tiers des sujets sont des porteurs sains qui hébergent la bactérie au niveau des

marqueuses et des zones cutanées humides. Il développe rapidement des résistances aux
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antibiotiques et les souches hospitalieres ne sont souvent sensibles qu’aux glycopeptides
[33.34].
b- Escherichia coli ATCC 25922
C’est ’espece dominante de la flore aérobie du tube digestif. Escherichia coli est
habituellement une bactérie commensale. Elle peut devenir pathogene si les défenses de 1’hote
se trouvent affaiblies ou si elle acquiert des facteurs de virulence particuliers [33.34].
c- Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Le genre pseudomonas est fait de bacilles mobiles aérobies stricts, se cultive
facilement sur les milieux usuels. Pseudomona aeruginosa (ou bacille pyocyanique) se
caractérise par la pigmentation de ses colonies. C’est une bactérie ubiquiste qui vit
normalement a 1’état de saprophyte dans I’eau et le sol humide ou sur les végétaux. Cette
bactérie peut vivre en commensale dans le tube digestif de ’homme et des d’ivres animaux.
Considéré comme une bactérie pathogéne opportuniste c’est le germe-type des infections
hospitaliéres ou nosocomiales [33.34].
11-5.Méthodes d’évaluation de I’ activité antibactérienne des flavonoides
11-5-1.Méthode d’aromatogramme
a- Préparation des disques

A T’aide d’une perforeuse, les disques sont découpés en diamétre de 6 mm a partir du

papier filtre. Ces placer derniers sont dans un tube a essai et stérilisés a 1’autoclave

pendant 20 min & 120 C.

Figure 11.3 : Les étapes pour préparation des disques
b- Préparation des milieux de culture
La gélose Mueller Hinton est préparée en dissolvant 19g de poudre de gélose
dans 500 ml d’eau distillé dans une erléne placees sur un agitateur —plaque chauffante.
La gélose dissolue est versée dans des flacons puis stérilis¢ dans ’autoclave a 120 C°

pendant 20 minutes, et enfin conservée dans le réfrigérateur a 4C°.

Page 25



Chapitre 11 Matériels Et Méthodes

Avant utilisation la gélose Mueller Hinton stérile, préte a I’'usage, a été coulée
dans des boites des pétri stériles. Répartie uniformément dans des boites, ces derniéres

doivent étre séchées 30 min a une température ambiante du laboratoire avant leur

emploi.

Figure 11.5 : Gélose Mueller-Hinton

c- Ré-isolement des souches bactériennes
On a fait des prélévements des souches bactériennes qui sont testés par once et

ensemencée selon la méthode de stries sur une boite de pétri coulé par gélose nutritive
« GN » puis incuber 18 a 24 heures a 37C°, pour I’obtention des souches pures et jeunes.
On a réalisé le repiquage pour les trois souches référenciées (E. coli et S.

aureus. P. aeuginosa.).
Apres 24 heures, les boites sont retirées et les cultures pures et jeunes serviront

a la préparation des suspensions bactériennes.
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Figure 11.6 : Ré-isolement des souches bactériennes

Figure 11.7 : Les trois souches bactériennes

d-Préparation de la suspension bactérienne et ensemencement
A partir d’une culture pure des bactéries a tester sur milieu d’isolement, racler a I’aide
d’une anse de platine, quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques introduire
I’anse de platine dans 5 ml d’eau physiologique stérile, bien homogénéiser la suspension
bactérienne, la turbidité de la suspension peut étre apprécié a I’ceil nu.
L’ensemencement est réalise par inondation sur les boites de pétri contenant de

la gélose Mueller Hinton.
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Figure 11.9 : L’ensemencement des bactéries

e. Préparation des dilutions

Le solvant de dilution est le DMSO, solvant organique, choisi pour son :
Innocuité vis-a-vis des bactéries (dépourvu d’activité antibactérienne).
Pouvoir solubilisant des flavonoides.

On prépare 3 dilutions de I’extrait flavonoidique de concentration différents1/2, 1/4 et
1/8 (v/v) plus flavonoide pur (solution mére de concentration 0.25g/ml). On prépare 4 tubes
en verre stériles, 3 pour la préparation des concentrations (1/2, 1/4, 1/8) et le 4%™ contient
I’extrait flavonoidique (solution mére). On pose 2 ml de DMSO dans les 3 tubes. On ajoute
dans le premiére tube 2ml de I’extrait soit une dilution de (1/2), puis on prend 2ml de la
solution diluée du premiére tube vers le deuxieme tube soit une dilution de (1/4), puis on
prend 2ml de la solution diluée du deuxieme tube vers le troisiéme tube soit une dilution de
(1/8).
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Elavanoide

Figure 11.10: Technique de dilution de flavonoide etudiée dans le DMSO

Dilution de I’extrait Butanolique Dilution de I’extrait Ethanolique

Figure 11.11 : les dilutions de I’extrait butanoliique et I’extrait éthanolique
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f. Application des disques

Les disques stériles sont saisis a la pince stérile et imprégnés d’une faible quantité de
flavonoide (30 u 1) préalablement préparée a des différentes concentrations. Le 1" disque
contient flavonoide pure, le 2™ disque la dilution1/2, le 3™ disque la dilution1/4, le 4™
disque la dilution 1/8, et le 5°™ disque le DMSO. Les disques sont appliqués a la surface des
milieux de cultures précédemment ensemencees. Apres la mise des disques dans les boites de
pétri, ces dernieres sont laissées pendant 20minutes a température ambiante, puis incubés a
37C° pendant 24h.

Figure 11.12 : Imprégnation les disques avant sont application.

0- Lecture de I’aromatogramme
L’activité antibactérienne se manifeste par D’apparition d’un d’inhibition de la
croissance bactrienne autour des disques contenant I’extrait a tester.
Le résultat de cette activité est exprimé par le diametre de la zone d’inhibitions et peut
étre symbolisés par des croix. La souche ayant un diamétre :
e Non sensible (-) ou résistante : diamétre < 8 mm.
e Sensible (+) : diametre entre 9 a 14 mm.

e Trés sensible (++) : diametre compris entre 15 a 19 mm.
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e Extrémement sensible (+++) : diametre >20 mm [35].

Remarque :

Nous avons réalise les mémes étapes pour les deux extraits.
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Chapitre 111 : Reésultats et Discussion

I11- 1.Résultats des testes chimiques
Les principaux groupes chimiques identifiés selon les méthodes classiques de
caractérisation et d’identification sont consignés dans le tableau suivant:

Tableau I11.1 : Résultats des tests chimiques de lepidium sativum.

Principe actif Résultats obtenus
Saponosides +
Flavonoides +

Sterols et terpénes
Tanins +

Cardénolides

Le tableau I11.1. Montre que la plante lepidium sativum contient des flavonoides,

des tanins, des saponosides.

Cette étude phytochimique qualitative montre que tous les groupes chimiques
sont identifiés au niveau de la plante lepidium sativum dans la préparation traditionnelle
(décoté de la plante). La méthode d’extraction utilisée en médecine traditionnelle est donc
du point de vue qualitatif aussi efficace que les autres méthode d’extraction.
L’abondance en principes actifs confere a la plante des propriétés pharmacologique
remarquables, ce qui pourrait justifier ses multiples indications thérapeutiques et pour les

quelles elle est utilisée en radiothérapie.
I11-2.Caractéristique organoleptiques des flavonoides de la plante lepidium sativum

Les principales caractéristiques organoleptiques des flavonoides de la plante
étudiée sont résumées dans le tableau 111.2.

Tableau 111.2 : Caractéres organoleptiques des flavonoides étudiés

Les flavonoides Aspect Couleur
Phase butanol Liquide épais Marron clair
Phase éthanol Liquide épais Marron foncé
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Extrait butanolique Extrait éthanolique
Figure 111.1 : Les extraits butanolique et éthanolique.

Notre flavonoide est obtenu par I’extraction traditionnelle et par soxhlet est sont
les méthode normée pour I’extraction des flavonoides. Les parametres organoleptiques

de nos flavonoides sont en accord avec ceux repertoriés dans les normes.
I11-3-Rendements des flavonoides

Nous avons utilisé 1.5 Kg de matiere végétale (lepidium sativum), la masse de

I’extrait butanolique sec est égale a 0.5 g.

Et pour I’extraction par soxhlet nous avons utilisez 200 g de matiére végétale, la

masse obtenue de I’extrait éthanolique sec est égale 8 1.2 g.

Le calcul du rendement R en % est alors effectué selon la formule

suivante :
R% = Mo/M1 *100

e R (éthanol) % = (1.2 / 200) *100 = 0.6 %
e R (butanol) % = (0.5 / 1500) *100 = 0.03 %
L’extraction des flavonoides est obtenue avec faible rendement qui est de 0.6%
pour I’extrait éthanolique, et pour I’extrait butanolique on obtient un trés faible
rendement de 0.03%. Ce résultat peut étre attribué a deux facteurs principaux liés d’une

part au matériel végétal et d’autre par aux modes d’extraction.
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111-4.Résultats de ’activité antibactérienne

111-4-1.Résultats de ’aromatogramme

L’activité antibactérienne des flavonoides de la plante lepidium sativum est
évaluée sur trois germes pathogénes d’origine hospitaliere (Escherichia coli,
Staphylocaccus aureus, Pseudemonas) aprés 24 heurs d’incubation & une température

adéquate de 37C°.

Cette activité est évaluée par la méthode d’aromatogramme, le pouvoir
antibactérienne des extraits éthanolique est obtenu par la mesure du diamétre de zone

d’inhibition en (mm) & I’aide d’une régle.

111-4-1-1.Extrait butanolique

Figure 111.2 : Les zones d’inhibition de flavonoide (Extrait Butanolique) testée (E-Coli)

Figure 111.3: Les zones d’inhibition de flavonoide (Extrait Butanolique) testée

(Staphyloccus aureus)
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Figure 111.4: Les zones d’inhibition de flavonoide (Extrait Butanolique testée

(pseudomonas)
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Les résultats de la sensibilité des bactéries vis-a-vis de ’ATB, DMSO et de
I'extrait butanolique de lipedium sativum sont donneés dans le tableau Ill. 3 et représentés

sous forme d’histogrammes par la figure III. 5.

Tableau 111.3 : Diamétre des zones d’inhibition (en mm) des flavonoides de Extrait

butanolique .
Moyennes des diamétres des zones d’inhibition en mm
Antibiotique | DMSO | Extrait Dilution | Dilution | Dilution
(témoin (ttmoin| butanolique | (1/2) (1/4) (1/8)
Souches Positif) Négatif)
bactériennes
E. coli 19mm 0 12mm 11mm 10mm 8mm
Gram (-) (+1) (+) (+) (+) )
19.5mm 0 11.5mm 11mm 9.5mm | 7.5mm
(+1) ) (+) () Q)
Moyenne 19.25mm 0 11.75mm 11mm 9.75mm | 7.75mm
(+4) (+) @ | ® |0
P. aeuginosa | 23mm 0 17mm 11mm | 9mm 0
Gram (-) (+++) (++) (+) (+)
22mm 0 16.5mm 11mm 85mm (0
(+++) (++) (+) (+)
Moyenne 22.5mm 0 16.75mm 11mm 8.75mm |0
(+++) (+1) (+) (+)
S. aureus 19mm 0 19mm 17.5mm | 10mm 0
Gram (+) (+1) (++) (++) (+)
20mm 0 18.5mm 17mm 9mm 0
(+++) (++) (++) (+)
Moyenne 19.5mm 0 18.75mm 17.25mm| 9.5mm |0
(+1) (++) (++) (+)
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Figure 111.5 : Histogramme présent les zones d’inhibition pour toutes les souches

bactéries de 1’extrait butanolique.

A partir des résultats des diamétres des zones d’inhibition dans le (Tableau 111.3)
et (Figure 111.5), on observe que I’extrait butanolique de la plante lepidium sativum
posséde une activité antibactérienne différente contre E-Coli, Staphylococcus et
Pseudomonas, dont les concentrations 1/2 et 1/4 les trois souches sont sensibles, par
contre pour la dilution 1/8, les trois souches E-Coli sensible, staphylocccus et
pseudomonas sont résistantes.

On remarque aussi que le diameétre de zone d’inhibition des antibiotiques utilisées
est plus grand que celui de la zone d’inhibition de flavonoide (extrait butanolique) de
lepidium sativum.

Le DMSO n’a aucune activité antibactérienne, est totalement absente donc une

zone d’inhibition autour de disque imbibé par DMSO.
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111-4-1-2. Extrait éthanolique

Figure 111.6 : Les zones d’inhibition de flavonoide (Extrait éthanolique) testée (E-Coli)

Figure 111.7 : Les zones d’inhibition de flavonoide (Extrait éthanolique) testée

(pseudomonas)

Figure 111.8 : Les zones d’inhibition de flavonoide (Extrait éthanolique) testée
(Staphylococcu
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Concernant I'extrait éthanolique, les résultats de 1’aromatogramme obtenus sont
reportés dans le tableau 111.4. Les moyennes des diamétres des zones d’inhibition de
chaque souche (E-Coli, Staphylococcus et Pseudomonas), en fonction des dilution,

DMSO et ATB testés sont représentées par la figure I11. 9 sous forme d’histogrammes.

Tableau 111.4: Diamétre des zones d’inhibition (en mm) des flavonoides de « Extrait

éthnolique »

Moyennes des diamétres des zones d’inhibition en mm
Tests Antibiotique | DMSO | Extrait Dilution | Dilution | Dilution
(témoin (témoin | éthanolique| (1/2) (2/4) (1/8)
Positif) Négatif)
Souches
bactériennes
E. coli 21mm 0 16mm 9mm 0 0
Gram (-) (+++) (++) (+)
21mm 0 15.5mm | 8.5mm 0 0
(+++) (++) (+)
Moyenne 21mm 0 15.75mm | 8.75mm | 0 0
(+++) (++) (+)
P.aeuginosa | 12mm 0 14mm 10mm 0 0
Gram (-) (+) (+) (+)
11.5mm 0 13.5mm | 9.5mm 0 0
(+) (+) (+)
Moyenne 11.75mm 0 13.75mm | 9.75mm | 0 0
(+) +) (+)
S. aureus 22mm 0 10mm(+) | 9mm mm 0
Gram (+) (+++) (+) Q)
21mm 0 9mm(+) | 8.5mm 6mm 0
(+++) (+) )
Moyenne 21.5mm 0 9.5mm 8.75mm | 6.5mm 0
(+++) (+) (+) )
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Figure 111.9 : Histogramme présent les zones d’inhibition pour toutes les souches

bactéries de 1’extrait éthanolique.

Comme le montrent les résultats schématisés par la figure Ill. 9, D’extrait
éthanolique de lepidium sativum possede une activité antibactérienne différente contre E-
Coli, Staphylococcus et Pseudomonas. Pour la dilution 1/2 nous remarquons que les trois
souches sont sensibles, tendis que pour la dilutionl/4, deux souches E-Coli et
pseudomonas sont sensible par contre la souche staphylocccus est résistante. on peut
également constaté que pour I’extrait butanolique, les trois souches E-coli , pseudomonas,
staphylococcus sont résistantes a la dilution 1/8 de I’extrait éthanolique.

On remarque que le diametre des zones d’inhibition des antibiotiques utilisées est
plus grand (trés sensible) que celui de I’extrait éthanolique de lepidium sativum.

Le DMSO n’a aucune activité antibactérienne, est totalement absente donc une

zone d’inhibition autour de disque imbibé par DMSO.
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Conclusion Générale

Conclusion Générale

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus

par leurs propriétés thérapeutique.

Les résultats obtenus dans ce travail complétent et confortent une démarche
scientifique de plus en plus fréquente a savoir, 1’établissement de relations entre 1’utilisation
empirique de plantes dans la médecine traditionnelle et la connaissance scientifique

(chimique) de ces plantes.

Dans ce contexte, ce travail avait pour but d’étudier ’activité antibactérienne d’une
plante médicinale mentionnée par le Messager d'Allah Mohamed (la paix soit sur lui), sous le
nom lipedium sativum (hab rachad), nous avons abordé a I’isolement des flavonoides par deux

méthodes d'extraction et I'étude de leur activité antibactérienne.

Lepidium sativum, présente un intérét direct. L’analyse de leur contenu chimique nous
a permis, de caractériser la présence des différentes familles de composeés : flavonoides,

saponosides, tanins, stérols et terpenes, cardénolides.

Aprés extraction des flavonoides en utilisant deux méthodes d'extraction, les
rendements obtenus sont 0,03% et 0.6% pour I'extrait butanolique et éthanolique

respectivement.

De méme que I’activité biologique de flavonoide de la plante lepidium sativum donné
un pouvoir antibactérien trés important sur Escherichia coli, Staphylococcus aureus et

pseudomonas.

A la base du résultat trouvé-t-on peut prédire que nos flavonoides peuvent servir

comme base de lutte biologique.
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Résumé :

Ce travail se concentre sur I'extraction des flavonoides de la plante lipedium sativum et I'étude de leur
activité antibactérienne.

L’analyse phytochimique a révélé la présence de tanins, saponosides, et flavonoides.

L’extraction des flavonoides a été éffectuée par deux méthodes, I'extraction traditionnelle et par soxhlet.
les valeurs de rendements obtenues de I'extrait éthanolique et butanolique sont 0,6% et 0,03% respectivement.

Les résultats de I'activité antibactérienne vis-a-vis de trois bactéries pathogenes (Escherichia coli,
Staphylococus aureus et Pseudomonas) par la méthode de diffusion sur disque (technique de I'aromatogramme);
ont montré que les flavonoides des deux extraits éthanolique et butanolique de cette plante possedent un effet
inhibiteur contre les bactéries Gram négatif (P. aeruginosa et E. coli) et relativement inhibiteur contre les
bactéries Gram positif (S. aureus).

Mots clés : L’activité antibactérienne. extraction. des flavonoides. lepidium sativum.

Abstract:

This work focuses on the extraction of flavonoids from the watercress plant in Alenia and the study of

their antibacterial activity.

Phytochemical analysis revealed the presence of tannins, saponosides, and flavonoids.

The extraction of the flavonoids was carried out by two methods, the traditional extraction and by soxhlet. The
yield values obtained from the ethanolic and butanol extract are 0.6% and 0.03%, respectively.

The results of the antibacterial activity against three pathogenic bacteria (Escherichia coli, Staphylococus
aureus and Pseudomonas aeruginosa) by the disk diffusion method (aromatogram technique); Showed that the
flavonoids of the two ethanolic and butanolic extracts of this plant had an inhibitory effect against Gram negative
bacteria (P. aeruginosa and E. cou) and relatively inhibitory against Gram positive bacteria (S. aureus).

Keywords: antibacterial activity, extraction, flavonoids, lepidium sativum.
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