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Intreduction Générale

Introduction Générale

L'utilisation des plantes 4 des fins thérapeutiques remonte aux temps le plus reculés,
mais ce n'est qu'a partir de 19" siécle, que la médecine scientifique a s'intéresser aux cffets
thérapeutique, mais aussi 4 fa toxicité. Aujourd'hui, plus de la moitiés des molécules dintérét

pharmacologique sont plus au moins directement issues de substances naturelles.

Le Teucrium polium ssp cylindraceum est une plante des labiées, elle présente des
propriétés pharmacologiques et une activité biologique trés intéressante, la poudre est
cicatrisante, antiseptique et anti- inflammatoire tandis que l'extrait aqueux est hypoglycémiant,
elle et trés utilisée en médecine populaire sous formes diverses grice a ses propriétés
Thérapeutiques. D'ailleurs, c'est ce qui a conduit }es chimistes & rechercher ses principes actifs

dans le but de confirmer cette activité.

Notre collaboration 4 I'¢tude de cette plante et spécialement cette sous espece a donc
consisté & isoler les glucosides et I'étude de I'activité biologique du produit isolés, surtout d'effet

anti- microbienne.

Dans ce travail nous nous intéressons a Vextraction, purification et l'identification des
glucosides de la plante teucrium polium ssp cylindraceum de la famille des labiées.

Notre travail englobe 3 chapitre

¢ Le premier chapitre est consacré i 'étude botanique et généralité sur les glucosides.

<+ Le deuxiéme cha‘Pitre est inclut le protocole expérimentale et discussion des

résultats. . 7
< L'étude de l'activité biologique de glucoside flavonoide isolés sera décrit dans le
dernier chapitre.

Et enfin on terminera par conclusion générale.
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Chapitre I/ Rappel Botanique el généralité sur fes glucosides

I- Rappel Botanique

Le botaniste joue un grand role dans le domaine de la chimie des substances naturelles, car
aucun travail ne peut se faire sans identification botanique de la plante. Pour cette raison, on a

abordé cette partie avec un peu de détail

I- 1- Caractéres généraux des labiées

La famille des labiées comprend 4000 espéces et 200 genres [1]. Les plantes de cette famille
sont herbacées annuelles ou vivaces [2] rarement arbustes, exceptionnellement arbres [3]. La tige
a une section plus ou moins carrée [4], portant des feuilles opposées au sommet des tiges, les
fleurs sont groupées en verticilles, ont un calice légerement irrégulier, mais le corolle posséde
une lévre supérieure arquée en casque faite de deux pétales soudeés [S], et une lévre inférieurs 3 3-
dents (formée par 3 pétales ) [3]. Les étamines, au nombre de 4 sont de deux tailles et logées
sous le casque, I’ovaire a 4 loges et en réalité formée de 2 carpelles, chacune contenant 2 ovales,

et forme a maturité tétrakéne [6].

iI- 2-Teucrium

Le genre teucrium comporte 200 especes réparties autour de la méditerranée, et qui ont
figurés sur la pharmacopée frangaise. Ce sont des remédes populaires, toniques, ameéres et

vulnéraires | 7).

I- 3-Teucrium polium

Plante a feuilles linéaires ou lancéolées a marge en général révolutdes, denticulées,
inflorescences en téte denses ou un peu allongées, a bractées florales réduites semblables aux

teuilles {8].

[8S)
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I- 4-'T. polium ssp cylindraceum

Plante de la famille des labides, trés utilisée en médecine populaire surtoul pour ses activiiés

anti-infllammaloires, cicatrisantes, sédatives des douleurs abdominales et hypoglycémiantes.

I- 5- Systématique de la plante

La systématique botanique représente la carte d’identité de la plante, pour les chercheurs
dans le domaine des substances naturelles.

On peut résumer la systématique de la plante comme suit :

Embranchement . Angiospermes
Classe ; Dicotylédone
Ordre . Tubi forale
Famille : labiatae

Genre : Teucrium
Espece . Polium

SSp . Cylindraceum

.
o/
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11- Généralités sur les Glucosides

11- 1- Introduction

Dans la nature, les glucosides qui se produisent sont ceux qui constituent un groupe le plus
hétérogéne de carbohydrates. Une grande variété de génine a été identifiée, d’oti la partie de
carbohydrates de ces glucosides est un mono- ou disaccharide, ou moins fréquemment macro-
oligosaccharide. Le génine peut contenir divers groupes fonctionnels qui influencent sur les
propriétés chimiques, physiques, et pharmacologiques du glucoside correspondant. Les
glucosides utilisés comme drogues sont nombreux, et seulement quelques composés synthétisés
sont capables de remplacer un glucoside naturel employé comme agent thérapeutique.

La plupart des glucosides complexes sont isolés & partir des plantes et ont souvent des ,
noms insignifiants qui désignent leurs origines. Quelques uns, tels que les dérivés des flavons,
sont distribués largement dans plusieurs plantes, les autres sont localisés dans un petit nombre
des especes botaniques; des exemples, tels que les glucosides de type anthraquinone ou stéroide,
et les 1-thioglucosides des curcifereas et les familles qui leurs sont apparentées. La distribution

des glucosides dans la nature a été esquissée dans de nombreux travaux de taxonomie.

Dans les tissus de la plante, les glucosides sont localisés principalement dans I’épiderme,
endoderme et dans la moelle. Les méthodes utilisées pour leur extraction et leur purification
varient d'aprés la structure du genin. Les glucosides sont caractérisés par les méthodes physiques
tels que Ultra violet, Infrarouge‘-,'et la spectroscopie RMN.

La majorité des glucosjsdes complexes sont des O-glucosides. lls sont issus de la
condensation du groupe hydroxyle de I'hémi acétal du carbohydrate et celui de l'alcool ou du
phénol. Les thioglucosides sont produits & partir d’une condensation d'un thiol avec un sucre.
Quelques glucosides naturels sont C- glucosides dont le C-1 d’hydrate de carbone est attaché

directement & un atome du carbone de l'aglycone [9].
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II- 2- Définition des glucosides

Les glucosides, composés de la famille des glucides dont I’hydrolyse avec un acide
inorganique [10] libérent des oses (ou des dérivés d’oses) et une fraction non glucidique appelée
aglycone [11, 12].

Selon que I'aglycone est liée a Iose par un atome d’oxygéne ou un atome d’azote, on
distingue le O- hétéroside et le N- hétéroside [13, 14].

Les aglycones sont de nature trés diverses. lls peuvent étre aldéhydes, cétones,alcools.

esters ... etc. [15].

I1- 3- les glucosides naturels

Parmi les sucres obtenus par hydrolyse compléte des glucosides sont les monosaccharides.
Le D-fructose a été décrit seulement dans le pajaneeline comme glucoside de I'écorce de rheedii .
pajanelia, et dans quelques saponines. D-galactose et D- mannose sont aussi rencontrés rarement
dans les glucosides naturels dont le D-glucose est trouvé dans quelques saponines et les
glucosides qui contiennent le D-mannose existe dans les algues seulement.

Cependant, le 6- désoxy- L- mannosides (L- rhamnosides) et le 6- désoxy- D- (ou L-)
galactosides (fucosides) sont les plus fréquemment synthétisés. Parmi les pentoses, le L-
arabinose est plus commun que le D-xylose. La mention qui devrait étre faite est que les
groupements de la structure des sucres du désoxy, qui constituent les glucosides cardiaque. II
sont tous des dérivés de 6~ désoxy- hexoses ; le groupe hydroxyle en C-2 peut €tre remplacer par
un atome d’hydrogéne (2,6- didésoxyhexoses), et le groupement hydroxyle en C-3, peut étre
methyler . LeD-apiose (1), trouvé dans les glucosides de apiin des feuilles de persil, est un

sucre rencontré dans les antibiotique.
®

iCHO

H-IC-OH -
HOH,C-C-CH,OH
I

OH

Apiose (1)
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Dans quelques glucosides, la partie du carbohydrate est un sucre unique, habituellement le
D-glucose; dans les autres exemples, deux molécules de sucre sont attachées aux groupes

différents de I'hydroxyle de I'aglycone, comme dans les glucosides du flavone.

Plus souvent les composés glucosidiques sont des oligosaccharides, quelquefois le reste de
I'hydrate de carbone est un disaccharide; un glucosylglucose (par exemple: gentiobiose
d'amygdaline, sophorose de sophoraflavonoside), un arabinosyle glucose(vicianose dans
vicinine), un rhamnosylglucose (rutinose dans rutine) ou xylosylglucose (primeverose dans
primeveroside). Parmi I'oligosaccharides les plus complexes sont les lycotetranoses (dans

tomatine) et les hétérosides cardiaque. Ces oligosaccharides ont été examinés par Stanek.

Dans les plantes, les glucosides sont souvent accompagnés par des enzymes capables
d’hydrolyse. Avant Pextraction, il est, par conséquent, nécessaire de stabiliser la matiére
mouillée, comme le chauffage rapide en utilisant I’éthanol en présence de carbonate du calcium
comme un agent neutralisant. Ce traitement désactive les enzymes. Les oligosaccharides libres
peuvent étre isolés par hydrolyse douce (avec I'anhydride acétique - chlorure de zinc ) et on peut

utiliser les dérivés O- acétyle pour les céder.

Dans la nature se produise les glucosides p- D- enchainés, qui sont généralement
levorotatory, et aussi les - D- glucosides hydrolysables par la préparation enzymatique

d'emulsin de I'amande. Cependant, quelques hétérosides possédent la configuration a- D[9].

11-4- Propriétés générales des glicosides
§

Les glucosides peuvent étrg critallins ou non cristallins, ils sont hydrosolubles et solubles
dans les alcools dilués [16], sauf quand la portion hydrocarbonée de laglycone devient
suffisamment large pour dominer le comportement physique des composés. Dans la série de N-
alkyle B- D glucoside, le D- glucoside devient plutdt difficilement soluble dans I’eau quand
I"aglycone prend plus de neuf atomes de carbone |9]. i

Plusieurs produits pharmaceutiques que comprennent des glucosides, existent sous forme

d’extraits liquides ou d’oxires. Les solutions aqueuses des glucosides ont souvent un golit amer,

et aussi ils sont levorotatory [16].
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L’hydrolyse enzymaltique, s’opere généralement en présence des enzymes spéeifiques de
Phydrolyse des holosides, ce qui veut dire qu’elle est généralement indépendante de la nature de
I"aglycone. les a- glucosidases hydrolysent les a- hétérosides. Il en résulte qu’un hétéroside
dérivant d’un diholoside peut étre transformé par un enzyme spécifique en un hétéroside plus

simple, avec élimination d’un ose|14].

I1- 5- Classification des glucosides

Les glucosides sont classés selon la nature de sucre dans le glucoside, ou selon la structure
chimique de la partie aglyconique, qui a un iniérét médical [17]et ce dernier est le plus utilisé
dans la classification des glucosides [14]. selon cette classification on peut systématiser les

glucosides comme suit:

Glucosides

Groupe Thio glucoside
Alcool Amino

Groupe glucoside
Phénol

Flavone Glucoside
cyanogénélique

v glucoside
de Coumarin

I1- 5 -1- Glucoside d'alcool aliphatique et d'alditols

Le plus simple de ces glucosides est le méthyl - D- glucopyranoside, isolé & partir des
feuilles de succisa scabiosa. 1l peut exister seulement dans dipsacaseae et rhamnaceae, L'éthyl

a- D-glucopyranoside a é1é obtenu du phosphatide de tupin.
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Plusieurs glucosides d'alditols se produisent aussi dans la nature: le floridoside (2- O- a- D-
galactopyranosylglycérol) dans les algues rouges, O- a- D-mannopyranosyl- (1-93)- O-g- D-
galactopyranosyl- (1—p 2)- glycérol de Jurcellaria, O- a- D- galactopyranosyl- (I —p 6)- O- f3-
D-galactopyranosyl-(1— 1)-glycérol de polysiphoniae, et les glycolipides de la farine du blé.
L'umbilicin, de I'umbilicaria, est O- p- D-galactoluranosyl- (1 3)- D- arabinitol, le /ichen
peltigera contient un galactoside de D- mannitol.

Un a- D- mannoside d'un acide glycérique a été extrait a partir de l'algue du genre
polysiphonia.  Plusieurs glucosides de myo- inositol sont connus: le galactinol (O- a- D-
galactopyranosyl (1_y. 1)- myo- inositol) de la betterave 3 sucre, et di-, tri- et penta-mannosides

de myo- inositol du phosphatides de mycobacterium tuberculosis 91

I1- 5- 2- Les glucosides phénoliques

De nombreux produits naturels renferment des monosaccharides liés & d’autres types de
composés, ainsi Iarbutine ( I’hydroquinone B- O- glucoside ) 118] qui existe dans de
nombreuses plantes ( rosacewe, uva, ursi ). Le salicine (2-hydroxy méthyle)-phényle R-D-
glucopyranoside) existe dans les fevilles de la plante salix, dont I’hydrolyse donne un dérivé

phénolique (2-hydroxy méthyl phénol)[19].

I1- 5- 3- Les glucosides cyanogénétique

Plusieurs plantes contienent des glucosides dont I’hydrolyse donne hydrocyanide ou leur
dérivé, o le groupement nitrile est lié a ’aglycone [20]. Son hydrolyse peut étre schématisée
§

comme suit:

% 0- glucosyl R, oll
\ / 1,0 /11 \ /
> C

-+ mono ou olygosaccharide

Rz/c\ CN RZ/ \ CN
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On peut distinguer les hétérosides dont Ihydrolyse donne les aldéhydes aromatiques, comme
I"amygdaline, et les hétérosides qui donnent par hydrolyse les cétones aliphatiques tels que

linamarine, lotaustraline, acaciptaline]9] .

[1- 5- 4-Les glucosides d' anthocyanidines

Ces pigments localisés dans la séve des cellules, sont responsables des couleurs rouge,
violet, et bleu de beaucoup de fleurs, fruits, et feuilles. Ils changent leur couleur d'aprés le pH de
la solution.

WILLSTATTER qui a isolé le cyanine du bluet en 1913, a introduit le terme de
l'anthocyanine pour désigner le glucoside, et le terme l'anthocyanidine pour l'aglycone
correspondant.

Les anthocyanidines sont des dérivés de I'hydroxy des sels du flavylium
(2- phénylbenzopyrylium) (2). Soumis & une fusion alcaline, ils cédent le phloroglucinol et les ‘

dérivés hydroxy de l'acide benzoique ou chlorures du delphénidine.

X

s Flavylium chloride (2)

Ces trois types possédent les systémes 3, 5, 7- trihydroxyflavylium (3) et ils sont différent par le
nombre des groupes hydroxy et méthoxy présents. Ces structures peuvent étre résumées comme

suit ;
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R1

HO 0.

\ /
\ 7/
/N

OH

3, 5, 7- trihydroxyflavylium (3)

| Rj R, R;
Pelargonedin chloride H OH H
Cyanidin chloride OH OH H
Delphenidin chloride OH OH OH
Peonidin chloride OMe OH H
Malvidin chloride OMe OH OMe

£

Dans chaque groupe, les anthocyanidines se différent aussi par le nombre et par
Pemplacement de I'hydrate d€ carbone et les groupes méthoxy. Les glucosides les plus
importants et les plus connus sont les dérivés du 3,5- di- D- glucosyl ( pelargonine, cyanine,
delphenine, peonine, malvine ). La procédure classique de la synthése d'anthocyanines est celle
esquissée par ROBINSON pour peonine, partant de phloroglycinaldehyde et 3- méthoxy- 4-
acétoxyacétophénone. Avant la présentation des teintures synthétiques, quelques-uns de ces
glucosides ont éte largement utilisés comme colorants.

Beaucoup de tissus de la plante contiennent des matiéres incolores, par traitement avec
des acides minéraux, ils sont convertis en composés rouge qui ont un rapport avec

I'anthocyanines. Bien qu’ils sont peu comparables aux dérivés du leuco des teintures. les noms
10
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de ces substances incolores ont été donnés par ROSENHEIM. Quelques- un paraissent étre 3,4~
dihydroxyflavans que la relation confirme le rassemblement de I'anthocyanines au glucosides du

flavone [21,22].

II- 5- 5- Les glucosides de I'hydroxylflavone

Ces glucosides largement distribués, sont responsables de Ja couleur jaune ou brune de
beaucoup des fleurs et fruits. Leurs aglycones sont dérivés de Thydroxy de 2-
phénylbenzopyrone (flavone) ou, plus rarement, de 3- phénylbenzopyrone (isoflavone).
lls peuvent étre classés selon Ia position du groupe hydroxyle et I'état de saturation de
I'hétérocycle oxygéné. les aglycones du glucoside flavone vrais ont le groupe hydroxyl 4 C-5,
C-7, C-3' ou C-4', mais pas a C-3, par exemple, apiine et glucoluteolin.

Les glucosides du flavonol ont un aglycone qui posséde un groupe d'hydroxyl a C-3, et
un ou plusieurs hydroxyls a C-5, C-7, C-3' ou C-4' Les aglycones les plus importants de ce
groupe sont les kaempferole (3,5,7,4'- tétrahydroxyflavone) qui se produisent dans tincioria
quercus. Quelques glucosides de quercetines ayant un composant l'hydrate de carbone repreésenté
par un reste du monosaccharide - 3-0-8-L- rhamnopyranosyl (quercetrine), 3-0-D- galactosyl
(hypenine) ou par un reste du disaccharide : 3-O-rutinosyl (rutine) de ruta graveolens, et 3-0O-
sophorosyl d'alnus pollen. De plus, des dérivés O- méthyles de quercetine et leur glucosides sont
aussi trouvés la nature, par exemple, la xanthorhamnine qui, par hydrolyse, céde deux molécules
de L-rhamnose, une molécule de D-galactose, et de rhamnetine (le 7-méthyl éther de quercetine),
Dans quelques exemples les restes du glucosyl sont estérifiés par les acides organiques. Le
tiliroside est le 3-0-D-glucosylkaempferol estérifiés dans la partie de D- glucose par l'acide du
p- coumarique.

L'aglycone (hydroxyflavone) du glucosides de type flavanone saturé en positions 2 et 3,
et un centre asymétrique (C-2) irftroduit dans la molécule de cette fagon. L'hesperidine (4) est un
glucoside de 5,7,3'- trihydroxyflavanone. 1l est trouvé dans les pelures des agrumes dans !a forme
de 7- rutinoside. L'eriodictyol L- rhamnoside a le groupe méthoxy remplacé par le groupe de
hydroxy. Quand elles sont traité avec un acide concentré ou alcalin, les flavanones sont

transformée en chalcones (5).

11
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Oll

s OMe

rutinosyl- O 0]
X
=
OH 0o

Hespéridine (4)

Les chalcones sont localisés dans un nombre limité des familles botaniques, y compris le

guminoses et compositae.

oIl
OMe
rutinosyl O Ol
\
/
OH o
§
2 Chalcone (5)

Plusieurs glucosides du {lavone ont été décrits comme des facteurs du vitamine p. Cetle
activité est représentée par le rutine, et @ un moindre degré par I'eriodictyolglucoside et
hesperidine. Ces glucosides, et quelques-uns de leurs dérivés hydrosolubles, sont utilisés comme

agents thérapeutiques, habituellement en combinaison avec l'acide ascorbique [23,24].
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[1- 5- 6- Les glucosides de saponines

Les glucosides de saponines sont divisés en deux lypes, en se basant sur la structure
chimique de I’aglycone (sapogénine ). Les saponines neutres sont des dérivés des siéroides avec

un « speroketal » a coté de la chaine. Les acides saponines possédent les triterpénoides.

A- Steroides saponines

Les glucosides connus sont principalement distribués dans les familles, scrophulariaceae,
liliacée, dioscoréacée, et amaryllidacées. Ils possédent quelques caractéristiques, tels que la forte
mousse dans la solution. lls sont toxiques pour les animaux a sang froid, surlout les poissons. La
majorité de ces glucosides saponines forment des complexes insolubles avec 3-B
hydroxystéroide.

Le premier de ces glucosides a été découvert dans la dégitonine isolée par
SCHMIEDEBERG en 1875 & partir de degelalis purpureae, gitonine et tigonine.

L’hydrolyse acidique ou enzymatique donne un sucre consommé avec un aglycone (Cz7)
nommeé Sapogénine, d’une structure « spirostanes ». [l posséde un groupe hydroxyle de
configuration [} en C-3, et deux hétérocycles oxygénés E et T,

Dans le sarsasaponine(6) le groupe OH en C-3 de l'aglycone, combiné a la chaine

glucosydique contient deux molécules de D- glucose et une molécule de I.- rhamnose |25,26].

(f I
f)—gl ucosyl
O-D-glucosy!

O-L-rhamnosyl

Sarsasaponine (6)
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B- Triterpenoides glucosides

Les glucosides de triterpéne appartiennent principalement aux triterpénes penta cycliques.
La majorité de ces glucosides contient une partie aglyconique possédant un acide sucre comme
I"acide glycyrhéténique(7) ]27]. Le glucoside glycyrhizia est le sel de K', Cu'? de Pacide
glycyrrhizinique |28].

COOH

(0005
0 O
OH
OH
O
(00,0
O
OH
Acile

plycyrhizime OH

L’acide glycyrrhetinique (7)

L acide glycyrrhetinique est un trilerpéne penta cyclique dérivé de - amgrin, d’une propriété

antitussif |29].

%

I1- 5- 7- Glucosides cardiaques

Elles provoquent chez I’étre humain soit par une accélération soit par un ralentissement des
battements du cceur [30]. Ils se trouvent dans les feuilles de scrophulariaceae, apocynacée et

liliacée, parmi ces glucosides, on trouve le digitoxine qui existe dans la plante digitalis

14




Chapitre | | Rappel Botanique et généralité sur les glucosides

purpnreqe comme purpureae glucoside A, et dans digitalis lanatas, comme acétyle purpureae

glucoside A ou lanatoside A (8) (17,31]. Digitoxine contient 3 chaines de molécules de

digitoxose.

OH
OAc

D-digitoxose-D-digitoxose-D-digi li\:jse-ﬁ—Dglucose

(.
u Acetyl digitoxing )
\,ﬁ

lanatoside

lanatoside A (8)

11- 5- 8- glucosides steroidique

Le phytostérol est un dérivé de dérgostrane (Cse) et de stigmastane (Ca), ils possedent un
groupe B- hydroxyl en Cz et une double liaison dans une ou toutes les postions Cs, C7 et Caz.
Ce groupe inclut le daucosterine, glucoside de P- sitostérol, qui peut étre identique 4

I’ipuranol et le glucoside Spinasteral qui isolés de la spinacia oleracea.

11- 5- 9- Thioglucosides
Plusieurs plantes de cruciféracée contiennent les thioglucosides, ils sont facilement
hydrolysés par un mélange d’enzymes appelé myrosinase présent dans les tissus de ces plantes,

les thioglucosides généralement possédent la structure suivante 28] -

15
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l{‘C'S‘C() ['I | lOf

N-0-S0;”

Le glucoside de cresson (nasturtium ) donne le 2- phényl isothiocyanate (R= ph Cll;- CH,-). Les

feuilles de la plante capparis linaris jacq comprennent un glucoside dont la structure est : 3- méthyl,

3- butenylglucosinolate(9).

HO o //

HO S—CH>
HO

Me

3 — méthylg, 3- butenylglucosinolate (9)

®

[1- 5- 10- Glucoside du coumarine

Aucuns glucosides de coumarine n’est connus, comme ce lactone n'a aucun groupe .
d'hydroxyl libre. 1l est cru que le coumarine est présent dans les plantes comme le glucoside d'O-
acide coumarique (trans) et O- acide coumarique (cis). Par traitement aux acides, les glucosides
sont hydrolysés avec isomérisation de l'acide du trans au cis suivi par lactonisation, Uhydrolyse

. - . . . . ! 7.0t
avec Pemulsion de l'amande maintient la forme initiale intacte. Ces rearrangements ont €le
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montrés spécialement pour les dérivés de firocoumarine (hydroxy et methoxy). Ceux- ci incluent
laesculine (10) de daphné hippocostanum, qui est le dérivé 6- B~ D- glucosyl de 7,8- dihydroxy
coumarine. Le fraxin (11), du cendre de I'écorce arbre (fraxinus excelsior), est le 8- - D-

glucosylfraxetin, un dérivé hydroxy et méthoxy de coumarine [32].

D-glucosyl- O

\

1O TNy 0

Aeculine (10)

etk r/\’/\
/ \O

D-glucosyl- O

Fraxin (11)

- §- 11- Composés C- glucosyl

Le nombre de C- glu‘cosides connus a augmenté pendant ces années récentes, parce
qu'autrefois plusieurs composés ont inserits comme O- glucosides alors dans la réalité sont C-
glucosides. Dax}s Quelques exemples, existence de la liaison C-C a été confirmée par synthése
des composés identiques aux produits naturels.

La liaison entre les genines et C-1 de I'hydrate de carbone est tres résistante a I'attaque
des acides dilués. Les acides concentrés peuvent, cependant, rompre la liaison entre C-1 et C-2
du sucre; le C- glucoside d'aloe, par exemple, cédez I'arabinose. Pour un long temps, cette

observation a mené i la croyance que ces glucosides sont parmi le peu des substances naturelles
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qui contiennent un reste du arabinosyl. L'isolement des composés du C- glucosyl est simplifie
par leur résistance aux acides dilués et a la majorité de glucosidases. Ils restent intacts dans
l'extrait de I'hydrolyse dont les liaisons glucosidiques normales ont été fondues. Cependant, les
oxydants doux tel que I’ozone et le chlorure ferrique interrompent facilement la liaison C-C et
dissocient l'aglycon des sucres. L’oxydation des carbohydrates par l'acide périodique est une
méthode utile pour les études structurelles quand le genine est inactif ou peut étre protégé par

méthylation douce.

La spectroscopie infrarouge , ultraviolet, et la spectroscopie de résonance magnétique
nucléaire (RMN), sont des méthodes pour identification des structures de ces glucosides.
Dans tous les composés connus, le D-glucose est un carbohydrate enchainé au genin.
Quelquefois, la partie du sucre est un disaccharide, un O-L-rhamnosyl- ou groupe O-L-
rhamnosyl-D-glucosyl. La seule exception connue est la pseudouridine  (5-B-D-
ribofuranosyluracil), décrit par W. E. COHN. 1 se produit dans quelques acides ribonucléiques

ct existe dans la forme libre dans I’urine des mammiferes,

Les génines des composés C- glucosyl sont en rapport avec ceux de I'0- glucosides et
pour un long temps ont été classés ensemble. Paradoxalement, ces genins sont des dérives du
holyhydroxy, et la formation de la liaison carbone- carbone n'est pas di & l'absence des
groupements capables de réagir avec le groupe hydroxyle de I’hémiacétal de carbohydrate. Les
classes principales des composés C- glucosyl sont les dérivés de l'anthraquinone et le C-

glucosylflavones [9,33].
A- Les dérivés C- glucosylflavenes
Ce groupe inclut un drand nombre de composés qui ont le méme génines comme le

glucoside du flavonol. Le vitexine(12) (8-C-D- glucopéranosyl apigennine ) est un dérivé de

trihydroxyflavone.
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HO

H

HO
HO

Vitexine (12)

L’orientin et I’isoorientin, isolés de plusieurs feuilles, sont les dérivés 8- et 6- C- B- D-
glucopéranosyl, respectivement, de luteoline. Le scoparin, de sarothamnus scoparia est le 3-
méthyl.- éther d'orientine.

Quelques composés ont été isolés dont deux molécules différentes de D-glucose est attachée au
deux atomes de carbone du flavone, comme, le lucenine est le dérivé 6,8- di- C- glucosyl de
luteoline, et violanthine (6,8- di- C- glucosylapigenine) [33].

B- Les dérivés de I'anthraquinone

%

Plusieurs composes de ’anthraquinone ont é1é extraits des feuilles de differntes espéee
d’aloés, par exemple, barbaloin(13) et homonotalon, l'aloinoside B sont des composés de
C- glucosyl et un O- glucoside. Les cascarosides de rhamnus purshiana sont les composé

O- glucosyl d’anthraquinone.
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OH OH

X AN

]
7/\ Z CH, OH
H

D-ghicosyl-O
CH, OH

noL
<

OH
H OH

Barbaloin (13)

Les composés C- glucosides d'aloés ont les méme propriétés purgatives comme
I'anthraquinone D- glucosides de rheum et cassia.
Le mangiferin de la substance buffle- coloré a rencontré dans I’arbre de mangue et dans les
fleurs de liris, est un compose du c- glucosyl qui a le sucre enchainé & C-2 d'un

1,3,6,7- tetrahydroxy anthraquinone [17,34].

HI- Propriétés Physico- Chimique, Extraction

%

iI1- 1- Solubilité et Extraction

Si, en régle générale, les hétérosides sont hydrosoluble et soluble dans les alcools, certain
nombre d'entre eux ont une hydrosolubilité plutét faible (rutoside, hesperidoside... ) Les génines
sont pour la plupart, soluble dans les solvants organique apolaires lorsqu'elles ont au moins un

groupe phénolique libre, elles se dissolvent dans les solutions d'hydroxydes alcalins.




Chapitre 1/ Rappel Botanique et généralité sur les glucosldes

Les hétérosides peuvent étre extraits, le plus souvent a chaud, par l'acétone ou par des alcools
(éthanol, méthanol) additionnés d'eau (20 a 50%). 1l est possible de procéder ensuite a une
évaporation sous vide et lorsque le milieu ne contient plus que de l'eau, de mettre en ceuvre une
série d'extraction liquide- liquide par des solvants non miscibles 4 l'eau: par I'éther de pétrole qui
élimine le chlorophylle et les lipides: par I’étherdiéthylique qui extrait les genines libres: par

I'acétate d'éthyle qui entraine la majorité des hétérosides les plus polaires.

La séparation et la purification des différents hétérosides sont fondées sur les techniques
chromatographiques habituelles (sur polyamide, sur cellulose, sur gel de sephadex....). Comme
pour la plupart des autres métabolites secondaires des végétaux, la CLHP aprés, occupe ces
derniéres années, une place de choix dans l'arsenal des techniques d'isolement des hétérosides
flavonoidiques (phase inverses Cg ou C)g avec des solvants du Lype eau (ou acélonitrile, ou THI)

+ méthanol + acide acétique)[9].
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[. Généralités

I-1- Produits utilisés
-1- Solvants|35]

- Acétone : trés inflammable, irritant.

Ether diéthylique : extrémement inflammable, facile 4 éliminer, explosil’
- [Ether de pétrole : trés inflammable, facile A éliminer.

- Méthanol : trés inflammable, toxique par inhalation et ingestin

- Ethanol : trés inflammable.

I.2. Méthodes d’analyses

I-2-1- Spectroscopie infrarouge

La spectroscopie LR est utilisée en général pour identifier les groupements fonctionnels
dune molécule, cette méthode est trés employée dans les laboratoires de chimie, de maniére plus
simple el routiniére, sachant que le domaine de fréquence le plus couramment utilisé s’étend de
4000 cim @ 600 e [36].

L.es spectres LR ont été enregistrés sur un spectrométre SHIMADZ, [TYPLER , FT-IR-

8201 PG-

SN
I-2-2. Spect roscopie de résonance magnétique nucléaire
%
La Spcctroscopie de résonance magnétique nucléaire est contribuée aux progressions rapides
de g synthése organique. C’est un moyen d’identification siir et rapide de la structure d’une

molécule beaucoup moins fastidieux que les appareils d’analyses chimiques indispensables
C ?

auparavant 1371
Leg spECtres de résonance magnétique nucléaire( RMN ) du proton on é1¢ enregisirés dans
s

CDCY, sur Y appareil BRUKER AM 200 (200 MHz). Les déplacements chimiques (8) sont
> J e

exprimés €7 PP par rapport a un solvant de référence interne : le tétramé hylsilane (TMS). Les

e couplage sont exprimées en Hertz.
costantes d plag P
!
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Le spectrometre de masse est un appareil qui sert a établir les masses moléculaires et la
structure des substances. L’identification du composé se fait en analysant les conformation &

partir de la substance [38,39].
1-2-4- Spectroscopie UV- visible

Les spectres en lumiére ultra- violette (UV) ont été enregistrés sur un apparetl GAMA-
REPROSTAR.

I-3- Méthodes générales
1-3-1- Extraction

L opération d’extraction consiste a transférer de fagon aussi sélective que possible, une
espece chimique d’une phase a une autre. La phase terminale est généralement un liquide, dans
lequel le composé recherché est soluble.

La phase de départ peut étre soit un mélange solide (on réalise alors une extraction solide -

liquide) ou une solution (il s’agit alors d’une extraction liquide — liquide) [40].
1-3-2- La chromatographie sur couche mince (CCM)

C’est une méthode d’analyse extrémement utilisée. On I’utilise en générale pour suivre
I’avancement de réaction, connaitre la composition des fractions séparées, sur colonne ou

visualiser la pureté des produits [36,37].

1-3-3- La chrematographie sur colonne

Est une méthode de séparagjon des constituants d’un mélange par migration différentielle

dans un dispositif séparateur [37,35].
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I-2-3- Spectroscopie de masse

Le spectrométre de masse est un appareil qui sert & établir les masses moléculaires et la

structure des substances. L’identification du composé se fait en analysant les conformés a partir
dec 1a substance |38,39].

1-2-4- Spectrométrie UV- visible

Les spectres en lumiére ultra- violette (UV) ont été enregistrés sur un appareil GAMA-
REPROSTAR,

1-3- Méthodes générales

1-3-1- Extraction

L’opération d’extraction consiste 4 transférer de fagon aussi sélective que possible, une
espece chimique d’une phase a une autre. La phase terminale est généralement un liquide, dans

lequel le composé recherché est soluble.
La phase de départ peut étre soit un mélange solide (on réalise alors une extraclion solide —

liquide) ou une solution (il s’agit alors d’une extraction liquide - liquide) |40].
|-3-2- La chromatographie sur couche mince (CCM)

C’est une méthode d’analyse extrémement utilisée. On Iutilise en générale pour suivre
[Pavancement de réaction, conngaitre la composition des [ractions séparées, sur colonne ou

visualiser 1a pureté des produits [36,37].

[-3-3- La chromatographie sur colonne

Est une méthode de séparation des constituants d’un melange par migration différentielle

dans un dispositif séparateur [37,35].

23

-



Chapitre Il / Méthode de séparation, purification et didentification

1-3-4- La recristallisation

Est une technique de purification des solides, qui se repose sur la dilTérence de solubilité
entre le compose a purifier et les impuretés présentent dans le solvant de recristallisation.

La solubilisation est réalisée a chaud dans le minimum de solvant nécessaire afin d’obtenir
aprés refroidissement une solution saturée en composé a purifier. La recristallisation intervient

donc pendant le refroidissement |40].
I-3-5- Point de fusion

La mesure du point de fusion est effectuée a I’aide d’un appareil type Buchi 510, T
(0-300°).

11- Les tests chimiques

Les tests chimiques sont effectués sur la poudre séche de la plante (tiges, leuilles et fleurs).

Ils sont fait de la maniére suivante

 Iluiles essentielles : on met environ 10 g de poudre séche dans un appareil d'entrainement a
la vapeur, et on chaufle doucement pendant 4 & 5 heures, I’apparition d’une couche huileuse

sur le distillat indique la présence des huiles essentielles [41].

% Tanins : on prend 10 g du produit sec, on fait I"exiraction avec I’alcool éthylique, on filtre,
puis on teste le filtrat avec quelques gouttes de FeCly. L apparition d’une couleur verte

indique la présence des tanins [42].

% Cardénolides : prendre | g du produit sec, macérer dans 20 mi d cau distillée puis liltrer,
prélever 10 ml du filtrat. Ce lui-ci est ensuite extraite avec un mélange de 10 ml

CHCl; : C; HsOH (1 : 1), évaporer la phase organique, dissoudre le résidu dans 3ml d’acide
acétique glacial, ajouter quelques gouttes de FeCly suivi de T ml d’H,SO,. La présence de la

couleur verte bleue dans la phase acide indique la présence des cardinolides [43].
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»
0.0

Saponosides : prendre 2 g de produit sec, le chauffer dans 80 ml d’eau distillée, filtrer et
refroidir la solution. Agiter le filtrat, ’apparition d’une mousse indique la présence des

saponosides [44].

Stérols salurés et terpénes : prendre environ 5 g de produit, le dissoudre dans 20 ml de
CIIC); et filtrer, ajouter au filtrat 1| ml du H,SO4 avec précaution sur les parois du tube. Le
point de rencontre entre les deux phases donne une couleur verte qui indique la présence de

stérols insaturés et des triterpenes [45].

Flavonoides : macérer 10 g du produit dans 150 ml d’HCl & 1% pendant une nuit, fliltrer et
procéder aux testes, Prendre 10 ml du filtrat, le rendre basique par NH,OH. L’apparition de
la couleur jaune claire indique la présence des flavonoides.

- Ajouter 5 ml de filtrat, 2.5 ml d’alcool amylique, la phase alcoolique colorée en jaune
indique la présence flavonoides libres.

- Evaporer la phase aqueuse, dissoudre le précipité dans 3 ml d’1Cl on chaufle
Iégérement, puis refroidir et ajouter 2.5 ml d’alcool amylique. L apparilion de la couleur

jaune indique I"existence de glucosides de flavones [42].

Alcaloides : prendre 10 g du produit sec, el I’extraire avec 50 ml d’HCl dilué, prendre
I"extrait basique avec NHj puis extraire le mélange trois fois avec Cl1 Cly , chaque fois 20
ml. Evaporer la phase organique, puis dissoudre le précipité dans 20 ml d’1HCl dilué.
Ajouter a la solution acide trois gouttes de réactif de mayer Papparition d’un précité blanc

indique la présence des alcaloides [46].

S

% Glucosides : prendre 10 g du poudre, ajouter 5 mi d’acide tartrique 2% dans I’éthanol.

Chaufter le mélange dan# un bain-marie sou condenseur a reflux pendent 2 heures. Filtrer
puis laver le précipité avec I’éthanol. Poser le précipité avec I’eau distillée chaude, dans un
tube a essai.

- Prendre 2 ml de la solution et ajouter 2 & 3 gouttes d’une solution de Fehling. Le
chauffer dans un bain-marie. La réduction de la solution de Fehling indique la présence des

glucosides|[46].
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Résultats des tests chimiques

Feuilles Tiges

Huiles essentielles + +
Sappuosides + +
Cardénolides + +
Tanins + +
Alcaloides _ -
Stérol non satures et triterpenes + +

Flavonoides + +
Glucosides + +

IIT - Récolte de la Plante et Extraction

La plante a été récoltée au mois de juin 2000 dans la wilaya de Biskra (Algérie). La partie
récoltée de la plante est constituée uniquement de feuilles, tiges et fleurs, la plante est séchée 3
I"air et 'ombre pendant 3 mois puis réduite en poudre el conservée dans un flacon en verre bien
fermé. Cette poudre a servi principalement pour ’extraction des principes actifs (glucosides ).

L’extraction des glucosides a était effectuée par deux méthodes.
HI-1- 1% Méthode d’extraction (macération)

100 g de poudre est macérés trois lois 24 heurs sous agitation dans I"cau distillée (11). Le
filtrat extrait trois fois avec 100 cm’ de chloroforme. La phase aqueuse est extraite (rois fois avec
150 ¢cm® de n- butanol. La phase ?)rganique est lavée a I’eau puis par NaCl demi- saturée, séchée
par Na; SOy et évaporée a sec( schéma 1 )[47]. Cette méthode d’extraction est utilisée pour

I’étude de I’activité biologique de la plante.

111-2- 2°™ Méthode d’extraction

On dépose 250 g de produit sec dans un réservoir & siphon d’un appareil de soxhlet et 1.5 litre

de I"éthanol (98 %) dans le ballon, on chauffe le systéme pendant 20 heure. L extrait est
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concentré puis extrait au chloroforme et a I"acétone successivement et on le dilue avee le
méthanol puis on ajoute I’éther diethylique afin d’obtenir un précipitée de couleur jaune pale
» . 5 . " s e w b x c
(composé 1)[48]. Aprés un mois on observe la formation d’un autre precipite cristallin blanc
(pF=180°C) (composé 2), autre composé cristallin de couleur jaune pale se précipite aprés 2

mots (pF=120°c) (composé 3).
Feuilles séchés
Macération 3*24h dans ’eau

Extrait brut

¢

Insoluble liltrat
l Extraction par CHCl,
Phase aqueuse Phase organique
‘ Extraction par ButOl11 (terpénes)
Phase organique phase aqueuse
(Glucosides)

Schéma 1 : extraction des glucosides ( macération )

V- Purification du composé 1
Dans un bécher de 200 ml contenant 5g de ccllulose, on ajoute un volume de I'éther de

pétrole el méthanol(1:1) sous agitation jusqu'a 'obtention d'un bouillaat: Ce dernier est versé
A ~

dans la colonne de fagon qu'on obtienne une phase homogéne sans bulle d'air. Puis on ajoute une
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couche de sable afin de niveler la surface. On introduit le produit a purifier dans la colonne a
I'aide d'une pipette pasteur de fagon a former une couche uniforme. On ouvre doucement le
robinet de la colonne et on laisse le produit descendre jusqu'a la surface du sable. Puis on ajoute

I'éluant (méthancl ) et on recueille la phase dans un ballon de 250ml puis évaporer.
V- Identification du composél

1l est sous forme d’une poudre de couleur beige, sont point de décomposition égale &
165°%.

(IR) Vimas (con™): 34138, 3236.3, 2931.6, 1743.5, 1616.2, 1049.2, 894.9, 825.5.

On effectue quelques tests pour identifier ce composé.

V- 1- Test de sucre

On prend 1,25ml de Fehling(a) et 1,25ml de Fehling(b),puis on met le mélange dans un bassin en
porcelaine, puis on le dilue avec le méme volume d'eau distillée(2,5ml). En méme temps on
dissoudre 0,1g de sucre dans 25ml d'eau puis on le dépose dans une burette, puis on le passe dans
la solution de Fehling qui est chauffer avec le bec benzéne jusqu'a ce que la couleur disparaisse

complétement, on laisse la solution refroidir pour permettre & l'oxyde de cuivre de se précipiter.

V- 2- Test de fonction carbonyle

O2N

i eOe

\n
)
N\
II
@%

Dissoudre 0.1g de 2,4 - dinitrophénylhydrazine dans I'éthanol(2.5ml), puis ajouter 0.25ml d'acide

sulfurique(98%) avec précaution lors de l'agitation.

[V
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Dissoudre 0.1g de sucre dans un petit volume d'éthanol, puis ajouter la solution de 2.4~
dinitrophénylhydrazine avec le chauffage, laisser le refroidir pendant 10min, si le précipité
n'apparait pas ajouter I'eau jusqu'a l'apparition d'un précipité. Filtrer puis laver le solide avec un

mélange méthanol eau (1:1) recristalliser le solide avec I'éthanol.
VI- Réaction d'acétylation

Dissoudre 0.1g de glucoside dans Sml d'anhydride acétique et Sml de pyridine pendant
une nuit.
Le mélange réactionnel est dilue avec 40ml d'eau puis extraite avec l'acetate d'éthyle (EtOAc),
on lave la phase organique avec une solution saturée de NaHCO; et on séche avec Na;S04
anhydre, filtrer et évaporer.
Le résidu est purifier dans la colonne sur Si-Gel avec le méthanol et I'¢ther de pétrole(1:1). On
obtient un composé cristallin dont son spectre I-R montre la disparition d'une bande a 3400(-OH)

et l'augmentation de l'intensité de bande de la fonction carbonyle(C=0).

V11- Recristallisation de composés 3

On met le composés 3 dans un erlenmayr de 25ml et on ajoute le méthanol, puis on chauffe le
mélange prés du point d'ébullition avec I'agitation, on filtre et le laisse refroidir. On observe
I'apparition des traces des cristaux blanc dans le filtrat. Le résidu qui ne dissoudre pas (0.3g) en

une pF=120°¢c.

VIII- Résultats et discussion

%

- Composé |

Ce produit est une poudre hygroscopique dont le spectre IR montre une bande
d'absorption vers 3413.8, 3236.5cm™ correspondant au groupes hydroxyle et une bande a
1743.5cm’™! caractéristique de fonction carbonyle cyclique a,f insaturé, une bande & 1616.6cm”

du cycle aromatique et les deux bandes 4 894.9, 825.5 d'une cycle aromatique tri- substitue.
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Le spectre ultraviolet (UV) présente des maximums a 285, 330nm attribuable aux systéme

flavonoique et on peut résume la série spectrale UV- VISIBLE (Fig £ dans le tableau suivant :

Réactif Bande 11 Bande | Remarque Interprétation
MeOH 285 330 Flavone
Un elTet La présence de
NaOtl1 bathochrome de deux groupe
- 380 50nm sur la hydroxyle en 3,
NaOH + Smin bande 1 avec 4’ (3,4-0tl)
dimunision
d’intensité
Un eflet
AICk - 345.8 bathochrome de 5- OH
15.8nm
Uneffet |
AICL+ HCI/ - 329.1 bathochrome de 3’, 4’- di- OHl
AICly -16.7nm
AICK+TICL/ . = 3291 - -
MeOH
| Déplacement trés | _
NaOAc « 330 faible 7- OR
Un eflet
NaOAc + H;BO;, - 355 bathochrome de 3, 4°-di- OH

/ MeOll

25nm
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Fig 2 © Serie spectrale UV- visible d§ compose |
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Le spectre RMN 'H(fig. 3) montre les signaux correspondant au (lavone a 6.8 ppm, de
trois protons (d, J=2.1), une signe a 2.2ppm de 6 proton du groupe CHs en position 6 et 8 du
flavone (singlet). En ce qui concerne les sucres, on observe clairement les signaux de quatre
protons attribuables a des H anomérique, ceux de deux - glucose a 5.2 et 5.4ppm (2 d, 1=7 .4,
J'=97) et ceux de a- glucose a 5.3 et 4.6ppm (singlet), une signe a 3.2ppm de 3 proton
correspondant au groupe CH;-OR, les autre protons de sucre se trouvant dans la zone 3.5- dppm.
les groupes hydroxyles sont parait a 4. 9ppm.

3\ 3 / .
D'apres ces résultats on peut propose que la structure la plus probable est la suivante:

1O

[1O

OH
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IX- Conclusion

L’étude chimique de I’éxtrait ethanolique de la plante 7. polinm ssp cylindracenm
(labitae), a conduit a isolement et Iidentification de trois produits I’un de ces produits est un
glucoside flavonoide et I’autre est un oligosaccharide. Les produits obtenue sont caractérisés par
les méthodes spectrales IR, UV et RMN. .

Ces analyses spectrales permettent de propos’é Jﬁ’é structure f-ilglcomposé I el 2 mais ces
derniéres nécessitent plusieurs analyse spectrales comme RMN *C, COSY RMN ('H- "H et

3
"C- "H) et le spectre de masse pour les confirmer.
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I- Introduction

Les roles des glucosides sont nombreux et sont liés 4 la nature et 4 la fonction des
aglycones qu'elleslibéres.
En effet, certains aglycone devenus actifs aprés hydrolyse de leur glucosides conjugués
jouent un réle trés important. C'est pour cette raison nous nous somme intéressé 4 I’étude
de I’aclivité antimicrobienne.
Notre objectif est
- d'évaluer le pouvoir ou le potentiel inhibiteur du glucosides vis-a-vis de deux bactéries

une a un gram positif et une autre a un gram négatif et une levure candida albicans.
11- Propriétés Biologiques des Flavonoides

La principale activité attribuée aux flavonoides est une propriété « vitaminique
P »: potentiellement veino- actifs, ils diminuent la perméabilité des capillaires sanguins et
renforcent leur résistance. Outre le fait que I'on peut s'interroger sur la nature vitaminique
de ces composés qu'il est, en tout état de cause, préférable de désigner par le qualificatif
de « facteurs P» ou de « facteurs vitaminiques P », il faut noter que leur intérét est
contesté par certains: ainsi, I’administration de drogue, ne leur reconnait aucune activité:
qui plus est, la lecture des traités classiques de pharmacologie ne laisse guére de doutes
sur le peu dimportance qui est, en régle générale, accordée a leur valeur thérapeutique. 1l
n'en reste pas moins que flavonoides et préparations & base de flavonoides font I'objet
d'une prescription, d'un fréquent conseil pharmaceutique et d'une importante auto-
médication dans le domaine des pathologie circulaires mineures. De plus, quelques
molécules de ces séries ont pu, au moins pour des posologie élevées, faire la preuve de

leur efficacité clinique.

Autre propriétés: Souvent anti- inflammatoires- ce qui est compatible avec ce qui
est connu de leurs interactions (in vitro ) dans le métabolisme de l'acide arachidonique-
(apigénol, chrysine, taxifoline, 8- glucosyl- hypolactine, gossypine...), les flavonoides
peuvent  €tre  anti- allergiques, hépatoprotecteurs  (isobutrine, . hispiduline,

flavanoliganes...), antispasmodiques (flavonoides du thym et autre lamiaceae...),
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hypocholestérolémiants, diurétiques, antibacteriens, antiviraux et pour un petit nombre

d'entre eux, cytostatiques in vitro[9].
I1I- Utilisation en Thérapeutique

Par dela les résultats partiels fournis par des tests biochimiques ou des études de
pharmacologie animale, la réalité de l'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 assez souvent que des « observations», ne sont pas
toujours conduits en conformité avec les normes actuellemeni en“\/vigﬁc{{r pour ce type
d'évaluation. seul un petit nombre de molécules ou d'extraits standardisés a pu faire la

"“p'r'euve d'une supéﬁorité par rapport a un placebo, malgré la subjecti_yité des symptémes® -
et limportance de l'effet placebo dans le type de pathologie concernée : linsuffisance
veineuse. La majorité des médicaments & base de flavonoides naturellement disponibles
restent donc « proposés dans.. », ces remarques, comme d’ailleurs les emplois énumérés
ci- dessous, sont valables pour les anthocyanosides et les anthocyanidols.

C’est essentiellement dans le domaine capillaro- veineux que I'on utilise les
flavonoides seuls ou associés, ce sont les constituants habituels des vasculo- protecteurs et
veinotoniques, des toniques utilisés en phlébologie. D’une fagon générale les spécialités
actuellement disponibles sur le caché ont les indications ou propositions d’emploi
suivantes :

- Traitement des symptdmes en rapport avec Iinsuffisance veinolympatique :
s+ jambes lourdes, paresthésies, crampes, douleurs et autres signes fonctionnels,

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

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

- Traitement des signes fonctionnels liés & la crise hémorroidaire.

- Troubles liés & la circulation rétinienne et / ou choroidienne en association

éventuelle avec d’autres traitements{48].
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IV- Partiec Expérimentale
1V-1- Les Souches

Les souches testées proviennent du Laboratoire de Bactériologie du secteur
sanitaire de Biskra, elles sont toutes d'origines humaines- dans le tableau 1- nous donnons

un apergu sur la classification et les caractérisation des souches testées.
1V-2-Tdétermination de I'activité inhibitrice des glucosides flavonoides

L'activité inhibitrice du glucosides flavonoides envers les bactéries est déterminée
par la méthode des disques [49,52], de 1cm de diamétre, elle consiste & mesurer la zone
dinhibition, cette derniére est matérialisée par une auréole claire auteur du disque a
papier.

Habituellement préconisée pour les antibiotiques seuls les bactéries ont été testées par
cette méthode, le milieu de culture utilisé pour toutes les expériences est la gélose
nutritive

( commercialisée par l'institut pasteur Alger ).

Ce milieu est fondu a chaud, coulé dans des boites de Pétri stérile( 85mm ) puis solidifié

i

apres refroidissement.
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Tableau-1- Apergus sur la classification et caractéristiques des souches testées

Famille Gram

Genres & espéces testées

Ecologie & pouvoir
pathogéne |53-55]

Enterobacteriaceae -

Esherichia coli

Pouvoir pathogéne
occasionnel
( diarrhée a Ii-coli...)

Micrococaceae

Staphyloccocus aureus

Intoxication alimentaire
infection
staphylocociques
(infection cutanée,
furoncle)

Levure

Candida albicans

Responsable des muguets,
septicémie, intertrigo.

L'ensemencement des germes sur le milieu se fait de la maniére suivante:

- Les cellules bactériennes sont mises en suspension dans un tube contenant un bouillon

nutritif (BN) utilisé pour . ¢ et un bouillon BHIB ( bouillon enrichit en staphs) pour S. a,

et un BGT (bouillon glucosé tamponné) pour la levure candida albicans (I.c.a).

<3 0 . v s % . N g , N
Une goutte de suspension est déposée puis étalée c'est i dire ensemencée avec une pipette

pasteur stérile sur toute la surface du milieu gélose.

Une fois cette étape est réalisée un volume connu est déposé sur des disques en papier

stériles a la surface du milieu gélosé précédemment inoculé avec la bactérie & tester les

boites de Pétri sont mises a incuber.

Les lectures se font aprés 24h et 48h elle consiste 4 mesurer la zone d'inhibition les

valeurs données des zones d'inhibitions représentent la moyenne de trois mesures selon
P y

trois axes (en tenant compte du diamétre du disque qui est de 10mm).
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1V- 3-Déterminatin de la concentration minimale inhibitrice

Pour cette détermination on utilise la gélose nutritive (liquide) et on lui ajoute
différentes concentrations de glucoside flavonoide le mélange est bien agité a l'aide d'un
vortex, puis coulé dans les boites de Pétri de 45mm. Aprés solidification le milieu est
ensemencé avec les suspensions bactériennes préparées auparavant puis incubé a 37°
dans I'étuve. une culture témoin est réalisée en parall¢le, les lectures se font aprés 24h et
48h, elles consistent a déterminer la C.M.I c'est a dire la plus faible concentration qui

inhibe complétement la croissance des bactéries.
V- Résultats et discussions

- Les differents résultats antimicrobienne par la méthode des disques et de la CMI sont
rassemblés dans les tableaux 2 et 3 respectivement.

- Nous pouvons noter globalement la présence d'une activité antimicrobienne.

- la zone d'inhibition augmente avec la quantité du glucoside flavonoide, par exemple le
Sa donne une zone de 14mm & 40pl/disque et une zone plus large a 55pl/disque qui est
de 20mm.

- Ainsi que la baclerie a gram positif Sa est plus sensible suivie par la levure et enfin celle
a gram négatif Lc.

Sensibilité: gram positif >levure>gram négatif

* Ces résultats sont confortés par ceux de la CMI c'est a dire que la bactérie 2 gram
négatif est plus resistante que celle & gram positif.

- Sa donne une CMI de 120pul/ml alors que est superieure de 240ul/ml pour Lic.

* ['activité antimicrobienne a été déterminée par deux méthodes celle des disques et celle
de la détermination de la CML. ’

- La méthode des disques s'est révélée moins adéquate dans le cas présent en raison.

*des résultats parfois non reproductible. ‘

*de la diffusion du glucoside {lavonoide qui peut étre parfois non hoymogéne.

- La détermination de la CMI donne des résultats plus faible mais nécessite cependant une
grande quantité du glucoside flavonoide a tester.

- Nous remarquons également que la bactérie la plus sensible au glucoside flavonoide

(4 gram positif ) est aussi celle qui est la plus sensible aux antibiotiques.
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- De méme la bactérie 4 gram négatif (E. coli) qui est résistante a plusieurs antibiotique

est elle aussi celle qui est le moins inhibées par le glucoside flavonoide.

Tableau-2- mesure de l'activité inhibitrice du glucoside flavonoides
par la méthode des disques

Bactéri Gram postiif Gram négatif Levure
actéries
/disque .
; 1 S.a Ee L.ca
40 1 R 12
45 k3 12% 14
50 i 14 17
55 20 15 18
S.a: Staphylococcus aureus
E.c: Esceriacoli
L.c.a: Levure candida albicans
* :Présence des colonies dans l'auréole
Tableau-3- Mesure de l'activité inhibitrice par
la methode de C.M.1 (ul/ ml)
o8 Gram positif Gram négaltil Levure
Espéce
(mg/ ml) D
Sa Fec Leca
CMI
glucoside 120 150<CMI<190 >140
flavonoide
S.a: Staphylococcus aureus
E.e: Escherichiacoli
L.c.a: Levure candida albicans
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- De m€me la bactérie a gram négatif (E. coli) qui est résistante a plusieurs antibiotique

est elle aussi celle qui est le moins inhibées par le glucoside flavonoide.

Tableau-2- mesure de I'activité inhibitrice du glucoside flavonoides
par la méthode des disques

Bactéries Gram positif Gram négatif Levure
il/disque "
' " S.a Ee Lca
40 M R 12
45 15 12* 14
50 18 14 17
55 20 15 18
S.a: Staphylococcus aureus
E.c: Esceriacoli
L.c.a: Levure candida albicans
* Présence des colonies dans l'auréole
Tableau-3- Mesure de l'activité inhibitrice par
la methode de C.M.1 (ul/ ml)
-8 Gram positif Gram négatil Levure
Espéce _
(mg/ ml) *
S.a E.c L.ca
CM.1
glucoside 120 150<CMI<190 >140
flavonoide
S.a: Staphylococcus aureus
E.c: Escherichiacoli
L.c.a: Levure candida albicans
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Tableau-4- Mesure de l'activité de quelque antibiotiques
antibactériens ( en mm)

Bacteries
antibiotiques Rl E.coli S.aureus
Streptomycine (10 g ) Aminosides 25.0 ‘ 28.0
Pénicilline (6 pg ) B- lactamides R 60.0
Sulfamides forts (200 pg ) | Antimétabolite 23%* 25%%

R: Résistante a l'antibiotique
*Mesure du diamétre, y compris celui du disque (6 mm )
** Zone d'inhibition plus quelques colonies isolés résistantes

VI- Conclusion

Le glucoside flavonoide présente une activité antimicrobienne cette derniére est
intéressante surtout vis-a-vis d'une bactérie pathogéne comme Sa responsable des

furoncles et intoxication alimentaire ou de candida responsable des muguets et intertrigo.

45



Conclusion générale



Conclusion générale

Conclusion générale

Dans ce travail nous nous sommes intéressés, a I’étude chimique des glucosides de
la plante feucrium polium ssp cylindraceum. Ce dernier a conduit & Pisolement et
I’identification de trois produits. Le premier composé isolé< est un glucoside flavonoide et
le deuxiéme est un oligosaccharide.

- la séparation a eu lieu par rupture de phase

- la caractérisation s¢ par RM.N, UV et LR,

Dans un but d’une évaluation biologique nous avons soumis nos produit a des tests
microbiologiques vis- a- vis de deux bactéries, un a gram positif et un a gram négatif, et un
levure candida albicans.

Les résultats obtenus montrent que le glucoside flavonoide présente une activité

antibactérienne.
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Résumé

Le teucrium polium ssp cylindraceumm est une plante de la famille des
labiées trés utilisé en médecine populaire surtout pour ces activité anti-
inflammatoire, cicatrisante, sédatif des douleurs abdominale. Pour cette raison
nous nous somme a intéressé de 1’étude chimique et biologique de cette plante.

L’¢tude chimique est consacrée sur I’isolation et I’identification des produit
isolée. Sachant que I'étude spectral (RMN H' , IR, UV) montre que I'un des
composés isolés est un glucoside flavonoide et Iautre est un oligusaccharide.

L’¢étude de lactivité¢ biologique de ce composé sur deux bactéries et une
levure condida albicans montre que le composé isolée présente une activité anti-

bactérienne.
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