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Résumé 

Notre travail porte sur l'étude de la phytochimie et des activités antioxydantes et 

antibactérienne d'une plante endémique, Echium pycnanthum de la faiille des Borraginacées, 

largement répandue dans la région du Sebdou (Tlemcen). Elle fait partie de la panoplie des 

plantes médicinales de la région. 

familles de composés Les tests phytochimiques ont permis de détecter les diffé 

chimiques existantes dans les feuilles et les racines de cette plan 

Les extractions des extraits bruts, flavonoïdes, tanins et s 

parties de la plante et des quinones à partir des racines ont ét' 

d'extractions par des solvants spécifiques pour chaque extrail 

importants dans les feuilles par rapport aux racines. 

L'étude de l'activité antioxydante des différents extraits, 

conformité entre la méthode de la réduction du fer FRAP et ce 

DPPH. L'extrait brut des feuilles et les extraits contenant les con 

un pouvoir antioxydant important comparé à ceux de l'acide 

saponosides ont révélés une faible activité. 	 1 

à partir des deux 

effectuées par des méthodes 

Les rendements sont plus 

ntre qu'il y a une certaine 

de piégeage du radical libre 

osés phénoliques possèdent 

iscorbique et de BHT. Les 

L'étude de l'activité de ces extraits sur des souches bactériennes montre que le pouvoir 

antibactérien de l'extrait brut des feuilles est plus important comparé à celui des autres 

extraits. La souche de Pseudomonas aeruginosa s'est révélé la plus sensible à tous les 

extraits. 

Les quinones des racines, responsables de la couleur rouge, ont été identifiées par RMN 'H 

et 13C. Il s'agit d'un dérivé de shikonine, Angelylshi/o me. Ce résultat confirme 

l'appartenance de notre espèce à la famille des Borraginacées. 

Mots clés: Echium pycnanthum, Activité antioxydante, DPPH, FRAP, Activité 

antibactérienne, RMN 'H, 13C. 
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Abréviations 

% : Micro 

[] : American Type Culture Collection 
°C : Chlorure d'aluminium 

Il Acide Désoxyribonucléique 
ATCC Adénosine tri-phosphate 
AlCl3  : Butylhydroxytoluène 
ADN : Centimètre 
ATP : Chromatographie sur couche mince 
BHT : Chloroforme 
cm : Diméthyl Sulfoxyde 
CCM Densité optique 
CHCI 3  : Chloroforme 
DMSO Diméthyl Sulfoxyde 
DO Densité optique 

I.ac1e1 	pknyIê-1-iryIhydry1 
ERO : Espèces réactives de l'oxygène 
et al. et autres auteurs 
Fe2  : Ions ferreux 
F 3  e bus ferriques 

RiorurI & 
fi  : Figure 
FRAP : Ferric reducing antioxidant power 
g Gramme 
Il : Heure 
H20 : Eau distillée. 
11 2SO4  Acide Sulfurique 
HCI : Acide chlorhydrique 
I % : Pourcentage d'inhibition 
1M : Indice de mousse 
ICSO Concentration permettant d'inhiber 50% du radical DPPH 
K3Fe(CN) 6  : Ferricyanure de potassium 
Kg : Kilogramme 
M Molarité 
M : Mètre 
mg : Milligramme 
mn : Minutes 
ml : Millilitre 
mm : Millimètre 
N : Normalité 
Na2CO3  : Carbonate de sodium 
NH4OH : Ammoniaque 
NaOH Soude 
nm : Nanomètre 
ppm : Partie par million 
Rf : Facteur de rétention (CCM) 
RMN 'H : Spectrométrie de résonance magnétique nucléaire de proton 
RMN 11C : Spectrométrie de résonance magnétique nucléaire de carbone 13 
rpm : Rotation par minute 
s Seconde 
tab : Tableau 
UFC : Unité Formant Colonie 



litre 1.. Parf/ R/bl/ 
	

'Echium 

3.1. Classification botanique (Quezel et aI., 1963): 

Règne: Plantae 

Sous-règne: Tracheobiontae 

Division: Magnoliophytae 

Classe: Magnoliopsidae 

Sous-classe : Asteridae 

Ordre: Lamiales 

Famille: Boraginaceae 

Genre: Echium 

Espèce pycnanthum Pomel (Photos 01 et 02) 

Photo 01: la plante «Echium pycnanlhutn 

Photo 02 : Les racines de la plante. 
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Métabolites secondaires. itre 1 : Partie Biblio 

II. LES METABOLITES SECONDAIRES: 

1. Introduction 

Les plantes sont connues pour produire un grand n 

moléculaire dont leurs structures ont été identifiées, 

utilisation, depuis toujours, comme médicaments ou aliments 

2. Définition et fonctions des métabolites secondaires: 

Les métabolites secondaires sont des composés biosyn L 

végétaux, mais qui ne participent pas directement au métabo i 

spécifiques aux ordres, aux familles, aux espèces, et parfois 

2000). 

Ces métabolites jouent un rôle très important dans plusieurs 

connus non seulement en raison de leur rôle protecteur contre 

UV ou d'autres facteurs abiotiques, mais également en tar 

herbivores et les microorganismes pathogènes. De plus, ils 

processus de pollinisation et comme de signaux chimiques pe 

à l'environnement (Graglia et al., 2001). 7 
3. Classification des métabolites secondaires: 

Les métabolites secondaires dépassant actuellement 2( 

appartiennent à 3 classes principales (Vermerris et al., 2006): 

çomposés à faible poids 

leur exploitation et leur 

tes, 1994). 

naturellement par les 

végétal. Ils peuvent être 

aux taxa (Laitinen et al., 

tions biologiques. Ils sont 

effets nocifs de la lumière 

que défenseurs contre les 

reconnus pour aider au 

à la plante de s'adapter 

O substances identifiées 

3.1. Les composés phénoliques (dérivés des glucides): 

Plusieurs milliers de composés phénoliques ont été caractéisés jusqu'à aujourd'hui chez 

les végétaux. Ils ont tous en commun la présence d'un ou plusieurs cycles aromatiques 

portants une ou plusieurs fonctions hydroxyles. 

Ils peuvent être regroupés en de nombreuses classes (tab. 01) 

la complexité du squelette de base (allant d'un simple C6 

extrêmement complexes), ensuite par le degré de modi4. 

d'oxydation, ...), enfin par les liaisons possibles de ces n} 

molécules (glucides, lipides, protéines, ...) (Harborne et al., 

ai se différencient d'abord par 

des formes très polymérisées 

de ce squelette (degré 

de base avec d'autres 

5 



Chapitre 1 : Partie Bibliographique 	 11 Métabolites secondaires. 

Tableau 01: Classification des composes phénoliques (V 
	

et al., 2006). 

Structure Classe 	 Structure 	Jj I 	Classe 
C6 phénoles simples 
C6 - Cl acide phénolique, 
C6 - C2 acetophénones, acide phenylacetique 
C6 - C3 acide 	cinnamique, 	cinnamyl 

aldehyde, cinnamyl alcohol 
coumarine,isocoumarine, chromones 

C15 chalcones,aurones, dihydrochalcones 
flavanes, flavones, flavanones 
flavanonols, anthocyanidins, 

C30 biflavonyls 
C6-CI-C6, benzophenones, 
C6-C2-C6 xanthones, stilbènes 
C6, CIO, Cl quinones 
C18 betacyanines 
Lignans, dimères ou oligomères 
neolignans 
Lignin polymères 
Tannins oligornères ou polymères 

3.1.1. Acides phénoliques: 

Ils appartiennent à deux groupes, les acides hydroxybenzoïques, dérivés de l'acide 

benzoïque, ont une structure de base de type C6-C 1 et les acides hydroxycinnamiques dont la 

structure de base (C6-C3) dérive de celle de l'acide cinnamiqu fig. 01) (Vermerris et al., 

2006). 

Acides hydroxybenzoiques 	 Acides hydroxycinriamiques 

000H 

R i  

R 	 R3 	

COQ H 

R2 	
3 

R,=R2=R,=OH 	 Acide gallique 	 R,OCH,. R,=O R,=R4=I-I. Acide fêruhque 
R,=H. R2=R3 =OH 	Acide protocatéchique 	 R,=R3R4=H, R 01-1 	Acide p-coumarique 
RtH. R2=OH. R,=OCH, Acide vallinique 	 RirR2=R3H, R. OH 	Acide o-coumarique 
R2OH. R,R3=OCH3 	Acide synngique 	 R,=R2=OH, R 3 = =H 	Acide caféique 
R,=R3=H. ROH 	Acide p-hydroxybenzoïque 	R,R3OCH3, R OH. R4=H Acide sinapique 

Figure 01: Les deux groupes de l'acide phénol (Vern refis et al., 2006). 

3.1.2. Tanins (CI 5),.: 

Ce sont des composés polyphénoliques, solubles dans 1 u, capables de précipiter les 

alcaloïdes, la gélatine et les autres protéines (Vermerris et al 006). 

Ils sont très répandus dans le monde végétal, leur teneur et 1 r nature varient d'une espèce à 

l'autre. (Harborne, 1988). 

Khanbabaee et Van Ree, (2001) ont divisé les tanins en d x groupes principaux d'après 

leurs structures et leurs propriétés, les tanins condensés et les t ins hydrolysasbles (fig. 02). 

- Les tanins hydrolysés, essentiellement localisés dans les cotylédones des angiospermes 

(Ilaslam, 1981), sont des oligo- ou des polyesters d'un s e qui est très généralement le 

glucose et d'un nombre variable de molécules d'acide- ph o! qui est soit l'acide gallique 

6 



Çfpitre 1 : Partie Bibiograpll igue  _ 

0(9 
Flavonol 

CU   
o 

Flavone 	 - 

Métabolites secondaires. 

rT° CL, 
o 

Flavanone 

N _ 
o 0   

7  C~;'A ~C2 

/ 	I 

OH ocx9 
\ 	Dih'drcflavcio 

Le 

Ait! iyii4Jwe 
	 1lavar-S-ol 	 Flavan-34-dicl 

Figure 04: Familles des Flavonoïdes 	,2006). 

3.1.4. Phénylpropanoides: 

Ils dérivent de l'acide aminé phénylalanine et peuvent co tenir un ou plusieurs résidus C6-

C3. Parmi les phénylpropanoides, on trouve: 

- L'acide hydroxy -  cinnamique (dérivés par estérification) u est le plus répandu; Formés à 

partir de l'acide cinnamique ou p-coumarique, ils sont à origine des voies de synthèse de 

nombreuses substances telles que les lignines, les flavonoïdes, les stilbènes. 

Les coumarines (dérivés par cyclisation) sont des lactones des acides 2- hydroxy- Z-

cinnamiques (Bruneton, 1999). Elles possèdent une inteijise fluorescence bleue en lumière 

ultraviolette. Ses dérivés dont plus de 300 structur s sont connues. On les divise 

en coumarines simples et coumarines complexes (fur coumarines, pyrannocoumarines) 

(Paris et al., 1981). 
HO O O 

Figure 05: Structure de 

Les phénylpropènes contribuent à la saveur parfumée et liodeur  des plantes. 

Les lignanes «dimères (C6-C3)2» (Harborne, 1998). 

8 



iitre J: Partie Biblio 
	 Métabolites secondaires. 

3.1.5. Quinones et Emodoles: 

Les quinones sont des pigments naturels, la plupart sont jaÙnes pâles, rouges et bruns. Ces 

couleurs sont masquées par les autres pigments. On distingue ¶ groupes (Harborne, 1998): 

Benzoquinones (arthropodes); 

• Naphtoquinones (angiospermes); 

• Quinones isopréniques (photosynthèse et respiration); 

• Anthraquinones (assez répandues): Ce sont des cor  

colorés en orangé rouge. 

Les émodoles sont des dérivés hydroxyanthracéniques. 

CH3 

o 
Emodole 

Figure 06: Structure d'Eniodole et de! 

sés combinés à des sucres, 









































































C'hanitre3: Résultats et discussion 

2.2.2. Flavonoïdes: 

A. Fractions d'acétate d'éthyle: 

': 	
/.raci y=16,S21n(x) + 76,69 

50 	 R2=O,929 

LV 	 feui 	y=1S,24ln(x)+67,68 

	

25 L 	 R 2  = 0,903 

C 

o 

	

0 	1 	2 	3 	 5 

concentrations mg/MI 

FIF: Fractions d'acétate d'éthyle des Feuilles, FIR : Fractions d 
Figure 25: Pourcentages d'inhibition du radical libre DPPH 

concentrations utilisées pour les fractions d'acétate d'éthyle de ci 

pycnanthurn. 

Pour la phase d'acétate d'éthyle, l'extrait des feuilles a rév,  

DPPH plus élevée par rapport à celui des racines. Son pourcer 

de 91,56% ± 1.25, à une concentration de I mg/ml. Celui des 

une concentration de 2 mg/ml (fig. 25). 

B. Fractions butanoliques: 

r 	100 1 

50 	 racine ulli  

25 	 feuille 

concentrations mg/ml 

F2F: Fraction Butanoliques des Feuilles, F 2 : Fraction B: 

Figure 26: Pourcentages d'inhibition du radical libre DPPB 
concentrations utilisées pour les fractions bulanoliques de dez4 

pycnanthum. 
A des concentrations inférieures à 2 mg/ml, les pourcenta, 

un peu plus importants pour la fraction butanolique des fi 

racines. Au-delà de cette concentration, les pourcentages sc 

superposition. 

, laie d'éthyle des Racines 
fonction des différentes 
r parties étudiées d'Echium 

une activité de piégeage du 

e d'inhibition est de l'ordre 

mes est de 90,62% ± 0. 10 à 

r = 17,871n(x) + 69,84 

R 2  = 0,926 

= 17,161n(x) + 67,41 

R 2  = 0,926 

4 	 5 

7nolique des Racines 

nfirnction des différentes 
parties étudiées d 'Echium 

d'inhibition du DPPH sont 

es par rapport a celle des 

graphiquement presque en 

REI 



A une concentration de 2 mg/ml, les pourcentages d'inhibitionnt de l'ordre de 92,87 % ± 

0.25 et 91,54 % ± 0.5 pour la fraction butanolique des feuilles la fraction butanolique des 

racines respectivement. La réduction du DPPH est presq totale à partir de cette 

concentration (fig. 26). 

2.2.3. Tanins: 

- 100 

E :11,591n(x) + 73,50 

k feuille 16,241n(x) + 63,99 

o R 2 =0933 

0 	 1 	 2 	 3 	 5 

concentrations mg/MI 

TF: Tanins des Feuilles, 7R: inins des Ra zes 

Figure 27: Pourcentages d'inhibition du radical libre DPPH fonction des différentes 
concentrations utilisées pour les tanins de deux parties étudié d 'Echium pycnan!hum. 

Les tanins des racines ont montré un pouvoir de piégeage du PPH plus élevé par rapport à 

celui des tanins des feuilles, à des concentrations inférieures à mg/ml. A une concentration 

de 3 mg/m!, les pourcentages d'inhibition sont de l'ordre de 9 51% ± 1.25 et 88,92% ± 1.2 

pour les tanins des feuilles et des racines respectivement. La r uction du DPPH est presque 

totale à partir de cette concentration (fig. 27). 

2.2.4. Saponosides: 

100 -. 

4, 
75 	 ±._------ - 

.0 

. 	50J 
£ 	 • SF 	= 11,801n(x) + 56,50 

1 	7 2 	

£SR 

concentrations mg/mi 

SF: Saponosides des Feuilles, ST: Saponosides Racines 

	

Figure 28: Pourcentages d'inhibition du radical libre DPPJ 
	

fonction des différentes 

	

concentrations utilisées pour les saponosides de deux parties é 
	

es d 'Echium pycnanlhum. 
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C'havitre3 : Résultats et discussion 

	

Les saponosides des feuilles et des racines ont montré un 
	

de piégeage du DPPI-I 

presque similaire (fig. 28). 

2.2.5. Quinones: 

100 

so 	
15,731n(x) + 70,67 

R2  = 0,961 

41 	5 

concentrations mg/ml 

QR. Quinones des Racines 

Figure 29 : Pourcentages d'inhibition du radical libre DPPH fonction des différentes 
 utilisées pour l'extrait des quinones d 'E ium pycnant hum. 

Les quinones des racines ont révélé un pouvoir de piège e du DPPH important. La 

réduction est presque totale du DPPH à partir de 3mg/ml avec pourcentage d'inhibition de 

94,11 mg/ml (fig. 29). 

2.3. Calcul des 1050: 

La capacité anti-oxydante de nos différents extraits a été 

C'est la concentration en produit nécessaire pour réduire 50% 

de l'1050 est petite, plus l'activité antioxydante de l'extrait tes 

2001). 

Pour chaque extrait, y compris les références, l'1050 pet  

projection directe dans les courbes. L'utilisation de l'équal 

donne des valeurs plus précises. Les valeurs des 1050, trouv 

représentées dans le tableau 11 et dans la figure 30 sous I 

valeurs sont exprimées en concentrations finales .tg/ml. 

terminée à partir des 1050. 

radical DPPH. Plus la valeur 

est grande (Pokorny J., et al 

re calculée en faisant une 

logarithmique de chacune 

pour tous les extraits, sont 

e d'histogramme, dont les 

52 



Résultats et discussion 

Tableau 11: Valeurs des 1050 trouvées pour les extraits des deuI_parties de la plante étudiée. 

Echium pycnanthum E. vulgare 
(Filomena et al., 

2009).  

AAS BHT EBR EBF F1R F1F F2R F2F TR TF SR SE QR EB E5 0 0,07 0,16 0,14 0,02 0,331 0,19 0,36 0,32 0,13 0,4 0,61 0,57 0,26 

1050 
99/ml 1,79 4,10 3,59 0,56 8,27 4,75 9,03 8,10 3,33 10,6 15,38 14,25 6,66 34 
[C 
finales]  

De ces résultats, nous pouvons déduire que la réduction de 50 

tous les extraits testés. 

L'1050 de l'acide ascorbique (1,79 .ig!ml) est proche de cel 

(2008), qui est de l'ordre de 2 .tg/ml. 

Les extraits des feuilles ont des valeurs d'1050 inférieures à 

c'est-à-dire une activité plus importante à l'exception des extrai 

L'activité antioxydante de la phase acétate d'éthyle des flavc 

par rapport à la phase butanolique. Nos résultats confirment 

(2009) et Fabri et al. (2009). 

Nos extraits ont un pouvoir antioxydant puissant par rapport 

une 1050 de 34tg/m1 (Filomena et al., 2009). 

du DPPH a été atteinte pour 

trouvée par Conforti et al., 

s des extraits des racines, 

s tanins où c'est l'inverse. 

es présente plus d'activité 

x publiés par Tian et al. 

ui d'Echium vulgare qui a 

16 

14 

12 

C 10 

AAS BHT EBR EBF F1R F1F F2R F2F TR I TF 	SE SR 	Q 

Figure 30 Histogramme des valeurs des concentrations finales inhitrices 50 des différents  extraits 
en ,ug/ml. 
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Cizanitre3 Résultats et discussion 

AAS: Acide Ascorbique BHT: Bu1ylhydrox3 
EBF: Extraits Bruts des Feuilles EBR: Extraits Brut, 
FI F: Fractions d'acétate d'éthyle des Feuilles F2F: Fraction But 
FI R : Fractions d'acétate d'éthyle des Racines F2R: Fraction Buti 
TF: Tanins des Feuilles TR: Tanins des Ra 
SF: Saponosides des Feuilles SR: Saponosides di 
QR: Quinones des Racines 

D'après cet histogramme, nous pouvons classer les exti 

décroissante Extraits bruts des feuilles> Acide Ascorbique> 

Bruts des Racines> BHT > Fractions d'acétate d'éthyle des Fe 

Racines 
iques des Feuilles 
ique des Racines 

Raéines 

par ordre de réactivité 

des Racines> Extraits 

es> Quinones des Racines 

> Fraction Butanoliques des Feuille > Fractions d'acétate d'é yle des Racines > Fraction 

Butanolique des Racines> Tanins des Feuilles> Saponosides s Feuilles> Saponosides des 

Racines. 

Nous remarquons que l'extrait brut des feuilles, présente 1etivité antioxydante la plus 

importante avec une 1050 de 0,564 g/ml. Cette valeur est nferieure à celle de l'acide 

ascorbique (1050 =1,79 tg/ml). Ce résultat confirme que le 

plusieurs familles de métabolites secondaires présentent uni 

suggérant qu'une majeure partie de cette activité soit due à 

substances (Liu, 2004). 

L'extrait brut et les tanins extraits à partir des racines, possè 

intéressante avec des valeurs d'1050 (3,59 tg/ml et 3,33 iigh 

proche de celle du BHT (4.10 jig/ml) et supérieures à celle de 1' 

Les extraits des saponosides des feuilles et des racines on 

valeurs d'1050 élevées. La faible activité des extraits des sapor 

composés phénoliques qui possèdent le grand pouvoir antioxyc 

Les autres extraits possèdent une activité remarquable avec 

et 10,62[tg/ml. 

Des travaux antérieurs confirment le rôle majeur du groupe 

antioxydante, ce qui est en accord avec nos résultats. 

De même, ils montrent que la capacité de ces 

dépend essentiellement de leur structure. Il existe q 

rapidement avec le radical DPPH, cela peut être expliqué p 

hydroxyles dans la structure de ces molécules, en particulier 

extraits végétaux contenant 

forte activité antioxydante, 

a combinaison de plusieurs 

une activité antioxydante 

respectivement). Elles sont 

ide ascorbique. 

une faible activité avec des 

es confirme que se sont les 

(Fabri et al. 2009). 

1050 comprises entre 4,75 

phénolique dans l'activité 

à piéger les radicaux libres 

composés qui réagissent 

L présence des groupements 

substitutions 3-OH dans le 

cas des flavonoïdes, qui peuvent donner un hydrogène réduir nt le DPPH qui est un radical 

accepteur d'hydrogène. La réaction peut se résumer de la faço suivante (fig.3 1) (Dangles et 

al., 1999): 
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QLO 
Ne 

C,N  ..5, NO. 	+AROH 	» O2N 
	

NO., +ArO 

2,2-diphényl- 1-piry1-hydrazyl 
	

(D 
(DPPH) violet 

Figure 31: Réaction d'un donneur d'hydrogène 

Le même auteur suggère que la présence de la double liai 

délocalisation des électrons, (Sharififar et aL, 2009), les gr( 

favorisent ainsi le pouvoir antioxydant. 

3. Conclusion: 

A la lumière de ces résultats nous pouvons conclure que: 

• La capacité anti-oxydante de la plupart des extraits est 

ascorbique et le BHT, des antioxydants puissants. Par z 

faible pouvoir antioxydant. 

. Nos extraits contenant les composés phénoliques 

important, c.-à-d. un pouvoir remarquable pour donn 

libres réactifs et pour les convertir en espèces non-réa 

confirme que les fonctions hydroxyles, les doubles li 

l'activité. 

• Même si la comparaison entre les deux méthodes de 

(réduction de fer et DPPH) est difficile (Magaiha 

montrent qu'il y a une certaine conformité au classei 

par l'analyse FRAP et ceux trouvés par la méthode au 

Haci et al., (2009), ont pu trouver une corrélation en 

deux analyses. 

radical DPPH. 

CC est responsable de la 

ortho;diphénoliques 

ble à celle de l'acide 

leurs, les saponosides ont un 

ent un pouvoir antioxydant 

des électrons aux radicaux 

ves plus stables. Ce résultat 

sont primordiales pour 

ctivité antioxydante in vitro 

et al., 2008), nos résultats 

Lt entre les résultats obtenus 

PH. Tian et al., (2009), El-

les résultats obtenus par ces 
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V. EVALUATION DE L'ACTI VITE ANTIBACTERIENNE 

1. Introduction: 

Notre étude consiste à la recherche de l'activité antibactérie ne des extraits de la plante 

Echium pycnanthum vis-à-vis de quatre souches bactériennes, Loisies en fonction de leurs 

fréquences élevées à contaminer les denrées alimentaires et p r leurs pathogénicités (tab. 

09). 

2. Les extraits de la plante: 

Les extraits d'Echium pycnanthum dissouts dans le DMSO et h concentrations qui leur sont 

appropriées sont représentés dans le tableau 12. 

Tableau 12 : Les extraits testés et leurs concentrations en mg/,nl. 

Feuilles Racines 

Extrait brut 15,02 15,33 

phase acétate d'éthyle 1,26 11,65 

phase butanolique 1,05 15 

Extraits des Saponosides 4,03 9,4 
Extraits des Tanins 3,96 7,11 

3. Étude du pouvoir antibactérien d'Echium pycnanthum 

L'étude de l'activité antibactérienne de la plante Echium py 

par deux techniques: 

- La technique de diffusion des disques sur milieu solide, qu 

basée sur la mesure des diamètres d'inhibitions en mm. C 

différents symboles proportionnels à l'activité (tab.13) (Pon 

al., 1990 ; Biyiti et al., 2004). 

Tableau 13 : Transcription des valeurs des diamètres d 'inhibit 

hum Pomel a été réalisée 

une technique qualitative 

mesure est transcrite dans 

et al., 2003 ; Duraffourd et 

(D). 

Inhibition Transcription Sensibilité 

D <8mm - Résistante 

9mm > D 	14 + Sensible 

15mm ~ D 	19mm + + Assez sensible 

D > 20mm + + + Très sensible 

Diamètre de disque inclus. 
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- La technique des dilutions sur milieu liquide, qui est une m 

recherche de la plus basse concentration qui inhibe la c 

couramment: Concentration Minimale Inhibitrice (CMI). 

Dans un premier temps, nos tests ont été réalisés vis-à-v 

extraits qui semblent être actifs, résultat révélé par l'appa 

importantes, ont fait l'objet d'une étude de la concentration min 

3.1. Méthode des disques 

quantitative basée sur la 

bactérienne appelée 

de 'toutes les souches. Les 

ion de zones d'inhibitions 

inhibitrice (CMI). 

Les diamètres d'inhibition sont consignés dans le tableau 14. 

Tableau 14: Diamètres des zones d'inhibition (mm) des dUj'e're  Il, extraits. 

Racines Feuilles 

. Diamètr Transcriptio Sensibilit Dia n tr Transcriptio Sensibilit 

e(mm) n é e(rr) n é 

EB 10 + S 1 + s 
FI / / R 1( - + S 

F2 / / R I - / R 
C,) 

S / / R 1 + S 

Vi T / I R O + S 

EB / / R / R 

Fi / / R / I R 

F2 / / R / / R 

S 8 - R - R 

T / / RR 

EB 10 + S - + S 

Fi / / R O + S 

F2 / / R / R 

S / / R O + S o 

T / / R + S 

EB 19 ++ AS 3 - +++ T  

F1 15 ++ AS 2 - T  

F2 10 + AS I + S 

S 18 ++ AS 2 +++ T  
V re 

T 16 ++ AS I ++ AS 

Diamètre de disque inclus. 
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R: Résistante. S : Sensible. 	A S Assez Sensible. T S : Très Sensible. /: Pas d'effet 

EB : extraits bruis FI :flavonoides, fraction d'acétate d'éthyle F2 : .flavotltley,.fraclioti butanolique. 

S : saponosides T : tanins. 

3.2. Nature de l'activité antibactérienne: 

Pour la souche de P. aeruginosa qui montre des zones'inhibition importantes, un 

prélèvement sur la surface de la gélose nutritive a été effectué. tte souche a été incubée une 

deuxième fois et les résultats sont représentés dans le tableau 15. 

Photo 03 : Méthodes des disques des extraits défeuilles testés Jr la souche P.aeruginosa. 

Photo 04: Nature de l'activité antibactérienne des extraits 	 vis-à-vis de la souche 

Pseudomonas aeruginosa. 
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Tableau 15: Nature de l'activité antibactérienne des extrai!I  des racines et des feuilles 

d'Echiumpycnanthum vis-à-vis de la souche Pseudomona.s' aerufnosa. 

Diamètres en mm 

Extraits Racines Feuilles Nat re de l'activité 

EB 10 9 

Bac 'riostatique 

F1 8 10 

F2 8 9 

S iO 9 

T 9 8 

Le diamètre du disque de la gélose inclus (6mm). 

EB : extraits bruts 	FI :fiavonoïdes, fraction d'acétate d'éthyle F2 :flavoïdes, fraction butanolique, 

S : saponosides T: tanins. 

3.3. Discussion: 

Les résultats représentés dans le tableau 15 montrent que eh un des extraits a une activité 

assez bien définie sur la croissance d'au moins une des ba éries testées. Les diamètres 

d'inhibitions varient entre 8 à 35 mm. Un extrait est considéré c me actif lorsqu'il révèle une 

zone d'inhibition supérieure ou égale à 9 mm (Biyiti et al., 200 

La souche E.faecalis s'est révélée résistante à touts les extrai testés. 

Les extraits bruts de la plante exercent une activité inhi trice sur toutes les souches 

bactériennes testées (à l'exception d'E. faecalis) avec des dia i tres d'inhibitions qui varient 

de 10 mm vis-à-vis de S.aureus à 35 mm vis-à-vis de P.aeruge sa. 

Au terme de l'analyse phytochimique des extraits bruts, p sieurs groupes de composés 

chimiques tels que les polyphénols, ont été détectés. L ctivité de ces extraits est 

probablement due à la synergie de ces groupes de s stances dont leur activité 

antimicrobienne a été déjà signalée par plusieurs auteurs (Brun :on, 1999; Cowan, 1999). 

Les extraits des feuilles ont montré une activité antibactéri me plus élevée par rapport à 

ceux des racines contre la souche de P.aerugenosa, avec des amètres d'inhibition compris 

entre 11-35mm et 10-19mm respectivement (Photo 03). 

Pour les trois autres souches les extraits des feuilles ont exe é une faible activité avec des 

diamètres compris entre 08 et I Omm alors que les extraits des r mes sont quasiment inactifs. 

La présence d'une croissance bactérienne (Photo 04), montr t que les extraits des racines 

et des feuilles d'Echium pycnanthum ont une activité bactérie tatique vis-à-vis de la souche 

Pseudomonas aeruginosa (tab. 15). 
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4.4. CMI sur milieu liquide: 

	

L'étude de la CMI des extraits, vis-à-vis de la souche de P.a 	nosa, a été réalisée par la 

	

méthode des dilutions sur milieu liquide dans une microplaque 
	

ile. Les résultats obtenus 

dans la photo 05 et le tableau 16. 

EBF 

EBR 

SF 

FLR 

PiF 

TR 

hu- 

	

Photo 05: Résultats des CMI sur microplaque des extraits i 	vis-à-vis de la souche 
P.aeruginosa. 

	

Tableau 16: Concentration minimale inhibitrice (CMI) des 
	

de la plante relative à la 

souche P. aeruginosa. 

Extraits 

Concentration 

des extraits. 

mg/ml 
MI (t/ml) 

Feuilles 

EB 15,02 120 

F1 1,26 220 

S 4,03 250 

T 3,96 240 

Racines 

EB 15,33 240 

F1 11,65 720 

S 9,4 580 

-r 7,11 220 

Normes NCCLS 256 

EB : extraits bruts FI : fi.crvonoides, fraction d'acétate d 'éthyle F2 :11 

S saponosides T : tanins. 

Les concentrations minimales inhibitrices des extraits 

National Comity for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) 

John A,1991 à l'exception des extraits de flavonoïdes d'ac 

fraction butanolique, 

nt proches aux normes du 

256 .tg/ml (Ferron A,1979; 

te d'éthyle et de saponosides 

me 
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des racines dont les CMI sont largement supérieures aux non 

580 ig /ml respectivement. 

L'extrait brut des feuilles a une CMI de 120 g /m!. Il s'est 

aux autres extraits. 

Une étude faite par Aye et al (2004), montre que l'activité 

bruts d'Echium vulgare contre des microorganismes testés (E. 

albicans) n'étaient pas significatives (CMI> 1 mg/ml). Ce résuit 

nôtre. 

des valeurs de 720 et 

le plus actif par rapport 

timicrobienne des extraits 

1, B. subtilis, S. aureus, C. 

st en contradiction avec le 

4. Conclusion: 

De ces résultats, nous pouvons conclure que: 

. La souche d'E. faecalis s'est montré la souche la plus résista e à tous les extraits de notre 

plante testés. 

• La souche de P. aerugenosa s'est révélée sensible à tous le 

donc comme une exception comparativement parlant à la 

espèce qui possèdent, selon plusieurs travaux antérieurs, une 

de biocides (Mann et al, 2000). 

• Les extraits bruts des racines et des feuilles, les flavonoïdes 

saponosides et les tanins des feuilles ont une activité moyen 

cou. 

xtraits testés. Elle apparait 

upart des souches de cette 

sistance à une large gamme 

iction acétate d'éthyle), les 

vis-à-vis de S. aureus et E. 
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VI. ÉTUDE CHIMIQUE DES QUINONES: 

1. Introduction 

La Shikonine, son énantiomère alkanine et leurs esters c 

secondaires les plus communément trouvés dans les racines de 

32) (Han et al., 2008). Ces naphtoquinones sont caractérisées 

utilisées comme colorants alimentaires, en cosmétique et en pliai 

al., 1999). 

Les Naphtoquinones présentes dans les racines d'Echium 

identifiés par plusieurs méthodes analytiques (CCM, HPLC, R 

dérivés de shikonine et non pas d'alkanine communément asso 

de Borraginacées. Neuf dérivés de shikonine sont identifiés : 

(AS), propionylshikonine (PS), isobutyrylshikonine (IBS), 

dimethylacrylshikonine (DAS), angelylshikonine (ANS), 2-met 

et isovalerylshikonine (lys). MBS/IVS et TS/DAS/ANS sont 

TSIANS sont des isomères géométriques (Fig. 35 ) (Albreht et a 

rivés sont les métabolites 

usicurs Borraginacées (Fig. 

r une couleur rouge et sont 

acologie (Papageorgiou et 

alicum L. sont séparées et 

Ses composés sont des 

s aux espèces Européennes 

:konine (S), acetylshikonine 

tiglylshikonine (TS), 3,3- 

(l-nbutyrylshikonine (MBS) 

les isomères positionnels et 

2009). 

Afin de connaitre la nature des quinones responsables de 	couleur rouge des racines 

d'Echiu,n pycnanihum, nous avons fait une analyse chirniq e à partir dune technique 

analytique, la RMN ( 13C et 'H) selon une méthode mise al  point et développée par le 

laboratoire de Chimie et Biomasse de l'Université de Corse. 

2. Caractérisation des quinones: 

Une chromatographie sur couche mince a été choisie, p ir caractériser les quinones 

extraites. Le solvant utilisé est un mélange hexane-acétate d'i hyle (80/20). Le dépôt était 

sous forme d'une bande, déposée sur toute la largeur de la pla ae. L'apparition de plusieurs 

bandes de Rf et de couleurs différentes, a été observée. Nœ avons gratté la bande rouge 

ayant un Rf de 0,75 et nous l'avons dissout dans le méthanol L'extrait est filtré afin de se 

débarrasser du gel de silice. Nous avons établi une deuxièmE chromatographie de l'extrait 

obtenu, de la même manière que la première, pour le purifier. 'obtention d'une seule bande 

de même Rf a confirmé la pureté de notre échantillon. 

3. Étude chimique Par la RMN-' 3C et 'H: 

Les spectres RMN ( 13C, 'H) de composé pur ont été enregi rés sur un instrument de type 

Bruker dans le Chloroforme deutéré et les déplacements chi ues sont donnés en ppm () 

par rapport au TMS (Tétra- méthyle silicium) pris comme référ ce interne. 
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L'identification des composés est basée sur la comparaisons déplacements chimiques 

RMN-' 3C et 'H de notre échantillon avec ceux des naphtoquino s présentes dans les racines 

d'Echium italicum composés cités dans la littérature (Albreht et i ., 2009). 

4. Résultats et discussion 

Les spectres du ' 3 C et 'H sont représentés dans le tableau 1 7 

comparés avec les déplacements chimiques des énantiomères shi 

al., 1995) (tab. 18) et avec les résultats publiés par Albreht et 

quinones extraites à partir d'une espèce du mérne genre (Echi uni 

Tableau 17: Spectres du 'C et 'fi pour l'échantillon des 
d 'Echium pycnanthuin. 

Nombre 	Les 	déplacemen 
d'atomes 	chimiques (ô) en ppm 

'H 	 ' 3C 
I - 

2 6.96d 131.5 

3 - 

4 - 

5 12.60s 
6 7.19s 132.6 
7 7.19s 132.7 

8 12.43s 
9 - 

10 - 

11 6.08 ddd 69.2 

12 2.5 1m, 2.66 m 	32.9 

13 5.15m 117.9 
14 - 

15 1.58d 25.8 
16 1.69d 17.9 
1' - 

2' - 139.9 
3' 6.17 qq 
4' 2.01 dq 15.8 
5' 1.96rn 20.5 

les figure 33 et 34. Ils sont 

onine et aikanine (Cheng et 

r!., en 2009 (tab.19) sur les 

alicuin L.). 

uinones extraites à partir 

s : s:ngui:er a: aozwier q: quaarupieï in 
	

Ii1tip' 
Pour les spectres du proton, il n'y a que les déplacements piques comparables avec les 
valeurs du tableaul8. 
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Tableau 18 Spectres du ' 3C et du / H des deux énantiomères shi4nine et aikanine 

Nà du shikonine/alkanine 

carbone RMN- 1  H RMN- LJ  

1 179,66 
2 151,47 
3 11-3 7.16d 131,91 
4 180,44 
5 OH-5 12.48 s 165,73 
6 H-67.19s 132,35 
7 H-7 7.19s 132,35 
8 OH-8 12.58 s 165,09 

9 112,09 
10 111,60 
11 H-114.9lddd 68,43 
12 F1-122.35brtd 35,73 

2.65 ddd 
13 H-13 5.20qut 118,54 
14 137,27 
15 H-15 1.65brs 18,07 
16 H-16 1.76brs 25.91 

-41-  OH 0  

Shikonine 	 Alaninc 

Figure 32: Structure de Shikonine et d'Alkjnine. 
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'VS 

1  1-1 	 13c 

6.99d 

12.59 Sb 
7.18s 
7.18s 
12.42 Sb 

6.O4ddd 
2.47m,2.6 1m, 
5.12111 

1.58 dc 
1.68 dc 

2 .27in,2.28in, 
2.13111 
0.98d 
0.98d 

l76.7g 
131.4 
148.5 
178.2g 
166.9f 
132 . 7e 
132 . 8e 

167.4f 

111.6d 
11 l.8d 
69.2 
33.0 
117.8 
136.0 
25.7 
17.9 

MMW" 
.43.4 
25.8 
22.3 
224' 

J 
U 

Chanitre3: Résultats et discussion 

Tableau 19 : Spectres du ' 3C et du / H pour cinq dérivés de shikonine. 

X2 du 	 Déplacements chimiques ô (ppm) 
carbone 

AS - IBS - ANS - MBS 

'H 	13C 'H 	 13 C l il 	
13c 'II 

- 	 176.6 - - 	 176.8 - - 	 177.0 - - 	 176.7 

2 	6.99 	131.4 6.98d 	131.3 6.96d 	131.5 6.98d 	131.3 

3 	- 	 148.1 - 	 148.5 - 	 148.7 - 	 148.6 

4 	- 	 178.1 - 	 178.3 - 	 178.5 - 	 178.2 

5 	12.58s 	166.9 12.59 s 	166.8 12.60s 	166.7 12.59 s 	166.9 

6 	7.18s 	132.6 7.19s 	132.7 7.19s 	132.6 7.19s 	132.7 

7 	7.18s 	132.8 7.19s 	132.8 7.19s 	132.7 7.19s 	132.8 

8 	12.42s 	167.4 12.43s 	167.4 12.43s 	167.2 12.42s 	164.4 

9 	- 	 111.5 - 	 111.6 - 	 111.6 - 	 111.6 

10 	- 	 111.7 - 	 111.8 - 	 111.8 - 	 111.8 

11 	6.03 ddd 	69.4 6.02 ddd 	69.0 6.08 ddd 	69.2 6.04 ddd 	69.0 

12 	2.47 m 2.62 	32.8 2.47 m,2.69m 	32.9 2.52 m,2.66m 	32.9 2.47m,2.62in, 	33.0 
13 	m 	 117.6 5.12m 	117.6 5.15m 	117.9 5.13m 	117.8 
14 	5.12 m 	136.0 - 	 136.0 - 	 135.9 - 	 135.9 

15 	- 	 25.7 1.58d 	25.7 1.58c1 	25.8 1.59d 	25.7 
1 ÇQ 1 	 179 - 17.9 1.69(1 	17.9 

u 
1.69 d 	17.9 

1' 1.69d 	169.7 - 	 . - - 

2' - 	 20.9 2.64 m 	34.0 - 	 139.9 2.47 in 	41.2 

3' 2.14s 	- 1.21 d 	18.8 6.17 qq 	127.1 1.50111 	26.6 

4' - 	 - 1.20d 	19 2.01 dq 	15.8 0.92t 	11.6 
5' - 	 - - 	 - 1.96 in 	20.5 1.20d 	18.4 

Par rapport au TUS 
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Figure 33: Le spectre du RMN ' 3C des quinones. 
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Figure 34: Le spectre du RMN 'H des quinones. 
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R 	 AS OH O 

1 	 ANS 

OH O 	R 	
rS 

Figure 35 : Cinq dérivés deshikonine extraits à partir cl chiwn italicum. 

Les déplacements chimiques du RMN I11  et ' 3 C de notre écntillon correspondent avec 

les valeurs d'angelylshikonine (ANS) représentées dans le table 19 et la figure 36(Albreht 

et al., 2009). Les déplacements chimiques pour les atomes de e bones n° 1, 3, 4,5, 8, 9, 10, 

14 et 1' n'apparaissent pas dans le spectre de notre échantillon p ce qu'il sa-it des carbones 

quaternaires dont l'intensité est faible par rapport aux autres carh nes (de l'ordre de 1/3). 

16 

5 	 il 	13 	1 
12 	714 

I 
OH 	0O 

\ 5.  1 2Ç 

O 	4 

Figure 36 : La molécule d 'Angelylshikonine extraite à pari de notre échantillon. 

5. Conclusion: 

Comme c'est le cas pour Echium italicum, les quinoneprésentes dans les racines 

d'Echium pycnanthum sont des dérivés de shikonine. II s'agit d'Angelylshikonine, 

responsable de la couleur rouge des racines de cette plante. 
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Conclusion générale 

e travail s'intéresse à caractériser une espèce végétale par des tests 

phytochimiques et à étudier les activités antioxydant et antibactériennes de ses 

,i..../ extraits. Il s'agit d'Echium pycnanlhum de la famille d Borraginacées, qui pousse 

à l'état sauvage dans la région de Tlemcen (Sebdou). Cette tante est utilisée dans la 

pharmacopée traditionnelle de la région, pour le traitement plusieurs pathologies, en 

particulier l'hépatite. 

Pour mieux connaître cette espèce, des extraits de métabolit secondaires, des feuilles et 

des racines, ont été évalués par des méthodes chimiques et biolog ues. 

Les tests phytochimiques menés sur cette plante ont montré ne richesse remarquable en 

métabolites secondaires. L'épuisement des feuilles et des racines ar des solvants de polarités 

différentes et par des révélateurs différents a révélé 

• La présence des tanins, des flavonoïdes et des sapono des dans les deux parties de 

la plante, feuilles et racines. 

• La présence des quinones dans les racines. 

• La présence des alcaloïdes dans les feuilles. 

• L'absence totale des coumarines, des anthracyanosid dans la plante étudiée. 

Les deux parties de la plante ont présenté des rendementsriables en extraits secs des 

métabolites secondaires. Les plus élevés sont ceux des extra bruts, surtout des feuilles 

21.3%. Ainsi la teneur en composés phénoliques des feuilles ( 2,98 mg GAE/g de matière 

végétale sèche) est plus élevée par rapport à celle des racines (1 ,08 mg GAE/g). 

L'étude de l'activité antioxydante des extraits varie d'un e ait à un autre. L'extrait brut 

des feuilles s'est révélé le plus actif contre le radical DPP (1050 : 0,564 p.g/ml). Il est 

beaucoup plus puissant qu'aux antioxydants utilisés d l'industrie alimentaire et 

pharmaceutique, l'Acide ascorbique (1050: 1,79 tg/ml) et le HT (1050: 4,1 .tg/ml). Ce 

même extrait a présenté une activité similaire à celle de l'acid ascorbique selon la méthode 

de FRAP. La synergie des métabolites secondaires peut êtr à l'origine de cette grande 

activité. 

Cependant, Les extraits contenant les composés phénoliques nt un pouvoir anti-oxydant 

important contrairement aux saponosides qui ont révélés une fa le activité. 

Il y a une certaine conformité dans le classement de pouvoir tioxydant entre les résultats 

obtenus par l'analyse FRAP et ceux trouvés par la méthode au PPH. 

1 
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