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RESUME

Le genre Eryngium L. (Apiaceae, Saniculoideae) comprend plus de 250 especes utilisées en
médecine traditionnelle a travers le monde. En Tunisie il existe seulement huit espéces : E.
barrelieri Boiss., E. campestre L., E. dichotomum Desf., E. glomeratum Lamk., E. ilicifolium
Lamk., E. maritimum L., E. tricuspidatum L. et E. triquetrum Vahl. ; ces especes sont en
majorité peu étudiées du point de vue phytochimique. La présente étude a été effectuée sur la
totalit¢ des Eryngium qui poussent en Tunisie dans le but d’évaluer leurs activités biologiques,
essentiellement antimicrobienne contre des microorganismes multirésistants et producteurs de
béta-lactamases a spectres étendus (BLSE), mais aussi phototoxique et cytotoxique ainsi que
la variabilité chimique par analyse par CPG-FID et CPG-SM des extraits les plus actifs.

Toutes les especes étudiées étaient dotées d’un pouvoir antimicrobien (CMI de 1,25 a 0,07
mg/ml) et cytotoxique (Clso de 24,4 a 0,32 ug/ml) considérable. Le criblage de ’activité
phototoxique a permis de mettre en évidence la richesse de ces plantes en composés
photoréactifs antimicrobiens potentiellement intéressants pour leur efficacité d’action et
I’¢largissement du spectre d’activité antimicrobienne.

L’analyse des extraits actifs apolaires a permis d’étudier la variabilit¢ chimique entre les
différentes espeéces et la mise en évidence de la présence majoritaire de composés
antimicrobiens notamment des sesquiterpenes oxygénés tels que le spathulénol, le 1édol, I’a-
bisabolol et le cubénol, et des sesquiterpeénes hydrocarbonés comme le B-bisaboléne et le
copaene ; et cytotoxiques tel que le falcarinol.

Une ¢étude phytochimique approfondie a été¢ réalisée sur les racines d’E. triquetrum afin
d’extraire, isoler par des essais bio-guidés et identifier les composés actifs. Le fractionnement
a été optimisé par des chromatographies sur colonnes, CPC et CLHP. Parmi les composés
identifiés deux polyacétylénes, le panaxydiol et le falcarinol, ont montré un fort pouvoir
antimicrobien et une spécificité d’action notamment contre les souches de Pseudomonas
aeruginosa BLSE et multirésistantes, avec des CMI allant jusqu’a 0,29 ng/ml et une activité
en majorité bactéricide.

Mots clés : Eryngium, acitivité antimicrobienne, CPG-SM, activité phototoxique, activité
cytotoxique, CPC, CLHP, polyacétylenes.



ABSTRACT

Chemotaxonomic study and biological activity of secondary metabolites of Eryngium
species:

The genus Eryngium L., (Apiaceae, Saniculoideae) comprises more than 250 flowering plant
species, which are commonly used as medicinal plants in different countries. Only eight
species are growing in Tunisia: E. barrelieri Boiss., E. campestre L., E. dichotomum Desf., E.
glomeratum Lamk., E. ilicifolium Lamk., E. maritimum L., E. tricuspidatum L. et E. triquetrum
Vahl. These species are used in traditional medicine and there are relatively few papers on the
phytochemical investigations of most of them. This study was performed on all Eryngium
species growing in Tunisia in order to evaluate their chemical variability using GC-FID and
GC-MS analyses and their biological activities, mainly antimicrobial against multiresistant
microorganisms and extended spectrum beta-lactamase producing bacteria (ESBL), and also
phototoxic and cytotoxic effects.

All investigated species showed considerable antimicrobial effect with MIC value ranging
between 1,25 and 0,07 mg/mL and important cytotoxic activity against J774 tumoral cells with
ICso from 24,4 to 0,32 pg/mL. Phototoxic investigation demonstrated a significant photoactive
inhibitory effect against tested pathogenic microorganisms.

GC-MS analysis of the most active crude extracts (petroleum ether extracts) revealed their
high content of antimicrobial agents particularly oxygenated sesquiterpenes such as
spathulenol, ledol, a-bisabolol and cubenol, and hydrocarbon sesquiterpenes such as -
bisabolene and copaene; and cytotoxic components such as falcarinol.

The chemical investigation and bio-guided isolation of active compounds of the selected crude
extract of E. triquetrum roots were performed using column chromatography, centrifugal
partition chromatography (CPC) and preparative high-performance liquid chromatography
(HPLC). Among purified components, two bioactive polyacetylenes, panaxydiol and
falcarinol, showed a great antimicrobial activity mainly against multiresistant and ESBL-
producing Pseudomonas aeruginosa with MIC value up to 0,29 ng/ml and a mostly
bactericidal effect.

Keywords: Eryngium, antimicrobial activity, GC-MS, phototoxic activity, cytotoxic activity,
CPC, HPLC, polyacetylenes.
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ABREVIATIONS

- AcOEt : acétate d’éthyle

- ACP : Analyse en Composante Principale

- BLSE : Béta-Lactamases a Spectre Etendu

- CAH : Classification Ascendante Hiérarchique

- CCM : Chromatographie sur Couche Mince

- CDClIs : chlorophorme deutéré

- Clso : concentration inhibitrice de 50% de la population cellulaire
- CLHP : Chromatographie Liquide a Haute Performance

- CMB : Concentration Minimale Bactéricide

- CMI : Concentration Minimale Inhibitrice

- COSY : COrrelation SpectroscopY

- CPC : Chromatographie de Partage Centrifuge

- CPG/SM : Chromatographie en Phase Gazeuse couplée a la Spectrométrie de Masse
- DCM : dichlorométhane

- d:doublet

- dd : doublet dédoublé

- ddd : doublet dédoublé dédoublé

- DEso : Dose Efficace médiane

- DMSO : diméthylsulfoxide

- DO : densité optique

- EBLSE : Entérobactéries productrices de Béta-Lactamases a Spectre Etendu
- EP: éther de pétrole

- ERO : Especes Réactives de I’Oxygene

- Et0 : éther diéthylique

- EtOH : éthanol

- Hep : heptane

- HR-MS : High-resolution Mass Spectrometry

- HMBC : Heteronuclear Multiple-Bond Correlation spectroscopy
- HSQC : Heteronuclear Single-Quantum Correlation spectroscopy
- Hz:Hertz

- INT : para-iodonitrotétrazolium

- IR : Indice de Rétention

- J: constante de couplage

- m : multiplet

- m/z : masse/charge d’un ion

- Me : méthyle

- MeNO:; : nitrométhane

- MeOH : méthanol
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MH : bouillon Mueller Hinton

NOESY : Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY
OMS : Organisation Mondiale de la Santé

PDT : thérapie photodynamique

PDTa : photothérapie dynamique antibactérienne
ppm : partie par million

PS : photosensibilisateur

q : quadruplet

RC : Ringer cystéine

Rf : rapport frontal

RMN : Résonance Magnétique Nucléaire

s : singulet

SM-ESI : Spectrométrie de Sasse en mode Electrospray

t : triplet

UFC : unité formant colonie
UV : ultraviolet

0 : déplacement chimique
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Introduction

La résistance aux antibiotiques est devenue un probléme de santé publique d'amplitude
croissante, notamment avec I’accroissement des maladies infectieuses de plus en plus difficiles
a traiter. Cette résistance augmente a un rythme alarmant, particulierement suite a l'apparition
de multirésistances parmi les bactéries a Gram négatif associées a la production de B-
lactamases a spectre étendu (BLSE), qui sont devenues une préoccupation dans le monde
entier.

Par conséquent, la découverte et le développement d’agents antimicrobiens ou de stratégies de
lutte efficaces contre cette antibiorésistance sont devenus d’une extréme importance.

Les plantes ont constitué et constituent encore la base de nombreuses thérapeutiques dans
plusieurs pays, et de nombreux principes actifs ont été retrouvés chez les plantes médicinales.
Par ailleurs, de nombreuses publications s’intéressent également a la recherche et au
développement d’alternatives face a la résistance multiple aux antibiotiques (phagothérapie,
apithérapie, nanoparticules d’antibiotiques, ...), cependant, ces alternatives ne sont pas toutes
de qualité équivalente et n’ont pas forcément une activité similaire a celle des antibiotiques.

Parmi les voies thérapeutiques alternatives qui ont prouvé leur éfficacité, on distingue la
photothérapie qui a été utilisée depuis de nombreuses décennies dans le traitement de plusieurs
maladies dermatologiques comme le psoriasis et le vitiligo. En revanche, la photothérapie
dynamique est actuellement en plein essor et 1’idée d’appliquer cette alternative au traitement
de pathologies infectieuses est apparue récemment grace aux découvertes du potentiel
d’éradication de Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM).

Dans ce contexte, les deux objectifs suivants sont principalement fixés pour ce présent travail :

1. La recherche d’extraits et de molécules antimicrobiens efficaces contre des
microorganismes multirésistants aux antibiotiques et plus particulierement a des
formes évolutives de I’antibiorésistance comme les bactéries productrices de BLSE.

il. La mise en place d’'une méthodologie et le criblage de plantes a activité phototoxique
intéressante notamment contre les bactéries a Gram négatif qui sont généralement
résistantes a la photoinhibition.

Les plantes choisies pour notre étude appartiennent au genre Eryngium L. (Apiaceae,
Saniculoideae). Ce genre comprend plus de 250 espéces dont plusieurs sont connues et utilisées
en médecine traditionnelle dans de nombreux pays, cependant, il y a uniquement une vingtaine
d’especes qui ont été plus ou moins étudiées du point de vue phytochimique et biologique.

En Tunisie il existe 8 especes d’Eryngium : E. campestre, E. dichotomum, E. glomeratum, E.
ilicifolium, E. tricuspidatum, E. triquetrum, E. maritimum et E. barrelieri ; ces espéces sont
utilisées en médecine traditionnelle et sont en majorité peu étudiées. Notre recherche portera
alors sur la totalité¢ des Eryngium qui poussent en Tunisie.
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Dans ce travail, nous nous attarderons €galement sur 1’analyse de la variabilité chimique de
ces especes et la corrélation entre I’activité biologique et la composition chimique des extraits
et des huiles essentielles étudiés.

Le premier chapitre de cette thése est consacré a 1’étude bibliographique du phénomene de la
résistance microbienne en expliquant ses différentes formes et les stratégies de lutte contre
I’antibiorésistance. La photothérapie et son application dans le domaine de la microbiologie y
seront également détaillées.

Les généralités sur le genre Eryngium et les études phytochimiques antérieures effectuées sur
ce genre seront aussi développées dans ce 1* chapitre. Finalement, la description botanique,
les utilisations traditionnelles et les ¢tudes précédentes des espéces qui font I’objet de ce
présent travail seront également décrites.

Le deuxiéme chapitre est consacré a la présentation des résultats obtenus au cours des
investigations phytochimiques et biologiques effectuées sur les 8 Eryngium. Une premicre
partie est accordée a I’étude des activités antimicrobienne, phototoxique et cytotoxique de
toutes les especes. Ensuite, la deuxiéme partie comporte I’identification par chromatographie
en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse des composés volatils des extraits et
huiles essentielles, ainsi que la comparaison de la variabilité chimique entre les différentes
especes par des outils de statistique descriptive.

La 3°™ partie de ce chapitre est consacrée a 1’étude phytochimique approfondie d’E.
triquetrum, la séparation bioguidée des composés actifs et I’étude de I’activité antimicrobienne
des composés isolés.

Les résultats obtenus sont présentés, analysés et discutés a la fin de chaque chapitre. La
conclusion de ce travail avec les différentes perspectives envisageables seront évoquées a la
fin de la these.
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I. La résistance aux antibiotiques : un grave probléme de santé
publique

I. 1. Le phénoméne de résistance microbienne

La résistance aux antimicrobiens est devenue une menace sérieuse pour la santé publique,
constituant I’un des plus importants défis sanitaires mondiaux du 21°™ siécle.

Selon I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), "la résistance aux antibiotiques est en train de
devenir une urgence de santé publique en des proportions encore inconnues". A I'heure actuelle, il
existe au moins 25 000 déces par an en Europe par septicémie a cause des infections bactériennes
non traitables avec les antibiotiques disponibles, et des colits de traitements estimés a plus de 1,5
milliard d'euros par an [1][2].

L’un des principaux facteurs d’émergence de la résistance microbienne était 1’utilisation abusive
des antibiotiques.

La découverte des antibiotiques était considérée au départ comme un progres en médecine humaine
et animale qui a réalis¢é un réel tournant pour la thérapeutique des maladies infectieuses
bactériennes, ce qui a permis de réduire de maniere spectaculaire la mortalité associée aux
maladies infectieuses au cours du 20°™ siécle [3]. Cependant, leur utilisation excessive et répétée
a conduit a I’apparition de bactéries résistantes a ces médicaments. Ponctuelles au départ, elles
sont devenues massive et préoccupante [4]. Leur perpétuelle évolution est la résultante
d’interactions complexes entre la bactérie et son environnement [S]. En effet, les antibiotiques
exercent une pression de sélection face a laquelle les microorganismes utilisent des parades leur
permettant de s’adapter aux conditions hostiles de leur environnement [6].

Certaines souches sont multirésistantes, d’autres sont méme devenues toto-résistantes, c’est-a-dire
résistantes a tous les antibiotiques disponibles. Ce dernier cas est heureusement encore rare, mais
le phénomene est en accroissement ce qui place les médecins dans une impasse thérapeutique
totale puisqu’ils ne disposent plus d’aucune solution pour lutter contre I’infection [4]. Certaines
résistances posent plus spécifiquement probléme en milieu hospitalier. C’est par exemple le cas
des souches de Pseudomonas aeruginosa, responsable de nombreuses infections nosocomiales, et
qui présente plus de 20 % de résistance aux carbapéneémes. Certaines souches toto-résistantes sont
notamment retrouvées chez les patients atteints de mucoviscidose, une maladie héréditaire grave
et fréquente qui atteint les voies respiratoires et le systéme digestif [4].

Acinetobacter baumanii est également redoutée a I’hopital. Les infections nosocomiales liées a
cette bactérie résistante a I’imipeneme sont passées de 2 ou 3 % en 2008 a 11,1 % en 2011. Le
phénomeéne est d’autant plus préoccupant que la résistance de cette bactérie dans I’environnement
est impressionnante et qu’elle se développe préférentiellement chez des malades immunodéprimés
et vulnérables.
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En dehors des hopitaux, on rencontre d’autres problémes comme celui du pneumocoque résistant
a la pénicilline, retrouvé dans de nombreuses infections ORL. Cette résistance qui était quasiment
nulle il y a vingt ans, a atteint en 2002 un pic a 48 %. Aujourd’hui, elle concerne 27 % des souches.

Tous les jours de nouvelles formes de résistance apparaissent, laissant les médecins de plus en plus
dépourvus de solutions pour lutter contre les infections. Cependant, le cas le plus préoccupant, en
ville comme a 1’hopital, est celui des bactéries productrices de béta-lactamases a spectre étendu
(BLSE) et principalement celui des entérobactéries (EBLSE). L’émergence d’entérobactéries
résistantes a I’ensemble des antibiotiques de la classe des B-lactamines, en particulier aux
carbapénemes, risque de devenir un probléme de santé publique majeur. Il existe plusieurs types
de résistances aux carbapénémes qui s’associent souvent a d’autres mécanismes de résistance, et
peuvent conduire a terme a une impasse thérapeutique totale [4].

Cependant, malgré le besoin reconnu de développer de nouvelles armes antibiotiques, seules deux
nouvelles classes de médicaments ont été mises sur le marché ces 30 derniéres années.

En 2011, dans son plan d’action contre les menaces croissantes de la résistance microbienne aux
antibiotiques, la Commission Européenne a appelé a une "recherche collaborative sans précédent
et a un effort de développement de nouveaux antibiotiques" [2]. L’OMS a appelle aussi 1’attention
de tous sur la nécessit¢ de mettre au point de nouveaux produits diagnostic, de nouveaux
antibiotiques et d’autres outils pour permettre aux professionnels de la santé de garder leur avance
sur la progression des résistances [7].

La résistance aux antibiotiques peut s’exprimer au travers de plusieurs mécanismes : production
d’une enzyme modifiant ou détruisant 1’antibiotique, modification de la cible de I’antibiotique ou
encore, I’imperméabilisation de la membrane bactérienne [4].

Certaines bactéries sont naturellement résistantes a des antibiotiques. Leur patrimoine génétique
les rend insensibles a un certain nombre d’agents antimicrobiens. On parle alors de résistance
innée. C’est par exemple le cas d’Escherichia coli face a la vancomycine, ou encore de
Pseudomonas aeruginosa vis-a-vis de I’ampicilline.

Le phénomene de résistance acquise est plus préoccupant, il entraine I’apparition subite d’une
résistance a un ou plusieurs antibiotiques auxquels la bactérie était auparavant sensible.

I. 1.1. La résistance naturelle

La résistance bactérienne aux antibiotiques peut étre une caractéristique intrinseque de 1'organisme
(par exemple les particularités structurales des parois cellulaires de certaines bactéries) qui les
rendent naturellement résistantes. La résistance naturelle peut également étre obtenue au moyen
d'une mutation dans son propre ADN chromosomique [8].

I1 existe différentes formes de résistances naturelles, comme le manque d’un systéme de transport
intrinséque a un antibiotique, 1’absence de récepteur pour un antibiotique donné, ou, comme dans
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le cas des bactéries Gram-négatives, la paroi cellulaire est recouverte d'une membrane externe qui
¢tablit une barriére imperméable contre certains antibiotiques de poids moléculaire ¢levé comme
les glycopeptides [9].

La résistance naturelle peut étre également due a des particularités métaboliques spécifiques de
certaines bactéries comme le bacille de la tuberculose dont le métabolisme original lui confére une
insensibilité a la plupart des antibiotiques [10].

Finalement, certaines résistances naturelles peuvent étre dues a des processus d’échappement
spécifiques ou I’expression constitutive ou induite d’une enzyme d’inactivation des antibiotiques
[11].

La résistance naturelle définit les phénotypes « sauvages » de la résistance bactérienne [8].

I. 1.2. La résistance acquise

Une résistance acquise se produit quand un microorganisme particulier acquiert une aptitude a
résister contre un agent antimicrobien auquel il était déja sensible auparavant. Elle peut provenir
d’une mutation chromosomique de geénes impliqués dans les processus physiologiques normaux
ou les structures cellulaires de la bactérie [12], d’une acquisition de geénes de résistance étrangers
a partir d’une autre source au moyen de plasmides, de bactériophages ou de transposons [13] ; ou
d'une combinaison de ces deux mécanismes.

Contrairement a la résistance naturelle, la résistance acquise ne concerne que certaines souches ou
sous-populations d’une espece bactérienne particuliere. Elle est imprévisible sur le plan individuel.
Une fois acquise, ce type de résistance peut diffuser rapidement dans une population notamment
par la transmission horizontale d’¢léments mobiles comme les plasmides [14-16] .

Certaines résistances ne sont pas liées a une modification génétique, elles se traduisent par une
augmentation de la concentration minimale inhibitrice d’un antibiotique donné ou une diminution
de la vitesse de mort des bactéries, dans ce cas la résistance est dite adaptative. Elle est réversible
a la disparition de I’antibiotique dans le milieu. On trouve par exemple ce type de résistance dans
les cellules d’un biofilm [15].

I. 2. Les béta-lactamases a spectre étendu (BLSE) : agents majeurs de
résistance aux antibiotiques

Les B-lactamines constituent une famille majeure d'antibiotiques répartie en quatre principaux
groupes : les pénicillines, les céphalosporines, les monobactames et les carbapénemes (Tableau 1).

Ces molécules sont trés largement utilisées en clinique, elles agissent en inhibant la synthése de la
paroi bactérienne par fixation aux protéines liant pénicillines (PLC), enzymes impliquées dans la
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synthése du peptidoglycane. Ce sont des antibiotiques a large spectre et leur intérét réside
principalement dans leur activité sur les bacilles 8 Gram négatif [17].

Tableau 1 : Classification des principales molécules de -lactamines [17].

Groupes

Carbapénémes

Céphalosporines

Monobactames

Pénicillines

Sous-groupes

premicre génération (C1G)

deuxieéme génération (C2G)
troisiéme génération (C3G)
quatrieme génération (C4G)

pénicillines
aminopénicillines

carboxypenicillines

Principales Molécules

imipéneme ?, ertapéneme ?

céfaléxine ?, céfalotine 2,
cefalonium ? céfoxitine ?,
céfamandole *, céfuroxime ?
céfotaxime * | céfopérazone
ceftiofur ® , cefpodoxime ?,
céfixime ? céfépime * , céfpirome ?

aztréonam ?

pénicilline G et V #, cloxacilline  ,
oxacilline * ampicilline #°,
amoxicilline *° pipéracilline ?,
ticarcilline ?

2 molécule utilisée en médecine humaine ; ® molécule utilisée en médecine vétérinaire

Les béta-lactamases a spectre étendu sont un groupe d’enzymes variées, complexes et en
perpétuelle évolution, produites par certaines bactéries résistantes. Elles sont capables d’engendrer
des résistances a la majorité des béta-lactamines telles que les pénicillines, les céphalosporines de

premicre, deuxieéme et troisieme génération et les monobactames, par hydrolyse de 1’anneau -

lactame commun a cette classe d’antibiotiques (Figure 1).

Les genes responsables de la production des BLSE sont principalement transmis par le biais de

plasmides qui sont transférables d'une souche a I’autre et méme entre des especes bactériennes

différentes [18].
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Figure 1 : Structure d’une pénicilline avant et aprés I’action d’une B-lactamase [19].

Actuellement, plus de 400 B-lactamases dont plus de 200 BLSE sont décrites, et malgré que leur
origine soit encore inconnue, ces enzymes sont de plus en plus abondantes partout dans le monde
a cause de leur forte capacité de dissémination. Actuellement, 10 a 40% des souches d'Escherichia
coli et Klebsiella pneumoniae produisent des BLSE.

Les infections dues aux bactéries productrices de BLSE varient d’une simple infection urinaire a
une septicémie potentiellement mortelle, elles peuvent également €tre portées et transmises par
des individus en apparence sains. Ces enzymes posent actuellement un défi thérapeutique majeur
particulierement pour le traitement d’infections nosocomiales et communautaires au niveau local,
régional et international. Leur présence est souvent liée a des taux de morbidité et de mortalité
élevés [20].

Le choix de molécules antimicrobiennes pour lutter contre ces résistances est souvent compliqué
a cause de I’association de plusieurs résistances comme la résistance aux fluoroquinolones ou a
I'aminoglycoside.

Actuellement, les carbapénémes sont considérés comme les antibiotiques de choix pour le
traitement des infections causées par des bactéries productrices de BLSE. Malheureusement,
l'utilisation des carbapénémes a été associ€¢e a l'apparition de nouvelles espéces bactériennes
résistantes a ces antibiotiques telles que Stenotrophomonas sp. ou Pseudomonas aeruginosa.

L’augmentation de la diversité et de ['ubiquité des genes codant ces enzymes particulierement
chez les entérobactéries et Pseudomonas, ainsi que 1’endémicité progressive de ces souches chez
les patients atteints de ces bactéries ont rendu la prise en charge du probléme des bactéries
productrices de BLSE un véritable défi [21].
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I. 3. Pseudomonas aeruginosa et résistance aux antibiotiques : un
pathogéne opportuniste et multirésistant

Parmi les bactéries multirésistantes les plus redoutées on distingue particulierement Pseudomonas
aeruginosa qui est considérée comme I’exemple type des bactéries pathogenes opportunistes.

C’est un bacille a Gram négatif, ubiquitaire et saprophyte, qui se développe dans un milieu humide
sous forme de microcolonies entourées d’exopolysaccharides [22].

Cette bactérie est pathogene et opportuniste, elle se caractérise par sa virulence, ses multiples
mécanismes de résistance, et son adaptabilité a I’hote et I’environnement.

P. aeruginosa est responsable d’un grand nombre d’infections nosocomiales et communautaires,
et n’est naturellement sensible qu’a un nombre limité d’antibiotiques. C’est pourquoi I’émergence
récente de souches multirésistantes, voire « toto-résistantes », cumulant tout un ensemble de
mécanismes de résistance, constitue un sujet d’inquiétude en milieu hospitalier. Par conséquent,
sa prise en charge est devenue actuellement de plus en plus problématique [23].

En I’absence de réelle innovation thérapeutique, le traitement des infections dues a cette bactérie
repose encore sur des antibiotiques anciens qui nécessitent une optimisation selon des critéres
pharmacologiques et pharmacocinétiques [24]. Ceci nous oriente donc vers de nouvelles
recherches de molécules spécifiques contre ce germe et ses formes résistantes, ou encore vers
d’autres pistes thérapeutiques ciblées, d’ou le but du présent travail.

I. 3.1. Virulence

L’importante pathogénicité de P. aeruginosa est liée a son arsenal important en facteurs de
virulence [25]. A la fois invasif et toxigene, P. aeruginosa possede une forte capacité a intéragir
avec son environnement. Ainsi, grace a ses structures superficielles et les récepteurs cellulaires
présents chez I’hote, la bactérie s’attache spécifiquement a sa cible. Elle sécréte des composés
toxique variable qui peuvent déclencher des processus inflammatoires en cas de lyse [26].

Comme la plupart des bactéries Gram-négatives pathogenes, P. aeruginosa présente a sa surface
des structures qui participent a sa mobilit¢ comme le flagelle, un appendice polaire unique associé
a lanage, des pili et des appendices multiples responsables d’un mécanisme d’extension-rétraction.
Ces structures permettent le déplacement des bactéries sur des surfaces plus ou moins solides.
D’autres appendices filamenteux permettant a la bactérie de s’ancrer a des récepteurs cellulaires
pendant la phase de colonisation et de développement des biofilms, ont été également identifiés.

D’autres facteurs de virulence ont été aussi mis en évidence chez P. aeruginosa, comme
I’exotoxine ExoU, un facteur de pathogénicité important, qui favorise la survenue de
pneumopathies nosocomiales, particuliérement chez les patients intubés-ventilés de réanimation
[25].
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Parmi les molécules relarguées par P. aeruginosa dans le milieu extracellulaire, on trouve les
sidérophores (pyochéline et pyoverdine) qui ont pour fonction de capter le fer nécessaire a la
croissance de la bactérie et lui permettant de produire ses cytochromes.

Finalement, P. aeruginosa est capable de sécréter dans son environnement un glycolipide
(rhamnolipides) ayant une action lytique vis-a-vis des érythrocytes et des leucocytes ce qui permet
le développement des pneumopathies acquises sous ventilation mécanique [25].

I. 3.2. Résistance naturelle

P. aeruginosa présente une résistance naturelle a de nombreux antibiotiques, restreignant les
possibilités thérapeutiques a un nombre limité d’agents antimicrobiens [26]. Il est naturellement
résistant aux aminopénicillines, aux inhibiteurs de béta-lactamases, aux céphalosporines de
premicére et deuxieme génération. Le phénotype sauvage reste sensible aux autres béta-lactamines
(uréidopénicillines, carboxypénicillines, certaines céphalosporines de troisiéme génération,
carbapénemes et monobactames) [22]. Les autres antibiotiques non actifs sur le phénotype sauvage
sont : le cotrimoxazole, les macrolides, les cyclines, le chloramphénicol, les quinolones de
premicre génération, la kanamycine, la rifampicine, les glycopeptides et ’acide fusidique [27]
[28].

Cette bactérie a toujours été considérée comme un microorganisme difficile a traiter, sa résistance
naturelle résulte de la superposition complexe de plusieurs processus qui tendent, soit a inactiver
les antibiotiques, soit a les empécher d’atteindre leur cible intracellulaire [29].

I. 3.3. Résistance acquise

P. aeruginosa est un germe dont les résistances acquises sont fréquentes. Il s’agit de résistances
parfois associées entre elles, transitoires et adaptatives, c’est-a-dire favorisées par la pression de
sélection de I’antibiothérapie [22].

P. aeruginosa peut utiliser tout un ensemble de mécanismes pour échapper a 1’action des
antibiotiques auxquels il est habituellement sensible. Certains mécanismes qualifiés d’intrinséques
(propres a I’espece) apparaissent sous I’effet de mutations spontanées. Ces mutations qui
surviennent a des fréquences allant de 107, pour les plus fréquentes, a 10, pour les plus rares,
conférent une résistance dite « stable » qui, selon le mécanisme en cause, concerne un nombre plus
ou moins important d’antibiotiques anti-Pseudomonas, a des degrés divers. L’émergence de
mutants résistants sous traitement est fréquemment constatée dans les infections a P. aeruginosa.
Parfois, I’expression de ces mécanismes ne dépend pas de mutations mais s’intégre dans un
phénomene adaptatif, complexe et transitoire, conditionné par un mode de vie particulier comme
le biofilm. Par ailleurs, I’apparition de nouvelles résistances chez P. aeruginosa est fréquemment
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liée a I’acquisition de matériel génétique étranger (plasmide, transposon et intégron) récupéré
d’autres bactéries a Gram négatif voire a Gram positif [29].

Une infection par des souches résistantes augmente de trois fois la mortalité, de neuf fois le risque
de bactériémie secondaire, de deux fois la durée d’hospitalisation et entraine une inflation des
cofits [30].

Les résistances aux B-lactamines sont ¢galement tres évolutives. De nombreux types de BLSE ont
été décrits chez P. aeruginosa, notamment les BLSE de type VEP et PER, trés largement répandues
particulierement en Asie et en Turquie respectivement. Ces enzymes contribuent a une résistance
aux céphalosporines de 3°™ génération [31-32].

I. 4. Stratégies de lutte contre la résistance microbienne

I. 4.1. Place des produits naturels dans la lutte contre la résistance
aux antibiotiques

L'évolution constante de la résistance bactérienne aux antibiotiques et 1'émergence de nouvelles
maladies infectieuses justifient l'urgence de disposer de nouvelles molécules antimicrobiennes
pouvant agir soit directement sur les microorganismes, soit indirectement en inhibant un ou
plusieurs mécanismes de résistance.

Les composés actifs peuvent étre recherchés dans les plantes médicinales. En effet, pour se
protéger contre les bactéries, les champignons et les virus, les plantes ¢laborent naturellement un
systéme de défense appropri€, qui leur permet de lutter efficacement contre les microorganismes
pathogenes. Elles synthétisent, de manicre constitutive ou induite, une multitude de molécules
antimicrobiennes ce qui explique la raret¢ des maladies chez les plantes sauvages [33].
L’originalité de ce systéme de défense réside dans I’exceptionnelle variabilité chimique des
molécules produites. Ces dernicres constituent, de par la diversité des groupements structuraux et
fonctionnels qu’elles arborent, un vaste réservoir de substances actives [34-35].

Les plantes, qui ont déja fourni a la médecine des molécules thérapeutiques majeures, comme
I’aspirine, la morphine, la quinine ou le taxol, offrent un véritable potentiel pour la recherche de
molécules a activité antibactérienne. Elles constituent une source éventuelle de composés
antimicrobiens et/ou inhibiteurs des mécanismes de résistances aux antibiotiques [36].

De nombreux composés d’origine végétale ont déja démontré des propriétés antimicrobiennes ;
ces composés agissent suivant plusieurs mécanismes : formation de complexes avec des
macromolécules telles que les protéines et les polysaccharides, inhibant ainsi leurs fonctions
(polyphénols) ; rupture de membranes microbiennes (flavonoides lipophiles, terpénoides) et
inhibition de I’adhésion de protéines microbiennes aux récepteurs polysaccharidiques de 1’hote
(polypeptides). Les plantes médicinales fournissent également des composés qui n’ont pas
nécessairement un effet direct sur les microorganismes, mais qui augmentent ou restaurent
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I’activité des antibiotiques en inhibant les mécanismes de résistance. Ces composés appartiennent
a diverses classes phytochimiques et agissent comme inhibiteurs des pompes a efflux (flavonoides,
terpénoides, alcaloides), inhibiteurs des PBP 2a (quinones, terpénoides), et comme inhibiteurs des
béta-lactamases (gallates d’alkyle) [37].

I. 4.2. La photothérapie : un recours contre la résistance
microbienne

I. 4.2.1. Définition

La photothérapie est une approche et modalit¢ de traitement prometteuse, basée sur I’action
s¢lective des irradiations Ilumineuses sur des molécules photoactivables appelées
« photosensibilisateurs » (PS) [38]. Ces molécules, non toxiques en absence d’une lumiere vont
étre activées par une irradiation lumineuse, de longueur d’onde appropri¢e (dépendante du PS),
soit en formant des photoproduits actifs indépendants de 1’oxygene soit en générant des especes
réactives de 1I’oxygene entrainant la destruction du tissu cible [39].

I. 4.2.2. Historique

Les effets thérapeutiques de la lumiére sont connus depuis 1’ Antiquité. Les égyptiens, les indiens
et les chinois utilisaient déja la lumiere solaire combinée a des substances naturelles pour traiter
certaines maladies de peau [39]. Dans la médecine traditionnelle indienne, vers 1400 avant J.C., il
a ¢été préconisé de prendre des graines de Psoralea corylifolia et d’effectuer de nombreuses
expositions au soleil afin de guérir le vitiligo, une maladie caractérisée par une forte
dépigmentation de la peau causée par la mort ou le dysfonctionnement des mélanocytes [40]. Les
égyptiens ingéraient les feuilles d’une plante qui pousse le long du Nil, I’Ammi majus (Figure 2),
puis s’exposaient au soleil afin de traiter cette maladie. Au Xle si¢cle de notre ére, un traitement
similaire a été¢ proposé par Ibn El Bitar, préconisant des expositions au soleil répétées ainsi que la
prise de graines d’Ammi majus [40].
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Figure 2 : Plante 1 : Ammi majus, plante 2 : Psoralea corylifolia

Ce n’est qu’en 1911 que les psoralénes (Figure 3) ont été identifiés comme principes actifs dans
ces deux plantes [41].

J X
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Figure 3 : Psoralene

A la fin du XIXe siécle, les patients atteints de lupus vulgaris (Figure 4) étaient encore traités par
héliothérapie, c'est-a-dire exposés de fagcon contrdlée, aux rayons du soleil. La principale limite a
cette thérapie était la nécessité d’avoir un bon ensoleillement. C’est ainsi qu’un médecin danois
nomme¢ Niels R. Finsen, développa en 1901 la premiere source de lumiére artificielle. Il regut le
prix Nobel de médecine en 1903 pour ses travaux. L’utilisation de lumiere artificielle marque le
début de la photothérapie moderne [42].
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Figure 4 : Lupus vulgaris : manifestation cutanée de la tuberculose

La « photochimiothérapie » a évolué¢ en 1974 et I’utilisation de psoralénes en combinaison avec
une irradiation UVA a été décrit comme traitement efficace contre le psoriasis et le vitiligo, ce
traitement a ét¢ dénommé PUVA [43].

Les travaux d’Oscar Raab, qui a mis en place le concept de photosensibilisation, de H. von
Tappeiner et d’A. Jesionek ont permis de mettre en évidence le role de I’oxygeéne dans ce concept
et d’introduire par la suite le terme d’«action photodynamique » [44-45].

I. 4.2.3. Principe d’action

D’un point de vue photochimique, plusieurs voies peuvent étre utilisées pour exercer un effet
phototoxique sur un substrat biologique. En général, on subdivise ces réactions phototoxiques en
photodynamiques, qui requicrent de 1’oxygeéne, et non-photodynamiques indépendantes de
I’oxygene [46].

i. Les réactions non-photodynamiques

Ce sont des réactions directes qui induisent la formation de photoproduits stables indépendants de
I’oxygene. Le principal exemple de cette phototoxicité non photodynamique est celle induite par
des furocoumarines. A 1’obscurité, cette derniére molécule s’intercale dans I’ADN, elle se lie a
une des bases apres irradiation d’un de ses sites photolabiles (mono-addition), puis si le
rayonnement se poursuit, elle se lie a une autre base de I’autre brin d’ADN par le deuxieme site
thermolabile (bi-addition).

Les furocoumarines sont capables de produire des photomodifications de différentes biomolécules.
Contrairement a la plupart des autres composés, elles exercent leur phototoxicité, pour la plus
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grande part, a travers une photoréaction indépendante de I’oxygene. Toutefois des réactions
photodynamiques peuvent s’additionner. La cible cellulaire des réactions phototoxiques dépend
des caractéristiques physicochimiques de I’agent phototoxique.

Ce mécanisme est a I’origine de plusieurs activités biologiques dont une action antiproliférative,
ce qui explique I’emploi de ces molécules dans la Puvathérapie. Cette derniére est utilisée dans le
traitement des patients atteints de psoriasis, de lymphomes cutanés épidermotropes ainsi que
plusieurs autres maladies inflammatoires cutanées [47-49].

ii. Les réactions photodynamiques

La thérapie photodynamique (PDT) est basée sur un concept attractif : la combinaison d’un agent
photosensibilisant et de la lumiére obtenue a partir de laser de faible énergie ou de diodes
¢lectroluminescentes qui sont relativement inoffensifs par eux-mémes. L’agent photosensibilisant
peut étre injecté, ingéré ou appliqué localement, puis il est activé par un laser émettant une
longueur d’onde spécifique. Ces agents photosensibilisants sont des composés chimiques qui
absorbent I’énergie lumineuse et qui sont alors capables d’utiliser cette énergie pour induire des
cascades de réactions photochimiques classiques, conduisant a la production de dérivés oxygénés
réactifs, qui sont les acteurs majeurs du processus photodynamique. Aprés excitation par la
lumiere, I’agent photosensibilisant acquiert de nouvelles propriétés physicochimiques [50].

La photo-activation du photosensibilisateur, définie par le changement d’état de celui-ci par
absorption de la lumicre (hv) lui permet d’acquérir de I’énergie et de passer d’un état fondamental
So a un état excité Sz de courte durée de vie. Il va étre stabilisé par conversion interne au niveau
d’excitation singulet le plus bas Si. Cet état étant trés instable (10”s), il va rapidement laisser place
a un état intermédiaire dit « triplet » (T1) par passage inter-systéme. Dans son état triplet de durée
de vie plus longue (107 a 1s en fonction de son environnement), le photosensibilisateur devient un
agent trés réactif pouvant intervenir dans deux types de réactions photochimiques (Diagramme de
Jablonski, Figure 5) :

- La réaction photochimique de type I : cette réaction implique I’interaction directe du PS a
I”état excité triplet avec les substrats biologiques se trouvant a proximité. Elle se traduit par
la formation d’ERO et de radicaux libres comme le peroxyde d’hydrogene (H20>), ’anion
superoxyde (O27) et le radical hydroxyle (‘OH), reconnus comme de puissants oxydants
d’une grande variété de biomolécules.

- La réaction photochimique de type II : le PS a I’état triplet réagit avec 1’oxygene
moléculaire (*02) conduisant a la formation d’une espéce particuliérement réactive de
’oxygene, ’oxygéne singulet ('O2). De par sa forte réactivité, I’oxygéne singulet réagit
avec un grand nombre de substrats biologiques provoquant des dommages oxydatifs
aboutissant a la mort cellulaire.
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Les réactions de type I et de type II peuvent se produire simultanément. Cependant, la réaction de
type Il apparait majoritairement en PDT antitumorale. La cytotoxicité induite par la PDT est donc
principalement le résultat de phénomenes d’oxydation entrainant la dégradation des acides aminés
(histidine, tryptophane, méthionine), et des lipides (cholestérol, phospholipides) composant les
membranes cellulaires et les mitochondries [51-52] .
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Figure 5 : Diagramme de Jablonski et réactions photochimiques de type I et 11 [38]

I. 4.2.4. Les composés photosensibilisateurs dans le régne
végétal

On peut définir un composé photosensibilisateur ou agent photosensibilisant (PS) comme une
entité moléculaire qui absorbe des radiations causant le processus, suivant lequel, un changement
photochimique ou photophysique se manifeste au niveau d’une autre entit¢ moléculaire. Ces
composés photosensibilisateurs, jouent un réle déterminant dans le succeés d’un traitement de
photothérapie. Il existe des centaines de molécules naturelles ou synthétiques, des extraits de
plantes ou des macrocycles synthétiques, pouvant étre utilisés en photothérapie [53].

Les plantes comportant des molécules photosensibilisantes appartiennent essentiellement a deux
familles botaniques : les Apiacées, et les Rutacées.

Parmi les photosensibilisants d’origine naturelle (Figure 6), on trouve des polyacétyleénes (a), des
thiophénes (b), des quinones (Figure 7), des chroménes, des coumarines, des furocoumarines, des
alcaloides, des furanoquinoléines, des porphyrines (précurseurs et produits de dégradation des
chlorophylles), des sesquiterpénoides (2,7-dihydroxycadaléne) et des isoflavonoides [54].
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Figure 6 : Photosensibilisants retrouvés chez les végétaux. A : a-terthienyl (thiophéne), B : Isopimpinelline
(furocoumarines), C : dictamnine (alcaloide furoquinoléique), D : phenylheptatriyne (polyacétylene), E :
phéophorbide A (porphyrines)

I1 est important de savoir que chez certaines especes, il existe des photosensibilisants qui ne sont
pas biogénétiquement liés mais qui possedent le méme mode d’action photosensibilisante. C’est
le cas par exemple de la skimmianine (furanoquinoline) et la xanthotoxine (furocoumarines) qu’on
trouve dans les feuilles de Skimmia japonica (Rutacées) [55].
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Figure 7 : furanoquinoline et furocoumarine ayant le méme mode d’action photosensibilisante.

Les plus anciens photosensibilisants connus dans le monde végétal sont les dérivés
d’anthraquinone, I’hypéricine et la pseudohypericine, retrouvés dans les feuilles, fleurs et tiges du
millepertuis perforé (Figure 8), Hypericum perforatum (Clusiacées), ainsi que chez de nombreuses
autres especes du méme genre [56].

Hypericum perforatum
(millepertuis perforé)

OH [0} OH

pseudohypericine

Figure 8 : Dérivés d’anthraquinone retrouvés chez Hypericum perforatum
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Cependant, d’autres plantes médicinales, comme Ammi visnaga, ont été utilisés depuis des
centaines d’années en Inde et au moyen orient pour le traitement du vitiligo ainsi que d’autres
maladies dermatologiques. Ces plantes ont pour principe actif des furocoumarines (xanthotoxine)
et des furanochromones (khelline).

Les furocoumarines, grace a leurs propriétés photosensibilisantes, sont jusqu’aujourd’hui utilisées
en thérapeutique [41,57-59] :

- Le méthoxy-5 psoraléne et le méthoxy-8 psoraléne sont utilisés en PUV A-thérapie, pour
le traitement photochimiothérapique du psoriasis et d’autres affections dermatologiques.
Cette technique consiste a administrer, en général par voie orale, la furocoumarine ; deux
ou trois heures aprés, on procéde a une exposition au rayonnement d'une lampe UV
émettant dans la zone des UV longs (320-380 nm) ou aux rayons solaires [60-61]

- Dans le traitement du vitiligo ;

- Dans les produits cosmétiques [60-61] .

I. 4.2.5. Les techniques de la photothérapie

i. Sources lumineuses utilisées

Le rayonnement émis par une source lumineuse est défini par son intensité (mW/m?) et par son
spectre. Les lampes utilisées en photothérapie conventionnelle sont des tubes fluorescents a vapeur
de mercure a basse pression, dont le spectre dépend de la nature de I’enveloppe interne (le
phosphore) [62].

Les lasers peuvent avoir, en fonction de leur longueur d'onde, leur puissance et leur durée
d'émission, quatre types d'effets tissulaires : effet thermique (hyperthermie, coagulation et
volatilisation), mécanique (la diffusion n’est pas progressive et on observe un confinement de la
zone chauffée qui induit la formation d'un plasma dont I'expansion va se faire de fagon brutale,
sous forme d'une onde de choc), photoablatif (ablation pure de matériel sans 1ésion thermique sur
les berges, comme le ferait un scalpel), ou photochimique. La notion de dose de lumiere délivrée
lors d’une illumination laser est donc primordiale : un excés aura pour conséquence des effets
secondaires importants, un sous-dosage aura pour résultante un sous-traitement [63]. Ainsi, de la
connaissance de la dose de lumicre délivrée et absorbée au niveau de la cible, dépend I’efficacité
du traitement.

ii. La Puvatérapie

La Puvathérapie est un traitement consistant en 1’irradiation du corps par des UV A a large spectre
apres la prise d’un médicament photosensibilisant de la famille des psoralénes. Le terme PUVA
résulte donc de la contraction de Psoraléne + UV-A [42]. Le terme Photo-Chimio-thérapie a été
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employé par la suite, comme synonyme, pour les patients qui sont traités par prise d’une molécule
chimique associée a une exposition lumineuse.

Cette technique est utilisée depuis plus de trente ans dans le traitement de nombreuses dermatoses.
Le 8-méthoxypsoralene (8-MOP), MELADININE® 10 mg est le psoraléne de référence pour la
Puvathérapie. Il est administré par voie orale deux heures avant 1’irradiation par les UVA a une
posologie de 0,6 mg/kg. Le rythme des séances est généralement de trois séances par semaine,
espacées de quarante-huit heures [64].

La Puvathérapie est dite générale lorsque le psoraléne est administré par voie orale. Cette technique
peut induire certains effets secondaires qui peuvent géner la poursuite du traitement. Par exemple,
les personnes présentant des nausées apres la prise orale de psoraléne peuvent avoir recours a la
Puvathérapie topique, qui consiste a appliquer le psoraléne directement sur les zones a traiter. Les
photosensibilisants de type psoraléne comme la MELADININE FAIBLE ®, solution alcoolique a
0,1% et la MELADININE FORTE®, solution alcoolique a 0,75%, sont badigeonnées uniquement
sur les lésions une a deux heures avant la séance. La phototoxicité des produits disparait
rapidement en deux a huit heures, mais une photoprotection externe est conseillée pendant vingt-
quatre heures [65].

iii. La Photothérapie UV

La photothérapie UV est un traitement constituant en I’irradiation du corps par des rayons
ultraviolets B (UVB) et/ou A (UVA) apres I’administration d’un photosensibilisant.

Pendant toute la cure de photothérapie UV il convient de signaler au médecin la prise de tout
nouveau médicament, la survenue de manifestations cutanées ou générales, et de ne pas s’exposer
au soleil ou aux rayons UV artificiels le jour de la séance [66].

Tout comme la Puvathérapie, les effets indésirables sont :

- Un érythéme souvent da a la prise concomitante d’un médicament photosensibilisant non
signalé au médecin,

- Une sécheresse cutanée,

- Un prurit. [67]

I1 existe 3 types de photothérapie :

- Photothérapie UVB a spectre étroit : grace a la lampe TLO1 fluorescente qui permet
d’émettre un spectre étroit centré sur 313 nm. Cette émission spectrale permet d’avoir un
effet thérapeutique sans érytheme. Cette lampe bénéficie donc du meilleur rapport « indice
photothérapeutique » (rapport de la DEM sur la plus petite dose ayant un effet
thérapeutique).
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- Photothérapie UVB a spectre large : les lampes utilisées sont des tubes fluorescents a
vapeur de mercure basse pression. En photothérapie UVB spectre large, celui-ci comporte
environ 60% d’UVB, 40% d’UVA et une quantité infime d’UVC.

- Photothérapie UVAL : la longueur d’onde des rayons ultraviolets est comprise entre 340
et 400 nm. Leur but est d’éliminer les UVA2 responsables d’érythémes soit les longueurs
d’onde de 320 a 340 nm. [64]

I. 4.2.6. Sélectivité de la photothérapie

La sélectivité de la photothérapie pour les tissus cibles résulte de la localisation souvent
préférentielle des PS dans les tissus a traiter et du caractere ciblé de I’irradiation lumineuse au
niveau du site d’action. La sélectivité est renforcée par un calibrage précis quelque soit la source
de lumicre utilisée, le controle de I’administration de lumiére et de médicament et les équipements
capables de controler simultanément 1’administration de lumiere et la fluorescence du
photosensibilisant.

La photothérapie agit localement et de fagon limitée, et compte tenu de la demi-vie trés courte des
dérivés actifs, les réactions cessent des 1’arrét de 1’émission lumineuse [50].

I. 4.2.7. Domaines d’application

La photothérapie et particulicrement la PDT ont été initialement développées pour le traitement
des tumeurs mais suite a la découverte de ses différents effets sur le systéme immunitaire
(immunomodulation), des chercheurs ont envisagé son application dans des pathologies de nature
inflammatoire. De ce fait, plusieurs études ont ¢ét¢ menées sur divers types de pathologies
inflammatoires (arthrite, encéphalomyé¢lite, psoriasis) [68-70].

Une autre facette de la PDT repose sur ses capacités a stimuler la régénération tissulaire [71-72].
En plus de ces propriétés immunomodulatrices et cicatrisantes, la thérapie photodynamique est
préconisée dans le traitement de certaines maladies dermatologiques (eczéma, dermatite atopique,
vitiligo, ...) et ophtalmologiques (traitement des néovaisseaux choroidiens du myope fort) [73].
Les applications de la photothérapie dynamique en médecine bucco-dentaire sont de plus en plus
nombreuses comme le traitement du cancer buccal et des infections bactériennes et virales.

La photothérapie antimicrobienne a ¢été aussi proposée dans le traitement des infections
bactériennes, parasitaires, virales et fongiques. Nous avons alors décidé de nous intéresser a
’utilisation de ce procédé qui a fait ses preuves dans plusieurs autres domaines de la médecine
[74].
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I. 4.2.8. La thérapie photodynamique antibactérienne (PDTa)

Le mécanisme de photodestruction ou photoinactivation microbiennes par PDT antibactérienne
engage la génération d’espéces réactives d’oxygene qui conduiront a des dommages cytotoxiques.
Deux mécanismes d’action ont été proposés [75] :

- Le PS peut causer des dommages oxydatifs au niveau de la membrane plasmique de la
bactérie, ce qui conduit a la fuite des constituants cellulaires ou a 1’inactivation des
transporteurs membranaires.

- Le PS peut pénétrer dans les tissus cibles et se lier a I’ADN y conduisant ainsi des
dommages et des cassures.

Parmi les plus grands avantages de la PDTa par rapport aux autres thérapies antimicrobiennes est
sa double sélectivité due initialement a I’accumulation préférentielle du photosensibilisant dans
les cellules a croissance rapide ainsi que I’irradiation localisée au niveau du site de 1’infection
(Figure 9) [76].

(1) )

Figure 9 : Recours a la thérapie photodynamique (PDTa) pour le traitement des parodontopathies chez
I’homme : (1) application de 1’agent photosensibilisant directement dans la poche parodontale a 1’aide

d’une seringue. (2) Irradiation de 1’agent photosensibilisant a 1’aide d’une fibre optique introduite dans la
poche parodontale pour lutter contre les bactéries parodontopathiques et I’inflammation gingivale [50].

Cependant, de nombreux autres avantages peuvent étre cités [77]: en effet, la photothérapie
dynamique antimicrobienne est une technique sans risque pour les tissus adjacents puisque le PS
montre une bonne affinité pour les cellules microbiennes. Et contrairement au traitement
antibiotique qui mets plusieurs jours pour agir, le résultat du traitement par PDTa est instantané
étant donné que 1’élimination des bactéries se fait en quelques secondes ou quelques minutes tout
en montrant une efficacité égale, indépendamment d’une résistance bactérienne, aux antibiotiques
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[38]. Par ailleur, la possibilité que les bactéries développent une résistance a la PDTa est quasiment
nulle puisqu’il s’agit d’un phénomeéne physique.

La PDTa montre également une trés bonne efficacité contre les biofilms bactériens tandis que le
traitement par les thérapies conventionnelles reste encore difficile. Elle peut aussi détruire les
facteurs de virulences sécrétés par les microorganismes grace a la forte réactivité des especes
réactives de I’oxygene. De plus, cette technique peut €tre utilisée pour traiter des tissus morts (non
perfusés) tels que des brilures.

La PDTa a été aussi proposée dans la dépollution des eaux usées et la désinfection de ’eau :
I’opération consiste a placer une quantité donnée d’un photosensibilisateur dans I’eau a traiter,
suivi d’une exposition a la lumiére d’une longueur d’onde dépendant de la zone d’absorption du
PS. L’oxygéne singulet généré inhibe les microorganismes contenus dans le milieu, et le
photosensibilisant est par la suite filtré sur un support solide [78-81].

II. Généralités sur le genre Eryngium

II. 1. Position taxonomique et richesse spécifique de la famille des Apiacées

Les Apiacées sont une famille de plantes trés évoluées au sein des Angiospermes, ils étaient
appelés autrefois Ombelliféres de par leur inflorescence en ombelle.

La place de la famille des Apiacées dans la classification systématique botanique APG III
(Angiosperm Phylogeny Group) est la suivante (APG III Chase et Revea, 2009) :

« Embranchement des Spermatophytes (plantes a graine) appelé encore Phanérogames

« Sous embranchement des Angiospermes (plantes a ovaire)

o Clade des Eudicotylédones (Eudicots) ou dicotylédones vraies (embryon a deux
cotylédons)

« Clade des Eudicotylédones centrales (Core Eudicots)

« Classe des Asteropsida ou grade des Asteridées (fleurs pentameres gamopétales a carpelles
soudés et étamines adnées).

« Sous-classe des Euastéridées II (especes herbacées a ovaire infére et regroupement des
fleurs en inflorescence)

« Ordre des Apiales.

Cette famille comprend pres de 3000 espéces réparties en 420 genres qui sont surtout présentes
dans les régions tempérées du monde.

C’est une famille trés homogene facile a reconnaitre grace a son inflorescence en ombelles
composées, néanmoins, il est difficile de différencier les especes de cette famille les unes des
autres.
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Les plantes appartenant a la famille des Apiacées sont essentiellement herbacées, annuelles,
bisannuelles ou le plus souvent vivaces.

L’inflorescence est la partie la plus importante de la plante car c’est grace a elle que la famille des
Apiacées est facilement reconnue. Avant la classification APG, cette famille portait le nom
d’Ombelliféres en référence a son inflorescence bien caractéristique. Les fleurs sont en effet
groupées en ombelles simples et le plus souvent, en ombelles composées [82]. L’appareil
souterrain pérennant est trés varié (racine pivotante, rhizome ou tubercule), la tige est
ordinairement cannelée et creuse et les feuilles sont alternes, souvent trés découpées [82].

Cette famille riche en métabolites secondaires est utilisée tant sur le plan alimentaire que médicinal
et présente des intéréts économiques. Elle comporte des coumarines, des flavonoides, des
composé€s acétyléniques et des lactones sesquiterpéniques, ainsi qu’une grande richesse en huile
essentielle. Cette famille de plantes est bien connue pour avoir une quantité importante d’huile
essentielle dans la quasi-totalité de ses organes anatomiques. A nos jours, 760 constituants d’huiles
essentielles ont été isolés des Apiacées [83].

II. 2. Position systématique du genre Eryngium

Quand les systématiciens pensent qu’un genre est complexe ou difficile a étudier, ils doivent
analyser un groupe de plantes trés répandue sur tous les continents avec un nombre important
d’especes. Des especes qui doivent étre morphologiquement variables tout en montrant des
caractéristiques d’adaptation, ce qui les rend difficiles a identifier, a délimiter et a interpréter quant
aux interrelations. Le genre Eryngium présente toutes ces caractéristiques et plus encore [84].

Commun aux deux continents et aux deux hémispheres, le genre Eryngium qui se trouve méme
dans les climats qui semblent interdits aux autres Ombelliferes, appartient, sous tous les rapports
a la famille des Apiacées, quoiqu'il s'en écarte par celui des caracteres de I’inflorescence que 1'on
croirait le plus essentiel a la famille [85].

Les especes du genre Eryngium dont la racine est vivace présentent souvent la transformation de
la base des tiges en racines réelles ou apparentes. Ce phénomene est di aussi a I'exhaussement du
terrain qui empéche la tige de périr toute entiere. Les tiges des especes d'Eryngium, toujours
herbacées ou annuelles, n'offrent rien de remarquable mais la disposition de leurs rameaux n'est
comparable qu'a celle des euphorbes et d'un petit nombre d'autres plantes ou un pédoncule floral
nait de chaque bifurcation. Les feuilles, en général assez roides dans toutes les especes sont
disposées comme dans les Ombelliféres excepté dans quelques especes du nouveau monde. Ce
genre qu’on peut considérer comme le plus considérable des Ombelliféres anomales, qui
comprennent les genres dont les fleurs paraissent €tre réunies en téte quoiqu’en effet elles partent
d’un point central tout en gardant les autres caractéres de la famille [86], tient de bien pres celui
de I’Astrantia parmi les vrais Ombelliféres [85]. Composé de plus de 250 especes, le genre
Eryngium est est le genre le plus vaste de la famille des Apiacées et représente environ quatre
cinquiémes de la sous-famille des Saniculoidées (Tableau 2) [87].
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Ce genre a été décrit pour la premicre fois en 1753 par Carl von Linné dans Species Plantarum
(Sp. Pl. 1: 232.1753)

Tableau 2 : Classification du genre Eryngium. (The Angiosperm Phylogeny Group, 2009 ; Carolina et al,
2007).

Régne Plantae

Division Magnoliophyta (Angiospermes)
Classe Magnoliopsida (Dicotylédones)
Clade Campanulidées ou Euastéridées
Ordre Apiales

Famille Apiacées

Sous-famille Saniculoidées

Genre Eryngium L.

II. 3. Diversité botanique et morphologique

L'ombelle des Apiacées est formé par des pédoncules floraux (rayons) divergeant manifestement
d'un méme point, les fleurs s'épanouissent toutes au méme niveau. Chaque rayon est normalement
axilé par une bractée, mais seules les bratées les plus externes persistent généralement et forment
lI'involucre de I'ombelle. Chez les Eryngium, ces bractées sont foliacées et épineuses [84].

L’inflorescence en forme de capitule et la présence d’une bractée unique par fleur sont deux
caractéristiques qui distinguent facilement ce genre des autres membres de la famille des Apiacées
(Figure 10).

Figure 10: L'ombelle des Apiacées. (. A - Ombelle et ombellules dépourvues d'involucre et d’involucelle ;
B - Ombelle et ombellules munies d'involucre et d’involucelle ; C - Ombelle réduite et ombellules
munies ; D - Ombelle capituliforme aux rayons nuls (Eryngium)
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Le genre Eryngium est, cependant, morphologiquement trés variable [84]: Les fleurs sont sessiles
en capitule involucré serré, sur un réceptacle globuleux ou cylindrique. Le calice porte a son
sommet 5 dents trés développées, terminées par une fine épine. Les pétales sont échancrés, ovales
ou allongés, avec une longue pointe recourbée en dedans, dressés ou plus ou moins rapprochés
entre eux par leur partie supérieure. Les styles sont plus ou moins écartés 1’'un de 1’autre, mais non
renversés. Le fruit est ovoide ou presque globuleux, plus ou moins comprimé parallélement a la
cloison, sans cotes apparentes et couvert de petites écailles dressées, se recouvrant les unes les
autres de bas en haut. On ne distingue pas les canaux sécréteurs résiniferes dans les parois du fruit,
car ils y forment un réseau visible seulement au microscope. Ce sont des plantes sans poils,
épineuses, a fleurs blanches ou bleues [88].

Tous ces caracteres sont présentés par une multitude de combinaisons, ce qui rend ce genre difficile
a identifier et a délimiter, et les relations phylogénétiques difficiles a interpréter [89].

II. 4. Répartition géographique

Le genre Eryngium est présent dans les régions tempérées de tous les continents. Cependant, les
especes de ce genre sont inégalement réparties entre les hémispheres est et ouest.

B
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Figure 11 : Répartition géographique des Eryngium. (© 2015 Missouri Botanical Garden - 4344 Shaw
Boulevard - Saint Louis, Missouri 63110. Source: “Tropicos, botanical information system at the
Missouri Botanical Garden- www.tropicos.org”) (“tropicos.org/Name/40005855” 2015)

Dans chaque hémisphére, deux centres de diversité des Eryngium sont reconnus : le centre-ouest
du Mexique et le centre-est de 1'Amérique du Sud (sud du Brésil, nord-est de 1’Argentine et
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I’Uruguay) d’une part ; et la méditerranée occidentale et le Sud-Ouest de 1’ Asie d’autre part [90]
[91], et environ deux tiers des especes de ce genre sont distribués au nord, sud et centre de
I’ Amérique (Figure 11).

II. 5. Utilisations traditionnelles

Comme de nombreuses autres plantes de la famille des Apiacées, les Eryngium ont été utilisés
comme ornement, aliment, condiment ou plante médicinale, et certaines espéces du genre
Eryngium ont un usage commercial.

Les graines d’E. foetidum sont utilisées comme substitut de la coriandre et servent de condiment
[92]. E. bourgatii de couleur améthyste, E. alpinium variété « Blue star » d’un bleu profond, .
pandanifolium pouvant atteindre 3 metres de hauteur, E. giganteum et E. planum sont couramment
utilisés en tant que plantes d’ornement ou pour la confection de bouquets floraux. Ces especes sont
appréciées pour la vivacité de leurs couleurs bleutées et leur caractére rustique ne nécessitant que
peu d’entretien [93].

D’autres especes comme E. foetidum, E. maritimum, E. planum, E. dichotomum, E. campestre et
E. creticum, ont été utilisées comme denrées alimentaires ou dans la médecine traditionnelle locale
ou mondiale. E. foetidum et E. caucasicum ont été cultivés en Asie et en Afrique afin d’utiliser les
feuilles comme produit comestible [94-95], et les fruits d’E. foetidum sont aussi consommés dans
l'alimentation nigérienne [96].

Ces espéces, ¢tant originaires d'Amérique tropicale et des Antilles, ont été¢ également utilisées
comme médicaments et nourriture, et certains habitants ont méme domestiqué la plante dans leurs
jardins potagers et dans les vergers. Par conséquent, ces plantes se sont acclimatées et sont
actuellement cultivées dans toute I'Asie du Sud, les iles du Pacifique, I'Afrique tropicale et les
régions chaudes du sud de 1'Europe [84].

En médecine traditionnelle, certaines espéces sont connues et utilisées dans de nombreux pays :

- E. campestre est un exemple de plante bien connue de la famille des Apiacées et utilisée
en médecine traditionnelle turque comme antitussif, diurétique, apéritif, stimulant et
aphrodisiaque par infusion des parties aériennes et des racines [97-98].

- E. creticum est utilisée en médecine traditionnelle jordanienne comme un remede pour les
piqires de scorpion dans les zones rurales, et comme agent hypoglycémiant [99].

- E. foetidum est utilisée comme anti-inflammatoire en Chine [100].

Plusieurs espéces du genre Eryngium sont utilisées comme remeéde chez différents groupes
ethniques amérindiens :

- E. alismifolium est utilisée en tant que plante entieére contre la diarrhée. Les racines d’E.
aquaticum sont utilisées comme agent émétique, antidote contre les poisons, les ténias et
les oxyures, comme agent diurétiques et contre les maladies vénériennes.
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- Lesracines d’E. yuccifolium sont utilisées pour traiter les problémes digestifs, la diarrhée,
les maux de téte, les courbatures, les maux des dents ainsi que pour les névralgies, les
troubles des reins et de la vessie et les morsures de serpent [101].

Certains travaux ont confirmé I'utilisation traditionnelle de certaines de ces plantes. En effet des
extraits éthanoliques de E. billardieri, E. campestre, E. creticum, E. davisii, E. foetidum, E.
isauricum, E. kotschyi, E. maritimum, et E. trisectum ont montré une activité anti-inflammatoire
et anti-nociceptive [102-104] .

II. 6. Intérét biologique et pharmacologique

Les extraits ou les produits isolés des Eryngium ont révélé plusieurs activités biologiques in-vivo
et in-vitro, telles que 1’activité cytotoxique contre plusieurs lignées tumorales humaines, ainsi que
I’activité anti-inflammatoire, antivenimeuse, antibactérienne, antifongique, anti malarienne,
antioxydante, et anti-hyperglycémique. Cependant, il n'y a pas de données cliniques relatives aux
utilisations ethno-médicinales de ces plantes, et les mécanismes moléculaires de 1’activité des
produits purs demeurent insaisissables (en particulier concernant 1’activité cytotoxique et
antivenimeuse).

Les activités biologiques des Eryngium sont résumées dans le Tableau 3 et le Tableau 4.

Tableau 3 : Activités biologiques des Eryngium in-vitro (116)

Activités biologiques Description Espéce Agents bioactifs
Cytotoxicité Cytotoxicit¢ modérée ou faible E. campestre Saponines

contre les lignées cellulaires
cancéreuses du pancréas, de la
prostate, des poumons, leucémiques,
et du colon et la lignée cellulaire
normale des fibroblastes de poumon
humain

L’extrait éthanolique induit une E. planum Extrait éthanolique
apoptose dans les lignées de cellules
leucémiques humaines

Activité Présente un potentiel antimutagéne FE. creticum Extrait éthanolique
antimutagéne contre la MNNG des hépatocytes de

rats.
Activité anti- Les extraits inhibent la iNOS E. campestre Différents extraits
inflammatoire dépendante de la synthese de 'oxyde

nitrique stimulée par la cytokine dans
les cellules endothéliales murines,
sans affecter la viabilité cellulaire
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Réduit fortement Pactivité  E. foetidum Stérols polaires
myéloperoxydase dans les tissus
enflammés d’un modéle aigué
Effet antipoison Des extraits aqueux des feuilles et E. creticum Extrait aqueux
(serpent, scorpion) des racines inhibent 1’activité
hémolytique du poison des serpents
et scorpions
Des extraits éthanolique de feuilles et  E. creticum Extrait éthanolique
de racines améliorent 1’hémolyse
RBC des globules rouges
Inhibe la contraction du muscle lisse E. creticum Extrait aqueux
trachéal isolé de lapins
Activités Activité antibactérienne sélective E. foetidium Eryngial*
antibactérienne, contre les especes de Salmonella et
antifongique et les bactéries du genre Erwinia
antipaludique Activité  observée contre des FE. duriaei Eryngial*
trypanosomes parasites, des
nématodes, des champignons et des
bactéries chez 'homme et d'autres
mammiferes
Activité antifongique avec des E. creticum, E.  Extrait volatile
valeurs de CMI de 0,16 40,32ug/ ml  planum
contre  plusieurs especes de
dermatophytes
Activité antifongique E. creticum Extrait  composés
d’un mélange
saponines
Activités antimicrobiennes contre 12 E. maritimum Fractions
souches bactériennes et une levure chloroformiques
Activité  antiplasmodiale contre E. foetidum Différents extrait
Plasmodium falciparum avec Cls de
25 pg/ml et P. gallinaceum qui
infecte des poulets
Activités Activité antioxydante in vitro E. alpinum, E. Extraits d’acide
antioxydante bourgatii, E. rosmarinique et de

campestre, E.
foetidum

ses analogues

Montre de différents niveaux
d'activité antioxydante dans six tests
in vitro, a la fois en stade floraison et
de non-floraison

E. caucasicum

Extrait
méthanolique

Faible activit¢ de piégeage des
radicaux libres et faible teneur en
phénol totaux

E. maritimum

Extraits
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Inhibe la peroxydation fer-fructose- E. billardieri Extrait éthanolique
phosphate des lipides induite dans les
systémes d'émulsion d'acide
linoléique et les Ilécithines de
liposome
Autres activités Inhibe la germination de 1'abutilon E. paniculatum  (-)-2,4,4-trimethyl-
3-formyl-2,5-
cyclohexadienyl
angelate
Présente une activité  E. foetidum Eryngial*
anthelminthique contre
Strongyloides stercoralis
* Eryngial : trans-2-Dodecenal
Tableau 4 : Activités biologiques des Eryngium in-vivo
Activité biologique 11:/[1(1);111(::; Description Espéce Agents bioactifs
Activités anti- Souris  Inhibe l'cedéme des pattes arriere £E. campestre, Extrait éthanolique
inflammatoires caus¢ par le carraghénane et E. creticum,
I'cedéme des oreilles induit par le E. davisii,
12-0- tétradécanoylphorbol E. isauricum,
acétate (TPA). E. kotschyi,

E. maritimum,
et E. trisectum

Souris  Activité antinociceptive observée E. campestre, Extrait éthanolique
dans le test de contorsion de E. creticum,
benzoquinone-induite E. davisii,

E. isauricum,
E. kotschyi,

E. maritimum,
et E. trisectum

Souris  Réduit l'eedéme auriculaire dans E. foetidum Stérols polaires
les essais aigués et chroniques
induits par le 12-0-

tétradécanoylphorbol acétate
(TPA)
Rats Empéche les réponses E. planum M¢élange de saponines

inflammatoires aux injections
sous cutanées de sels sodiques
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d'acide nucléique ou d'ovalbumine
dans les pattes arricre

Rats

Administrée par voie orale, elle
inhibe l'edéme des pattes arriére
causé par le carraghénane

E. foetidum

Décoction

Rats

Induit les contorsions
abdominales provoquées par
l'acide acétique comme stimulus a
la douleur

E. foetidum

Décoction

Effet antipoison Cochon
d’inde

Prolonge la vie de 20 min & 8 h
aprés injection du venin d'un
scorpion  jordanien:  Leiurus
quinquestriatus

E. creticum

Extrait aqueux

Effets anti- Rats
hyperglycémiques

Réduit le taux de glucose sanguin
suite a son administration par voie
orale chez les modéles normo-
glycémiques et streptozotocines
induits

E. creticum

Décoction

Rats

Montre une activité
antihyperglycémiante prononcée
malgré  l'absence de toute
efficacité in vitro

E. creticum

Extrait aqueux

Rats

N'a montré aucun effet concernant
le niveau de glucose dans des
modéles a glycémie normale et
diabétique par streptozotocine
induite lorsqu'il est administré par
unique dose orale

E. foetidum

Extrait

Autres activités Rats

Activité anti convulsive a une
concentration de 110 g / 250 ml
induite par la picrotoxine

E. foetidum

Extrait

Rats

Amélioration de la perméation de
piroxicam a travers la peau de rat

E. caeruleum, Huile essentielle

E. bungei

II. 7. Etudes phytochimiques antérieures et principaux métabolites
secondaires isolés dans le genre

II. 7.1. Principales familles de composés

A partir de plus de 250 especes décrites du genre Eryngium, il y a uniquement 23 espéces qui ont
fait plus ou moins I’objet d’études phytochimiques. Environs 127 composés ont été isolés et

identifiés [96].
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Une vingtaine de publications concernent la composition chimique des extraits aux solvants de
plantes du genre Eryngium ; neuf d’entre elles traitent aussi de leurs activités biologiques. Il s’agit
principalement de saponines triterpeniques, de monoterpenes, sesquiterpenes, triterpenes,
flavonoides, coumarines, stéroides et polyacétylénes. La plupart des extraits biologiquement actifs
¢tudiés renferme des saponines triterpeniques, mais le lien de cause a effet n’a pas été établi
explicitement sauf pour les propriétés antifongiques. Outre cette classe de composé€s, on retrouve
plus rarement, dans les extraits des plantes du genre Eryngium, des composés acétyléniques et des
composés phénoliques

Plusieurs travaux ont indiqué la présence et ont décrit la composition en huiles essentielles de
différentes espéces de ce genre, une composition principalement riche en sesquiterpénes et en
monoterpenes [93].

II. 7.2. Famille des polyacétylénes

II. 7.2.1. Origine et biosynthése

Les polyacétylénes forment un groupe distinct de produits naturels ayant une structure plus ou
moins réactive. Environ 1500 substances possédant une ou plusieurs triples liaisons sont
actuellement connues chez les végétaux supérieurs, et plus de 1400 polyacétylénes différents ainsi
que des composé€s qui leur sont apparentés ont €té isolés.

Ces composés sont largement distribués chez les familles des Apiacées, Araliacées, et Asteracées,
et ils ont été aussi irrégulierement retrouvés chez 21 autres familles de plantes [105-109]. Ces
composés ont été également décrits chez certains champignons Basidiomycétes et des algues. Leur
distribution et leur variété structurale en font de bons marqueurs chimiotaxonomiques (par
exemple pour la distinction des tribus chez les Asteracées). Chez certaines especes, ils ne sont pas
normalement présents, mais peuvent étre €laborés a la suite d’une attaque fongique [110].

Les polyacétylénes aliphatiques a 17 carbones de type falcarinol tels que le falcarinol et le
falcarindiol, sont largement répartis chez les Apiacées et les Araliacées [105-106], et par
conséquent, la quasi-totalité des polyacétylenes retrouvés dans les parties consommables des
Apiacées comestibles, tels que la carotte, le céleri et le persil sont du type falcarinol. Cependant,
ils sont moins fréquents dans les parties comestibles des autres familles de plantes, méme si elles
ont été repérées dans les tomates et les aubergines (Solanacées) [111-113].

Les structures de la plupart des polyacétylénes indiquent leur biosynthése a partir d'acides gras
insaturés, et des expériences par marquage des précurseurs ont confirmé cette hypothese et ont
montré qu'ils sont construits a partir d’unités d'acétate et de malonate [105-118]. Les
polyacétylenes du type falcarinol sont formés a partir de l'acide oléique par déshydrogénation
conduisant a des acétylénes a C18 : l'acide crépénynique et I’acide déhydrocrépénynique. Ces
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derniers sont ensuite transformés en acétylénes a C17 par oxydation. D’autres réactions
d'oxydation et de déshydrogénation conduisent au falcarinol et aux acétylénes C17 de type
falcarinol (Figure 12) [105-106] .
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Figure 12 : Biosynthése du falcarinol et des polyacétylénes de type falcarinol [119]
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L’acide triynique en C18 conduit aussi a la formation de composés acétyléniques de longueur

variable (Figure 13) [110].
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Figure 13: Origine des des polyacétylénes : exemples et cas particulier des composés soufrés. [110]
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II. 7.2.2. Structure

Les polyacétylénes sont souvent linéaires, mais ils peuvent aussi €tre partiellement cyclisés. Ils
peuvent comporter une ou plusieurs liaisons doubles ainsi que des hétéroatomes (oxygene, souffre,
chlore) fréquemment inclus dans un systéeme hétérocyclique: furanes, dihydrofuranones,
thiophénes, thiétanones, dithiacyclohexadiénes.

Le Tableau 5 représente la structure de quelques polyacétylénes retrouvés chez les Eryngium.

Tableau 5 : Structure de quelques polyacétylénes retrouvés chez les Eryngium [96]

Nom Structure Source

Falcarinone E. yuccifolium

3
= C—=c=0=0¢ (CH,)s——CH, .
H2C/\ﬂ' - = t/ ‘ * | E. bourgatii
0

Falcarinolone E. bourgatii

o
HgCé\”’CEC—CEC-—«_/(CHz)G'——CH;,
0

Falcarinol E. yuccifolium
E. bourgatii

Hsz\;-CEC—CEC—\_/(CHz)ﬁ“CHa
OH

Yuccifolol E. yuccifolium

HGC//‘\__ C=C-C=C—C= C'—ﬂ(CHz)ﬁ“CH;,

OH OH
-15-hydroxy-9,16- . agavifolium
7)-15-hyd 9,16 E l
heptadecadiéne-11,13- c=c—Cc=c— P (CH,)sCHs
diyn-8-one Hzcﬁ/ ‘/\LI/
OH
(Z)-6-pentyl-2-[2- - E. bourgatii

oxobutin-(3)- =

) ) CH;(CH,), o
yliden]tétrahydropyrane
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II. 7.2.3. Activité biologique des polyacétylénes

i. Activité cytotoxique

De nombreux polyacétylenes tels que le falcarinol, le panaxydol et le panaxytriol, se sont avérés
fortement cytotoxiques contre plusieurs lignées cellulaires cancéreuses [120-122],
particulierement vis-a-vis des cellules cancéreuses de I'adénocarcinome gastrique humain avec une
dose effective DEso de 0,108, 0,059 et 0,605 uM respectivement [122]. Cependant, la DEso pour
les cellules saines de fibroblastes humains (MRC-5) était environ 20 fois plus €levée que celle
pour les cellules cancéreuses [122], ce qui indique que ces composés pourraient étre utiles dans le
traitement du cancer.

Cependant, seules quelques études ont été menées afin d’évaluer cette activité in-vivo. Une
¢valuation préliminaire in-vivo de l'activité cytotoxique du falcarinol et des polyacétylénes de
méme type a été effectuée, cette étude a ét¢ menée en utilisant un modele de xénogreffe de
mélanome LOX de souris, et a indiqué que le falcarinol avait une certaine activité antitumorale in-
vivo [123], bien que l'effet thérapeutique n'ait pas €té significatif. Récemment, le falcarinol a
démontré un effet inhibiteur significatif contre le développement de 1ésions précancéreuses dans
le colon de rat a des concentrations physiologiquement pertinentes [124], et parait donc avoir un
éventuel effet anticancéreux in-vivo.

Etant donné que le falcarinol et les polyacétylénes C17 aliphatiques de type falcarinol sont
fréquents chez les Araliacées et les Apiacées, on pourrait s’attendre a ce qu'il y ait plus d'espéces
au sein de ces familles présentant une activité cytotoxique.

D’autre part, l'activité cytotoxique sélective des polyacétylenes du type falcarinol vis-a-vis des
cellules cancéreuses, indique qu'ils peuvent étre utiles dans le traitement et/ou la prévention de
divers types de cancer, ce qui contribue a la découverte de vertus thérapeutiques chez les plantes
comestibles de la famille des Apiacées [125].

ii. Activité antibactérienne

Bien que I’activité cytotoxique des polyacétylenes et principalement du falcarinol ait été bien
étudiée, peu de travaux ont été effectués pour 1’évaluation de 1’activité antibactérienne de ces
COmposEs.

Ces études montrent que le falcarinol et des polyacétylénes a C17 du type falcarinol ont une activité
inhibitrice contre certains bactéries et mycoplasmes. Ces effets bénéfiques se produisent a des
concentrations non toxiques et représentent donc des propriétés pharmacologiques utiles [ 125].
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iii. Activité antifongique

Le falcarinol et le falcarindiol ont été identifiés comme étant des composés antifongiques chez de
nombreuses especes de la famille des Apiacées, ils inhibent la germination des spores de différents
champignons a des concentrations allant de 20 a 200 pg/ml [106,126-131].

Les polyacétylénes du type falcarinol ont tendance a étre présents de maniere constitutive, ce qui
indique qu'ils agissent principalement en tant que composés de pré-infection chez les espéces qui
les produisent, méme si une certaine augmentation a pu étre observée en réponse a des infections
[126-129] . 1l a été aussi démontré que les polyacétylénes du type falcarinol jouent également le
role de phytoalexines chez certaines plantes comestibles de la famille des Solanacées, tels que des
tomates [111-112] et les aubergines [113].

iv. Activité anti-inflammatoire et anti agrégante plaquettaire

Le falcarinol et le falcarindiol ont montré des activités anti-inflammatoires et antiagrégantes
plaquettaires [132-134].

Pour la falcarinol, il a été suggéré que cette activité est liée a sa capacité a inhiber les lipoxygénases
et a moduler le catabolisme des prostaglandines, et ceci par inhibition de l'enzyme qui catabolise
la prostaglandine, la 15-hydroxy-prostaglandine deshydrogénase [135].

II. 7.2.4. Toxicité

Les polyacétylénes oenanthotoxine et cicutoxine (Figure 14) isolés a partir de la cigu€ aquatique
(Cicuta virosa L.), de la carotte a Moreau (Cicuta maculata L) et de I'cenanthe safranée (Oenanthe
crocata L.) de la famille des Apiacées sont extrémement toxiques (26, 29), ils provoquent des
convulsions violentes et la mort [136-137] .

OH OH
G NN // NN
o oA

Oenanthotoxine Cicutoxine

Figure 14 : Structure de polyacétylénes extrémement toxiques isolés a partir d’ Apiacées non comestibles

[125]
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Ces deux polyacétyleénes sont étroitement liés aux polyacétylénes 2,3-dihydrooenanthétol et 2,3-
dihydrooenanthétol acétate retrouvés chez Il'aneth et/ou 1’ajowan, cependant, une étude
comparative du mécanisme d’action convulsive a montré que cet effet nécessite une distance bien
spécifique entre les deux groupes OH de la molécule, ce qui indique que ces deux derniers
polyacétylenes ne disposent pas d’effets toxiques similaires aux deux polyacétylénes précédents
[125].

La neurotoxicité du falcarinol a été aussi démontrée lors de son injection a des souris et ceci a des
concentrations relativement hautes (dose létale DLso = 100 mg / kg), et le type de symptomes
neurotoxiques produits est similaire a ceux des oenanthotoxine et cicutoxine, bien qu'une dose
beaucoup plus élevée soit requise, et qu’aucun empoisonnement de mammifere n’ait été reporté
suite a son ingestion volontaire a partir de sources naturelles.

Néanmoins, aucun effet prononcé n’a ét¢ démontré pour d’autres polyacétylénes du type
falcarinol comme le falcarindiol [136].

II. 7.2.5. L’hormése ou effet bénéfique a faible dose : hormesis

L’hormese est définie par une relation dose-réponse en forme de U [138] c’est a dire une inversion
d’une réponse a faible dose, par stimulation de certains phénomenes biologiques, par rapport aux
effets des doses plus €levées qui altérent les mémes mécanismes [139-140], il convient de noter
que la nature du phénomene lui confére un caractére de réversibilité [141]. Par exemple un effet
stimulant a faible dose est combiné avec un effet inhibiteur a forte dose [138].

Ce phénomeéne a été démontré dans des cellules cancéreuses de 1’épithélium intestinal humain
« Caco-2 », quand ces dernieres ont été exposés au falcarinol ainsi que d’autres polyacétyleénes a
des concentrations allant de 1 ng/ml a 20 pg/ml, tous les polyacétylénes testés ont montré un effet
biphasique, et pour le falcarinol cet effet d’hormese a été observé a une concentration de 100 ng/ml.
Durant cette expérience, la rupture des brins d'’ADN et I’expression de la protéine active indicatrice
de l'apoptose caspase-3, a été réduite a de faibles concentrations de polyacétylénes et a augmenté
a des concentrations élevées [142]. Ce type de réactions a été ¢galement observé avec les cellules
épithéliales mammaires bovines [143] quand celles-ci sont soumises a des concentrations
progressives de falcarinol.

Aucun effet similaire des polyacétylénes n’a été démontré vis-a-vis de cellules normales,
cependant une inhibition de leur croissance a été observée au-dela de 1 pg/ml [144].

La toxicité a des concentrations €levées a été considérée comme un aspect positif car la plupart
des nouveaux composés promoteurs pour la santé seraient susceptibles de montrer des effets
biologiques biphasiques (hormesis) [145]. Et ceci pourrait étre un moyen efficace pour distinguer
les composés bioactifs de ceux qui n'ont pas d'effet a de faibles niveaux, ce qui augmente les
chances de nouvelles découvertes importantes dans ce groupe particulier de composés. Les
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glucosinolates et les isothiocyanates sont un exemple d'un groupe de composés actuellement
considérés comme agents anticancéreux et qui ont été a l'origine définis comme toxiques [146].

II. 7.2.6. Mécanismes d’action : relation structure-activité

Bien qu’il existe plusieurs hypothéses qui expliquent le mécanisme d’action des polyacétylénes,
la théorie la plus acceptée attribue leur réactivité a leur caractére hydrophobe et a leur capacité a
stabiliser le carbocation formé a la position C-3, et ceci grace aux triples liaisons conjuguées qui
favorisent la substitution nucléophile a cette position (exemple du falcarinol, Figure 15). Il a été
suggéré que ce mécanisme d'action pourrait expliquer la bioactivité du falcarinol en général, et les
propriétés anticancéreuses des polyacétylénes [119].

lRSH
i I IS AN
~/ -

e
i

Figure 15 : L’éventuelle réaction des polyacétylénes de type falcarinol avec les biomolécules , (S:
Substrat cellulaire)

Sur le plan cellulaire, une étude in-vitro a démontré que 1'effet suppressif du falcarinol sur la
prolifération des différentes cellules tumorales était probablement dii a sa capacité a arréter la
progression du cycle cellulaire des cellules tumorales dans ses différentes phases [147].
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II. 7.2.7. Instabilité des polyacétylénes

Les polyacétylénes sont en général considérés comme des composés thermosensibles, et ceci est
probablement di a leur structure acétylénique [143] [148]. Le falcarinol s’est avéré trés instable
sous sa forme pure, il se décompose rapidement lorsqu’il est stocké dans des solvants comme le
DMSO, le n-hexane et 1’éthanol. Son stockage dans du dichlorométhane a -80°C dans une
atmosphere d’Argon et protégé de la lumicre retarde son processus de dégradation mais ne
I’¢limine pas enticrement. En outre, a la température ambiante, le falcarinol se décompose
rapidement dans le DMSO avec une demi-vie apparente de moins de 24 h [119].

II. 7.3. Famille des terpénes

Des composés terpéniques non-volatils et volatils ont été isolés du genre Eryngium, il s’agit de
monoterpenes, de sesquiterpenes et de triterpénoides.

II. 7.3.1. Monoterpénes

Trois hétérosides de monoterpenes de type cyclohexanone et sept esters d’aldéhydes
monoterpéniques ont été isolés, comme le 3-(B-D-glucopyranosyloxymethyl)-2,4,4-triméthyl-2,5-
cyclohexadieén-1-one isolé de I’E campestre [149], et le sénécioate d’isoférulyle a partir des
feuilles d’E. variifolium [150].

OHC OW
O

3-(B-D-glucopyranosyloxymethyl)-2.4,4- Sénécioate d’isoférulyle
trimethyl-2,5-cyclohexadien-1-one

II. 7.3.2. Sesquiterpénes

Des sesquiterpenes ont été isolés et identifiés a partir de I’extrait hexane/éther des parties aériennes
d’E. creticum et I’extrait éthéré des graines d’E. giganteum, ces sesquiterpénes sont des dérivés de
perhydronaphthaline substituée par un groupe n-propyle, ce sont I’eryng-9-¢én-15-al [103], le 15-
hydroxy-a-muuroléne, le 15-oxy-o-muurolene et le 15-nor-o-muuroléne [151]. D’autres
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sesquiterpenes qu’on trouve naturellement dans de nombreuses huiles essentielles ont été aussi
isolés, le (+)-1édol, le (+)-spathulénol, le germacréne D et le trans-B-farnésene [151].

H H
R CHO
H H
Eryng-9-én-15-al R= CH20H: 15-hydroxy-a-muuroléne

R=CHO: 15-oxy-a-muuroléne

II. 7.3.3. Triterpenoides

Et finalement, un total de 8 triterpénoides ont été isolés et identifiés a partir des hydrolysats acides
et alcalines des saponines des Eryngium. Ce sont tous des triterpénoides pentacycliques classés en
deux séries d’oléan-12-éne et de lupine [96].

Les dérivés d’oléan-12-ene sont caractérisés par la présence de nombreux groupements hydroxyles
au niveau des carbones en positions C-3, 15, 16, 21, 22 et 28 ; et rarement en position C-29. Parmi
ces triterpénoides on trouve I’acide bétulinique [151] chez I’E. bromeliifolium, 1’acide oléanolique
dans les racines d’E. macrocalyx [152-153] et le Al-barringenol dans les parties aériennes d’E.
maritimum, d’ Eryngium planum, d’E. caucasicum et d’E. octophyllum [151,154-155].

n
™

Acide oléanolique :
Acide bétulinique R1=H, R2=H, R3=H, R4=H, R5=COOH, R6=CH3.

Al-barringenol:
R1=0H, R2=0H, R3=H, R4=0H, R5=CH20H, R6=CH3
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II. 7.3.4. Huiles essentielles

La premiere étude de la composition chimique des huiles essentielles des Eryngium date de 1932
et a ét¢ effectuée par Koolhas, qui a analysé 1’huile essentielle des tiges et des feuilles d’E.
foetidum, et a signalé le dodécénal comme composé€ majoritaire de 1’huile essentielle [ 156]. Cette
composition a stimulé la curiosité des scientifiques, et a ce jour, la composition de I’huile
essentielle de cette espece a été étudiée par différents chercheurs dans différents pays, qui ont
démontré que les composés majoritaires de I’huile essentielle de cette espéce étaient
principalement des acides gras et des aldéhydes [157-160].

i. Les composés oxygénés non terpéniques

L’¢étude des huiles essentielles des especes du genre Eryngium extraites par hydrodistillation a
montré que ces especes ont relativement un rendement faible en huile essentielle [161].

Plus de 40 huiles essentielles d’Eryngium ont été décrites dans la littérature. Parmi ces huiles
essentielles, 18 échantillons sont caractérisés par la présence majoritaire d’un composé€ oxygéné
non terpénique. Cette classe de composés représente plus de 50 % de la composition totale des
huiles essentielles de 8 échantillons. Il s’agit généralement d’isomeres du triméthylbenzaldéhyde
ou d’aldéhydes linéaires comme le (£)-2-dodécanal.

Ce type de composés a été décrit dans la plupart des huiles essentielles des parties aériennes d’E.
amethystimum, E. corniculatum, E. creticum, E. expandum, E. foetidum et les racines d’E.
palmatum et E. yuccifolium [93] [162].

D’autres composés oxygénés non terpéniques telque les polyacétylénes ont été également décrits
(Tableau 6), on trouve notamment le falcarinol au niveau des feuilles et des tiges d’ E. yuccifolium
et les racines d’E. foetidum L. du Vietnam et ceux d’E. planum L [93].
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Tableau 6 : Composés majoritaires oxygénés non terpéniques (%) identifiés dans les huiles essentielles
des espéces du genre Eryngium [162]

Composé Espeéce Parties étudiées T‘(e‘l,l/:)u r
. , . E. caeruleum M.B. Parties aériennes 11,1
acide-n-héxadecanoique E. foetidum L. (Cuba) Feuilles 12
4(5)-acétyl-1H-imidazole E. caucasicum Trautv. Feuilles (échantillons cotiers) 63,6
(E)-anéthole E. paniculatum Cav. Inflorescence 52,6
E. foetidum L. (S.Ttomé e Principe) Parties aériennes 15,9-37,5
E. foetidum L. (Venezuela) Parties aériennes 27,5
(E)-2-dodécénal ) ] Parties aériennes 7,8-67,1
E. foetidum L. (Vietnam) Racines 71116
3-dodécénal E. foetidum L. (Venezuela) Parties aériennes 5,2
duraldéhyde E. foetidum L. (Vietnam) Racines 37,6-53,1
E. foetidum L. (Vietnam) Racines 3,4-8,1
falcarinol E. planum L. Rac.ines 64,4
E. yuccifolium Michaux. Feuilles 26
Tiges 3,2
hex-a decahy(‘lro-cyclobuta[l— E. caeruleum M.B. Parties aériennes 47
4]dicycloocténe
heptanal E. creticum Lam. Parties aériennes fleuries 13,9
hexanal E. creticum Lam. Parties aériennes fleuries 52,9
lauraldéhyde E. foetidum L. (Vietnam) Parties aériennes 7-11,5
E. pandanifolium Cham. et Schlecht Fruit 11,5
octanal :
E. palmatum Racines 31,7
octane E. creticum Lam. Parties aériennes fleuries 8,9
Parties aériennes 7.9
Parties aériennes des pousses 24,7
E. amethystinum L. Inflorescence 2
2,3,6-triméthylbenzaldéhyde Fruit 16,9
E. expansum F. Muell. Parties aériennes 8
E. foetidum L. Parties aériennes 5,5-23,7
E. palmatum Racines 5,4
E. yuccifolium Michaux. Racines 13,9
. Inflorescence 3,3
E. corniculatum Lam. Tiges et feuilles 38
L B E. foetidum L. (Venezuela) Parties aériennes 27,7
2,4,5- triméthylbenzaldéhyde |- ioetidum L. (Cuba) Feuilles 20,5
.. .. Parties aériennes 8,3
E. maritimum L. (Sicile) Racines 6.7
Inflorescence 50,8
2,4,6- triméthylbenzaldéhyde | E. corniculatum Lam. Tiges et feuilles 50
Racines 29,8
(E)-2-téradécénal E. foetidum L. (S.Ttomé e Principe) Parties aériennes 18,7-25,3
. , . . Parties aériennes 8,9-9
13-tétradécénal E. foetidum L. (Vietnam) Racines 72131
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ii. Les composés hydrocarbonés terpéniques

40 huiles essentielles appartenant a 23 espéces différentes de ce genre sont dominées par des
terpénes hydrocarbonés (Composés majoritaires hydrocarbonés terpéniques (%) identifiés dans
les huiles essentielles du genre Eryngium. Tableau 7). Ces espéces sont I'E. alpinum, E.
amethystinum, E. billardieri, E. bourgatii , E. bungei, E. caeruleum, E. campestre, E.
caucasicum, E. corniculatum, E. duriaei, E. expansum, E. glaciale, E. maritimum, E.
palmatum, E. pandanifolium, E. paniculatum, E. planum, E. rostratum, E. rosulatum, E.
thorifolium, E. tricuspidatum, E. vesiculaosum, E. yuccifolium. [163] [162].

On trouve assez souvent des sesquiterpénes comme le germacreéne D, le bicyclogermacréne ou
le B-caryophylléne comme composés majoritaires des huiles essentielles, et dans une moindre
mesure le B-curcuméne, le (FE)-B-farnéséne, le (E)-caryophylléne, 1I’a-muuroléne et le
valencéne. On trouve également des monoterpénes tels que 1’a-pinéne, le limonéne, et le
terpinoléne ainsi que des diterpénes comme le phyllocladéne, composé majoritaire des huiles
essentielles des parties aériennes et des racines d’E. bourgatii (15 %-37,6 %) [93] [162]

Tableau 7: Composés majoritaires hydrocarbonés terpéniques (%) identifiés dans les huiles
essentielles du genre Eryngium. [162]

T
Composé Espéce Parties étudiées :(I;e)u r
(1)
4-3-caréne E. caeruleum M.B. Parties aériennes 13
E. bungei Boiss. Parties aériennes 7,5
E. caeruleum M.B. Parties aériennes 4,2-60,5
. . E. caucasicum Trautv. Feu%lles (échantillons de 20,1
limonéne collines)
Pétioles 14,7
E. planum L. -
Feuilles en rosette 11,3
E. thorifolium Boiss. Parties aériennes fleuries 3,1
- . Inflorescence 3-21,7
g myrcene E. campestre L. - -
2 Tiges et feuilles 0,5-23,1
2
§ Parties aériennes des pousses 11,8
§ E. amethystinum L. Inflorescence 25,6
= . Fruit 17
g-pmene E. corniculatum Lam. Inflorescence 4
E. paniculatum Cav. Inflorescence 19,1
E. yuccifolium Michaux. | Feuilles 7,6
(1R)-a-pinéne E. thorifolium Boiss. Parties aériennes fleuries 58,6
B -pinéne E. planum L. Pétioles 9,8
y-terpinene E. rostratum Cav. Fruit 4,5
) E. bungei Boiss. Parties aériennes 14,6
terpinoléne S - -
E. yuccifolium Michaux. | Feuilles 17,8
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Delaroche

Racines 25,8
y-amorphéne E. yuccifolium Michaux. | Tiges 12,2
E. alpinum L. Parties aériennes 11,8
E. bourgatii Gouan. Inflorescence 15,1
bicyclogermacréne f/’[i’:})z;llailep' W Parties aériennes 12,5
E. vesiculaosum Labill. Feuilles d’été 22,2
E. yuccifolium Michaux. | Feuilles 8,8
bicyclosesquiphellandréne | E. yuccifolium Michaux. | Tiges 3.4
cis-o-bisaboléne E. caeruleum M.B. Parties aériennes 2,1
E. campestre L. Inflorescence 0,7-22,2
B-curcuméne E. palmatum Racines 5,9
E. tricuspidatum L. Parties aériennes 6,5
§-cadinéne E. billardieri F. Parties aériennes 6,2
Delaroche
. E. bourgatii Gouan. Tiges et feuilles 10,1
(E)-caryophylléne - ;
E. glaciale Boiss. Inflorescence 15,2
E. amethystinum L. Parties aériennes 19,7
E. duriaei subsp.
Juresianum (M. Lainz) Parties aériennes 6,3
B-caryophylléne M. Lainz
E. vesiculaosum Labill. Feuilles d’hiver 20,3
§ E. vesiculaosum Labill. | Feuilles d’été 15,6
§ E. yuccifolium Michaux. | Feuilles 6,2
.*E 7-epi-sélinéne E. expansum F. Muell. Parties aériennes 38,3
g o E. rosulatum P. W. L
& B-élemene Michael ined. Parties aériennes 16
5-élemeéne f/’[i’:})zglaifglp' W Parties aériennes 7
E. campestre L. Inflorescence 0,1-19
(E)-p-farnéséne E. caucasicum Trautv. Feu%lles (échantillons de 14,1
collines)
E. alpinum L. Parties aériennes 10,3
Parties aériennes des pousses 31,3
E. amethystinum L. Inflorescence 14,5
Fruit 7,6
Inflorescence 30,3-40,3
E. campestre L. - -
Tiges et feuilles 31,1424
germacréneD o o Parties aériennes 10,4
E. maritimum L. (Sicile) -
Racines 15,9
ft' gla z;;lgrgn;ter;t L. (Corse Parties aériennes 13,7459
E. vesiculaosum Labill. Feuilles d’hiver 19,2
e . Feuilles 18,3
E. yuccifolium Michaux. :
Tiges 38,4
cis-p-guaiéne E. expansum F. Muell. Parties aériennes 10,8
B-gurjunéne E. billardieri F. Parties aériennes 17
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Feuilles d’hiver

8,8

a-humuléne E. vesiculaosum Labill. - —
Feuilles d’été
. E. billardieri F. Parties aériennes 42
a-muuroléne Delaroche
E. rostratum Cav. Fruit 3,9
. B Tiges et feuilles 11,8
y-muuroléne E. bourgatii Gouan. -
Racines 15,4
E. duriaei subsp.
a-néocallitropséne Jjuresianum (M. Lainz) Parties aériennes 26
M. Lainz
e E. pandanifolium Cham. .
o-sélinéne et Schlecht Feuilles 11,3
s E. pandanifolium Cham. | Feuilles 13,8
B-sélinéne -
et Schlecht Fruit 9,2
Feuilles (échantillons cotiers) 10
B-sesquiphellandréne E. caucasicum Trautv. Feuilles (échantillons de 443
collines) ’
trans-f-bergamoténe E. yuccifolium Michaux. | Racines 18,6
E. billardieri F. . L.
Parties aériennes 5,7
valencéne Delaroche
E. glaciale Boiss. Inflorescence 11,5
- Inflorescence 37,6
E phyllocladene E. bourgatii Gouan. Tiges et feuilles 20,4
g Racines 15
= . E. corniculatum Lam. Racines 13
A \ \
isomere de phyllocladéne E. glaciale Boiss. Inflorescence 43,5

iii. Les composés terpéniques oxygénés

Finalement, 17 huiles essentielles de 12 especes différentes, E. alpinum, E. amethystinum, E.
bungei, E. caucasicum, E. corniculatum, E. duriaei subsp. Juresianum, E. foetidum, E.
maritimum, E. pandanifolium, E. planum, E. rostratum et E. tricuspidatum sont dominés par
les alcools ou les oxydes terpéniques, comme comme le caryophylléne oxide, I’a-bisabolol, le
spathulénol, le carotol ou I’acétate de bornyle [162-164].

66



Généralités

Tableau 8 : Composés majoritaires oxygénés terpéniques (%) identifiés dans les huiles essentielles du
genre Eryngium. [162].

Composé Espéce Parties étudiées Ti(l,}e;l r
()
bornéol E. bungei Boiss. Parties aériennes 44,4
E. pandanifolium .
acétate de bornyle Cham. et Schlecht Feuilles 208
E. planum L. Feuilles en rosette 18,1
2 camphre E. bungei Boiss. Parties aériennes 7,9
:'g carvacrol E. bungei Boiss. Parties aériennes 8,9
£ is- &
2, s chrysanthényl E. planum L. Inflorescence 43,2
b acctate
%, chrysanthényl acétate | E. corniculatum Lam. Inflorescence 4
g cuminol E. bungei Boiss. Parties aériennes 55,3
,8-cinéolé . bungei Boiss. arties aériennes ,
= 1,8-cinéolé E. bungei Boi Parties aéri 9,1
isobornéol E. bungei Boiss. Parties aériennes 9,2
isobornyl formate E. bungei Boiss. Parties aériennes 14,7
terpinen-4-ol E. planum L. Feuilles en rosette 10,9
thymol E. caucasicum Trautv. | Feuilles (échantillons cotiers) 13,9
w-bisabolol E. amethystinum L. Parties aériennes 7,9
E. tricuspidatum L. Parties aériennes 32,6
B-bisabolol E. rostratum Cav. Tige 8,6
4BH-cadin-9-¢éne-15- | E. maritimum L Parties aérienncs 18.4-27.6
al (Corse et Sardaigne)
E. foetidum L. S
carotol (Venezuela) Parties aériennes 8,8
E. foetidum L. (Cuba) | Feuilles 9,9
E. alpinum L. Parties aériennes 21,6
E. duriaei subsp.
] juresianum (M. Lainz) | Parties aériennes 7,6
% caryophylléne oxide | M. Lainz
£ o
= E. marl.tlmum L. Parties aériennes 8,2
5 (Turquie)
-E: E. rostratum Cav. Tige 8
3 E. duriaei subsp.
& i:;hgdlrloﬁ}él_ni ) Jjuresianum (M. Lainz) | Parties aériennes 13,4
YOPRY M. Lainz
. \ E. duriaei subsp.
;slocaryophyllene—l4- juresianum (M. Lainz) | Parties aériennes 16,2
M. Lainz
4BH-muurol-9-éne- E. maritimum L. L
15-al (Corse et Sardaigne) Parties aériennes 4,3-9,3
(E)-nérolidol E. corniculatum Lam. Racines 9,4
E. maritimum L. . L.
spathulénol (Turquie) Parties aériennes 18,9
E. rostratum Cav. Tige 20

II. 7.3.5. Famille des saponosides

Le genre Eryngium est connu pour avoir de nombreux saponosides triterpéniques comme
principaux composés. A ce jour, 25 saponines ont été isolées a partir de ce genre. La plupart
des saponines des Eryngium appartiennent au groupe des oléanénes polyhydroxylés. Cette
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classe de saponines a été retrouvée dans une large gamme de plantes appartenant a des familles
différentes telles que les Sapindacées (desculus L. et Harpullia austrocaledonica Baill) et les
Pittosporacées (Pittosporum tobira (Thunb.) Ait) [165].

II. 7.4. Famille des stéroides

Onze stéroides ont été identifiés chez des espéces du genre Eryngium. Ces composés
comprennent le B-sitostérol, le stigmastérol, le campestérol, le brassicastérol, le 3-a-
cholestérol, le (-)-clérostérol, le A’-avénostérol, le A7-avénastérol et le A>2*-stigmastadiénol
identifiés a partir des extraits d'hexane des feuilles d’E. foetidum [166-169] . Le brassicastérol
a ¢été également isolé et identifié a partir de I'extrait éthanolique de la plante enti¢re d’E.
agavifolium [166] et une étude comparative a indiqué que tous les stéroides des feuilles sont
¢galement présents au niveau des tiges mais avec des quantités différentes [169].

II. 7.5. Composés phénoliques

II. 7.5.1. Flavonoides

Les flavonoides font aussi partie des principaux composés retrouvés chez les Eryngium, et une
quinzaine de flavonoides comprenant des flavonols, et une flavonone ont été isolés et identifiés.

Les hétérosides des flavonols identifiés comme la quercetine et le kaempferol possedent soit
une chaine oligosaccharidiques en C-3 ou C-7, soit deux chaines oligosaccharidiques en C-3 et
C-7 [96].

II. 7.5.2. Coumarines

Des coumarines simples ainsi que des furocoumarines linéaires ont été¢ ¢galement retrouvées
chez les Eryngium. Ces coumarines sont la scopolétine isolée a partir des racines d’E. bourgatii
[170], la 6,7-diméthoxycoumarine, la deltoine, et la (+)-marmésine a partir d’E. creticum [171]
[167]; D’'umbelliférone, la bergaptine, le décursinol, la grandivittine a partir d’F.
biebersteinianum [172]; la prantschimgine, la deltoine, et la (+)-marmésine des extraits
¢thanoliques d’E. ilicifolium [173]; et le benzoate d’aegélinol, I’agasylline, 1’aegélinol et la
grandivittine a partir des racines d’E. campestre [174].
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R m Umbelliférone : R1=H, R2=OH
Scopolétine : R1=OCH3, R2=OH
R 0r SO P

6,7-diméthoxycoumarine : R1=OCH3, R2=0OCH3

Bergaptine

Décursinol
> 0 @) @)

II. 7.5.3. Autres composés phénoliques

Trois composés phénoliques dont deux nouveaux phenyl cafféates ont été isolés et identifiés
chez E. yuccifolium [165]. Par ailleurs, I'isolement de substances antioxydantes des extraits des
racines d’E. alpinum a permis l'identification d’un nouveau dérivé de 'acide rosmarinique, le
R-(+)-3'-0-4-D-glucopyranosyl acide rosmarinique, ainsi que deux composés connus le R-(+)-
acide rosmarinique, et 1'acide chlorogénique [175].

D’autre part, une étude chimiotaxonomique a permis 1’identification du R-(+)-acide
rosmarinique et du R-(+)-acide rosmarinique 3'-O-g-D-glucopyranosyl chez 13 Eryngium
différents, a l'exception d’Eryngium giganteum E., qui était dépourvu de R-(+)-acide
rosmarinique 3'-O- p-D-glucopyranosyle [175].
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II. 7.6. Autres composés des Eryngium

Dix-huit autres classes de composés ont été obtenues a partir des Eryngium L., ces composés
comportent deux triméthyl-benzaldéhydes isolés a partir des feuilles d’E. variifolium [150],
trois esters de cis-chrysanthenyle identifiés chez E. planum [176], ainsi que d’autres composés
divers comme les dérivés de 1’acide cis-crotonique et les cétones (comme 1’eicosa-8,11-dién-
18-0l-2-one) et acides aliphatiques a longue chaine [138].

Ry
R=CHO, R,=CH3: 2,3,4-triméthylbenzaldé¢hyde
R=CHj3, R,=CHO: 2,3,6-triméthylbenzaldé¢hyde

& n=0: acetate de cis-chrysanthényle
CHs—(CHz)ﬂY n=4 : hexanoate de cis-chrysanthényle

n=6 : octanoate de cis-chrysanthényle
O

" OH
)J\ CHy) X N2 (CHY); /}\

CH,CH; Eicosa-8,11-dién-18-0l-2-one

III. Contexte de I’é¢tude des Eryngium tunisiens

III. 1. Cadre géographique de I’étude

La région méditerranéenne est un grand centre de diversité, et environ 25000 espéces végétales
y ont été identifiées [177] [178]. Au fil des siécles, cette diversité botanique remarquable a
favorisé les cultures et les traditions qui sont étroitement liées a I'utilisation des plantes, ce qui
a engendré un héritage ethnobotanique vaste et varié.

Un grand nombre de recherches a été mené dans une tentative d'exploiter le potentiel médicinal
de la flore méditerranéenne et chercher a aborder l’intérét thérapeutique d’un nombre
considérable de plantes encore utilisées jusqu’aujourd’hui, ce qui prouve l’intérét des
connaissances et des traditions liées aux facteurs écologiques et culturels autochtones de cette
région [179-182].
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La Tunisie a une position géographique avantagée, au carrefour entre I’est et I’ouest du bassin
méditerranéen, entre I’Europe et I’ Afrique. Le climat méditerranéen typique qui régne dans la
partie nord et est du pays se heurte au climat désertique du sud [183] . Il est caractérisé par des
¢étés secs et chauds et des hivers frais et humides, ce qui limite la période végétative, les
précipitations sont trés irrégulieres et la pluviosité varie considérablement du nord au sud.
Selon Emberger (1960), il y a cinq principales zones bioclimatiques, allant de la plus aride a la
plus humide en fonction des précipitations, mais la pluviosité n’est pas le seul facteur
déterminant, les températures, notamment les températures hivernales, ainsi que 1’altitude et la
situation continentale sont aussi importantes [184].

Les conditions climatiques méditerranéennes de la Tunisie favorisent, aussi bien le
développement des plantes sauvages (romarin, thym...) que cultivées (marjolaine, menthe...).

En Tunisie, il existe uniquement huit especes du genre Eryngium. Evyngium campestre,
Eryngium dichotomum, Eryngium glomeratum, Eryngium ilicifolium, Eryngium tricuspidatum,
Eryngium triquetrum, Evyngium maritimum, Eryngium barrelieri [89] [185].

1. 2. Eryngium triquetrum V ahl.

III. 2.1. Aspect botanique et répartition géographique

Plante d'un vert bleuatre, devenant & maturité d'un bleu violacé intense. Racine fusiforme. Tige
rameuse de 20-40 cm, plusieurs fois trifurquée ; rameaux anguleux, les supérieurs et les
pédoncules sont en triquétre. Feuilles radicales en rosette, les primordiales oblongues,
simplement dentées ou trilobées, les suivantes profondément divisées, 3-5 fides, les caulinaires
semi-amplexicaules, palmatipartites, sont toutes épineuses. Capitules pauciflores, courtement
pédonculés ou sessiles. Involucre de 3 bractées triangulaires en aléne, vulnérantes. Calice
fructifére a dents dressées (Figure 16).

On retrouve cette espece dans les paturages rocailleux, les bords des chemins. Elle est répandue
dans toute la Tunisie, sauf au sud du territoire [89].

. Aire géographique : Algérie, Maroc, Sicile, Pantelleria.

. Synonymes : pas de synonymes connus pour cette espece

. Nom commun : panicaut triqueétre, panicaut a feuilles de chéne; Nom
vernaculaire : Zreyga, ou « chouk azrak »
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Figure 16 : Photo de I’espéce Eryngium triquetrum (Vahl.). Echantillon collecté en mai 2014 a Tunis.
En haut a gauche : aspect général de la plante dans son milieu de collecte, a droite : planche de
I’herbier illustrant les différentes parties de la plante. En bas : inflorescence.

III. 2.2. Utilisation traditionnelle

La racine, en décoction, est employée au Maroc contre les douleurs des intestins et le
refroidissement. La tige feuillée est utilisée par application locale associ¢e a d’autres plantes
(Thymus broussonetii, Herniaria hirsuta, Ammodaucus leucotrichus Anastatica hierochuntica,
Rosmarinus officinalis, Petroselinum sativum, Opuntia sp ficus-indica, Zea mays) en
décoction, et administrée contre la lithiase [186]. Elle est aussi utilisée pour lutter contre les
affections digestives, dermatologiques, neurologiques, microbiennes, ORL et la fiévre
typhoide [187] et la racine est donnée aux enfants contre 1’amygdalite [188].

Elle est également utilisée contre les troubles inflammatoires, I'eedéme, la sinusite, les
infections urinaires ou les inflammations, la cicatrisation des plaies, les piqlres de serpent ou
de scorpion, le goitre et I’ascite [189-191]
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III. 2.3. Travaux antérieurs

Les racines d’Eryngium triquetrum, sur lesquelles s’est principalement effectué notre travail
de séparation n’ont jamais fait I’objet d’études phytochimiques.

Un seul rapport concernant des extraits polaires des parties aériennes a été retrouvé [192].

A partir de I’extrait MeOH—H20 (70:30, v/v), 5 hétérosides de flavonols ont été identifiés ; le
kaempférol  3-O-p-D-glucoside, le  kaempférol  3-O-[6"-O-E-p-coumaroyl]-g-D-
glucopyranoside, le kaempférol 3-O-[2",6"-di-O-E-p-coumaroyl]-B-D-glucoside, le
kaempférol 3-O-[a-L-rhamnosyl-(6—1)-O--D-glucoside, et le quercitol 3-O-[a-L-rhamnosyl-
(6—1)-0-p-D-glucoside.

o. /.,
A ‘OH
"OH
HO HO
Astragaline: Kaempférol 3-O-f-D- Kaempférol 3-O-[6"-O-E-p-coumaroyl]- f -D-
glucoside glucopyranoside

Cependant, la composition chimique de I’huile essentielle de cette espéce n’a jamais été
étudiée.

III. 3. Eryngium dichotomum Desf.

III. 3.1. Aspect botanique et répartition géographique

Plante glauque, virant au bleu violacé dans I'inflorescence. Souche épaisse. Tige rameuse de
10-50 cm, a rameaux trifurqués. Feuilles radicales oblongues, longuement pétiolées, entiéres,
dentées-crénelées ; les caulinaires sont sessiles, palmatipartites, a divisions épineuses. Les
capitules sont pédonculés. Involucre a 6-7 bractées de 2-3 cm, dentées-épineuses a la base.

73



Généralités

Paillettes du réceptacle dimorphes, les externes tridentées, les autres entiéres. Calice fructifére
a dents acuminées (Figure 17). On la trouve dans les paturages humides argileux [89].

. Aire géographique : Algérie, Maroc, Espagne, Sicile. Italie méridionale, Dalmatie,
Créte.

. Synonymes : pas de synonymes connus pour cette espece [185].
. Nom commun : panicaut dichotome.

Figure 17 : Photo de I’espéce Eryngium dichotomum (Desf.). Echantillon collecté en mai 2014 a
Tunis. A gauche : Aspect général de la plante, a droite : planche de I’herbier illustrant les différentes
parties de la plante.

III. 3.2. Travaux antérieurs

Deux rapports en littérature ont été retrouvés, et qui s’intéressent aux parties aériennes d’E.
dichotomum tunisienne.

L’étude phytochimique a permis d’isoler et d’identifier 1 héteroside de monoterpene (5-[(5-D-
glucopyranosyloxy)  méthyl]-4-hydroxy-4-[(1E,3S)-3-hydroxy-1-butényl]-3,5-diméthyl-2-
cyclohéxén-1-one), 1 flavonoide (Naringénine 7-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1->2)-O-p3-D-
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glucopyranoside , et deux stéroides (stigmastérol et stigmastérol 3-O-S-D-glucopyranoside) ;
ainsi que 4 sucres, le saccharose, le furanose et ses 2-méthyle analogues [168] [193]. La
composition de I’huile essentielle de cette espéce ainsi que son activité biologique n’ont jamais
¢été évaluées.

Monoterpéne

5-[(f-D-glucopyranosyloxy)méthyl]-4-hydroxy-4-[(1E,3S)-3-hydroxy-1-butényl]-3,5-diméthyl-2-
cyclohéxén-1-one

Flavonoide

HsC OH

OH
aringénine 7-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1-2>2)-O-f-D-glucopyranoside

Stéroides

Stigmastérol: R=H 75

Stigmastérol 3-O-f-D-glucopyranoside: R=f-D-glucopyranosyl
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1. 4. Eryngium tricuspidatum L.

III. 4.1. Aspect botanique et répartition géographique

Plante d'abord d'un vert glauque, virant a maturité au bleu violacé. Racine renflée en tubercule
noiratre. Feuilles radicales longuement pétiolées, a pétiole gréle, a limbe arrondi, ovale ou
réniforme, a dents mucronulées. Feuilles caulinaires subsessiles palmatipartites, a divisions
¢épineuses. Capitules longuement pédonculées. Involucre de 5-6 bractées acuminées et
vulnérantes, dentées. Paillettes du réceptacle sont tous tricuspides dépassants les fleurs [89].

En Tunisie il existe deux sous-especes d’Eryngium tricuspidatum L., la Ssp. eu-tricuspidatum
Maire et la Ssp. bovei (Boiss.) Ball.

- La Ssp. eu-tricuspidatum Maire : elle est caractérisée par des feuilles radicales a limbe arrondi
ou ovale. Bractées de I'involucre 2-3 fois plus longues que le capitule, a dents épineuses. Elle
est retrouvée dans les bords des chemins, les lieux arides, la brousse. Aire géographique :
Algérie, Maroc, Espagne, Italie, Sardaigne, Gréce, Asie mineure.

- La Ssp. bovei (Boiss.) Ball. : elle est caractérisée par des feuilles radicales a limbe réniforme.
Feuilles caulinaires a divisions courtes et larges, ainsi que les pieces de 1‘involucre qui sont
peu dentées et 1 fois et demie a 2 fois plus longues que le capitule. Elle se trouve dans les
paturages, broussailles et foréts. Aire géographique : endémique algéro-tunisienne [89].

Eryngium tricuspidatum L. étudiée dans ce travail appartient a la sous-espéce endémique bovei
(Boiss.) Ball (Figure 18).

. Synonymes : pas de synonymes connus pour cette espece [185].
. Nom commun : panicaut tricuspide.
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Figure 18 : Photo de I’espéce Eryngium tricuspidatum L. ssp. Bovei Boiss.

Echantillon collecté en aolt 2014 a Sedjnane en Tunisie. A gauche : aspect général de la plante dans

son milieu de collecte, a droite : planche de I’herbier représentant les différentes parties de la plante

dont la racine en tubercule caractéristique d’E. tricuspidatum et la feuille réniforme spécifique de la
sous-espéce bovei (Boiss.) Ball.

III. 4.2. Utilisation traditionnelle

Au Maroc le décocté des racines est utilisé pour calmer les douleurs d’accouchement ; elle est
aussi utilisée pour le gain de poids, ainsi que pour son effet tonique et anti-thumatismal [194].
Les racines, en décoction, sont efficaces contre les intoxications et les constipations [195].

III. 4.3. Travaux antérieurs

Pour cette espéce, uniquement 1’huile essentielle des parties aériennes a été¢ récemment étudiée.
La composition de I’huile essentielle est particuliérement riche en sesquiterpénes oxygénés
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(49,6%) et I’a-bisabolol (32,6%) a été identifié comme composé majoritaire de 1’huile, suivis
par les sesquiterpeénes hydrocarbonés et particuliérement 1’a-curcumeéne (6,5%). L’activité
antimicrobienne de 1’huile essentielle a été aussi établie contre 13 souches (CMI entre 4,6 a 74
mg/ml), particulierement contre Candida albicans (CMI = 4.6 mg/ml) et les bactéries Gram*
avec une CMI entre 9 et 18 mg/ml. L’activité¢ antioxydante de cette huile essentielle a
¢galement été mise en évidence [164].

III. S. Eryngium campestre L.

III. 5.1. Aspect botanique et répartition géographique

Plante d'un vert blanchatre, a souche épaisse, a tige dressée, robuste, trés rameuse, de 40-60
cm. Feuilles radicales a contour largement triangulaire, pétiolées, les moyennes embrassant la
tige par 2 oreillettes, les supérieures ovales, sessiles, toutes pennatipartites, coriaces et
¢épineuses. Fleurs blanchatres en tétes globuleuses ou ovoides, pédonculées. L’involucre a 4-6
bractées étroites, linéaires acuminées, étalées a maturité. Paillettes du réceptacle enticres,
¢galant environ 2 fois le calice. Calice fructifere a dents dressées acuminées (Figure 19). On la
trouve dans les coteaux incultes, les champs, et aux bords des chemins [89].

. Aire géographique : répandue en Tunisie, et dans la région méditerranéenne. En Europe
centrale, Sibérie, et Caucase.

. Synonymes : pas de synonymes connus pour cette espéce [185].

«  Nom commun : Chardon roulant, Chouk Labiadh, Bou-neggar (nom local).
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Figure 19: Photo de I’espéce Eryngium campestre (L.). Echantillon collecté en Juin 2014 a Bizerte

III. 5.2. Utilisation traditionnelle

En médecine traditionnelle turque, cette espece est trés connue, 1’infusion des parties aériennes
et des racines est utilisée comme antitussif, diurétique, stimulant de 1’appétit et aphrodisiaque.
Les racines sont antispasmodiques, diaphorétiques, diurétiques, expectorantes, galactogénes et
stimulantes [196] [197]; elles sont aussi trés efficaces dans le traitement de la faiblesse causée
par la toux chronique réputée dans les stades avancés de 1’épuisement pulmonaire [196]. Cette
plante est aussi utilisée pour traiter la coqueluche, les maladies du foie et des reins et les
affections de la peau [196] [198].

III. 5.3. Travaux antérieurs

Cette espece est parmi les espéces les plus étudiées du genre Eryngium, a la fois pour les parties
aériennes et les racines. Son extrait éthanolique a montré une activité anti-inflammatoire et
anti-nociceptive [166] [199].

Des saponines triterpéniques, des monoterpenes, et des polyphénols ont été isolés et identifiés
dans des travaux antérieurs [96].
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Saponines triterpéniques

No Nom du composé

1 3-O- a~L-thamnopyranosyl-(1—2)-£-D-glucuronopyranosyl-22-O-4, -
diméthylacryloyl-barrigénol Al

2 3-0-a-L-rthamnopyranosyl-(1—2)-S-D-glucuronopyranosyl-22-0-angeloyl-
arrigénol R1

3 3-O-a~L-rthamnopyranosyl-(1—2)-£-D-glucuronopyranosyl-2 1-O-acetyl-22-O-
angeloyl-arrigénol R1

4 3-O-a~L-rthamnopyranosyl-(1—2)-f-D-glucuronopyranosyl-2 1-O-acetyl-22-O-
S, f-dimethylacryloyl-barrigénol R1

5 3-0-a-L-thamnopyranosyl-(1—2)-4-D-glucuronopyranosyl-22-0-angeloyl-28-
O-acetyl-arrigénol R1

6 3-0-p-D-glucopyranosyl-(1—2)-[ a-L-rhamnopyranosyl-(1a4)]-5-
Dglucuronopyranosyl-22-O-angeloyl-barrigénol R1

7 3-0-f-D-glucopyranosyl-(1—2)-[ a-L-rhamnopyranosyl-(1a4)]-5-
Dglucuronopyranosyl-22-0O-4, f-dimethylacryloyl-barrigénol Al

R50
HO™
Ri R R3 R4 Rs

1 H dMA H  a-L-thamnopyranosyl H

2 OH Ang H  o-L-rhamnopyranosyl H

3 OAc Ang H  o-L-rhamnopyranosyl H

4 OAc dMA H  o-L-thamnopyranosyl H

5 OH Ang Ac  o-L-rhamnopyranosyl H

6 OH  Ang H  B-Dglucuronopyranosyl o-L-rhamnopyranosyl

7 H dMA  H  B-Dglucuronopyranosyl a-L-rhamnopyranosyl
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Monoterpénes

No Nom du composé

1 3-(f-D-glucopyranosyloxymethyl)-2,4,4-triméthyl-2,5-cyclohexadién-1-one

2 3-(p-D-glucopyranosyloxymethyl)-2,4,4-triméthyl-2-cyclohexadién-1-one

Flavonoides

Z
°

Nom du composé

Quercétine

Isoquercétine

Rutine

Lutéoline 7-O-p-D-glucopyranoside

Astragaline

Kaempférol 7-O-f-L-rhamnopyranoside

Kaempférol 3,7-di-O-a-L-rhamnopyranoside

R NN AW N -

Kaempférol 3-O-f-D-(2’-p-Z-hydroxycinnamoyl)-glucopyranoside
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OH
R>O O
ReQ Wl
R1
OH O
R; R
1 OH H
2 O-f-D-rhamnopyranosyl H
3 O-a-L-rhamnopyranosyl-(1-2>6))- f-D-glucopyranosyl H
4 H B-D-glucopyranosyl
R-0 O
") e
OR4
OH O
Ri1 R2
5 B-D-glucopyranosyl H
6 H o-L-rhamnopyranosyl
7 a-L-rhamnopyranosyl o-L-rhamnopyranosyl

Ri R2

p-Z-hydroxycinnamoyl H
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Coumarines

No Nom du composé

1 Benzoate d’aegélinol
2 Agasylline

3 Aegélinol

Autre composé phénolique

O-B-D-glucopyranosyl

COOH

HOY
OH

Acide B-D-glucopyranosyl-(+)-3'-O-S-D-glucopyranosyl rosmarinique
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La composition de I’huile essentielle de cette espéce a été¢ également établie, I’analyse par
CPG/SM a montré que sa composition est riche en terpénes hydrocarbonés et que 1’a-pinéne
et I’hexanal étaient les composés majoritaires.

III. 6. Eryngium ilicifolium Lam.

III. 6.1. Aspect botanique et répartition géographique

Plante d'un vert blanchatre, a tige florifére deés la base et dichotome. Les feuilles sont toutes
semblables, oblongues, fortement dentées, épineuses, coriaces et similaires aux bractées de
I'involucre. Les capitules sont sub-sessiles, multiflores. Les paillettes du réceptacle tricuspides,
courtes, mais dépassant les petites fleurs. Les sépales sont bilobés, longuement mucronés. Et
le fruit couvert d'écailles blanches trés obtuses (Figure 20). On la retrouve dans les dépressions
humides 1'hiver, les lits d'oueds desséchés, et les licux arides.

. Aire géographique : Algérie, Maroc, Espagne méridionale.
. Synonymes : pas de synonymes connus pour cette espéce [185].
. Nom commun : panicaut a feuilles de houx.

Figure 20 : Photo de I’espéce Eryngium ilicifolium (Lamk.). Echantillon collecté en juillet 2014 a
Kairouan en Tunisie. A gauche : Aspect général de la plante dans son milieu de collecte, a droite :
planche de I’herbier.

III. 6.2. Utilisation traditionnelle

Cette plante est utilisée traditionnellement par voie orale contre les désordres digestifs, les
gastrites, le refroidissement, les arthrites rhumatoides, et pour son effet diurétique et
aphrodisiaque, elle est également utilisée en cataplasme pour lutter contre le froid, le rhume et
I’arthrite rhumatoide, et en gargarisme contre la laryngite et la pharyngite [200].
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III. 6.3. Travaux antérieurs

Une seule étude a été retrouvé pour cette espece, dans lequel 3 coumarines de la famille des
psoralénes (furocoumarines) ont été isolées et identifiées : La deltoine, la (+)-marmésine et la
prantschimgine [173].

OR

@)
@)
Oy

Nom du composé | R

(+)-marmesine H

deltoine }Hﬁ
(0]

1. 7. Eryngium maritimum L.

III. 7.1. Aspect botanique et répartition géographique

Eryngium maritimum est une plante vivace de 30-60 cm, d'un glauque bleuatre, trés épineuse,
a souche émettant des stolons souterrains. La tige est dressée et rameuse. Les feuilles sont
coriaces, orbiculaires en rein, palmatilobées, a lobes étalés, anguleux, dentés-épineux et les
caulinaires moyennes a gaine non épineuse. Les fleurs sont bleudtres, en grosses tétes
subglobuleuses, pédonculées, en ombelle d'ombellules. Les involucres sont bleuatres, a 4-6
folioles étalées, larges, ovales ou rhomboidales, coriaces, incisées-épineuses. Les paillettes
extérieures sont a 3 épines divergentes. Le calice est fructifere a dents étalées en étoile. Le fruit
est un akeéne obovale, muni d'écailles acuminées (Figure 21) [201]. On la retrouve dans les
sables maritimes [89]:

. Aire géographique : dans le monde elle est répartie en Europe, Asie occidentale et
Afrique septentrionale [201].

. Synonymes : pas de synonymes connus pour cette espece [185] .

. Nom commun : panicaut maritime.
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Figure 21 : Photo de I’espéce Eryngium maritimum (L.). Echantillon collecté en juillet 2014 a Bizerte
en Tunisie. En haut a gauche : Aspect général de la plante dans son milieu de collecte, a droite :
planche de I’herbier, en bas : Inflorescence

III. 7.2. Utilisation traditionnelle

L’infusion de parties aériennes et des racines d'Eryngium maritimum sont traditionnellement
utilisées comme antitussif, diurétique, cytotonique et stimulant de l'appétit. Les racines sont
utilisées sous forme de décoction en qualit¢ de diurétique et fébrifuge, ils provoquent
¢galement les menstruations, sont un remeéde contre 1'urétrite et suppriment les obstructions du
foie, des reins et de la vésicule biliaire [202] [93].

De par le réseau racinaire qu’elle produit, la plante présente un intérét environnemental majeur
car elle contribue a la tenue des dunes sablonneuses, particulierement sur le littoral breton,
aquitain et corse (dune de la plage de I’Ostriconi par exemple) [93].
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III. 7.3. Travaux antérieurs

Les travaux concernant E. maritimum ont été rapportés par le biais d’'une communication par
affiche et un article d’étude chimiotaxonomique pour ce qui est de la composition de ’huile
essentielle [93] [163]; et a travers trois publications sur les activités anti-inflammatoires,
antinociceptive, antimicrobienne et antiradicalaire des extraits des tiges et des racines [199]
[203] [204], ces travaux ont montré que les parties aériennes et les racines sont dotées d’un fort
pouvoir anti-inflammatoire et anti-nociceptif, cependant les activités antimicrobiennes et anti-
radicalaires étaient moins importantes, particuliérement pour les extraits méthanoliques
polaires qui étaient moins actifs que les extraits chloroformiques.

Les composés majoritaires de 1’huile essentielle d’E. maritimum des parties aériennes étudiées
sont le germacréne D (43,1 %-42,4 %) et un aldhéhyde sesquiterpénique : le 9-muuroléne-15-
aldéhyde (22,4 %-16,4 %) qui est présenté comme un nouveau produit naturel. Les composés
majoritaires de [’huile essentielle de racines sont : le y-guaiéne (40,2 %), le 2,3.4-
triméthylbenzaldéhyde (24,5 %) et le germacrene D (10,6 %) [163].

Les composés isolés et identifiés de cette espéce sont des triterpénoides et des composés
phénoliques dont principalement des flavonoides [96].

Triterpénoides

No  Nom du composé

1 R1-barringénol

2 Al-barringénol

3 Barringtogénol C

4 22a-hydroxyérythrodiol

R, R R; Ry Rs Re

1 OH OH OH OH CH;OH | CH;
2 OH OH H OH CH,OH | CH;
3 H OH OH OH CH;OH | CH;
4 H H H OH CH:OH | CH3
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Flavonoides

No  Nom du composé
Isoquercétine

Astragaline

Kaempférol 3-4-D-glucopyranosyl-7-O-a-L-rhamnopyranoside

Kaempférol 3,7-di-O-a-L-rhamnopyranoside

N H| W N -

Kaempférol 3-O-f-D-(2B-p-Z-hydroxycinnamoyl)-glucopyranoside

OH
R
ReOnYau
Rq
OH O

Ry R
1  O-B-D-rhamnopyranosyl H
R0 O
2 ‘ /o
OR;
OH O
R1 R:
2 O-f-D-rhamnopyranosyl H
3 -D-rhamnopyranosyl o-L-rhamnopyranoside

4 a-L-rhamnopyranoside

a-L-rhamnopyranoside
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5 p-Z-hydroxycinnamoyl H

Composé phénolique

O-B-D-glucopyranosyl

COOH OH

HO
OH

Acide B-D-glucopyranosyl-(+)-3'-O--D-glucopyranosyl rosmarinique
III. 8. Eryngium barrelieri Boiss.

III. 8.1. Aspect botanique et répartition géographique

Plante d'un vert clair, a souche courte terminée par un faisceau de fibres radicales noiratres. Tige de
10-30 cm dressée, rameuse-dichotome au sommet. Feuilles radicales oblongues-lancéolées, a bord
crénelé ou incisé-denté, atténuées en un long pétiole ailé embrassant. Feuilles supérieures sessiles,

tripartites, a lobes médian bien plus développé. Fleurs blanches en petits capitules terminaux ou
axillaires trés serrés. Bractées de I'involucre a folioles linéaires acuminées, épineuses, avec 2
oreillettes a la base. Paillettes entiéres égalant 1'involucre. Calice fructifére a dents étalées (

Figure 22). Fruit ovoide cylindrique couvert d'écailles ponctuées. On les retrouve au niveau
des Dayas et les dépressions inondées d'hiver [89].

. Aire géographique : Tunisie, Tripolitaine, Algérie, Maroc. Sicile, Italie méridionale,
Sardaigne, Corse.
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. Synonymes : E. pusillum L. [185]
. Nom commun : panica in de Barrelier

Figure 22 : Photo de 1’espéce Eryngium barrelieri (Boiss.). Echantillon collecté en juin 2014 a El-
Hessyane en Tunisie. A gauche : Aspect général de la plante dans son milieu de collecte, A droite :
planche de I’herbier.

III. 8.2. Utilisation traditionnelle

Nous n’avons pas trouvé de données concernant 1’utilisation traditionnelle de cette espéce.

III. 8.3. Travaux antérieurs

A nos connaissances, cette espéce n’as jamais fait 1’objet d’études phytochimiques publiées
sous ce nom ou le synonyme accepté pour I’espece (E. pusillum L.).

III. 9. Eryngium glomeratum Lamk.

III. 9.1. Aspect botanique et répartition géographique

Plante d'un vert glauque, a tiges dressées, rigides, de 0,40 a 0,80 m, souvent nombreuses sur la
souche. Feuilles caulinaires nombreuses, sessiles, ovales dans leur pourtour, bipennatisequées
a segments linéaires-lancéolés, a dents épineuses. Inflorescence en thyrse allongée a nombreux
capitules. Involucre a 5 bractées ou moins, linéaires, carénées, entiéres, égalant 3 a 5 fois les
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capitules ovoides de 1 cm de large. Paillettes du réceptacle entiéres (Figure 23). On le retrouve
aux infractuosités des rochers et aux lits pierreux des oueds desséchés [89].

. Aire géographique : Syrie, Palestine, Créte, Egypte, Lybie, Tunisie [89].

. Synonymes : Pas de synonymes connus pour cette espéce [185].

. Nom commun : Panicaut aggloméré ; chardon renversé, Shouk el-mag’loub (nom
local)

Figure 23 : Photo de ’espéce Eryngium glomeratum (Lamk.). Echantillon collecté en aoit 2014 a
Gafsa en Tunisie. A gauche : Aspect général de la plante dans son milieu de collecte, A droite :
planche de I’herbier.

III. 9.2. Utilisation traditionnelle

La décoction des racines d’E. glomeratum est utilisée contre les maladies de la peau et les
hémorroides (usage externe) et contre les calculs rénaux (usage interne) [205].

III. 9.3. Travaux antérieurs

Eryngium glomeratum n’a jamais fait I’objet d’études phytochimiques proprement dites, il
existe néanmoins un rapport publié sur I’activité biologique de parties aériennes (extrait a
I’hexane et I’acétate d’éthyle), évaluée sur 8 souches microbiennes en utilisant la méthode de
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diffusion en disques. Il montre que cette espéce posséde une activité antifongique (contre des
dermatophytes) modérée (diamétre d’inhibition de 1-10 mm), ce qui confirme son utilisation
traditionnelle [206].
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TRAVAUX PERSONNELS
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I. Introduction

La synthese bibliographique entreprise au début de ce travail de thése a permis de constater le
risque important du phénomene de la résistance microbienne. Par ailleurs, une demande
croissante en ingrédients d’origine naturelle a été observée ces derniéres années favorisant par
conséquent la recherche de nouveaux composés bioactifs. Cette recherche peut prendre
plusieurs formes et avoir plusieurs intéréts mais il est courant de voir souligner dans la
littérature la nécessité de trouver de nouvelles molécules antimicrobiennes ou de nouvelles
pistes thérapeutiques afin de remplacer les antibiotiques et antiseptiques actuels face auxquels
les microorganismes ont développé des résistances.

Dans ce contexte, nous nous sommes attachés, a utiliser les différentes méthodologies
développées au cours de cette thése, dans le but de caractériser le pouvoir antimicrobien et
phototoxique des Eryngium tunisiennes qui avaient été en majorité trés peu étudiés jusqu’a
présent ; et ceci contre un panel de microorganismes multirésistants. Et d’évaluer, d’autre part,
leur pouvoir cytotoxique.

Pour atteindre ces objectif, I’étude a été réalisée a différents niveaux :

i. Développer des méthodologies permettant de tester 1’activité antimicrobienne et
phototoxique qui soient adaptées au criblage de plusieurs échantillons et
microorganismes

ii. Effectuer un criblage préliminaire de I’activité antimicrobienne a la fois des parties
aériennes et des racines des Eryngium, étant donné que les connaissances sur les
especes de ce genre se limitaient principalement a 1’étude du pouvoir thérapeutique
et du contenu phytochimique des parties aériennes, les racine étant tres peu étudiées.

iii. Effectuer une investigation phytochimique et une étude comparative des extraits
actifs et corréler le pouvoir antimicrobien, phototoxique et cytotoxique de ces extraits
a leur contenu phytochimique

iv. Identifier les molécules majoritaires de la fraction active des racines d’Eryngium

triquetrum et tester leur pouvoir antimicrobien.
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I1. Partie I: Activité biologique et investigation phytochimique
des parties aériennes et des racines des Eryngium tunisiens

II. 1. Extraction

Comme décrit dans le chapitre matériel et méthodes, I’extraction a été effectuée par
macération, cette méthode d’extraction menée a température ambiante permet d’extraire le
maximum de composés et de prévenir leur dénaturation ou modification probable dues aux
températures élevées.

Les parties aériennes et les racines ont été séparées, séchées, réduites en poudre, puis extraites
par macération dans des solvants de polarité croissante afin de séparer les composés en
fonction de leur polarité. Le systéme de solvant utilisé est I’é¢ther de pétrole puis le
dichlorométhane puis le méthanol, ces solvants vont permettre d’obtenir respectivement pour
chaque échantillon un extrait apolaire, un extrait moyennement polaire et un extrait polaire.
Chaque extrait obtenu est évaporé a 1’évaporateur rotatif pour obtenir des extraits secs (Figure
24).

Matiére végétale

broyée 10g
Macération a I’éther de
pétrole 100 ml 3 x 30 min
v
Filtrat évaporé Mare

Macération au

. ; £ 30 mi
dichlorométhane 100 ml 3 x 30 min

Filtrat évaporé

Macération au

100 ml
méthanol

Filtrat évaporé Marc

Figure 24 : procédure d’extraction de la drogue séche des Eryngium avec macération
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Les extraits récupérés apreés évaporation a sec et sous pression réduite ont été pesés pour
déterminer le poids sec résultant (Tableau 9).

Tableau 9 : Rendement d’extraction des Eryngium par différents solvants (g/100g MS)

Nom de la plante

Eryngium triquetrum

Eryngium dichotomum

Eryngium tricuspidatum

Eryngium campestre

Eryngium ilicifolium

Eryngium maritimum

Eryngium barrelieri

Eryngium glomeratum

Solvant

Ether de pétrole
Dichlorométhane
Méthanol

Ether de pétrole
Dichlorométhane
Méthanol

Ether de pétrole
Dichlorométhane
Méthanol

Ether de pétrole
Dichlorométhane
Méthanol

Ether de pétrole
Dichlorométhane
Méthanol

Ether de pétrole
Dichlorométhane
Méthanol

Ether de pétrole
Dichlorométhane
Méthanol

Ether de pétrole
Dichlorométhane
Méthanol

Rendement (%)
Racines Parties aériennes
1,5 3
1,2 2,2
6 10,2
1,1 1
0,6 0,8
9,6 6,3
1,4 1,5
1,3 1,3
19,5 15
33 2,7
2 1,7
20,7 10,7
1,1 3.4
0,3 2
7,4 12,3
4 4,5
1 2
24 13
2,2 1,1
1,4 1,3
12,3 10,8
1 1,7
1 2
21,5 11,7

Les rendements moyens en extrait a I’éther de pétrole sont compris entre 1 et 4,5 %, cependant
les meilleurs rendements ont été obtenus pour le méthanol (6-20,7 %), et ceux du
dichlorométhane sont les plus faibles (0,3-2 %). D’autre part, les rendements d’extraction pour
les extraits apolaires et moyennement polaires des parties aériennes sont plus élevés pour la

plupart des especes que ceux des racines, contrairement aux extraits méthanoliques.

Les composés que pourraient contenir les différents extraits préparés selon les données de la
littérature sont présentés dans le Tableau 10 :
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Tableau 10 : Les principaux composés que pourraient contenir les différents extraits (D’aprés Ciulei,
1981) [207]

Extraits Constituants probables
Ether de pétrole Cires, chlorophylle, lipides, acides gras, stérols, triterpénes,

caroténoides, huiles essentielles, flavonoides aglycones hautement
méthoxylés, coumarines.

Dichlorométhane Terpénoides, polyphénols aglycones (flavonoides, coumarines,
tanins, anthracenosides), chlorophylle.

Méthanol Flavonoides et coumarines glycosylés, flavonoides sulfatés,
alcaloides, acides aminés, tanins, acides phénoliques, triterpénes et

stérols glycosylés

II. 2. Evaluation de I’activité antimicrobienne

Les différents extraits de plantes ont été testés sur un panel de 36 microorganismes pathogeénes
multirésistants comprenant 13 bactéries Gram®, 22 bactéries Gram™ et une levure, fournis par
le laboratoire de bactériologie clinique (INSERM U 995). Ainsi il a été testé : des bactéries
souvent responsables d’infections alimentaires, nosocomiales, cutanées, nasales, respiratoires
ou urinaires et de septicémies; telles qu’Echerichia coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae et Enterococcus faecalis et une levure,
Candida albicans, responsable de la candidose ou d’infection cutanée (cf. matériel et
méthodes).

Nous avons effectué un criblage initial de 1’activité antimicrobienne sur les 36 souches par la
méthode de dilution en milieu solide en testant pour les huit espéces (Eryngium campestre,
Eryngium  dichotomum, Eryngium glomeratum, Eryngium ilicifolium, Eryngium
tricuspidatum, Eryngium triquetrum, Eryngium maritimum, Eryngium barrelieri), deux
parties des plantes (racines et parties aériennes), trois solvants d’extraction et cinq
concentrations (0,07 ; 0,15 ;0,3 ; 0,6 ; et 1,25 mg/ml).

Pour les extraits apolaires, des essais préliminaires avec du polypropyléne glycol, tween-80,
acétone, éthanol et des mélanges acétone-éthanol ont été effectués afin de choisir le meilleur
solvant permettant une diffusion optimale de 1’extrait dans le milieu gélosé et une répétabilité
des résultats. Le mélange acétone-éthanol (1:3) a été sélectionné pour la préparation des
solutions initiales, le reste des dilutions a été effectué dans 1’¢thanol tout en vérifiant 1’absence
d’activité des témoins acétone-éthanol et de 1’éthanol a une concentration de 5 % dans le
milieu gélosé.

L’évaluation d’actif antimicrobien est conventionnellement effectuée par la mesure des
concentrations minimales inhibitrices (CMI) des extraits. La CMI correspond a la plus faible
concentration en agent actif capable d’inhiber totalement la croissance d’ un microorganisme
donné.
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Les résultats obtenus montrent que toutes les plantes étudiées présentent un potentiel
antimicrobien et ceci pour les deux parties des plantes. Les CMI des différents extraits sur les
36 germes ont été déterminées et regroupées dans le Tableau 11.
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Tableau 11 : Concentrations minimales inhibitrices des différents extraits contre 36 souches microbiennes

B. Gram- B. Gram + L
~
= o] Q
= = < N ~ “ 2 3 Y “© S Y
0 Yom % 3 Yon | § > s 3 S 0= 8 v kS = w3 s g & o
| = |8 3 3 S % gz § 5 g S % 8 8 £ T 0§ 0§ 3 g £ %
S8 8 3 3 g 3§ & 2 g I ¥ & i S S F 0§ 8 g s 7
= 8 g 3 & g g g g g ; = 2 g B3 ® § &
3 g : 5 & 3 5 g ]
123 4 5 6 78 10 11 12 13 14 15 16 17 18 20 21 22 36 23 24 25 26 27 19 28 29 31 32 33 35 34 30
E.triquetrum
<0,07 03 03 | 03 | 0,15 015 0,15 06 | 015 03 | <007 | <0,07 | <0,07 03
0,3 <0,07 0,15
1,25 1 03 0,15 0,3 1,25 0,3 0,3 0,3 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 <0,07
1,25 0,15 1,25 0,3
E.ilicifolium
<0,07 0,6 0,3 03 0,15 0,15 0,15 03 0,15 03 0,15 0,15 | <0,07 0,3
0,6 0,6
1,25 1 03 <0,07 | 0,15 0,6 0,6 0,3 0,3 0,15 03 0,3 0,6 1,25 1,25 0,6
1,25 0,15 0,15 0,15 0,6 0,6 0,3 1,25 1 1,25 | 1,25 1,25 1,25 0,6
E.dichotomum
0,6 0,3 <0,07 0,6 0,3 0,6 0,3 0,3 0,3 1,25 | 03 1,25 | 0,15 0,15 1,25
0,15 1,25 1,25 | 0,6 0,3 0,15
1,25 0,6 1,25 1,25 1,25 1,25 0,6
125 | 03 <0,07 | 0,15 1,25 0,6 0,15
1,25
E.maritimum
125 0,15 | 06 0,15 0,6
125 <0,07 0,6 125
1,25 0,3 0,15 0,6 1,25 | 1,25 0,6 1,25 0,3 1,25 0,6 1,25 1,25
1,25 0,15 1,25 | 1,25 0,6 1,25 1 0,15 0,6 0,6 1,25 1,25 1,25 0,6

R : racines, P : parties aériennes, E : éther de pétrole, D : dichlorométhane, M : méthanol ; B : bactérie ; L : levure
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B. Gram- B. Gram + L
B = Q
o N ~ v ] 3 “ 12 Q e
g : ‘ ¢ ¢
o Toom g < MBS = 8 s & &g ) g = w3 § :é} Y o)
: a 3 Q Q < S =, 0
FORARECS IS SRR BTN R S F i< T % s S £ § 0+ i 0F & %
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: 8 % 3 i & § g S T S g 8 8 g 3 08| §|% 8 g | §
Sh ] 2 = S = = B S S =. I = s & = S 3 i) I R g S
= ] £ N s = 2 i S Y 2 : 3. = ] g &
= = ] ] 3 © >3 & £ >3 ]
S S 3
12 3 4 5 7.8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 20 21 22 36 23 24 25 26 27 19 28 29 31 32 33 35 34 30
E.campestre
<0,07 | <007 | 125 0,6 0,6 0,6 0,3
1,25 0,6 0,15
125 03 <0,07 | <007 | 125 06 | 06 015 03 03 03 03 0,6 0,6 0,6 0,6
0,6 <0,07 | 125 0,6 1,25 03 1,25 06 | 125 0,3
E. barrelieri
1,25 0,6 125 | 015
1,25
0,6 0,15 = 015 | 0,15 06 06 0,15 <007 = 015 = 0,15 015 015 0,5
0,6 03
125 | 125 1,25 0,6 1,25 1,25
E. tricuspidatum
125 | 03 015 | 015 | 015 | <007 | <007 | 125 | <0,07 | <0,07 | <007 | <0,07 | <007 @ <007 <007 | 015 | <007 | <007 | <007 | <0,07
0,15 0,5
125 03 0,15 | <007 @ <007 & <007 & 03 03 | 015 015 | <007 <007 <007 03 | 015 <007 015 0,5 0,3
125 | 125 | 015 | <007 06 06 0,15 03 1,25 1,25 0,6
1,25 125 | 1,25 1,25 1,25 1,25
E. glomeratum
125 | <007 | <007 | <007 0,15 <007 = 03
1,2 03 0,3 1,25 0,6 125 | 125
06 015 <007 <007 <007 0,5 03 | 125 015 015 015 | <007 <007 | <007 015 | 0,15 <007 0,15 0,3
125 | <007 <007 @ <007 | 06 125 | 125 06 | <007 0,15 03 06 | 125 03
Antibiotiques
S/s's/s/s's/s/[R's/'s| s | s|R s/|s s S R S R S R R 1 S S S S S S S S R R R -
R/R' R R R/IR R'R'S R R R R R | R R | R R R R R R R S S S S S s R S S R R R -
SIR R R 1 R R)/R R R R R| R R|S R R R R R R R R S S S S S S S S S R R R -
- - - R - - R R - - - - R S

R : racines, P : parties aériennes, E : éther de pétrole, D : dichlorométhane, M : méthanol ; B : bactérie ; L : levure ; G: Gentamicine, V: Vancomycine, A: Amoxicilline, Amph: Amphotericine B.
CMI (png mL—1) des contrdles positifs: Gentamicine, S:<4, R:>8; vancomycine, S:<4, R:>16; amoxicilline, S:<4, R:>16; amphotericine B, S:<I, R:>4
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Si l'on considére l'ensemble de ces résultats, les extraits a 1’éther de pétrole et au
dichlorométhane (extraits non-polaires) sont beaucoup plus actifs contre les bactéries testées
que les extraits méthanoliques (extraits polaires). Ces derniers sont totalement inactifs pour la
plupart des plantes testées dans la gamme des concentrations expérimentée. Toutefois, les
extraits dichlorométhaniques sont notablement moins actifs que les extraits a 1’éther de
pétrole.

La bonne activité antibactérienne observée pour les extraits a 1’éther de pétrole peut étre due
a leur richesse en huiles essentielles ; en effet, plusieurs études ont prouvé le pouvoir
antimicrobien des huiles essentielles d’Eryngium [208] [164], mais peut étre aussi due a la
présence d’autres composés apolaires comme les triterpénes, les polyacétylénes ou les
coumarines qui ont ét¢ également retrouvés dans les extraits apolaires des plantes du genre
Eryngium [96], soit a un effet synergique entre les différents composés.

D’autre part, les bactéries Gram™ se sont montrées plus sensibles aux extraits testés que les
bactéries Gram’, en effet toutes les souches Gram* testées étaient sensibles a 1’action d’au
minimum 2 et au maximum 30 extraits, contrairement aux souches Gram- ou uniquement 6
souches des 22 bactéries testées se sont avérées sensibles. Ceci peut étre dli aux différences
des caractéristiques entre les parois des deux types de bactéries, en effet les bactéries Gram
négatives possedent une résistance intrinséque aux agents antimicrobiens due a la nature de
leurs membranes externes. Ces membranes sont composées de lipopolysaccharides formant
une barriére imperméable aux composés hydrophobes. Généralement les travaux portant sur
la recherche d’activité antibactérienne chez les plantes révelent une plus forte sensibilité des
bactéries a Gram™ que des bactéries a Gram'.

Néanmoins, dans cette étude, les extraits testés sont également efficaces envers les bactéries
a Gram : Acinobacter baumannii (9010, 9011), Stenotrophomonas maltophilia, Yersinia
pseudotuberculosis  (2777) et Pseudomonas aeruginosa (8131, ATCC 27583)
multirésistantes.

Parmi les bactéries Gram™, Staphylococcus lugdunensis était la plus sensible, elle a été inhibée
par 31 extraits dont 5 ayant une CMI < 70 pg/ml ; suivie par Streptococcus agalactiae inhibée
par 24 extraits (4 CMI < 70 pg/ml) ; puis Staphylococcus epidermidis qui a été inhibée par 22
extraits dont 4 CMI <70 pg/ml. Pour les bactéries Gram-, Stenotrophomonas maltophilia s’est
avérée la plus sensible, elle a été inhibée par 27 extraits (13 CMI < 70 pug/ml) suivie par
Yersinia pseudotuberculosis qui a été sensible a 24 extraits (6 CMI < 70 pg/ml) puis
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27583 qui a été inhibée par 13 extraits, a 4 reprises avec des
CMI inférieurs a 70 pg/ml.

Par rapport aux 8 espéces étudiées, la plus forte activité antimicrobienne a été obtenue pour
Eryngium tricuspidatum avec un plus large spectre d’inhibition (20 souches inhibées par les
racines et 19 par les parties aériennes) et une plus grande efficacité inhibitrice (13 CMI < 70
pg/ml pour les racines et 7 CMI < 70 pg/ml pour les parties aériennes). Cette espece est tres
peu étudiée, une seule publication traite de 1’huile essentielle des parties aériennes [164], et
dans laquelle I'huile essentielle testée sur 11 bactéries et 2 levures a démontré un effet
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antimicrobien intéressant (CMI entre 4,6 et 74 pg/ml) ; les racines de cette plante sont les plus
actives mais n’ont jamais été étudiées auparavant.

On trouve en deuxiéme position, les parties aériennes d’Eryngium glomeratum qui étaient
actives sur 19 souches, avec 7 CMI < 70 pg/ml. Néanmoins, les racines de cette espece
n’étaient pas fortement actives contre les bactéries testées. Cette espéce n’a jamais fait 1I’objet
d’études phytochimiques, mais les extraits des parties aériennes ont été testées sur des
dermatophytes et présentent une activité fongicide modérée.

Par la suite, I’extrait le plus actif était celui des racines d’Eryngium triquetrum, qui a inhibé
la croissance de 14 souches avec 4 CMI < 70 pg/ml.

Le reste des especes étudiées présentent une activité intéressante mais relativement modérée ;
et sur ’ensemble des résultats, les parties aériennes étaient généralement plus actives que les
racines sauf pour E. triquetrum, E. tricuspidatum et E. dichotomum.

II. 3. Evaluation de I’activité phototoxique des extraits

L’activité phototoxique antimicrobienne représente 1’avantage, par rapport aux antibiotiques,
de ne pas créer de phénomeénes de résistance puisqu’il s’agit d un processus physique [209].

Dans cette étude nous avons réussi a mettre en place un dispositif simple permettant de
mesurer in-vitro la capacité photoactive des extraits bruts (cf. matériel et méthodes). Ce
dispositif permet d’avoir un criblage rapide des photosensibilisants et de sélectionner des
produits naturels pouvant étre appliqués dans la thérapie photodynamique antibactérienne
(PDTa) qui représente de plus en plus une alternative émergente contre la résistance
microbienne [209].

Pour réaliser cette expérience, nous avons choisi de tester les extraits a 1’éther de pétrole des
parties aériennes et des racines des 8 espéces, étant donné que ces extraits étaient plus actifs
que ceux faits au DCM et au MeOH contre les 36 souches multirésistantes.

La lecture des résultats (CMI) des extraits soumis & I’action des irradiations ultraviolettes ainsi
que les témoins négatifs des extraits soumis aux mémes conditions mais sans irradiations a
été effectuée en repérant 1’absence ou la présence de chaque colonie microbienne dans les
boites de pétri (Figure 25). Les résultats sont représentés dans le Tableau 12 et le Tableau 13.
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Figure 25 : Photo de boites de pétri d’un extrait photoactif montrant 1’inhibition de certaines souches
(cercles bleus dans le témoin négatif) aprés interaction avec les rayons UV par rapport a un témoin
non irradié.

Les témoins de culture et les témoins solvants sans et avec irradiations ne présentent aucune
activité inhibitrice sur la croissance microbienne.
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Tableau 12 : Activité phototoxique des 8 espéces sur les bactéries 8 Gram”

B. Gram +
E .faecalis Enterococcus. sp S. aureus S. epidermidis S. lugdunensis S.warneri Corynebacterium M. smegmatis S.agalactiae S. dysgalactiae

23 24 25 26 27 19 28 29 31 32 33 35 34
E.triquetrum
R- 0,3 1,25 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,6 0,3 0,3 0,15 0,15 0,15
R+ 0,3 1,25 0,3 0,3 <0,07 0,3 0,15 0,3 0,15 0,3 <0,07 <0,07 <0,07
P- 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 0,6
P+ 1,25 0,6 0,6 <0,07 0,6 0,3 0,3 0,6 1,25 <0,07 0,15 <0,07
E.ilicifolium
R-
R+ 1,25 0,6
P- 0,6 0,6 0,3 0,3 0,3 0,6 0,3 0,6 1,25 1,25
P+ 1,25 1,25 0,3 03 0,15 0,3 0,15 0,3 0,3 0,3 0,15 0,3 0,15
E.dichotomum
R- 0,6 0,6 0,6 0,15 0,15 0,15 1,25 0,3 1,25 0,3 0,3 0,15
R+ 0,6 0,3 0,3 0,3 0,3 0,15 0,6 0,6 0,6 0,3 0,15 <0,07
P- 1,25 1,25 1,25 1,25
P+ 1,25 0,6 1,25 0,6 0,3 1,25 1,25 0,6 1,25 0,3
E.maritimum
R- 0,15 0,6
R+ 0,6 1,25 <0,07 0,6 1,25 0,6 0,6 03
P- 1,25 1,25 0,6 0,6 0,15 1,25 0,6 1,25
P+ 1,25 1,25 0,6 0,3 0,15 0,6 0,6 1,25 1,25 1,25 1,25
E.campestre
R- 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 0,6 0,15
R+ 1,25 1,25 03 1,25 0,6 1,25 1,25 <0,07 0,15 0,15
P- 0,6 1,25 0,3 0,6 0,3 0,6 0,3 1,25 1,25 1,25 1,25
P+ 1,25 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,6 0,6 0,6 0,6
E.barrelieri
R- 0,6 0,3 1,25 0,3 1,25
R+ 1,25 0,6 0,3 1,25 1,25 0,6 1,25
P- 0,3 1,25 03 0,3 0,3 0,15 <0,07 <0,07 0,15 0,3 0,15 0,15
P+ 0,3 1,25 0,3 0,3 0,3 0,15 <0,07 <0,07 0,15 0,3 0,15 0,15
E.tricuspidatum
R- 0,6 0,6 0,3 0,3 0,15 0,15 0,3 0,15 0,3 0,15 0,15
R+ 0,6 0,3 0,3 0,3 0,15 0,15 <0,07 0,15 0,3 <0,07 <0,07
P- 0,6 0,15 0,15 0,15 <0,07 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
P+ 0,6 0,15 0,15 <0,07 <0,07 <0,07 <0,07 0,15 0,15 0,15 <0,07
E.glomeratum
R- 0,6
R+ 1,25 0,3 1,25
P- 1,25 0,3 0,3 0,15 0,15 0,3 0,15 0,3 0,3 0,15
P+ 1,25 0,3 0,3 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,3 0,15 0,15

R- : extraits des racines non irriadiés. R+ : extraits des racines irradiés, PA- : extraits des parties aériennes non irradiés. PA+ : extraits des parties aériennes irradiés.

104



Travaux personnels

Tableau 13 : Activité phototoxique des 8 espéces sur les bactéries a Gram- et la levure

B. Gram- L
E. Salmonella. S. ¥ N
C.freundii E. coli aerogenes E. cloacae K. pneumoniae S. marcescens P. mirabilis P. stuartii s A. baumannii P. aeruginosa maltophilia IZ;c;uu(j:‘tlu\b albicans
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 20 21 22 36 30
E.triquetrum
R- 0,3 0,3
R+ 0,3 0,3
P- 1,25 0,6 1,25 1,25
P+ 1,25 1,25 0,3 <0,07 0,6
E.ilicifolium
P- 1,25 <0,07 0,15 0,3
P+ 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 0,6 1,25 1,25 0,3 <0,07 0,15 0,3 1,25
E.dichotomum
R- 0,3 0,3 1,25 1,25
R+ 1,25 1,25 1,25 0,6 1,25 1,25 1,25 1,25 0,3 <0,07 0,3 0,3 0,6
P- 0,3 0,15 0,3 0,15
P+ 1,25 1,25 1,25 1,25 125 1,25 1,25 0,3 0,15 0,3 0,3
E.maritimum
R-
R+ 1,25
P- 0,6 0,3
P+ 1,25
E.campestre
R- 0,3 0,15 0,15 0,15
R+ 0,6 0,3 0,15 0,3
P- 1,25 0,6
P+ 0,6 0,3 0,6
E.barrelieri
R- 1,25
R+ 1,25 0,15
P- 1,25 1,25 0,15 0,3
P+ 1,25 1,25 0,15 0,3
E.tricuspidatum
R- 1,25 0,15 0,15
R+ 1,25 1,25 1,25 <0,07 <0,07
P- 1,25 1,25 0,15 0,15
P+ 1,25 0,6 0,15 0,15
E.glomeratum
R- 1,25
R+ 1,25
P- 1,25 0,3
P+ 1,25 0,15 0,6

R- : extraits des racines non irriadiés. R+ : extraits des racines irradiés, PA- : extraits des parties aériennes non irradiés, PA+ : extraits des parties aériennes irradiés.
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L’irradiation par les rayons UV a permis de réduire d’une mani€re plus ou moins importante
la croissance bactérienne, ce qui indique la présence de composés photosensibilisants (PS)
dans les extraits actifs. En effet, in-vitro, I’association entre certains photosensibilisants et la
lumiére peut avoir un effet destructeur sur les microorganismes [210]. Le PS doit pour cela
s’accumuler dans la membrane cellulaire du pathogene, voire traverser cette membrane en
fonction du type de la membrane bactérienne [211].

Les extraits photoactifs ont agi selon deux types d’actions :

- Elargissement du spectre d’activité : des bactéries qui n’étaient pas sensibles a I’action
des extraits sans UV ont été inhibées apres I’irradiation de ces derniers, jusqu’a méme
une inhibition de la majorité des bactéries & Gram™ particuliérement pour E. ilicifolium
et E. dichotomum.

- Augmentation de I’efficacité inhibitrice : la concentration minimale inhibitrice est
devenue alors plus faible sur les mémes bactéries qui étaient initialement sensibles a
I’extrait non irradié.

Dans le premier cas, 1’extrait qui présente le plus large spectre d’activité par rapport aux
témoins (Figure 26) est celui des parties aériennes d’E. ilicifolium : initialement actifs contre
14 souches dont 4 bactéries Gram, il présente apres irradiation une activité sur 29 souches
dont 15 bactéries a Gram™. On trouve par la suite les extraits des parties aériennes et des racines
d’E. dichotomum suivie par I’extrait des parties aériennes d’E. triquetrum.

Aucun changement du spectre d’activité n’a été observé pour les racines d’E. triquetrum, les
parties aériennes d’E. barrelieri et les parties aériennes d’E tricuspidatum.

36
31 29
26 2=
21
21
17
1515 19 15 1016 ° jas
16 1 14 1 14
12 . 12
11 3 11
11 . 9 9
6 | j | 4
2 ‘ 2
1 - I'
R P P R P R P R P R P R P R P
E.tq E.i E.d E.m E.c E.b E.tc E.g

B Sans UV mAvec UV

Figure 26 : Spectre d’inhibition photoactive : effet des irradiations UV sur le nombre de souches
inhibées. E.tq : E. triguetrum ; E.i : E. ilicifolium ; E.d : E. dichotomum ; E.m : E. maritimum ; E.c :
E. campestre ; E.b : E. barrelieri ; E. tc : E. tricuspidatum ; E.g : E. glomeratum ; R : racines, P :
parties aériennes.
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L’inhibition des bactéries Gram- par photosensibilisation des extraits et principalement ceux
d’E. ilicifolium et E. dichotomum représente un résultat intéressant, étant donné que les
bactéries Gram négatives ont généralement une faible vulnérabilité aux photosensibilisants
[74]. En effet, les bactéries a Gram positif comme les Staphylocoques et les Streptocoques,
ont une paroi fine avec une enveloppe cellulaire « poreuse » ce qui facilite la liaison avec les
photosensibilisants administrés, qu’ils soient neutres, anioniques ou cationiques. A I’inverse,
les bactéries a Gram négatif, comme Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa, ont une
paroi €paisse, peu perméable et une surface membranaire hautement chargée négativement
[211] ; seuls certains photosensibilisants cationiques peuvent se lier aux bactéries a Gram
négatif et permettre la destruction de la cellule par effet photodynamique [212].

Concernant les espéces fongiques, leur membrane cellulaire offre une perméabilité
intermédiaire entre les bactéries & Gram positif et les bactéries a Gram négatif [211].

En plus d’un spectre d’action assez large, les photosensibilisants cationiques présentent
I’avantage majeur d’avoir une plus grande sélectivité pour les cellules infectées que pour les
cellules saines environnantes, ce qui limite le risque de dommages tissulaires collatéraux
[213]. Parmi ces PS on trouve essentiellement les porphyrines (comme les protoporphyrines)
qui sont responsables de ce type d’activité [211].

Une étude approfondie de ces extraits actifs est alors indispensable, notamment en ce qui
concerne leurs compositions chimiques et leurs activités vis-a-vis des bactéries Gram négatifs.
Par ailleurs, étant donné que notre étude se limite a des extraits a I’éther de pétrole semble
étre intéressante dans la mesure ou elle permettrait d’attribuer I’effet photosensibilisateur a un
groupe déterminé de composés ayant une nature apolaire.

Pour le deuxie¢me type d’action, il s’agit de I’augmentation de I’efficacité inhibitrice. Cette
efficacité a été déterminée par le calcul du pourcentage d’inhibition en utilisant la formule
suivante [214]:

CMI(UV =) — CMI (UV+)

% Inhibition = CMI (UV—) x 100

Les moyennes des pourcentages d’inhibition déterminées pour chaque extrait sont
représentées dans la Figure 27 :
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Figure 27 : Pourcentage d’inhibition moyen des extraits irradiés calculé par rapport aux témoins non
irradiés. E.tq: E. triqguetrum ; E.i : E. ilicifolium ; E.d : E. dichotomum ; E:m : E. maritimum ; E.c :
E. campestre ; E.b : E. barrelieri ; E. tc : E. tricuspidatum ; E.g : E. glomeratum ; R : racines, P :
parties aériennes.

D’apres ces résultats on remarque que les parties aériennes d’E. triguetrum présentent la plus
grande efficacité d’inhibition. En effet, le pourcentage d’inhibition a augmenté de 67% par
rapports aux témoins sans UV, suivie par les racines d’E. maritimum (51,7 %) et les parties
aériennes d’E. campestre (41,2 %). L’étude des composés présents dans ces extraits s’avere
nécessaire et peut ouvrir de nouvelles perspectives pour la compréhension de leurs propriétés.

On remarque aussi qu’il y a des valeurs de pourcentages d’inhibition négatives pour les racines
d’E. barrelieri et les parties aériennes d’E. maritimum dues a la diminution de 1’activité par
rapport au témoin, ceci pourra s’expliquer par une dégradation des composés actifs suite a
leur irradiation.

II. 4. Evaluation de ’activité cytotoxique des extraits

Pour évaluer I’activité cytotoxique des 8 espéces nous avons testé les extraits a I’EP des parties
aériennes sur deux lignées cellulaires :

- J 774, une lignée de macrophages dérivée d'un réticulosarcome de souris : lignée
cancéreuse.
- WI-38, lignées diploides de fibroblastes pulmonaires humains : lignée normale.

Le Tableau 14 montre les valeurs des Clso pour les lignées cellulaires tumorales et normales
traitées avec les différents extraits ainsi que les indices de sélectivité.

108



Travaux personnels

Tableau 14 : Valeurs des Clso pour les différentes lignées cellulaires apres traitement avec les extraits
des Eryngium : E.xm : E. maritimum; E.i : E. ilicifolium ; E.b : E. barrelieri; E.g : E. glomeratum; E.
tc : E. tricuspidatum ; Eq : E. triquetrum; E.d : E. dichotomum; E.c : E. campestre, et indices de
sélectivité.

CIS0 (WI38- D CI50 (J774- SD Indices de

pg/ml) pg/ml) sélectivité
E.m 33,79 4,65 24,46 4,35 1,38
E.i 13,38 0,90 5,30 1,21 2,53
E.b 43,97 7,05 21,65 0,55 2,03
E.g 2,30 0,30 1,11 0,13 2,07
E.tc 1,19 0,12 0,50 0,05 2,39
E.tq 0,86 0,26 0,32 0,05 2,69
E.d 3,92 0,89 1,82 0,43 2,16
E.c 3,92 1,57 1,59 0,22 2,47

Dans cette étude, tous les extraits des parties aériennes des Eryngium ont montré une activité
cytotoxique inférieure a 30 pg/ml contre la lignée cellulaire tumorale J774, et des indices de
sélectivité supérieure a 2, sauf pour E. maritimum.

Les données de littérature ont considéré qu’une valeur supérieure ou égale a 2 représente un
indice de sélectivité intéressant [215] surtout quand il s’agit d’un extrait brut. Cette valeur
signifie qu’un extrait est deux fois plus cytotoxique contre les cellules tumorales en
comparaison avec la lignée cellulaire normale [216].

D’autre part, selon I’Institut du Centre National Américain, seuls les extraits avec des Clso
inférieures ou égales a 30 ug/ml contre des lignées cellulaires tumorales expérimentales
constituent des agents promoteurs pour le développement de médicaments anticancéreux
[215].

En se basant sur ces données, E. triquetrum représente l’activité cytotoxique la plus
intéressante par rapports aux autres Eryngium, avec une Clso de 0,32 pg/ml et avec I’indice de
sélectivité le plus élevé (2,69) vis-a-vis des cellules normales.

Afin de comparer les parties aériennes et les racines, nous avons testé I’extrait a I’EP des
racines d’E.triquetrum contre les mémes lignées cellulaires. Les résultats sont représentés
dans le Tableau 15.

Tableau 15 : Valeurs des Clso pour les différentes lignées cellulaires apres traitement avec les extraits
des Eryngium : E.tq.PA : Parties aériennes d’E. triguetrum, E.tq.R : Racines d’E. triquetrum, et
indices de sélectivité.

Clso (WI38-pg/ml) SD Clso (J774-pg/ml) SD Indice de sélectivité
E.tq.PA 0,86 0,26 0,32 0,05 2,69
Etq.R 0,26 0,05 0,09 0,01 2,77
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Les extraits des racines d’Eryngium triquetrum ont montré une plus forte activité cytotoxique
avec une Clso de 0,09 pg/ml contre les cellules tumorales et un indice de sélectivité plus élevé
que celui des parties aériennes (2,77) vis-a-vis des cellules normales.

III. Partie II : Etude comparative de la variabilité inter et intra
spécifique des Eryngium tunisiens

III. 1. Extraction et analyse CPG/SM : choix de méthode

III. 1.1. Extraction

Nous avons établi une étude comparative, basée sur la variabilité des composés volatils des
extraits actifs (extraits a I’éther de pétrole) des 8 Eryngium aprés extraction par ultrason a
courte durée. Le choix de cette méthode est basé sur le fait que les effets mécaniques des
ultrasons induisent une perturbation des parois cellulaires ce qui entraine une plus grande
pénétration intraparticulaire du solvant dans les cellules facilitant ainsi la libération rapide de
leur contenu et I'accélération de la cinétique d’extraction.

L’efficacité¢ de rupture cellulaire et du transfert de la masse sont les principaux facteurs
responsables des bonnes performances de 1'extraction par ultrason [217].

Notre but était d’avoir finalement un extrait liquide bien concentré en principes actifs sans
avoir recours a une étape de séchage qui peut altérer la composition et /ou changer les
proportions relatives de chaque analyte dans 1’échantillon a analyser.

Les composés sont donc libérés dans le solvant, il ne s’agit pas d’une huile essentielle mais
bien d’un extrait au solvant.

En outre, le profil chromatographique réalis¢ par CCM des extraits éther de pétrole a montré
que ces derniers avaient une composition assez proche de celle des huiles essentielles obtenues
par hydrodistillation (Figure 28). La comparaison entre la composition des extraits éther de
pétrole et des huiles essentielles analysés par CPG/MS sera détaillée dans le chapitre [V. 5.1.

Ce procédé d’extraction par ultrason présente un grand intérét notamment pour 1’extraction
de composés thermosensibles (méme si la composition de I’extrait différe 1égérement de celle
de I’huile essentielle).
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Figure 28 : CCM de I'huile essentielle (HE) et de ’extrait a I’éther de pétrole (EP) des parties aériennes d’E.
glomeratum. Solvant de migration : Toluéne/AcOEt (28,5 : 1,5, V/V), détection : anisaldéhyde sulfurique.

III. 1.2. Analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée
a la spectrométrie de masse

Pour analyser les extraits obtenus précédemment, plusieurs méthodes analytiques, a haut débit
et permettant d’avoir beaucoup d’informations, peuvent étre utilisées. Ces méthodes
permettent, généralement, de déterminer avec succes la composition chimique des extraits des
plantes sans purification préalable des composés. Parmi ces méthodes, nous pouvons citer la
chromatographie en phase gazeuse (CPG) qui s’applique essentiellement aux composés
volatils ou susceptibles d'étre facilement vaporisés par chauffage sans décomposition. La CPG
permet de transmettre aux analytes une énergie trés importante qui, avec l’ionisation
¢lectronique, conduit a une fragmentation trés reproductible. Cette reproductibilité a permis
de créer des bibliothéques de spectres universelles regroupant les spectres de plus de 100 000
composés (comme celle du National Institute of Standards and Technology (NIST) par
exemple), ainsi que [’obtention directe d’informations structurales facilitent leur
identification.

Enfin, I’existence des indices de rétention spécifiques a la CPG (relatifs aux temps de rétention
des composés ainsi que ceux de la gamme des n-alcanes), facilite également 1’identification
des composés.

Cependant, I’analyse par CPG/SM nécessite que les analytes soient relativement volatils. En
ce qui concerne les composés polaires et peu volatils, il est souvent nécessaire d’effectuer une
étape de modification chimique (dérivatisation) afin de les rendre volatils. Pour cette étude,
s’agissant d’un extrait apolaire et riche en composés volatils, et en se basant sur les données
de la littérature, nous n’avons pas réalisé ce type de traitement, et nous nous sommes juste
limités a 1’étude des composés volatils contenus dans les extraits. En effet, ce traitement de
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I’échantillon est assez contraignant et peut conduire a des réactions de dégradation et la
production d’artéfacts (comme 1’énolisation d’une cétone suivie de silylation de 1’énol par
exemple). En méme temps, ce traitement peut nuire a 1’aspect quantitatif et 1’équilibre de la
réaction peut &tre modifi¢ dans certains échantillons, particuliérement pour les extraits
apolaires qui sont notamment riches en composés volatils et susceptibles d’étre dégradés.
D’autre part, le couplage CPG/SM est souvent basé¢ sur 1’utilisation de sources a impact
¢électronique qui permettent rarement d’obtenir la masse du composé intact mais seulement
d’observer les ions issus de sa fragmentation ; ainsi, I’absence de 1’ion moléculaire rend
délicate toute identification de composés inconnus ou non décrits dans les bases de données.
C’est ainsi que plusieurs travaux ont effectué ce type d’analyse sur des extraits apolaires (n-
hexane, dichlorométhane et éther de pétrole) sans avoir recours a un traitement préalable des
extraits bruts [218-220].

ITII. 2. Analyse des extraits éther de pétrole des Eryngium par CPG/SM

La récolte des échantillons a été effectuée de mai a aotit 2014 dans 5 stations appartenant a 4
étages bioclimatiques différentes (Figure 75). L’analyse des composés volatils découle a la
fois de 1’analyse des spectres de masse des différents composés, de leur comparaison avec
ceux disponibles dans les bibliothéques consultées (NIST MAINLIB et replib) et de la
détermination des indices de rétentions de tous les composés identifiés et de leur comparaison
avec ceux disponibles dans la littérature pour le méme type de colonne [221-239]. La teneur
d’un composé est exprimée en pourcentage relatif par rapport a I’ensemble des composés
analysés par CPG/SM.

Les taux d’identification des composés volatils varient entre 94,3 % et 99,7 %. Nous avons
pu identifier au total 83 composés.

III. 2.1. Etude de la composition chimique des extraits des
parties aériennes d’E. dichotomum

Le matériel végétal a été récolté de mai a juin 2014 sur 4 stations en Tunisie, appartenant a 4
étages bioclimatiques : subhumide (station A), semi-aride a hiver doux (station B), semi-aride
a hiver frais (station C), et aride a hiver frais (station D). Les résultats de 1’analyse sont
représentés dans le Tableau 16.
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Tableau 16 : Composition (%) des quatre extraits de I’E. dichotomum analysés par CPG/SM , en
gras : >5%.

Station  Station  Station  Station

N Composé IR A B P b Identification
1 acétate de (+)- cis-chrysanthényle 1260 4 13,8 3,1 4 SM, IRiit
2 copaéne 1370 3,0 3 4,7 2 SM, TRiit
3 (Z)-caryophylléne 1407 3,6 0 2,4 0 SM, IRiit
4  o-humuléne 1444 1,6 0 0 0 SM, TRiie
5  germacrene D 1470 2,8 8,5 13 2,4 SM, TRiie
6  valencéne 1482 0 4.4 0 0 SM, IRuit
7  elixéne 1485 26,3 5 12,8 19,8 SM, IRiic
8  -selinene 1490 13 12 54 5 SM. IR
9 1édol 1507 19,9 25,7 27,5 40 SM, IRiic
10  d-cadinéne 1512 2,3 1,1 2,6 2,1 SM, IRiit
11 &-guaiéne 1553 5,5 5,2 7,4 6,4 SM, IRiic
12 spathulenol 1574 8,6 10,5 13,8 8,6 SM, IR
13 époxyde d’(£)-farnéséne 1640 13,9 6 2,3 6,1 SM, IRiit
14 phytol 1849 6,8 4,5 1,9 3,4 SM, IRiic
15  acide n-hexadécanoique 1990 0 0 2,8 0 SM, IRiit

Total identifié 99,6 99,5 99,5 99,7

Monoterpénes hydrocarbonés 0 0 0 0

Monoterpénes oxygénés 4 13,8 3,1 4

Sesquiterpeénes hydrocarbonés 46,4 39,2 48,3 37,5

Sesquiterpeénes oxygénés 423 421 43,6 54,7

Diterpénes 6,8 4,5 1,9 34

Autres 0 0 2,8 0

IR : Indice de rétention, déterminé par comparaison des temps de rétention avec ceux d’une gamme d’alcanes linéaires.
Identification : SM : spectrométrie de masse (mode de fragmentation et comparaison avec des bibliothéques) ; IRj; : comparaisons
d’indices de rétention avec ceux donnés dans la littérature.

15 composés ont été identifiés. Des sesquiterpénes, en 1’occurrence le germacréne D (2,4-
13%), I’elixene (5-26,3 %), le -selinéne (1,3-12 %), le 1édol (19,9-40 %), le spathulénol (8,6-
13,8 %), I’époxyde d’(E)- farnéséne (2,3-13,9 %), mais aussi un monoterpéne, ’acétate de
cis-chrysanthényle (3,1-13,8 %) et un diterpéne, le phytol (1,9-6,8%) sont présents dans les
extraits d’E. dichotomum.

Du point de vue qualitatif, les extraits des échantillons d’E. dichotomum récoltées dans les
différentes stations sont relativement homogenes. Ces extraits se distinguent entre eux
principalement par des variations quantitatives au niveau des compos€s majoritaires :
I’échantillon provenant de la station (A) est plus concentré en elixéne (26,3 %) et en époxyde
d’(E)-farnéséne (13,9 %). L échantillon provenant de la station (B) est plus riche en acétate
de cis-chrysanthényle (13,8 % contre une teneur en ce monoterpéne variant de 3,1 % a 4 %
pour les autres stations). Nous remarquons aussi que 1’échantillon provenant de la station (D)
a une bien plus forte concentration en lédol (40 %).
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III. 2.2. Etude de la composition chimique des extraits des
parties aériennes d’E. campestre

Le matériel végétal a été récolté de juin a fin juillet 2014 sur 3 stations en Tunisie, appartenant
a 3 étages bioclimatiques différents : subhumide (Station A), semi-aride a hiver frais (station
C), et aride a hiver frais (station D).

Les résultats des analyses des extraits des parties aériennes sont repris dans le Tableau 17. Au
total, 33 composés ont ¢té identifiés ; ces composés représentent de 96,4 % a 98,4 % des
composés chimiques « volatils » globaux.
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Tableau 17 : Composition (%) des trois extraits d’E. campestre analysés par CPG/SM , en gras :

>5%.
Ne° Composé IR Sta:on Sta(t:lon Stz;t)lon Identification
1 acétate de (+)- cis-chrysanthényle 1260 0,1 0,6 0 SM, TRiit
2 copaene 1370 0,2 0,3 0,1 SM, TRt
3 (-)-B-elemene 1384 0,2 0,2 0,2 SM, IRt
4 a-cedréne 1405 0,1 0,1 0,3 SM, IRiit
5 (Z)-caryophylléne 1407 0,1 0,2 0,3 SM, IRiit
6 a-trans-bergamoténe 1426 0,5 0,3 0,6 SM, IRt
7 a-guaiéne 1434 0 0 0,1 SM, TRiit
8 a-humuléne 1444 0,1 1,3 0,1 SM, TRiit
9 B-cedréne 1447 0,7 0,6 1,4 SM, IRt
10 B-farnéséne 1450 0,6 0,5 0,9 SM, IRt
11 germacrene D 1470 1,2 2,9 0,2 SM, IRt
12 B-himachaléne 1471 4,5 0 6,6 SM, IRiit
13 valencéne 1482 0,1 0,6 0 SM, IRt
14  elixéne 1485 4,7 2,4 8.3 SM, IRt
15 o-selinéne 1490 3,9 5 3,3 SM, IRt
16 germacrene A 1496 0,3 0,3 0,4 SM, IRt
17 B-bisaboléne 1502 2.8 3,2 2.8 SM, IRt
18  y-cadinéne 1505 10,8 8,3 14,8 SM, IRiit
19  1édol 1507 24,1 27,3 20,3 SM, IRiit
20  4-cadinéne 1512 0,3 0,5 0,2 SM, IRt
21 B-sesquiphellandréne 1519 0,1 0,2 0,1 SM, IRiit
22 thujopséne 1554 2,2 3 3,4 SM, IRt
23 spathulénol 1574 4,6 7,4 4.4 SM, IRt
24 aromadendréne oxide 1 1591 0,2 0,4 0,1 SM, IRt
25 alloaromadendréne 1593 0,8 0,8 1,2 SM, IRt
26 cubénol 1607 16,1 14,6 8,7 SM, IRiit
27  B-oplopénone 1632 0,3 0,4 0 SM, IRiit
28  B-eudesmol 1649 0,2 0,3 6,8 SM, IRiit
29  a-bisabolol 1684 9,7 11,2 10,6 SM, IRii
30 santalol 1698 2,8 0,8 0 SM, IRt
31 1-hydroxymethyl-1,1-4a-trimethyl-6-
methyleéne octahydro naphthalen-2-ol 1723 0 0.5 0 SM, IR
32 falcarinol 2053 0,3 0,2 0,1 SM, IRiit
33 2,9-heptadecadiéne-4,6-diyn-8-ol 2110 3,8 1,9 2,1 SM
Total identifié 96,8 96,4 98,4
Monoterpénes hydrocarbonés 0 0 0
Monoterpenes oxygénés 0,1 0,5 0
Sesquiterpénes hydrocarbonés 34,6 30,7 45,2
Sesquiterpénes oxygénés 58 62,9 50,8
Autres 4,1 2,2 2,2

IR : Indice de rétention, déterminé par comparaison des temps de rétention avec ceux d’une gamme d’alcanes linéaires.
Identification : SM : spectrométrie de masse (mode de fragmentation et comparaison avec des bibliothéques) ; IR : comparaisons
d’indices de rétention avec ceux donnés dans la littérature.
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Les profils chromatographiques des échantillons provenant des 3 stations de récolte ont des
compositions chimiques similaires, caractérisées par I’abondance de sesquiterpenes oxygeénés
(50,8-62,9 %) avec comme composés majoritaires le 1édol (20,3-27,3%), le cubénol (8,7-
16,1%), le y-cadinéne (8,3-14,8 %) et 1’a-bisabolol (9,7-11,2%). Bien qu’ils soient
qualitativement semblables, les échantillons de ces 3 stations différent quantitativement par
leurs teneurs en composés majoritaires et minoritaires. L’E. campestre de la station (D) est
caractérisé par une concentration plus €levée en y-cadineéne, B-eudesmol, elixéne et [3-
himachaléne. L’E. campestre de la station (C) est plus riche en 1édol et spathulénol et celui de
la station subhumide (A) contient des teneurs plus élevées en cubénol.

III. 2.3. Etude de la composition chimique des extraits des
parties aériennes d’E. ilicifolium

Le matériel végétal a été récolté en juillet 2014 sur 2 stations en Tunisie, localisées dans 2
étages bioclimatiques différents : semi-aride a hiver frais (station C), et aride a hiver frais
(station D).

Les résultats des analyses des extraits des parties aériennes (Figure 29) sont repris dans le
Tableau 18. Au total, 16 composés ont été identifiés.
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Figure 29 : Chromatogramme de la composition chimique de 1’extrait d’E. ilicifolium.
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Tableau 18 : Composition (%) des trois extraits de 1’ E. ilicifolium analysés par CPG/SM , en gras :
>5%.

Station Station

N Compose IR C D Identification

1 o-pinéne 933 0 0,6 SM, Kiit
2 B-pinéne 971 0 2,8 SM, Kiit
3 acétate de (+)- cis-chrysanthényle 1260 1.4 0 SM, Kiit
4 copaene 1370 0,2 0 SM, Kiie
5 daucéne 1373 0 0,1 SM, Kiit
6 o-trans-bergamoteéne 1426 0 0,8 SM, Kiit
7 B-himachaléne 1471 0 0,7 SM, Kiit
8 elixéne 1485 0 0,6 SM, Kiit
9 d-selinene 1490 1 0 SM, Kiit
10 B-bisaboléne 1502 3,7 4.4 SM, Kiit
11 lédol 1507 39 37,8 SM, Kiit
12 spathulénol 1574 1,4 0,2 SM, Kiit
13 aromadendréne oxide 2 1662 5,8 4,8 SM, Kiit
14 cis-Z-a-bisaboléne epoxide 1835 45 46 SM, Kiit
15 acide n-hexadécanoique 1990 0,8 0 SM, Kii
16 falcarinol 2053 1 0,6 SM, Kiit

Total identifié 99,4 99,3

Monoterpénes hydrocarbonés 0 34

Monoterpenes oxygénés 1,4 0

Sesquiterpénes hydrocarbonés 4,9 6,5

Sesquiterpénes oxygénés 91,3 88,8

Diterpénes 0 0

Autres 1,8 0,6

IR : Indice de rétention, déterminé par comparaison des temps de rétention avec ceux d’une gamme d’alcanes linéaires.
Identification : SM : spectrométrie de masse (mode de fragmentation et comparaison avec des bibliothéques) ; IR : comparaisons
d’indices de rétention avec ceux donnés dans la littérature

L’¢tude de la variabilité chimique inter-stations d’E. ilicifolium montre une similarité
qualitative et quantitative des composés majoritaires. Ces composés sont le cis-Z-a-bisaboléne
epoxide (45 %, 46 %), le 1édol (37,8 %, 39 %), I’aromadendréne oxide 2 (5,8 %, 4,8 %) et le
B-bisaboléne (3,7 %, 4,4 %). Cependant il existe une différence radicale au niveau de la
présence et la teneur en composés minoritaires, ces différences sont principalement d’ordre
qualitatif. En effet, sur les 16 composés identifiés, seuls 5 composé€s sont communs aux
extraits des deux stations de récolte.

III. 2.4. Etude de la composition chimique des extraits des
parties aériennes d’E. glomeratum

Le matériel végétal a été récolté en aolit 2014, cette espece ne pousse que dans le sud tunisien,
elle n’a pu étre retrouvée que dans une seule station. Cette station appartient a I’étage aride a
hiver frais (station E).

Cette espéce n’a jamais fait, & notre connaissance, I’objet d’études phytochimiques.
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Figure 30 : Chromatogramme de la composition chimique de 1’extrait d’E. glomeratum

Les résultats des analyses des extraits des parties aériennes (Figure 30) sont repris dans le
Tableau 19. Au total, 54 composés ont été identifiés ; ces composés représentent 95,8% des
composés chimiques « volatils » globaux de I’extrait a 1’éther de pétrole.

Tableau 19: Composition (%) de ’extrait d’E. glomeratum analysé par CPG/SM , en gras : >5%.

%

—
TS0 ® N wn b WL~

RN R — — mo—m e
W N —= O O 03 i A LI

24
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Composé
o-pinéne
octanal
(S)-cis-verbénol
trans-verbénol

acétate de (+)- cis- chrysanthényle

a-cubébeéne
ylangeéne
copaéne
daucéne
B-bourbonéne
t-cadinéne
B-cubebéne
(-)-B-elemene
(Z)-caryophylléne
B-copaéne
a-trans-bergamoteéne
a-guaiéne
a-humuléne
B-cedréne
B-farnéseéne
germacrene D
[B-selinéne
B-vetivénéne
valenceéne
elixéne
a-chamigréne

IR

933

1001
1140
1159
1260
1347
1365
1370
1373
1376
1378
1382
1384
1407
1419
1426
1434
1444
1447
1450
1470
1474
1477
1482
1485
1489

Station E

0,4
0,2
0,1
0,1
10,8
t
0,5
0,6
0,3
0,1
0,2
0,1
0,3
0,5
t
0,4
0,1
0,1
0,9
1
5,7
2
0,6
3,6
0,8
0,1

Identification

SM, IRiie
SM, IRiie
SM, IRiit
SM, IRiit
SM, IRiie
SM, IRiie
SM, IRiie
SM, IRiit
SM, IRiit
SM, IRiie
SM, IRiie
SM, IRiie
SM, IRiit
SM, IRiie
SM, IRiie
SM, IRiie
SM, IRiie
SM, IRiit
SM, IRiie
SM, IRiie
SM, IRiie
SM, IRiie
SM, IRiit
SM, IRiie
SM, IRiie
SM, IRiie
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27 o-selinéne 1490 0,3 SM, IR
28 germacrene A 1496 0,3 SM, IRiit
29 B-bisaboléne 1502 1,6 SM, IR
30 lédol 1507 0,1 SM, IRiit
31 d-cadinéne 1512 0,3 SM, TRiit
32 B-sesquiphellandréne 1519 0,1 SM, IRiit
33 élémol 1546 0,2 SM, IRiit
34 d-guaiéne 1553 2,1 SM, IR
35 di-epi-cedren oxide 1560 0,4 SM, IRiit
36 isoaromadendréne époxyde 1564 0,3 SM, IRiit
37 spathulénol 1574 1,2 SM, IRiit
38 caryophylléne oxide 1578 0,2 SM, IRiit
39 (E)-longipinocarvéol 1589 0,2 SM, IRiit
40 aromadendréne oxide 1 1591 0,6 SM, 1Rt
41 alloaromadendréne 1593 1 SM, TRiit
42 carotol 1600 1,8 SM, 1R
43 cubénol 1607 0,4 SM, IR
44 aristoléne epoxide 1615 0,6 SM, IR
45 isospathulénol 1628 0,6 SM, IR
46 B-eudesmol 1649 1,7 SM, IRt
47 aromadendréne oxide 2 1662 0,3 SM, 1R
48 ledéne oxide 1678 0,6 SM, IR
49 o-bisabolol 1684 21,6 SM, IRiit
50 1-hydroxymethyl-1,1-4a-trimethyl-6-methyléne 1723 0,5
SM, IRiit
octahydro naphthalen-2-ol

51 14-oxy-o-muuroléne 1752 12,1 SM, IRiit
52 14-hydroxy-o-muuroléne 1765 16,1 SM, IRuit
53 acide-n-hexadecanoique 1990 0,1 SM, 1Rt
54 falcarinol 2053 0,6 SM, 1Rt

Total identifié 95,8

Monoterpénes hydrocarbonés 0,4

Monoterpénes oxygénés 10,8

Sesquiterpénes hydrocarbonés 23

Sesquiterpénes oxygénés 60,5

Diterpénes 0

Autres 0,9

IR : Indice de rétention, déterminé par comparaison des temps de rétention avec ceux d’une gamme d’alcanes linéaires.
Identification : SM : spectrométrie de masse (mode de fragmentation et comparaison avec des bibliothéques) ; IRy : comparaisons
d’indices de rétention avec ceux donnés dans la littérature

L’analyse des résultats montre la richesse d’E. glomeratum en composés volatils (54
composés identifiés).

Comme pour les autres Eryngium, les sesquiterpénes hydrocarbonés (23%) et oxygénés
(60,5%) sont les familles des composés les plus représentées. Les composés majoritaires sont
principalement I’a-bisabolol (21,6 %) et le 14-hydroxy-a-muuroléne (16,1 %). On remarque
aussi la présence d’un monoterpéne, 1’acétate de cis-chrysanthényle, parmi les composés
majoritaires (10,8 %).
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III. 2.5. Etude de la composition chimique des extraits des
parties aériennes d’E. barrelieri

Eryngium barrelieri est une espece bisannuelle, oligotrophe stricte, et ne pousse que dans les
marées (197). Cette espéce n’a jamais fait I’objet d’études phytochimiques antérieures. Nous
n’avons pas pu la retrouver que dans une seule station qui appartient a 1’étage bioclimatique
semi-aride a hiver doux (station B) et la récolte a été effectuée en juin 2014.

Au total, 37 composés ont été identifiés ; ces composés représentent 98,2% des composés
chimiques « volatils » globaux de I’extrait. Tous les constituants recensés et leurs abondances
relatives sont présentés dans le Tableau 20.

La composition chimique est largement dominée par les 34 sesquiterpénes qui représentent
91,8 % des composés de I’extrait, 33,7 % sont des sesquiterpénes hydrocarbonés et 58,1 %
des sesquiterpénes oxygénés. Les composés majoritaires sont le ledene alcool (41,6 %), le B-
sélinéne (14,9 %), le spathulénol (6,9 %) et I’acétate de cis-chrysanthényle (5,1 %).
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Tableau 20 : Composition (%) de I’extrait d’E. barrelieri analysé par CPG/SM , en gras : >5%.

N° Composé IR Station B Identification
1 acétate de (+)- cis-chrysanthényl 1260 5,1 SM, IRy
2 ylangéne 1365 0,2 SM, TRi;¢
3 copaene 1370 0,7 SM, IR;
4 daucéne 1373 0,3 SM, IRj;
5 t-cadinéne 1378 0,1 SM, IRui
6 (Z)-caryophylléne 1407 0,3 SM, IRj;
7 a-trans-bergamoténe 1426 0,5 SM, IR ;i
8 B-cedréne 1447 0,3 SM, IRy
9 B-farnéséne 1450 0,4 SM, IR ;i
10 germacréne D 1470 1,2 SM, IR
11 B-selinene 1474 14,9 SM, IRj;
12 B-vetivénéne 1477 0,2 SM, IRji
13 valencéne 1482 1,8 SM, IR ;i
14 elixéne 1485 1,4 SM, IRy
15 o-selinéne 1490 3 SM, IR i
16 1édol 1507 42 SM, IRji
17 o-panasinséne 1507 2,1 SM, IR ;i
18 o-cadinéne 1512 1 SM, IR i
19 d-guaicne 1553 0,7 SM, IR ;i
20 di-epi-cedrenoxide 1560 0,6 SM, IRui
21 isoaromadendrene epoxide 1564 0,5 SM, IR
22 spathulenol 1574 6,9 SM, IRj;
23 (E)-longipinocarvéol 1589 1,1 SM, IRy
24 alloaromadendréne 1593 0,2 SM, IRui
25 calarene epoxide 1608 0,4 SM, IR
26 aristolene epoxide 1615 0,3 SM, IRy
27 B-oplopénone 1632 0,4 SM, IRuit
28 B-eudesmol 1649 0,8 SM, IRui
29 o-cudesmol 1658 t SM, IRy
30 a-bisabolol 1684 2,3 SM, IRt
31 14-oxy-a-muuroléne 1752 1,4 SM, IRt
32 10-peroxy-murolan-3,9(11)-diéne 1764 0,6 SM, IRuit
33 Z-o-trans-bergamotol 1770 0,5 SM, IR
34 cis-Z-a-bisaboléne epoxide 1835 0,5 SM, IR
35 phytol 1849 0,3 SM, IRji
36 acide n-hexadécanoique 1990 1 SM, IRy
37 ledene alcool 2117 41,6 SM
Total identifié 98,2
Monoterpénes hydrocarbonés 0
Monoterpenes oxygénés 5,1
Sesquiterpénes hydrocarbonés 33,7
Sesquiterpénes oxygénés 58,1
Diterpénes 0,3
Autres 1

IR : Indice de rétention, déterminé par comparaison des temps de rétention avec ceux d’une gamme d’alcanes linéaires. Identification : SM :
spectrométrie de masse (mode de fragmentation et comparaison avec des bibliotheques) ; IRji: comparaisons d’indices de rétention avec
ceux donnés dans la littérature
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ITII. 2.6. Etude de la composition chimique des extraits des
parties aériennes d’E. maritimum

Le matériel végétal a été récolté en juillet 2014, sur 2 stations appartenant aux 2 étages
bioclimatiques subhumide (station A) et semi-aride a hiver doux (station B). Les résultats
des analyses des extraits des parties aériennes (Figure 31) sont repris dans le Tableau 21. Au
total, nous avons identifié 54 composés représentant de 97,4 % a 98 % des composés
chimiques « volatils » globaux de I’extrait a I’éther de pétrole.
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Figure 31 : Chromatogramme des composés volatils de I’extrait d’E. maritimum

Cette composition est dominée par les sesquiterpénes, ces composés représentent de 95,8 a
96,1 % de la composition globale. 59,1 % et 60,9 % sont des sesquiterpénes oxygénés et 35,5%
et 36,7% sont des sesquiterpénes hydrocarbongés.
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Tableau 21 : Composition (%) des trois extraits de I’ E. maritimum analysés par CPG/SM , en gras :

>5%.
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Composé
a-pinéne
limonéne
trans-verbénol

acétate de (+)- cis-chrysanthényle

cis-verbényl acétate
a-cubebéne
copacne

daucene
B-bourbonéne
t-cadinéne
-cubebéne
(-)-B-elemene
(Z)-caryophylléne
B-copaéne
a-trans-bergamotene
o-guaiéne
a-humuléne
B-cedréne
B-farnéséne
v-muuroléne
germacrene D
B-selinéne
valencéne

elixéne
a-chamigréne
d-selinéne
germacrene A
[-bisaboléne
v-cadinéne

1édol

d-cadinene
d-guaiene
di-epi-cedréne oxide
spathulénol
caryophylléne oxide
(E)-longipinocarvéol
aromadendréne oxide 1
cubénol

calaréne epoxide
aristoléne époxide
cedrandiol, 8S, 13-
longicamphenylone
aromadendréne oxide 2
y-costol

IR
933
1024
1159
1260
1286
1347
1370
1373
1376
1378
1382
1384
1407
1419
1426
1434
1444
1447
1450
1466
1470
1474
1482
1485
1489
1490
1496
1502
1505
1507
1512
1553
1560
1574
1578
1589
1591
1607
1608
1615
1638
1642
1662
1684

0,3
0
0

0,8
0
t

1,2

0,2
1

0,1

0,2

0,3
1

0,1

0,3

0,1

0,4

0,3

0,3

Station A  Station B

0,8
0,1
0,1
0
0,1
0,1
1,3
0,2
2
0,2
0,3
0,3
1,4
0,2
0,2
0,2
0,4
0
0,3
0,5

25,8

0,1
0
2

0,2

0,1

0,6
0

0,3
0

0,3

7,7

0,7

4,7

0,7

0,3

0,4

0,4
0

0,4

3,2

2,6

0,5
3

SM, IRy
SM, IRy
SM, IRy
SM, IRy
SM, IRy
SM, IRy
SM, IRy
SM, IRy
SM, IRy
SM, IRy
SM, IRy
SM, IRy
SM, IRy
SM, IRy
SM, IRy
SM, IRy
SM, IRy
SM, IRy
SM, IRy
SM, IRy
SM, IRy
SM, IRy
SM, IRy
SM, IRy
SM, IRy
SM, IRy
SM, IRy
SM, IRy
SM, IRy
SM, IRy
SM, IRy
SM, IRy
SM, IRy
SM, IRy
SM, IRy
SM, IRy
SM, IRy
SM, IRy
SM, IRy
SM, IRy
SM, IRy
SM, IRy
SM, IRy
SM, IRy

Identification
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46 8- hydroxy-cycloisolongifoléne 1687 14,1 18,8 SM
47 1-hydroxymethyl-1,1-4a-
trimethyl-6-methyléne octahydro 1723 0,6 0,4 SM, TRi;
naphthalen-2-ol
48 palustrol 1749 4,7 6,5 SM, IRj;
49 14-oxy-a-muuroléne 1752 2,2 1,8 SM
50 10-peroxy-murolan-3,9(11)-diéne 1764 0,7 1 SM
51 farnesyl methyl ester 1783 2,4 3,6 SM, IRji
53 phytol 1849 0,7 0,1 SM, TRy
54 acide n-hexadécanoique 1990 0,1 0,3 SM, IRjit
Total identifié 98 97,4
Monoterpénes hydrocarbonés 0,3 0,9
Monoterpenes oxygénés 0,8 0,2
Sesquiterpénes hydrocarbonés 352 36,7
Sesquiterpenes oxygénés 60,9 59,1
Diterpenes 0,7 0,1
Autres 0,1 0,3

IR : Indice de rétention, déterminé par comparaison des temps de rétention avec ceux d’une gamme d’alcanes linéaires. Identification : SM :
spectrométrie de masse (mode de fragmentation et comparaison avec des bibliotheéques) ; IRji: comparaisons d’indices de rétention avec
ceux donnés dans la littérature

Les composés majoritaires sont le germacréene D (15,8 %-25,8 %), le 8-hydroxy-
cycloisolongifoléne (14,1 %-18,8 %), le palustrol (4,7 %-6,5 %), le spathulénol (4,7 %) et le
d-guaiéne (3,4 %-7,7 %).

Les compositions des échantillons des 2 stations de récoltes sont assez proches
qualitativement, cependant E. maritimum de la station B est caractérisée par une plus grande
concentration en composés majoritaires, particulierement en germacrene D (25,8 %).

ITII. 2.7. Etude de la composition chimique des extraits des
parties aériennes d’E. tricuspidatum

Le matériel végétal a été récolté en aott 2014, cette espece a €té retrouvée sur une station
appartenant a 1’étage subhumide (station A).
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Figure 32 : Chromatogramme de la composition chimique de I’extrait d’E. tricuspidatum

La composition de I’extrait d’E. tricuspidatum (Figure 32) est particuliérement riche en
sesquiterpenes oxygénés (74,8 %) avec comme composés majoritaires le cubénol (48,6%),
la longipinocarvone (14,4 %), le &-sélinéne (6,9 %) et le B-bisaboléne (5,7 %) (Tableau 22).
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Tableau 22 : Composition (%) des trois extraits de I’E. tricuspidatum analysés par CPG/SM , en

gras : >5%.
. Station . .
N° Composé IR A Identification
1 acétate de (+)- cis-chrysanthényle 1260 0,8 SM, IRji
2 copaéne 1370 0,2 SM, IR
3 (-)-B-elemene 1384 0,2 SM, IRui
4 (Z)-caryophylléne 1407 0,1 SM, IRui
5 a-trans-bergamoténe 1426 0,2 SM, IR
6 B-cedréne 1447 0,2 SM, IR
7 B-farneséne 1450 0,2 SM, IRui
8 germacréne D 1470 1 SM, IRui
9 valencéne 1482 1,2 SM, IRy
10 d-selinéne 1490 6,9 SM, IRji
11 PB-bisaboléne 1502 5,7 SM, IRiit
12 y-cadinéne 1505 0,9 SM, IR
13 lédol 1507 3,8 SM, TRy
14 d-cadinéne 1512 0,1 SM, IRii
15  B-sesquiphellandréne 1519 0,3 SM, IRui
16  spathulénol 1574 1 SM, IRj;
17  caryophylléne oxide 1578 0,4 SM, TR
18  aromadendréne oxide 1 1591 0,2 SM, IRy
19  carotol 1600 1,2 SM, IRjit
20 cubenol 1607 48,6 SM, IRy
22 isospathulenol 1628 0,7 SM, IRy
23 a-eudesmol 1658 0,4 SM, IRui
24 viridiflorol 1676 0,4 SM, IRj;
25  o-bisabolol 1684 1 SM, IR
%6 1-hydroxymethyl-1,1-4a-trimethyl-6-methyléne 1723 1.6 SM. IRy
octahydro naphthalen-2-ol
27  longipinocarvone 1758 14,4 SM, IRji
28  acide n-hexadécanoique 1990 0,1 SM, IRy
29  falcarinol 2053 1,6 SM, IRy
30 ledene alcool 2117 1 SM, IR
Total identifié 94,3
Monoterpenes hydrocarbonés 0
Monoterpenes oxygénés 0,8
Sesquiterpénes hydrocarbonés 7
Sesquiterpénes oxygénés 74,8
Diterpénes 0
Autres 1,8

IR : Indice de rétention, déterminé par comparaison des temps de rétention avec ceux d’une gamme d’alcanes linéaires. Identification : SM :
spectrométrie de masse (mode de fragmentation et comparaison avec des bibliotheques) ; IRji: comparaisons d’indices de rétention avec
ceux donnés dans la littérature
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III. 2.8. Etude de la composition chimique des extraits des
parties aériennes d’E. triquetrum

Le matériel végétal a été récolté de mai a fin juin 2014 sur 3 stations, appartenant a 3 étages
bioclimatiques différents : subhumide (station A), semi-aride a hiver doux (station B), semi-

aride a hiver frais (station C).

15 composés ont été identifiés (Tableau 23) et a la différence des autres Eryngium, cette
espece est particulierement riche en composés non terpéniques notamment le falcarinol
(16,7%-28,5%) qui appartient a la famille des polyacétyleénes. Toutefois, la composition est

principalement dominée par les sesquiterpénes hydrocarbonés (36,2%-50,7 %).

Tableau 23 : Composition (%) des trois extraits de I’E. triquetrum analysés par CPG/SM , en gras :

>5%.
o , Station  Station  Station o
N Composé IR A B C Identification
1 acétate de (+)- cis-chrysanthényle 1260 0 12,5 0 SM, Kiit
2 copacne 1370 7,7 22 6,6 SM, Kii
3 B-farnéséne 1450 2,9 0 0 SM, Kiit
4 germacréne D 1470 9,1 7,2 13,7 SM, Kt
5 B-himachaléne 1471 1,7 4,3 0 SM, Kiit
6 B-selinéne 1474 4,2 8,1 4 SM, Kiit
7 elixéne 1485 9,9 3,8 14,4 SM, Kt
g  O-sclinene 1490 41 6,6 0 SM, K
9 1édol 1507 9,3 19,3 15,3 SM, Kiit
10 d-cadinene 1512 2,4 1,5 3,5 SM, Kiit
11 d-guaiene 1553 6,3 2.4 8,4 SM, Kiit
12 spathulénol 1574 7 7,1 15,6 SM, Kt
13 cubénol 1607 2,4 3,5 0 SM, Kiit
14 acide n-hexadécanoique 1990 4,1 2.4 0 SM, Kiit
15 falcarinol 2053 28,5 16,7 18 SM, Kt
Total identifié 99,7 97,7 99,6
Monoterpénes hydrocarbonés 0 0 0
Monoterpeénes oxygénés 0 12,5 0
Sesquiterpénes hydrocarbonés 48,3 36,2 50,7
Sesquiterpénes oxygénés 18,7 29,9 30,9
Diterpénes 0 0 0
Autres 32,6 19,1 18

IR : Indice de rétention, déterminé par comparaison des temps de rétention avec ceux d’une gamme d’alcanes linéaires.
Identification : SM : spectrométrie de masse (mode de fragmentation et comparaison avec des bibliothéques) ; IR : comparaisons
d’indices de rétention avec ceux donnés dans la littérature

Les composés majoritaires sont le falcarinol (16,7 % a 28,5 %), le 1édol (9,3 % a 19,3 %), le
spathulenol (7 % a 15,6 %), 1’élixéne (3,8 % a 14,4 %) et le germacreéne D (7,2 % a 13,7 %).
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Il existe, cependant, une disparité de la composition chimique selon la provenance. Les
différences qualitatives notables sont celle d’E. triguetrum de la station (B) qui différe par la
présence de 1’acétate de cis-chrysanthényle (12,5 %), totalement absent dans les deux autres
stations de récolte, et celle d’E. triguetrum de la station (C) qui différe par 1’absence de f-
himachaléne, d-selinéne, cubénol et acide hexadecanoique par rapport aux deux autres
stations. Les trois stations comportent é¢galement des différences quantitatives, principalement
dans la teneur en composés majoritaires.

III. 3. Bilan de I’étude de la composition chimique des extraits des huit
espeéces et évaluation de la variabilité chimique dans le genre Eryngium

A la suite de cette étude réalisée sur les extraits de 8 espéces du genre Eryngium, nous avons
identifié¢ 83 composés qui représentent 94,3 % a 99,7 % des composés « volatils » totaux des
extraits apolaires. Ces 8 Eryngium présentent des compositions chimiques relativement
proches et sont principalement constituées de sesquiterpénes oxygénés. Le 1édol, 1’acétate de
cis-chrysanthényle, le spathulénol, le copa¢ne et le 5-sélinéne sont présents dans toutes les
especes étudiées.

L’objectif de cette ¢tude est d’établir une cartographie, c’est a dire un regroupement des
extraits en fonction de leurs compositions afin de définir les échantillons les plus proches
chimiquement en prenant en considération un milieu de récolte commun qui est I’ensemble
du territoire tunisien.

Une fois les groupes et leur composition fixés, cette étude nous a permis de discerner les
principaux facteurs discriminants entre eux.

Pour cela nous nous sommes basés sur les données de 17 échantillons : E. campestre (3
échantillons), E. triquetrum (3 échantillons), E. maritimum (2 échantillons), E. ilicifolium (2
échantillons), E. dichotomum (4 échantillons), E. glomeratum (1 échantillon), E. barrelieri (1
échantillon) et E. tricuspidatum (1 échantillon).

Ainsi, les variables utilisées pour cette étude (quantités relatives des différents composés
chimiques) sont représentées par le pourcentage de chaque composé dans chaque extrait.

Nous avons procédé a une analyse statistique par Classification Hiérarchique Ascendante
(CHA) et par Analyse en Composante Principale (ACP).

La CHA a permis d’établir une typologie en 5 classes de 73,7 % de la somme des carrées
interclasses ce qui a permis de définir 5 groupes d’échantillons (Figure 33) :

- Groupe 1 : incluant les 2 échantillons d’E. barrelieri et d’E. glomeratum
- Groupe 2 : contenant I’échantillon d’ E.tricuspidatum.
- Groupe 3 : constitué par les 2 échantillons d’E. maritimum.

- Groupe 4 : constitué par les 3 échantillons d’E. campestre.
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- Groupe 5 : ce dernier groupe est constitué par les autres échantillons d’E. triquetrum,

E. dichotomum et E. ilicifolium.
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Figure 33 : Dendrogramme des extraits des Eryngium de Tunisie en fonction de leurs composés
chimiques volatils ; ec (E. campestre), em (E. maritimum), etc (E. tricuspidatum), eb (E. barrelieri),
ed (E. dichotomum), etq (E. triquetrum), ei (E. ilicifolium), eg (E. glomeratum).

Figure 34La Figure 34 confirme les résultats de la CHA et met en évidence les principales
différences d’ordre quantitatif entre les 5 groupes. Les composés discriminants sont : 1’acétate
de (+)-cis-chrysanthényle, le germacréne D, le B-selinéne, le y-cadinéne, le 1édol, le cubénol,
le E-farneséne epoxide, 1’a-bisabolol, le 8-hydroxy-cycloisolongifoléne, le 14-oxy-a-
muuroléne et le longipinocarvone.

Les composés : B-cubebéne, a-cubébéne, B-copaéne, a-guaiéne, y—muuroléne, 8-hydroxy-
cycloisolongifoléne, y-costol, palustrol, p-bourbonéne, farnésyl methyl ester, di-epi-
cedrénoxide, aristoléne epoxide, caryophylléne oxide, 1-cadinéne et aromadendréne oxide
sont fortement et positivement corrélées a 1’axe des abscisses de la premiére composante
principale et s’orientent donc dans ’axe F1, ainsi, le pourcentage en ces composés chimiques
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évolue selon les coordonnées de cet axe. Les extraits qui ont donc une forte valeur d’abscisse
sur I’axe F1 contiennent un pourcentage ¢levé des composés cités précédemment.

Les composés B-cédréne, alloaromadendréne et a-bisabolol sont fortement et positivement
corrélés a 1’axe des ordonnées de la deuxiéme composante principale (F2), ils seront donc
privilégiés pour I’interprétation de 1’axe F2. Alors que les composés 6-guaiéne et 5-cadinéne
sont négativement corrélées avec cet axe. Par conséquent, les échantillons qui ont une forte
valeur positive sur I’axe 2 ont un pourcentage important en f-cedréne, alloaromadendréne et
a-bisabolol et un pourcentage faible en 6-guaiéne, et d-cadinéne.
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Observations des variables sur le premier plan factoriel (axes F1 et F2 : 46,7940)

2,00000

1,00000-

a-bisabolol

Groupe III
ecitairouan
Groupe IV o p-selinene
etcSedinahe
o P
ecBizene \ |/
a\

ecBeja
cubenol

thujopsene

F2:17.1% 00000

ledol

8-hyroxy
1solongifoléne

E{farnesene epoxide

edKairouan © i Germacréne D
-1,00000 edbize
Groupe V
-2,00000+
|| I ||
-1,00000 00000 1,00000 2,00000

F1:295%

Figure 34 : ACP des compositions chimiques des extraits des Eryngium tunisiennes : ec (E. campestre), em (E. maritimum), etc (E. tricuspidatum), eb (E.

barrelieri), ed (E. dichotomum), etq (E. triquetrum), ei (E. ilicifolium), eg (E. glomeratum).
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- Le Groupe 1 inclue les 2 échantillons d’E. barrelieri et E. glomeratum, il est
caractérisé par une composition chimique principalement distinguée par des teneurs
¢élevées en acétate de (+)-cis-chrysanthényle (5,11-10,8 %), B-selinéne (2,1-14,9 %),
I’a-bisabolol (2,3-21,6 %), le 14-oxy-a-muuroléne ( 1,41-12,1%) et enfin le ledene
alcool (0-41,6%).

- Le Groupe 2 comporte ’extrait d’E. tricuspidatum qui est caractérisé par des teneurs
en cubénol comme composé majoritaire (48,6 %). Et le longipinocarvone qui
représente 14,4 % de sa composition totale.

- Le Groupe 3 est constitué par les 2 échantillons d’E. maritimum. 1ls sont caractérisés
par une plus forte concentration en (E)-farnéséne epoxide (15,9-25,8 %), et une
présence unique du 8-hydroxy-cycloisolongifoléne (14,1-18,8 %) qui caractérise ce
groupe et est considéré ainsi parmi les facteurs discriminants entre ce groupe et les
autres.

- Le Groupe 4 est constitué par les 3 échantillons d’E. campestre. Ce groupe est
caractéris¢ par une présence majoritaire de lédol (20,3-27,3 %), une présence
importante en y-cadineéne (8,3-14,8 %). Il contient également 9,7 a 11,2% de
germacrene A, et 8,7 % a 16,1 % de cubénol, ces composés sont ainsi considérés parmi
les facteurs discriminants de ce groupe et caractérisent uniquement cette classe.

- Le Groupe 5 est constitu¢ par les autres échantillons, c’est-a-dire ceux d’F.
dichotomum, E. ilicifolium et E. triquetrum. Ce groupe est caractérisé par une présence
majoritaire de 1édol (9,3-39 %) et d’acétate de (+)-cis-chrysanthényle (1,4-12,5 %),
sans oublier qu’il est le seul a contenir le germacréne D avec une teneur maximale de
13,9 %.

En conclusion il existe 5 groupes d’especes, différenciées par leurs compositions chimiques,
ces groupes appartiennent a une zone géographique définie par 1’ensemble du territoire
tunisien. E. dichotomum, E. triquetrum et E. ilicifolium sont les plus proches chimiquement,
et les compositions chimiques des extraits du groupe 1 (E. barrelieri, E. glomeratum) et 2 (E.
tricuspidatum) sont les plus éloignées de la composition chimique des autres espéces.

Il conviendrait, ultérieurement, de mener une étude génétique pour compléter cette analyse
chimique et mettre en évidence les différents aspects de cette variabilité.

III. 4. Discussion : corrélation entre I’activité biologique et I’investigation
phytochimique des extraits des 8 Eryngium

Notre ¢étude de I’activité antimicrobienne des différents extraits des 8 Eryngium, et
particuliecrement des parties aériennes de ces especes, sur les 36 microorganismes
multirésistants, a permis de mettre en évidence un intéressant pouvoir antimicrobien des
extraits éther de pétrole.
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Nous avons, par la suite, analysé la composition chimique des extraits a I’éther de pétrole par
CPG/SM. Généralement, les composés volatils, des hydrocarbures a chaine longue ou
ramifiée, des alcools, des acides et des esters peuvent étre caractérisés par CPG/SM [240].

Les propriétés pharmacologiques des composés identifiés permettent d’expliquer en partie les
activités biologiques observées des extraits éther de pétrole. En effet, la CPG/SM a révélé la
forte abondance en composés terpéniques dans I’ensemble des extraits. De nombreuses études
rapportent les propriétés antimicrobiennes que possédent ces composés, et principalement les
monoterpenes et les sesquiterpenes, dans I’activité antimicrobienne de nombreux extraits et
huiles essentielles [241] [242]. Dans ce travail, parmi les composés terpéniques identifi¢s, on
distingue chez toutes les espéces étudi¢es une plus forte abondance des composés terpéniques
oxygeénés (42,4-92,7 %) par rapport aux composés terpéniques hydrocarbonés (4,9-43,7 %).

Les composés terpéniques oxygénés sont des dérivés de terpenes hydrocarbonés possédant
des groupes fonctionnels oxygénés, ils sont biosynthétisés par capture de carbocations a partir
de molécules d’eau (formation d’un alcool) ou par des réactions d’oxydation catalysées par
des oxydases classiques (hydroxylation allylique, oxydation de 1'alcool en cétone insaturée,
réduction d’une double liaison conjuguée, ...) [110]. Ils peuvent étre subdivisés en alcools,
esters, aldehydes, cétones, éthers et phénols. Le géraniol, le menthol, le linalool, le citronellol,
le carvone, le thymol, le carvacrol, le géranyl acétate, le géranial et le 1,8-cinéole sont des
exemples de terpénes oxygénés connus et retrouvés dans de nombreuses huiles essentielles et
extraits ; ces composés sont dotés d’activités biologiques diverses [243].

Plusieurs auteurs attribuent principalement le fort pouvoir antimicrobien des terpénes aux
composés terpéniques oxygénés [244] et particuliérement aux terpénes phénoliques ; en effet,
plusieurs études ont montré que les composés terpéniques hydrocarbonés possédent
relativement une plus faible capacité antimicrobienne [245].

L’activité antimicrobienne des terpénes oxygénés est due initialement au caractére hydrophile
des groupements fonctionnels (tel que les groupements hydroxyles) qui assurent leur
solubilisation dans les milieux physiologiques aqueux ce qui leur permet d’accéder aux
cellules microbiennes. D’autre part, le caractere lipophile du squelette hydrocarboné de ces
molécules facilite leur insertion entre les phospholipides membranaires et par conséquent leur
pénétration dans les parois des cellules microbiennes [245-248].

Les composés terpéniques oxygénés communs entre tous les extraits analysés sont le
spathulénol, le 1édol et I’acétate de cis-chrysanthényle qui sont présents avec des teneurs
variables selon 1’espéce. Les terpénes hydrocarbonés communs sont le copaéne et le -
sélinene.

Le pouvoir antimicrobien du spathulénol, du 1édol (fraction enrichie) et du copaéne ont été
décrits dans la littérature ; 1’activité antimicrobienne du spathulénol a ét¢ démontrée contre
Cryptococcus neoformans et Enterococcus faecalis avec une CMI égale a 0,2 mg/ml [249],
d’autres études ont montré que ce composé était également actif contre Staphylococcus aureus
et Staphylococcus epidermidis avec des CMI de 1,35 et 1,5 mg/ml respectivement [250] et
contre Sarcina lutea, Bacillus subtilis et Xanthomonas campestris avec une CMI de 0,015
mg/ml pour les 3 souches [251]. Une étude réalisée sur une fraction enrichie en 1édol (12 %)
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a montré une activité antimicrobienne contre Staphylococcus aureus avec une CMI de 0,05
mg/ml, Bacillus cereus et Listeria monocytogenes avec une CMI de 0,1 mg/ml, Enterococcus
faecalis et Enterobacter aerogenes avec une CMI de 0,4 mg/ml et Campylobacter jejuni avec
une CMI de 0,03 mg/ml [36]. L activité antibactérienne du copacne a été également mise en
évidence dans des travaux antérieurs, 100 pg/disque de ce composé ont montré un effet
inhibiteur (diamétre d’inhibition de 6 mm) contre Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Pseudomonas aureginosa et Streptococcus pyogenes et une plus forte activité contre
Staphylococcus aureus (22 mm d’inhibition) [252].

Parmi les extraits des parties aériennes des 8 Eryngium étudiées, celui d’E. tricuspidatum a
montré la plus forte activité antimicrobienne. Les analyses statistiques descriptives ACP et
CHA que nous avons effectué ont montré que cette espece est la plus éloignée chimiquement
des autres Eryngium. Le cubénol (48,6 %) et le longipinocarvone (14,4 %) sont les composés
discriminatifs entre cette espece et les autres Eryngium. L activité antimicrobienne du cubénol
a été étudiée dans des travaux antérieurs ; Solis et al. (2004) ont montré que ce composé (100
pg/disque) était actif contre Bacillus subtilis (9 mm), Escherichia coli (6 mm), Pseudomonas
aureginosa (11 mm), Staphylococcus aureus (9 mm) et Streptococcus pyogenes (6 mm) [252].

On distingue également la présence de d-selinéne (6,9 %) et B-bisaboléne (5,7 %) parmi les
composés majoritaires d’E. tricuspidatum. Une étude récente effectuée sur 14 huiles
essentielles a montré que I’activité antimicrobienne de celles-ci a été fortement corrélée a la
présence du B-bisaboléne ; cette activité inhibitrice a été obtenue contre 10 bactéries dont 4
bactéries Gram positives, Listeria innocua, staphylocoque sp. a coagulase-négative,
Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis et 6 bactéries Gram negatives, Yersinia
enterocolitica, Salmonella Enteritidis, Salmonella Typhimurium, Proteus mirabilis,
Escherichia coli et Klebsiella oxytoca [253].

Nous avons également repéré un pouvoir photoactif intéressant des extraits éther de pétrole et
particuliérement de ceux d’E. ilicifolium, E. dichotomum et E. triquetrum qui ont montré le
plus fort pouvoir photoactif contre les 36 microorganismes pathogénes. Les analyses
statistiques descriptives ACP et CHA que nous avons effectué indiquent que les compositions
chimiques des 3 espéces sont considérablement proches (Figure 33 et

Figure 34) ce qui leur a permis d’étre classées statistiquement dans un seul groupe d’espéces
(groupe 5).

L’action conjuguée de ces extraits photoactifs et de la lumiére ultraviolette a induit une
photoréaction qui a conduit a 1’inhibition des colonies bactériennes. Cette photoréactivité est
due a la présence de molécules photoactivables. D une manicre générale, plusieurs composés
peuvent étre a I’origine de cette activité notamment certains composés terpéniques. Des études
antérieures ont montré que certains sesquiterpénes oxygénés comme le 2,7-dihydroxycadaléne
sont dotés d’activité phototoxique contre Xanthomonas campestris, une protéobactérie
phytopathogéne Gram négative [254]. Cette activité a été attribuée a la présence de groupes
hydroxyméthyle ainsi que des fonctions cétone [54]. Spikes (1989) a également démontré la
capacité des composés ayant des groupes cétoniques a induire une activité phototoxique, cette
photoactivité a été également confirmée par Gata-Gongalves et al. qui ont testé la capacité
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phototoxique des composés terpéniques purs ayant une fonction cétone comme le pulégone
[54]; dans cette étude 1’activité phototoxique d’autres composés terpéniques oxygénés purifiés
comme le citronellol et le carvacrol a été également mise en évidence [54]. Par conséquent,
I’activité phototoxique antimicrobienne des extraits d’E. dichotomum, E. ilicifolium et E.
triquetrum peut é&tre expliquée par la présence de composés terpéniques oxygeénés
photoréactifs. Les analyses ACP et CHA montrent que des fortes teneurs en 1édol et en acétate
de (+)-cis-chrysanthényle comptent parmis les facteurs descriminatifs entre ces espéces et les
autres Eryngium. Bien que I’activité phototoxique de ces deux compos€s n’ait jamais été
décrite dans la littérature, il serait intéressant d’étudier leur comportement vis-a-vis des
irradiations ultraviolettes en rapport avec 1’activité antimicrobienne.

Cependant, I’activité phototoxique peut étre attribuée a d’autres composés photoréactifs qui
n’ont peut-étre pas été identifiés par CPG/SM et qui peuvent étre présents dans les extraits
éther de pétrole comme les coumarines, les quinones, les chroménes, les porphyrines, les
polyacétylénes et les isoflavonoides [54], qui peuvent agir indépendamment ou en synergie.

L’examen des données de la littérature montrent que les plantes du genre Eryngium
contiennent principalement des saponosides triterpéniques, des flavonoides, des
monoterpénes glycosylés, des composés phénoliques, des polyacétylénes, de 1’huile
essentielle, des aldéhydes terpéniques, des oligosaccharides et, plus rarement, des coumarines
[96] [255].

La prantschimgine, la déltoine, et la marmésine, des coumarines de la famille des psoralénes
(furocoumarines) ont été auparavant identifiés a partir d’un extrait éthanolique d’E. ilicifolium
[173]; cependant des furocoumarines n’ont jamais ét¢ identifiés chez E. dichotomum ou E.
triquetrum. Les propriétés photodynamisantes des furocoumarines ont été mises en évidence
depuis longtemps en photothérapie, et ces composés sont utilisés jusqu’aujourd’hui en
puvathérapie pour traiter certaines affections dermatologiques comme le psoriasis, le vitiligo
et les lymphomes cutanés [47-49] et en thérapie photodynamique antibactérienne notamment
dans le traitement des parodontopathies [S0] et la désinfection des eaux usées [78-81].

D’autre part, de nombreux polyacétylénes ont été identifiés dans le genre Eryngium. Dans la
plupart des cas, ces composés et les dérivés soufrés qui leur sont biogénétiquement reliés
possedent une activité phototoxique UV A-dépendante particulieérement contre les nématodes,
les larves d’insectes et certains champignons, bactéries et virus [110]. L’analyse CPG/SM
montre que ’extrait des parties aériennes d’E. triquetrum est particulierement riche en
falcarinol (16,7 %), un polyacétyléne commun dans la famille des Apiacées, ce qui pourrait
expliquer ’activité phototoxique de cet extrait; cependant D’activit¢ phototoxique du
falcarinol n’a jamais été étudiée auparavant et il sera intéressant d’envisager une étude de la
photoactivité potentielle de ce composé.

L’explication de la relation structure-activité des composés photoréactifs est assez complexe,
ces composés ont la propriété d’absorber la lumiére (photon, hv) pour se transformer d’un état
stable 4 un état électronique excité d’énergie supérieure qui est responsable de leur réactivité
[256]. Plusieurs critéres chimiques, photophysiques et biologiques déterminent 1’activité d’un
composé phototoxique notamment le spectre d’absorption de la molécule, la nature de sa

135



Travaux personnels

photodégradation, son hydrophobicité, sa capacité a produire de I’oxygéne singulet et son type
de réaction photochimique [54, 256, 257].

Finalement, une forte activité cytotoxique a été observée pour les extraits des parties aériennes
et des racines des 8 Eryngium contre la lignée cancéreuse de macrophages du réticulosarcome
de souris J774. L’activité cytotoxique la plus intéressante a été obtenue pour E. triquetrum.
La forte teneur en falcarinol dans 1’extrait des parties aériennes de cette espéce peut étre a
I’origine de cette activité. En effet, des études précédentes ont montré que ce composé est
hautement et sélectivement cytotoxique contre de nombreuses lignées de cellules cancéreuses
[121] avec une plus forte activité contre une lignée d’adénocarcinome gastrique humain (les
cellules cancéreuses MK-1) et une DEso de 0,108 uM [122].

III. 5. Analyse de I’huile essentielle d’E. barrelieri et E. glomeratum et
étude comparative avec les extraits a I’éther de pétrole

III. 5.1. Analyse de la composition chimique des huiles
essentielles d’E. barrelieri et E. glomeratum par CPG/SM

A notre connaissance, aucune étude phytochimique n’a été effectuée sur les espéces Eryngium
glomeratum et Evyngium barrelieri et il n’existe aucune donnée disponible sur leurs huiles
essentielles.

Dans cette partie du chapitre, nous présentons les résultats de notre étude sur les huiles
essentielles de ces deux plantes préparées a partir de végétaux récoltés en Tunisie durant leur
période de floraison (entre juin et aolit 2014), et nous nous attarderons sur la comparaison
avec les extraits a I’éther de pétrole décrits précédemment.

Le matériel végétal a été hydrodistillé durant 4 heures dans un appareillage de type Clevenger.
Le rendement d’extraction était de 0,73 % et 0,11 % respectivement pour les parties aériennes
et racines d’E. glomeratum et de 0,08 % et 0,02 % respectivement pour les parties aériennes
et racines d’E. barrelieri par rapport a la masse de végétal sec.

Les huiles essentielles obtenues ont ét¢ analysés par CPG/SM. Les résultats détaillés sont
présentés dans le Tableau 24.

Comme pour les extraits a 1’éther de pétrole, I’identification des composés a été réalisée par
la comparaison des spectres de masse des produits des huiles essentielles avec les spectres de
masse des bibliotheques commerciales informatisées (NIST MAINLIB et replib), de la
détermination des indices de rétentions de tous les composés identifiés et de leur comparaison
avec ceux disponibles dans la littérature pour le méme type de colonne [221-239].
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Tableau 24 : Composition (%) des huiles essentielles d’E. barrelieri et E. glomeratum analysés par CPG/SM , en gras :

>5%.

. E,g, E,g, Eb, Epb, . .
Composé IR PA R PA R Identification

a-pinéne 933 42 0,3 32 - SM, IRt
camphéne 945 t - - - SM, TRiit
sabinéne 968 t - - - SM, TRiit
B-pinéne 969 | 0,8 - t - SM, TRiit
(E,E)-cosméne 984 t - - - SM, IRiit
2,4-(E,E)-heptadienal 1007 - - t - SM, IRuit
p-cymene 1018 0,1 - 0,1 - SM, TRiit
limonéne 1022 | 0,1 - 0,1 - SM, TRiit
y-terpinéne 1052 t - t - SM, TRiit
B-pyronéne 1055 - - t - SM, TRiit
terpinoléne 1079 t - t - SM, TRiit
2-nonanone 1086 t - - - SM, TRiit
linalool 1095 t - - - SM, TRiit
a-campholenal 1119 0,1 - 0,1 - SM, TRiit
trans-pinocarvéol 1131 t - SM, TRiit
d-verbénol 1135 - - 0,1 - SM, IRiit
(S)-cis-verbénol 1138 0,2 0,1 0,1 - SM, TRiit
trans-verbénol 1143 t - t - SM, IRii
eucarvone 1149 t t 0,2 - SM, TRuit
[-2-nonenal 1155 t - - - SM, TRiit
pinocarvone 1157 0,1 - - - SM, TRiit
terpineéne-4-ol 1172 t - t - SM, TRiit
p-cymen-8-ol 1181 t - t - SM, TRiit
a-terpinéol 1187 t - - SM, IRii
décanal 1203 t - t - SM, TRiit
trans-carvéol 1215 t - t - SM, TRiit
Yy-pyronene 1223 - - t - SM, TRiit
nérol 1224 t - - - SM, TRiit
acétate de (+)- cis-chrysanthényle 1262 273 - - - SM, TRt
trans-2-decenal 1265 t - 0,2 1,7 SM, IRiit
thymoquinone 1266 - 0,1 - - SM, TRiit
2,4-(E,Z)-décadienal 1301 - - t 2,3 SM, TRiit
2.,4,5-trimethylbenzaldéhyde 1309 - 0,8 t - SM, TRiit
2,4-(E,E)-décadienal 1315 t t 0,1 26 SM, TRiit
d-elémeéne 1322 t t 0,1 - SM, TRiit
a-cubebene 1339 t t t - SM, TRiit
2.,4,6-trimethylbenzaldéhyde 1346 t t t 0,3 SM, TRiit
undec-2-enal 1349 - - - 0,7 SM, IRiit
ylangéne 1351 04 0,1 t - SM, TRiit
copaeéne 1364 0,9 0,2 14 22 SM, TRiit
daucene 1364 0,2 1.2 1 0,9 SM, TRiit
B-bourbonéne 1376 = 0,1 - - - SM, IRiit
t-cadinéne 1377 0,1 08 04 - SM, IRii
B-cubebéne 1381 - - t - SM, IRiit
(-)-B-elemene 1383 1 04 05 0,1 - SM, TRiit
Longifoléne 1386 - - t - SM, TRiit
(Z)-caryophylléne 1407 03 02 03 - SM, TRiit
B-copaéne 1419 0,1 0,1 t - SM, TRiit
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y-eleméne 1421 0,1 - t - SM, TRiit
a-trans-bergamoténe 1426 @ 0,2 0,6 1 0,9 SM, TRuit
o-guaiéne 1432 t 0,1 - - SM, TRiit
epi-bicyclo-sesquiphellandréne 1441 - 1,1 - - SM, IRii
a-humuléne 1443 | 0,1 - 0,2 - SM, TRiit
B-cedréne 1447 @ 0,6 - - - SM, TRiit
a-patchouléne 1449 - - 04 0,8 SM, TRiit
B-farnéseéne 1449 03 18 0,6 - SM, IRii
cis-cadina-1(6),4-diéne 1460 0,1 0,2 - - SM, IRii
acoradi¢ne 1463 - - 0,5 10,5 SM, IRt
germacrene D 1470 46 51 04 - SM, TRiit
B-selinéne 1474 0,2 - 201 1,8 SM, IRiit
B-vetivénéne 1478 - - 1,1 - SM, TRiit
valencéne 1481 04 - 0,7 - SM, IRiit
elixéne 1484 0,8 - 7,1 - SM, TRiit
a-chamigréne 1488 0,1 - 1 - SM, TRiit
d-selinéne 1492 - 15,6 0,1 - SM, TRiit
germacrene A 1494 03 - - - SM, IRuit
(-)-a-panasinséne 1507 - - 2 - SM, IRiit
d-cadinéne 1511 0,3 0,3 3 4,3 SM, TRiit
B-sesquiphellandréne 1518 0,1 04 03 03 SM, TRiit
calamenéne 1522 - - 02 0,5 SM, TRiit
isolongifoléne époxide 1543 - 3.4 - - SM

elemol 1544 0,2 - 0,2 - SM, IRiit
d-guaiene 1551 - 1,7 - - SM

di-epi-cedrenoxide 1559 1,2 15,9 18,7 26,5 SM, IRii
- (-) spathulénol 1573 0,8 - 5,7 - SM, IRiit
caryophylléne oxide 1575 - 0,8 - 0,5 SM, TRiit
globulol 1581 - - 0,7 - SM, IRiit
aromadendréne oxide 1585 1,1 0,7 0,3 - SM

allo-aromadendréne 1590 04 - 0,2 - SM, IRii
cedrénol 1596 - - 0,6 1 SM, TRiit
carotol 1599 0,7 - L5 0,7 SM, IRii
cubénol 1605 - - t - SM, TRt
calaréne époxide 1605 04 0,5 - - SM

aristoléne epoxide 1615 0,8 t 0,3 SM

v-eudesmol 1619 | 0,7 34 23 4 SM, IRii
iso-spathulénol 1627 1,1 - - - SM, TRiit
B-oplopénone 1629 0,8 20 10,6 203 SM, IRiit
t-cadinol 1641 - - 0,2 - SM, TRiit
B-eudesmol 1649 29 - 1,8 - SM, IRii
a-eudesmol 1656 - - 0,2 - SM, IRiit
aromadendréne oxide 2 1661 0,8 - - - SM

a-bisabolol 1685 @ 12 - - - SM, IRiit
neoclovéne oxide 1686 - 0,5 - - SM, TRiit
9-hydroxy-isolongifoléne 1720 - 4,1 - - SM, IRiit
14-oxy-a-muuroléne 1752 6,1 - - - SM

14-hydroxy-o-muuroléne 1768 | 19,6 - - - SM, TRiit
(E,E)-farnésyl acétone 1935 - - 0,1 - SM, TRiit
acide hexadecanoique 1993 0,1 04 05 26 SM, TRiit
(Z)-falcarinol 2052 0,3 - t 1.4 SM, TRiit
d-cadinol 2065 - - t 3 SM, IRiit
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ledene alcool 2117 - 34 1,5 21 SM
acide octadecanoique 2137 - 1,2 - 0,5 SM, TRiit
Total identifié¢ (%) 94,7 859 92,7 924
monoterpenes hydrocarbonés (%) 54 03 3,6 0
monoterpenes oxygeénés (%) 28,1 02 0,7 0
sesquiterpenes hydrocarbonés (%) 11,2 30,1 42,5 222
sesquiterpenes oxygénés (%) 49,2 52,7 44,8 58,1

autres composés (%) 0,7 2,5 1,1 12,1

E.g.: E. glomeratum E.b. : E. barrelieri, PA : parties aériennes, R : racines, t : trace <0.1 %. IR : Indice de rétention, déterminé par
comparaison des temps de rétention avec ceux d’une gamme d’alcanes linéaires. Identification : SM : spectrométrie de masse (mode de
fragmentation et comparaison avec des bibliothéques) ; IRy, : comparaisons d’indices de rétention avec ceux donnés dans la littérature

Les rendements en huiles essentielles des parties aériennes et des racines des deux Eryngium
sont tres faibles (0,02-0,73 %). Notre résultat est conforme aux analyses publiées par d'autres
auteurs, indiquant que les Eryngium contiennent généralement de faibles quantités d’huiles
essentielles [258].

Les 4 huiles essentielles analysées sont dominées par une grande teneur en sesquiterpenes.
Sur un total de 85,9 a 94,7 % des composés identifiés, 60,4 a 87,3 % correspondent a des
sesquiterpenes, dont 51,3 a 81,4 % du total des sesquiterpeénes sont des sesquiterpenes
oxygénés. D’une maniére générale, les huiles essentielles des plantes du genre Eryngium sont
plus riches en sesquiterpénes qu’en d’autres types de composés [259],

L’huile essentielle des parties aériennes d’E. glomeratum est caractérisée par la présence
majoritaire d un ester monoterpénique, 1’acétate de (+)-cis-chrysanthényle (27,3 %) et de deux
sesquiterpénes alcool le 14-hydroxy-a-muuroléne (19,6 %), et I’a-bisabolol (12 %). D’autres
composés a des teneurs supérieures a 1% ont été également détectés, on distingue
essentiellement le germacréne D (4,6%), I’a-pinéne (4,2 %) et le B-eudesmol (2,9 %).

Les monoterpénes sont quasiment absents dans 1’huile essentielle des racines d’E. glomeratum
(0,5 % de la composition totale). Les composés majoritaires de cette huile essentielle sont tous
des sesquiterpénes, principalement oxygénés notamment le f-oplopénone (20 %) et le di-epi-
cedrenoxide (15,9 %), et hydrocarbonés dont principalement le &-selinéne (15,6 %). Ces
composés sont suivis par la présence marquante du germacréne D (5,1 %), du 9-
hydroxyisolongifolene (4,1 %), de 1’isolongifoléne époxide (3,4 %) et du y-eudesmol (3,4 %).

L’huile essentielle des parties aériennes d’E. barrelieri est caractérisée par la présence
majoritaire du B-selinéne (20,1 %), un sesquiterpeéne hydrocarboné, et de deux sesquiterpénes
oxygénés, le di-epi-cedrénoxide (18,7 %e) et le B-oplopénone (10,6 %). D’autres composés
ont été notamment identifiés dont principalement I’elixéne (7,1 %), le spathulénol (5,7 %),
I’a-pinéne (3,2 %) et le d-cadinéne (3 %). Contrairement a la composition des parties
aériennes d’E. glomeratum, la teneur en monoterpénes oxygénés de cette espece est trés
insignifiante (0,7 %).

L’huile essentielle des racines d’E. barrelieri différe des autres huiles essentielles par des
teneurs plus élevées en composés non-terpéniques (12,1 %). Ces composés sont
principalement représentés par 1’acide hexadécanoique, les deux isomeres du 2,4-décadiénal
et le falcarinol. Les composés majoritaires de cette huile essentielle sont le di-epi-cedrénoxide
(26,5 %), B-oplopénone (20,3 %) et ’acoradiéne (10,5 %). D’autres composés ayant une
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teneur supérieure a 1 % sont représentés principalement par le d-cadinéne (4,3 %), le v-
eudesmol (4 %) et le 6-cadinol (3 %).

En référant aux données de la littérature, on trouve que les constituants des huiles essentielles
des plantes du genre Eryngium se répartissent en trois principaux groupes : le premier groupe
est caractérisé par la présence majoritaire en composés non terpéniques oxygénés notamment
le triméthylbenzaldéhyde et le (E)-2-dodécanal [157, 160, 260-262], le deuxiéme est
essentiellement constitué de composés terpéniques hydrocarbonés comme le germacréne D,
I’a-pinéne et le phyllocladéne [161, 163, 263]. Le 3™ groupe est plus rare, il représente les
huiles essentielles caractérisées par la prédominance de composés terpéniques oxygeénés
(alcools ou oxides) comme 1’huile essentielle d’E. bungei riche en cuminol (55,3 %) et en
carvacrol (8,9 %) [264], I'huile essentielle d’E. pandanifolium riche en acétate de bornyle
(20,8 %) et celles d’E. rostratum et E. tricuspidatum dominées par 1’a-bisabolol (65,3 %)
[261]. Les huiles essentielles analysées dans notre étude appartiennent a ce 3°™ groupe.

Il existe ¢galement certaines similitudes entre les composés majoritaires des huiles essentielles
d’E. glomeratum et E. barrelieri analysés dans notre étude, et celles des autres espéces du
méme genre décrites dans la littérature. Ainsi, I’acétate de cis-chrysanthényle, composé
majoritaire de 1’huile essentielle des parties aériennes d’E. glomeratum, a été aussi identifi¢
comme composé majoritaire dans I’huile essentielle de I’inflorescence d’E. planum L. [265],
I’a-bisabolol (12% dans I’huile essentielle d’E. glomeratum) a été également identifié comme
composé majoritaire de I’huile essentielle des parties aériennes d’E. tricuspidatum L. [164].
Le B-sélinéne, identifié comme composé majoritaire de I’huile essentielle des parties aériennes
d’E. barrelieri (20,1 %), a été aussi identifié comme I'un des composés majoritaires d’E.
pandanifolium L. [261]. Les autres composés majoritaires que nous avons identifiés dans les
huiles essentielles d’E. glomeratum et E. barrelieri, n’étaient pas auparavant identifiés comme
composés majoritaires des autres huiles essentielles des espéces du genre Eryngium.
Cependant, le sabinéne, le limonéne, le caryophylléne oxide, le spathulénol, le germacréne D
et le triméthylbenzaldéhyde, que nous avons également identifiés, ont ét¢ décrits auparavant
comme composés majoritaires chez d’autres espéces du méme genre [158, 163, 259,261], ces
composés sont significativement présents chez E. glomeratum et E. barrelieri mais ne sont
pas considérés comme compos€s majoritaires dans notre cas.

Les huiles essentielles d’E. glomeratum et E. barrelieri montrent une différence notable entre
les deux parties analysées (parties aériennes et racines) de chaque espece :

- Les rendements d’extraction des huiles essentielles des organes souterrains sont
beaucoup plus faibles que ceux des parties aériennes.

- Les compositions chimiques des huiles essentielles des parties aériennes sont
caractérisées par une plus forte proportion en monoterpeénes par rapport aux racines.

- Les racines sont plus riches en sesquiterpénes oxygénés et en composés non-
terpéniques que les parties aériennes des deux espéces.

La comparaison des compositions chimiques des huiles essentielles des parties aériennes d’E.
glomeratum et E. barrelieri avec ceux des extraits éther de pétrole décrits dans la section
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I1.2.4 et II1.2.5 montrent certaines variations qualitatives et quantitatives des composés
analysés.

Des variations principalement quantitatives ont été observées au niveau des composés
majoritaires des deux types d’extraits de chaque espece : 1’huile essentielle d’E. glomeratum
est plus riche en acétate de cis-chrysanthényle (27,3 %) et en 1’alcool sesquiterpénique 14-
hydroxy-a-muuroléne (19,6 %) que I’extrait éther de pétrole de cette espece (10,8 et 16,2 %
respectivement pour les deux composés) ; cependant, I’extrait éther de pétrole est plus riche
en o-bisabolol (21,6 %) que I’huile essentielle (12 %).

L’huile essentielle d’E. barrelieri est plus riche en B-selinéne (20,1 %) que I’extrait éther de
pétrole (14,9 %) et en élixéne (10,6 % contre 1,4 % dans I’extrait EP). La teneur en spathulénol
est a peu pres équivalente dans les deux extraits. Le di-epi-cédrénoxide, 'un des composés
majoritaires de I’huile essentielle d’E. barrelieri (18,7 %) est présent en trés faible quantité
dans I’extrait éther de pétrole (0,6 %).

Dans I’ensemble, les huiles essentielles des deux espéces sont plus riches en monoterpénes
hydrocarbonés (3,6-5,4 %) que les extraits a 1’éther de pétrole (0-0,4 %). En revanche, les
extraits éther de pétrole sont plus riches en sesquiterpenes oxygénés (58,1-60,5 %) que les
huiles essentielles (44,8-49.,2 %).

III. 5.2. Etude de ’activité antimicrobienne des huiles
essentielles d’E. barrelieri et E. glomeratum

Nous avons étudi¢ I’activité antimicrobienne des huiles essentielles d’E. barrelieri et E.
glomeratum contre les mémes souches de microorganismes pathogenes testées pour les
extraits éther de pétrole par la méthode de dilution en gélose. A cause des rendements faibles
en huiles essentielles des racines des deux especes, seules les huiles essentielles des parties
aériennes ont été étudiées pour cette activité.

Les souches utilisées comprennent 13 bactéries Gram™: Corynebacterium sp. T25-17,
Enterococcus faecalis C159-6, E. sp. 8153, Mycobacterium smegmatis 5003, Staphylococcus
aureus (8146, 8147), S. epidermidis (5001, 10282), S. lugdunensis T26A3, S. warneri
T12A12, Streptococcus agalactiae (T25-7, T53-C2), S. dysgalactiae T46C14) , 22 bactéries
Gram™ : Acinetobacter baumanii (9010, 9011), Citrobacter freundii (11041, 11042),
Enterobacter aerogenes 9004, E. cloacae (11050, 11051, 11053), Escherichia coli (8138,
8157, ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae 11016, 11017), Proteus mirabilis 11060,
Providencia stuartii 11038, Pseudomonas aeruginosa (8131, ATCC 27583), Salmonella sp.
11033, Serratia marcescens (11056, 11057), Stenotrophomonas maltophilia, Yersinia
pseudotuberculosis (2777) et une levure : Candida albicans 10286. Nous avons testé 10
concentrations allant de 1250 a 2 ng/ml. Les résultats sont représentés dans le Tableau 25.
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Tableau 25 : Activité antimicrobienne des huiles essentielles des parties aériennes d’ Eryngium
glomeratum Lamk. et Eryngium barrelieri Boiss.

Nom des souches CMI des huiles Témoin Antibiotiques

essentielles solvant

(ng mL-1)

E.g. AP  Eb. AP G v A Amph

Bactéries Gram’
Pseudomonas aeruginosa 8131 9 19 - S R R -
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27583 <2 9 - R R R -
Stenotrophomonas maltophilia <2 9 - S R R -

Bactéries Gram+

Corynebacterium sp T25-17 78 - - S S S -
Enterococcus faecalis C159-6 312 - - R R R -
Mycobacterium smegmatis 5003 312 - - S S S -
Staphylococcus aureus 8147 312 - - S S S -
Staphylococcus epidermidis 5001 78 625 - S S S -
Staphylococcus epidermidis 10282 156 39 - S S S -
Staphylococcus lugdunensis T26A3 78 156 - S S S -
Staphylococcus warneri T12A12 156 625 - S R S -
Streptococcus agalactiae T25-7 19 156 - R R R -
Streptococcus agalactiae T53 C2 <2 156 - R R R -
Streptococcus dysgalactiae TA6C14 39 625 - R R R -
Levure

Candida albicans 10286 156 625 - - - - S

CMI : concentration minimale inhibitrice (ug/ml), E.g. : Eryngium glomeratum ; E.b. : Eryngium barrelieri ; AP : parties
aériennes, G : Gentamicine, V : Vancomycine, A : Amoxicilline, Amph : Amphotericine B. CMI (png/ml) des antibiotiques :
Gentamicine, S : <4, R : >8 ; Vancomycine, S : <4, R : >16 ; Amoxicilline, S : <4, R : >16 ; Amphotericine B, S : <1, R : >4.

Les deux huiles essentielles étaient globalement plus actives contre les bactéries Gram+ que
les bactéries Gram-. Néanmoins, elles présentent une forte activité spécifique contre les deux
souches de Pseudomonas aeruginosa testées et une activité intéressante contre
Stenotrophomonas maltophilia.

Cette activité est trés intérssante étant donné que P. aeruginosa est une bactérie virulente
naturellement résistante aux antibiotiques ; de plus, cette bactérie est rarement inhibée par les
extraits des plantes ou les huiles essentielles [266].

L’huile essentielle d’E. glomeratum a montré une plus forte activité antimicrobienne (15
bactéries inhibées dont 3 CMI < 2 pg/ml) que celle d’E. barrelieri (11 bactéries inhibées).

Comme pour les extraits éther de pétrole, les huiles essentielles d’E. barrelieri et F.
glomeratum sont dominées par les composés terpéniques oxygénés ce qui pourra expliquer la
forte activité antimicrobienne de ces deux huiles essentielles.
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La comparaison de I’activité antimicrobienne des extraits éther de pétrole d’E. barrelieri et E.
glomeratum a celle des huiles essentielles montre une plus forte activité de 1’huile essentielle
d’E. glomeratum contre S. agalactiae T25-7, C. albicans, Corynebacterium sp T25-17 et E.
faecalis C159-6. Cependant, I’extrait EP d’E.glomeratum révéle une activité plus importante
contre S. aureus 8147 et M. smegmatis 5003.

L’huile essentielle d’E. barrelieri était plus active contre S. epidermidis 5001, S. maltophilia
et Pseudomonas aeruginosa ATCC 27583 que I’extrait EP. Tandis-que ce dernier a exhibé
une plus forte inhibition des souches de Streptococcus dysgalactiae T46C14.

Finalement, les extraits éther de pétrole des deux espéces ont montré un plus large spectre
d’activité antimicrobienne : 19 bactéries ont été inhibées par I’extrait d’E. glomeratum contre
15 bactéries inhibées par I’huile essentielle et 13 bactéries ont ét¢ inhibées par I’extrait d’F.
barrelieri contre 11 bactéries inhibées par son huile essentielle.

L’ensemble des résultats réveéle une plus forte activité antimicrobienne des extraits éther de
pétrole par rapport a celle des huiles essentielles d’E. glomeratum et E. barrelieri. Ceci peut
étre expliqué par la plus forte abondance en sesquiterpeénes oxygénés dans les extraits EP
(58,1-60,5 %) par rapport aux huiles essentielles (44,8-49,2 %) ; en effet, de nombreuses
études ont montré que les sesquiterpénes oxygénés sont responsables a de nombreuses
activités biologiques et pharmacologiques intéressantes, notamment un fort pouvoir
antimicrobien [267].

IV. Partie IIl : Etude phytochimique des racines d’Eryngium
triquetrum

IV. 1. Introduction : Choix de la plante et résumé du criblage de
P’activité biologique

L’espéce Eryngium triquetrum Vahl. a retenu notre attention en premier lieu pour ses
utilisations traditionnelles dans le traitement des affections digestives, dermatologiques et
microbiennes, contre les infections ORL, la typhoide, les amygdalites, les infections urinaires,
les inflammations, et pour la cicatrisation des plaies, et les ascites [188]; et en second lieu, en
raison du peu de travaux phytochimiques répertoriés sur elle.

Lors du criblage d’activités pharmacologiques, détaillé dans la partie 1.2, nous avons constaté
que D’extrait a I’éther de pétrole de cette plante posséde un fort pouvoir antimicrobien et
cytotoxique avec un indice de sélectivité plus €élevé par rapport aux autres Eryngium.

Les racines de cette espéce ont montré un pouvoir antimicrobien (inhibition de 14 souches
dont 4 CMI < 70 pg/ml) et cytotoxique (Clso = 0,09 pg/ml) supérieur a celui des parties
aériennes.

N’ayant jamais fait a priori 1’objet d’études phytochimiques, les racines d’Eryngium
triquetrum ont €té sélectionnées pour €tre soumises a une investigation phytochimique
approfondie.
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La caractérisation des molécules actives de cette espece fait intervenir différentes étapes, dont
les trois principales sont le fractionnement et I’identification des composés d’intérét (guidés
par des analyses phytochimiques et des tests biologiques), suivis par I’étude de ’activité
biologique des composés purifiés. Durant ce travail, nous nous attarderons également sur les
difficultés de séparation nous ayant conduit a adapter notre stratégie méthodologique.

IV. 2. Extraction a partir des racines d’Eryngium triquetrum

6 kg de racines ont été séchés a I’étuve ventilée pendant 12 h a 37°C puis nous avons procédé
a une extraction a 1’éther de pétrole avec épuisement de la drogue végétale broyée par
lixiviation et ceci afin d’extraire une grande partie des principes actifs.

Aprés évaporation a sec et sous pression réduite nous avons obtenu 23 g d’extrait brut, la
Figure 35 représente le profil chromatographique sur couche mince de cet extrait.

@ Q) 3

Figure 35 : CCM de I’extrait a I’éther de pétrole des racines d’E. triquetrum, dép6t 10 pl. Solvant de
migration : Toluéne/AcOEt (28,5 : 1,5, V/V), détection : (1) UV 254, (2) UV 365, (3) anisaldéhyde
sulfurique.

IV. 3. Fractionnement bioguidé de I’extrait éther de pétrole

IV. 3.1. Bioautographie de I’extrait brut

Afin de bioguider l'isolement de composés antimicrobiens, nous avons utilisé¢ la méthode de
bioautographie d’immersion de 1’extrait a 1’éther de pétrole sur des souches sensibles a

144



Travaux personnels

I’extrait brut : Staphylococcus lugdunensis, S. epidermidis et Streptococcus agalactiae. Nous
avons obtenu les mémes zones d’inhibition pour les 3 bactéries testées (Figure 36).

Figure 36 : CCM et bioautographie de 1’extrait brut (B) des racines d’E. triguetrum , (R.tq) dépot 10
pl. Solvant de migration : Toluéne/AcOEt (28,5 : 1,5, V/V), avant et aprés incubation des bactéries a
37°C.

La majorité des taches observées sur la CCM de I’extrait brut présentent des zones d’inhibition
sur les bactéries testées. Cependant, en variant les solvants de migration de la CCM, une seule
tache des produits les plus polaires et/ou les plus apolaires de 1’extrait brut correspond parfois
a plusieurs taches superposées. Afin de repérer les produits les plus actifs, nous avons donc
procédé a des bioautographies des produits issus du fractionnement en variant les solvants
d’élution.

IV. 3.2. Purification du composé C1.4 a partir de ’extrait brut

La premiére étape de séparation a été effectuée par Chromatographie sur Colonne ouverte.
Cette étape permet une séparation grossiére des molécules selon leur polarité. Le résultat des
essais préliminaires par chromatographie sur couche mince nous a conduit a utiliser comme
systéme d’élution : (cyclohexane/ acétate d’éthyle) en gradient de polarité.

Une masse de 20 g de I’extrait a I’éther de pétrole a été déposée sur une colonne de gel de
silice (cf. matériel et méthodes) préparée dans du cyclohexane. L’¢élution a été réalisée par un
gradient de polarité en commengant par du cyclohexane pur et en terminant par 1’acétate
d’éthyle. Nous avons procédé a un ringage de la colonne par la suite par du méthanol. Le
fractionnement a été réalisé tous les 50 ml et le suivi de ces fractions a été effectué par CCM.
Les plaques ont été visualisées sous lumiére UV (254 et 365 nm) puis révélées avec
I’anisaldéhyde sulfurique et chauffées a 100°C.
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La Figure 37 représente le schéma de fractionnement de 1’extrait éther de pétrole et les masses
respectives des fractions obtenues. La séparation a conduit a 15 fractions (C1.1 a C1.15).
Parmi ces fractions nous avons eu 1,3 g du composé C1.4 pur, élué a 3% acétate d’éthyle.

Les fractions C1.14 et C1.15, ayant des profils chromatographiques proches, ont été par la
suite regroupées en une seule fraction : C1.14.
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- Colonne ouverte : 80 x 5,5 cm

- Silice normale 0,63-0,2 mm
- Cyclohexane/AcOEt (100:0 — 0:100) L Ext. Brut (20 g)

- Ringage 100% MeOH

CL1 cr2 |[c13 CL4 cL5 || c16 cL7 |[cLs ct9 |[ crao || crin || craz || cra3 || cra4 || cras
160 mg 57¢g 870 mg 1,3¢g 3g 430 mg || 670 mg || 710 mg 1,3¢g 650 mg || 315mg || 310 mg|| 350 mg 3g 1g
\ |
- CPC
- ARIZONA W

- Mode ascendant
- Durée 40 min (extrusion 10 min)

CP7-Glj CP7-G2 CP7-G3 CP7-G4 CP7-E1 CP7-E2 CP7-E3

73 mg 42 mg 20,2 mg 56 mg 7,6 mg 10 mg 12 mg
- CPC
- ARIZONA V
- Mode ascendant 15¢g

- Durée 50 min (extrusion 10 min) |

CP9-G3 CP9-G2 CP9-G3 CP9-G4 CP9-G5 CP9-G6 CP9-E1 CP9-E2 CP9-E3
13 mg 525 mg 140 mg 11,2 mg 9,8 mg 8,2 mg 240 mg 180 mg 210 mg

A4 A5 A6
CLHP semi préparative 7 mg 6 mg 20 mg I

Figure 37 : Schéma de fractionnement et bilan massique de I’extrait éther de pétrole (20 g).
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IV. 3.3. Purification du composé CP7-G3

L’isolement des autres molécules actives de I’extrait a I’éther de pétrole d’Eryngium
triquetrum fut particuliérement difficile en raison de la présence de nombreux composés gras
indissociables en chromatographie. Ces composés sont présents dans la méme zone de polarité
que les principes actifs, ce qui a rendu 1’isolement de molécules pures extrémement délicat.

Par conséquent, le travail préliminaire a 1’étude des composés de cette plante a consisté a tester
de nombreuses méthodes chromatographiques en association avec divers systémes de
solvants, et ceci afin de mettre au point un systéme de fractionnement permettant la séparation
des corps gras peu spécifiques des autres composés de ’extrait.

En premier lieu, le suivi de DI’activité antimicrobienne des fractions a été effectué par
bioautographie d’immersion afin d’identifier les tdches d’inhibition correspondant aux
molécules actives, cette bioautographie a été réalisée avec les souches de Staphylococcus
lugdunensis, S. epidermidis et Streptococcus agalactiae (Figure 38) qui ont montré une
sensibilité vis-a-vis de I’extrait brut (cf. IL.2).

Dans les fractions C1.10, C1.11, C1.12, C1.13 et C1.14 nous avons observé plusieurs taches
d’inhibition ce qui prouve la présence de nombreux composés antimicrobiens, les taches
d’inhibition étaient les mémes pour les 3 souches testées.

Néanmoins, toutes ces fractions sont dominées par un acide gras présent sous forme de trainée
en CCM (Figure 35), avec un Rf de 0,32 dans un systéme d’élution éther de pétrole/ acétate
d’¢éthyle (20:2).
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C1.10 C1.11 C1.12 C1.13 C1.14 CL10 C1.11 C1.12 C1.13 Cl.14

C1.10 C1.11 C1.12 C1.13C1.14

Figure 38:CCM (254 et 365 nm) et bioautographie d’immersion des fractions C1.10, C1.11, C1.12,
C1.13 et C1.14, (éluant EP/ AcOEt, 20 :5) ; A1,A2, A4, AS, A6 : composés actifs ; A3 : I’acide gras

CP7G3.
Tableau 26 : Rf des composés d’intérét

Rf des composés EP/AcOEt (20:5) T/AcOEt (28,5:1,5)

actifs
Al 0,49 0,44
A2 0,44 0,38
A4 0,34 0,30
A5 0,25 0,23
A6 0,10 0,09

Rf de ’acide gras

A3 : CP7G3 0,40 0,36
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Etant donné que la polarité de 1’acide gras (CP7G3) est assez proche des composés actifs (Al,
A2, A4, AS et A6), nous n’avons pas réussi a les séparer et ceci par différentes méthodes dont
principalement des chromatographies sur colonnes et par partage liquide/liquide (hexane
MeOH (1:1) ; et Hexane/MeOH/ H,O 2:1:1).

L’isolement de cet acide gras des autres composés actifs a été alors réalisé par
Chromatographie de Partage Centrifuge, a partir de la fraction C1.13 ; le but était d’avoir des
sous- fractions, contenant les principes actifs, séparées de I’acide gras.

Pour développer une méthodologie de séparation CPC, la premiére étape serait de sélectionner
un systéme de solvants biphasique, qui doit fournir des valeurs de coefficients de partage (Kd)
appropriées a la séparation des molécules d’intérét (cf. matériel et méthodes). Pour ce faire,
nous avons testé différents systémes (Tableau 26) dont la majorité appartient a la gamme des
systémes Arizona. Le but était de choisir le systéeme de solvant permettant d’avoir le
coefficient de partage (Kd) différent de celui des autres composés et le plus proche de 1 pour
le composé CP7-G3 afin qu’il soit élué au bout d’un volume de colonne. Nous avons alors
testé une large gamme de polarité des systémes Arizona (systémes de J a X).
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1 3

.-

Sorg Saq TOTE Taa Uorg Uaq Vorg Vaq Worg Waq Xorg Xaq

Figure 39 : CCM récapitulatives des systémes de solvant testés (éluant EP/AcOEt 20:2) ; S, T, U, V,
W, X : systémes Arizona testés, aq : phase aqueuse, org : phase organique (en haut : UV 254 nm, en
bas : révélés a I’anisaldéhyde sulfurique)

Par CCM (Figure 39), les systémes V, W et X, qui ont visiblement montré le coefficient de
partage le plus adapté, ont été¢ sélectionnés (Tableau 27) ; nous avons donc procédé au calcul

des Kd respectifs par CLHP (UV a 254 et 205 nm).
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Tableau 27: Coefficient de partage des systémes V, W et X

Systemes de solvants Coefficient de partage
V (hep/AcOEt/MeOH/H-0, 5:1:5:1) 0,88
W (hep/AcOEt/MeOH/H20, 6:1:6:1) 0,99
X (hep/AcOEt/MeOH/H-0, 9:1:9:1) 0,86

Le systtme W (Kd =~ 1) a donc été choisi. La phase aqueuse a été choisie comme phase
stationnaire et a ét€¢ par conséquent introduite en premier lieu dans la colonne. La phase
organique a été employée comme phase mobile et a été introduite en second lieu en mode
ascendant dans la colonne tout en respectant les conditions opératoires choisies (vitesse de
rotation de 1600 rpm, débit 8 ml/min). Nous avons utilisé le mode d’¢élution-extrusion pour la
séparation afin de collecter ’ensemble des molécules de I’échantillon. En effet, en poussant
la phase stationnaire aqueuse dans la colonne, les molécules ayant une forte affinité pour cette
phase vont &tre éluées tout en conservant la séparation déja débutée pendant 1’élution.

L’¢lution a été réalisée pendant 40 min, puis I’extrusion a ensuite été effectuée pendant 10
min toujours en mode ascendant.

Finalement, nous avons obtenu 7 fractions (Figure 37) dont une fraction contient le produit
CP7-G3 pur sous forme d’huile visqueuse de couleur jaunatre (20,2 mg). Cependant, le
rendement final des autres fractions contenant les principes actifs (CP7E1 et CP7 E2), et dont
on a réussi a éliminer I’acide gras, était trés faible (7,6 et 10 mg respectivement), nous n’avons
donc pas pu séparer les composés actifs a partir de ces fractions. Nous, avons par conséquent,
entamé la séparation de ces composés a partir des autres fractions issues de la premicre
colonne C1.

IV. 3.4. Purification du composé A6 :

Afin d’isoler les composés actifs présents dans les fractions C1.10, C1.11, C1.12, et C1.14,
vérifiés par bioautographie, nous avons donc choisi de continuer la séparation sur la fraction
C1.14 qui ne contient pas I’acide gras CP7-G3 mais dont les composés actifs (A4 et AS) sont
présent en une plus faible concentration, ainsi que le composé actif A6 (Figure 40).

Pour ce faire, nous avons procédé a I’analyse cette fraction par CLHP. La méthode utilisée
pour analyser la fraction C1.14 est la suivante : A : H>O, B : ACN : 58570 % 30 min, 70 %
30-35 min, 70> 100 % 35-40 min, 100 % 40-45 min. Les produits sont détectés par UV a 205
et 254 nm. La longueur d’onde de 205 correspond au maximum d’absorption des composés
A4, AS et A6. La fraction C1.14 a été analysée en 45 min et les mémes conditions ont été
utilisées pour analyser les différentes fractions collectées a la sortie de la CPC.
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Figure 40 : Profil CCM (éluant toluéne/acétate d’éthyle 1,5 : 28,5) et chromatogramme obtenu a 254
et 205 nm de la fraction C1.14 , injection d’une solution a 1 mg/mL (20 uL) ; T=25°C : A6, tr=8
min ; A5, tr = 13,8 min ; A4, tr= 17,5 min.

En testant les systemes ARIZONA de J a X pour séparer le composé CP7-G3 (section 11.3.3),
les systémes T, U et V, ont visiblement montré en CCM le coefficient de partage le plus adapté
pour les composés A4 et AS (Figure 41). Pour choisir le systéme de solvant approprié, nous
avons donc utilisé ces systémes de solvants pour séparer ces mémes composés qu’on retrouve
aussi dans la fraction C1.14.

- -

Torg Taq Uorg an Vorg Vaq

Figure 41: CCM récapitulatives des systémes de solvant testés pour séparer les composés A4 et A5
(¢luant EP/AcOEt 20:2) ; T, U, V : systémes Arizona testés, aq : phase aqueuse, org : phase
organique.
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Pour choisir entre ces différents systémes celui qui nous permet de séparer ces deux composés
en CPC, il est toujours préférable que les valeurs de Kd soient comprises entre 0,5 et 1 afin
que les molécules soient séparées en un volume de colonne sans consommation excessive de
solvants. Les Kd des composés d’un échantillon doivent étre différents pour pouvoir les
séparer.

Nous avons par conséquent procédé au calcul des Kd respectifs, ainsi que celui d’un systéme
de solvant adapté entre le U et le V (hep/AcOEt/MeOH/H>0, 19:4:19:4), avec CLHP (Figure
42), afin de savoir si la séparation par CPC est réalisable. Le Tableau 28 montre les valeurs
de Kd obtenues avec ces différents systémes.

Time 26228 Inten. -a75]

«——V stat

V mob

135 150 175 200 25 250 275 min

Figure 42 : profil CLHP (longueurs d’onde 205 nm) de la phase organique (V mob) et la phase aqueuse (V
stat) du systéme V de la fraction C1.14

Tableau 28 : Coefficient de partage des composés A5 et A4 dans les systémes T, U, V et le systéme
adapté

Systémes de solvants Coefficient de partage
A5 A4
T hep/AcOEt/MeOH/H,0, 3:1:3:1 0,31 0,13
U hep/AcOEt/MeOH/H,0, 4:1:4:1 0,5 0,3
Systéme adapté hep/AcOEt/MeOH/H,0, 19:4:19:4 0,68 0,42
A% hep/AcOEt/MeOH/H,0, 5:1:5:1 0,56 0,87

Le systéme Arizona V composé de hep/AcOEt/MeOH/H>O (5:1:5:1) a donné des valeurs de
Kd différentes pour les deux composés et dans la zone recherchée (0,5 < Kd <2), il a donc été
choisi comme le plus approprié au fractionnement des molécules A4 et AS.
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Nous avons donc procédé a la séparation de 1,5 g de la fraction C1.14 par CPC en mode
ascendant avec ce systeme de solvant comme détaillé dans la section « matériel et méthodes ».
Le fractionnement par CPC a duré 50 minutes, le composé A4 a ét¢ élué a partir de 23 minutes
jusqu’a 28 minutes et le composé A5 ayant un coefficient de partage plus bas a été retardé, il
a été alors €lué a partir de 33 minutes jusqu’a 43 minutes (Figure 43).

Le composé A6, beaucoup plus polaire, a été récupéré en extrusion.

mau Max Intensity : 2,594 840
6000—205nm,4nm (1.00)

5000
4000

3000

2000
1000

] A5
o

-1000

2000

0.0 50 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 min

Figure 43: Chromatogramme du fractionnement de la fraction C1.14 des racines d’E. triquetrum
obtenu par CPC (205 nm) avec le systéme de solvant Arizona V constitué¢ du mélange
Hept/AE/MeOH/H,O (5/1/5/1, v/v).

Suite a cette CPC nous avons obtenu 9 sous-fractions (Figure 37). Les composés d’intérét
récupérés ont été analysés en CLHP dans les mémes conditions que C1.14, les
chromatogrammes sont représentés dans le Tableau 29.
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Tableau 29 : caractérisation des sous-fractions contenant les principes actifs de C1.14 aprés son

passage en CPC
CCM
Nom (anisaldéhyde Chromatogramme (CLHP) Masse
sulfurique)
g T
2000
1500
CP9-G4 | 11,2 mg
sco] lt
L l
od W_Jl\_,_z\__l L\..“JL—_J”J\"'\NM
CP9-G5 . 9,8 mg
1004 l d \‘ ', g
1 NS PR I =
<200
1500000 Time 44943 fen.  1310,111] .
12500004
1000000
CP9-E1 50, 240 mg
500000+
2500004
00 50 100 150 200 20 00 30 400 i

Nous avons par la suite procédé a la repurification de ces 3 sous-fractions par CLHP semi-
préparative. Le composé A5 pur est rapidement dégradé quelques heures aprés son isolement,

nous n’avons donc pas pu I’identifier.
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Afin de purifier le composé A6, nous avons procédé a une CLHP préparative, la méthode
utilisée pour la séparation de la sous-fraction CP9-E1 est la suivante : pompe A : H2O, pompe
B:ACN : 30 - 65 % 30 min ; 65 2> 100 % 30-33 min ; 100 % 33-43 min ; avec un débit de
15 ml/min ; le volume injecté est 500 ul a partir d’une solution de 60 mg/ml. La séparation a
conduit a la purification du composé A6 (6,3 mg, tr =29 min, 62 % ACN).

L’analyse CLHP du composé séparé A4 a montré qu’il s'agissait d'un mélange de deux
composés qui co-¢luent. Nous n’avons pas réussi a séparer ces deux composes par CLHP
semi-préparative.

IV. 3.5. Purification du composé C2.4 :

L’activité antimicrobienne des fractions C1.1, C1.2 et C1.3 issues de la premicre colonne de
silice C1 a été testée par biautographie d’immersion avec la souche de Staphylococcus
epidermidis (5001) sensible a I’extrait brut. Plusieurs taches d’inhibition ont été observées,
particulierement pour la fraction C1.2 (Figure 44).

€11 c1.2 c1.3

Figure 44 : CCM (2 254 nm et révélées a 1’anisaldéhyde sulfurique) et bioautographie d’immersion
des fractions C1.1, C1.2, et C1.3 (éluant EP/ AcOEt, 20:5).

Les fractions C1.1, C1.2 et C1.3 contiennent aussi des composés gras qui ont rendu la
séparation des composés actifs assez contraignante.

Afin de purifier les composés actifs de la fraction C1.2, nous avons initialement réalisé¢ une
colonne de silice (Figure 45) de granulométrie fine (15-4 um) en utilisant comme solvant
d’élution de 1’hexane avec ’acétate d’éthyle par gradient de polarité, en commengant par de
I’hexane et en finissant par I’acétate d’éthyle (5%), 10 ml ont été récupérés pour chaque sous-
fraction. Nous avons obtenu 10 fractions qui ont permis de concentrer les principes actifs tres
apolaires sans les séparer. Cette premiére colonne a permis de purifier 240 mg du composé
gras C2.4.
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- Colonne ouverte : 25 x 3,8 cm

C1.2

- Silice fin 15-40 um 57g

- Hexane/ AcOEt (100:0 -> 95:5)
C2.1 C2.2 C2.3 C2.4 C2.5 C2.10
75 mg 2¢g 510 mg 240 mg || 236 mg 110 mg

- Colonne ouverte : 25 x 3,8 cm

» C3.1 €32 C33 ca
- Silice fin 15-40 pm 126 mg 12¢g 10 mg | 260 mg

- Hexane/ AcOEt (100:0 — 97:3)

Figure 45 : Schéma de fractionnement de 5,7 g de la fraction C1.2 et de purification du composé
C2.4 (240 mg).

Nous n’avons pas réussi a séparer les composés actifs de la fraction C1.2 a partir de la premiére
colonne de silice ; nous avons alors repris la séparation par une deuxi¢me colonne de silice de
méme dimension que la précédente avec un gradient de 0 a 3% d’acétate d’éthyle dans
I’hexane ; 5 ml ont été récupérés pour chaque sous-fraction. Nous avons obtenu finalement 11
fractions sans pouvoir séparer les composés actifs du composé gras peu spécifique.

Nous avons effectué par la suite plusieurs essais de séparation par colonnes de silice en mode
isocratique (hexane) et de séphadex (LH-20), mais nous n’avons pas réussi a séparer les
composés actifs a cause de leurs polarités assez proches et la présence des composés gras.

Nous avons envisagé, par conséquent, la séparation des composés actifs également présents
dans la fraction C1.3 (870 mg) par CPC. Pour ce faire, plusieurs systémes de solvants ont été
testés. Cependant, étant donné le caractere treés apolaire des composé actifs, le choix du
systéme de solvant approprié pour la CPC a été réalisé en se basant sur la chromatographie
sur couche mince. Les systémes de solvants testés sont répertoriés dans le Tableau 30.

Tableau 30 : systémes de solvant testés pour la séparation des composés actifs de la fraction C1.3 :

Systéme de solvants Composition
Arizona X hep/AcOEt/MeOH/H-0 ; 9:1:9:1
Arizona Y hep/AcOEt/MeOH/H-0 ; 19:1:19:1
Arizona Z hep/MeOH ; 1:1
Systéme 1 PetEt,O/EtOH/ET,0O/H,0 ; 5:4:0,5:1
Systéme 2 CH:Cl2/MeOH/H20 ; 22:17:8
Systéeme 3 Hex/EtOH/MeOH/H20 ; 1:5:1:5
Systéme 4 Hex/AcOEt/MeNO2/MeOH ; 9:1,5:4,5:1,5
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Le systéme de solvant qui a offert le meilleur partage entre les deux phases était le systeme
Arizona Z, qui est le systéme le plus apolaire de la gamma Arizona. Ce systéme est composé
d’heptane et méthanol (1:1). (Figure 46). Nous avons par conséquent envisagé la séparation
des composés actifs par CPC par le systéme Arizona Z.

Composés
actifs

Xaq Xorg Yaq Yorg Zaq Zorg

Figure 46 : CCM récapitulatives des systémes de solvant testés pour la séparation de C1.3 : (éluant
EP/AcOEt 20:2) ; X, Y, Z : systémes Arizona testés, aq : phase aqueuse, org : phase organique
(révélés a I’anisaldéhyde sulfurique)

Pour cette séparation, nous avons également choisi le mode d’élution-extrusion en systéme
ascendant. La phase aqueuse a été choisiec comme phase stationnaire, et la phase organique a
été employée comme phase mobile, la vitesse de rotation était de 1600 rpm, débit de 10
ml/min). L’¢lution a été réalisée pendant 35 min, puis I’extrusion a ensuite été effectuée
pendant 6 min toujours en mode ascendant. Finalement, nous avons obtenu 6 groupes de
fractions (Figure 47).

- CPC
- ARIZONA Z r €13
- Mode Ascendant 870 ¢
- Durée 35 min (extrusion 5 min)
CP10.G4
CP10. G1 CP10.G2 CP10.G3 15 mg CP10.G5 CP10.G6

Figure 47 : Schéma de fractionnement par CPC de la fraction C1.3 (870 mg) par le systéme Arizona
Z.
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Le fractionnement par CPC a permis d’avoir deux principales fractions : CP10.G2 (Figure 48)
concentrée en composé gras C2.4 qu’on a purifié¢ précédemment avec la colonne de silice C2
et la fraction CP10.G4 qui contient les composés actifs (Figure 49),

:] C24

Figure 48 : CCM récapitulatives (UV : 254 nm et anisaldéhyde sulfurique respectivement) de la
fraction CP10.G2. Eluant EP/AcOEt (20:2).

Cependant nous avons obtenu un rendement trés faible de cette fraction (15 mg), ce qui a
empéché I’achévement de la séparation des composés recherchés.

Composés
actifs

Figure 49 : CCM récapitulatives de la fraction CP10.G4. (254 nm, 365 nm et anisaldéhyde sulfurique
respectivement). Eluant EP/AcOEt (20:2).
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IV. 4. Identification des composés isolés

IV. 4.1. Détermination structurale de C1.4

Figure 50 : Composé C1.4

Le compos¢ C1.4 a été isolé sous forme d’une huile jaune. En CCM, il posséde un rapport
frontal de 0,45 lorsque la plaque CCM est ¢luée avec un mélange toluéne/AcOEt (28,5:1,5)
comme solvant de migration. Le composé est révélé sous UV a 254 nm et apparait sous forme
d’une tache noire apres révélation a I’anisaldéhyde sulfurique.

IV. 4.1.1. Spectrométrie de masse

Le spectre de masse haute résolution obtenu en mode ESI négatif a généré un ion [M"H]" de
m/z 243,17544. Ce qui est compatible avec une composition élémentaire Ci17H230 qui
comporte 6 insaturations.

Le composé C1.4 posséde donc une formule brute Ci7H240, soit une masse de 244,17544
(erreur inférieure a 5 ppm) avec un degré d’insaturation de 6.

IV. 4.1.2. Spectroscopie RMN

Le spectre RMN du '3C (Figure 51) enregistré en J-modulé dans le CDCl3 confirme la présence
de 17 carbones.
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Figure 51: Spectre de RMN du "*C en J-modulé du composé C1.4 (500 MHz, CDCl;)

Le spectre RMN 3C et les informations supplémentaires fournies par 1’expérience de
corrélation directe 'H-*C, HSQC, permettent de distinguer 4 carbones quaternaires dont les
déplacements sont caractéristiques des triples liaisons conjuguées (6 64,2 ; 6 71,4 ; 6 74,4 ;
80,3), et 8 méthylénes dont un méthylidéne a 8 117,1. Toutefois 5 signaux peuvent provenir
de carbones primaires ou tertiaires dont 3 signaux correspondent a des CH fortement déblindés
oléfiniques (6 122,1 ;8 133,2 ; 6 136,3) et un carbone qui correspond a un groupement méthyle
terminal (3 14,3). L’ensemble de ces informations permet ainsi d’attribuer les 6 insaturations
aux quatre carbones diynes et aux carbones oléfiniques, on peut donc conclure qu’il s’agit
d’un polyacétyléne aliphatique a 17 atomes de carbone.
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Figure 52 : Spectre du 'H du composé C1.4 (500 MHz, CDCl3)
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Le spectres proton (Figure 52) et COSY 'H-'H (Figure 53) du composé C1.4, indiquent la
présence de :

Un signal intégrant pour 8H a 1,26 ppm correspondant au groupe des méthylénes de la
chaine aliphatique (H-13 4 16).

Un triplet & du = 0,87 ppm d’intensit¢ 3H (J = 6,9 Hz), révélant la présence d’un
groupement méthyle terminal (H-17) lié¢ a un groupe —CH2.

Un systeme ABX a oy = 5,22 ppm (1H, ddd, J=10,1 Hz, 1,4 Hz, 0,9 Hz H-1a), a ou =
5,45 ppm (1H, ddd, J=17,0 Hz, 1,2 Hz, 0,9 Hz, H-1b) et a éu = 5,92 ppm (1H, ddd, J=17
Hz, 10 Hz, 5,3 Hz, H-2) (Figure 54).

o n/.‘ s
/ * Ha N\
[ . \
\ | J
p \
Hb / . \“ H -
4 % ~ *
- “ 4 )

Figure 54 : couplages du systéme ABX de H-1, H-2 et H-3

Deux protons du groupement oléfinique (H-9 et H-10) d’intensités 1H correspondent
chacun a un doublet détriplé détriplé a ou = 5,36 ppm (dtt, J = 1,5 Hz, 6,9 Hz, 10,5 Hz)
correspondant a H-9, et 6y=5,5 ppm (dtt, J = 1,6 Hz, 7,3 Hz, 10,5 Hz) correspondant a H-
10 sont couplés aux protons des deux CH> allyliques (H-11 : 8y = 2 ppm et H-8 : on =
3,02 ppm) (Figure 55).

Figure 55: couplage des protons du groupement oléfinique

Un doublet d’intensité 1H a oy = 4,9 ppm (J = 5,3 Hz) correspondant a H-3.

Un singulet d’intensité 1H a 6y = 1,41 ppm correspondant le plus probablement au proton
mobile de I’hydroxyle.

Un quadruplet d’intensité 2H (J = 7,2 Hz) a 6y = 2,01 ppm (H-11).

Un doublet dédoublé a 3,02 ppm (J = 6,8 Hz ; 0,6 Hz) ppm d’intensité 2H (H-8).

164



Travaux personnels

La grande valeur de la constante de couplage entre H-1b et H-2 (17 Hz) indique qu’ils sont
dans une configuration trans, de méme la petite valeur de la constante de couplage entre H-9
et H-10 (J = 10,5 Hz) montre qu’ils sont dans une configuration cis. La position de I’hydroxyle
en C-3 est clairement démontrée par les constantes de couplage des H-2 et H-3 Jo3=1J3,= 5,3
Hz (Figure 56). L’ensemble des résultats est regroupé dans le Tableau 31.

Figure 56 : position de I’hydroxyle en C-3

L’évaluation du spectre hétéronucléaire HSQC (Figure 57) nous a permis de démontrer que :

Les protons éthyléniques situés a 6u = 5,45 ppm et ou = 5,20 ppm sont portés par le
carbone localisé a dc = 117,2 ppm.

Le proton éthylénique a du = 5,9 est attaché au carbone résonnant a 6c = 136,3 ppm,

Le proton a du = 4,9 ppmest li¢ au carbone situé¢ a 6c = 63,6 ppm,

Le proton a éu = 3,02 ppm est attaché au carbone localisé a dc = 17,8 ppm,

Le proton a du = 5,36 ppm est porté par le carbone résonnant a 6c = 122,1 ppm,

Le proton a du = 5,50 ppm est attaché au carbone situé¢ a 5c = 133,2 ppm.

Le proton a du = 2,01 ppm est porté par le carbone résonnant a 6c = 27,3 ppm.

Le proton a du = 0,87 ppm est lié¢ au carbone situé a 6c = 14,3 ppm.
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Figure 57 : Spectre HSQC du produit C1.4 (CDCl3)

La corrélation hétéronucléaire a longue distance HMBC nous a permis de reconstituer le
squelette de la molécule en prenant comme point de départ les protons du carbone d¢ 117,1
ppm de la double liaison terminale :

Le carbone quaternaire résonnant a dc = 74,4 (C-4) est lié au carbone situ¢ a éc = 63,6
(C-3), ce qui est suggéré par la corrélation entre les protons a duy = 5,22 (H-1a) ; 6u =
5,45 (H-1b) ; du = 5,92 (H-2) et 6 = 4,90 (H-3) et le carbone quaternaire (Figure 58).
Le proton a ou = 4,9 est corrélé aux 4 carbones quaternaires, ce qui justifie son
emplacement juste avant le carbone a dc = 74,4 (C-4).

Le proton a du= 3,02 du carbone C-8 est corrélé aux 4 carbones quaternaires, ainsi qu’aux
carbones de la double liaison dc = 122,1 et 6c = 133,2 ; il se situe donc entre le carbone
C-9 de la double liaison C-9=C-10 et le carbone quaternaire C-7 de la triple liaison C-6
= C-7 ce qui justifie le signal du proton fortement déblindé du CH» (6u = 3,02).

Le proton a du = 5,36 (H-9) est fortement corrélé avec le carbone quaternaire d¢c = 80,4
(C-7) ce qui justifie son emplacement du c6té de la triple liaison (Figure 58). Et celui a
on = 5,5 (H-10) est corrélé aux carbones de la chaine aliphatique 6c = 27,3 (C-11) et 6¢
= 29,4 (C-12) ce qui justifie son emplacement du c6té de la chaine aliphatique.

Les liaisons des carbones de la chaine aliphatique sont reconstituées en prenant comme
point de départ les protons du carbone dc = 14,3 (C-17) du groupe méthyle terminal.
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63,6 743 71.4

Figure 58: Principales corrélations HMBC du C1.4

Les données spectrales que nous avons obtenues sont en accord avec les données publiées
pour cette molécule [268] et nous ont permis d’identifier C1.4 comme étant le 3R,9(2)-
heptadéca-1,9-diéne-4,6-diyn-3-ol (Figure 50). Cette molécule est communément appelée le
falcarinol.

Tableau 31 : RMN 'Hdu C1.4

Déplacement chimique  Intégration Multiplicité Attributions
(6 ppm) (J en Hz)

5,45 1 ddd (17; 1,2; 0,9) H-1b
5,22 1 ddd (10,1; 1,4; 0,9) H-1a
5,92 1 ddd (17; 10; 5,3) H-2
4,90 1 d(5,3) H-3
3,02 2 dd (6,8; 0,6) H-8
5,36 1 dtt (10,5; 6,9; 1,5) H-9
5,50 1 dtt (10,5; 7,3; 1,6) H-10
2,01 2 q(7,2) H-11
1,34 2 m H-12
1,26 8 m H-13 a H-16
0,87 3 t(6,9) H-17
1,41 1 s OH
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Tableau 32 : RMN *C du C1.4

Déplacement chimique DEPT Attributions Corrélation avec H
(6 ppm) HSQC

117,18 CH2 C-1 H-1a, H-1b
136,28 CH C-2 H-2
63,64 CH C-3 H-3
74,4 C C4 -

71,4 C C-5 -
64,18 C C-6 -

80,4 C C-7 -
17,82 CH2 C-8 H-8
122,1 CH C-9 H-9
133,22 CH C-10 H-10
27,34 CH2 C-11 H-11
29,38 CH2 C-12 H-12
29,34 CH2 C-13 H-13
29,3 CH2 C-14 H-14
31,98 CH2 C-15 H-15
22,89 CH2 C-16 H-16

14,3 CH3 C-17 H-17

IV. 4.2. Détermination structurale du composé A6

Figure 59 : Structure du composé A6

Le composé A6 a été isolé sous forme d’une huile jaunatre. En CCM, il possede un rapport
frontal de 0,1 lorsque la plaque CCM est éluée avec un mélange toluéne/ AcOEt (28,5:1,5)
comme solvant de migration. Le composé est révélé sous UV a 254 nm, et apres révélation a
I’anisaldéhyde sulfurique il apparait sous forme d’une tache rouge-brune a la lumiére du jour.
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IV. 4.2.1. Spectrométrie de masse

Le spectre de masse haute résolution obtenu en mode ESI positif a généré un ion [M"H] " de
m/z 261,18491. Ce qui est compatible avec une composition élémentaire Ci7H2502 qui
comporte 6 insaturations.

Le composé A6 possede donc une formule brute C17H2403, soit une masse de 260,18491 avec
un degré d’insaturation de 6.

IV. 4.2.2. Spectroscopie RMN

Le spectre RMN du !*C enregistré en J-modulé dans le CDCI; confirme la présence de 17
carbones.
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Figure 60 : Spectre de RMN du "*C en J-modulé du composé A6 (500 MHz, CDCls)

L’analyse du spectre RMN du '*C de ce composé (Figure 60) indique qu’il y a une certaine
ressemblance de structure avec le composé précédent. On observe :

- Les deux carbones oléfiniques de la double liaison terminale, dont les déplacements sont
similaires a ceux de la molécule précédente dc = 117,5 et dc = 136,10, ainsi que le carbone
allylique a ¢ = 63,8 également présent dans la molécule précédente.

- Laprésence de quatre carbones quaternaires ayant également des déplacements typiques
des triples liaisons conjuguées (dc = 71,1, 6c = 73,7, 6c = 77,2, dc = 80,5)

- Le groupement méthyle terminal a ¢ = 14,3
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4 méthylénes dont les déplacements sont similaires aux méthylénes terminaux de la
chaine aliphatique de la molécule précédente (dc= 22,8, dc=29,4, 6c=29,6,6c=131,9).
Les signaux correspondant a des CH fortement déblindés oléfiniques dc = 108,2 et dc=
150,1 . Cependant ces signaux ont des déplacements différents de ceux des carbones de
la double liaison de la molécule précédente.

L’ensemble de ces informations permet aussi de conclure qu’il s’agit d’un polyacétyléne
aliphatique a 17 atomes de carbone

En conclusion, ces constatations ainsi que les informations supplémentaires fournies par
I’expérience de corrélation directe 'H-*C, HSQC, permettent de distinguer 4 carbones
quaternaires, 7 CHz, 1 CH3 et 5 CH. Le signal a 6c = 72,2 correspond donc a un CH dont le
signal déblindé pourrait étre expliqué par sa liaison avec un groupement hydroxyle (non
visible sur le spectre), la présence de ce second groupement hydroxyle est confirmée par le
spectre de masse.

A6

1HCDCI3

fren]

H12-H16

Figure 61 : Spectre du 'H du composé A6 (500 MHz, CDCI3)

Les spectres du proton (Figure 61) et COSY 1H-1H indiquent la présence de :

Un systtme ABX de la double liaison terminale similaire a celui de la molécule
précédente, a ou = 5,26 ppm (1H, ddd, J = 10,2 Hz, 1,2 Hz, 0,9 Hz H-1a), a 6u = 5,48
ppm (1H, ddd, J = 17,0 Hz, 1,3 Hz, 0,9 Hz, H-1b) et a du = 5,96 ppm (1H, ddd, J=17,0
Hz, 10,2 Hz, 5,3 Hz, H-2).

Trois protons a éu= 6,35 ppm (1H, dd, J=16,0 Hz ; 5,6 Hz ; H-9), 6u= 5,76 ppm (1H, dd,
J=16,0 Hz ; 1,5 Hz ; H-8) et 6u=4,19 ppm (1H, q, J=6,0 Hz ; H-10) formant un second
systeme ABX qui n’était pas présent dans la molécule précédente (Figure 62).
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<H4
1.19

5,76
Figure 62 : Corrélations proton-proton (H-8, 9 et 10) du spectre COSY

Les valeurs ¢levées des constantes de couplage entre H-1b et H-2 (17 Hz) et entre H-8 et
H-9 (J = 16 Hz) indiquent que ces protons sont dans une configuration trans. La position
des deux hydroxyles en C-3 et en C-10 est clairement démontrée respectivement par leurs
constantes de couplage Jo3=1J32=15,3 Hz et Jo,10=J100= 5,6 Hz.

En ce qui concerne le reste de la molécule, il s’agit de la chaine aliphatique a 7 carbones.

Les expériences de corrélation directe 'H-'3C HSQC et de corrélation indirecte 'H-"*C HMBC
(Figure 63) permettent d’identifier les caractéristiques de ce squelette :

Deux doubles liaisons déduites de la présence des signaux de trois carbones tertiaires
¢thyléniques (108,8; 136,1; et 150,1 ) portant les protons a 5,76; 5,96 et 6,35
respectivement et du carbone secondaire oléfinique (117,46 ) portant les protons a 5,26
et 5,48 .

Deux carbones tertiaires a 63,84 et a 72,23 portant les protons a 4,97 (1H ; ddd ; 5,3 ; 1,3
et 1,2 Hz) et 4,19 (IH; q; 6 Hz) respectivement, indiquant la présence des deux
groupements hydroxyles.

6 méthylenes de la chaine aliphatique terminale : 37,0 (C-11) ; 25,4 (C-12) ;29,4 (C-13) ;
29,6 (C-14) ;31,9 (C-15) ; 22,8 (C-16) , dont I’enchainement a été déterminé par HMBC
en prenant comme point de départ le méthyle terminale (3H, t, 6,9) a 14,27.

A partir des corrélations observées sur le spectre 'H-'H COSY et celles qu’on a déja vu
précédemment, on déduit deux enchainements : (a) CH2=CH-CH(OH) ; (b) CH=CH-
CH(OH)-CH»-(CH)s-CHs. Ces deux fragments sont reliés ensemble par les 4 carbones
quaternaires dont I’ordre a ét¢ déterminé par HMBC.
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Figure 63 : Spectre HMBC du produit A6 (CDCls)

Le spectre relatif a I’expérience HMBC montre des corrélations entre le proton (6 = 4,97) du
CH du carbone 3 (dc = 63,84) et tous les carbones quaternaires reportés, de méme le proton
du carbone éthylénique (6c = 108,2) montre une corrélation avec tous les carbones
quaternaires. D’autre part, le proton du carbone 2 (5c= 6,0) corréle avec le carbone quaternaire
a oc 80,5 et celui du carbone 10 a 6c = 72,23 corréle avec le carbone quaternaire 6c = 77,2 ;
ceci explique I’enchainement de la molécule CH,—-CH-CH(OH)-C=C-C=C-CH=CH-
CH(OH)-, ainsi que I’ordre des 4 carbones quaternaires.

Les données spectrales (Tableau 33 et Tableau 34) que nous avons obtenu sont en accord avec
les données publiées pour cette molécule [269] et nous ont permis d’identifier A6 comme
étant le (3S, 10S5)-1,8-heptadecadiéne-4,6-diyne-3,10-diol (Figure 59). Cette molécule est
communément appelée le (3S, 10S)-panaxydiol.

172



Travaux personnels

Tableau 33 : RMN 'H du C1.4

Déplacement chimique Intégration

(6 ppm)

5,48
5,26
5,96
4,97
5,76
6,35
4,19
1,53
1,3
0,87

Tableau 34 : RMN *C du C1.4

Déplacement chimique
(8 ppm)

117,46
136,10
63,84
80,55
71,07
73,68
77,2
108,18
150,14
72,23
37,05
25,38
29,36
29,6
31,94
22,81
14,27

|\ T W S = RS Y

._.
w o

DEPT

CH2

CH2
CH2
CH2
CH2
CH2
CH2
CH3

Multiplicité
(J en Hz)

ddd (17,0 ; 1,3; 0,9)
ddd (10,2 ; 1,3;0,9)
ddd (17 ;10,2 ;5,3)
ddd (5,3; 1,3; 1,3)
dd (16,0; 1,5)
dd (16,0 ; 5,6)
q(6,0)
m
m

t(6,9)

Attributions

C-1
C-2
C-3
C-4
C-5
C-6
C-7
C-8
C-9
C-10
C-11
C-12
C-13
C-14
C-15
C-16
C-17

IV. 4.3. Identification du composé C2.4

Attributions

H-1b
H-1a
H-2
H-3
H-8
H-9
H-10
H-11
H-12 a H-16
H-17

Corrélation avec H
HSQC
H-1a, H-1b
H-2
H-3
H-8
H-9
H-10
H-11
H-12
H-13
H-14
H-15
H-16
H-17

Le composé C2.4 (Figure 64) a été isolé sous forme d’une huile 1égérement jaunatre. En CCM,
C2.4 posseéde un rapport frontal de 0,54 lorsque la plaque CCM est éluée avec un mélange
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éther de pétrole/AcOEt (20:2) comme solvant de migration. Le composé est révélé sous UV
a 254 nm (tache tres claire) et apparait sous forme d’une tache violette qui vire au vert apres
révélation a ’anisaldéhyde sulfurique (Figure 65).

Figure 64 : structure du composé C2.4

c2.4
Figure 65 : CCM du composé C2.4 (¢lution EP/AcOEt 20 :2) révélé a I’anisaldéhyde sulfurique.

Contrairement aux composés décrits précédemment, 1’identification du composé C2.4 a été
principalement fondée sur la présence de signaux caractéristiques des triacylglycérols en
RMN du 'H.

Barison et al (2010) décrivent que leur méthode d’identification par RMN-'H présente de
nombreux avantages par rapport a I’identification classique des triglycérides par
chromatographie en phase gazeuse, et ceci pour plusieurs raisons :

- Cette méthode ne nécessite pas des prétraitements des échantillons, comme la
dérivatisation, qui sont parfois lents et peuvent introduire des erreurs expérimentales.

- Cette méthode est plus efficace et reproductible que la CPG.

- Cette méthode est également plus précise, simple et plus rapide [269].
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La Figure 66 représente les signaux caractéristiques de 1’unité glycérol ainsi que ceux relatifs
aux différents acides gras pouvant composer le groupement -R caractéristique du triglycéride,
comparé avec ceux du composé C2.4.
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K=l 2 3o0ud 9 B D c c Olgique
0 HyC— R, Fz= 0O~ C—CHy CHy~{CHyla ~ CHy - CH=CH— CHy ~ (CHzls ~ CHy
ﬁ HC—R, [n] B o c A c Limoléigque
@ Ht—R, R3®= 0 C—CH;- CHy~ (GHzl - CH; ~GH= CH— CH; - CH—CH— CH; - (CHyhy - CH,
Linslénigue
8 g P C A A i
Ra= G —CHy~ CHy—{CHyhi ~ CHy ~ CH = CH— GHy ~ CH=CH— CHy - CH= CH— CHy - CHy
F
i
|
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A
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Figure 66 : représentation du spectre RMN-"H montrant les signaux caractéristiques du triglycéride :
unité glycérol et différents types d’acides gras.
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Figure 67 : Spectre RMN-'H du composé C2.4. (500 MHz, CDCl;)

En comparant le spectre de la molécule C2.4 (Figure 67) avec les signaux caractéristiques des
triglycérides [269], on remarque la présence de :

Deux signaux a situés a oy = 4,12 et 4,27, correspondant aux 2 méthylénes de ’unité
glycérol.

Le signal B situé a &y = 5,24, correspondant au CH intermédiaire de 1’unité glycérol.

Le signal A situé a ou = 2,74, correspondant au méthyléne (H-11) localisé entre les deux
CH oléfiniques des deux doubles liaisons au niveaux des protons H-9 et H-10 et ceux des
protons H-12 et H-13 de I’acide linoléique.

Les signaux B et D situés a ou = 2,28 et 1,58 respectivement, correspondants au
méthylénes (H-2 et H-3) situés du c6té du carbone carboxylique C-1.

Le signal C situé a éu = 2,0, correspondant aux deux méthylénes (H-11 et H-14) situés
de part et d’autre des deux doubles liaisons dans le cas de 1’acide linoléique ou des deux
méthylénes (H-8 et H-11) situés de part et d’autre de la double liaison unique dans le cas
de I’acide oléique.

Cependant, on remarque 1’absence du signal E caractéristique du CH3 terminal de I’acide
linolénique, d’ou on conclut I’absence de cet acide gras au niveau de notre triglycéride.

Selon Barison et a/ (2010), la détermination des acides gras constituants les 3 chaines du
triacylglycérol repose sur les pourcentages relatifs calculés a partir de I’intégration de chaque

signal caractéristique des acides gras : linoléniques (absents dans notre cas), linoléiques,
oléiques et saturés. En effet, les acides gras constituant un triglycéride peuvent correspondre
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soit & 3 acides gras de méme type, soit a deux acides gras de méme type avec un acide gras
différent, soit a 3 acides gras différents.

Etant donné que les intégrations des protons en RMN-'H est proportionnelle au nombre
d’hydrogenes dans I’échantillon, la composition des acides gras du triglycéride est déterminée
par la relation entre les intégrations des différents signaux caractéristiques de chaque chaine
d’acide gras avec 1’un des signaux caractéristiques de 1’unité glycérol. Pour ceci on peut
choisir I’un des signaux raisonnant a 4,12 ou 4,27 des hydrogénes o du glycérol (d’intégration
2 H). En absence d’acide linolénique dans 1’échantillon, on commence par le signal A qui est
présent uniquement dans l’acide linoléique. Si on suppose que le triglycéride contient
uniquement 1’acide linoléique (3 chaines d’acide linoléique), le ratio est tel qu’on a deux
protons a du glycérol pour 6 protons des 3 CH» des acides linoléiques présents dans le
triglycéride. C’est-a-dire qu’un ratio de 33,3 % des signaux o (4,27 ppm) par rapport aux
signaux A donnent un triglycéride composé de 100 % d’acide linoléique.

Cependant, le ratio calculé¢ dans notre molécule est égal a 11,11 % (Le signal A est
d’intégration 2), ce qui signifie que notre molécule est constituée uniquement de 1/3 d’acide
linoléique c’est-a-dire une seule chaine d’ester de cet acide gras.

Pour calculer le pourcentage d’acide oléique dans la molécule, on applique la méme méthode
de calcul que précédemment sauf que pour cet acide gras il faut considérer que le signal
caractéristique C est présent aussi dans 1’acide linoléique (Figure 66). Il faut alors calculer en
premier lieu le ratio des signaux C en supposant que le triglycéride est composé uniquement
d’acide oléique. Pour ce faire nous connaissons que 2 H du signal a (4,27 ppm) doivent
correspondre a 12 H des 3 CH: (des signaux C) présents dans les 3 chaines d’acide oléique
(composée chacune de 2 signaux C). Le ratio calculé correspond alors a 16,7 %. C’est-a-dire
que 16,7 % des signaux a (4,27 ppm) par rapport aux signaux C donnent un triglycéride
composé de 100 % d’acide oléique. Cependant, pour notre triglycéride, le signal C donne une
intégration de 8, et en soustrayant les 4 protons des signaux C de I’acide linol¢ique, le ratio
calculé donne une valeur de 5.55 %, c’est-a-dire que notre molécule est composée uniquement
de 1/3 d’acide oléique. Le méme calcul a été réalisé pour les signaux B et D confirmant que
la molécule est finalement constituée de 1/3 d’acide gras saturé. Finalement, on conclut que
la molécule du triglycérides C2.4 est constituée de 3 chaines d’esters d’acides gras : acide
linoléique, acide oléique et acide gras saturé.

Le spectre J-modulé de C2.4 est composé de 10 carbones correspondant 8 CH ou CH3s et 45
carbones correspondant a CH» ou C. L’acide gras saturé est constitué alors de 16 carbones
dont 12 CHo, il correspond de ce fait a 1’acide palmitique. Par conséquent, cette méthode
d’identification basée sur les travaux de Barison et a/ (2010) nous a permis d’identifier les
trois acides gras composant la structure glycéridique comme étant 1’acide linoléique, I’acide
oléique, et I’acide palmitique.

Afin d’¢lucider la position de chaque acide gras sur le squelette glycérol, nous nous sommes
fiés aux données de la littérature. Le seul triglycéride contenant ’acide linoléique, ’acide
oléique, et I’acide palmitique décrit dans la littérature chez les végétaux supérieurs était le 1-
palmitoyl-2-oleoyl-3-linoleoyl-rac-glycerol (POL), qui est un triglycéride commun dans les
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huiles végétales, ayant en position interne 1’acide oléique. Les déplacements chimiques des
protons du composé C2.4 sont en adéquation avec ceux obtenus pour le POL décrits dans la
littérature [270] ce qui nous permet de confirmer 1’identification de ce composé comme étant
le 1-palmitoyl-2-oleoyl-3-linoleoyl-rac-glycerol (Figure 69).

? B D Palmitique
0 HyC—O—C—CHy—CHy—(CH,),,~ CHa

B D c c Oléique
B HC—0—C—CH,~CH,~ (CHj)s — CH;~ CH=—=CH—CH,~ (CHy)s — CH,

l;) B ) c A c Linoléique
O H,C—0—C—CH3-CH,-(CH5)}4—CH,~CH=CH—CH;-CH=CH—CH, - (CH;}a— CH;

Figure 68 : Structure du composé C2.4

IV. 4.4. Détermination structurale du composé CP7-G3

Figure 69 : composé CP7-G3

Le composé CP7-G3 (Figure 69) a été isolé sous forme d’une huile 1égérement jaunatre. En
CCM, CP7-G3 possede un rapport frontal de 0,4 lorsque la plaque CCM est éluée avec un
mélange EP/ AcOEt (20:5) comme solvant de migration. Le composé est révélé sous UV a
254 nm, et apres révélation a 1’anisaldéhyde sulfurique il apparait sous forme d’une tache
violette a la lumiére du jour.

Le spectre RMN du 'H de ce composé est un spectre typique d’un acide gras insaturé. En
effet, les acides gras et particuli¢rement les acides gras insaturés donnent des signaux
spécifiques en RMN du 'H (cf. identification du composé C2.4). La Figure 70 représente le
spectre RMN-'H du CP7-G3 comparé avec le spectre du triglycéride C2.4 décrit dans la
section précédente.
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Figure 70 : spectre RMN-'H du composé CP7-G3 (en haut) et spectre RMN-"H du composé C2.4 (en
bas). (500 MHz, CDCls).
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Par rapport au spectre RMN-'H du composé C2.4, on remarque 1’absence des signaux
caractéristiques de 1’unité glycérol, c’est-a-dire les deux signaux a (du = 4,12 et 4,27 ppm)
correspondant aux 2 méthylénes de ['unité glycérol; et le signal B (du = 5,24 ppm)
correspondant au CH intermédiaire.

La comparaison des signaux caractéristiques (A, B, C et D) avec les données de la littérature
permet, en premier lieu, d’identifier cet acide gras comme étant I’acide linoléique CisH3202
(Figure 71)[269] [271].

Q B D C A c
HO—C—CH,~ CH,—{CH3)4 = CH; ~CH—CH— CH; ~CH—CH— CH, - (CH;)» — CH,4

Figure 71 : Structure de I’acide linoléique montrant les fragments (A, B, C et D) ayant des signaux
spécifiques en RMN-'"H

Le spectre RMN du '3C enregistré en J-modulé dans le CDCl; confirme la présence de 18
carbones.
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Figure 72 : Spectre de RMN du "*C en J-modulé du composé CP7-G3 (500 MHz, CDCl5)
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Le spectre RMN '3C (Figure 72) et les informations supplémentaires fournies par I’expérience
de corrélation directe 'H-13C, HSQC, permettent de distinguer 5 signaux qui peuvent provenir
de carbones primaires ou tertiaires dont 4 signaux correspondent a des CH fortement déblindés
oléfiniques (6 127,8; 6 128,0; & 130,0 et 6 130,2) et un carbone qui correspond a un
groupement méthyle terminal (& 14,1). On distingue aussi un seul carbone quaternaire
fortement déblindé (5 180,3) qu’on attribue au C-1 carboxylique. On distingue 13 carbones
qui se situent entre & 22,5 et 6 34,0 qui correspondent aux CH> du reste de la chaine d’acide
gras.

L’évaluation du spectre hétéronucléaire HSQC nous a permis de démontrer que :

- Les protons du signal caractéristique B situés a ou = 2,3 sont portés par le carbone situé
a dc =34,1 (C-2),

- Les protons du signal caractéristique D situés a oy = 1,6 sont attachés au carbone
résonnant a 0c = 24,6 (C-3),

- Les protons du signal caractéristique C situés a duy = 2,0 sont attachés aux carbones
résonnant a c= 27,16 et 6c = 27,18 (C-8 et C-14),

- Les protons du signal caractéristique A situés a du = 2,7 sont portés par le carbone situé
a oc =25,6 (C-11),

- Les protons éthyléniques situés a du = 5,3 (un multiplet intégrant pour 4 H) sont portés
par les carbones localisé a 6c = 127,8 ; 6c = 128,0 ; dc = 130,0 et 6c = 130,2 (C-13, C-12,
C10 et C-9 respectivement).

- Les protons du CH3 terminal situés a on = 0,87 sont attachés au carbone résonnant a dc =
14,0 .

Les données spectrales obtenues (Tableau 35 et Tableau 36) sont conformes aux données
publiées pour cette molécule [271] et nous ont permis d’identifier CP7-G3 comme étant le
9(2),12(Z)-acide linoléique (Figure 69).

Tableau 35 : RMN 'H du CP7-G3

Deplaee;;i:;;;;‘ tmique Intégration N:;l;:lpi_llczl)t ¢ Attributions
2,33 2 t(7,5) H-2
1,61 2 m H-3
1,22-1,37 14 m H-4-H-7 et H-15-H-17
2,03 4 q(7) H-8 et H-14
2,75 2 dd (6,8 ; 0,6) H-11
5,33 4 m H-9-H-10 et H-12-H-13
0,87 3 t(6,9) H-18
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Tableau 36 : RMN *C du C1.4

Déplacement chimique DEPT Attributions Corrélation avec H
(o ppm) HSQC

180,32 C C-1 -
130,19 CH C-9 H-9

130,0 CH C-10 H-10
128,0 CH C-12 H-12
127,87 CH C-13 H-13
34,05 CH: C-2 H-2

31,51 CH: C-16 H-16

29,56-29,0 CH2 C-4-C-7, C-15 H-4-H-7 et H-15

27,18 CH2 C-8 H-8
27,16 CH: C-14 H-14

25,6 CH: C-11 H-11

24,6 CHz C-3 H-3

22,57 CH: C-17 H-17

14, 06 CHs C-18 H-18

IV. 5. Evaluation de P’activité antibactérienne des composés actifs isolés

IV. 5.1. Criblage de I’activité antibactérienne

Afin d’évaluer Dlactivité antibactérienne des produits isolés qui ont montré une activité
inhibitrice lors du criblage en bioautographie d’immersion (composés C1.4 et A6), nous avons
choisi d’étudier leur effet sur des souches hautement résistantes aux antibiotiques. Nous avons
donc réalisé en premier lieu un criblage de 1’activité¢ sur 35 bactéries incluant 32 souches
multirésistantes (types de résistances définis) dont 23 bactéries productrices de -lactamases
a spectre ¢largi (BLSE).

Les BLSE sont des enzymes a large spectre, conférant une résistance bactérienne a la quasi-
totalit¢ des P-lactamines (pénicillines, céphalosporines, carbapénémes et monobactames)
[272]. Les bactéries productrices de BLSE posent un véritable probleme de santé publique
[273], en effet plus de 200 BLSE sont actuellement décrites et leur diffusion a travers le monde
est associé a des taux de morbidité et de mortalité élevés [20].

22 bactéries des 23 souches productrices de BLSE utilisées pour ce test ont le géne, codant
pour I’enzyne de résistance, déterminé (cf. matériel et méthodes partie IV.1.1.2).

Ce premier criblage a été réalisé par la méthode de dilution en gélose. Cette méthode nécessite
des quantités importantes de produits, pour cette raison nous n’avons réalisé ce test que sur le
composé C1.4 (1,3 g) et la fraction CP9E1 enrichie en composé A6 (46 %). Nous avons aussi
testé I’activité de I’extrait brut afin de comparer le pouvoir antibactérien des composés purifiés
avec leur extrait d’origine. Les caractéristiques des souches sélectionnées sont répertoriées
dans le Tableau 37.
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Tableau 37 : Caractéristiques des souches sélectionnées

N°e Nom Type Resistance
1 Pseudomonas aeruginosa 10276 BLSE PER-1
2 Pseudomonas aeruginosa 10280 BLSE VIM-2
3 Pseudomonas aeruginosa 10278 BLSE GES-2
4 Pseudomonas aeruginosa 8136 Production d'une penicillinase et
défaut porine D2
5 Pseudomonas aeruginosa 8134 Résistance aux Fluoroquinolone
et aminosides
6 Pseudomonas aeruginosa ATCC NA
27583
7 Pseudomonas aeruginosa 8131 Sauvage
8 Escherichia coli 11006 BLSE CTX M15
9 Escherichia coli 11014 BLSE VIM 2
10 Escherichia coli 11008 BLSE SHV 2A
11 Klebsiella pneumoniae 11024 BLSE CTX M15
12 Klebsiella pneumoniae 11032 BLSE NDM 1
13 Klebsiella pneumoniae 11028 BLSE TEM 3
14 Klebsiella Oxytoca 11049 BLSE CTX M15
15 Salmonella sp 11037 BLSE CMY 2
16 Enterobacter cloacae 10281 BLSE KPC-2
17 Enterobacter cloacae 11053 BLSE NDM 1
18 Enterobacter cloacae 11055 BLSE OXA 43
19 Enterobacter aerogenes 9004 BLSE BLSE
20 Serratia marcescens 11057 Cephalosporinase HN 2
21 Serratia marcescens 10267 BLSE KPC-2
22 Serratia marcescens 10271 BLSE SME-1
23 Proteus mirabilis 11062 BLSE TEM 21
24 Proteus mirabilis 11064 BLSE ACC1
25 Citrobacter freundii 11045 BLSE CTX M15
26 Citrobacter freundii 11043 BLSE TEM 3
27 Acinetobacter baumannii 10275 BLSE VIM 4
28 Acinetobacter baumannii 9010 BLSE VEB 1
29 Staphylococcus aureus 8241 Résistance a la méticilline,
kanamycine et tobramycine
(phénotype KT), et
fluoroquinolones
30 Staphylococcus aureus 8148 Resistance a la méticilline et
fluoroquinolones
31 Staphylococcus aureus 8143 Résistance a la méticilline,
kanamycine et tobramycine
(phénotype KT)
32 Staphylococcus saprophyticus 8237 Sauvage
33 Enterococcus faecalis 8152 Resistante aux aminosides bas
niveau
34 Enterococcus faecalis 8153 Resistance MLSb (Resistance a
erythromycine et clindamycine et
sensibilité pristinamycine
35 Enterococcus faecium 9001 Multi résistante
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Pour I’extrait brut et la fraction enrichie CP9E1 nous avons testé des concentrations allant de
1250 a 2 pg/ml, et pour le composé pur C1.4 les concentrations testées s’échelonnent de 312
a 0,3 pg/ml.

Les résultats (Tableau 38) prouvent que les produits testés possédent une forte activité
antibactérienne contre les bactéries Gram+ multirésistantes, mais nous avons aussi constaté
une forte inhibition de certaines bactéries Gram™ et particuliérement une activité ciblée contre
les souches de Pseudomonas aeruginosa multirésistantes et productrices de BLSE. On
constate aussi une forte inhibition de la bactérie Acinetobacter baumannii (BLSE, VIM-4),
une bactérie responsable d’infections nosocomiales survenant le plus souvent par épidémies
et qui pose un probléme émergent de multi-résistance aux antibiotiques. Son gene de
résistance VIM-4, B-lactamase de classe B, est responsable de 1’hydrolyse des carbapénémes.

Sur I’ensemble des résultats, le composé C1.4 présente une activité beaucoup plus importante
que celle de I’extrait brut avec des CMI allant de 19,5 a au-dela de 0,3 pg/ml.

L’activité de la fraction CP9E1 est quant-a elle comparable avec celle de 1’extrait brut méme
si elle posseéde une plus forte inhibition des souches de Pseudomonas aeruginosa.
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Tableau 38 : Activité antibactérienne des produits testés, CMI (ug/ml)

Gram+

Gram-

E. faecium

E. faecalis

S. saprophyticus

S. aureus

A. baumannii

C. freundii

P. mirabilis

S. marcescens

E. aerogenes

E. cloacae

Salmonella. sp

K. oxytoca

K. pneumoniae

E. coli

P. aeruginosa

9001

8153

8152

8237

8143

8148

8241

9010

10275

11043
11045
11064
11062
10271
10267
11057
9004

11055
11053
10281
11037
11049
11028
11032
11024
11008
11014
11006
8131

ATCC 27583

8134

8136

10278

10280

10276

312 1250 312 150 1250 1250

1250

<24

<24

150

Extrait Ep

1250

625 1250 625

625

<24 <24

1250

CPI9E1

48 48 24 195 48

4,8

9,7

<03

24 <03

<0,3

19,5

Cl.4
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Afin de déterminer la CMI et la CMB des produits purs sur les bactéries les plus sensibles
a ’action de I’extrait brut et des produits testés précédemment, nous avons utilisé la
méthode de dilution en milieu liquide sur les deux bactéries Gram+ : Staphylococcus
aureus 8148, Enterococcus faecalis 8152 ; et les 3 souches de bactéries Gram- :
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa 8136, 8134 et 10278) en réalisant 39

concentrations a partir de 1250 pg/ml.

Par la suite, nous avons déterminé la concentration minimale bactéricide a partir des
concentrations correspondant a la CMI, CMI x 2 et CMI x 4.

D’aprés les travaux de Carbonnelle et al. [274], les substances antimicrobiennes sont
considérées comme des agents bactéricides lorsque le rapport CMB/CMI est inférieur ou
¢gal a 4. On considérera I’agent comme bactériostatique quand le rapport CMB/CMI est
supérieur a 4.

Les résultats sont représentés dans le Tableau 39.

Tableau 39 : CMI et CMB des composés C1.4 et A6 (ug/ml)

Cl4 A6 Antibiotiques*

CMI CMB CMI CMB LVX G | FOX
S. aureus 8148 4,8 £ 0,00 9,6 150+ 0,00 300 R S 1
E. faecalis 8152 2,4+1,39 4,8 150+ 43,3 >600 R I R
P. aeruginosa 8136 0,6 +0,35 1,2 19+ 5,1 75 R R R
P. aeruginosa 8134 0,00029 + 0,00018 ' 0,00029 4,8+2,7 9,6 R R R
P. aeruginosa 10278 = 0,0023 + 0,0013 >0,0092 = 0,0046+0,0026 @ >0,018 R | R R

*Antibiogramme (EUCAST standardising antimicrobial susceptibility), LVX: 1évofloxacine, G:
gentamicine, FOX : céfoxitine, R : résistant, S : sensible, I : sensibilité intermédiaire.

Les résultats obtenus montrent que le falcarinol (C1.4) a une activité bactéricide contre
toutes les bactéries testées sauf P. aeruginosa 10278. Le panaxydiol (A6) est également
bactéricide contre la quasi-totalit¢ des bactéries testées, il a toutefois une activité
bactériostatique contre E. faecalis 8152 et P. aeruginosa 10278.

Le falcarinol était globalement plus actif contre les bactéries testées que le panaxydiol, et
sur I’ensemble des bactéries inhibées, les Pseudomonas aeruginosa étaient les plus
sensibles a I’action de ces 2 polyacétylénes, notamment P. aeruginosa 8134 résistante aux
fluoroquinolones et aminosides et P. aeruginosa 10278 productrice de B-lactamases a
spectre étendu (Figure 73). Le falcarinol représente particuliérement une activité inhibitrice
contre P. aeruginosa 8134 avec des CMI et CMB égales a 0,29 ng/ml et une activité
totalement bactéricide.
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Figure 73 : Photo de I’activité antimicrobienne du falcarinol contre P. aeruginosa 10278 dans la
microplaque montrant I’emplacement des dilutions des concentrations de C1 (1250 mg/ml) a C33
(2,9 x10""mg/ml), les témoins Tc (témoin de culture), Ts, (témoin de solvant) et T (témoin de
stérilité) et la CMI (C20)

Une telle activité contre Pseudomonas aeruginosa est rarement observée chez les produits
naturels [275]. D une part parce qu’il s’agit d’une bactérie Gram négative, ces bactéries
possédent une membrane externe naturellement imperméable aux antibiotiques, et d’autre
part cette bactérie posséde une résistance naturelle et une multiplicité de mécanismes de
résistances acquises. L’activité ici observée témoigne donc d’une certaine originalité et
spécificité.

IV. 6. Discussion sur les composés isolés et sur I’activité
antimicrobienne

Durant ce présent travail, nous avons rencontré plusieurs difficultés dans la séparation et la
purification des composés actifs de I’extrait apolaire des racines d’E. triquetrum a cause de
la présence des corps gras. Toutefois, tous les composés que nous avons purifiés sont
décrits et isolés pour la premiere fois chez cette espece.

Les composés acétyléniques sont largement répandus dans la famille des Apiacées. Comme
nous l’avons mentionné dans la partie « généralités », les polyacétylénes et
particuliérement les composés en C-17, comme le falcarinol, possédent des activités
biologiques tres intéressantes a savoir des effets anti-inflammatoires, cytotoxiques, anti-
tumoraux, antiagrégant plaquettaire et antimicrobiens [276].
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Dans le genre Eryngium, le falcarinol a été retrouvé chez E. bourgatii, E. glaciale, E.
rostratum et E. yuccifolium. Le panaxydiol a été retrouvé uniquement chez E. agavifolium
[96].

L’activité antibactérienne du falcarinol a été peu étudiée dans les travaux antérieurs en
comparaison aux nombreuses études effectuées sur les autres activités biologiques de ce
composé. Kobaisy et al. (1997) ont montré une forte activité inhibitrice du falcarinol contre
Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus avec une CMI de 3,1 pg/ml, contre Escherichia
coli et Pseudomonas aeruginosa avec une CMI de 6,25 pg/ml et une forte inhibition de la
croissance de Mycobacterium tuberculosis et Mycobacterium avium (10ug/disque) [277].
Schinkovitz et al. (2008) ont montré que le falcarinol posséde également une activité
inhibitrice contre Mycobacterium fortuitum et Mycobacterium aurum avec une CMI de
16,4 uM [278]. Cependant, I’activité antibactérienne du panaxydiol n’a jamais été publiée,
a notre connaissance.

La structure moléculaire des polyacétylénes a C-17 et leur hydrophobie sont responsables
des réactivités de ces composés. La relation structure-activité du falcarinol a été ainsi
expliquée par sa capacité a former des carbocations trés stables avec une perte de molécule
d’eau agissant ainsi comme un agent trés réactif alkylant diverses biomolécules [279]
Figure 74.
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Figure 74: mécanisme d’action proposé pour le falcarinol. RSH : résidu thiol d'une biomolécule
(par exemple : une protéine) [279].

188



Matériel et méthodes

L’activité antibacterienne mise en évidence dans ce travail est trés intéressante : une tres
forte inhibition a été observée contre des bactéries extrémement résistantes anx
antibiotiques et productrices de BLSE avec une spécificité d’action particuliérement

observée contre les souches de Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter baumannii
(BLSE).

Nous avons observé une forte inhibition des souches d’Acinetobacter baumannii VIM-4.
Les souches d’A4. baumannii font I’objet d’une attention particuliére depuis une dizaine
d’années a cause de leur émergence souvent associée a une multirésistance aux
antibiotiques conduisant a de réelles impasses thérapeutiques [280]. Les enzymes VIM-4
appartiennent a la classe des Métallo-B-lactamases qui conférent a ces bactéries une
résistance aux carbapénémes. Ces enzymes hydrolysent trés fortement toutes les f-
lactamines a 1’exception de 1’aztréonam [281].

P. aeruginosa (10278) productrice de BLSE de type GES-2 a également été fortement
inhibée par les deux polyacétylénes testés avec des CMI de 2,3 et 4,6 ng/ml respectivement
pour le falcarinol et le panaxydiol.

Cette activité est trés intéressante du fait que les P. aeruginosa GES-2 sont des formes
évolutives de BLSE. En effet, la multirésistance chez P. aeruginosa inclue généralement
la résistance aux fluoroquinolones, aux céphalosporines de spectre large, aux carbapénémes
et aux aminosides. Les résistances aux B-lactamines sont toutefois plus évolutives, ces
enzymes contribuent a une résistance aux céphalosporines de 3™ génération. Les enzymes
GES-2 sont encore plus évolutives, elles dérivent des BLSE avec une activité additionnelle
de carbapénémase [282]. Ces enzymes hydrolysent toutes les B-lactamines [281].

Enfin, la meilleure activité inhibitrice et bactéricide a été observée pour le falcarinol contre
la souche de P. aeruginosa résistante aux fluoroquinolones et aminosides avec une CMI et
CMB égales a 0,29 ng/ml.

Les activités décrites ci-avant étaient plus fortes que celles observées pour 1’extrait brut.
Ces activités sont prometteuses et ouvrent de nouvelles perspectives quant a 1’utilisation
pharmacologique de ces deux polyacétylénes.
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Le présent travail avait pour objectif d’¢tudier la bioactivité, essentiellement antimicrobienne,
et la biodiversité chimique de plantes médicinales de la flore tunisienne utilisées en médecine
traditionnelle. Ces plantes appartenant a la famille des Apiacées, correspondent a toutes les
especes du genre Eryngium qui poussent en Tunisie et qui sont en majorité trés peu étudiées.

La premiére partie de ce travail a consisté en la réalisation d’extraits de différentes polarités a
partir des parties aériennes et des racines des huits especes. L'activité antimicrobienne (CMI)
des 48 extraits a été par la suite évaluée in vitro envers 36 microorganismes pathogénes
reconnus pour leur impact clinique. Les résultats obtenus ont permis de mettre en évidence la
présence d’agents antimicrobiens de nature apolaire chez toutes les especes et de justifier en
partie I’utilisation de ces plantes en médecine traditionnelle pour le traitement de certaines
maladies infectieuses.

Par ailleur, le développement d’une méthodologie simple de criblage qui associe les outils de
la photothérapie antimicrobienne a la méthode de dilution en milieu solide, permettant ainsi
d’étudier simultanément ’activité d’un grand nombre d’extraits, nous a permis d’évaluer
I’activité phototoxique antimicrobienne des extraits apolaires des 8 Eryngium. Suite a cette
étude, nous avons obtenu des résultats prometteurs pour E. dichotomum, E. ilicifolium et E.
triquetrum indiquant la richesse de ces plantes en composés photoréactifs potentiellement
intéressants pour leurs propriétés antibactériennes.

L’activité cytotoxique des extraits apolaires contre la lignée de cellules cancéreuses J774 a été
également évaluée, I’activité la plus intéressante a ét€ observée pour les racines d’E. triguetum
avec une Clso plus faible que les autres extraits (0,09 pg/ml) et un indice de sélectivité plus
élevé.

Une analyse de la variabilité¢ chimique des extraits apolaires des parties aériennes de ces especes
a été effectuée par CPG/SM. Cette analyse phytochimique, associée aux méthodes statistiques
descriptives, a permis de classer les espéces tunisiennes du genre Eryngium en 5 groupes
distincts et de déterminer les composés caractérisants chaque groupe. Cette étude
phytochimique devrait étre complétée par une étude génétique afin de mettre en évidence les
différents aspects de cette variabilité.

L’analyse phytochimique a, également, mise en évidence la richesse de ces plantes en
molécules trés diverses et qui présentaient de nombreuses propriétés pharmacologiques. De
nombreux composés antimicrobiens notamment des sesquiterpeénes oxygénés comme le
spathulénol, le 1édol, 1’a-bisabolol et le cubénol, mais aussi des sesquiterpénes hydrocarbonés
comme le B-bisaboléne et le copacne, et cytotoxiques comme le falcarinol, ont été identifiés.

Une étude phytochimique approfondie a été réalisée sur les racines d’E. triguetrum afin
d’extraire, isoler par des essais bio-guidés et identifier les composés actifs. Le fractionnement
optimisé par chromatographies sur colonnes, CPC et CLHP a permis d’isoler et identifier 4
composés dont deux polyacétylénes dotés d’activité antimicrobienne.

L’étude de [D’activité antimicrobienne des polyacétylénes identifiés sur des bactéries
multirésistantes et productrices de B-lactamases a spectre étendu a permis de mettre en évidence
un fort pouvoir antimicrobien et une spécificité d’action notamment contre les souches de
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Pseudomonas aeruginosa BLSE et multirésistantes, avec des CMI allant jusqu’a 0,29 ng/ml et
une activité majoritairement bactéricide.

Ces résultats encourageant nous incitent a continuer 1’investigation phytochimique des racines
d’E. triquetrum qui n’ont jamais été étudiées jusqu’a présent, et a déterminer la relation
structure-activité des composés isolés particulierement contre les formes évolutives de
résistances aux antibiotiques.
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I. Matériel végétal et extractions

I. 1. Matériel végétal : identification, récolte et séchage :

Nous avons réalisé cette étude sur les parties aériennes et les racines de toutes les espéces
du genre Eryngium qui poussent en Tunisie (8 espéces). L’identification botanique a été
faite en collaboration avec Mme Fathia Skhiri, professeur en botanique a [’Institut
Supérieur de Biotechnologie de Monastir.

20 échantillons ont été collectés de chaque espéce dans chaque milieu de récolte, et tous
les spécimens ont €t€ récoltés d’une maniére homogéne en gardant une distance inter-
plantes fixe sur chaque terrain, afin de couvrir I’ensemble des populations végétales
retrouvées et garder le caractére aléatoire de I’échantillonnage. Le Tableau 40 présente
I’origine et la date de récolte des différents échantillons.

Cette récolte a été effectuée pendant le stade de floraison qui s’étale entre mai et aolt pour
I’ensemble des Eryngium. 5 stations appartenant a 4 étages bioclimatiques ont été définies :
station A (subhumide), station B (semi-aride a hiver doux), station C (semi-aride a hiver
frais), et stations D et E (aride a hiver frais). (Figure 75)

o Station A

o Station B

5, o ) o Station C
Kedili .«

o Station D

Station E

o

Figure 75 : carte des stations de prélévements des Eryngium
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Tableau 40 : Origine et date de récolte des Eryngium

Dfue de N° d’herbier Station Coordonnées
récolte
A Bizerte 37° 15' 30" N ; 9°
53'0"E
Eryngium triquetrum Mai-Juin ERTg-113 B ";u ;111’5' ;6 S0723"N 5 10
C pres de Béja 36° 35' 29"
N;9°33'31"E
A Bizerte 37° 14' 51" N ; 9°
53'11"E
B Tunis : Rades 36° 45' 5"
, . L N;10°16'55"E
Eryngium dichotomum Mai-Juin ERDI-112 prés de Béja 36° 32' 28"
¢ N;9°24'4"E
D Kairouan 35° 41' 35" N ;
10°1'54" E
. . . R ERTd-bo- Bizerte : Sedjnane 36°
Eryngium tricuspidatum Aot 11 A 59'S1"N ; 9° 14' 12" E
A Bizerte : Utica 37° 5' 37"
N;10°0"1"E
C pres de Béja 34° 14' 51"
Eryngium campestre Juin-Juillet ~ ERCA-112 N;9°7'31"E

Kairouan: prés d’El
D Oueslatia 35° 44' 6" N ;

9° 57T 19" E
pres de Béja 36° 34' 8" N
¢ ;9°26'5"E
jum ilicifoli illet ERIL-112 -
Eryngium ilicifolium Juille . Kairouan 35° 43' 3" N
9°59"1"E
A Bizerte : Rimel 37° 43'
. .. . 54"N;9°53'37"E
Eryngium maritimum Juillet ERMA-111 , Tunis - Slimen 36° 43
53"N; 10°28'11"E
. R Gafsa : Mont Orbata 34°
Eryngium glomeratum Aot ERGL-114 E 22' 18" N:9° 11'33" E
Tunis : El H °
Eryngium barrelieri Juin ERBA-111 B s essyane 36

58'22"N; 10°5'58" E

Apres la récolte, le matériel végétal a été étendu a I’ombre en fine couche pour qu’il séche
a I’air libre ; le séchage a duré 3 semaines.

Les racines d’Eryngium triquetrum utilisées pour la séparation ont été récoltées en mai
2013 et séchées a I’étuve ventilée a 37°C durant 48 heures.
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I. 1.1. Protocole d’extraction général

Les racines et les parties aériennes ont été traitées séparément. Apres broyage, la poudre
obtenue a subi des extractions successives a température ambiante avec des solvants de
polarité croissante. Les solvants utilisés étaient I’éther de pétrole puis le dichlorométhane
puis le méthanol, cette approche d'extraction permet de fractionner grossiérement les divers
produits naturels de la matrice végétale.

La drogue végétale a été laissée macérer pendant 30 min sous agitation avec un rapport
drogue/solvant de 1/10 (1g de poudre avec 10 ml de solvant).

Apreés filtration, le marc est 2 nouveau extrait deux fois dans les mémes conditions (figure
24), les filtrats sont réunis et évaporés a I’aide d’un évaporateur rotatif a la température
maximale de 40°C. Les extraits secs ainsi obtenus ont été conservés a 4°C a l'abri de la
lumiére pour étre utilisés dans les différentes analyses.

I. 1.2. Procédure d’extraction des racines d’Eryngium
triquetrum

Comme expliqué dans la partie résultats et discussion (cf. page 110), nous avons
sélectionné Eryngium triguetrum Vahl. Pour les travaux phytochimiques de séparation afin
d’isoler et d’identifier ses composés actifs.

Figure 76 : photo des racines d’ Eryngium triguetrum Vahl. utilisées pour cette étude

Les études biologiques subséquentes sur cette plante nous ont permis de trouver l'organe le
plus actif, les racines (Figure 76). Afin de pouvoir mener les études phytochimiques et
biologiques sur 1’extrait a 1’éther de pétrole qui a montré la plus forte activité biologique,
nous avons réalisé une procédure d’extraction en grande quantité par lixiviation. Cette
méthode consiste en une extraction du maximum de principes actifs par passage lent et
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régulier d'un solvant au travers la poudre de drogue sans chauffage. La poudre végétale est
ainsi placée durant 72 h dans une colonne de percolation avec suffisamment de solvant pour
qu’elle soit imbibée. Le lixiviat est récupéré goutte-a-goutte et du solvant neuf est ajouté
afin d’épuiser la poudre.

Nous avons utilis¢ 19 litres d’éther de pétrole afin de réaliser 1’extraction a partir de 6 kg
de plante, un extrait de 23 g a été ainsi obtenu.

I. 1.3. Procédure d’extraction par ultrason a courte durée

Pour réaliser la caractérisation phytochimique des 17 échantillons d’ Eryngium, nous avons
utilisé la méthode d’extraction par ultrasons. Cette méthode permet de raccourcir le temps
d'extraction et augmenter considérablement le rendement. La sonication applique des
forces de cisaillement intenses dans le milieu et libére ainsi un haut rendement d’extrait
dans un temps treés court. Nous avons utilisé cette méthode afin d’assurer une répétabilité
des conditions d’extraction des 17 échantillons d’Eryngium dans le but de comparer
fiablement les composés volatils dont les profils chimiques ont été établis par la suite par
CPG/SM.

10 g de plantes broyées ont été placées avec 15 ml d’éther de pétrole pour analyses (éther
de pétrole AnalaR NORMAPUR, VWR Chemicals) aux ultrasons pendant 10 minutes,
I’extrait est par la suite filtré avec un filtre pour seringue de 0,45 pum de diamétre de pores
(VWR Syringe Filters). L’extrait liquide ainsi obtenu a été¢ directement analysé par
CPG/SM.

I. 2. Techniques chromatographiques

Dans le cadre de notre travail, nous avons utilisé les techniques suivantes

I. 2.1. Chromatographie sur couche mince (CCM)
analytique

La chromatographie sur couche mince permet aux constituants d’un mélange de se séparer
par migration différentielle, chacun d'eux est d'autant plus entrainé par 1'é¢luant qu'il est plus
soluble dans celui-ci et moins adsorbé sur la phase stationnaire. Cette technique permet
d’avoir une idée globale des métabolites présents dans un extrait ou une fraction. Utilisée
a chaque étape pour le suivi et le controle des purifications, elle permet un controle aisé et
rapide de la pureté d’un composé lorsque les conditions opératoires sont bien déterminées.
Les analyses sur couche mince sont réalisées en phase normale sur des plaques
d’aluminium Silicagel 60 avec indicateur coloré F254 de 0,2 mm d’épaisseur (Macherey-
Nagel®, Allemagne).

Le développement des plaques s’effectue dans des cuves en verre saturées avec 1’¢luant
approprié. Cette phase mobile est constituée d’un mélange binaire, tertiaire ou quaternaire
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de solvants selon le type de séparation souhaitée. Dans notre cas, les systémes de solvants
qu’on a couramment utilisés sont les suivants (les proportions sont données en volume) :

- Ether de pétrole / acétate d'éthyle (10 : 1) ; (5: 1) et (1 : 1)

- Dichlorométhane / acétate d’éthyle (10 : 1)

- Toluéne / acétate d'éthyle (28,5/1,5); (5 : 1), (2 :1)

- Dichlorométhane / méthanol (10 : 1)

- Acétate d'éthyle / acide acétique / acide formique / eau (100 : 11 : 11 :27)

L’observation des CCM s’effectue en lumiére visible et sous UV (254 et 356 nm), avant et,
dans certains cas, aprés révélation par les réactifs appropriés

Le révélateur le plus utilisé pour ce présent travail est le réactif polyvalent a I’anisaldéhyde
sulfurique : une solution de p-anisaldéhyde a 0,5 % est préparée dans un mélange
CH30H/AcOH/H2S04 (85:10:5).

On détermine alors le rapport frontal :

Distance entre I’origine (le dépot) et la tache du produit A

Distance entre 1’origine (le dépdt) et le front du solvant B

I. 2.2. Chromatographie sur Colonnes ouvertes (CC)

Des colonnes ouvertes en verre ont été utilisées et conditionnées en phase normale par du
gel de silice. Les substances ont été alors ¢luées en sens inverse de leur polarité propre. Les
composés peu polaires avaient une plus grande affinité pour la phase mobile et ont été donc
¢lués rapidement, et inversement les solutés polaires avaient une plus grande affinité pour
la phase stationnaire et ont été élués lentement.

La taille et le diametre de la colonne sont déterminés en fonction de la masse et du degré
de pureté de 1’échantillon a fractionner. Le gel de silice (Macherey-Nagel) utilisé est de
granulométrie 0,063-0,2 mm pour la séparation de 1’extrait brut, et de granulométrie 15-40
um pour la séparation des sous-fractions. La quantité de silice introduite dans la colonne
correspond approximativement a une charge de 30 a 50 fois la masse de 1’échantillon a
séparer, ce rapport pouvant étre diminué ou augmenté selon qu’une séparation grossiére ou
bien qu’une meilleure résolution sont souhaitées. Différentes tailles de colonnes ont été
utilisées, choisies en fonction de la quantité d’échantillon chargée. Le dépot des
¢chantillons a la surface de la silice est réalisé sous forme de liquide et le tout est recouvert
d’une couche de sable de Fontainebleau. Des ampoules contenant la phase mobile ont été
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fixées au-dessus de la colonne. Un systéme de pompe permettant d’exercer une légere
pression, est parfois fixé au niveau de ces ampoules lorsque cela est nécessaire.

Les colonnes sont ¢luées par différents systemes de phases mobiles, en mode gradient, afin
d’optimiser la séparation des échantillons. Les fractions sont alors récoltées dans des tubes
a essai grace a un collecteur Biichi 684. Aprés évaporation d’une partie du solvant au miVac
Genevac® pour concentrer les fractions, des CCM permettent de regrouper les tubes de
composition chimique identique.

I. 2.3. Chromatographie d’exclusion stérique sur Sephadex
LH-20

La séparation des échantillons peut étre réalisée par la technique de chromatographie
d’exclusion stérique dont le mécanisme principal consiste a séparer les molécules par leur
taille moléculaire, en faisant passer 1’échantillon au travers d’un tamis moléculaire
constitué de fine billes polyméres, ici du gel de dextran hydroxypropylé Sephadex LH-20
(Sigma Aldrich), qui ont été réticulées pour créer un réseau de polysaccharide. Les
composés les plus volumineux sont élués les premiers tandis que les molécules de tailles
inférieures sont ¢luées tardivement, car piégées au sein du tamis moléculaire. Deux autres
principes de séparation interviennent également dans une moindre mesure comme le
phénoméne d’adsorption et le phénomene de partage, notamment en fonction des solvants
utilisés (il est ainsi possible de séparer deux isomeres de position). La quantité de Sephadex
LH-20 utilisée correspond a environ 50 fois le poids d’échantillon chargé. Le gel de
Sephadex LH-20 est conditionné au contact du solvant d’élution pendant au moins 3 heures.
La quantit¢ de phase mobile utilisée nécessaire au conditionnement du gel correspond a
environ 3 fois la masse du gel utilisé. Les colonnes sont éluées par différents systémes de
phases mobiles.

I. 2.4. Chromatographie liquide a haute performance
(CLHP)

I. 2.4.1. Chromatographie liquide haute performance
analytique

i. Principe

La technique de séparation la plus appréciée en analyse phytochimique est la
chromatographie liquide a haute performance (CLHP), elle fait intervenir une phase
stationnaire solide constituée de particules fines et une phase mobile liquide. Les principes
de base permettant de séparer des produits d’un mélange sont les mémes que ceux décrits
dans le cas de la CCM. L’immense avantage de la CLHP par rapport a la chromatographie
sur couche mince réside dans I’amélioration sensible des paramétres de seuil de détection
et de résolution de séparation, ainsi que dans les possibilités d’automatisation du procédé.
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Cette technique peut étre utilisée selon plusieurs modes de séparation en fonction des
caractéristiques physico-chimiques des analytes a séparer dont le mode dit phase normale
(NP, Normal Phase) dans lequel la phase stationnaire est polaire et la phase mobile est
apolaire, et le mode dit phase inverse (RP, Reversed Phase) dans lequel les polarités sont
inversées, sont les deux principaux modes utilisés dans les travaux antérieurs.

Un systéme de CLHP classique comprend les éléments suivants :

- Un systéme de pompage (simple ou multiple) pour déplacer la phase mobile a haute
pression (200-300 bars),

- Un injecteur (manuel ou automatique) pour introduire, dans le systéme a haute
pression, 1’échantillon solubilisé dans un solvant adéquat et exempt de particules en
suspension (risque de colonne bouchée),

- Une colonne contenant la phase stationnaire. Celle-ci est de granulométrie tres fine,
c’est d’ailleurs ce qui permet le gain de résolution,

- Un détecteur a ultraviolets,

- Une interface permettant de visualiser les signaux enregistrés par le détecteur
(intégrateur ou logiciel informatique).

ii. Instrument et méthodologie

Le laboratoire de Pharmacognosie de la Facult¢ des Sciences Pharmaceutiques et
Biologiques de Lille possede un systétme de CLHP de marque Shimadzu équipée de deux
pompes LC-10AS, d’un détecteur UV SPD-10A a deux longueurs d’onde et d’un module
de contrdle SCL-10Avp. Le tout est piloté via le logiciel LC solutions. Un dégazeur Alltech
est placé entre les flacons de solvant et les pompes, afin d’éviter les perturbations dans la
détection provoquées par la présence de bulles d’air dans la phase mobile.

Nous avons travaillé avec une colonne de type C18 (phase inverse), ¢’est-a-dire rendue
hydrophobe par greffage de résidus octadécyliques sur les groupes silanols. Que ce soit
pour des analyses isocratiques (composition du mélange identique pendant toute 1’analyse)
ou en gradient, nous avons toujours travaillé avec des mélanges acétonitrile / eau.

Les analyses ont été réalisées sur colonne VisionHT, RP-18, basique (5 pm, 250 mm x 4,6
mm) de la marque Grace (Epernon, France). Les solvants A et B sont respectivement 1’eau
et I’acétonitrile.

Le débit est de 1 ml/min et la température est de 40°C. Le gradient est détaillé dans
leTableau 41. Le volume d’injection est de 20 pl a partir de solutions de 1 mg / ml.

Tableau 41 : Gradient des solvants majoritairement utilisés pour 1’analyse en CLHP des fractions
et produits purs d’Eryngium triqguetrum Vahl.

Intervalle (min) Acétonitrile (%)
0-30 58 — 70
30-35 70
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35-40 70 — 100
40 -45 100

I. 2.4.2. Chromatographie liquide haute performance
préparative et semi-préparative

La purification des fractions par CLHP est réalisée au sein de notre laboratoire grace a un
systtme CLHP Shimadzu équipé d’un détecteur UV Shimadzu®SPD-M20A muni d’une
barrette de diodes, les colonnes semi-préparative (5 um, 250 mm x 10 mm) et préparative
(5 pm, 250 mm x 21,2 mm) sont des colonnes Vision HT, RP-18, basiques. Une boucle
d’injection de 500 p 1 a été utilisée et un débit de 15 ml/min.

I. 2.5. Chromatographie de partage centrifuge (CPC)

I. 2.5.1. Principe de la technique

La CPC est une technique de chromatographie liquide-liquide préparative qui utilise un
systéme de solvant biphasique sans phase stationnaire solide. De ce fait, la séparation des
molécules est basée sur leur différence de partage entre les deux phases liquides non
miscibles en fonction de leur polarité et leur affinité. D’une maniére simplifiée, une colonne
CPC est constituée d’un empilement de disques en acier inoxydable dans lesquels sont
gravées des cellules de partage reliées entre-elles par des capillaires (Figure 77) [283].

Figure 77 : Photographie d’un appareil CPC (Armen® instruments) et détail d’un des disques
constitutifs de la colonne

Quand la colonne est mise en rotation, le champ de force centrifuge maintient la phase
stationnaire liquide au sein de la colonne. La phase dite mobile, quant a elle, est pompée au
travers de la phase stationnaire liquide.

Des systémes de solvants biphasiques variés peuvent étre appliqués lorsque 1’on travaille
sur des échantillons naturels. En effet, des systémes couvrant toute la gamme de polarité et
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constitués de deux a cinq solvants sont aujourd’hui largement utilisés pour le
fractionnement d’extraits végétaux.

En raison du manque de données répertoriées dans la littérature scientifique concernant le
choix d’un mélange de solvants adapté aux types de composés apolaires recherchés
(principalement les polyacétyleénes), nous avons orienté notre démarche vers un systeme
universel, adapté a la plupart des substances naturelles. Ce mélange quaternaire, dénommé
ARIZONA, a ¢été pour la premiere fois décrit par Rodolphe Margraff et est considéré
comme une combinaison de deux systémes binaires principaux : AcOEt-eau (1:1) et
heptane-MeOH (1:1) (155). Allant de A (AcOEt-eau) a Z (heptane-MeOH), toutes les
polarités entre ces deux systémes sont couvertes par des proportions différentes de chacun
des quatre solvants.

La sélection d’un systeme de solvants biphasique doit fournir des valeurs de coefficients
de partage (Kd) appropriées a la séparation des molécules cibles, tout en fournissant un
pourcentage de rétention de phase stationnaire et un temps d’analyse acceptables. Le Kd,
qui définit le partage d’une molécule entre deux phases liquides, a été calculé selon la
procédure décrite par Ito:

C sup

Cint

Ou Csup correspond a la concentration de I’analyte dans la phase supérieure et Cinf
correspond a la concentration de 1’analyte dans la phase inférieure.

D’apres cette relation, un composé possédant un Kd proche de 1 sera élué de la colonne au
bout d’un volume de colonne. En revanche, des composés possédant des Kd < 1 (forte
affinité avec la phase inférieure) ou des Kd > 1 (forte affinité pour la phase supérieure)
seront respectivement élués avant et aprés un volume de colonne. En CPC, il est donc
préférable que les valeurs de Kd soient comprises entre 0,5 et 1 afin que les molécules
soient séparées en un volume de colonne sans consommation excessive de solvants.
Cependant, un Kd inférieur a 2 peut étre accepté car permettant toujours une séparation en
un temps raisonnable. Les Kd des composés d’un échantillon doivent bien évidemment étre
différents pour pouvoir les séparer. Il y a donc nécessité de calculer les coefficients de
partage des composés d’intéréts dans le systéme de solvants choisi afin de savoir si la
séparation par CPC est réalisable.

Les systémes de solvants générent donc deux phases, une légére et une dense, qui selon
I’application recherchée, peuvent étre utilisées comme phase stationnaire ou mobile. En
effet, I’utilisation d’appareil CPC permet d’inverser facilement le sens de pompage de la
phase mobile via une vanne 4 voies située avant la colonne. Lorsque la phase stationnaire
est la plus dense, la phase mobile est alors pompée en mode ascendant a contre sens du
champ de force centrifuge. Au contraire, lorsque la phase stationnaire est la plus légére la
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phase mobile est introduite dans le sens du champ de force centrifuge, on parle alors de
mode descendant [283].

Cette particularité de la CPC permet de travailler avec différents modes de développements
dont, parmi les plus connus, le mode d’¢lution-extrusion que nous avons utilis€¢ pour notre
travail. Ce mode consiste, aprés une période d’¢élution classique, a pousser avec de la phase
stationnaire fraiche, la phase mobile puis la phase stationnaire initiales hors de la colonne,
et ce sans intervertir le sens d’introduction de la phase mobile. Cette méthode permet
d’¢liminer les deux phases liquides initialement présentes dans la colonne et de collecter
I’ensemble des molécules de 1’échantillon, tout en diminuant le volume de solvant
normalement nécessaire a 1’¢lution des molécules ayant une forte affinité pour la phase
stationnaire [283].

Grace a 'utilisation d’une phase stationnaire liquide, la CPC présente plusieurs avantages
qui sont appréciables lorsque 1’on travaille sur des produits naturels :

- Pas d’adsorption irréversible

- Peu ou pas de dégradation des molécules

- Aucune perte d’échantillon

- Technique versatile (plusieurs modes de développement)
- Forte capacité de charge

Néanmoins, elle a pour principal défaut d’avoir une plus faible efficacité (nombre de
plateaux théoriques) que la CLHP préparative, et nécessite une bonne étanchéité du systéme
pour éviter les fuites de solvants et d’échantillon lorsque la colonne est en rotation.

I. 2.5.2. Instrument et méthodologie

Afin de déterminer le coefficient de partage d’un composé dans un systéme donné, le
systéme de solvant est préparé et 1 ml de chaque phase est placé sur 5 mg du composé ou
d’un mélange de composés. Aprés agitation, 0,5 ml de chaque phase est prélevé, séché,
redissout dans un mélange acétonitrile / eau 50 : 50 (v/v) et injecté en CLHP. Le coefficient
de partage est obtenu en faisant le rapport des aires entre la phase inférieure et la phase
supérieure a 205 nm du composé considéré.

Les solvants sélectionnés pour les deux phases sont injectés par des pompes
Shimadzu®LC-20AP. Les cellules de 1’appareil a CPC Armen instruments® sont d’abord
chargées de phase stationnaire, puis la phase mobile est ajoutée. Aprés équilibration,
I’échantillon a séparer dissout dans les deux phases est injecté. A la sortie de CPC se trouve
un détecteur UV Shimadzu®SPD-M20A muni d’une barrette de diodes. Enfin, un
collecteur de fractions Gilson® FC204 permet de récupérer I’échantillon fractionné dans
plusieurs tubes. Le mode de pompage de la phase mobile utilisé pour ce présent travail est
un mode ascendant, ce qui signifie que la phase mobile est la phase supérieure. La quantité
d’extrait injectée peut varier entre 200 mg et 2 g. Le débit de phase mobile au cours de
I’¢lution est de 8 ml/min. L’¢lution dure en moyenne 60 minutes et est suivie d’une
extrusion de 15 a 30 minutes a 30 ml/min. La collecte des fractions se fait a 1 tube/min,
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soit 8 ml/tube. Apres évaporation d’une partie du solvant au miVac Genevac® pour
concentrer les fractions, des CCM permettent de regrouper les tubes de composition
identique qui sont ensuite analysées par CLHP.

I. 2.6. Le couplage Chromatographie en Phase
Gazeuse/Spectrométrie de Masse (CPG/SM)

I. 2.6.1. Principe

La CPG est une méthode d’analyse par séparation qui s’applique aux composés gazeux ou
susceptibles d’étre vaporisés par chauffage sans décomposition [93], elle fournit le
pourcentage relatif de chaque signal par rapport a I’ensemble des signaux du mélange
analysé, et permet, également, une analyse qualitative sur la base des temps de rétention.
Ceux-ci, bien que spécifiques d’un composé, ont tendance a varier d’une analyse a 1’autre,
notamment du fait du vieillissement des colonnes.

Pour une colonne donnée, chaque constituant est caractérisé par des indices calculés a partir
d’une gamme d’alcanes ou plus rarement d’esters méthyliques linéaires, a température
constante (indice de Kovats, IK) ou en programmation de température (indices de rétention,
IR), ces derniers demeurent constants dans la mesure ou la programmation de température
reste identique. Ils sont comparés a ceux d’échantillons authentiques contenus dans une
bibliothéque de référence propre au laboratoire, dans des bibliothéques commerciales, ou
encore reportés dans la littérature. L’indice de rétention est calculé selon la formule
suivante :

t (1) —t,(n)
t.(n+1)—t_(n)

I, =100- +100-n
Ou

Ii : Pindice de rétention d’un composé i

tr : temps de rétention

n : ’alcane qui précéde le composé i

n+1 : I’alcane qui se situe aprés le composé i

L'utilisation d'un spectrométre de masse comme détecteur en chromatographie en phase
gazeuse est, aujourd’hui, une technique de référence [93] .En effet, le couplage de la
chromatographie en phase gazeuse avec la spectrométrie de masse (CPG/SM) permet
d’effectuer simultanément la séparation et I’analyse des différents constituants d’un
mélange complexe.
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I. 2.6.2. Mode opératoire

La CPG/SM utilis€e pour ce travail est établie en mode « Impact Electronique » (CPG/SM-
IE), I’ionisation des substances sortant de la colonne capillaire se fait par bombardement a
I’aide d’un faisceau d’¢électrons d’énergie de 70 eV provenant d’un filament chauffé. Les
fragments ioniques positifs ainsi obtenus, dont éventuellement I’ion moléculaire, forment
le spectre de masse du composé.

L’appareil est un chromatographe de type ThermoFinnigan Trace DSQ équipé d’un passeur
d’échantillon couplé a un spectrométre de masse équipé d’un analyseur a piégeage de
charge (trappe a ions). L’ensemble est piloté par un ordinateur muni d’un systéme
d’acquisition et d’exploitation des données utilisant le logiciel XCalibur. La séparation
chromatographique en phase gazeuse a été effectuée a 1’aide d’une colonne de type
Uptibond 5 Premium UBS5 (5% phényl-95% diméthylpolysiloxane) de 30 m de long, 0,25
mm de diameétre intérieur et 0,25 pm d’épaisseur de film. Le gaz vecteur est I’hélium avec
un débit de 1 ml / min, le mode d’ionisation est provoqué par des collisions avec les
¢électrons a 70 eV ; et I’intensité du filament est de 250 pA.

Le gradient de température de la colonne a été programmé de 40°C (pendant 5 minutes)
puis augmente jusqu’a 200°C a raison de 2°C / min. La température de I’injecteur est de
250°C, et le mode d’injection est le « split ». La température de la ligne de transfert est de
230°C et celle de la chambre d’ionisation est de 250°C, avec une fenétre de balayage de
masse de m/z 40 a 650. Le volume injecté est de 1 puL. Les composés sont alors identifiés
par leur temps de rétention sur le chromatogramme et par leurs ions spécifiques caractérisés
par leur rapport masse/charge (m/z) sur le spectre de masse

I1. Techniques de détermination structurale des composés isolés

II. 1. Spectrométrie de Masse Haute Résolution (HRMS)

Les analyses de spectrométrie de masse ont €té réalisées grace a un spectrometre de masse
haute résolution Thermo Scientific Orbitrap ExactiveTM (Bréme, Allemagne), en utilisant
I”¢lectrospray (HESI-II) appartenant a la plateforme du Centre Universitaire de Mesures et
d’Analyses (CUMA), Université de Lille Nord de France.

II. 2. Spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN)

La méthode de choix pour I’identification des composés naturels isolés est la spectrométrie
de résonance magnétique nucléaire (RMN), elle permet 1’accés a des informations
concernant le squelette et la fonctionnalisation des molécules [93]. Cette technique repose
sur la propriété qu’ont des noyaux tels que 'H, 13C, N, 70, !°F et 3'P de posséder un
moment magnétique nucléaire permanent.
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Placés dans un champ magnétique extérieur, ils prennent par rapport a celui-ci certaines
orientations bien définies auxquelles correspondent des niveaux d’énergie distincts. Pour
une valeur donnée de champ, des transitions entre niveaux immédiatement contigus sont
dues a I’absorption de radiations électromagnétiques de longueurs d’onde caractéristiques
dans la région des radiofréquences.

En phytochimie, les deux atomes les plus étudiés sont I’hydrogéne (proton) 'H et le carbone
13, *C. Nous allons rappeler ici les caractéristiques essentielles des techniques utilisées.

II. 2.1. RMNdu'H

La réalisation d’un spectre de RMN du 'H est une étape fondamentale dans la détermination
structurale d’une molécule. De plus, elle ne nécessite que quelques minutes, depuis
I’avénement de la RMN a transformée de Fourier.

En RMN du 1H, trois informations sont importantes :

- Le déplacement chimique (9) :

C’est une fréquence exprimable en Hertz (Hz), qui est en pratique toujours présentée sous
la forme d’une échelle de ppm (rapport de la fréquence de résonance sur celle du champ
magnétique Bo), qui a I’avantage d’étre la méme quelle que soit la puissance de 1’appareil.
Elle donne une indication sur la nature des groupements chimiques présents.

- L’intégration :

L’aire sous la courbe de chaque pic est proportionnelle au nombre d’atomes d’hydrogéne
équivalents concernés. Cependant, la prise en compte de 1’intégration nécessite souvent la
connaissance de la masse totale de la molécule (cf. spectrométrie de masse).

- Le couplage :

Chaque proton est couplé avec ses voisins immédiats non équivalents dans la molécule.
Ceci se traduit par un changement de forme des signaux observés. Le signal d’un proton
indique le nombre de protons avec lesquels il est couplé (n+1 raies pour n voisins) et peut
méme donner des renseignements d’ordre structural, via 1’écartement de ces raies, mesuré
en Hz et appelé constante de couplage (J).

II. 2.2. RMN du"C

L’isotope '3C ne représente qu’1% des atomes de carbone existant. La sensibilité de cette
expérience n’est donc pas excellente, ce qui oblige a multiplier le nombre des expériences
(scans) sur plusieurs heures afin d’obtenir un spectre de bonne qualité. Ceci est
particulierement handicapant pour les substances naturelles qui sont souvent isolées en
faible quantité par rapport aux produits de la chimie de synthése. En revanche, la résolution
obtenue est trés supérieure a celle des spectres du 'H (pour un méme appareil : les
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déplacements chimiques s’échelonnent généralement sur plus de 200 ppm, contre 10 ou 15
pour le proton).

Il existe des couplages en RMN du '3C, mais on utilise aujourd’hui majoritairement des
expériences dites « 1H-découplées », qui permettent un gain appréciable de sensibilité.

Plusieurs expériences permettent, au moyen de séquences d’impulsions particuliéres de
conserver une partie des informations qu’aurait apporté le couplage 'H-!3C, tout en
bénéficiant du gain de sensibilité procuré par le découplage. Il s’agit d’expériences de spin-
écho J-modulé (APT : Attached Proton Test encore appelé Jmod) pouvant impliquer un
transfert de polarisation (DEPT : Distorsionless Enhancement by Polarization Transfer).

Nous avons toujours utilisé le Jmod pour ce travail. Il permet la différenciation dans le
spectre des pics correspondant & des carbones portant un nombre pair d’hydrogeénes
(secondaires ou quaternaires) de ceux correspondant a des carbones portant un nombre
impair d’hydrogenes (primaires ou tertiaires).

II. 2.3. RMN bidimensionnelle

La RMN bidimensionnelle [93] conduit & des spectres de corrélation proton-proton (COSY
et NOESY) et proton-carbone (HSQC et HMBC) et permet de mettre en évidence des
interactions (directes et indirectes) entre les noyaux. Elle fournit des renseignements trés
précis sur la structure moléculaire.

La séquence HSQC permet de savoir a quel carbone est 1ié chaque proton (couplage 'Jcn).
La séquence COSY permet la visualisation du voisinage immédiat des atomes d’hydrogéne,
par interactions scalaires (a travers les liaisons chimiques). La séquence HMBC montre la
corrélation entre un atome de carbone et un proton situés a plusieurs liaisons de distance
(typiquement 3), cette technique compléte trés bien le COSY pour I’établissement de
I’enchainement des atomes d’une molécule permettant la construction du squelette de la
molécule.

La séquence NOESY peut fournir de nombreuses informations sur I’orientation spatiale
des protons et donc sur la stéréochimie de la structure.

II. 2.3.1. Mode opératoire

Les molécules issues d’ Eryngium triguetrum ont été solubilisés dans 500 pl de chloroforme
deutéré (Euriso-top®, St-Aubin, France). Les analyses de résonance magnétique nucléaire
ont été effectuées sur des spectrometres Bruker Avance 300 et 500 au Laboratoire
d’Application de RMN de I’Université de Lille Nord de France, et traités avec le logiciel
Topspin 3.1 (Bruker).

III. Outils statistiques
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Afin d’étudier la variabilité chimique des composés volatils des différentes espéces du
genre Eryngium, et compte tenu du nombre important de données obtenues, nous nous
sommes orientés vers une analyse des variables par des méthodes statistiques descriptives
multidimensionnelles telles que 1’Analyse en Composante Principale (ACP) et la
Classification Ascendante Hiérarchique (CAH). Ces deux outils permettent d’avoir une
vision synthétique, des similitudes ou des différences au sein d’un ensemble d’échantillons.
Sans trop entrer dans les théories régissant les statistiques, nous allons montrer ici le parti
que le chimiste peut en tirer. Le logiciel utilisé pour effectuer les tests statistiques
multivariés est 1’SPSS software (version 20 ; IBM).

III. 1. Analyse en Composante Principale (ACP)

L’ ACP est une méthode qui permet d’analyser un ensemble de données quantitatives dans
un espace multidimensionnel. Son principe est basé sur un changement de variable qui
réduit la dimensionnalité de 1’espace et qui fournit en conséquence une représentation
simplifiée de celui-ci. Une ACP est généralement utilisée lorsque les données étudiées sont
issues de 1I’observation de n individus situés dans un espace E de p dimensions (p > 3) ;
I’ensemble des données forme alors un nuage de n points dans Ep. L’objectif de I’ACP est
de trouver la meilleure représentation graphique du nuage de n points a I'intérieur d’un
sous espace H de E, et de dimension q. La meilleure représentation est soit celle qui
minimise les déformations du nuage de points, soit celle qui conserve au maximum la
dispersion initiale de celui-ci a I’intérieur de 1’espace E. Ainsi le sous espace H optimal est
celui dont les q dimensions maximisent la somme des carrées des distances des points
projetés et leur centre de gravité. En résumé, 1’objectif de I’ACP est de fournir une image
simplifiée d’un espace de données complexes, en conservant un maximum d’information
[283].

Concrétement, le nuage de points de 1’espace multivarié est finalement converti en un
nuage de points dans un espace a 2 dimensions. Les points et les différentes variables de
cet espace sont projetés selon les 2 axes perpendiculaires, les plus représentatifs de
I’ensemble du nuage. Dans cette étude, les variables sont les constituants du mélange des
différents extraits tandis que les points sont les échantillons des différentes especes [93].

III. 2. Classification Ascendante Hiérarchique (CAH)

La CAH est une méthode d’agglomération de différents points dans un espace varié. On
établit tout d’abord la dissimilarité entre chaque point via des calculs de distance, ensuite,
le systéme choisi agglomére les points entre eux de fagon itérative et abouti a la formation
de plusieurs groupes. Les agglomérations successives sont représentées sous forme
d’arborescence sur le dendrogramme issu de la CAH. Ceci permet ainsi de regrouper les
échantillons selon plusieurs groupes, en fonction de I’importance de la dissimilarité entre
chaque rameau de 1’arbre. [93]

L’utilisateur doit faire preuve de prudence dans les conclusions tirées des représentations
issues de son échantillonnage géographique. Dans une ACP, il est important que les deux
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axes choisis aient un pourcentage de représentation suffisamment élevé pour que I’ACP
soit jugée pertinente. Si le pourcentage est trop faible, les conclusions qui découlent de la
représentation sont erronées. De méme, la CAH, bien que permettant d’établir différents
groupes, ne fournit strictement aucune information concernant les affinités de ces groupes
avec les diverses variables utilisées. Dans notre cas, nous avons systématiquement établi
les groupes les plus représentatifs en CAH et confirmé ces groupes en ACP. Une fois les
groupes et leur composition fixés, les affinités de chaque groupe avec les composés
discriminants ont été déterminées par I’ACP. Selon la classification ainsi faite, chaque
¢chantillon a été confronté aux données de la matrice afin d’éviter les aberrations toujours
possibles en ACP.

IV. Tests pharmacologiques

IV. 1. Procédure d’évaluation de I’activité antimicrobienne

Pour évaluer I’activité antimicrobienne d’une substance naturelle ou d’un extrait végétal
les méthodes communément employées sont réalisées par dilution ou par diffusion [283].
Pour ce travail nous avons utilisé les méthodes de dilution, qui représentent plusieurs
avantages dont la détermination de la concentration minimale inhibitrice. Ces techniques
de dilution, autant sur milieu solide ou liquide, sont des méthodes de référence. Elles
consistent a mettre un inoculum microbien au contact de concentrations croissantes de
I’échantillon. Le degré d’inhibition de la croissance microbienne détermine le pouvoir
antimicrobien des substances testées.

Tous les tests microbiologiques ont ét¢ réalisés en collaboration avec le laboratoire de
bactériologie clinique de la Faculté¢ de Pharmacie de Lille 2 (INSERM U995).

IV. 1.1. Méthode de dilution en milieu solide

Cette méthode consiste en 1’ensemencement de géloses contenant des concentrations
décroissantes en extraits ou molécules a tester. On recherche la plus faible concentration
pour laquelle il y a inhibition macroscopique de la pousse microbienne, elle présente
I’avantage de pouvoir tester une large gamme de bactéries a la fois grace a I’inoculateur a
tétes multiples (Mast Laboratories®, Bootles, England).

IV. 1.1.1. Criblage de I’activité antimicrobienne des
extraits des 8 Eryngium

Le criblage de I’activité antimicrobienne a été réalisé sur les extraits a I’éther de pétrole, au
dichlorométhane et au méthanol, des parties aériennes et des racines séparément, des 8
Eryngium.
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Ce criblage d’activité a été effectué sur 36 souches pathogénes de ’homme capables de se
développer dans un milieu aérobie gélosé¢ de Mueller Hinton (MHA).

Ces bactéries sont :

- 13 bactéries Gram positives : Corynebacterium sp. T25-17, Enterococcus faecalis
C159-6, E. sp. 8153, Mycobacterium smegmatis 5003, Staphylococcus aureus
(8146, 8147), S. epidermidis (5001, 10282), S. lugdunensis T26A3, S. warneri
T12A12, Streptococcus agalactiae (T25-7, T53-C2), S. dysgalactiae T46C14 ;

- 22 bactéries Gram negatives : Acinetobacter baumanii (9010, 9011), Citrobacter
freundii (11041, 11042), Enterobacter aerogenes 9004, E. cloacae (11050, 11051,
11053), Escherichia coli (8138, 8157, ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae
11016, 11017), Proteus mirabilis 11060, Providencia stuartii 11038, Pseudomonas
aeruginosa (8131, ATCC 27583), Salmonella sp. 11033, Serratia marcescens
(11056, 11057), Stenotrophomonas maltophilia, Yersinia pseudotuberculosis 2777.

- Une levure : Candida albicans 10286.

Une solution initiale de chaque extrait brut a ét¢ préparée a 50 mg/ml. Puis nous avons
effectué des dilutions de 1/2, en série, dans le solvant pour avoir 5 concentrations allant de
25 a 1,5 mg/ml. Une nouvelle dilution de 1/20 dans le milieu de culture, a partir des
dilutions précédentes, a permis d’obtenir des concentrations finales de 1,25 mg/ml ; 0,6
mg/ml ; 0,3 mg/ml ; 0,15 mg/ml et 0,07 mg/ml.

Chaque tube homogénéisé au vortex est immédiatement coulé dans la boite de Pétri
correspondante puis on laisse refroidir le milieu coulé avant inoculation de bactéries.

Les micro-organismes ont été cultivés pendant 24 heures a 37 °C dans des tubes contenant
un milieu MHA en pente a partir de suspension de souches contenues dans un milieu liquide
BH (brain-heart). On procéde donc a leur dilution dans 10 ml de solution RC (Ringer
Cystéine) en s’assurant de bien mélanger afin d’avoir une répartition homogene des micro-
organismes, puis une goutte de chaque suspension est récupérée dans 10 ml de solution RC
afin d’obtenir une concentration finale de 10° UFC/ml.

Pour finaliser la préparation des boites de Pétri, 1 ml de suspension de chacun des tubes
RC préparés précédemment est prélevé pour remplir les puits de la plaque de I’ensemenceur
multiple (Appareil de Steers). La surface de la gélose est ensemencée avec un inoculum
des souches a étudier, I’inoculateur a tétes multiples de 1’appareil de Steers permet
d’ensemencer au maximum 36 souches différentes par boite.

Deux boites témoin "avant" et "aprés" I’ensemencement ont été réalisées pour vérifier la
stabilité des concentrations des inocula, une boite de témoin solvant a été aussi préparée
pour vérifier ’absence d’effet inhibiteur du solvant. La culture des micro-organismes se
fait par incubation des boites de Pétri, pendant 24 heures, a 37 °C.

La lecture des résultats se fait en observant la présence ou 1’absence de colonie a la surface
de la gélose.
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IV. 1.1.2. Criblage de ’activité antimicrobienne contre des
bactéries hautement résistantes et productrices de BLSE

Afin de chercher des produits ayant un fort pouvoir antimicrobien, nous avons réalisé un
second criblage de I’activité contre des bactéries hautement résistantes aux antibiotiques,
dont 23 souches productrice de B-lactamase a spectre étendu (BLSE). Ce criblage a été
réalisé sur I’extrait brut a 1’éther de pétrole des racines d’Eryngium triquetrum, la fraction
CPOEI1 issue de cet extrait et le composé C1.4, selon la méthode de dilution en milieu gélosé
décrite précédemment.

Les 35 souches sélectionnées sont composées de 28 bactéries Gram™ et 7 bactéries Gram™

appartenant a 15 especes différentes : Pseudomonas aeruginosa (10276, 10280, 10278,
8136, 8134, ATCC 27583, 8131), Escherichia coli (11006, 11014, 11008), Klebsiella
pneumoniae (11024, 11032, 11028), Klebsiella oxytoca (11049), Salmonella. Sp (11037),
Enterobacter cloacae (10281, 11053, 11055), Enterobacter aerogenes (9004), Serratia
marcescens (11057, 10267, 10271), Proteus mirabilis (11062, 11064), Citrobacter freundii
(11045, 11043), Acinetobacter baumannii (10275, 9010), Staphylococcus aureus (8241,
8148, 8143), Staphylococcus saprophyticus (8237), Enterococcus faecalis (8152, 8153),
Enterococcus faecium (9001).

Les caractéristiques des souches sélectionnées sont détaillées dans le Tableau 37.

Les bactéries BLSE sélectionnées dans ce présent travail ont en majorité des geénes de
résistance définis, ces geénes sont dérivés de mutations ponctuelles dans la séquence
génétique codant pour le site actif des B-lactamases :

- PER-1: Les BLSE de type PER-1 hydrolysent toutes les B-lactamines a 1’exception
des carbapénémes. Initialement découverte en 1993 chez P. aeruginosa en Turquie,
I’enzyme PER-1 est fréquente chez P. aeruginosa et Acinetobacter spp. mais a aussi
été détectée chez S. enterica, Providencia spp., P. mirabilis et A. faecalis [284]. En
Turquie, une étude récente a montré que 32 % des souches résistantes a la
ceftazidime de P. aeruginosa et 55 % de celles de 4. baumannii étaient productrices
de PER-1.

PER-1 est surtout présente en Turquie et en Corée du Sud, mais quelques cas ont été

décrits en Italie, France, Belgique et Tunisie.

- VIM-2 et VIM-4 : Les BLSE de type VIM appartiennent aux béta-lactamases de
classe B, appelées aussi métallo-béta-lactamases (carbapénémases) [284]. VIM-2
ont été décrites dans des isolats cliniques de P. aeruginosa dans de nombreux pays
dispersés sur I’ensemble du globe, et représente actuellement la carbapénémase la
plus fréquente chez P. aeruginosa.

Les enzymes de type VIM et IMP sont désormais endémiques dans certains pays
tels que la Grece, I’Italie, I’Espagne, Taiwan et le Japon [281].

GES-2 : Les souches productrices de GES ont été plus isolées en Afrique du Sud,
Grece et en France, GES-2 a été initialement décrite chez P. aeruginosa, les BLSE
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de type GES sont de plus en plus rapportées chez les bacilles a Gram négatif,
notamment P. aeruginosa, E. coli et K. pneumoniae. GES-1 a ¢été initialement
décrite chez une souche de K. pneumoniae isolée en 1998 en France puis en
Argentine, au Brésil, au Portugal et aux Pays-Bas [284]. A ce jour, 9 variants
différents ont été décrits dont GES-2 en Afrique du Sud. Contrairement a la plupart
des BLSE, GES-1 n’hydrolyse pas I’aztréonam et surtout GES-2 hydrolyse les
carbapénémes en étant moins sensible aux inhibiteurs de -lactamases.

CTX-M15 : Récemment il y a eu une explosion mondiale des genes CTX-M dans
la population, néanmoins, la cause de cette propagation n’est pas connue [285]. Ces
BLSE ont émergé chez les entérobactéries et la situation épidémiologique a
completement changé au niveau mondial. En effet, la plupart des souches
productrices de BLSE sont maintenant des souches d’E. coli exprimant des BLSE
de type CTX-M responsables d’infections communautaires, notamment urinaires.
Les mécanismes de diffusion de CTX-M semblent complexes, mettant en jeu plutot
la diffusion de plasmides (épidémies de plasmides) et/ou d’autres éléments
génétiques mobiles que la diffusion unique d’un clone bactérien. Au niveau de leur
spectre  d’activité, elles hydrolysent préférentiellement le céfotaxime
(céphalosporines de troisieme génération), d’ou leur nom de céfotaximases [284],
[285].

SHV 2A: Les BLSE de type SHV ont ét¢ détectées parmi de nombreuses
entérobactéries (notamment K. pneumoniae) mais aussi chez P. aeruginosa et
Acinetobacter spp. Les souches productrices d’enzymes du type SHV montrent une
susceptibilité partiellement diminuée vis-a-vis du céfépime (antibiotique de la
classe des céphalosporines). Le type SHV constitue celui qui comporte le plus grand
nombre (supérieur a 70) d’enzymes BLSE [285]. Ainsi, la premiére B-lactamase
capable d'hydrolyser les céphalosporines a spectre ¢largi, SHV-2 (mutant ponctuel
de SHV-1) a été décrite en 1985 dans une souche de K. pneumoniae en Allemagne.
CMY-2 : la CMY appartient aux p-lactamases de la classe C, codées par des geénes
chromosomiques ou plasmidiques. Ces B-lactamases sont capables d hydrolyser les
céphalosporines y compris les céphamycines (céfoxitine) ainsi que les pénicillines,
mais pas le céfépime. Elles sont résistantes aux inhibiteurs de -lactamases. Le géne
CMY-2 a un support plasmidique qui lui permet d'étre transféré a différentes
especes d'entérobactéries (E. coli, Klebsiella sp, Salmonella sp, etc) [286].
NDM-1 : Appartient aux métallo-B-lactamases, elle a déja été identifiée sur tous les
continents en 2010 a I’exception de 1I’Amérique du Sud et Centrale. Plusieurs
épidémies ou cas sporadiques ont été décrits en milieu hospitalier ou en milieu
communautaire. Ce type d’enzyme a été principalement isolé chez K. pneumoniae,
et dans une moindre mesure, chez les autres entérobactéries [281]. Le niveau de
résistance aux carbapénémes est la aussi variable. Cependant les plasmides porteurs
du géne comportent trés souvent plusieurs autres génes de résistance ce qui conduit
au final a une multirésistance voire a une toto-résistance des souches [281].
OXA-43 : Appartient aux carbapénémases de classe D (oxacillinases), Ces
enzymes possedent une grande activité catalytique pour la cloxacilline, I’oxacilline
et la méticilline. Ces enzymes ont été fréquemment observés chez P. aeruginosa
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mais aussi chez les entérobactéries, particulierement en France et en Turquie. Les
BLSE de type OXA sont codés par de génes portés par des éléments mobiles comme
les transposons et intégrons [285].

- KPC-2 : c’est une carbapénémase de classe A comme le VIM-1, La grande majorité
des souches de Klebsiella pneumoniae productrices de carbapénémases VIM-1 ou
KPC-2/-3 ont été détectées par des prélévements de dépistage chez des patients qui
avaient préalablement été hospitalisés en Grece (Gréce continentale, Créte, Rhodes,
Chypre) ou en Italie (Sicile) [281].

- SME-1 : c’est une carbapénémase de classe A capable de conférer la résistance
aux carbapénémes, elle a été décrite chez S. marcescens [287]. Les SME sont
restreintes a S. marcescens et ne se disséminent que peu.

- TEM-3 et TEM-21 : La majorité des BLSE de ce type dérivent par quatre a sept
mutations ponctuelles de I’enzyme originale (TEM-1 ou TEM-2). Actuellement, il
y a plus de 140 enzymes TEM. Ces mutations rendent 1’enzyme capable
d’hydrolyser les Céphalosporines de troisieme génération mais aussi plus
vulnérable a I’action des inhibiteurs (acide clavulanique) [285].

- VEB-1: les enzymes du type VEB (VEB-1 a 38 % d’identité avec PER-1) [284]
hydrolysent de préférence la ceftazidime et I’aztréonam et ont été€ retrouvées chez
les entérobactéries dans le Sud-Est asiatique, chez A. baumannii en France [285] et
chez P. aeruginosa en Thailande.

Nous avons réalisé 10 concentrations en série pour chacun des produits.

Pour I’extrait brut et la fraction CP9E1 les concentrations testées sont : 1250 ; 600 ; 300 ;
150;70;39;19;9;4,8 ¢t 2 ug/ml. Quant au composé pur C1.4, nous avons réalisé une
gamme de concentrations plus basse : 300 ; 150;70;39;19;9;4,8;2;1,2¢t0,6 ug/ml.
Les conditions opératoires sont les mémes que celles décrites précédemment.

IV. 1.2. Bioautographie

Les techniques bioautographiques sont trés sensibles et permettent le criblage rapide d’un
grand nombre d’extraits végétaux. Elles apportent en outre des informations préliminaires
sur la nature des composés actifs (Rf, comportement sous lumiere UV, etc.). Les tests sur
plaques permettent donc une détection qualitative d’inhibiteurs et peuvent étre utilisés
comme outil de fractionnement bioguidé en testant les produits issus de fractionnement et
les produits purs.

IV. 1.2.1. Préparation des plaques CCM

10ul a partir d’une solution de 100 mg/ml de produits a tester ont été déposés sur des
plaques de chromatographie sur couche mince et ont été élués avec un systéme de solvants
approprié. On a déposé dans les mémes conditions 10 pl de chaque produit sans les faire
migrer, ils serviront comme témoins positifs.
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Apres avoir été soigneusement séchées, les plaques ont été conservées dans un endroit
stérile avant le test bioautographique.

IV. 1.2.2. Préparation du milieu et ensemencement des
bactéries

Pour choisir la bactérie a inclure dans notre milieu gélosé nous nous sommes fiés au test
CMI afin de sélectionner la ou les bactéries ayant le plus de sensibilité avec nos extraits.
Les micro-organismes sont cultivés dans des tubes contenant un milieu MHA en pente. 24
h plus tard, 10 ml de liquide RC (Ringer Cystéine) sont ajoutés aux cultures fraiches.
Ensuite 5 ml de cette solution ont été dilués dans 25 ml de milieu de culture BH. Les plaques
CCM (10 x 10 cm) développées et stérilisées ont été déposées dans des boites de culture
carrées ; ensuite, 30 ml de la suspension gélose-bactérie sont ajoutés a chaque boite.
L’incubation a duré 24 heures a 37°C.

Pour observer les résultats, les plaques sont ensuite révélées a I’aide d une solution aqueuse
de para-iodonitrotétrazolium (INT) (AppliChem, Darmstadt, Allemagne) a 2 mg/ml qui,
une fois vaporisée sur la surface de la gélose et incubée de nouveau pendant quatre heures,

est transformée par une déshydrogénase bactérienne en un composé d’une couleur rouge
foncée, ce qui a permis de visualiser des zones d’inhibition incolores sur fond rouge (Figure
78).

Figure 78 : photos de la préparation de bioautographie d’immersion représentant la mise en place
de la CCM dans les boites de pétri carrée, 1’ajout du milieu de culture contenant les souches a
tester et la révélation de la plaque par le réactif INT.

IV. 1.3. Détermination de CMI et CMB en microplaque

Afin de déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration
minimale bactéricide (CMB) des produits isolés C1.4 et A6, nous avons utilisé la méthode
de dilution en milieu liquide en microplaque (Figure 79).
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Comme pour la méthode de dilution en milieu solide, cette méthode consiste & mettre un
inoculum bactérien au contact de concentrations décroissantes de matrice a tester, selon
une dilution en série de raison 2. L'inoculum bactérien est distribué de fagon égale dans
les puits de microplaque contenant la matrice a tester. Aprés incubation, la CMI est
indiquée par le puit qui contient la plus faible concentration de matrice ou aucune
croissance n'est visible. La CMB est définie comme étant la concentration minimale
d’extrait (ou de composé) ne laissant pas de bactéries survivantes de 1'inoculum aprés
incubation a 37 °C pendant 24 heures.

Au cours de ce test, 33 concentrations des produits C1.4 et A6 ont été préparées de 25
mg/ml a 58 x 10" mg/ml. 10 ul de chaque dilution sont ensuite ajoutés a 180 ul de milieu
Mueller-Hinton et 10 ul de suspension bactérienne a 10> UFC.ml-1. Les concentrations
finales en produits s’échelonnent de 1,25 mg/ml 42,9 x 1071 mg/ml.
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Figure 79 : Schéma représentant la préparation de microplaques (96 puits) permettant de
déterminer la CMI des produits purifiés : I’emplacement des dilutions des concentrations de C1
(25 mg/ml) a C33 (58 x 10" mg/ml) et les témoins Tc (témoin de culture contenant le milieu et la
suspension bactérienne), T, (témoin de solvant contenu dans le milieu de culture) et Ty (témoin
de stérilité contenant uniquement le milieu de culture MH)

Les CMI obtenus au cours du criblage sur les 35 bactéries par la méthode de dilution en
milieu solide ont révélé une forte activité de 1’extrait brut, de la fraction CP9E1 enrichie en
composé A6 (46 %) et du composé C1.4 particulierement contre Pseudomonas aeruginosa.
Nous avons donc choisi de continuer ce test sur 3 souches de Pseudomonas aeruginosa
hautement résistantes qui ont été repérées sensibles a nos produits (P. aeruginosa 8136,
8134 et 10278), nous avons aussi choisi deux souches multirésistantes a Gram+
(Staphylococcus aureus 8148 et Enterococcus faecalis 8152), également sensibles a nos
produits, afin de déterminer aussi la concentration minimale bactéricide. Tous les tests ont
été réalisés en triplicat.

Apres incubation des plaques pendant 24 heures a 37°C, la lecture des résultats s’effectue
en repérant la présence ou 1’absence de trouble dans chaque puits ce qui indique la présence
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ou I’absence de croissance bactérienne. La CMI se situe au niveau du dernier puit ou une
absence de croissance est observée. 10 pl de réactif INT est ajouté a chaque puit afin de
vérifier toute croissance bactérienne et confirmer la CMI observée précédemment.

Pour déterminer la CMB, on préléve 100 pl des puits contenant la CMI, deux fois la CMI
et quatre fois la CMI (avant la pulvérisation par I’'INT) qu’on ensemence dans des boites
de pétri contenant du milieu de culture solide (MHA). Aprés 24 heures d’incubation, la
CMB est déterminée par la plus faible concentration ot aucune croissance bactérienne n’est
observée a la surface de la gélose.

IV. 2. Criblage et évaluation de ’activité phototoxique

IV. 2.1. Préparation des extraits et culture bactérienne

Les extraits a 1’éther de pétrole ont été préparés selon la procédure d’extraction générale
(section 1.2). La préparation des différentes concentrations des extraits, les souches
microbiennes et I’ensemencement des micro-organismes ont été effectués selon la méthode
de dilution en milieu solide décrite précédemment (section V.I1.1.1.). Les tests
phototoxiques ont été effectués en 2 répétitions, et des boites de pétri d’extraits préparés
avec la méme méthode et placés dans les mémes conditions mais dans I’obscurité ont servi
comme témoins négatifs. Deux témoins de culture et deux témoins de solvants avec et sans
irradiations ont été testés afin de vérifier 1’absence d’effet des rayons ultraviolets sur la
croissance microbienne ainsi que 1’absence d’interaction des rayons ultraviolets avec les
solvants utilisés pour la dilution des extraits dans le milieu de culture.

IV. 2.2. Appareillage de ’activité phototoxique

Pour réaliser ce test, la mise en place de la technique a été basée principalement sur les
travaux de Hudson et Towerst (1991) [54] mais aussi en associant ceux de Costa el al.
(2002) et Coutinho et al. (2009) [288], et en apportant quelques modifications. A nos
connaissances c’est la premicre fois que I’activité phototoxique antimicrobienne est
associée a la méthode de dilution en milieu solide (par 1’appareil de Steers) sur boites de
pétri qui permet un large criblage de cette activité sur un panel de 36 souches. La technique
que nous avons réalisée se caractérise par la facilité de mise en ceuvre et la large gamme de
bactéries et d’extraits utilisés en une seule expérience.

IV. 2.2.1. Source lumineuse

La source des irradiations, en suivant les recommandations de Hudson et Towerst (1991),
était une lampe de type BLB (Black Light Blue, 160W, EYE HID LAMP, Amérique du
nord) ; les rayons ultraviolets émis par ce type de lampes (300-400 nm) se situent dans la
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gamme des UVA avec une 1égére irradiation dans la gamme des UVB et un maximum
d’intensité a 350 nm (Figure 80).

E Lampe BLB
4
s, l
/i
[
|I '
. [ ]
1 1
|
|
| |
| |
" [ 4
i |
|I i',
| .."J
."I: .I'\__
i 80 .-:su:; kLT 400 T;..RLEE.,. _HM:SL'-.-
Vacuum | ShortWave UY | Middle Wave UV | Long Wave UV 'n' Ehe
Uy (UV-C) {UV-B) [UV-A) {nm)
1 1 ]
1 185,00 254 o0 00 35 4
Cosmic | Gamma | . ; Micro | Radio
Rays Rays X-Rays | Ultraviolel waves | Waves
| [ I [
10" m 10°m 107m 10'm ()

Figure 80 : Spectre des irradiations UV émises par la lampe BLB (nm)

L’exposition aux ultraviolets a été réalisée tout au long de 1’incubation des bactéries (24 h)
a un intervalle répétitif d’1h 15 d’irradiation suivi par 15 min de repos afin d’éviter un sur-
chauffage de la lampe et de son milieu environnant et garder par conséquent une
température constante d’incubation de 35°C. Le choix de cet intervalle d’irradiation a été
fixé apres plusieurs essais préalables en controlant la température d’incubation a différents

endroits de I’étuve tout au long du temps d’incubation.
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IV. 2.2.2. Incubateur

L’incubation des micro-organismes a été effectuée dans une étuve ventilée (double porte,
THERMO JOUAN, USA) pour assurer une distribution homogéne de la température qui a
été fixée a 35°C durant I’incubation microbienne (24 h), 3 thermometres ont été placés a
différents endroit de 1’étuve pour vérifier sa répartition.

La lampe UV a été placée a un rayon de 48 cm des boites de pétri et le controle des durées
d’irradiations a été effectué grace a un programmateur électrique de type Flash Pratic.

IV. 2.3. Lecture des résultats

Comme pour la méthode de dilution en milieu solide, la lecture des résultats a été effectuée
en repérant la présence ou 1’absence de colonies a la surface de gélose (Figure 25). Nous
avons observé une croissance de toutes les souches contenues dans les boites témoins ce
qui indique que les irradiations UV n’ont pas d’action inhibitrice sur les micro-organismes
en absence d’extraits photosensibilisants, et que les solvants utilisés n’inhibent pas la
croissance microbienne avec et sans UV.

IV. 3. Evaluation de I’activité cytotoxique

Les tests cellulaires ont été réalisés a I’'UCL en collaboration avec Pr Joelle Leclercq.
Pour la sélection des extraits d’intérét thérapeutique, 2 lignées cellulaires ont été utilisées :

La premicre correspond a des cellules non cancéreuses de fibroblastes pulmonaires
humains (WI38) et la deuxieme correspond a des cellules de la lignée cancéreuse de
macrophages dérivée d'un réticulosarcome de souris (J774) (BALB/c murine).

IV. 3.1. Culture des cellules

Les lignées WI38 et J774 ont été cultivées respectivement dans les milieux DMEM et
RPMI1640 (Gibco) supplémentés avec 10% du sérum de bovin feetal inactivé par la chaleur
(Gibco), L-glutamine (4 mM et 2 mM respectivement pour les deux lignées cellulaires),
100 IU.ml"! de pénicilline et 100 pg ml'! de streptomycine.

IV. 3.2. Mesure de la prolifération cellulaire

La mesure de la prolifération repose sur un test classique de mesure de la viabilité cellulaire
appelé test MTT (Mosmann, 1983).
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IV. 3.2.1. Test MTT : Principe

Cette méthode permet de quantifier 1’activité enzymatique de la succinyl déhydrogénase
mitochondriale, enzyme présente et active uniquement dans les cellules vivantes, capables
de cliver un sel de tétrazolium de couleur jaune soluble dans I’eau, le bromure de 3-(4,5-
diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényltétrazolium (ou MTT) en un dérivé formozan de couleur
bleue, insoluble dans I’eau. L’activité enzymatique est mesurée grace au changement de
couleur du réactif, par spectroscopie UV-visible (DO 570 nm) sur un lecteur de plaques.
La quantité de formazan produit est donc proportionnelle au nombre de cellules vivantes
[289] [290].

IV. 3.2.2. Mode opératoire

Les extraits sont d’abord dilués dans du DMSO pour avoir des concentrations de 10 mg/ml.

Les cellules sont ensemencées dans des plaques a 96 puits (5000 cellules par puit)
avec 100 pl de milieu (DMEM ou RPMI1640) et 10% de FBS pendant 24 heures. Ensuite,
200 pl de milieu fraichement préparé contenant 50 pg/ml d’extrait sont ajoutés a chaque
puits. Pour les cellules témoins, seul du milieu est ajouté. La mesure de la prolifération a
été réalisée en deux fois pour chaque échantillon.

Pour déterminer les Clso, 5000 cellules sont ensemencées dans 180 pl de milieu (DMEM
ou RPMI1640) avec 10% de FBS dans les plaques a 96 puits pendant 24 heures. Les
dilutions sont ensuite préparées dans une seconde plaque comme suit (Figure 81).

Témoin Extrait
Solvant D8 € D 7 a tester

1 A toaier
| ‘ (10 mg/ml)
H/ 12

1 2 3 4 5 & 7 a g8 10

Extrait 1 A
B
(8]
D
E
F
Extraitn |G
H

= “7_" = !
Figure 81 : Schéma de plaque utilisée pour préparer les dilutions pour I’activité cytotoxique.
Chaque rangée de A a H correspond a chacun des extraits. Dans chaque puit de la colonne
11 nous avons placé les extraits a tester puis 10 pl de chaque extrait ont été dilués dans 190

ul du milieu pour avoir une concentration initiale de 500 pg/ml (puit 10), puis nous avons
réalisé une série de 8 dilutions de raison 1/3 en prélevant 50 ul de chaque puit qu’on a dilué
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dans 100 pl de milieu déja contenus dans le puit suivant (de 9 a 3). Dans la colonne 2 nous
avons préparé le témoin milieu (190 pl de milieu + 10 pl de solvant).

Par la suite, les plaques contenant les cultures cellulaires ont servi pour réaliser I’activité
cytotoxique. Un volume de 20 pl de chaque dilution est prélevé de la plaque précédente et
dilué dans 180 pl de milieu dans le puit correspondant de la plaque de culture cellulaire.
Les dilutions sont ajoutées en duplicata de maniére a avoir deux rangées pour chaque
extrait. Les concentrations finales testées pour chaque extrait sont : 50 pg/ml ; 16,66 ng/ml
; 5,55 ug/ml ; 1,85 pg/ml ; 0,62 pg/ml ; 0,2 pg/ml ; 0,068 pg/ml ; 0,023 pg/ml.

Pour les 2 tests (screening et détermination des Clso), les plaques sont incubées pendent 72
heures. Ensuite, le milieu est remplacé par 100 ul de milieu DMEM ou RPMI1640 sans
sérum, contenant 10 pl de solution de MTT (3 mg/ml dans du PBS). Aprés 45 min, le milieu
est enlevé puis 100 ul de DMSO sont ajoutés a chaque puits pour solubiliser les cristaux
formés. Les plaques sont ensuite agitées et les densités optiques sont enregistrées a deux
longueurs d’ondes (570 nm et 620 nm), contre un blanc (100 pl of pure DMSO) dans un
lecteur de microplaques. Dans I’ensemble des expériences, la camptothécine (Sigma) a été
utilisée comme contrdle positif (25 a 0,00025 pg/ml). La concentration de solvant la plus
¢levée a laquelle sont exposées les cellules est de 1%, ce qui a ét¢ démontré non toxique
pour les cellules. Tous ces tests ont été effectués en 3 répétitions.

La densité optique relative est exprimée par la formule suivante :

Viabilité % = [A1/Ant] x 100

Dont A : absorbance, NT : cellules témoin et T : cellules traitées par les extraits
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Annexes

ANNEXES

ANNEXE 1. Bactéries testées : origine et types de résistance

N°e Nom de la souche Origine Type de résistance

ATCC E.coli Collection du laboratoire NA

25922
8131 Pseudomonas coproculture Sauvage (aucune résistance acquise)
8134 Pseudomonas urine Résistance aux Fluoroquinolone et aminosides
8136 Pseudomonas pus Production d'une penicillinase et défaut porine D2
8138 E.coli hémoculture Production d'une penicillinase
8157 E.coli hémoculture Production d'une penicillinase et résistance aux

fluoroquinolones
8146 Staphylococcus pus Résistance a la méticilline, kanamycine
8147 Staphylococcus pus Sauvage (aucune résistance acquise)
8237 Staphylococcus urine Sauvage (aucune résistance acquise)
8241 Staphylococcus pus Résistance a la méticilline, kanamycine et
tobramycine (phénotype KT), et fluoroquinolones
8152 Enterococcus coproculture Resistante naturelle aux aminosides bas niveau
8153 Enterococcus coproculture Resistance MLSb (Resistance a erythromycine et
clindamycine et sensibilité pristinamycine

09001 Enterococcus faecium Nephrologie multi R

09010 A baumanii CHU Val. VEB-1

09011 A baumanii CHU Val. multi R

ATCC Pseudomonas collection NA

27583

10267 S marcescens Collection du laboratoire KPC-2

10271 S marcescens Collection du laboratoire SME-1

10275 A baumanii Collection du laboratoire VIM-4

10276 P aeruginosa Collection du laboratoire PER-1

10278 P aeruginosa Collection du laboratoire GES-2

10280 P aeruginosa Collection du laboratoire VIM-2

10281 Enterobacter cloacae Collection du laboratoire KPC-2

10286 Candida albicans Collection du laboratoire

05003 Mpycobaterium smegmatis CIP 73.26

11006 E.coli Collection du laboratoire CTX M15

11008 E.coli Collection du laboratoire SHV 2A

11014 E.coli Collection du laboratoire VIM.2

11016 K pneumoniae Collection du laboratoire Sauvage

11017 K pneumoniae Collection du laboratoire Penicillinase

11024 K pneumoniae Collection du laboratoire CTXMI5

11028 K pneumoniae Collection du laboratoire TEM 3

11032 K pneumoniae Collection du laboratoire NDM 1

11033 Salmonella sp Collection du laboratoire Sauvage

11037 Salmonella sp Collection du laboratoire CMY 2

11038 P stuartii Collection du laboratoire Sauvage

11043 C freundii Collection du laboratoire TEM 3

11045 C freundii Collection du laboratoire CTX M15

11049 K oxytoca Collection du laboratoire CTX M15

11050 E cloacae Collection du laboratoire Sauvage

11051 E cloacae Collection du laboratoire Cephalosporinase HN2

11052 E cloacae Collection du laboratoire Cephalosporinase

11053 E cloacae Collection du laboratoire NDM 1

11055 E cloacae Collection du laboratoire OXA 43

11056 S marscescens Collection du laboratoire Sauvage

11060 P mirabilis Collection du laboratoire Sauvage

11062 P mirabilis Collection du laboratoire TEM 21

11064 P mirabilis Collection du laboratoire ACC 1



Annexes

Contexte

- Résistance aux antibiotiques

- Besoin de molécules a fort pouvoir
antimicrobien

- Besoin de développer des stratégies de
lutte efficaces

- Produits naturels : sources de molécules
antimicrobiennes

- Le genre Eryngium utilisé en médecine
traditionnelle

- Especes tunisiennes peu connues en
majorité

- Evaluer la variabilit¢ chimique et
I’interrelation entre les especes

- Valorisation par mise en évidence de
I’activité biologique

7

Objectifs

N\

- sélectionner un extrait a fort pouvoir
antimicrobien

- identifier et tester les molécules
actives

- Meéthodologie de criblage de la
photoactivitt ~comme alternative
contre la résistance microbienne

p
- Analyse de la composition des
extraits actifs de tous les Eryngium

- Approche chimitotaxonomique

- Corr¢lation entre la composition
chimique (CPG/MS) et [Dactivité
biologique (antimicrobienne,
cytotoxique, photoxique)
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ANNEXE 2. RESUME GRAPHIQUE DE LA THESE

7~

Résultats

/

Toutes les plantes étudiées sont dotées d’un pouvoir
antimicrobien considérable

Activité phototoxique intéressante sur les bactéries Gram
négatives des extraits d’E. dichotomum, E. ilicifolium, et E.
triquetrum

Activité cytotoxique évaluée surtout pour les racines d’E.
triquetrum

Polyacétylenes, ayant un fort pouvoir antimicrobien, isolés
Composition chimique étudiée : extraits principalement
riches en sesquiterpénoides

Statistique descriptive ACP et CHA : subdivision des
espéces en 5 groupes et détermination des composés
caractéristiques de chaque groupe

Activité antimicrobienne intéressante pour les extraits et
les produits purifiés : intérét de définir le mécanisme
d’action

Variabilité chimique et interrelation étudiées : doivent étre
complétées par une étude génétique
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