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Introduction générale

Connu pour sa biodiversité, 1’ Algérie dispose d’une flore particuliérement riche et variée. On
compte environ 3000 especes de plantes dont 15% d’endémiques et appartenant a plusieurs familles
botaniques. Ce potentiel floristique constitué de plantes médicinales et condimentaires et méme
parfois toxiques, est peu exploré du point de vue chimique et pharmacologique. A cet effet, il
constitue a notre avis, une source non négligeable de recherche de substances naturelles [1].

La médication par les plantes appelée phytothérapie, était d'usage courant dans les plus
anciennes civilisations qui s'intéressaient aux vertus curatives de certains veégétaux. On peut dire qu'il
s'agit d'une des premiéres manifestations de I'effort immémorial de I'nomme pour comprendre et

utiliser la nature [2].

Les substances naturelles dont les plantes constituent la source principale, représentant pres de
60% des medicaments dont nous disposons. Les 40% restants ou médicaments de synthese sont
souvent nés de la modification chimique de molécules ou de parties de molécules naturelles prises
comme ‘tétes de séries’. Depuis toujours, les plantes ont constitué la source majeure de médicaments

grace a leur richesse en métabolites secondaires [3].

Les substances naturelles d’origine végétale sont trés recherchées en raison de leurs activités
biologigques nombreuses : antivirales, antibactériennes, antifongiques, insecticides, antipaludiques,
antioxydantes et anticancéreuses. De nos jours, un grand nombre de plantes aromatiques et
médicinales possede des propriétés biologiques trés importantes qui trouvent de nombreuses
applications dans divers domaines a savoir en médecine, pharmacie, cosmétologie et en agriculture.
Ce regain d’intérét vient d’une part du fait que les plantes médicinales représentent une source
inépuisable de substances bioactives, et d’autre part a cause des effets secondaires induits par les
médicaments qui inquietent les utilisateurs qui se retournent vers des soins moins agressifs pour

I’organisme [4].

Aujourd’hui, I’importance pharmacologique des métabolites végétaux augmente en raison des
découvertes continues sur leur role et leur potentiel dans les soins de santé, de I’apparition de
résistance a certaines classes d’agents anti-infectieux et du probléme de sous-développement d’une
grande partie de la population mondiale. L’utilisation historique des plantes en raison de leurs
propriétés thérapeutiques avec les avancées techniques et scientifiques, ont mené a I’isolation de

principes actifs.

Les plantes produisent naturellement des substances actives parmi lesquelles les huiles
essentielles. De nos jours, 1'utilisation des huiles essentielles est de plus en plus répandue que ce soit

dans les pharmacies, ou dans divers commerces. Il existe a ’heure actuelle un intérét croissant du

V|



public pour les produits a base de plantes et un retour aux meédecines naturelles. Les articles
concernant le bien-étre et la santé par les plantes et les huiles essentielles fleurissent. L’aromathérapie
ou I’utilisation des huiles essentielles a des fins thérapeutiques est en expansion. Elle permet aussi

I’harmonisation de la santé physique et mentale [5].

Les huiles essentielles sont principalement utilisées en raison de leurs propriétés médicinales,
et de leurs propriétés odorantes d’une autre part, Les huiles essentielles sont employées dans le secteur
de la cosmétique, notamment pour la fabrication des parfums, dans les compositions parfumantes ;des

détergents et des produits de parfumerie fonctionnelle mais aussi dans le domaine alimentaire [6].

Le présent travail rentre dans le cadre général de la valorisation des plantes de I’ouest algérien
pour la recherche de molécules bioactives nouvelles. La plante sur laquelle nous nous sommes

penchés appartient a la famille des Thymelaeaceae; il s’agit de Daphne gnidium L.

Le choix de cette plante malgré sa toxicité, est basé sur le fait qu’elle soit mal connue par
la population locale et peu étudiée ou aucun travail sur la composition chimique de I'huile

essentielle et de son hydrolat n’a été fait jusqu’a ce jour.

Dans ce contexte, nous nous sommes proposé d’étudier ce qui suit :

« Un criblage phytochimique qualitatifafin de mettre en évidence les différents groupes chimiques
présents dans I’espéce.

+» Un dosage quantitatif des polyphénols totaux, des flavonoides et des tannins.

+» L’extraction par hydrodistillation de I’huile essentielle de la partie aérienne et I’obtention de
I’extrait d’hydrolat par extraction liquide-liquide.

«» Extraction des acides gras et des insaponifiables.

+«»+ Obtention de la chlorophylle et son analyse par chromatographie sur couche mince.

¢ Etude de la composition chimique de 1’huile essentielle de D.gnidiumL.

«» Evaluation des activités antioxydantes de I’huile essentielle, de 1’extrait d’hydrolat ainsi que des

extraits aqueux et méthanolique par deux méthodes : DPPH et FRAP

Ce travail se subdivise en trois parties ;
La premiére partie est consacrée a une étude bibliographique,
Dans la deuxiéme partie, nous exposerons notre travail au laboratoire et les différents modes
opératoires,
Dans le troisiéme chapitre, nous présenterons et discuterons les résultats obtenus.

Enfin, une conclusion générale résumera I’essentiel du travail réalise.

-
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Chapitre I: Etude botanique

I.Présentation de la plante Daphne gnidium L. :
I.1.Présentation de la famille des Thymelaeaceae :

Les Thymelaeaceae sont une petite famille de dicotylédones, composée de 1200 espéces
réparties en 67 genres. Les membres de cette famille sont répandus dans les zones tempérées de la
planéte particulierement en Afrique et les zones tropicales, et sont absents seulement dans les régions
aux climats les plus froids [7].

I1. Généralités sur Daphne gnidium L.:
I1.1.Présentation de ’espéce Daphne gnidium L. :
» Autre noms communs: Garou, Daphné paniculé, Garouette, Saint bois, Thymélée de

Montpellier, Thymélée a feuilles de lin, Lin batard, Lin sauvage, Bois d'oreilles, Bois de

garou, Coquenaudier, Camélée noire, Trintanelle [8].

» Non scientifique : Daphne gnidium L.
» Non vernaculaire :

o Arabe: Lazzaz )Y

o Anglais: Daphné garou.

o Frangais: Thymeleou saint bois.

11.2.Classification systématique [9] :

Régne Plantes

Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement  Angiospermes

Classe Eudicotes

Sous-classe Rosidees (Eurosidées)
Ordre Malvales

Famille Thymeleacées

Tribu Daphneae

Genre Daphne

Espéce Daphne gnidium L. (1753)

11.3.Présentation et description botanique :

C'est un arbuste des sables atlantiques et des garrigues méditerranéennes et existe dans tout le
Tell de I’ Algérie. Elle est présente dans les foréts, et les broussailles, de 60 cm a 2 m de haut ou plus, a
rameaux minces trés feuillés [10]. Des feuilles persistantes ou caduques, lancéolées-linéaires, larges de
5 a 7mm au plus, cupsidées, trés denses. Les fleurs sont blanches caduques. Le fruit est une baie nue
ovoide de 5 a 8 mm, d’abord verte, redevenant rouge vive puis oranger a épicarpe brillant en murissant
avec une seule graine (monosperme). La Graine est ovoide & un seul embryon et & albumen triploide.

La floraison est longue et s’étale de mars a octobre et c’est pour cette raison que fleurs et fruits

coexistent. Il s’agit d’une plante entomogame [11].
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Photo 2. Feuille, Fruit (baie), Fleur de
D.gnidium L.

Photol.D.gnidium L. prise par Pep Ferrer;
11.4.Utilisations :

Cette espece est utilisée pour diminuer les inflammations et les douleurs abdominales.
Cependant, elle a la particularité d’irriter gravement la peau (rougeurs, irritations, ampoules...). Les
femmes I’utilisaient autrefois pour teindre leurs cheveux en noir. En effet, au Maroc, les feuilles
séchées et pulvérisées en mélange avec le henné sont préparées pour traiter les cheveux. La plante est
aussi indiquée pour le lissage des cheveux et contre les pellicules. L’huile de semences du Daphne
gnidium L. est purgative [11].

L'écorce des plantes du genre Daphne et plus particulierement du Daphne gnidium était
utilisée sous forme de pommade aux propriétés épispastiques. La poudre d'écorce est aussi utilisée par
voie orale dans le traitement de la syphilis et des maladies vénériennes. Par ailleurs, elle était utilisée
pour la fabrication du papier de la plus haute qualité, des taffetas...

En Phytothérapie, la plante est indiquée dans le traitement des leucémies, des tumeurs solides,
la sclérose en plaque, le sida ainsi contre la gale, les affections dartreuses pour le traitement de la
syphilis enfin pour tous les soins des affections de la peau, et contre les maux de dents (gargarisme).

Dans la pharmacopée traditionnelle, D. gnidium L. était utilisé pour ses propriétés
antiseptique, insecticide, dépurative, cicatrisante, sudorifique et abortive. Le Garou possede des
effets : cytotoxique, antioxydant et antimicrobien [12].

11.5. Travaux antérieurs sur Daphne gnidium L. :

Afin d'augmenter les chances d'isoler de nouveaux produits naturels issus des plantes, nous
nous sommes intéressés a une espéce qui a été moyennement étudiée jusque-la ; il s’agit de Daphne
gnidium L. Cependant, I’investigation de cette plante sous un autre angle : organe ou extrait différent,
nouvelle technique analytique, activité biologique différente, etc. nécessite une recherche de littérature
approfondie.

D. gnidium L. appartient aux Thymelaeaceae ; une famille relativement méconnue (difficultés
dans la classification botanique) possédant par contre des utilisations traditionnelles trés nombreuses

en dépit de la toxicité de certaines especes.
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Par rapport aux travaux et aux publications consacrés aux Asteraceae et aux Fabaceae par
exemple, la famille des Thymelaeaceae reste trés peu étudiée.

Dans ce qui suit, nous allons donner un apercu sur les métabolites secondaires produits par les
Thymelaeaceae en général et par D. gnidium L. en particulier, ainsi que leurs activités biologiques.

Une attention particuliere est mise sur la classe de composés la plus caractéristique des
Thymelaeceae : les diterpénes. En effet, ils sont responsables de la toxicité de ces plantes qui restent
quand méme utilisées en médecine traditionnelle. Bien que ces diterpénes soient d’une grande

variabilité structurale, ils dérivent tous des squelettes de base tigliane et daphnane [13].

Figure 1.Structure de Tigliane  Figure 2.Structure de Daphnane

Par ailleurs, les Thymelaeceae contiennent une autre classe intéressante de meétabolites
secondaires : les coumarines. Isolées initialement des différentes especes de Daphne, nous y trouvons

la daphnétine et ses dérivés comme la daphnine.

X1 .
Coumarines :
R2 O .
Daphnétine B,=R,=0H
— Daphnine R1=dH; R,=0-glu

Figure 3.Structure de coumarines Daphnétine et Daphnine

D’autre part, quoi que les coumarines soient largement répandues dans les plantes, une petite
quantité de bicoumarines ont été répertoriées a ce jour, chez les Thymelaeaceae ou la premiere
bicoumarine isolée de cette famille était la daphnorétine [14].

Une autre caractéristigue des Thymelaeaceae est la diversité de leur métabolisme
flavonoidique. Nous y rencontrons des flavones, des flavonols, des flavanones, des C-glycosyl
flavones, ainsi que des biflavonoides [15].

La littérature rapporte que diverses espéces de Daphne contiennent plusieurs types de
métabolites secondaires tels que les coumarines, les flavonoides, les lignanes, les diterpénes et les
triterpénoides. En paralléle, de nombreuses activités biologiques ont également été documentées : les
activités anti-inflammatoires, antioxydantes, cytotoxiques, anti tumorales et antimicrobiennes.

En effet, I’investigation phytochimique des tiges de D. gnidium a permis d’isoler quatre
coumarines (daphnétine, daphnine, acétylumbelliférone et daphnorétine) et sept flavonoides (lutéoline,
orientine, isoorientine, apigénine-7-O-glucoside, genkwanine, 5-O-B-D-primeverosylgenkwanine et

2,5,7,4 -tétrahydroxyisoflavanol) dont les structures ont été déterminées par comparaison de leurs
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propriétés physiques (UV, IR, SM, RMN'H et *C); des composés reconnus pour leurs effets
antimicrobiens [16].

HO,
HC t]

Figure 4. Structure de Yuankanin

Par ailleurs, un screening phytochimique de I’extrait a I’acétate d’éthyle des feuilles de D.
gnidium a été réalisé afin de mettre en évidence les tannins, les flavonoides et les coumarines ou une
quantification des contenus en polyphénols totaux, flavonoides et tannins a été effectuée en utilisant
respectivement les réactifs spécifiques Folin-Ciocalteau, AICI; et Folin-Denis [17].

Les Thymelaeaceae en général, ne constituent pas une famille de plantes a huiles essentielles,
mais de nombreux genres comme la Daphne produisent des fleurs odorantes qui pourraient étre riches
en résine et en huile essentielle. Cependant, aucun travail sur I’huile essentielle ni sur 1’hydrolat de D.
gnidium n’a été rapporté jusqu’a ce jour.

Quant aux autres travaux répertoriés sur D. gnidium, de nombreux criblages a large échelle ont
¢été réalisés, a la recherche d’activités biologiques des plus diverses. En effet, beaucoup d’extraits bruts
ont été soumis aux tests biologiques et biochimiques, afin d’évaluer leur potentiel bioactif.

Les groupes phytochimiques précédemment cités sont constitués de composés antimicrobiens
dont leur présence dans les extraits végétaux ne pourrait donc que justifier I'activité observée. En effet,
dans les années 1996 et 1997, Lauk et al. Ont évalué I’extrait méthanolique des feuilles et de I’écorce
de D. gnidium pour ses activités antibactérienne et antimycotique [18,19].Une année aprés, Il a été
prouvé que I'extrait d'écorce de cette plante provoque des Iésions cutanées photochimiques [20].

Cependant, certains composés comme la daphnorétine et 1’apigénine se trouvant dans les
feuilles ont montré une activité anti tumorale intéressante [21], une investigation sur la méme activité
a été poursuivie en 2014 ou Chaabane et al. [22] ont étudié la capacité inhibitrice des extraits de
chloroforme, de méthanol et de butanol de D. gnidium sur la prolifération de deux types de cellules
cancéreuses de la peau chez des souris.

Dans une autre étude, les effets de I'extrait a I’acétate d'éthyle des feuilles de D. gnidium sur la
fonction cellulaire immunitaire des souris ont été évalués in vitro sur des souris. Les résultats obtenus
ont montré que cet extrait agit comme anti-inflammatoire en inhibant les activités des macrophages et
des lymphocytes chez ces souris [17].

En fin, La présente étude a démontré que certains extraits des feuilles de D. gnidium possédent
de puissantes activités antioxydantes et anti génotoxiques, qui pourraient étre attribuées aux composés

tels que les flavonoides et les polyphénols [23].
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I11. Métabolites chimiques :

Les plantes possédent des métabolites dits « secondaires » par opposition aux métabolites
primaires qui sont les lipides, les protéines et les glucides. Ces composés interviennent dans les
relations qu'entretient la plante avec les organismes vivants qui I'entourent tels que les parasites
pathogenes et prédateurs, mais aussi les pollinisateurs et disséminateurs.

Les métabolites secondaires peuvent étre classés en plusieurs grands groupes : parmi ceux ci,
les composés phénoliques, les terpénes et stéroides et les composés azotés dont les alcaloides.
Chacune de ces classes renferme une tres grande diversité de composés qui possédent une tres large
gamme d'activités en biologie humaine.

I11.1.Dosage des composés phénoliques:

I11.1.1.Les polyphénols:

Dans diverses especes végétales. Plus de 8 000 composés polyphénoliques ont été identifiés
tous les composés phénoliques végétaux proviennent d'un intermédiaire commun, la phénylalanine, ou
un précurseur proche, l'acide shikimique [24]. Les polyphénols sont présents dans toutes les parties
des végétaux supérieurs : racines, tiges, feuilles, fleurs, fruits [25].

La teneur des phénols peut étre déterminée par spectrophotométrie selon la méthode de Folin
Ciocalteu [26].Le réactif de couleur jaune est constitué d’acide phosphotungstique et d’acide
phosphomolybdique qui est réduit, lors de 1’oxydation des phénols en mélange d’oxydes bleus de
tungsténe et de molybdéne. L’intensité de cette coloration est directement proportionnelle aux taux des

composes phénoliques oxydeés [27].

OH O
HO
HO OH
Figure 5.Structure de I’hydroguinone Figure 6.Structure d’acide parahydroxybenzoique

I11.1.2.Les tanins :

Les tanins sont des polyphénols que I'on trouve dans de nombreux végétaux tels que les fruits
et les écorces d'arbre Leur structure complexe est formée d'unités répétitives monomériques qui
varient par leur degré d’oxydation et leurs centres asymétriques [28].

Ces tanins sont des donneurs de protons aux radicaux libres lipidiques produits au cours de la
peroxydation. Des radicaux tanniques plus stables sont alors formés, ce qui a pour conséquence de
stopper la réaction en chaine de I’auto oxydation des lipides [29].1ls peuvent exister dans divers
organes: I'écorce, les feuilles, les fruits, les racines et les graines [30].

I11.1.3.Les flavonoides :

Les flavonoides constituent le groupe le plus étudié de polyphénols. Ce groupe a une structure

basique commune consistant en deux cycles aromatiques liés ensemble par trois atomes de carbone

qui forment un hétérocycle oxygéné [25].
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La détermination des flavonoides peut étre effectuée avec le réactif de trichlorure d'aluminium
AICIl; et la soude NaOH [31].Le trichlorure d’aluminium forme un complexe jaune avec les
flavonoides et la soude forme un complexe de couleur rose qui absorbe dans le visible a 510nm.

~

M

=

I

Figure 7.Structure générale des flavonoides
I11.2.Généralités sur les huiles essentielles:
111.2.1.Définition :

Une huile essentielle est un extrait liquide, concentré et complexe, obtenu par distillation par
entrainement a la vapeur d’eau d’une plante aromatique. Selon les normes internationales, les huiles
essentielles doivent étre liquides a température ambiante, de consistance huileuse mais non grasse, leur
densité est souvent inférieure a celle de 1’eau, volatiles, insolubles dans 1’eau, et solubles dans les
huiles végétales, dans I’éther et dans 1’alcool jusqu'a un certain pourcentage, et de polarité moyenne.

Les huiles essentielles sont principalement utilisées pour leurs propriétés meédicinales, et
odorantes. Elles sont employées dans le secteur du cosmétique, notamment pour la fabrication des
parfums, des détergents mais aussi dans le domaine alimentaire.
111.2.2.Composition des huiles essentielles :

La composition chimique des HE est complexe et peut varier selon la nature du sol, 1’organe,
le mode d’extraction, les facteurs climatiques et les pratiques culturales. Les huiles essentielles sont un

mélange de constituants qui appartiennent a trois catégories de composés.

v Leste rpénoides :

Dans le cas des huiles essentielles, seuls les terpénes les plus volatils, c'est a dire, ceux dont la
masse moléculaire n'est pas élevée sont observés, de formule générale (CsHs),, Suivant les valeurs de
n, on a les hémiterpénes (n =1), les monoterpénes (n=2), les sesquiterpénes (n=3), les triterpénes(n=6),
les tétraterpénes (n=8) et les polyterpenes.

v' Les composés aromatiques :

Les composés aromatiques sont moins fréquents dans les huiles essentielles. Trés souvent, il
s'agit d'allyle et de propénylphénol. Ces composés aromatiques constituent un ensemble important car
ils sont généralement responsables des caractéres organoleptiques des huiles essentielles [32].

v Les composeés d'origines diverses :

Les huiles essentielles peuvent renfermer divers composés aliphatiques, généralement de
faible masse moléculaire, entrainables lors de I’hydro distillation. Ces produits peuvent étre azoté ou
soufrés [32].

-
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111.3.Les hydrolats :

Les hydrolats ou les eaux aromatiques appelées aussi eaux florales sont issus de la distillation
d’une plante ou d’une fleur a la vapeur d’eau en vue d’obtenir une huile essentielle.

Les hydrolats sont aujourd’hui de plus en plus présents sur le marché des produits naturels.
Les praticiens en aromathérapie les utilisent souvent en compléments d’une thérapie par les huiles
essentielles. Certains hydrolats sont utilisés depuis des siécles dans des préparations cosmétiques,
thérapeutiques et culinaires.

I11.4.Principales méthodes d’extraction des huiles essentielles :
111.4.1.L"hydrodistillation:

Elle consiste a immerger la biomasse végétale dans un alambic rempli d'eau, que I'on porte
ensuite a I'ébullition. La vapeur d'eau et I'essence libérée par le matériel végétal forment un mélange
non miscible. Les composants d'un tel mélange se comportent comme si chacun était tout seul a la
température du mélange, c'est a dire que la pression partielle de la vapeur d'un composant est égale a
la pression de vapeur du corps pur.

Cette méthode est simple dans son principe et ne nécessite pas un appareillage colteux.
Cependant, a cause de I'eau, de la température du milieu, de I'acidité, il peut se produire des réactions
d'hydrolyse, de réarrangement, de racémisation, d'oxydation, d'isomérisation, etc. qui peuvent tres
sensiblement conduire a une dénaturation [24].
111.4.2.L.°entrainement a la vapeur d’eau :

Les méthodes d’extraction par I’entrainement a la vapeur d’eau sont basées sur le fait que la
plupart des composés volatils contenus dans les végétaux sont entrainables par la vapeur d’eau, du fait
de leur point d’ébullition relativement bas et de leur caractére hydrophobe [25].11 existe d’autres
méthodes d’extraction :

a) Techniques conventionnelles telles que :

= L'hydrodiffusion

= Ladistillation & vapeur saturée

= L'expression a froid

= Extraction au moyen de solvant (I’enfleurage a froid et a chaud)
b) Techniques innovantes tel que :

e Extraction par des solvants supercritique

e Extraction par Détente éclair (flash détente)

e Détente instantée contrblée (DIC)

e Extraction par ultrasons

e Extraction assistée par micro-ondes.
I11.5.Acide gras :

Un acide gras est un acide carboxylique a chaine aliphatique longue. lls sont présents dans

les graisses animales et les graisses végétales, les huiles végétales ou les cires, sous forme d’esters,



https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_carboxylique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Compos%C3%A9_aliphatique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Graisse_animale
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Les acides gras naturels possedent une chaine carbonée de 4 a 36 atomes de carbone.
I11.6.Insaponifiables :

Les insaponifiables sont les éléments résiduels qui sont insolubles dans I'eau mais solubles
dans les solvants organiques apreés saponification.

Ce sont des polyphénols, des phytostérols, des minéraux, des vitamines (A, D, E et K),
des enzymes et des esters résineux.

C’est dans la partie insaponifiable que se trouve une grande partie des principes actifs qui
conférent aux huiles d’excellentes propriétés.
111.7.Chlorophylle:
111.7.1.Définition :

La chlorophylle, est un pigment végétal, responsable de la coloration verte des plantes. Ce
pigment que I’on retrouve dans les cellules des végétaux est utilisé avec d'autres pigments par les
plantes pour effectuer la photosynthese.

Il existe plusieurs pigments photosynthétiques (chlorophylle a, b, ¢, caroténe, phycocyanine ,
xanthophylle) mais le pigment le plus commun est la chlorophylle a qu’on retrouve dans toutes les
plantes, les algues et les cyanobactéries
111.7.2.Differents types de chlorophylle :

Il existe plusieurs sortes de chlorophylles qui différent par leur structure moléculaire et leur
mode d'absorption des ondes lumineuses [33].

La formule chimique de chacune des 6 chlorophylles est :
e Chlorophylle a : CssH7,05N4Mg

Chlorophylle b : CssH700sNsMg

Chlorophylle ¢l : C3sH3005N,Mg

Chlorophylle ¢2 : CssH250sN4Mg

Chlorophylle d : CssH700sNsMg

Chlorophylle f: CssH7qOsN4Mg [34]

111.7.3.Couleur et structure :
Toutes ces molécules contiennent des liaisons doubles conjuguées qui sont essentielles pour

I’absorption et le transport de 1’énergie lumineuse.

Figure 8.Structure de la chlorophylle A Figure 9.Structure de la chlorophylle B
(vert-bleu) (vert-jaune)

.
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Figure 10.Structure de Phéophytine Figure 11.Structure de la B-Caroténe
(vert-olive) (jaune-orangé)
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Figure 12.Structure de I’a-Carotene (orange) Figure 13.Structure de Lutéine (jaune)
Xanthophylles (jaune) :
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Figure 14.Structure de Viola xanthine (jaune) Figure 15.Structure de Néo xanthine (jaune)

I11.8.Activité antioxydante :
Il existe plusieurs méthodes pour évaluer la capacité antioxydante. Elles sont largement

décrites dans la littérature. Parmi lesquelles nous citons :
I11.8.1.Test de réduction du radical stable, le DPPH :
111.8.1.1.Principe de la méthode:

La stabilité du radical libre 2.2 Diphenyl 1 picrylhydrazyl) (DPPH) résulte de la délocalisation
importante de I’électron célibataire sur la totalité de la molécule. Cette délocalisation est a I’origine de
la coloration violette foncée caractérisée par une bande d’absorption entre 515-517nm.

Quand une solution de DPPH est mélangée avec celle pouvant céder un atome d’hydrogéne,
une diminution de la coloration violette caractéristique de ’apparition de la forme réduite du DPPH

est produite. Il persiste une légére coloration jaune due au groupement picryl résiduel [35].

&
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Figurel6.Réaction du test DPPH [36]

111.8.2.Test FRAP (Ferric Reducing Ability Power):

Cette technique consiste a réduire le complexe ferrique de 2, 4, 6-tripyridyl-s-triazine
[(Fe(1I)-TPTZ)] de couleur jaune en complexe ferreux [(Fe(ll)-TPTZ)] de couleur bleu a pH=3.6.
L'absorbance est enregistrée a 595 nm aprés 30 min d’incubation a 37 °© C [37].
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2 S T,

Fe''-TPTZ + reducing antioxidant —— 4  Fe*-TPTZ (intense blue at 595 nm)

Figurel7. Schéma de la réaction de test FRAP [38]
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Les méthodes les plus appliquées pour I’analyse des huiles essentielles sont des méthodes

chromatographiques qui permettent 1’identification et la séparation des constituants.

. Chromatographie en Phase Gazeuse CPG :

C’est une technique de séparation d’un mélange de molécules volatiles, appelées ici
« analytes ». Elle repose sur 1’équilibre de partage des analytes entre une phase stationnaire et une

phase mobile gazeuse.

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est souvent combinée avec une technique
d’identification spectrale, généralement la Spectrométric de Masse (SM) ou la Spectrométrie

Infrarouge par Transformée de Fourier.
1. Chromatographie sur couche mince (CCM) :

C’est une technique de chromatographie planaire dont la phase mobile est liquide. Elle est

couramment utilisée pour séparer des composants dans un but d'analyse ou de purification.
» Rapport frontal :

On appelle rapport frontal R¢ d'une espece chimique, le rapport entre la distance x parcourue

par I'espece et la distance y parcourue par I'éluant pendant le méme temps.

Rt dépend de la nature du produit, de I'éluant et de la phase fixe.

R.= distance parcourue par la substance __ x
= ==

distance parcourue par l'¢luant y

0
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I. Matériel végetal:
1.1. Origine géographique et période de récolte de la plante :

Pour la réalisation des objectifs de notre travail, la plante récoltée au mois de février 2018 dans
la région de Beni-snous (Tlemcen), nous a été fournie par un herboriste.
1.2. Identification botanique :

L’identification botanique de notre plante a été faite par des botanistes du laboratoire
d’écologie et gestion des écosystémes de 1'université de Tlemcen.
1.3. Préparation du matériel végétal :

Le matériel végétal est nettoyé (débarrassé des débris) puis étalé sur du carton étendu par terre
ensuite laissé sécher a ’ombre, a I’abri de la lumiére, la poussiére et dans un endroit bien aéré. Le
matériel végétal est disposé par fines couches et remué de temps a autre. Aprés séchage, Les
différentes parties de la plante sont conditionnées dans des sachets en papier pour des utilisations

ultérieures.

Photo 3. Matériel végétal

I1. Etude phytochimique:
I1.1.Préparation des extraits bruts (aqueux et alcoolique):
1) Préparation des extraits éthanolique et méthanolique :

L’épuisement de la matiére végétale a été réalisé a chaud par un montage de type Soxhlet, ou
25g de la maticre végétale est placée dans une cartouche poreuse a I’intérieur du siphon, et cela, en
présence de 200 mL de solvant (éthanol ou méthanol). Le mélange est filtré et I’extrait obtenu est

concentré a I’évaporateur rotatif puis conservé dans un flacon stérile [39]

Photo 4. Montage de soxhlet. Photo 5.Evaporateur Rotatif.
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2) Préparation de I’extrait aqueux :

L’extrait aqueux de Daphne gnidium L. est obtenu a partir de 25 g de la poudre de plante que
nous chauffons sous reflux dans 200 mL de I’eau distillée pendant 9h. Ensuite et aprés décantation, la
solution est filtrée sur du papier filtre. Le filtrat est centrifugé pendant 10 minutes a 3900 tours par
minute. Le surnageant a été filtré pour éliminer d’éventuels résidus. Le filtrat est transvasé dans des
boites de pétri puis mis dans I’étuve a 40°C jusqu’a I’obtention d’un extrait qui sera conservé dans le

dessiccateur jusqu’a utilisation ultérieure [40]

Photo 6. Boite de pétri Photo 7.Dessicateur Photo 8.Centrifugeuse
11.2. Calcul du rendement :
Le rendement en extrait brut est défini comme étant le rapport entre la masse de I’extrait sec
obtenu et la masse du matériel végétal traité. Ce rendement est calculé par la formule:
| R(%)= (M/M) x 100 |

R : Rendement en %,

M : Masse en gramme de 1’extrait sec résultant,

Mo : Masse en grammes du matériel végétal obtenu aprés dégraissage
11.3. Tests phytochimiques :

Les tests phytochimigques sont un ensemble des techniques et méthodes de préparation et
danalyse des substances organiques naturelles de la plante. Le but final de I'étude des plantes
médicinales est d'isoler un ou plusieurs constituants responsables de l'activité particuliére de la plante,
ces techniques sont basées sur des réactions de coloration et/ou de précipitation en vue de mettre en
évidence les grands groupes chimiques.

11.3.1. Epuisement du matériel végétal avec de I’eau a chaud :
L’extrait aqueux est soumis aux différents tests cités ci-dessous :

1. Amidon:

Le test effectué consiste a traiter 5 mL de I’extrait aqueux avec le réactif d’amidon. Un test positif
est révélé par ’apparition d’une coloration bleue violacée.

2. Composés réducteurs:

Le teste consiste a ajouter 2mL de la solution agueuse 5 a 8 gouttes de liqueur de Fehling, chauffer
ensuite la solution résultante. Un précipite rouge brique marque la présence des hydrates de carbones.

3. Saponosides:
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Les saponosides sont caractérisés par un indice de mousse. Leur détection est réalisée en ajoutant
un peu d’eau a 2 mL de I’extrait aqueux, apres 1’agitation, le mélange est abandonné pendant 20 min et
la teneur en saponosides est évaluée:

Pas de mousse = test négatif (-) ;

Mousse moins de 1cm = test faiblement positif (+) ;
Mousse de 1-2cm = test positif (++) ;

Mousse plus de 2cm = test trés positif (+++)[42]

4. Les tanins:

La présence des tanins est mise en évidence en ajoutant, a ImL de I’extrait aqueux, 1mL d’eau
et 1 a 2 gouttes de solution de FeCls. L’apparition d’une coloration verte foncée ou bleue verte indique
la présence des tanins.

11.3.2. Epuisement du matériel végétal avec de I’éthanol :
L’extrait éthanolique est soumis aux tests cités ci-dessous :

1. Alcaloides sels :

On évapore 20 mL de la solution éthanolique a sec. On ajoute 5mL de HCI 2N au résidu et on
chauffe dans un bain-marie. On filtre le mélange, puis on divise le filtrat en deux parties égales. En fin,
on traite la premiere avec quelques gouttes du réactif de Mayer et la seconde avec le réactif de
Wagner.

Observation : présence de turbidité ou précipitation

(+) Est enregistré si le réactif produit une l1égére opacité

(++) Est enregistré si le réactif produit une turbidité et non une floculation
(+++) Est enregistré si le réactif produit une floculation ou un précipité lourd

2. Flavonoides :

On traite 5 mL d’extrait alcoolique avec quelques gouttes de HCI concentré et 0.5g de tournures
de magnésium. La présence des flavonoides est mise en évidence si une couleur rose ou rouge se
développe en I’espace de 3min [41]

3. Tanins:

A 1 mL de solution alcoolique, on ajoute 2mL d’eau et 2 a 3 gouttes de solution de FeCl; diluée.
Un test positif est révélé par ’apparition d’une coloration bleue-noire (tanins cathéchiques), bleu-verte
(tanins galliques) [42]

4. Composés réducteurs :

On traite 1mLde I’extrait éthanolique avec 2 mL d’eau distillée et 20 gouttes de la liqueur de
Fehling puis on chauffe. Un test positif est révélé par la formation d’un précipité rouge-brique [42]

5. Coumarines :

On évapore SmL de la solution extractive éthérique. On dissout le résidu dans 1 a 2mL d’eau

chaude. On divise le volume en deux parties puis on Prend la moitié du volume comme témoin et on

0
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ajoute a ’autre moitié 0.5mL de NH,OH (10%). En fin on met deux taches sur un papier filtre et on
les examine sous la lumiéere U.V., une fluorescence intense indique la présence des coumarines [42].

6. Sterols et stéroides:

On évapore 10mL d’extrait alcoolique puis le résidu obtenu est traité avec 10mL de chloroforme
anhydre. Aprés filtration, on mélange SmL de la solution chloroformique avec SmL d’anhydre
acétique puis on ajoute quelques gouttes d’acide sulfurique concentré. On agite et on laisse reposer.
Un test positif est révélé par 1’apparition d’une coloration violacée fugace virant au vert (maximum
d’intensité) en 30 min a 21C°.

I11. Dosage phytochimique des extraits:
111.1. Dosages des polyphénols totaux : [43]

L’estimation de la teneur en composés phénoliques extractibles totaux a été effectuée par
spectrophotométrie UV-Visible selon la méthode au réactif de Folin Ciocalteu.

» Mode opeératoire :

Dans un tube a essai, on introduit 0.2 mL de I’extrait aqueux, 0.8 mL de la solution de Na,CO3 a
7.5 % et on agite. 1 mL de la solution de Folin Ciocalteu (10 mL du réactif Folin Ciocalteu + 90 mL
d’eau distillée) y est additionné. L'ensemble est incubé a une température ambiante pendant deux
heures. La lecture est effectuée contre un blanc sans extrait a 760 nm.

» Préparation de la courbe d’étalonnage de ’acide gallique :

Une gamme étalon a été établie de 0.01 a 0.2 mg/mL, avec I’acide gallique pour calculer la

concentration des composés phénoliques dans chaque extrait. Les résultats sont exprimés en

équivalent-mg d’acide gallique /g d’extrait.(Annexe 1)

VxD
Ps

T=Cx

T : teneur en phénols totaux
C : concentration des polyphénols en équivalent d’acide gallique déduit de la courbe
V : Volume de |’extrait
D : facteur de dilution
Ps : poids de la matiére séche
I11.2. Dosages des flavonoides : [44]
» Mode opératoire :
Dans un tube & essais, on introduit 1 mL de 1’extrait méthanolique. 1 mL de la solution d’AICl3
(2% dans le méthanol) est ajouté. Le mélange est vigoureusement agité. Apreés 10 min d’incubation,
I’absorbance est lue a 430 nm.
> Préparation de la courbe d’étalonnage de la quercétine :

Une courbe d'étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions opératoires en

0
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utilisant de la quercétine comme contrdle positif. Une gamme de 10 concentrations de quercétine
allant de 40 a 2.5 pg/mL a été préparée a partir d’une solution mére a 400 pug/mL. La teneur en
flavonoides est exprimée en (ug Eq/ g d’extrait) (Annexe 2)

111.3.Dosage des tanins : [45]

Les tanins condensés sont déterminés par la méthode a la vanilline en milieu acide. Cette
méthode est basée sur la capacité de la vanilline a réagir avec les unités des tanins condensés en
présence d’acide pour produire un complexe coloré mesuré a 500 nm.

» Mode opératoire :

Dans un erlenmeyer, on introduit 5 mL du réactif d’analyse qui contient : 2.5 mL de la
solution de vanilline a 1% mélangée a 2,5 mL de la solution de HCI a 8% (8 mL de HCI complétés a
100 mL avec du méthanol). On ajoute 1 mL de I’échantillon (préparé dans le méthanol) et on agite le
mélange pendant une minute. On additionne 5SmL de la solution de HCl a 4%. L’erlenmeyer est
ensuite introduit au bain marie a 30°C et laissé pendant 20 min La lecture des absorbances est faite a
500 nm.

» Préparation de la courbe d’étalonnage de la catéchine :

Une courbe d’étalonnage est réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires en
utilisant la catéchine comme contréle positif. Une gamme de concentrations de la catéchine allant de
0.3a0.06 mg/mL a été préparée a partir d’une solution meére a 4.4 mg/m.(Annexe 3)

IV. Huiles essentielles :
IV.1. Procédé d’extraction : [40]

L'hydrodistillation proprement dite, est la méthode normée pour I'extraction d'une huile
essentielle [46]. C’est une technique qui permet d’extraire des huiles essentielles a partir de la plante
fraiche ou seche. L'hydrodistillation du matériel végétal est accomplie a I’aide d’un dispositif
expérimental constitué d’un chauffe-ballon muni d'un thermostat et surmonté d’un essencier de type
Clevenger.

Les vapeurs hétérogenes entrainées par chauffage sont condensées dans un réfrigérent et
I’huile essentielle obtenue se sépare de I’hydrolat par une simple différence de densité. La durée d'une
hydrodistillation peut considérablement varier, pouvant atteindre plusieurs heures selon le matériel

utilisé et la matiére végétale a traiter.

Photo 9.Montage de I’hydrodistillation
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Dans un ballon de six litres, une quantité de la partie aérienne de Daphne gnidium L est mise
en contact direct avec quatre litres d’eau. Le chauffage est mis en marche en opérant une ¢bullition
douce. Le réfrigérant est mis en fonction en réglant le débit d'eau. La vapeur condensée obtenue
conduit a une phase organique (huile essentielle) qui est séparée de 1’eau aromatique par décantation.
La récupération de cette huile est effectuée du haut de 1’essencier, a I’aide d’une pipette pasteur en
introduisant de I’éther diéthylique surtout quand le rendement est faible.

Afin d'éliminer le peu d'eau susceptible d'avoir été retenue dans la phase organique, on fait
agir un déshydratant (sulfate de magnésium anhydre) ; c'est I'opération de séchage. On filtre ensuite
pour ne recueillir que la phase organique exempte d'eau. L’huile essentielle ainsi obtenue est mise
dans des piluliers en verre ambré et conservée au congélateur jusqu’a analyse.

IV.2. Caractérisation des huiles essentielles :

Une fois I’huile obtenue, 1’analyse permet d’identifier et de quantifier les produits qui la
composent. ’analyse de la partie volatile est réalisée par deux techniques chromatographiques (CPG
& CPG/SM).Les conditions opératoires se trouvent en (Annexe 5)

IV.3. Calcul du rendement :

Le rendement en huile essentielle est exprimé par la quantité d’huile (en mL) obtenue pour
100 g de matiere végétale frais.

Le rendement en huile essentielle est défini comme étant le rapport entre la masse de ’huile
essentielle obtenue et la masse du matériel végeétal a traiter seche. Le rendement R en huile essentielle

est calculé a l'aide de la formule suivante :
Rd%= (m;/mg) x100

Rd : rendement en huile essentielle,
mM; : masse en gramme d’huile essentielle,
mo : masse en gramme de la matiere végétale
1V.4.Procédé d’obtention de ’extrait d’hydrolat :
Pour chaque extraction, 500 mL d’hydrolat a été récupéré dans des bouteilles en verre ambré
et conservé a ’abri de la chaleur. Le volume total a été soumis a une extraction séquentielle liquide-

liquide par un solvant apolaire en utilisant une ampoule a décanter.

Photo10.Obtention de 1’hydrolat
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L’hydrolat a été traité par 3 fois 50 mL d’éther diéthylique. Le résidu ainsi récupéré a été mis

dans des flacons opaques préalablement pesés.
Le calcul de rendement est défini comme suit :

%HY = [V/V°] x 100
%HY : rendement en hydrolat,
V : volume d’hydrolat aprés traitement en millilitre,
V° : volume total de I’hydrolat en millilitre.
IV.5.Dégraissage du matériel végétal :

En utilisant un soxhlet, 25 g de la matiére végétale est extraite en présence de 200 mL
d’hexane tout en chauffant pendant 7h. Aprés évaporation du solvant, le résidu obtenu sous forme
d’un extrait huileux représente la matiére grasse. [47]

1. Extraction des insaponifiables:

1 g d'extrait hexanique est saponifié avec 50 mL de solution d'hydroxyde de potassium
méthanolique (2 mol/L), pendant 1 heure sous reflux. A la fin du reflux, le mélange est lavé avec 20
mL d’eau distillée. Les composants de I'insaponifiable sont ensuite extraits trois fois avec 3 x 20 mL
d'éther. Les extraits sont rassemblés et lavés trois fois avec 50 mL d'eau déminéralisée. Le solvant est
ensuite éliminé a 35 °C sous pression réduite avec un évaporateur rotatif, puis pesé [48].

2. Extraction des acides gras:

La solution savonneuse aqueuse obtenue précédemment est acidifiée avec du HCI 1 N, jusqu'a
précipitation des acides gras (pH 5-6). Les acides gras libérés sont extraits a I'éther (3x 20 mL) et
séchés sur MgSO, puis pesés. Les acides gras sont transformés en leurs dérivés esters méthyliques par
l'ajout d'une solution méthanolique de BF3 a 10% (1 mL de BF3 dans 10 mL d’éthanol). Par la suite,
les acides gras sont extraits trois fois avec 50 mL d'hexane a température ambiante. La couche
organique est évaporeée et séchée sur Na,SO4 [48].

3. Calcul du rendement :
Le rendement est le rapport de la quantité de 1’extrait recueillie aprés extraction sur la quantité

de la biomasse, exprimée en pourcentage.

Rdt (%) = (P: — P,)/ P; x 100

P1: poids du ballon aprés évaporation ;
P, : poids du ballon avant évaporation (vide);
Ps: poids de la matiére végétale de départ.

IV.6.0btention de la chlorophylle : [49,50]

Premiérement, nous commengons par hacher finement les feuilles a ’aide d’un robot ménager

« Mixeur ». Les feuilles ainsi coupées sont mises dans un mortier contenant une spatule de sable et

-
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10 mL d’acétone. A l'aide du pilon, nous broyons jusqu'a ce que le solvant prenne une couleur vert
foncé, éventuellement en tamponnant le milieu avec du CaCO3L’ajout de chlorure de calcium CaCl,
permet en outre de favoriser I’extraction en perméabilisant la membrane chloroplastique. Aprés
filtration, nous recueillons la solution acétonique de chlorophylles de couleur vert limpide.

Evaporons le solvant soit a I’évaporateur rotatif ou en chauffant modérément au bain-marie
jusqu’a obtenir une pate de couleur vert-foncé.

IV.6.1.Chromatographie sur couche mince :

Mode Opératoire :

a) Préparation de la cuve :

La cuve chromatographique doit étre bien fermée et préparée a l'avance pour que I'atmosphere
a D’intérieur soit saturée en vapeur d'éluant. Pour cela, sous la hotte, verser I’éluant dans un bécher sec
de 100 mL, sur une hauteur de ¥ cm. Recouvrir la cuve avec une boite a pétri : pour notre cas,
plusieurs €luants ont été testés.

e Eluant 1: Ether de pétrole/Acétone/Cyclohexane : 85/10/5%
e Eluant 2 : Ether de pétrole/Ethanol : 90/10%
e Eluant 3 : Ether diéthylique/Ether de Pétrole : 60/40%
e Eluant 4 : Ether diéthylique/Cyclohexane: 70/30%
b) Préparation de la plaque chromatographique :

Prendre une plaque d’aluminium recouverte de silice. Ne pas toucher avec les doigts.
Découper avec un cutter une plaque. Tracer au crayon sans appuyer une ligne (ligne de dép6t) a 1 cm
du bord inférieur de la plaque ensuite, marquer Iégérement au crayon sur cette ligne, I’emplacement du
dépot.

c) Dépot de I’échantillon :

A T’aide d’une pipette pasteur, ou d’un cure-dent, prélever une goutte d’extrait vert et une
goutte d’extrait de la béta caroténe (comme témoin) et la déposer a I’emplacement marqué. Ensuite,
laisser sécher avant d’effectuer un nouveau dépot.

d) Elution :

Lorsque les dépobts sont secs, introduire la plaque verticalement dans la cuve (la ligne de dépét
ne doit pas tremper dans 1’éluant) et refermer a I’aide de la boite & pétri. Au cours de ’élution,
I’éluant migre sur la plaque en imprégnant la silice. Apreés, retirer la plaque de la cuve avec des
pinces, lorsque le front du solvant est a 1 cm du bord supérieur de la plaque. Et enfin, repérer le front
du solvant au crayon et laisser 1’éluant s’évaporer sous la hotte.

e) Révélation (développement du chromatogramme):
Observer le chromatogramme et entourer au crayon, les différentes taches colorées qui

apparaissent. Lorsque les taches sont incolores, on les fait apparaitre sous une lampe UV ou a l'aide
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d'un révélateur chimique mais dans le cas des pigments, ils apparaissent sous forme de taches colorées,
visibles a I’ceil nu.
f) Analyse du chromatogramme :

Pour ce faire, nous calculons le rapport frontal R¢ de chacune des taches que nous comparons
avec celui du témoin utilisé.

IV.7.Etude du pouvoir antioxydant:
IV.7.1.Test de piégeage du radical libre DPPH:

Utilisé en tant que réactif, le DPPH (2,2-diphényle-2-picrylehydrazyle hydrate) offre
évidemment une méthode pratique et précise pour titrer les groupes oxydables d'origine naturelle ou
synthétique.

» Mode opératoire :

Une solution éthanolique de 0,025 g/L. de DPPH°® est mélangée avec différentes concentrations
des extraits en (ug/mL). On met 1mL de chaque dilution de ces extraits (aqueux, méthanolique ainsi
I’huile et hydrolat), dans un tube a essai, on ajoute 1mL de solution éthanolique de DPPH, ensuite on
laisse incuber 30 min a I’abri de la lumiére a température ambiante. Apres, on lit I’absorbance (517 a

518nm) contre un blanc qui contient de 1’éthanol pur.

Ces mémes opérations sont répétées, en remplagant les extraits par 1’acide ascorbique
(contr6le positif) et I’éthanol pur (controle négatif). Toutes les opérations sont réalisées en triplicata.

Les résultat sont été exprimés en pourcentage d’inhibition (1%).

1%= [(Abs contrdle — Abs test)/ Abs contréle] x 100
IV.7.1.1Calcul des ICsp:

La ICs (concentration inhibitrice a 50%) permet de calculer la concentration de 1’échantillon

testé nécessaire pour réduire 50 % des radicaux DPPH. Elle est calculée graphiquement par la
régression linéaire des graphes tracés donnant le pourcentage d’inhibition en fonction des différentes
concentrations. [51]

IV.7.2.Méthode de la réduction du fer (FRAP):

1 mL de I’échantillon a différentes concentrations est mélangé avec 2.5 mL d’une solution
tampon phosphate 0.2 M (pH 6.6) et 2.5 mL d’une solution de ferricyanure de potassium K;Fe(CN)g a
1%. Le tout est incubé a 50 °C pendant 20 min, puis refroidi a la température ambiante. 2.5 mL
d’acide trichloracétiquee a 10 % sont ajoutés pour stopper la réaction, puis les tubes sont centrifugés a
3000 rpm pendant 10 min. 2.5 mL du surnageant sont ajoutés a 2.5 mL d’eau distillée et 500 pl d’une
solution de chlorure du fer (FeCls, 6H,0) a 0.1 % sont ajoutés au mélange. La lecture des absorbances

se fait contre un blanc a 700 nm a I’aide d’un Spectrophotométre. [52]

-
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I. Obtention des extraits:

Chapitre 1V: Résultats et discussion.

Les résultats correspondant aux rendements de I’extrait aqueux de D.gnidium L. et de son extrait

méthanolique sont consignés dans le tableau 1 :

Tableau 1: Masse et rendement des extraits de Daphne gnidium L.

Materiel végétal Extrait Masse (g) Rendement (%)
259 Aqueux 4.59 18.36 %
méthanolique 10.69 42.76%

Il ressort du tableau que le rendement de 1’extrait méthanolique de la plante étudiée est tres

important et dépasse largement celui de 1’extrait aqueux.

I1. Criblage phytochimique :

Nous avons procédé aux tests phytochimiques afin de révéler les différents métabolites

secondaires présents dans cette plante. Les résultats du criblage phytochimique qualitatif réalisé sur

les extraits de la partie aérienne de D. gnidium L. sont reportés dans le Tableau 2. Au cours de ces

tests, deux solvants de polarités différentes (eau, éthanol) ont été utilisés. Les différentes méthodes

employées ont été exposées dans la partie expérimentale.

Tableau 2 : Criblage phytochimique de la partie aérienne de Daphne gnidium L.

Réactif Famille Extrait
Aqueux Ethanolique
Mayer Alcaloides / -
Wagner / -
Mg, HCI Flavonoides + +
Liqueur de Fehling Composés réducteurs + +
FeCl Tanins + +
NH,OH 10% Coumarines / -
Réactif d’amidon Amidon - /
Anhydride acétique+H,SO,4 Stéroides / -
Indice de mousse Saponosides + /
-: absence + : présence / : non testé

Le criblage phytochimique nous a permis de caractériser les principaux groupes chimiques qui

pourraient étre responsables des propriétés des extraits aqueux et éthanolique de 1’espéce D. gnidium

L..

Les groupes chimiques mis en évidence sont les flavonoides, les composés réducteurs, les tanins,

et les saponosides (Tableau 2). Par ailleurs, les alcaloides, les coumarines et les stéroides ainsi

I’amidon n’étaient pas présents.

-
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La présence des flavonoides et des tanins révelent que D.gnidium L. est riche en composes
phénoliques qui donneraient a la plante des activités biologiques intéressantes. En effet, les
flavonoides possédent un spectre trés large d’activités biologiques et pharmacologiques comprenant
des activités antitumorales, antioxydantes, anti-inflammatoires....... Comme les flavonoides, les tanins
sont aussi doués d’activités : antifongique, antibactérienne et antioxydante et ils sont également
reconnus pour leur pouvoir de fixation aux protéines [54].

I11. Dosage phytochimique des extraits :

A la lecture des résultats obtenus et présentés dans le Tableau3, les quantités des polyphénols
(12.73 mg GAE/qg)et des flavonoides (11.95 mg QE/g)sont importantes. Par contre, la quantité des
tanins trouvée est tres faible, et est de (0.04mg CE/qg).1l a été rapporté que le taux des tanins dans une
plante dépend du stade de développement végétatif et des conditions
environnementales [53]

Tableau 3: Dosages des composés phénoliques

Polyphénols( mg GAE/qg) 12.73+ 0.03
Tanins (mg CE/Q) 0.04+ 0.02
Flavonoides (mg QE/q) 11.95+ 0.02

1V. Extraction des huiles essentielles :

L’huile essentielle a été caractérisée par une couleur jaune et une odeur forte avec un

rendement de 0.015 %

1

Phot 11. Huile essentielle de D.gnidium L.

L’¢évaluation de la proportion de chaque composé dans I’huile a permis d’obtenir les résultats
présentés dans le Tableau 4 ou les composes identifiés sont listés suivant 1’ordre de leur temps de
rétention. Au total, 32 composés ont été identifiés a des pourcentages variables.

Les résultats de I’identification des constituants de notre huile essentielle, sont présentés dans le
(Tableau 4). Ce dernier regroupe les données expérimentales suivant :
v" Le nom de la molécule identifiée.

v" Les indices de rétentions IR
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Tableau 4: composition chimique de Daphne gnidium L.

Pic | Composés TR % IR

1 | Benzaldehyde C;HsO 14.386 0.19 928.79
2 | Meta cymene CyoHiy 18.721 0.41 1011.12
3 | Linalol CyH;150 22.954 1.23 1080.97
4 | Nonanal CgH;50 23.158 211 1084.33
5 | Borneol CyoHy50 25.484 1.84 1121.47
6 | Cryptone CoHy,0 27.878 2.12 1158.80
7 | Naphtalene CyoHg 28.082 1.35 1161.99
8 | Estragol CyoH;1,0 29.110 1.95 1178.01
9 | Decanal CioH20 29.544 0.78 1184.78
10 | Cuminaldehyde CyoH;,0 31.350 0.93 1213.01
11 | Carvone CyoH1,0 31.912 16.51 1221.82
12 | Phellandral CyoH;60 33.898 0.69 1252.95
13 | Alpha terpinen CioHj6 34.324 1.42 1259.64
14 | Trans anethole CyH1,0 34.873 4.78 1268.23
15 | Carvacrole CiH1.O 35.501 3.59 1278.08
16 | Undecan -2-ol C19H2.0 35.718 2.50 1281.49
17 | Thymol CyH10 36.150 6.70 1288.26
18 | Piperitenone oxide C1oH140, 39.570 4.26 1343.23
19 | Trans beta damascenone Ci3H50 41.969 2.03 1382.08
20 | Trans caryophyllene CisHo, 44,103 1.36 1417.39
21 | Neryle acetate C;,H»00, 44,900 0.95 1430.87
22 | Alloaromadendrene CisHys 47.315 1.83 1471.76
23 | Alpha curcumene CisHo, 48.572 1.78 1493.03
24 | Delta cadinene CisHa4 49,900 0.41 1516.29
25 | Calamenene CisHy 51.174 1.45 1538.94
26 | Cis 3-hexenyl benzoate Cy3H160, 52.188 0.69 1556.97
27 | Spathulenol CysH2,0 52.925 12.51 1570.08
28 | Caryophyllene oxide CysH»,0 53.487 2.38 1580.07
29 | Beta turmerone CisH»,0 56.781 2.96 1640.65
30 | Phytone CigH30 66.520 2.45 1830.42
31 | Acide hexadecanoigue CisH3,0, 73.667 8.26 1981.53
32 | Pentacosane CysHs, 98.922 2.06 2499.11

% identification totale 94.48

@
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% monoterpénes hydrocarbonés 1,83
% monoterpénes 0Xygenés 38,22
% sesquiterpenes hydrocarbonés 6,83
% sesquiterpenes oxygeénés 14,89
% non terpéniques 32,71

L'analyse de I'échantillon de I’huile de D.gnidium L. par CPG et CPG/SM a permis
l'identification de 32 composés représentant 94,48 % de la composition totale de I’huile essentielle.

Les composés majoritaires sont : La Carvone (16.5%), Spathulenol (12.51%), I’Acide
hexadecanoique (8.26%), le Thymol (6.70%), Piperitenone oxide (4.26%).

L’huile est caractérisée par une forte teneur en monoterpénes oxygénés (38,22%),
monoterpénes  hydrocarbonés (1,83%), sesquiterpénes oxygénés (14,89%) sesquiterpénes
hydrocarbonés (6,83%)

La carvone est I’'une des molécules aux propriétés expectorantes et mucolytiques intéressantes
qui aident a fluidifier le mucus et a favoriser son expulsion hors des bronches. Elle permet aussi de
faciliter la digestion et la production de bile par le foie. Par ailleurs, la carvone est une cétone
monoterpénigque aux propriétés cicatrisantes qui favorise la reconstitution des tissus cutanés. Par
ailleurs, la carvone a été employée depuis des milliers d'années dans 1’alimentation, en raison de son
aréme. En agriculture biologique, elle est utilisée pour empécher la germination précoce des pommes
de terre.

V. Obtention de I’extrait d’hydrolat :

A lissue du processus d'extraction de [I'huile essentielle de Daphne gnidium L.
hydrodistillation, 500 mL d'hydrolat ont été récupérés. Pour extraire les composés volatils, des
extractions liquide-liquide successives avec de I’éther diéthylique ont été effectuées. Aprés
évaporation du solvant sous pression réduite, 0,055g d’extrait d'hydrolat concentré ont été récupérés ce
qui correspond a une concentration de 0.01650g /L par rapport au volume de départ. L'hydrolat
posséde une odeur trés forte avec un aspect huileux tres visqueux, avec un rendement de 0.018 %.

V1. Extraction des insaponifiables et des acides gras :

» Calcul du rendement de extrait hexanique :

Le rendement de I’extrait hexanique de Daphne gnidium L. est de 11.28 %. L’idée
d’extraction des acides gras et des insaponifiables consiste a extraire et a établir le profil chimique
des acides gras présents dans la plante. Le rendement des acides gras et les insaponifiable est
consignés dans (le tableau 5)

Tableau 5 : Rendement des acides gras et les insaponifiable :

Extrait hexanique Insaponifiables Acides gras

11.28 0.20 1.80

g
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VI1I1. Analyse de la chlorophylle par chromatographie sur couche mince.
Aprés avoir extrait la chlorophylle en utilisant ’acétone (Photo 14),nous avons procédé a sa

séparation par CCM.

Photo 12. Obtention de la chlorophylle
V11 1.Chromatographie sur couche mince :

Afin de séparer les différents pigments colorés des feuilles de notre plante, parmi les quatre
éluants testés c’est I’éluant 4 qui a donné la meilleure séparation (Photos 1,2,3,4).

En présence du béta-caroténe comme témoin, nous avons calculé les valeurs des Rf des
différentes taches. Les résultats obtenus sont consignés dans le tableau 6.

Photo 13.CCM de la chlorophylle Photo 14.CCM de la chlorophylle
Ether de pétrole/ Acétone/Cyclohexane:85/10/5% Ether de pétrole/Ethanol:90/10%

Photo 15.CCM de la chlorophylle Photo 16.CCM de la chlorophylle
Ether diéthylique/Ether de Pétrole:60/40% Ether diéthylique/Cyclohexane:70/30%
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Tableau 6 : Valeurs des Rsdes composés

Composé Couleur de la tache Rs
1 Jaune 0.25
2 Vert-jaune 0.42
3 Vert-bleu 0.56
4 Vert-olive 0.65
5 Jaune-orange 0.79

En se basant sur la valeur du R¢du témoin utilisé, il apparait que la tache 5 correspondrait a la
béta-caroténe. Par ailleurs, et selon la recherche bibliographique effectuée [49] les quatre autres taches
obtenues de couleurs différentes correspondraient aux composés reportés dans le tableau

Tableau 7 : Polarité et identité des composés

Composé Polarité des composés Composés identifiés
1 Polaire Xantophylle
2 Moyennement polaire Chlorophylle B
3 Peu polaire Chlorophylle A
4 Peu polaire Phéophytine
5 Treés peu polaire carotenes

Carotanas

Phéophytina

Chlorophylle A
Chlorophyvll=B
Xanthophvllas

Photo 17.Composés identifiés par CCM

VIII. Résultats de activité antioxydante des extraits :

VIl1l. 1.Méthode du piégeage du radical libre DPPH :
L’activit¢ antioxydante des différents extraits de D.gnidium L. a été évaluée par
spectrophotométrie suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son passage de la couleur

violette a la couleur jaune, mesurable a 517 nm.




Chapitre 1V: Résultats et discussion.

Les courbes d’activité antioxydante sont exprimées en pourcentage d’inhibition en fonction de

la concentration des différents extraits utilisés et de I’acide ascorbique pris comme antioxydant de

référence.
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Figure 18. Courbes d’activité antioxydante (HE, HY et AA)

L’interprétation des courbes montre que I’activité antioxydante des extraits augmente avec

I’augmentation de leurs concentrations pour se stabiliser a la fin.

Dans le gramme des concentrations étudiées, I’ICs, a été estimée en utilisant la courbe de
régression linéaire y=ax + b.. Les ICs, sont déterminées a partir des graphes (figures 18,19 et 20) dont

I’abscisse représente la concentration de I’extrait brut et I’ordonnée, I’activité antioxydante en

pourcentage.

A partir des courbes (figure 18) ainsi que des valeurs des ICs, trouvées (Tableau 8)
apparait que I’huile essentielle et I’extrait d’hydrolat donnent une activité antioxydante plus
importante que I’acide ascorbique. L’extrait d’hydrolat dont la valeur de ICs, est la plus faible
posséde le pouvoir antioxydant le plus fort. Cela pourrait étre du aux composés oxygénés hydrophiles
existants dans cet extrait.

Tableau 8 : ICs de I’huile essentielle, ’extrait d’hydrolat et de I’acide ascorbique (DPPH)

L’extrait IC 50 (mg/mL)
L’huile 1.14
L’hydrolat 0.62
Acide ascorbique 1.55
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100
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Figure 19.Courbes d’activité antioxydante des extrait (Aqueux, Méthanolique)
A partir des courbes (figure 19) ainsi que des valeurs des ICs, trouvées (Tableau 9), il apparait
que les deux extraits aqueux et méthanolique donnent une activité antioxydante semblable a celle de
I’acide ascorbique.

Tableau 9 : ICs des extraits aqueux, méthanolique et de 1’acide ascorbique (DPPH)

L’extrait IC 5 (mg/mL)
Agueux 0.10
Méthanolique 0.12
Acide ascorbique 0.13

VI11.2.Méthode FRAP
La présence des réducteurs dans les extraits des plantes provoque la réduction de Fe**/ complexe
ferricyanide & la forme du fer ferreux. Par conséquent, Fe?* peut étre évalué en mesurant et en

surveillant I’augmentation de la densité de la couleur bleue dans le milieu réactionnel a 700nm [55].

y = 1,1342x + 1,5322 y = 0,4758x + 0,0358
R2=0,9411 R2=0,9923
3 y=0.370x+0,093
R2=0.9868
2,5
y =0,181x + 0,061
2 - R2=0,9677
B 15
3 /N
< ) —o—huile
== hydrolat
0,5 -
° 0 0'2 0'4 0I6 0I8 1 1'2 AA
’ ' ' ' ' == ex MeOH
C(mg/mL)

Figure 20.Courbe d’évaluation du pouvoir antioxydant par la méthode de FRAP
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Il ressort du graphe que tous nos extraits présentent des activités antioxydantes nettement
inférieures qu’a celle de la référence (acide ascorbique). Il apparait aussi que ¢’est 1’extrait aqueux qui
présente le meilleur pouvoir antioxydant.

I’ordre décroissant des activités est le suivant : acide ascorbique > extrait aqueux > extrait
méthanolique ,huile > hydrolat.
Tableau 10 : 1Cs des extraits et de ’acide ascorbique (FRAP)

L’extrait IC 50 (mg/mL)
L’huile 134.88
L’hydrolat 275.91
Adqueux 64.13
Méthanolique 105.19

Acide ascorbique 42.74

-
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Conclusion générale

Le nord ouest algérien est connu pour sa grande diversité ou beaucoup d’especes restent peu
étudiées.

Le travail qui fait ’objet de ce mémoire s’inscrit dans le cadre des travaux de recherche du
laboratoire des substances naturelles et bioactives (LASNABIO) dont I'un des objectifs est la
valorisation des espéeces végétales du nord ouest algérien dans un but de découvrir de nouvelles
molécules bioactives. Pour ce faire, une espece appartenant a la famille des Thymelaeaceae a été

sélectionnée. Il s’agit de : D.gnidium L.

Le choix de cette plante a été fondé sur la base d’une recherche bibliographique approfondie
qui a révélé une plante trés peu étudiée et dont 1’huile essentielle n’a jamais fait 1’objet d’aucun travail

jusqu’a ce jour.

Nous avons commencé par un criblage phytochimique qualitatif basé sur des réactions de
coloration et/ou de précipitation. Cet examen a permis de mettre en évidence différentes familles
chimiques. Les flavonoides, les composés réducteurs, les tanins, et les saponosides sont présents dans

D.gnidium L. alors qu’elle est dépourvue d’alcaloides, de coumarines, de stéroides et d’amidon.

L’huile essentielle, I’hydrolat ainsi que les acides gras de la partie aérienne (tiges et feuilles)
ont été obtenus respectivement par hydrodistillation a 1’aide d’un dispositif de type Clevenger et par
extraction liquide-liquide. Parmi ces extraits, seule I’huile essentielle a été caractérisée et pour la
premiére fois. Le rendement d’huile essentielle a été exprimé par rapport a la matiére séche. L’espéce
D. gnidium L. a des rendements faibles en huile essentielle et en hydrolat qui ont des valeurs
respectives de 0.015 % et 0.018 %

La caractérisation de I’huile essentielle a été réalisée par chromatographie en phase gazeuse
couplée a la spectroscopie de masse (CPG/SM). L’analyse du chromatogramme. a révélé la présence
d’un mélange complexe de composants qui représentent 94.48 % de la quantité totale de 1’huile
essentielle. Les monoterpénes oxygénés ont montré une prédominance avec un pourcentage de 38.22
% dont les composés les plus importants sont la carvone (16.51 %), le spathulenol (12.51 %) et ’acide

hexadécanoique (8.26%).

Par ailleurs, I’extraction de la chlorophylle et sa séparation par chromatographie sur couche

mince a permis d’identifier cinq composés dont la béta caroténe.

L’extraction solide-liquide par soxhlet de la partie aérienne de D. gnidium L., en utilisant deux
solvants de polarités différentes ; le méthanol et 1’eau, a permis d’obtenir deux extraits bruts ou le
méthanol a donné le meilleur rendement. les quantités des polyphénols et des flavonoides sont

importantes. Alors que , la quantité des tanins trouvée est trés faible.



L’¢évaluation de I’activité antioxydante de 1’huile essentielle, de I’extrait d’hydrolat et des
différents autres extraits, a été effectuée pour la premiere fois. Pour ce faire, deux méthodes ont été
employées : DPPH et FRAP. Les résultats obtenus pour les huiles essentielles et 1’hydrolat de
D.gnidium L. montrent une activité antioxydante trés forte et méme meilleure que celle de I’acide
ascorbique. En ce qui concerne les extraits méthanolique et aqueux, le test au DPPH révéle des
activités antioxydantes trés intéressantes et trés proches de celle de 1’acide ascorbique.

Les activités antioxydantes de D. gnidium L. testées par les deux méthodes du DPPH et FRAP
ont donné des résultats différents.

Cette étude a permis de mieux connaitre la phytochimie de la plante choisie qui permettrait

I’enrichissement de la banque de données des huiles essentielles..

Enfin, pour la valorisation de la flore de 1’ouest algérien, ce travail ouvre des perspectives de
recherches en envisageant d’analyser 1’extrait d’hydrolat et les acides gras, et élargir 1’éventail des

activités biologiques.
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Annexel : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique:
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Annexe 3 :Courbe d’étalonnage de la quercétine :
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Annexe 4 : Réactifs et réactions de caractérisations :
Réactifs de wagner : on fait dissoudre 2 g de Kl et 1.27 de I, dans 75 mL d’cau, la] solution
ainsi obtenue est ajoutée a 100 mL d’eau. Les alcaloides donnent avec ce réactif un précipité
blanc.
Réactif de Mayer : on dissout 1.358 g de HgCl, dans 60 mL d’eau et 5 g de KI dans] 10 mL
d’eau, on mélange ensuite les deux solutions et on ajuste le volume total 2 100 mL d’eau. Les
alcaloides donnent avec ce réactif une trouble plus un précipité blanc.
Réactif d’amidon : une solution de 1.2 g d’iode dans 50 mL d’eau distillé contenant| 2.5 g
d’iodure de potassium. Chauffer dans un bain marie, 5 mL de la solution a tester avec 10 mL
de la solution d’une solution de NaCl saturé jusqu’a I’ébullition.
Réaction de liqueur de Fehling : Mélanger 5 mL de liqueur Fehling A avec 5 mL de] liqueur
Fehling B. Le caractere réducteur des aldoses ou des cétoses donne un précipité rouge brigue.
Réaction de Libermann-Burchardt : Mélanger 5 mL de la solution & tester avec 5]mL
d’anhydride acétique et quelques gouttes d’acide sulfurique concentré. Agiter et laisser
reposer la solution 30 minutes a 21°C.
Réaction de Borntrager : En milieu alcalin aqueux (NH,OH), les anthracénosides] donnent &
la solution une teinte vive variant, selon la structure et les substituants de la quinone, de

I’orangé rouge au violet pourpre plus ou moins violacé.




Annexe 5 :CPG et CPG/SM

Chromatographie en phase gazeuse : Les analyses chromatographiques ont été effectuées en
utilisant un appareil CPG Perkin Elmer Clarus 600 (Walhton, MA, USA) équipé d'un injecteur unique
et deux détecteurs a ionisation de flamme (FID). L'appareil a été utilisé pour I'échantillonnage
simultané de deux colonnes capillaires en silice fondue (60 mx 0,22 mm, épaisseur film de 0,25 um)
avec différentes phases stationnaires: Rtx-1 (polydiméthylsiloxane) et RTX cire (polyéthyléne glycol).
Le programme de température est: de 60 a 230 ° C par pat de 2 ° C/min, puis la température est
maintenu stable a 230 © C pendant 30 min. Le gaz vecteur est I’hydrogéne (0,7 mL/min). Les
températures de l'injecteur et du détecteur ont été maintenus a 280 ° C. Le mode d’injection a été mené
avec un rapport de 1:80. Volume injecté: 0,1 pL.

Chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie de masse : L’huile essentielle a été
analysée en utilisant un analyseur quadripble Perkin Elmer TurboMass, directement couplé a un
Perkin Elmer Autosystem XL équipé de deux colonnes capillaires en silice fondue (60 mm 0,22 mm,
Epaisseur 0,25 um), Rtx-1 (polydiméthylsiloxane) et Rtx-Wax (polyéthyléne glycol). Pour la CPG les
mémes conditions décrit ci-dessus ont été conservé. Pour la SM, la température de la source d’ions:
150 ° C; I'énergie d’ionisation: 70 €V; Les spectres de masse a ionisation électronique ont été acquises

avec un intervalle de masse de 35 a 350 Da; balayage de masse: 1s. Volume d’huile injectée: 0,1 pl.
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