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INTRODUCTION

Introduction

Pendant longtemps, les plantes aromatiques et médicinales ont joué un role trés important
en tant qu'agents thérapeutiques, présentant un intérét a la fois pharmacologique et
économique, en raison de leurs applications dans des secteurs trés divers, principalement en
aromathérapie pour leurs propriétés curatives, ainsi qu’en cosmétique, en parfumerie et dans

I’agroalimentaire pour leurs propriétés organoleptiques et antioxydantes.

Dans les pays en développement, en raison de contraintes economiques, pres de 80% de la
population dépend encore des extraits de plantes en tant que source de remedes naturels. Il
est a noter que l'utilisation excessive et répétée de produits pharmaceutiques dans la
médecine moderne a entrainé la selection des souches microbiennes résistantes aux
antibiotiques, réduisant ainsi le nombre d'antibiotiques disponibles pour traiter les
infections cliniques [ 1], par conséquent, ['utilisation des plantes médicinales et
aromatiques comme source de nouveaux agents thérapeutiques continue d'étre un élément

central des systémes de soins de santé traditionnels [ 2 ].

Le potentiel floristique algérien, représente une richesse inestimable, tant par la biodiversité
qui le caractérise, que par les immenses opportunités de développement durable qu’il pourrait
offrir aux générations futures. Les composés phytochimiques des plantes peuvent servir de
précurseurs ou de composés de base pour le développement de nouveaux produits
pharmaceutiques [3], [4]. Depuis quelques années, un intérét accru s’est porté sur des
molécules d’origine naturelle ayant montré des propriétés antibactériennes sur les extraits
aromatiques et les huiles essentielles. Ces dernicres sont des produits obtenus a partir d’une
matiére premiere végétale, par entrainement a la vapeur, par des procédés mécanigques ou

encore par distillation séche.

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés a une plante envahissante de la famille des
Astéracées du genre Xanthium , il s’agit de Xanthium strumarium L. . Cette plante est utilisée
en médecine traditionnelle chinoise, japonaise et dans d’autres pays tel que le Népal et I’Inde,

pour le traitement de plusieurs maux [5].




INTRODUCTION

Objectif :
L’objectif principal de cette étude est la valorisation de Xanthium strumarium en Algérie par
la production de son huile essentielle, 1’analyse de sa composition chimique et I’étude de son

activité biologique.

Notre travail est divisé en trois chapitres ; nous aborderons dans le premier chapitre : une
recherche bibliographique portant sur :

Une description botanique sur le Xanthium strumarium ainsi que les travaux antérieurs
effectués sur cette espéce.

Les diverses techniques d’extraction des HE, leur principaux domaines d’application ainsi que
les méthodes d’analyses

Le deuxiéme chapitre, décrit le matériel et les méthodes utilisés dans cette étude qui porte
sur : L’obtention des huiles essentielles et leurs analyses par CPG et CPG/SM ;

Les tests phytochimiques effectués sur les extraits aqueux et éthanolique de la plante ;
L’extraction des acides gras et des insaponifiables.

L’évaluation de I’activité antioxydante des différents extraits, par deux méthodes : le piégeage
du radical libre DPPH et la réduction de fer.

L’évaluation de I’activité antimicrobienne et antifongique.

Dans Le troisieme chapitre nous présenterons les résultats obtenus a travers les études
chimiques et biologiques et leur discussion.

On termine par une conclusion générale qui résumera 1’ensemble du travail réalisé.
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Chapitre | : Description botanique et chimique de la plante :

I. La famille des Astéracées :

Les Astéracées (anciennement appelées Composées) sont une grande famille appartenant aux
dicotylédones, C'est I’'une des plus importante familles des Angiospermes repartie en 1700
genres et plus de 26000 espéces décrites.

Les Astéracées peuvent étre annuelles, bisannuelles ou vivaces. Dans la majorité des cas, ce
sont des plantes herbacées, rarement des arbustes, arbres ou plantes grimpantes et parfois,
plantes charnues. L'aspect de I’appareil végétatif est trop variable pour la caractérisation des
Astéracées sur ce seul critere. En revanche, les inflorescences de cette famille est trés
caractéristiques : le capitule. Le fruit est un akene [3]. Une des propriétés de cette famille est
sa richesse, en composés naturels divers, en effet, on y trouve, les terpénoides, les flavones,
les flavonols et des alcaloides [4] .plusieurs études ont montré que cette famille est largement

utilisée en médecine traditionnelle et en phytothérapie [6].

I1-Présentation de I’espéce Xanthium strumarium :

Le genre Xanthium appartient a la famille des Astéracées et comprendrait plusieurs espéces
[7].Dans notre étude nous nous intéressons a 1’espéce Xanthium strumarium .

Nom commun : Lampourde, lampourde aux écrouelles, lampourde antiscrofuleux, lampourde
glouteron, nommeés par les anglophones «Rough cocklebur» [8].

Nom latin: son nom Xanthium vient du latin et du grec «Xanthos» ou il désigne déja le genre,
mais aussi la couleur jaune blond faisant référence a ces propriétés tinctoriales qui étaient
autrefois employés pour teindre les cheveux en blond, et son nom commun lampourde vient
du latin «Lapa» qui désigne la bardane un nom commun qui date du 16eme siecle d'origine
provengale «Lapardo» en oxidant « lampardo» [1].

Nom vernaculaire arabe : (schabita ) daws

I1.1-Classification systématique de I’espéce :
Regne : Végétale
Embranchement: Tracheobionata

Superdivision: Spermatophyta

Division: Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida-dicotyledones
Sous Classe : Asteridae
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Ordre : Asterals

Famille: Astéracées

Genre : Xanthium

Especes : Xanthium Strumarium [6]

11-2. Description botanique :

C’est une plante herbacée de 0,20 a 1,20 m, a feuilles vertes, triangulaires (10 a 15 cm),
dentées, la base peut étre en forme decceur (figure 1). Les Inflorescences sont verdatres de
deux sortes : au sommet des tiges capitules globuleuses de fleurs tubuleuses, sur les rameaux
latéraux groupes de deux fleurs sans corolle dans un involucre a bractées crochues [9]. Les
fleurs sont petites et vertes (figure 2). Le fruit : est une capsule ovale recouverte par des
épines, et terminée par deux becs forts et recourbés, chaque capsule renferme deux graines. La
Racine est pivotante, solide, et branchue,et quelque peu boisée[16]. Les Tiges sont solides,

rigides, ont une forte odeur [8].

Figure 2 : fruit et fleurs du Xanthium strumarium

11-3. Origine et habitat :
La lampourde glouteron est assez commune dans une grande partie de I'Europe, en Asie
occidentale, Afrique du nord, naturalisée en Amérique du nord, mais plusieurs especes sont

originaires d'’Amérique ou d'Asie [8].
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La plante Xanthium strumarium est souvent trouvée dans les régions ouvertes,
particulierement inondée, avec bonne humidité du sol [10]. Elle se trouve aussi dans une
large variété d’habitat, fréquente dans les bords de la route et sur les champs agricoles [11].
Xanthium strumarium grandit sur une grande gamme de sols « sables ou argiles lourds » et
sols riche en humidité [12].

I1-4.Utilisation en médecine traditionnelle :

La médecine traditionnelle chinoise et japonaise utilise encore de nos jours le X. strumarium
en fumigation pour traiter les sinusites urticaires et en infusion contre les douleurs articulaires
[13].

En Cuba la plante Xanthium strumarium est utilisée avec d'autre plante pour traiter plusieurs
maladies, ainsi, la mixture des parties aériennes des trois plantes Xanthium strumarium ,
Ocimum tenuiflorum , Stachutarpheta jamaicensis a été utilisée pour traiter 1’insuffisance
rénale [14].

En Inde, les racines et les feuilles de Xanthium strumarium sont utilisées pour traiter le
cancer et certaines tumeurs [15].

Au Népal, les fruits sont utilisés pour traiter les conjonctivites [16].

Autres usages :

L’huile des graines du Xanthium strumarium était utilisee comme combustible pour les
lampes. Les feuilles quant a elles sont une source de tanins, les anciens se servaient de cette
plante pour teindre leurs cheveux en blond.

I1-5. Toxicité de la plante :

Le Xanthium strumarium est toxique chez les animaux (les porcs, les moutons ou les vaches)
[17]. L'intoxication peut survenir apres une germination massive des graines [18]. .

Toxicité chez I'homme : La lampourde glouteron provoque des réactions allergiques comme
la dermite de contact chez les personnes sensibles [16] et [19].

Les parties de la plante concernée par la toxicité sont les graines, les feuilles, et les

cotylédones [20].

11-6.Etudes antérieurs sur les huiles essentielles de Xanthium strumarium :

Nous ne dénombrons que peu d’articles sur les huiles essentielles du genre Xanthium. A notre
connaissance seulement cinq études ont été réalisées a ce jour concernant 1’espéce Xanthium
strumarium, les huiles essentielles obtenues a partir de X. strumarium du Pakistan, Brésil,

d’Iran (deux études) et d’Inde.
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Ces travaux décrivent la composition chimique de I’huile essentielle obtenue a partir des
parties aeriennes ; Ainsi nous pouvons classer les échantillons en groupes sur la base de leur
composition chimique :

L'huile essentielle des feuilles de Xanthium strumarium L. du Pakistan a été analysée par
chromatographie en phase gazeuse et spectrométrie de masse [21]. Les principaux
composants de I'huile étaient le B-caryophylléne (17,53%), 1'a-cadinol (6,66%), le spathulénol
(6,09%), le limonene (5,66%) et le 1,3,5-triméthyl-2 [2-nitroallyl] benzéne. (3,29%). Le
Phytol (2,42%), 1'a-muuroléne (2,08%) et le copaene (1,47%) étaient présents en quantités
appréciables.

Dans cette étude, le composant principal de I'huile essentielle s'est révélé étre le f-
caryophyllene (17,53%), ce qui n'était pas conforme a d’autres résultats antérieurs dans
lesquels B-guaiene [22] ,[23] et limonene [24] et [25] étaient les principaux composants. Il est
intéressant de noter que la B-guaiene, qui avait été rapportée comme constituant majoritaire de
I'nuile des feuille [22] ,[23] s'est révélée absente dans cette étude. Le limonene (5,66%) était
présent a faible concentration par rapport aux etudes précédents [22] et[25]. La concentration
de Phytol (2,42%) était en accord avec une étude précédente [24]. a-cadinol (6,66%),
spathulénol (6,09%), 1,3,5-triméthyl-2 [2nitroallyl] benzéne (3,29%), a-muurolene (2,08%),
copaéne (1,47%) et E, E, Du Z-1,3,12-nonadécatriene-5,14-diol (0,27%) a été signalé pour la
premiere fois dans cette étude a partir de I'huileessentielle de X. strumarium.

les principaux composants de 1’huile essentielle extraite des feuilles de X. strumarium
d’lran [26] étaient le cis -B-guaiéne (34,2%), le limonene (20,3%), le bornéol (11,6%),
I’acétate de bornyle (4,5%), le B-cubebéne (3,8%). , sabinéne (3,6%), phytol (3,1%), B-
sélinéne (2,8%), camphéne (2,2%), a-cubebene (2,4%), B-caryophylléne (1,9%), a-pinene
(1,8%) et la xanthinine (1,04%).

La composition chimique des huiles essentielles des tiges et des feuilles de X. strumarium
d’lran [27] sont différentes quantitativement et qualitativement. Vingt-deux composés ont
été identifiés dans I'huile des tiges de la plante, représentant 86,4% de la composition totale de
I'nuile. Les principaux composés étaient I'acétate de bornyle (19,5%), le limonene (15,0%) et
le B-sélinene (10,1%). Le bornéol (7,9%), le terpinene-4-ol (5,4%) et 1'a-cadinol (5,3%) .
Dans I'huile des feuilles, 28composés ont été identifiés, soit 85,2% de la composition totale de
I'nuile. Les principaux composés étaient le limonéne (24,7%) et le borneol (10,6%), tandis
que le B-cubebene (6,3%), I'acétate de bornyle (5,9%) et le sabinéne (4,2%) étaient retrouveés

en grande quantité.
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L’huile essentielle des feuilles de X. strumarium d’Inde est riche en monoterpénes
hydrocarbonés [27]; chemotypé par le limonéne.

L’huile essentielle des feuilles séchées s'est révélée contenir du limonéne a 35%, du p-cymeéne
a 5%, du B-caryophiléne a 6%, du terpionoléne a 7.3% et de a-ionone 10.9% et d-conveol
25%.

L’huile essentielle des feuilles de X. strumarium du Brésil est riche en sesquiterpénes

hydrocarbonés [23] avec comme composé majoritaire le s-guaiene (79,6%)

II1. Méthodes d’extractions et Analyses chimiques :

I11.1.Les huiles essentielles :

Définition :

Les métabolites secondaires constituent un ensemble de molécules qui ne sont pas strictement
nécessaires a la survie d’une plante, Il s’agit majoritairement de molécules de taille et de
masse faibles comparées aux molécules du métabolisme primaire (glucides, lipides et acides
aminés). Elles sont majoritairement a la source d’odeurs jouant le role a la fois de répulsif
envers les prédateurs et d’attractif de pigments permettant de capter le rayonnement solaire
mais aussi de protéger la plante contre ce rayonnement.

Parmi les metabolites secondaires, les huiles essentielles; Il s’agit de mélanges naturels
volatils complexes de plantes ou d’arbres aromatiques, obtenu par distillation , concentrés et
hydrophobes offrant une forte concentration en principe actif mais en faible quantité vis-a-vis
la masse du végétale.[28] Ces extraits sont liquides, mais, contrairement aux huiles végétales,

elles ne sont pas grasses puisqu’elles s’évaporent.

I11.2. Principaux domaines d’applications des huiles essentielles :

La composition chimique des huiles essentielles confére a ces extraits des propriétés
intéressantes, leurs utilisations sont en expansion dans de nombreux domaines industriels, que
ce soit dans les industries cosmétiques et pharmaceutiques, les secteurs de la santé, ou bien
comme insecticides naturels.

*En médecine : plusieurs huiles essentielles ont donné des résultats cliniques tres satisfaisants
dans la désinfection de la pulpe dentaire et la prévention des caries. Elles sont également
utilisees pour les massages pour leurs propriétés lipophiles qui leur permettent de pénétrer
dans la peau [29]. Ces mélanges complexes de diverses molécules (alcools, terpenes, cétones,
aldéhydes, etc.), sont largement utilisés pour traiter certaines maladies(infections d’origine

bactérienne ou virale, troubles humoraux ou nerveux) [29].
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*En industrie alimentaire, elles sont utilisées pour avoir une conservation saine et de longue
durée pour les produits consommés ainsi qu’une qualité organoleptique meilleure, et pour
réduire la prolifération des micro-organismes. Les huiles essentielles sont utilisées dans les
aliments comme conservateurs antioxydant et antimicrobien [29].

*En alimentation : des assainissements, des boissons, des colorants [30], et des composeés
aromatiques [31]. Les épices et les herbes aromatiques utilisés dans 1’alimentation sont pour
une bonne part responsable des plaisirs de la table [1].Elle sont considérées aussi comme
condiments et aromates [1].

*En agriculture : pour lutter contre les insectes et les nématodes par exemple [32].

*En cosmétique : des produits de beauté, parfums et articles de toilette, produit d’hygiéne
[30].

111.3. Techniques d’extractions des huiles essentielles :

De nombreuses revues décrivent les limites et les avantages des techniques généralement
mises en ceuvre pour 1’extraction des composés volatils des plantes.

Pour la production des huiles essentielles, I’hydrodistillation et 1’extraction a la vapeur sont
les techniques de référence. L extraction a la vapeur est un procédé plus utilisé dans les
industries, tandis qu’a 1’échelle du laboratoire on préfére 1’hydrodistillation réalisée a 1’aide
d’appareillage de type Clevenger.

Hydrodistillation de type Clevenger : L’hydrodistillation de type Clevenger est une
technique d’extraction trés ancienne dont le solvant est I’eau [33]. L’obtention de I’huile
essentielle a partir de la plante peut se résumer en trois étapes : ’hydro diffusion, la co-
distillation et la coalescence.

On porte un mélange d’eau et de plante & ébullition : les substances odorantes (contenant
I’extrait) se vaporisent en se mélangeant avec de la vapeur d’eau. Puis, on condense les
vapeurs pour récupérer le distillat constitué d’une phase aqueuse (légérement parfumée),
I’hydrolat, et d’une phase organique contenant [’extrait tres parfumé, également, appelée

huile essentielle.

IV. Méthode d’analyse des huiles essentielles :

IV.1. Analyse par CPG :

L'analyse chimique telle que nous la connaissons aujourd’hui ne pourrait pas exister sans

chromatographie en phase gazeuse, elle domine nos efforts d'analyse dans des domaines aussi
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divers que l'alimentation, les ardmes et les parfums, la pétrochimie, les études pharmaceutiques et
environnementales. La GC a fortement contribué au développement de la science des huiles
essentielles a la fois de la recherche académique et du point de vue industriel (contrdlede qualité,
nouvelles sources de composeés odoriférants).

C’est une technique d’analyse quantitative qui fournit d’une part, le pourcentage relatif de chaque
signal par rapport a I’ensemble des signaux du mélange analysé et qualitative sur la base des
temps de rétention d’autre part [33].

I11.2. Couplage CPG/spectrométrie de masse « SM » :

La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse est une technique
d'analyse qui combine les performances de la chromatographie en phase gazeuse, pour la
séparation des composés d'un échantillon, et de la spectrométrie de masse, pour la détection et
I’identification des composés en fonction de leur rapport masse sur charge des différents

constituants d‘un mélange complexe [34].

V. Les polyphénols:

Les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire des végétaux, ils sont
présents dans toutes les parties des végétaux : racines, tiges, fleurs, fruits et feuilles [35] les
polyphénols sont caractérisés par la présence d’au moins un noyau benzénique auquel est lié
au moins un groupement hydroxyle libre, ou engagé dans une autre fonction tels que : éther,
ester, hétéroside...etc. [36] ,[37]. En effet ,ces composes phénoliques constituent le groupe le
plus largement distribué dans le royaume des végétaux, avec plus de 8000 structures
phénoliques connus [38]. Les principales classes de composants phénoliques sont: les acides
phénoliques (acide caféique, acide hydroxy cinnamique, acide chlorogénique), les flavonoides

qui représentent plus de la moitié des polyphénols, les tanins, et les coumarines [39][35].
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CHAPITRE Il ;: Matériel et méthodes

I. Provenance et identification de la plante :

La plante de Xanthium strumarium a été collectée au mois de janvier, fevrier et mars 2019
dans la wilaya de Ain Temouchent dans la région de Rachgoun .L’identification de cette
derniere a été faite par le Professeur Noury BENABADJI du laboratoire d’écologie et gestion

des écosystémes naturels de I’Université Abou Bakr Belkaid de Tlemcen.

II. Procédés d’extraction des huiles essentielles :

Dans notre étude, nous avons utilisé 1’une des principales techniques de productions des
huiles essentielles nommeée : hydrodistillation de type Clevenger .

Ainsi, la matiére végétale est introduite dans un ballon de 6L aprés avoir été coupée en petits
morceaux, avec une quantité d’eau nécessaire pour I’immerger, le réfrigérant est mis en
fonction avec le réglage du débit d’eau ,la mise en marche du chauffage se fait a une douce
¢bullition pendant 5 a 6h ,I’extraction commence lorsque la premiére goutte tombe dans le
collecteur, les substances odorantes (contenant I’extrait) se vaporisent en se mélangeant avec
de la vapeur d’eau , on obtient donc une phase organique « huile essentielle » qui est séparée
de I’eau aromatique représentant « I’hydrolat ». L’huile essentielle ainsi obtenue est mise dans

des piluliers en verre ambré dans un réfrigérateur a une température de 4c°.

Figure 3: Montage d’hydrodistillation de type Clevenger.
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I11.Extraction de I’hydrolat :

L’extrait d'hydrolat de Xanthium strumarium a été obtenu, en récupérant le premier litre
d'eau provenant de I'hydrodistillation puis extrait trois fois avec 200 ml d'éther diéthylique. La
phase organique a été séchée sur MgSQas, puis évaporée en donnant une huile jaunatre. De
méme que pour les huiles essentielles, ’extrait d'hydrolat est conservé dans un pilulier en
verre ambré a 4°C jusqu’a analyse.

V. Dégraissage du matériel végétal :

Les matiéres grasses sont extraites & 1’aide d’un solvant organique, 1’éther de pétrole (dans
notre cas), pour cela nous avons effectué trois méthodes: 1’extraction dans un montage de

type soxhlet, la macération a chaud et la macération a froid.

+ L’extraction dans un montage de type soxhlet :

L’opération consiste a introduire dans un siphon de 100 mL une cartouche de papier filtre
contenant 20g de matiére végétale coupée finement ou mise en poudre, cet extracteur est placé
sur un ballon contenant 300 ml d’éther de pétrole. Le solvant est porté a ébullition, les
vapeurs de ce dernier passent par le tube adducteur, se condensent dans le réfrigérant et
retombent dans le siphon, faisant ainsi macérer la matiere végétale dans le solvant. Celui-ci,
condensé s’accumule dans 1’extracteur jusqu’a ce que le solvant atteint un certain niveau, il
amorce le siphon et retourne dans le ballon en entrainant la substance dissoute.

Ce cycle peut étre repété plusieurs fois (plusieurs cycles), L'extrait obtenu est filtré et évaporé
a l'aide d'un évaporateur rotatif. Le résidu obtenu, sous forme d’un extrait huileux, représente

généralement la matiere grasse. [40]

Figure 4 : Montage d’un extracteur de soxhlet.

11
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+ La macération a froid :

Ce procédé consiste a immerger la matiére végétale dans un solvant froid pour en extraire les
composes solubles. Pour cela 50 g de matiére végétal a ét¢ immergé dans 150 ml d’éther de
pétrole pendant 8 jours [41].

+ La décoction (macération a chaud) :

Pour réaliser une décoction, les racines et les fruits de Xanthium strumarium sont coupées
séparément puis placés dans I'éther de pétrole. Le mélange est porté a ébullition sous reflux
pendant 8 h. Apres refroidissement on filtre et on évapore le solvant a I’aide d’un évaporateur
rotatif.

V. Préparation des extraits aqueux et éthanolique :

Les extraits aqueux et éthanoliques ont été préparés de trois maniéres différentes, afin de
comparer les rendements pour chaque extraction :

Infusion :

Dans un erlenmeyer, 150mL de solvant mis a ébullition (eau ou éthanol) a été versé sur 109
de matiére végétales; le mélange est laissé sous agitation magnétique jusqu’a refroidissement
complet. A la fin de ’opération, I’extrait est récupéré par filtration et évaporation du solvant.
Macération:

Dans un erlenmeyer, 10 g de matiére végétale a été mise avec 150mL de solvant (eau ou
¢thanol) a une température ambiante, pendant 24h; A la fin de I’opération, ’extrait est
récupéré par filtration et évaporation du solvant.

Décoction :

Une masse de 10g de matériel végétal avec 150 ml de solvant (éthanol ou eau) ont été mis
dans un ballon surmonté d’un réfrigérant et placés dans un chauffe ballon en présence de
quelques pierres ponces; le mélange est chauffé a une température d’ébullition stable, pendant

1 heure .Apres refroidissement, I’extrait est récupéré par filtration et évaporation du solvant.

V1. Détermination des rendements en huiles essentielles et les huile fixe :
Le rendement est défini comme étant le rapport entre la masse de I'huile essentielle (ou I’huile
fixe) obtenue et la masse du matériel végétal que nous avons utilisé.
Le rendement est exprimé en pourcentage (%) et calculé par la formule suivante :
Rn% = (mn / mn’) X100
Rn = rendement en huile essentielle en %.
mn =masse d'huiles essentielles récupérées en gramme (g).

My’ = masse de la matiere végétale en gramme (g) .
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VII. Extraction des acides gras et des insaponifiables :

VI11.1. Saponification et extraction des insaponifiables

L'hydrolyse des huiles végeétales peut étre réalisée dans un milieu alcalin par le KOH en
chauffant. Cette réaction appelée « saponification » permet la formation de sels d'acides gras.
Pour cela, 2,5 g d’extrait d’éther de pétrole (extrait lipidique) est saponifi¢ avec 50 ml de
solution d’hydroxyde de potassium méthanoique 2N (50 ml methanol /5.6g de KOH),
pendant 1h 30 sous reflux. Apreés refroidissement, on ajoute 20 ml d’eau et 2x100ml d’éther
diethylique ; les extraits sont rassemblés et lavés trois fois avec 50 ml d’eau déminéralisée.
Une fois la phase organique séchée sur MgSOs et filtrée, elle est évaporée a ’aide d’un

évaporateur rotatif.

Figure 5 : Extraction des insaponifiables.

VI1.2. La libération des acides gras :

La solution savonneuse aqueuse obtenue précédemment est acidifiée avec du HCL 2N,
jusqu'a précipitation des acides gras (pH= 2). Les acides gras libres sont extraits a I'éther
diethylique (2x100 mL) et séchés sur MgSQOs. Apres évaporation de I'éther diethylique, les
acides gras libres sont pesés.

13
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Figure 6 : Précipitation des acides gras (pH =2).
Calcul du rendement :
Le rendement en acides gras (ou insaponifiables) est défini comme étant le rapport entre la
masse des acides gras (ou insaponifiables) obtenus par rapport a la masse de I’huile fixe.
R= (P,/P) x100 Ou

P : le poids en gramme des acides gras obtenus.

P,: le poids de Ihuile fixe.
VIII. Tests phytochimiques :

Les extraits éthanolique et aqueux obtenus ont été soumis a divers tests phytochimiques en
vue de mettre en évidence les différents métabolites secondaires présents dans les fruits et les
feuilles de Xanthium strumarium par des réactions de coloration, de précipitation et des
observations sous lumiere ultra-violette [42]. Ces tests ont été menés selon les techniques de
caractérisation qualitatives.
Les alcaloides :
Dans deux tubes a essai, introduire 0,5 ml de I’extrait a analyser. Acidifier le milieu par
quelques gouttes de HCI (1%) et ajouter 0,5 ml de réactif de Mayer dans le premier tube et
0,5ml de réactif de Wagner dans le second tube. Un test positif est révélé par la présence de
précipité ou turbidite.
Réactif de Mayer:

On dissout 1.358g de HgCl> dans 60 mL d’ecau etS g de KI dans 10 mL d’eau. On
mélange, ensuite, les deux solutions et on ajuste le volume total a 100 mL d’eau. Les
alcaloides donnent avec ce réactif une trouble plus un précipité blanc.

Réactif de Wagner:

14
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On dissout 2g de Kl et 1.27 g de I; dans 75 mL d’eau, la solution ainsi obtenue est ajoutée

a 100 mL d’eau. Les alcaloides donnent avec ce réactif un précipité brun.

Les composeés polyphénoliques :

Les tanins :

Dans un tube a essai, introduire 1 ml d’extrait a analyser et ajouter 2 a 3 goutes d’une solution
aqueuse de FeClI3 (1%). La présence des tanins est indiquée par une coloration verte ou bleu-
noire.

Les flavonoides :

Dans un tube a essai, introduire 1 ml d’extrait a analyser et ajouter 1 ml de HCI concentré et
quelques copeaux de magnésium. L’apparition d’une coloration rose ou rouge ou jaune
indique la presence des flavonoides.

Les coumarines : Fluorescence UV

Dans deux tubes a essai, introduire 1ml de D’extrait a analyser, prendre le premier comme
témoin et ajouter a I’autre 0,1 ml de NH4+OH (10%). Mettre deux taches sur un papier filtre et
examiner sous la lumiere UV a 366 nm. Une fluorescence intense indique la présence des
coumarines

Les saponines : test de mousse

Dans un tube a essai, introduire 10 ml de I’extrait a analyser, agiter pendant 15 secondes et
laisser le mélange au repos pendant 15min. Une hauteur supérieure a 1 cm de mousse indique
la présence de saponines.

Amidon:

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

Réactif d’Amidon:

Une solution de 1.2 g d’iode dans 50 mL d’eau distillée contenant 2.5 g d’iodure de
potassium est chauffée pendant 5 min, puis diluée jusqu’a 500 mL. On chauffe SmL de la
solution a tester avec 10 mL d’une solution de NaCl saturée dans un bain-marie jusqu’a
¢ébullition et on ajoute le réactif d’amidon. Un test positif est révélé par I’apparition d’une
coloration bleue violacée.

IX. Conditions CPG/FID de Corse

Les analyses par chromatographie en phase gazeuse ont été réalisées a I’aide d’un
chromatographe Perkin Elmer Clarus 600 (Walton, MA, Etats Unis), équipé d’un injecteur
split/splitless , de deux colonnes capillaires Rtx-1 (poly diméthyl-siloxane, 60 m x 0,22 mm

15



CHAPITRE II: Matériel et méthodes

d.i., épaisseur du film de phase stationnaire : 0,25 um) et Rtx-WAX (polyéthylene glycol,
60mx 0,22 mm d.i., épaisseur du film de phase stationnaire : 0,25 um) et de deux détecteurs a
ionisation de flamme. Le gaz vecteur utilisé est le dihydrogéne, la pression en téte de colonne
est de 25 psi avec un débit de 1 ml/mn, la température de I’injecteur et des détecteurs est de
280°C. La programmation de la température consiste en une élévation de 60 a 230°C a
2°C/mn puis en un palier de 35 mn a 230°C. L’injection se fait en mode split 1/50. Le volume
injecté des échantillons est de 0,2 pl. Pour chacun des composés, les indices de rétention
polaire et apolaire sont calculés par extrapolation linéaire a partir des temps de rétention d‘une

gamme d’étalon d’alcanes.
X. Conditions (CPG/SM) de Corse :

Les analyses ont été réalisées a 1‘aide d‘un chromatographe Perkin Elmer Autosystem XL
(Walton, MA, Etats Unis), doté d“un injecteur automatique et de deux colonnes (60 m x 0,22
mm d.i. ; épaisseur du film de phase stationnaire : 0,25 um) polaire (Rtx-Wax) et apolaire
(Rtx-1), couplées a un détecteur de masse Perkin Elmer Turbo Mass. Les molécules sont
bombardées par un faisceau électronique de 70eV. L’injection se fait par mode split avec un
rapport de division de 1/80. La quantité injectée est de 0,2 uL. Les spectres de masse obtenus
par impact électronique ont été acquis sur la gamme de masse 35-350 Da. La température de
la source est de 150°C. Les conditions chromatographiques (programmation de tempeérature,
gaz vecteur, etc.) sont identiques a celles décrites précédemment.

Xl. Evaluation de I’activité antioxydante :

Le pouvoir antioxydant des huiles essentielles, hydrolat, huile fixe, a été effectué par deux
méthodes : le piégeage du radicale libre DDPH et la réduction du fer FRAP.

X1.1. Piégeage du radicale libre DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) :
L’évaluation de I’activité antioxydante a été effectuée par le test DPPH. Le DPPH (2,2-diphenyl-
1-picrylhydrazyl) est un radicale libre stable qui présente une absorbance dans le visible. Sa
couleur violette foncée se transforme en jaune lors de sa réduction par une substance donneuse de

proton. L’intensité de la couleur est proportionnelle a la capacité des antioxydants présents a

donner des protons.

Protocole : la solution DPPH a été préparée a partir de 0.006 mg de DPPH solubilisé dans 100

mL de méthanol. Les échantillons (huile essentielle, hydrolat, huile fixe ...) on été préparés par
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dissolution dans le méme solvant (méthanol). A 1mL de chaque extrait de différentes
concentrations (choisie aprés des essais préliminaires), on ajoute 1ml de la solution méthanolique
du DPPH préparée. Le mélange est conservé dans le frigo a I’abri de la lumiére pendant 30
minutes. Les absorbances sont mesurées a une longueur d’onde de 517nm par un
spectrophotometre UV contre un blanc contenant du méthanol et le contréle négatif contenant
1mL de methanol et 1mL de DPPH.
Le pourcentage d’inhibition de I’activité antiradicalaire est estimé selon 1’équation ci-
dessous:

AAR % = [Abs contréle - Abs échantillons /Abs contrdle ] x 100
Dans les deux méthodes de I’évaluation de I’activité antioxydante (DPPH - FRAP ),
I’acide ascorbique et le BHT sont employés autant que des références et aux mémes
conditions expérimentales.
Calcul des CI50 : La concentration inhibitrice de 50% est défini comme étant la concentration
de I’échantillon testé nécessaire pour réduire 50% du radicale libre DPPH (DPPHe). Les CI50
sont calculées graphiquement par les regréassions linéaires : pourcentages d’inhibition en

fonction des différentes concentrations des échantillons testés.
X1.2. Méthode de la réduction du fer (FRAP) :

L’activité réductrice du fer des différents extraits préparés est déterminée selon la méthode
décrite par [43] basée sur la réduction du Fe3+ de couleur jaune présent dans le complexe
KsFe(CN) 6 aux ions ferreux Fe?+ de couleur bleu par un antioxydant .ce changement est
mesuré par spectrométrie a 700 nm.

Protocole :

Un millilitre de ’extrait 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
K3Fe(CN)s a 1%. L’ensemble est incubé au bain marie a 50°C , pendant 20 minutes. Apres
incubation, 2.5 ml d’acide trichloroacétique (TCA) & 10% sont ajoutés pour stopper la
réaction. Les tubes sont centrifuges a 3000 tpm pendant 10 minutes ; 2.5 ml du surnageant
sont mélangés a 2,5 ml d’eau distillée et 0,5 ml de FeCls fraichement préparé a 0,1%. La
lecture de I’absorbance se fait & 700 nm contre un blanc préparé de la méme maniere en
remplagant 1’extrait par le solvant dans lequel nous avons fais les dilutions ce qui permet de
calibrer I’appareil (UV-VIS spectrophotometre).

Le contrble positif est une solution d’un antioxydant standard; 1’acide ascorbique dont

I’absorbance est mesurée dans les mémes conditions que les échantillons. L’augmentation de
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I’absorbance indique une augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés

Figure 7 : Spectrophotometre et Changement de couleur de nos échantillons.

XI1. Evaluation de activité antibactérienne :

L’activité antibactérienne a été évaluée vis-a-vis 14 souches bactériennes de référence en
utilisant la méthode de diffusion des disques sur milieu gélosé et par la détermination de la
concentration minimale inhibitrice (CMI) sur milieu solide. Ces souches sont disponibles au
niveau du laboratoire antibiotique antifongique : physico-chimie, synthése et activités
biologiques (LAPSAB), Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, Science de la Terre et
de I’Univers, Université Abou BekrBelkaid — Tlemcen.

XI1.1.Méthode de diffusion des disques sur milieu solide :

A partir d’une culture jeune de 18 a 24 h sur milieu gélose nutritif, 3 a 5 colonies bien
distinctes ont été prises puis mises dans 1’eau physiologique 0.9%. La suspension bactérienne
a eté ajustée par la suite au 0,5 Mc Farland a I’aide d’un spectrophotométre a 625nm qui
correspond & une densité optique de 0.08-0.012 (10 UFC/mL).

Des disques stériles de 6mm de diameétres ont été imprégnés par un volume de 10uL des
extraits avec une dose finale de 512 pg/disque puis transférés sur une boite déja ensemencée a
I’aide d’un écouvillon sur milieu Mueller-Hinton. Apres une incubation pendant 24 h & 37°C,
la mesure des diamétres des zones d’inhibition a été effectuée en prenant la moyenne de trois
mesures différentes.

XI1.2.Méthode des dilutions sur milieu solide :

Cette étude consiste a déterminée la concentration minimal inhibitrice (CMI) des extraits qui
ont seulement une activité par la méthode des disques.

19mL de Mueller Hinton ont été mélangés avec 1mL des différents extraits de Xanthium
strumarium avec des concentrations allant de 0,01 a 5 mg/mL. Le mélange a été transféré par

la suite dans des boites de Pétri stériles. Apres solidification du mélange, un ensemencement
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par dépdt d’un spot qui contient 10* UFC/mL a été effectué. Les boites de Pétri ont été
séchées incubées pendant 24h a 37°C. Aprés incubation, la détermination de la CMI a été
effectuée a I’ceil nu dans laquelle aucune croissance visuelle n’est décelée.

Chaque test a été répéte trois fois.

XI11. Activité antifongique in vivo :

Le Procédé selon [44] a été utilisé et légerement modifié afin de déterminer les effets de
I'nydrolat sur des blessures inoculés (activité protectrice).

Les tomates ont été achetées aupres d'un marché et sélectionnées par I'uniformité de taille,
I'apparence, la maturité et I'absence de défauts physiques. Pour déterminer I'effet protecteur de
I’hydrolat sur les fruits avec une plaie inoculés.

Protocole expérimental

Les fruits de tomate sélectionnées pour les expériences ont été lavés a l'eau, trempé dans de
I'éthanol (70%) pendant2 minutes, puis rincé deux fois avec de I'eau distillée (10 min chacun)
et séché a l'air les fruits de tomates ont été trompé et lavés directement avec I'nydrolat. Les
surfaces des tomates stérilisées ont été blessées avec un clou a une profondeur uniforme de 3
mm. Les inoculums fongiques contenant10P6Pspores/mL ont été préparées par raclage de la
matiere de spores a partir de la surface des colonies avec un coton-tige humide .Les tomates
sont ensuite mises dans des boites en plastique , bien fermées et stockés a température
ambiante (24°C) pendant 20 jours .

Figure 8 : préparation des tomates pour les tests antifongique.
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Chapitre 111 : Résultats et discussion : Partie chimique.

l. Lieu de récolte et rendement :
L'huile essentielle a été obtenue par hydrodistillation dans un appareil de type Clevenger
durant 5 heures. La plante de X. strumarium a été récoltée au mois de décembre janvier
février et mars, dans la wilaya de Tlemcen plus précisément dans la région de Rachgoun a

une longitude de 1°28" Ouest et une latitude de 35°17 Nord.
s N AT Y

Figure 9 : lieu de récolte (Rachgoun).

Les huiles essentielles produites de touts les organes (racines, feuilles, fruits) sont de couleur
jaune pale ; les rendements calculés par rapport a la matiére végétale seche sont représentés

dans la figure 10.

0.067
0.057
0.034
0.029
RACINES FRUITS FEUILLES PLANTE ENTIERE

Figure 10 : Rendements des huiles essentielles en fonction des organes

Il.  Composition chimique de I’huile essentielle des feuilles de X.

strumarium :
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L'huile essentielle des feuilles de Xanthium strumarium L. a été analysée par
chromatographie en phase gazeuse et spectrométrie de masse. Les résultats sont regroupés
dans le tableau 1

Tableau 1 : Composition chimique de 1’huile essentielle des feuilles de Xanthium strumarium

Composition chimique RIpol RIth Rlapol % D’identification
alpha pinene 1034 931 939 4,9
Camphene 1079 941 952 1,0
Sabinéne 1129 964 974 3,3
beta pinéne 1 1119 970 980 0,4
beta pinéne 2 989 0,5
Limonene 1211 1020 1033 41,5
alpha campholenal 1481 1105 1091 0,1
trans pinocarveol 1115 0,4
trans verbenol 1676 1129 1126 0,1
Pinocarvone 1558 1136 1130 0,1
Borneol 1698 1148 1149 1,1
Myrtenol 1789 1177 1174 0,1
trans carveol 1832 1196 1204 0,2
alpha copaene 1488 1379 1387 0,3
beta bourbonene 1515 1385 1394 0,4
beta cubebene 1548 1387 1397 3,2
trans caryophyllene 1591 1424 1429 2,2
alpha humulene 1665 1456 1462 1,0
germacrene D 1717 1480 1489 14,2
cis Muurola-4(15),5-diene 1498 0,8
bicyclogermacrene 1706 1494 1503 0,3
delta cadinene 1764 1516 1528 3,2
alpha calacorene 1905 1531 1542 0,2
Spathulenol 2119 1557 1557 3,2
Globulol 2074 1580 1582 2,4
aromadendrene oxide 2002 1617 1608 0,3
Cubenol 2013 1632 1627 0,7
beta eudesmol 2219 1648 1637 0,2
alpha cadinol 2232 1645 1642 0,2
calamenene-10-alpha-ol 1659 1,5
eudesma-4(15),7-dien-1-beta-ol 2347 1672 1665 0,7
cis -14-nor muurol-5en-4-one 1716 0,5
14-hydroxy-alpha-muurolene 2531 1758 1760 0,2
2-pentadecanone-6,10,14- 1842 0,67
trimethyl
Phytol 3,2
TOTAL - - - 90,07
Composés hydrocarbonés 77,4
Monoterpenes hydrocarbones 51,6
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Sesquiterpénes hydrocarbonés 25,8
Composés oxygenés 12.67
Monoterpénes oxygéenes 2,1
Sesquiterpénes oxygénés 7,37
Diterpenes oxygénés 3,2

L’huile essentielle des feuilles de Xanthium strumarium est constituée principalement par 34
composes, représentant 90,07% de la composition totale de I’huile. L'identification des
composants a été effectuée en comparant leurs indices de rétention et les spectres de masse
avec ceux de la bibliotheque "Arémes” de Corse (Tableau 1 ).

Cette huile essentielle est largement dominée par de composés hydrocarbonés (77.4%) et plus
particulierement par les monoterpénes hydrocarbonés qui représente plus de la moitié de la
composition chimique de 1’huile essentielle (51,6%), suivis des sesquiterpénes hydrocarbonés
(25.8%). Les composés oxygénés présentaient un pourcentage de (12,67%); (2,1%) des
monoterpenes oxygenés, (7,37%) des sesquiterpenes oxygenés et (3,2%) des diterpenes

OXYQénes.

Les principaux composants de I'huile essentielle des feuilles sont le limonéne (41.5%),
gérmacrene D (14.2%) , alpha pinéne (4,9% ) et le sabinene (3,3%) .

Leurs structures chimiques sont représentées ci-dessous :

Figure 11 : Les principaux composants de I'huile essentielle des feuilles

CHs
CHs
\
H3C\/
HyC CH, CH,
1

oot ' Gérmacrene D | T T
' limonéne . L C__l___. ' aloha pinene |

T

! sabinene '
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En comparant nos résultats avec ceux de la littérature, nous constatons que la composition
chimique de I’huile essentielle des feuilles de Xanthium strumarium d’Algérie est proche de
celles des feuilles de Xanthium strumarium d’Iran [26]et d’Inde [27]dans les quelles le

limonéne est le composé majoritaire (25% et 35% , respectivement).

I11.Extraction de I’huile fixe, des acides gras et des insaponifiables :

I11.1.Extraction de I’huile fixe :

Calcul du rendement :
Le rendement est défini comme étant le rapport entre la masse de 1’huile fixe obtenue et la
matiere végétale que nous avons utilisé.

Tableau 2: Rendement des extraits huileux.

Décoction

Rendements Soxhlet o Macération a froid
(Macération a chaud)

Extrait de I’éther de
8.56% 5,32% 5 ,56%

pétrole

I11.2.Acides gras et insaponifiables :
Les rendements des acides gras et des insaponifiables sont définis comme étant le rapport

entre la masse des acides gras ou insaponifiables obtenus par rapport a la masse de 1’huile fixe

61.94

acides gras insaponifiables

Figure 12 : Rendement en acides gras et insaponifiable.

IVV.Résultats du criblage phytochimique :

Les resultats des tests phytochimiques réalisé sur les extraits des fleurs et de la partie aérienne
de Xanthium strumarium sont rassemblés dans les Tableau (3,4 et 5). L’eau et I’ethanol ont
été utilisés comme solvant pour la préparation des extraits avec différentes méthodes

d’extraction (décoction, macération a froid et infusion).
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Les tests phytochimiques ont été réalisés sur les extraits éthanoliques et aqueux des fruits et

des feuilles de Xanthium strumarium, préparés par infusion, décoction et macération.

Figure 13 : Les résultats de quelques tests phytochimiques

Tableau 3: Résultats des tests phytochimiques réalisés sur les extraits éthanoliques des fruits

de Xanthium strumarium par infusion, macération et décoction.

Tests phytochimiques

Les résultats des extraits éthanoliques des fruits

Meétabolites

. Réactifs Par infusion Par décoction Par macération
secondaires
Tanins FeCl31% +++ +++ +
Flavonoides | Hcl+mg? +H+ ++ T+
. Test de
Saponines - - -
mousse
.. Mayer + - -
Alcaloides y
Wagner + - -
Amidon KIl+ 1, - - _
Acide
Heéterosides | sulfurique + +++ +++ o+

chloroforme

+++ : Fortement positif ; ++ : Moyennement positif ; + : Faiblement positif ; - : Négatif

Les résultats obtenus (Tableau 3 ) ont révélé la présence des flavonoides, des tanins, et des

hétérosides dans les extraits éthanoliques des fruits obtenus par infusion, macération et

décoction tandis que les alcaloides étaient présents que dans 1’extrait ¢hanolique obtenu par

infusion .

L’amidon et les saponines quant a eux étaient absents dans les extraits éthanoliques obtenus

par les différentes méthodes.

Tableau 4: Résultats des tests phytochimiques réalisés sur les extraits éthanoliques des

feuilles de Xanthium strumarium obtenus par infusion, macération et décoction.
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Tests phytochimiques Les résultats des extraits éthanoliques des feuilles
Meétabolites Réactifs infusion macération décoction
secondaires

Tanins FeCl31% +++ + +++
Flavonoides Hcl+mg?* ++ +++ +++
Saponines Test de mousse - - -
Alcaloidess Mayer + + +

Wagner + + +
Amidon KI+ 1, - - -
Hétérosides Acide sulfurique + +++ +++ +++
chloroforme

+++ : Fortement positif ; ++ : Moyennement positif ; + : Faiblement positif ; - : Négatif

Les résultats du (Tableau 4) ont révélé la présence des flavonoides, des tanins, des hétérosides
et des alcaloides dans les extraits éthanolique des feuilles obtenus par infusion, décoction et

macération, tandis que les saponines et 1’amidon sont absents dans les différentes

préparations.

Tableau 5: Reésultats des tests phytochimiques réalisés sur les extraits aqueux des

fruits et des feuilles de Xanthium strumarium préparés par infusion et maceration.

- Les résultats des extraits aqueux des feuilles et des
Tests phytochimiques i
fruits
Métabolites _— . . . . . . o .

secondaires Réactifs infusion fruits | infusion feuilles | maceération feuilles
Tanins FeCl31% +++ +++ B
Flavonoides Hcl+mg?* ++ ++ -
Saponines Test de mousse - - -
Alcaloides Mayer * + -
Wagner + + -
Amidon KI+ 1, - - R
Hétérosides Acide sulfurique + ot ot ]

chloroforme

+++ : Fortement positif ; ++ : Moyennement positif ; + : Faiblement positif ; - : Négatif

Nous avons observé dans le (Tableau 5), que les extraits aqueux obtenus par infusion des

fruits et des feuilles ont montré une réaction positive pour le test des hétérosides, alcaloides,

tanins et flavonoides,

extraits.

tandis que les saponines et I’amidon sont absents dans ces deux

Cependant, tous les tests produisent des inférences négatives avec I’extrait aqueux des

feuilles obtenu par macération.
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D’apres les résultats des tests phytochimiques obtenus sur le Xanthium strumarium, nous
avons pu déceler les différentes familles de composés chimiques par de simples réactions de

coloration et de préecipitation.

Les résultats montrent que la plante est d’une grande importance, elle est riche en composés
phénoliques tels que les tanins, les flavonoides et hétérosides qui sont connus par leur

pouvoirs antioxydants [42]

Résultats et discussion : partie biologique.

V. Evaluation de ’activité antioxydante :

V.1.Test de piégeage du radical libre DPPH :

La méthode de piégeage du radical libre DPPH a été étudié par un spectrophotometre UV, elle
est utilisée pour comparer l'activité antiradicalaire de nos extraits (huile essentielle, hydrolat,
extrait huileux, acides gras et insaponifiables) des différentes parties de Xanthium strumarium
avec ’acide ascorbique comme antioxydant de référence.

Une solution de DPPH fraichement préparée de couleur violette ; cette couleur disparait
progressivement et passe au jaune en présence d'un bon donneur d'hydrogéne, c'est a dire, un

antioxydant fort.

Figure 14 : Variation de I’intensité de la couleur du DPPH en fonction de la concentration

Le tableau ci-dessous exprime les résultats de ce test traduit par le taux d’inhibitions en
fonctions des différentes concentrations de nos extraits. Les CI50 sont calculées
graphiquement par la formule de la régression linéaire des pourcentages d’inhibition en

fonction de différentes concentrations des échantillons testés (voir I’annexe).
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Echantillons Activité anti-oxydante aprés 30 minutes

H.E Feuilles concentration (mg/ml) 1 05 033 0.25 0.11 0.083
Effet du balayage sur le DPPH (%) 88.50 59.54 49.1 39.12 32.28 20.54

H.E Fruit concentration (mg/ml) 17.72 886 5.90 4.43 296 1.96
Effet du balayage surle DPPH (%) 78.22  60.06 50.06 42.99 30.94 30.09

H.E racine concentration (mg/ml) 15.2 7.6 5.06 443 2,53 1.68

Effet du balayage sur le DPPH (%) 74.61 40.56 2191 18.16 13.2 8.04

Hydrolat  concentration (mg/ml) 1 05 0.33 0.25 0.11 0.083
Effet du balayage sur le DPPH (%) 70 4233 27.12 2476 11.79 10.02
Acide ascorbique concentration (mg/ml) 0,04 0,05 0,06 0,08 -

Effet du balayage surle DPPH (%) 39,04 51,23 68,57 97,84 -
BHT concentration (mg/ml) 0.2 0.4 0.5 08 1.0 2.0

Effet du balayage sur le DPPH (%) 24.9 30.3 30.6 339 36.7 476

18 16.71
16
14
12
10 9.014
7.31
8
6
4 2.3
2 . -
0
H. fixe H.E  H.E fruits hydrolat H.E AA BHT
fruits  racines feuilles

Figure 15 : les CI50 (mg/mL) des huiles essentielles , extrait d’hydrolat et huile fixe de
Xanthium strumarium.
La valeur de la CI50 exprime la quantité d’antioxydant nécessaire pour neutraliser 50% de la
concentration initiale du radical libre DPPHe. Plus la valeur de la CI50 est faible plus

I’activité antioxydante est importante. La figure 13 représente les résultats des CI150 obtenues
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pour les huiles essentielles, I’hydrolat ainsi que celle des références (I’acide ascorbique et
BHT).

En comparant les CI150 des huiles essentielles des différents organes de Xanthium strumarium
avec I’huile fixe et I’hydrolat ,on peut dire que I’huile essentielle des feuilles présente la
meilleure activité avec une CI50 de 0,405 mg/mL ,suivie de I’hydrolat (CI50 de 0,668
mg/mL) puis ’huile essentielle des fruits (CI5S0 de 7,43mg/mL) et I’huile essentielle des
racines (10,12 mg/mL) et finalement, 1’huile fixe, qui semble étre la moins efficace avec une
CI50 de 16,71 mg/mL. De plus, on remarque que 1’huile essentielle des feuilles ainsi que
I’extrait d’hydrolat présentent un pouvoir antioxydant supérieur a celui du BHT , mais

inferieur a celui de I’acide ascorbique .

Echantillons Activité anti-oxydante

H. Fixe fruits concentration (mg/ml) 30 15 10 7.5 5 3.33

Effet du balayage sur le DPPH (%) 80.23 53.77 35.2 22.62 20.89 13.03

E.aqueux Fruits concentration (mg/ml) 3.6*10* 1.8*10" 1,2*10° 9*10° 6*10°

Effet du balayage sur le DPPH (%) 86.89 60.85 52.12 40.15 33.12
E.aqueux feuilles concentration (mg/ml) 4.2*10* 2.1*10* 1.4*10° 1.04*10-* 7*10°
Effet du balayage sur le DPPH (%) 88.46 70.8 62.88 55.8 45.84

E. éthanol feuilles concentration (mg/ml) 5*10*% 2.5*10* 1.6*10* 1.05*10-* 7*%10°%
Effet du balayage sur le DPPH (%) 70.27 55.97 38.65 37.32 27.92

Insaponifiables concentration (mg/ml) 5%¥10%  2.5*%10°3 1.66*103 1.25*10-3 8.33*10*

Effet du balayage sur le DPPH (%) 90.70 75.35 60.01 45.30 36.5
Acide ascorbique concentration (mg/ml) 0,04 0,05 0,06 0,08 -
Effet du balayage sur le DPPH (%) 39,04 51,23 68,57 97,84 -
BHT concentration (mg/ml) 0.2 04 0.5 08 1.0 2.0

Effet du balayage sur le DPPH (%) 24.9 30.3 306 339 36.7 47.6
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Figure 16: CI50 des extraits et des insaponifiables de Xanthium strumarium .

Par ailleurs, d’aprés les résultats de la figure 14, tous les extraits testés : extrait éthanolique
des feuilles, extrait aqueux des fruits et des feuilles et les insaponifiables des fruits, présentent
un pouvoir antiradicalaire extraordianire, tres supérieur a celui de 1’acide ascorbique et BHT.

La forte capacité antioxydante des extraits aqueux et éthanolique pourraient étre dues a la
présence de certains composés potentiellement actifs (les polyphénols) beaucoup plus active

que I’acide ascorbique avec une CI50 de 0,05mg/mL.

V.2.Méthode de réduction des ions ferriques FRAP :

2.5
== huile fixe
, ¥
== HE racine
1.5 == H.E fuit
1 H.E feuille

/ == hydrolat partie
0.5 aerienne
=0=A.A
O T T T

0 5 10 15 20 25

Figure 17 : Les résultats de la méthode de FRAP
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Dans la méthode FRAP, la présence d’antioxydant dans 1’échantillon aurait pour résultat la
réduction de Fe®*" en Fe?* en donnant un électron, la quantité du complexe Fe?* peut ensuite
étre contrdlée par la mesure de la formation du bleu de Perl a 700 nm, I’augmentation de
I’absorbance (DO) indique une augmentation de la capacité réductrice.

L’¢évaluation de I’activité antioxydante des échantillons est déterminée par rapport a 1’acide
ascorbique. Les résultats de I’activité réductrice des huiles essentielles ainsi que la référence
sont regroupées dans la figure 15, ci-dessous.

Les résultats obtenus par la méthode FRAP confirme les résultats obtenus par le test DPPH,
en effet, I’huile essentielle des feuilles posseédent la meilleure activité suivie de I’hydrolat des
parties aériennes, leurs courbes sont proche a celle de 1’acide ascorbique, I’activité réductrice
de ces deux extraits est nettement supérieure a celle de I’H.E des fruits des racines et 1’huile
fixe des fruits respectivement.

I1. Etude de ’activité antibactérienne

11.1. La technique de diffusion sur gélose Mueller Hinton (méthode des disques)

L’étude de I’activité antibactérienne a été réalisée dans un premier temps par la technique de
diffusion de disque sur milieu Mueller-Hinton gélosé. C’est une technique qualitative
permettant de mesurer le diameétre de la zone d’inhibition en millimétre (mm), qui apparait
autour des disques imprégnés par les différents extraits.

Les résultats des diamétres des zones d’inhibitions des extraits de Xanthium strumarium vis-a-
vis des souches bactériennes (Gram+ et Gram-) sont représentés dans le (Tableau 6).

Nous constatons que I’huile fixe des fruits de Xanthium strumarium ne présente aucun effet
antibactérien vis-a-vis Escherichia coli ATCC 8739, Klebsiella pneumonia ATCC 700603,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Acinetobacter baumanni ATCC 19606, Enterobacter
cloacae ATCC 13047, Proteus mirablis ATCC 35659 et Citrobacter freundii ATCC 8090.

En revanche, cette huile fixe avait une bonne activité vis-a-vis Salmonella typhimirium ATCC
13311, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Bacillus subtilis ATCC 6633, Enterococcus
faecalis ATCC 49452, Listeria monocytogenes ATCC 15313 et Micrococcus luteus ATCC
9341 avec des zones d’inhibitions allant de 10.5 mm a 15 mm.

Nous observant également que I’huile essentielle des feuilles de Xanthium strumarium avait
une activité antibactérienne vis-a-vis Bacillus subtilis ATCC 6633, Acinetobacter baumanni
ATCC 19606 et Micrococcus luteus ATCC 9341.
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Tableau n° 06 : Diametres des zones d’inhibition (mm) des extraits de Xanthium strumarium

Huile fixe Xanthium Huile essentielle Xanthium Gent
Strumarium fruits strumarium feuilles
Escherichia coli ATCC 6 6 79
8739
Klebsiella pneumonia 6 6 19
ATCC 700603
Pseudomonas 6 6 12
aeruginosa ATCC 27853
Acinetobacter baumanni 6 7 35
ATCC 19606
Citrobacter freundii 6 B 18
ATCC 8090
Proteus mirablis ATCC 6 6 25
35659
Salmonella typhimirium 105 6 22
ATCC 13311
Enterobacter cloacae 6 6 21
ATCC 13047
Staphylococcus aureus 12 6 32
ATCC 6538
Bacillus subtilis ATCC 11 12 22
6633
Enterococcus faecalis 15 B 21
ATCC 49452
Listeria monocytogenes 11 6 22
ATCC 15313
Micrococcus luteus 145 10 29
ATCC 9341

11.3.Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) :

Les résultats de la CMI vis-a-vis des souches bactériennes de références qui ont montré des
résultats positifs dans la technique de diffusion sur gel sont représentés dans le tableau n°7.
Nous avons remarqué que I’huile fixe des fruits de Xanthium strumarium avait presque la
méme CMI.

En effet, nous constatons que I’huile fixe Staphylococcus aureus ATCC 6538 , Enterococcus
faecalis ATCC 49452 et Salmonella typhimirium ATCC 13311 une CMI qui égale a 2,5
mg/mL. Alors que Bacillus subtilis ATCC 6633 et Listeria monocytogenes ATCC 15313,
Micrococcus luteus ATCC 9341avaient une bonne CMI et qui est 1,25 mg/mL.

Concernant ’huile essentielle de Xanthium strumarium des feuilles, nous constatons que
Micrococcus luteus ATCC 9341 et Bacillus subtilis ATCC 6633 presentent une CMI qui est
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de 2,5 mg/mL. En revanche, Acinetobacter baumanni ATCC 19606 présente une CMI
superieur a 2,5 mg/mL.

Nous pouvons conclure que les bactéries réagissent de différentes manieres soit par rapport a
la nature de I’extrait utilisé ou le degré de la résistance et de la sensibilité vis-a-vis d’une seule
et méme substance.

Tableau 7 : Concentrations minimales inhibitrice de Xanthium strumarium

Huile fixe des Gentamicyne
fruits mg/mL Huile essentielle des pg/mL
feuilles mg/mL
Bacillus subtilis ATCC 1,25 2.5 0,65
6633
Salmonella typhimirium 2,5 - 0,65
ATCC 13311
Enterococcus faecalis 2,5 - 2,6
ATCC 49452
Staphylococcus aureus 2,5 - 0,19
ATCC 6538
Listeria monocytogenes 1,25 - 0,19
ATCC 15313
Micrococcus luteus ATCC 1,25 2,5 0,12
9341
Acinetobacter baumanni - >2,5 0,65
ATCC 19606

I11.  Activité antifongique
111.1.Effet des hydrolats sur I'inhibition de décroissance fongique in vivo de la tomate
Les résultats des tests in vivo sur la souche Fusaruim oxysporum ont montré une forte
activité antifongique Méme a la fin du 20 °™ jour. et nous avons remarqué une forte

incidence du champignon sur la tomate non traité.

Fusaruim oxysporum Aprés 15] a 24C

Figure 18 : Effet protecteur de I’hydrolats vis-a-vis de souche fongique de Fusaruim
oxysporum
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Les résultats des tests in vivo sur la souche Pénicillium 02 ont montré une bonne activité
antifongique apres 15j de stockage a une température de 24C , la tomate traité n’a pas eté
affectée mais le témoin est affecté.

Pénicillium 02 Apres 15j a 24c

Figure 19 : Effet protecteur de I’hydrolat vis-a-vis de souche fongique Pénicillium 02

Les résultats des tests in vivo sur la souche Trichodarma ont montré une forte activité
antifongique apres 15j, la tomate non traité était complétement affectée mais la tomate traité
n’a pas été affecté ce qui explique que I’hydrolat des parties aériennes de Xanthium

strumarium possede une trés forte activité antifongique.

; -
\ — e
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Apres 15j a 24c
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Figure 20 : Effet protecteur de I’hydrolats vis-a-vis de souche fongique Trichodarma
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Conclusion

Dans le cadre de ces travaux, nous nous sommes intéressés a une plante envahissante de la
famille des Astéracées du genre Xanthium .L’objectif principa de cette éude est de valoriser
cette espéce par la production de son huile essentielle.

Les travaux antérieurs décrivent la composition chimique des huiles essentielles obtenues a
partir des parties aériennes. En comparant nos résultats avec ceux de la littérature, nous
constatons que la composition chimique de I’huile essentielle des feuilles de Xanthium
strumarium d’Algérie est proche de celles des feuilles de Xanthium strumarium d’Iran [27] et
d’Inde [31] dans les quelles le limonéne est le composé mgoritaire (25% et 35%,

respectivement).

L’analyse de I’huile essentielle des feuilles de Xanthium strumarium montre que cette
derniere est largement dominée par des composés hydrocarbonés (77.4%) et plus
particulierement par les monoterpenes hydrocarbonés qui représente plus de la moitié de la
composition chimique de I’huile essentielle (51,6%), suivis des sesquiterpénes hydrocarbonés
(25.8%). Les principaux composants de I'huile essentielle des feuilles sont le limonéne
(41.5%), gérmacrene D (14.2%), aphapinene (4,9% ) et |le sabinene (3,3%) .

D’apres les résultats des tests phytochimiques obtenus sur le Xanthium strumarium, nous
avons pu déceler les différentes familles de composeés chimiques par de simples réactions de
coloration et de précipitation. Les résultats montrent que la plante est d’une grande
importance, €elle est riche en composés phénoliques tels que les tanins, les flavonoides et
hétérosides qui sont connus par leur pouvoirs antioxydants.

I’huile essentielle des feuilles ainsi que I’extrait d’hydrolat de la partie aérienne présentent un
pouvoir antioxydant respectivement (CI50 0,405 et 0,668 mg/mL) supérieur a celui du BHT
mais inferieur a celui de I’acide ascorbique .

Tous les extraits testés présentent un pouvoir antiradicalaire supérieur a celui de I’acide
ascorbique et BHT. La forte capacité antioxydante des extraits agueux et éthanolique
pourraient étre dues a la présence de certains composés potentiellement actifs (les

polyphénols) beaucoup plus actifs que I’acide ascorbique.

Les résultats de la CMI vis-a-vis des souches bactériennes de références, ont montré de bons
résultats, avec I’huile fixe des fruits de Xanthium strumarium ,qui avait presgue la méme
CMI.
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En effet, nous avons constaté que I’huile fixe présente une CMI égale a 2,5 mg/mL contre le
Saphylococcus aureus ATCC 6538 , Enterococcus faecalis ATCC 49452 et Salmonella
typhimirium ATCC 13311. Alors que contre Bacillus subtilis ATCC 6633 et Listeria
monocytogenes ATCC 15313, Micrococcus luteus ATCC 9341 elle avait une bonne CMI de
1,25 mg/mL.

Concernant I’huile essentielle des feuilles de Xanthium strumarium, nous constatons que la
CMI est de 2,5 mg/mL contre le Micrococcus luteus ATCC 9341 et Bacillus subtilis ATCC
6633. En revanche, Acinetobacter baumanni ATCC 19606 présente une CMI supérieur a 2,5
mg/mL. Nous pouvons conclure que les bactéries réagissent de différentes manieres soit par
rapport a la nature de I’extrait utilisé ou le degré de la résistance et de la sensibilité vis-a-vis
d’une seule et méme substance.

Les résultats des tests antifongiques in vivo de I’hydrolat des parties aériennes sur les souches
Trichodarma, Pénicillium 02 et Fusaruim oxysporum ont montré une forte activité
antifongique. Apres 15, latomate non traité était complétement affectée mais la tomate traité
n’a pas été affecté ce qui explique que I’hydrolat des parties aériennes de Xanthium
strumarium possede une tres forte activité antifongique. L’hydrolat n’a présenté aucune
activité antifongique contre le Pénicillium 01, en effet, la tomate traité et non traité avec

I’hydrolat étaient les mémes.
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Résumé :

Depuis quelques années, un intérét accru s’est porté sur des molécules d’origine naturelle
ayant montré des propriétés antibactériennes et antioxydantes sur les extraits aromatiques et
les huiles essentielles. Les Xanthiums sont des plantes annuelles herbacées, appartenant a la
famille des Astéracées, connus pour leurs utilisations en medecine traditionnelle, leurs
activités ont eté confirmees dans le traitement de plusieurs affections
Les résultats montrent que la plante est d’une grande importance, elle est riche en composés
phénoliques. Le test DPPH montre que I’huile essenticlle des feuilles de Xanthium
strumarium ainsi que I’extrait d’hydrolat de la partie aérienne présentent un pouvoir
antioxydant respectivement (CI50 0,405 et 0,668 mg/mL) supérieur a celui du BHT , mais
inferieur a celui de 1’acide ascorbique .I’extrait éthanolique et aqueux quant a eux présentent
une excellente activité antioxydante supérieure a celle de 1’acide ascorbique.
Mots clés : Xanthium strumarium, huile essentielle, hydrolat , extrais aqueux et éthanolique ,
DPPH ,acide ascorbique .
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Abstract:

In recent years, there has been an increased interest in molecules of natural origin that have
shown antibacterial and antioxidant properties on aromatic extracts and essential oils.
Xanthiums are herbaceous annuals, belonging to the family Asteraceae, known for their use in
traditional medicine, their activities have been confirmed in the treatment of several diseases
The results show that the plant is of great importance, it is rich in phenolic compounds. The
DPPH test shows that the essential oil of the leaves of Xanthium strumarium and the
hydrolate extract of the aerial part have an antioxidant capacity respectively (IC 50 0.405 and
0.668 mg / mL) higher than that of the BHT, but lower than that ascorbic acid. ethanolic and
aqueous extract have an excellent antioxidant activity superior to that of ascorbic acid.

Key words: Xanthium strumarium, essential oil, hydrolate, aqueous and ethanolic extract,
DPPH, ascorbic acid.
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