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Avant propos
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© «(LAPRONAV, Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, Sciences de % W
| |
' la Terre et de I'Univers (SNV-STU), Universit¢ Aboubekr Belkaid,

' Tlemcen.

Les dosages et 1’étude de I’activité antioxydante par six méthodes sont
réalisés au Laboratoire des Plantes Extrémophiles «LPE», Centre de

Biotechnologie de Borj-Cédria (CBBC) de Tunis, Tunisie.
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L’analyse par CG-SM est réalisée au Laboratoire de m Q (l APPLIQUEES ET DE TECHNOLOGIE

Biotechnologie Végétale, Institut Nati
(INSAT), Tunisie.

@ UNIVERSITE
DE LORRAINE
L’analyse par HPLC Orbitrap-MS" est réalisée au Laboratoire

. Agronomie & Environnement UMR 1121 (Université de Lorraine-INRA),
Errmmmn de Nancy, France.

J’exprime ma profonde reconnaissance aux responsables de ces laboratoires pour m’avoir

apporté les moyens humains et matériels me permettant de réaliser ce travail dans les

meilleures conditions.
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Résumé

Les travaux présentés dans cette thése contribuent d’une part, a 1’é¢tude des activités
antioxydantes et antimicrobiennes de quelques plantes d’ Algérie et d’autre part a la caractérisation
de ces plantes par 1’étude de la composition chimique des huiles essentielles et des extraits
(macérats hydro-méthanoliques, extraits obtenus successivement par soxhlet par des solvants de
polarité croissante -hexane, Dichlorométhane, méthanol, eau-) par des outils d’analyse des
mélanges complexes naturels. Il s’agit de deux Astéracées : Helichrysum stoechas subsp. rupestre
auct. et Phagnalon saxatile (L.) Cass. subsp. saxatile et de quatre Rutacées : Ruta angustifolia Pers.,
Ruta chalepensis var. bracteosa (DC.) Boiss., Ruta graveolens L. et Ruta tuberculata Forsk.

Pour les deux especes d’Astéracées, les extraits hydro-méthanoliques, et ceux obtenus
successivement par des solvants polaires, généralement le méthanol, contiennent des composés
phénoliques et ont une activité antioxydante intéressante, a 1’exception des fleurs de P. saxatile
subsp. saxatile. Les extraits des fleurs d’H. stoechas subsp. rupestre et des tiges feuillées de P.
saxatile subsp. saxatile sont les plus actifs, avec les teneurs les plus élevées en composés
phénoliques. Ces activités sont comparables a celles des standards a I’exception des pouvoirs de
réduction et de chélation du fer. La meilleure activité est obtenue en piégeant le radical DPPH’ avec
des valeurs de Clsp comprises entre 5.47 et 6.58 pg/mL. Une activité antifongique puissante, des
huiles essentielles des espeéces de Ruta, a été révélée contre les champignons filamenteux.
Aspergillus fumigatus et Cladosporium herbarum sont les souches les plus sensibles a ces huiles
avec des valeurs de CMI inférieures a 4 pl/mL pour certaines huiles, atteignant 9 ul/mL pour les
autres.

La relation entre les potentiels étudiés et les compositions des extraits et des huiles
essentielles a été établie, respectivement, par CLHP-SM et CG-SM. H. stoechas subsp. rupestre et
P. saxatile subsp. saxatile, de I’ouest algérien, constituent une nouvelle source des dérivés d’acide
hydroxycinnamique a activité antioxydante. Riches en cétones (jusqu’a 95%), les huiles essentielles
de Ruta chalepensis var. bracteosa, R. angustifolia et de R. graveolens, possédent des compositions
chimiques fréquemment décrites dans la littérature. En revanche, I'huile essentielle de R.
tuberculata présente une composition différente et rarement décrite, caractérisée par la présence
majoritaire des alcools monoterpéniques (40.79%). Les propriétés antifongiques de ces huiles
essentielles permettent de les proposer comme un outil potentiel a surmonter le probleme de

I’incidence croissante de maladies d’origine alimentaire.

Mots-clés : Helichrysum stoechas subsp. rupestre, Phagnalon saxatile subsp. saxatile, Ruta, activité
antioxydante, activité antimicrobienne, composés phénoliques, huile essentielle, CG-SM, CLHP-SM.
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Abstract

The work presented in this thesis contribute one hand, the study of antioxidant and antimicrobial
activities of some plants in Algeria and also in the characterization of these plants by studying the
chemical composition of essential oils and extracts (hydro-methanolic macerates, extracts obtained
successively by soxhlet with solvents of increasing polarity -hexane, dichloromethane, methanol,
water-) by analytical tools of natural complex mixtures. There are two Asteraceae: Helichrysum
stoechas subsp. rupestre auct. and Phagnalon saxatile (L.) Cass. subsp. saxatile and four Rutaceae:
Ruta angustifolia Pers., Ruta chalepensis var. bracteosa (DC.) Boiss., Ruta graveolens L. and Ruta
tuberculata Forsk.

For both species Asteraceae, aqueous-methanolic extracts, and those obtained successively by
polar solvents, typically methanol, contain phenolic compounds and have an interesting antioxidant
activity, with the exception of P. saxatile subsp. saxatile flowers. Extracts of H. stoechas subsp.
rupestre flowers and of P. saxatile subsp. saxatile leafy stem are the most active, with the highest
levels of phenolic compounds. These activities are comparable to those of standards with the
exception of iron reducing power and iron chelation method. The best activity is obtained by
scavenging radical DPPH® with ICsy values between 5.47 and 6.58 pg/mL. Potent antifungal
activity of essential oils of species of Ruta, was revealed against filamentous fungi. Cladosporium
herbarum and Aspergillus fumigatus are the most sensitive to these oils strains with MIC values
below 4 pul/mL for some oils, up to 9 ul/mL for the others.

The relationship between potential studied and the compositions of the extracts and essential oils
has been established, respectively, by HPLC-MS and GC-MS. H. stoechas subsp. rupestre and P.
saxatile subsp. saxatile, of western Algeria, providing a new source of hydroxycinnamic acid
derivatives with antioxidant activity. Rich ketones (up 95%), essential oils of Ruta chalepensis var.
bracteosa, R. graveolens and R. angustifolia, possess chemical compositions frequently described
in the literature. However, the essential oil of R. tuberculata has a different composition and rarely
described, characterized by the predominant presence of monoterpene alcohols (40.79%). The
antifungal properties of those essential oils allow them to provide a tool to overcome the problem of

the increasing incidence of foodborne illness.

Keywords: Helichrysum stoechas subsp. rupestre, Phagnalon saxatile subsp. saxatile, Ruta,

antioxidant activity, antimicrobial activity, phenolic compounds, essential oil, GC-MS, HPLC-MS.
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A travers les si¢cles, les traditions humaines ont su développer I’utilisation des plantes
comme source essentielle de médicaments. Aujourd’hui, ces plantes et certains de leurs principes
actifs rentrent dans la composition d’une grande partie de nos médicaments et produits de soins,
grace a leurs richesse en métabolites secondaires potentiels. Ces métabolites ont ’avantage
d’étre d’une grande diversité de structure chimique et possédent un treés large éventail d’activités
biologiques, telles que les activités antivirale, anti-inflammatoire, antimicrobienne et
antioxydante. L’évaluation de ces activités est une tache trés intéressante et a fait ’objet de
nombreuses études et publications (Proestos et al., 2006; Trabelsi et al., 2010; Chaouche et
al., 2014).

Parmi les composés potentiellement intéressants, les antioxydants, généralement des
polyphénols, sont particuliecrement étudiés en raison de leur utilisation dans les domaines
pharmaceutiques, cosmétiques et alimentaires. L’objectif de ces études est de chercher des
molécules susceptibles de protéger l’organisme contre les effets du stress oxydant et de
remplacer les antioxydants synthétiques tel que le butylhyroxyanisole (BHA) et Ie
butylhydroxytoluéne (BHT), largement utilisés pour empécher ou retarder 1’oxydation des
lipides des aliments, et qui présentent une certaines toxicité pour les consommateurs (Albayrak
et al.,, 2010). Les métabolites des plantes peuvent constituer aussi une source intéressante
largement inexplorée pour la création et le développement de nouveaux médicaments qui
pourraient aider a résoudre le probléme croissant de la résistance, de la toxicité et de la
cancérogénicité des antibiotiques actuellement disponibles dans le commerce et qui finissent par
perdre leur efficacité (Falconner et Brown, 2009). La meilleure alternative fiable a ’'usage des
antibiotiques semble étre celle des huiles essentielles (Dorman et Deans, 2000).

Par sa situation géographique, I’ Algérie offre une végétation riche en plantes aromatiques
qui poussent spontanément. Il est donc intéressant d’étudier leurs propriétés antimicrobiennes et
antioxydantes, face aux obstacles que présente I'utilisation des antibiotiques et des additifs
alimentaires de synthése. C’est dans ce contexte que le présent travail a pris naissance, sur
I’étude des activités antioxydantes et antimicrobiennes des huiles essentielles et des extraits de
quelques plantes aromatiques d’Algérie. Il s’agit de quatre espéces appartenant a la famille des
Rutacées : Ruta angustifolia Pers., Ruta chalepensis var. bracteosa (DC.) Boiss., Ruta
graveolens L. et Ruta tuberculata Forsk., collectées respectivement des régions suivantes :
Tlemcen (Nedroma), Ain Temouchent (Ain Tolba), Anaba et Béchar, et de deux especes de la
famille des Astéracées : Helichrysum stoechas subsp. rupestre auct. de Honaine et Phagnalon
saxatile (L.) Cass. subsp. saxatile de Fellaoucene, les deux dans la région de Tlemcen.

Plusieurs raisons, sont a la base du choix de ces plantes. Tout d’abord, il est judicieux de

choisir des plantes peu ou pas étudiées. C’est le cas de Ruta tuberculata et de Phagnalon saxatile
1
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subsp. saxatile qui sont rarement investiguées. Cependant, une approche différente serait
employée pour les plantes largement étudiées comme dans le cas des espéces de Ruta et
d’Helichrysum, généralement réputées pour leur contenu en huiles essentielles. Ainsi,
I’utilisation de ces plantes en médecine traditionnelle est I’'un des principaux critéres de choix,
méme s’il n’y a pas de reconnaissance, a I’heure actuelle, des vertus thérapeutiques des especes
d’Helichrysum et de Phagnalon en Algérie. Enfin, ces espéces qui poussent dans des milieux
riches en microorganismes et parasites, seraient susceptibles de produire des métabolites
secondaires qui leur permettent de faire face a ces agressions et donc étre une source inestimable
de nouveaux produits possédant des activités biologiques intéressantes.
Ce travail de thése a été réalisé en trois parties :

» La premiére aborde une étude bibliographique qui donne des approches sur: Les
composés phénoliques et les huiles essentielles; Les activités antioxydantes et
antimicrobiennes et Les plantes étudiées.

» La deuxiéme illustre le matériel et les méthodes utilisés.

» Latroisiéme est consacrée a la présentation et la discussion des résultats obtenus.

Enfin, cette étude s’achéve par une conclusion générale et des perspectives pour le futur
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Chapitre I.
Composés phénoliques et huiles essentielles

Depuis toujours les plantes ont constitué¢ la source majeure de médicaments grace a la
richesse de ce qu'on appelle les métabolites secondaires. Les principales familles sont les
composés phénoliques, les isoprénoides et les composés azotés.

Sommaire

I.  Introduction

II. Composés phénoliques
IL1. Phénols, acides phénols et phénylpropanoides
I1.2. Flavonoides
IL.3. Stilbénes
I1.4. Xanthones
IL5. Tanins
IL6. Quinones et Emodols

III. Huiles essentielles

IV. Activités Dbiologiques des composés phénoliques et des huiles
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V. Caractérisation et identification des composés phénoliques et des huiles
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I. Introduction

Les métabolites secondaires sont des composés trés hétérogenes tant par leurs compositions
que par leurs structures. On les trouve dans toutes les parties de plantes, mais ils sont distribués
différemment selon leurs rdles. Cette distribution varie d’une plante a une autre. Pendant
longtemps, ces composés ont été considérés comme secondaires et métaboliquement inactifs, ils
ne suscitaient donc que peu d’intérét. Cette opinion a changé du fait de nombreuses recherches
qui ont largement montré que ces composés ne sont pas inertes et contribuent efficacement dans
la biosynthése de divers métabolites de 1’organisme. IIs interviennent dans des processus vitaux
les plus divers, d’ou I’importance croissante des études consacrées a ces composés, pour leurs
propriétés antioxydantes, antimicrobiennes, anti-inflammatoires et anticarcinogenes ou

mutagenes (Macheix et al., 2005).

I1. Composés phénoliques
Les composés phénoliques regroupent un vaste ensemble de substances chimiques
comprenant au moins un noyau aromatique et un ou plusieurs groupes hydroxyles. Cette

désignation concerne a la fois les mono, les di et les polyphénols dont les molécules contiennent
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respectivement une, deux ou plusieurs fonctions phénoliques (Macheix et al., 2005). IIs peuvent
aller des molécules simples, comme les acides phénoliques, a des composés hautement
polymérisés comme les tanins (tab. 1). Ces différentes classes se différencient par la complexité
du squelette de base ¢laboré par la voie de shikimate, par le degré de modification de ce squelette
et par les liaisons possibles de ces molécules de bases avec d’autres molécules tel que les
métabolites primaires et secondaires. Elles peuvent étre diversement substituées (glycosylées,
estérifiées, acylées, etc.) (Harborne, 1998).

Ces composés peuvent intervenir dans certains aspects de la physiologie de la plante
(lignification, régulation de la croissance, etc.) et dans I’interaction des plantes avec leur
environnement biologique et physique (relation avec les bactéries, les champignons, les insectes
et la résistance aux UV) (Macheix et al., 2005).

Tableau 1: Les principales classes des composés phénoliques

Squelette carboné  Classe

Cs Phénols simples

Ce-Ci Dérivés d’acides hydroxybenzoiques

Co-C; Dérivés d’acides hydroxycinnamiques, Coumarines
(CG'C3)2 Lignanes

(CG-C3).1 Lignines

Co-Cy Naphtoquinones

Cs-Cr-Cg Stilbénes

Cs-C3-Cg Flavonoides

(Cis)n Tanins

I1.1. Phénols, acides phénols et phénylpropanoides

Les phénols (C¢) sont les dérivés hydroxylés du benzéne et des hydrocarbures aromatiques,
dans lesquels le groupe OH est lié a un atome de carbone du cycle benzénique. Il est rare de
trouver les phénols libres (catéchol, orcinol, phloroglucinol, pyrogallol, vanilline) dans les
plantes (Harborne, 1998).

Les acides phénoliques sont contenus dans de nombreuses plantes agricoles et médicinales.
On distingue deux principales classes, les dérivés de 1’acide benzoique (Cs-C) et les dérivés de
I’acide cinnamique (Cs-C3) (fig. 1) (Macheix et al., 2005). La plupart des composés en Cs-C;
proviennent de ’acide cinnamique. Les composés en Cs-C; formant les tanins hydrolysables et la
chalcone qui est la molécule de base de tous les flavonoides et tanins condensés, sont issus de la

voie de I’acide shikimique (Paris et Hurabielle, 1981).



I’ partie : Présentation bibliographique

R R,
0
Ry R, 0
OH \
R R, Ry R, on
Les acides hydroxybenzoiques Les acides hydroxycinnamiques
R, R, R; Ry R, R, R; Ry
Ac. salicylique OH H H H Ac. o-coumarique OH H H H
Ac. p-hydroxy- benzoique H H OH H Ac. m-coumarique H OH H H
Ac. gallique H OH OH OH Ac. p-coumarique H H OH H
Ac. syringique H OCH; OH OCH; Ac. férulique H H OH OCH;
Ac. gentisique OH H H OH Ac. sinapique H OCH; OH OCH;
Ac. protocatéchique H OH OH H Ac. caféique H OH OH H

Figure 1: Principaux acides hydroxybenzoiques et hydroxycinnamiques

Les phénylpropanoides peuvent contenir un ou plusieurs résidus Ce-C;. On distingue les
coumarines (dérivés par cyclisation) (fig. 2), les phénylpropenes (dérivés directs), les lignanes

((C6-C3),) et les lignines ((Ce-C3)n) (Macheix et al., 2005).

R, Ry R;

Umbelliférol H OH H

Ry S Aescultol OH OH H
Scopolétol OCH; OH H

‘ O "9 Fraxétol OCH;  OH OH
Daphnétol H OH OH

Figure 2: Principaux types de coumarines

I1.2. Flavonoides

Les flavonoides ont des fonctions trés différentes dans la plante, y compris la pigmentation et
la défense. Ces substances ont tous une origine biosynthétique commune, la 4,2°.4°,6°
tétrahydroxychalcone, et par conséquent, possédent tous la méme structure du diphénylpropane
(C6-C3-Cs). Les trois carbones servant de jonction entre les deux noyaux benzéniques notés A et
B forment généralement un hétérocycle oxygéné C (fig. 3). Les génines sont divisés en trois
classes, les 2-phénylchromanes (flavan-3-ols, flavan-4-ols et flavane-3,4-diols), les 2-
phénylchromones (flavones, flavonols, flavonones et flavononols) et les flavyliums

(anthocyanidines, chalcones et aurones) (De Rijke et al., 2006).

Figure 3 : Structure générale des flavonoides
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Les différentes classes différent entre elles par le nombre et la position des groupements
hydroxyles, la présence ou non de substituant sur la génine et le degré de polymérisation. Les
formes les plus rencontrées sont issues d’une hydroxylation, alkylation (méthylation ou
prénylation), glycosylation et acylation soit sur la génine, soit sur un groupe hydroxyle d’un ose
(Rice-Evans et al., 1996). IIs apparaissent généralement sous forme glycosylée ce qui les rend
moins réactifs et plus solubles dans 1’eau. Le glucose est le sucre le plus fréquemment rencontré
(Bruneton, 1999; Macheix et al., 2005).

Les différentes classes, représentées dans les figures 4-6, sont les flavonoides au sens strict. Leur
structure porte le noyau aromatique B en position 2 et la distinction des sous-classes se fait
suivant la conformation de la structure centrale C (pyrone). Au sens large, il faut inclure aussi
les flavanols (flavan-3-ols), les flavanediols (flavane-3,4-diols ou leucoanthocyanidines) (fig. 7)

et les anthocyanidols (anthocyanidines) (fig. 8).

Chalcones (2-Benzylidene-1-benzofuran-3-one)  Aurones (2-Benzylidene-1-benzofuran-3-one)

R R Ra

Sulphorétine H H

Butéine H Aureusidine OH H
Okanine OH Leptosidine H OCH;

Figure 4: Structures chimiques des chalcones et aurones

Flavones (2-phénylchromen-4-one) Flavonols (3-hydroxy-2-phénylchromen-4-one)
" J)\ i R R, R, R3 Ry R5 R, R, R3 Ry R5
‘ i ;[/\I ' “Apigénine H H H OH H Quercétine OH H OH OH H
HO- OS5 Lutboline [ g oH  OH H Myricétine OH H OH OH OH
1;[‘ ﬂ\ o Tricine Morine OH OH H OH H
T H H OCH; OH OCH;  gaempférol OH H H OH H
Isothamnétine OH H OCH; OH H
Figure 5: Structures chimiques des flavones et des flavonols
) 'fg Flavanones Flavanonol (Dihydroflavonol)
R, \[f] ‘E r" s (2,3-dihydro-2-phenylchromen-4-one) (3-hydroxy-2,3-dihydro-2-phénylchromen-4-one)
HO. = O 3. -1:;:\__’,.-- 2 R] R2 R3 R4 R5 R] R2 R3 R4 R5
3[ T pO
U _:po I/J\ Hesperetne H H OH OCH; H Taxifoine OH H H OH OH
. A R
:.[m o Naringenme H H H OH H

Figure 6: Structures chimiques des Flavanones et flavanonol
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R
=% 1. OH ool
HO = o _’ o ' _’T{Ltlr 'UH
B e ey L L e S« TP
zn’ \/ (h_’ ) R :Tl- \:T\l i J\_ e R,
on ) E |‘a-:r> o
Flavanols R; Rs Flavan-3,4-diols R; Rs
Afzeléchine H H Leucopélargonidine H H
Catéchine OH H Leucocyanidine OH H
Gallocatéchine H OH Leucodelphinidine OH OH

Figure 7: Structures chimiques des flavanols et flavan-3,4-diols

- Composés R R’
o4 Pélargonidine H H
Q Cyanidine ~ OH H
e LN ¥ Péonidine OCH; H
‘ - Délphinidine  H OH
L o Malvidine OCHs; OCH;

Malvidine OH OCH;

Figure 8: Structures chimiques des anthocyanes

D’autres auteurs ajoutent au groupe des flavonoides, les isoflavonoides et les biflavonoides. Les
premiers sont structurellement rattachés aux flavonoides, dont le noyau aromatique B est en
position 3. Ils peuvent étre classés en une douzaine de catégories structurales parmi lesquelles :
(fig.9),

isoflavénes, roténoides, ptérocarpanes. Ainsi, les biflavonoides sont des formes dimeéres de

isoflavanes, isoflavones 3-arylcoumarines, coumaronochromones, coumestanes,

flavonoides
Isoflavones As A R4
v A o Génistéine OH OH OH
ﬂﬁt i Génistine OH Oglc OH
N NN Daidzéine H OH OH
A O Ul// Y Daidzine H Oglc OH
Ry Biochanine A OH OH OCH;
Formononetine H OH OCH;
Figure 9: Structure de base des Isoflavones
I1.3. Stilbénes

Les Stilbénes ont une structure de base C¢-Cr-C¢. Parmi ces composés on trouve le

resveratrol (fig. 10) qui est un anticancéreux présent dans certaines plantes médicinales

g

(Macheix et al., 2005).

OH
HO, I N
OH

Figure 10: Structure de trans-resveratrol




I°” partie : Présentation bibliographique

I1.4. Tanins
Les tanins sont des substances polyphénoliques en (Cis),, polaires, de saveur astringente, de
structures variées et de haut poids moléculaire (> 3000 Da). Ils sont capables de se lier aux
protéines en solution et de les précipiter ce qui leur confert la propriété de tanner la peau
(Macheix et al., 2005).
Ils sont classés en deux groupes distincts (fig. 12) :
b Tanins hydrolysables : Ce sont des oligo- ou des polyesters d’un sucre qui est trés
généralement le glucose et d’un nombre variable de molécules d’acide- phénol qui est soit
I’acide gallique dans le cas des tanins galliques, soit I’acide hexahydroxy di- phénique et ses
dérivés d’oxydation dans le cas des tanins éllagiques (Bruneton, 1999).
B Tanins condensés ou proanthocyanidols : 1ls ne possédent pas de sucre dans leurs
molécules et leur structure est voisine de celle des flavonoides (Paris et Hurabielle, 1981).
IIs sont formés par la condensation de catéchines ou gallocatéchines en formant des dimeres
(unités de flavanes), puis des oligomeéres par de liaisons C4-Cs ou Cg-Cs. Ils libérent, apres

hydrolyse acide, un anthocyanidol, leur donnant leur nom spécifique (Harborne, 1998).

-
| 5@?&

Terchebuline R = H : Procyanidine
R = OH : Prodelphinidine

Figure 12: structure d’un tanin hydrolysable et des tanins condensés

I1.5. Emodols
Les emodols sont des dérivés hydroxyanthracéniques (fig. 13) (Harborne, 1998).

Figure 13: Structure de base d’emodols et d’anthraquinones
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ITI. Les huiles essentielles

Les huiles essentielles, de la classe des Isoprénoides, sont produites soit par distillation
(hydrodistillation, entrainement a la vapeur), expression de I’écorce des fruits. Elles peuvent étre
stockées dans divers organes et sont synthétisées par des cellules ou des organes spécialisés
variables (poils sécréteurs externes, cellules sécrétrices, poches sécrétrices ou canaux sécréteurs)
suivant les familles botaniques (Bruneton, 1999).

La plupart sont constituées de mono- et sesquiterpeénes issus de la voie de I’acide
mévalonique, et des dérivés du phénylpropane Cs-Cs, associés en nombre et en proportions trés
variables. L’isopréne est le point de départ de la biosynthese des terpénes (fig. 14) (Belaiche,
1979). Des composés en Cs-C; et des lactones dérivées des acides cinnamiques peuvent étre
¢galement présents dans certaines huiles essentielles (Bruneton, 1999). Divers autres
constituants minoritaires leurs sont associés (des acides organiques de faible poids moléculaire,

des cétones de faible poids moléculaire et des coumarines volatiles) (Paris et Hurabielle, 1981).

CH3

CH2
CH2 N

Figure 14: Structure d’isopreéne

La composition des huiles varie en fonction du nombre d’atomes de carbone (les
monoterpenes Cio, les sesquiterpénes Cis et plus rarement les diterpénes Cy), du caractére saturé
ou insaturé des liaisons, de leur agencement (linéaire ou cyclique), de la configuration spatiale et
de la nature des groupes fonctionnels (terpénes, alcools terpéniques, cétones, phénols, aldéhydes,
esters et éthers) (Valnet, 2005).

A part quelques exceptions et malgré leurs différences de constitution, les huiles essentielles
posseédent en commun un certain nombre de propriétés physiques: trés odorantes, généralement
incolores ou jaunes pales, fluides, densité inférieure a celle de ’eau, point d’ébullition entre
160°C et 240°C, indice de réfraction élevé et la plupart dévient la lumiére polarisée,
entrainables a la vapeur d’eau, dissolvent les graisses, I’iode, le soufre, le phosphore, réduisent
certains sels, solubles dans les solvants organiques usuels, liposolubles (Bruneton, 1999 ;
Valnet, 2005).

Grace a leur richesse en terpénoides, les huiles essentielles possédent un role écologique lors
des interactions végétales et des interactions végétal- animal. Elles interviennent également, par

leurs odeurs caractéristiques, dans I’attraction de pollinisateurs. Pour les plantes désertiques, les
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huiles essentielles sont nécessaires a la conservation de I’humidité indispensable a leur milieu de

vie (Belaiche, 1979).

IV. Activités biologiques des composés phénoliques et des huiles essentielles

Les métabolites secondaires sont recherchés parce qu’ils sont reconnus pour leurs activités
biologiques nombreuses qui comprennent des activités antibactérienne, anticancéreuse,
antifongique, analgésique, anti-inflammatoire, diurétique, antioxydante, etc. (Dorman et Deans,
2000).

Les acides phénoliques ont des propriétés antimicrobiennes, antioxydantes, anti-
inflammatoires et chélatrices. Pharmacologiquement, le mieux caractérisé est 1’acide caféique
(Psotova et al., 2003). La phytoalexine populaire, Resvératrol, un agent anticancéreux, est un
exemple de composés phénoliques, comme le sont les flavonoides et les tanins qui ont des
activités antivirale, antitumorale, antioxydante, anti-inflammatoire, antimicrobienne et
hypoglycémiante. L’ hypéricine, une anthraquinone isolée de Hypericum perforatum, possede
¢galement des propriétés antifongiques (Cowan, 1999). Les coumarines et les anthocyanosides
ont des propriétés anti-cedémateuses. Il est prouvé actuellement que ces composés offrent des
possibilités chimio-préventives intéressantes contre certains cancers, en particulier ceux de la
région gastro-intestinale (Peters et al., 2003). Les coumarines exercent aussi des activités
antibactériennes et antifongiques. Elles sont plus efficaces contre les Gram positifs et inhibent la
croissance de Saccaromyces cerevisiae et la germination des spores d’Aspergillus niger (Cowan,
1999).

En dehors de leurs propriétés antiseptiques et antimicrobiennes largement utilisées a ’heure
actuelle, les huiles essentielles possédent des propriétés antitoxique, antivenimeuse, antivirale,

antiparasitaire et antioxydante (Valnet, 2005).

V. Caractérisation et identification des composés phénoliques et des huiles essentielles

La caractérisation de ces produits nécessite [’utilisation de plusieurs techniques
complémentaires avec un dispositif d’outils analytiques rapides et fiables. La résonnance
magnétique nucléaire (RMN), la chromatographie liquide haute performance (CLHP) et la
chromatographie en phase gazeuse (CPG), sont celles qui sont les plus employées pour I’analyse
qualitative et/ou quantitative des extraits naturels. L’utilisation des couplages multiples a
néanmoins démontré son efficacité. Elucider la structure d’un composé nouveau (non décrites
dans la littérature) nécessite 1’isolement préalable des constituants avant leur analyse, par les

diverses techniques séparatives (partition acido-basique, distillation fractionnée, cristallisation,
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extraction sélective par les solvants, chromatographie sur colonne (CC), sur couche mince

(CCM), CLHP ou CPG préparatives (Bruneton, 1999).

V.1. Résonance magnétique nucléaire

La résonance magnétique nucléaire du carbone-13 (RMN "°C) est préférée aux autres noyaux
dans le domaine analytique. L’identification des constituants d’'un mélange est réalisée par
comparaison des déplacements chimiques du mélange avec ceux des composés de référence
contenus dans une ou plusieurs bibliothéques de spectres.
C’est une technique d’identification des constituants d’un mélange complexe, a savoir les huiles
essentielles. Il est possible d’identifier par cette méthode la plupart des molécules organiques,

méme dans les cas de molécules ayant des structures trés proches (Tomi et al., 1995).

V.2. Chromatographie liquide haute performance

Cette méthode a majoritairement été utilisée pour I’analyse des substances peu ou pas
volatiles, thermolabiles ou polaires. Elle demeure la technique la plus souvent utilisée car elle
présente de nombreux avantages telles que sa simplicité de mise en ceuvre, sa reproductibilité,
une gamme étendue de phases stationnaires commercialement disponibles permettant de moduler
les interactions avec le soluté, et ses diverses possibilités de couplages avec d’autres techniques
chromatographiques et/ou des systémes de détection. Les systémes de détection les plus
communément utilisés sont les détections par absorption dans l'ultraviolet visible (UV-Vis),
fluorescence, diffusion de lumicre (DEDL), électrochimie, spectrométric de masse (SM) et
résonnance magnétique nucléaire. Avec le développement des sources d’ionisation a pression
atmosphérique, I’electrospray (ESI) et I’ionisation chimique a pression atmosphérique (APCI), le
couplage de la chromatographie liquide et de la spectrométrie de masse (CL-SM) est devenu la
technique la plus efficace et de ce fait la plus utilisée pour ’analyse des composés phénoliques,
en particulier des flavonoides, dans des mélanges complexes (Cuyckens et Claeys, 2004). Ce
couplage fournit, en fonction du type de technique de masse employée, divers éléments relatifs a
la masse moléculaire de chaque constituant d’un mélange mais €également des informations
découlant du comportement en chromatographie liquide (temps de rétention en fonction du type
de colonne), de I’absorbance UV et permet des comparaisons avec des standards ou des données

préalablement acquises (Prasain et al., 2004).
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V.3. Chromatographie en phase gazeuse

C’est une méthode d’analyse qui est préférentiellement utilisée dans le cas des molécules
naturellement volatiles comme celles qui sont présentes dans les huiles essentielles. Elle peut
étre utilisée pour des molécules plus lourdes en utilisant une température isotherme élevée. Ces
molécules lourdes peuvent également étre rendues volatiles a des températures ne provoquant
pas leur décomposition par des réactions de dérivatisation (acétylation, silylation).
L’identification d’une substance peut étre facilitée par la connaissance de son temps de rétention
qui est une valeur caractéristique pour une phase stationnaire donnée et qui dépend des
conditions expérimentales (nature et épaisseur de la phase stationnaire, programmation de la
température, état de la colonne, etc). Une meilleure information peut étre obtenue grace a
I'utilisation des indices de rétention. En effet, les temps de rétention peuvent donner une
information sur la nature des molécules et les aires des pics fournissent une quantification
relative. La CPG couplée a la spectrométric de masse (SM) en mode impact électronique (IE),
dite CPG-SM(IE), est la technique la plus utilisée pour I’analyse des produits naturels (Rojas-
Escudero et al., 2004).
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Chapitre II.
Activités antioxydantes et antimicrobiennes
L’exploration des huiles essentielles et des composés phénoliques pour la recherche de
molécules a activités antimicrobienne et antioxydante semble étre une voie intéressante. 11 serait
donc nécessaire de s’intéresser a ces activités et de comprendre le rapport entre elles et la
structure chimique de ces composés.

Sommaire

I Activités antioxydantes
L.1. Oxydants et antioxydants
1.2. Polyphénols, huiles essentielles et activités antioxydante
1.3. Mode d’action des antioxydants
[.4. Méthodes d’évaluation de 1’activité antioxydante
IL.  Activités antimicrobiennes
IL1. Microbes et antimicrobiens
IL.2. Polyphénols, huiles essentielles et activité antimicrobienne
IL3. Spectre d’action des antimicrobiens naturels

I1.4. Méthodes d’évaluation de I’activité antimicrobienne

I. Activités antioxydantes

I.1. Oxydants et antioxydants

Le stress oxydant est une circonstance anormale que traversent parfois nos cellules lorsqu’ils
sont soumis a une production, endogéne ou exogeéne, de radicaux libres oxygénés qui dépasse
leurs capacités antioxydantes, a savoir I’oxygeéne moléculaire (O;), le radical anion superoxyde
(0y7), Poxygéne singulet (‘0,). le peroxyde d’hydrogéne (H,0;) et le radical hydroxyle (OH")
(Favier, 2006). Ces ¢éléments réactifs sont instables et sont connus sous le nom des Espéces
Réactives de 1I’Oxygene (ERO) ou encore des Formes Réactives de I’Oxygene (FRO) (De
Moffarts et al., 2005).

L’excés de radicaux libres non neutralisés par les défenses est trés dommageable pour les
macromolécules essentielles de nos cellules, entrainant des anomalies d’expression des génes et
des récepteurs membranaires, prolifération ou mort cellulaire, troubles immunitaires,
mutagenese, dépots de protéines ou de lipofuschine dans les tissus. Donc, le stress oxydant est le
facteur déclenchant de plusieurs maladies graves (cancers, Alzheimer, pathologies oculaires,
etc.) (Favier, 2006).

Pour se protéger contre I’effet toxique de ces radicaux, I’organisme a développé¢ des systémes
de défense composés d’antioxydants: enzymes, vitamines, oligo-¢léments, protéines (la
ferritine) et qui permettent de réguler la production des ERO. Ces antioxydants peuvent étre
définis comme des substances qui, présentes a de faibles concentrations comparées a celles des

substrats oxydables, préviennent significativement ou retardent I’initiation du processus
13



I’ partie : Présentation bibliographique

d’oxydation (Halliwell, 1995). Ils sont d’origine endogeénes (synthétisés et sous contrdle de
I’expression de geénes) ou exogenes (alimentation et complémentation) (De Moffarts et al.,

2005), enzymatiques ou non-enzymatiques (Droge, 2002).

I.1.1. Les antioxydants enzymatiques

Ce type d’antioxydants posséde une action directe sur les ERO et sont considérés comme la
premiere ligne de défense de notre organisme. Les trois enzymes antioxydants majeurs sont la
superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT) et la glutathion peroxydase (GPx) (De Moffarts
et al., 2005).

I.1.2. Les antioxydants non enzymatiques

Les substances non enzymatiques représentent la deuxieme ligne de défense contre les
oxydants. Le systéme glutathion (GSH) reste un acteur majeur dans cette défense (Sen et

Packer, 2000). Deux autres groupes d’antioxydants participent a la défense antioxydante :

e Les antioxydants lipophiles: les tocophérols, les rétinoides, les polyphénols,

I’ubiquinol, la bilirubine et la mélatonine.

® Les antioxydants hydrophiles : 1’acide urique, la vitamine C, les dérivés thiol et 1’acide

hyaluronique, les polyphénols (De Moffarts et al., 2005).

1.2. Polyphénols, huiles essentielles et activité antioxydante

Les composés phénoliques sont des antioxydants puissants avec des propriétés réductrices,
de piégeage des radicaux libres, d’inhibition des systémes enzymatiques responsables de la
génération de radicaux libres et de chélation des métaux (Kumaran et Karunakaran, 2007;
Bourgou et al., 2008).

Yu-Ling et al. (2008) ont montré récemment que les antioxydants phénoliques dans les
plantes sont principalement composés d’acides phénoliques et de flavonoides qui ont des
capacités d’inhiber 1’oxydation lipidique, de prévenir les dommages oxydatifs de ’ADN et de
piéger les ERO.

L’efficacité antioxydante des huiles essentielles a été rapportée dans de nombreux travaux
antérieurs et semble étre lie a ’activité de certains types de composés tels que les monoterpenes
oxygeénés, en particulier les alcools et les phénols (Bourgou et al., 2008). Des travaux montrent
une activité antiradicalaires intéressante de terpinéne-4-ol, géraniol, eugénol et thymol (Ruberto
et Baratta, 2000 ; Dorman et Deans, 2000). Cependant, les hydrocarbures sesquiterpéniques et

leurs dérivés oxygénés ont une tres faible activité antioxydante (Ruberto et Baratta, 2000).
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Les huiles essentielles de I’origan, du thym et du girofle ont été largement étudiées pour leurs
activités antioxydantes, en raison de la teneur élevée en composés phénoliques (thymol,
carvacrol et eugénol) (Wei et Shibamoto, 2010). Il en est de méme pour les huiles essentielles
de la cannelle, du fenouil, de I’ail et du gingembre (Atarés et al., 2010).

Dans T’huile essentielle de citronnelle, 1’activité antioxydante peut étre expliquée par la
présence du B-citronellol et du B-citronellal. Les huiles essentielles de la coriandre, de la sauge,
du romarin, de I’estragon, du basilic et de la marjolaine ont montré des activités antioxydantes
importantes. Les composés vy-terpinéne, (-)-camphre, (-)-bornylacetate, eucalyptol et

méthylchavicol, ont été détectés dans leurs compositions chimiques (Ruberto et Baratta, 2000).

1.3. Mode d’action des antioxydants

Les antioxydants peuvent réagir a différentes étapes du procédé d’oxydation et ils peuvent
avoir plus d’un mécanisme d’action, ce qui ne facilite pas leur classification (Frankel et Meyer,
2000).

I.3.1. Les antioxydants préventifs par inhibition d’enzymes ou par chélation des
éléments traces impliqués dans la formation de radicaux

Les flavonoides sont capables d’inhiber une large gamme d’enzymes génératrices du O," et
d’autres ERO, comme la xanthine oxydase, la protéine kinase C, la cyclooxygenase, la
lipooxygenase, la monooxygenase microsomal et la glutathion S-Transferase. Les flavonoides
ayant un groupe catéchol sur le cycle B inhibent la succinoxidase mitochondriale et la NADH
oxydase (Pietta, 2000).

IIs peuvent aussi chélater les catalyseurs des réactions d’oxydation tels que les ions
métalliques (fer et cuivre), c’est le cas par exemples des flavonoides (tels que la quercétine) et du
sélénium (Cuyckens et Claeys, 2004). Les sites de liaison proposés pour chélater les traces de
métaux par les flavonoides sont la fraction catéchol dans le cycle B, le 3-hydroxyle, les groupes
4-oxo dans le noyau hétérocyclique, et les 4-oxo, les groupes 5-hydroxy entre 1’hétérocycle et le

cycle A (fig. 15).

Figure 15: Sites de liaison proposés pour chélater les traces de métaux par les flavonoides
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1.3.2. Les antioxydants piégeurs des ERO

Le piégeage des radicaux libres par des antioxydants est tributaire de deux types de
mécanismes: la libération de 1’atome d’hydrogeéne du groupement hydroxyle (cinétique rapide de
certaines acides et dérivés phénoliques) et d’un électron (cinétique lente des dérivés glycosylés
et des anthocyanes). Les antioxydants rentrent en compétition avec des radicaux déja existants et
contribuent a bloquer la phase de propagation. Dans le cas des composés phénoliques, le
mécanisme principal d’action est le piégeage des radicaux libres par le transfert de 1’atome
d’hydrogéne. A cause de leur faible potentiel redox, ils sont capables de réduire les radicaux
libres oxydants (R") comme le superoxyde, le radical peroxyle, le radical alkoxyle et le OH" par
transfert d’hydrogéne (fig. 16). Le radical aroxyle résultant peut réagir avec un autre radical libre
pour former une structure quinone stable. Les flavonoides sont aussi des principaux donneurs
d’¢lectrons. Cette capacité est appelée pouvoir réducteur (Rice-Evans et al., 1996 ; Huang et

al., 2005).
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Réduction d’un radical réactif Stabilisation par conjugaison

Figure 16 : Propriétés réductrices des polyphénols

1.4. Méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante

Le butylhydroxytoluéne (BHT), le butylhydroxyanisole (BHA), le
tertbutylhydroquinone (TBHQ) sont des antioxydants synthétiques qui sont utilisés depuis de
nombreuses années dans I’industrie alimentaire. Mais, récemment, beaucoup d’études ont porté
sur leurs toxicité ¢levée (Albayrak et al., 2010). L’intérét pour les antioxydants naturels, qui a
commencé depuis les années 1990, a stimulé le développement de méthodes efficaces et fiables
afin de déterminer la capacité antioxydante de ces produits. Il n’existe pas de test de référence, in
vitro, pour évaluer I’activité¢ antioxydante d’un échantillon, sachant de plus que cet échantillon
peut présenter divers mécanismes d’action. Il faut donc combiner les réponses obtenues a 1’aide
de tests différents et complémentaires pour avoir une indication sur la capacité antioxydante de
I’échantillon a tester.
Les lipides sont les principaux constituants alimentaires vulnérables a 1’oxydation, qui se traduit
par une détérioration généralisée de I’aliment. Diverses méthodes de dosage de Dactivité

antioxydante, in vitro, dans des aliments ou dans des systémes biologiques, induisent I’oxydation
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de lipides ou lipoprotéines dans des conditions standardisées. L’activité antioxydante est
déterminée a partir de la mesure de I’inhibition de cette oxydation. D’autres protocoles de dosage
mesurent [’activité antioxydante par piégeage des radicaux libres, c’est-a-dire [’activité
antiradicalaire (Test au DPPH’ et 4 I’ABTS™). Le test du pouvoir réducteur (Test de réduction du
Fer) met en avant la capacité d’une molécule a réduire un oxydant en lui cédant un électron alors
que celui de la chélation des ions Fe** repose sur la capacité d’une molécule a fixer les ions Fe*™
Ces ions jouent un role important lors de la production des radicaux libres notamment lors de la
réaction de Fenton, qui survient a chaque fois qu’une molécule d’H,O; est en contact d’ions Fe*"
et qui est a I’origine de la production des radicaux hydroxyles (OH), un des radicaux les plus
réactifs. Le fer joue aussi un réle dans la phase de propagation de la lipoperoxydation ainsi que
dans la formation du radical O, (Huang et al., 2005).
Les tests qui ont été réalisés dans le cadre de ce travail sont les suivants :

I.4.1. Le test de la capacité antioxydante totale: Ce test est basé sur la réduction du molybdéne
(VI) en molybdéne (V) par I’extrait de plante. Cette réduction induit, a pH acide, la formation du

complexe phosphate/Mo (V) de couleur verte (Prieto et al., 1999).

I.4.2. Le test de piégeage du radical DPPH’: Le corps a doser est ajouté & une solution de 2,2-
diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH') qui est un radical stable et coloré. Le maximum de son
absorption dans le visible se situe vers 515-517 nm, dans le méthanol et 1’éthanol. La réduction
de ce radical par un donneur d’atome H (AH) conduit a la formation de DPPH-H de couleur

jaune et et du radical (A”) (Gouveia et Castilho, 2012).

1.4.3. Le test de la réduction de fer: C’est une méthode basée sur la réaction chimique de
réduction du Fer (III) présent dans le complexe K3;Fe(CN)s en Fe (II). L absorbance du milieu

réactionnel est déterminée a 700 nm (Oyaizu, 1986).

1.4.4. Le test d’inhibition de blanchiment du B-caroténe: Dans ce systéme, le 3 -carotene,
considéré comme une molécule cible, est exposé a des radicaux libres formés par oxydation de
I’acide linoléique, en présence d’un piégeur de radicaux libres, c'est a dire I’extrait testé. C’est

I’inhibition du blanchiment du B-caroténe qui va étre mesurée a 470 nm (Koleva et al., 2002).

I.4.5. Le test de piégeage du radical ABTS*: En réagissant avec le persulfate de potassium
(K2S,0%), ’ABTS [acide 2,2'- azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique)] forme le radical
ABTS™, de couleur bleue a verte. L’ajout d’antioxydants va réduire ce radical et provoque une

décoloration mesurée a 734 nm (Re et al., 1999).
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1.4.6. Le test de chélation de fer:La quantification de complexe ferrozine-Fe*" par
spectrophotométrie & 562 nm dans un milieu de concentration connue en fer renseigne sur la
quantité de fer non chélaté et donc sur la capacité des extraits a piéger cet ¢élément (Zhao et al.,

2000).

I1. Activités antimicrobiennes
I1.1. Microbes et antimicrobiens

Notre organisme est constamment confronté a la possibilit¢ de pénétration de micro-
organismes pathogenes. Face aux problémes de I’émergence de germes multi-résistants aux
antibiotiques, de la néphrotoxicit¢ dose-dépendante de I’amphotéricine B et de la tolérance
hépatique pour quelques antifongiques, notamment les azolés, la découverte de nouvelles
molécules, capables d’agir par de nouveaux mécanismes d’action, est devenue une nécessité
absolue. Les nouveaux antibactériens devraient pouvoir induire la mort cellulaire en agissant
simultanément sur plusieurs cibles bactériennes ou en développant des mécanismes d’action
originaux et les nouveaux agents antifongiques doivent avoir un large spectre d’action fongicide,
de nouveaux mécanismes d’action et moins d’effets secondaires (Falconner et Brown, 2009 ;

Dannaoui, 2013).

I1.2. Polyphénols, huiles essentielles et activité antimicrobienne

Pour se protéger contre les bactéries et les champignons, les plantes synthétisent une
multitude de molécules antimicrobiennes. Ces ressources naturelles, délaissées au profit des
molécules de synthése, sont a nouveau exploitées pour mener les recherches sur les
antimicrobiens. La meilleure alternative fiable a I’'usage des antibiotiques semble étre celle des
huiles essentielles. Connue de facon empirique depuis des siecles, leur efficacité anti-infectieuse
a été scientifiquement démontrée in vitro et in vivo (Dorman et Deans, 2000).
L’activité antimicrobienne des polyphénols a été largement étudiée contre un large éventail de
micro-organismes. Parmi lesquels, les flavan-3-ols, les flavonols et les tanins ont recu le plus
d’attention en raison de leur large spectre d’activit¢é antimicrobienne. Les propriétés
antimicrobiennes de certaines classes de polyphénols ont ét¢ proposées soit pour développer de
nouveaux conservateurs alimentaires (Rodriguez Vaquero et al., 2010) ou pour le traitement

des infections microbiennes diverses (Saavedra et al., 2010).
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I1.3. Spectre d’action des antimicrobiens naturels

Le spectre d’action des antimicrobiens produits par les plantes est plus restreint que celui
généré par les antibiotiques conventionnels. Les concentrations requises pour exercer une
activité antimicrobienne sont plus élevées pour les molécules isolées de plantes que pour celles
issues de bactéries et de champignons. En effet, une molécule phytochimique est considérée
comme « antimicrobienne » si elle inhibe la croissance des micro-organismes pour des
concentrations minimales inhibitrices (CMIs) comprises entre 100 pug/mL et 1000 pg/mL. Pour
les antibiotiques d’origine microbienne, des CMIs, variant de 0.01 pg/mL a 10 pg/ml, suffisent a
générer une activité inhibitrice (Tegos et al., 2002).

L’activité antimicrobienne des huiles essentielles est variable d’une huile essentielle a I’autre
et d’'une souche bactérienne a 1’autre. Leur spectre d’action est trés étendu, car elles agissent
contre un large éventail de bactéries, y compris celles qui développent des résistances aux
antibiotiques. Compte-tenu de la diversité des molécules présentes dans les huiles, I’activité
antibactérienne semble résulter d’une combinaison de plusieurs modes d’action, impliquant
différentes cibles cellulaires. L’activité des molécules qui les constituent dépend, a la fois, du
caractére lipophile de leur squelette hydrocarboné et du caractére hydrophile de leurs
groupements fonctionnels. Les molécules oxygénées sont généralement plus actives que les
molécules hydrocarbonées (Kalemba et Kunicka, 2003). Les composés chimiques de plus
grande efficacité antibactérienne et a plus large spectre, dans les huiles essentielles, sont des
phénols, des aldéhydes, des alcools et des cétones (Valnet, 2005).

L’acide caféique du thym et le catéchol du piment de Bethel, sont responsables des propriétés
antimicrobiennes de ces plantes. Leur mécanisme d’action n'est pas bien connu, mais, il pourrait
inclure une inhibition enzymatique, probablement a travers une réaction avec les groupes
sulthydriles ou des interactions non-spécifiques avec les protéines. De plus, le nombre et la
position des groupements hydroxyles sur le noyau aromatique pourraient étre en relation avec
leur toxicité relative sur les microorganismes (Cowan, 1999). L’activité des flavonoides est
probablement due a leur capacité de se complexer aux protéines extracellulaires et solubles.
Cependant, les flavonoides a caractére lipophile peuvent détruire les membranes microbiennes
en augmentant la fluidité des lipides membranaires (Daglia, 2012). Les principales cibles des
quinones dans la cellule microbienne sont les adhésines, les polypeptides et les enzymes
membranaires (Cowan, 1999), alors que les tanins exercent une activité antibactérienne par
interaction avec la membrane cellulaire qui induit un changement morphologique de la bactérie,
en inhibant I’activité des protéases, des protéines de transport et des adhésines (Gescher et al.,

2005).
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I1.4. Méthodes d’évaluation de I’activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne des substances d’origine naturelle, peut étre mise en évidence, in
vitro, par un grand nombre de techniques classiques. Les différents protocoles peuvent ainsi étre
classés selon le milieu dans lequel se fait la diffusion de I’extrait testé ou selon la nature du
contact de I’extrait testé¢ avec le germe. Les tests qui ont été réalisés dans le cadre de ce travail

sont les suivants (NCCLS, 2001):

I1.4.1. Méthode des disques dans un milieu gélosé

Des disques de papier wattman, imprégnés des agents antimicrobiens a tester, sont déposés a
la surface d’un milieu gélosé, préalablement ensemencé avec une culture pure des souches a
étudier. L’activité est déterminée par le calcul de diamétre de la zone d’inhibition de la
croissance microbienne, produite autour des disques aprés incubation, exprimée soit en

centimeétre soit en millimétre.

11.4.2. Méthodes des dilutions
Ces méthodes peuvent étre appliquées en gélose ou en bouillon. L’efficacit¢ de 1’agent
antimicrobien peut étre fournie par la détermination de la concentration minimale inhibitrice
(CMI) et de la concentration minimale bactéricide (CMB), qui sont respectivement, la
concentration la plus faible capable d’empécher le développement d’un microorganisme
particulier, et la concentration la plus faible capable de tuer ce microorganisme.
11 existe une relation simple entre les diamétres des zones d’inhibition et les CMIs mesurées par
les techniques de dilution. Dans cette relation, appelée droite de concordance ou droite de
régression, la zone d’inhibition est inversement proportioonnelle a la CMI de 1’essai.
a- En milieu liquide
L’inoculum microbien est distribué¢ dans une série de tubes (méthode de macrodilution) ou de
cupules (méthode de microdilution) contenant 1’agent antimicrobien. Aprés incubation, la CMI
est indiquée par le tube ou la cupule qui contient la plus faible concentration d’agent
antimicrobien ou aucune croissance n'est visible.
b- En milieu solide
L’agent antimicrobien est incorporé dans un milieu gélosé coulé en boites de Pétri. La
surface de la gélose est ensemencée avec un inoculum microbien a étudier. Aprés incubation, la
CMI de chaque souche est déterminée par I’inhibition de la croissance sur le milieu contenant la

plus faible concentration d’agent antimicrobien.
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Chapitre I11.
Plantes choisies pour la réalisation de ce travail

L’intérét porté aux plantes aromatiques n’a pas cessé de croitre au cours de ces dernicres
années. Dans cette étude, nous nous sommes intéressés a quartes espéces appartenant a la
famille des Rutacées et a deux especes de la famille des Astéracées. Pour chaque espéce, nous
détaillons la description botanique, sa répartition géographique, la composition chimique, ses
propriétés et son utilisation médicinale.

Sommaire

I.  Famille des Rutacées
L1. Ruta chalepensis var. bracteosa (DC.) Boiss.
L2. Ruta graveolens L.
L3. Ruta tuberculata Forsk.
L4. Ruta angustifolia Pers.
II. Famille des Astéracees
IL1. Helichrysum stoechas subsp. rupestre
IL.2. Phagnalon saxatile subsp. saxatile

I. Famille des Rutacées

Ruta vient du grec « thyté » qui signifie sauvé, prévenir, ou de « red » qui signifie qui coule,
faisant certainement référence a ses vertus emménagogues. Les Rutacées sont caractérisées par
leur ovaire générale ou leur fruit qui, au moins dans sa partie supérieure, est divisé en autant de
parties qu’il y a de sépales dans la fleur. Il y a 4 ou 5 sépales, 4 ou 5 pétales et 8 ou 20 étamines.
Ce sont des plantes odorantes, a feuilles alternes, composées chacune de folioles distinctes. Les
especes de Ruta ont des fleurs réguliéres, un calice persistant a la base du fruit. Les plus connues
sont trés proches en forme, composition et en propriétés pharmacologiques (Bonnier, 1999).

Selon Bramwell et Bramwell (2001), il existe huit espéces d’arbustes vivaces, avec quatre
espéces du pourtour méditerranéen (R. chalepensis L., R. graveolens L., R. angustifolia Pers. et
R. montana (L.) L.), une espéce endémique aux iles de Corse et de Sardaigne (R. corsica DC.), et
trois especes endémiques des iles Canaries (R. pinnata Lf R. oreojasme Webb et Berth. , R.
microcarpa Svent.). Une neuvieme espeéce a été décrite, a la place de R. corsica de la Sardaigne,
sur la base morphologique, caryologique et les différences écologiques. 11 s’agit de R.
lamarmorae (Bacchetta et al., 2006). Selon Ozenda (1991), une espece de Ruta est commune
dans tout le Sahara septentrional. Il s’agit de R. tuberculata Forsk. Son synonyme est
Haplophyllum tuberculatum Juss.

Les études phytochimiques réalisées sur des especes de Ruta caractérisent la présence

d’alcaloides, des flavonoides, des coumarines, des tanins, une huile volatile, des glucosides, des

21



I’ partie : Présentation bibliographique

stérols et triterpenes (Chen et al., 2001), des acides aminés et des saponines (Hnatyszyn et al.,

1974).

I.1. Ruta chalepensis var. bracteosa (DC.) Boiss. « Rue a grandes bractées »

I.1.1. Description botanique et répartition géographique

Ruta chalepensis (photo 1) est une plante
vivace de 30-80 cm de haut. Elle est verte,
glabre, non glanduleuse dans le haut. Elle se
caractérise par des feuilles étroites avec des
segments oblongs-lancéolés ou ovales et
inflorescence en cyme (Hnatyszyn et al.,

1974). Les fleurs jaunes sont a 4-5 sépales et 4-

5 pétales frangés, égalant seulement la moiti¢
de la largeur des pétales. Les bractées sont Photo 1: Ruta chalepensis var. bracteosa
ovales ou lancéolées, beaucoup plus large que (DC.) Boiss.

la tige a laquelle elles sont rattachées.

Floraison : Mai- Juillet (Bonnier, 1999).

Cette plante pousse en général sur les pentes rocheuses. Elle est originaire de la région
méditerranéenne et pousse actuellement dans de nombreuses régions du monde, notamment en
Amérique latine et ce aprés la conquéte espagnole (Caceres, 1999).

e Noms communs :

En France : Rue d’Alep (Caceres, 1999).
En Arabe: Southab ii i’6 (Baba Aissa, 1999).
e Noms vernaculaires en Algérie : acouermi s, fidjela F=¥N(Baba Aissa, 1999).

e Position systématique (Dupont et Guiguard, 2007)

Embranchement : Spermatophytes

Sous Embranchement: ~ Angiospermes

Classe : Eudicots

Sous Classe : Eurosidées 11

Ordre : Sapindales

Famille: Rutaceae

Genre Espece : Ruta chalepensis (DC.) Boiss.
Variété : bracteosa

e Synonymes : Ruta chalepensis (L.), Ruta bracteosa (DC.), Ruta chalepensis subsp.

bracteosa (DC.) Batt. (Hudaib et al., 2008).
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I.1.2. Composition chimique

Ruta chalepensis contient des alcaloides (chaloridone, skimmianine, kokusaginine)
(Ulubelen et Terem, 1988), des coumarines (rutalpinine, chalepine, bergapténe, chalepensine)
(Ulubelen et Terem, 1988 ; Shehadeh et al., 2007), un flavonoide glycosidique (rutine)
(Shehadeh et al., 2007) et une huile essentielle riche en cétones (2-undécanone, 2-décanone, 2-

dodécanone, 2-nonanone , pulégone et camphre) (Ben Bnina et al., 2010 ; Mejri et al., 2010).

1.1.3. Propriétés et utilisations

Cette espéce est connue pour étre utilisée comme emménagogue, abortif, anthelminthique
(Di Stasi et al., 1994). C’est un dépresseur de systéme nerveux central & pouvoir névralgique,
analgésique, sédatif, hypnotique, anxiolytique et anticonvulsivant (Gonzalez-Trujano et al.,
2006). Elle est souvent utilisée en cas d’hystérie, d’épilepsie, de vertiges, des maux de téte, de
I’anxiété (Bejar et al., 1997) et des troubles mentaux (Mansour et al., 1990).

Elle a ¢également des propriétés anti-inflammatoires (Atta et Alkofahi, 1998),
antihypercholestérolémiant, antidiarrhéique (Novais et al., 2004), sudorifique, antispasmodique,
antidiabétique, anti-venin (Hudaib et al., 2008), immunopharmacologiques (Iauk et al., 2004),
antifongique contre les dermatophytes (Ali-Shtayeh et Abu-Ghdeib, 1999 ; Ben Bnina et al.,
2010), stérilisantes (Gijon et al, 1995), antipyrétique et est utilisée pour le traitement de
I’hydropisie, des rhumatismes, des troubles menstruels (Mansour et al., 1990), des coliques, des
vers intestinaux et des problémes oculaires (Bejar et al., 1997).

Les résultats d’une étude sur la toxicologie périnatale de Ruta chalepensis chez la souris,

confirment I’effet embryotoxique de cette plante (Zeichen de Sa et al., 2000).

1.2. Ruta graveolens L.
1.2.1. Description botanique et répartition géographique
Ruta graveolens L. (photo 2) est une vivace,

glauque, glabre, non glanduleuse dans le haut, a

feuilles persistantes pouvant atteindre un meétre de

haut, avec une couleur caractéristique vert grisatre et &
une forte odeur désagréable.
Les feuilles sont petites, de forme oblongue, deux

a trois fois profondément divisées inégalement,

pennées, glandulaires en pointillés. Les tiges sont trés

T :
ramifiées. Photo 2 : Ruta graveolens L.
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Ses fleurs sont petites, jaunes en grappes au printemps et en été. Ils ont 4 pétales non frangés, a
I’exception de la fleur centrale, qui dispose de 5 pétales. Les fruits, un peu plus courts que leurs
pédoncules, sont arrondis au sommet, brun, petit a 4-5 lobes. Floraison : Mai- Juillet (Bonnier,
1999).
C’est une plante qui préfere les rochers, le bien-drainés et elle résiste a la sécheresse. Elle est
originaire d’Europe, spécialement de la région Méditerranéenne, mais largement distribuée dans
toutes les régions tempérées et les régions tropicales (Bonnier, 1999).
e Noms communs
En France : Rue-officinale, rue-puante, rue fétide, rue des jardins, herbe a la belle-fille,
rue des murailles (Bonnier, 1999), rue odorante, herbe de grace (Font Quer, 1983).
En Anglais : Rue, herbygrass (Font Quer, 1983).

e Nom vernaculaire en Algérie : Fidjen ;>4 (Abdulbasset et Abde Tawab, 2008).

e Position systétmatique (Dupont et Guiguard, 2007)

Embranchement : Spermatophytes
Sous Embranchement: ~ Angiospermes
Classe : Eudicots

Sous Classe : Eurosidées 11
Ordre : Sapindales
Famille: Rutaceae

Genre espece: Ruta graveolens L.

1.2.2. Composition chimique
Cette plante contient différentes classes de produits naturels tels que les alcaloides acridone,
des coumarines, une huile essentielle, des flavonoides (rutine) et des furoquinolines (Kuzovkina

et al., 2004).

1.2.3. Propriétés et utilisations

Cette plante a des effets établis comme excitant, sudorifique, antihelminthique (Bonnier,
1999), antimicrobien, cytotoxique (Ivanova et al., 2005), fongicide (Meepagala et al., 2005),
herbicide (Hale et al., 2004), anti-inflammatoire (Raghav et al., 2006), hypotensif (Chiu et
Fung, 1997), antispasmodique, vermifuge, emménagogues (Mantle et al., 2000), anti-fertilité
féminine, abortifs (De Freitas et al., 2005), immobilisant des spermatozoides et antiandrogenes
(Khouri et EI-Akawi, 2005). Elle peut contribuer a I’amélioration de la mémoire et la cognition
(Rodrigues et al., 2008).

Elle peut étre utilisée comme calmant, analgésique et pour le traitement de I’hystérie, des
convulsions, des crises chez les nourrissons et les enfants (Watt, 1967), des rhumatismes, de la

dermatite (Conway et Slocumb, 1979) et des problémes oculaires (Mantle et al., 2000).
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1.3. Ruta tuberculata Forsk.
1.3.1. Description botanique et répartition géographique
Ruta tuberculata Forsk. (photo 3) est un herbe

a tiges de 30 & 60 cm de haut, trés rameuses dans

leur partie supérieure. Les feuilles sont lancéolées

ou souvent tres allongées (en apparence fasciculées
par suite du développement des feuilles du
bourgeon axillaire), enroulées en dessous par leurs
bords, a face supérieure couverte. Les fleurs sont

petites en corymbe au sommet de la tige, a 4

pétales jaunes, 8 étamines et 4 carpelles donnant
une capsule. Floraison : Printemps (Ozenda, 1991). Photo 3 : Ruta tuberculata Forsk.

Elle est commune dans tout le Sahara septentrional, dans les dépressions peu sablonneuses,
jusqu'au Tademait au sud. Elle semble absente ou trés rare dans le Sahara central et méridional
(Ozenda, 1991).

e Noms vernaculaires en Algérie : Fidjel y¥N,JElzabia UNJikHammiche et Maiza, 2006)

e Position systétmatique (Dupont et Guiguard, 2007)

Embranchement : Spermatophytes

Sous Embranchement: ~ Angiospermes

Classe : Eudicots

Sous Classe : Eurosidées 11

Ordre : Sapindales

Famille: Rutaceae

Genre espece: Ruta tuberculata Forsk.

e Synonyme: Haplophyllum tuberculatum (Forssk.) A. Juss. (Ozenda, 1991).

1.3.2. Composition chimique

Les études phytochimiques menées sur cette espéce caractérisent la présence d’acides
aminés, des saponines (Hnatyszyn et al.,, 1974), des lignanes (Sheriha et al., 1987), des
alcaloides, des flavonoides, des coumarines, des tanins, de I’huile essentielle, des glycosides, des

stérols et des triterpenes (Chen et al., 2001).

1.3.3. Propriétés et utilisations
Cette plante est utilisée pour enlever les taches de rousseur, pour traiter la décoloration de la
peau, les maladies infectieuses et parasitaires (Mossa et al., 1987), le paludisme, la polyarthrite

rhumatoide, les troubles gynécologiques (Al-Yahya et al., 1992), les douleurs osseuses et
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articulaires, la dysménorrhée, la stérilit¢ féminine, 1’accouchement difficile, I’anémie, les
problémes de foie et des intestins, la fievre et les maux de téte (Hammiche et Maiza, 2006).
L’extrait éthanolique des parties aériennes de cette plante possédent une bonne activité

insecticide contre les moustiques Culex quinquefasciatus (Zohair et al., 1989).

1.4. Ruta angustifolia Pers. « la rue a feuilles étroites »

1.4.1. Description botanique et répartition géographique

Ruta angustifolia Pers. (photo 4) est une
vivace a tiges dressées, de taille moyenne (30 a
80cm), glauque, glanduleuse dans le haut, a
feuilles ovales dans leur contour général, 2 a 3
fois divisées en segments oblongs, disposées en
spirale. L’inflorescence est en phase terminale

ou axillaire de la feuille supérieure et combine

souvent en corymbe.

Photo 4 : Ruta angustifolia Pers.

Les bractées sont lancéolées et petites. Les fleurs sont jaunes assez grandes, sur des pédoncules
ramifiés partant de I'aisselle des feuilles ou au sommet de la tige. Le calice a 4 (5) sépales
ovales, ciliés-frangés, est nettement plus court que les pétales étalés (4 ou 5), de 7-10 mm,
oblongue et bordés de cils plus longs que la largeur du pétale. La capsule est lisse, avec des
segments acuminés (Austin, 2002), a 4 ou 5 lobes aigus au sommet. Floraison: Mai a
Juillet/Aout (Lieutaghi, 2006).

Cette espece prospere dans des conditions assez seéches a I’ombre partielle, mais survit avec
succes en plein soleil. Elle est facile a cultiver sur tous les sols, mais préfére un sol bien drainé
calcaires argileux. C’est une plante originaire de la région méditerranéenne (Europe méridionale,
nord de I’Afrique) (Bonnier, 1999). Elle a été introduite dans le Proche-Orient, en Inde et en
Asie du Sud (Austin, 2002).

e Noms communs (Lieutaghi, 2006)

En francais : Rue a feuilles étroites.
En Anglais: Narrow-leaved fringed Rue.
e Noms vernaculaires en Algérie : Fidjel y¥NJ ieutaghi, 2006)
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e Position systématique (Dupont et Guiguard, 2007)

Embranchement : Spermatophytes

Sous Embranchement: ~ Angiospermes

Classe : Eudicots

Sous Classe : Eurosidées 11

Ordre : Sapindales

Famille: Rutaceae

Genre espece: Ruta angustifolia Pers.

e Synonyme: Ruta chalepensis subsp. angustifolia (Pers.) Cout. (Valdes et al., 1987).

1.4.2. Composition chimique
Ruta angustifolia contient des coumarines (angustifoline, scoparone et 6,7,8-
trimethoxycoumarine), un alcaloide (gravéoline), une huile essentielle et un dérivé de shikimate

(moskachanes) (Del Castillo et al., 1986).

1.4.3. Propriétés et utilisations
Selon Bonnier (1999), les propriétés médicinales de cette plante sont les mémes que celles

de Ruta graveolens.
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I1. Famille des Astéracées

La famille des Astéracées (Composées) est riche en plantes vasculaires, avec 1600 a 1700
genres et 24000- 30000 especes (Funk et al., 2005). Dans le secteur phytogéographique oranais,
on trouve cette famille avec 38 genres et 67 especes (Kazi Tani et al., 2010).
Ce sont essentiellement des plantes herbacées méme s'il existe des arbres, des arbustes ou des
lianes dans cette famille. Ils ont la caractéristique commune d’avoir des fleurs réunies en
capitules, c'est-a-dire serrées les unes aux autres, sans pédoncules, placées sur I’extrémité d’un
rameau ou d’une tige et entourées d’une structure formée par des bractées florales. Cette

structure en forme de coupe ou de collerette est appelée un involucre (Barreda et al., 2010).

I1.1. Helichrysum stoechas subsp. rupestre auct.

I1.1.1. Description botanique et répartition géographique

Le mot Helichrysum du grec désigne « helios»: soleil et « chrysos»: or. Il est approprié a ce
genre en tenant compte des fleurs jaunes attrayantes de plusieurs especes. Le genre Helichrysum
comprend environ 600 especes répandues partout dans le monde, dans le sud de I’Europe, le sud-
ouest de I’Asie, le sud de I'Inde, le Sri Lanka et 1’ Australie (Van Wyk et al., 2012; Morone-
Fortunato et al.,, 2010). La plupart des especes sont présentes en Afrique, y compris
Madagascar (Van Wyk et al., 2012). Ce genre est représenté dans la région méditerranéenne par
pres de 25 especes indigenes (Morone-Fortunato et al., 2010) et en Algérie par H. iacteum, H.
italicum et H. stoechas (subsp. rupestre et subsp. scandens) (Quezel et Santa, 1963).
Helichrysum stoechas subsp. rupestre (photo 5)
est un arbuste vivace, rameux-dressé, :
caractéristique de la région méditerranéenne, qui
peut atteindre 25¢cm de haut (Garcia De Quesada
et al., 1972). Les feuilles, souvent glabrescentes
en dessus et tomenteuses en dessous (couvertes de
poils laineux blancs), sont étroites alternes, non

odorantes par froissement.

Photo 5: Helichrysum stoechas subsp. rupestre auct
Les tiges sont ligneuses aux bases, densément blanches et tomenteuses. Les fleurs sont groupées,
de couleur jaune, les capitules sont en corymbe lache et les bractées de I’involucre sont ovoides

(Quezel et Santa, 1963).
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En Algérie, elle pousse dans les cotes rocheuses et sableuses, dans les Sahels littoraux
oranais, les plaines littorales oranaises, 1’ Atlas tellien oranais, le littoral algérois, 1’ Atlas tellien
algérois, la Grande Kabylie, la Petite Kabylie, la Numidie et le Tell constantinois (Medjahdi et
al., 2009).
e Noms communs
En Frangais : Immortelle, Immortelle des sables, Immortelle des dunes (Duffaud, 1998).
En Anglais : Shrubby everlasting (Barros et al., 2010).

e Noms vernaculaires en Algérie : Zeheur ed daime JljiiOZiiShegara = UT, Arfiya FNJGN
Atsa lala Fatma FsGUZdZ FbliQuezel et Santa, 1963 ; Trabut, 2006).

e Position systétmatique (Dupont et Guiguard, 2007)

Embranchement : Spermatophytes

Sous Embranchement : Angiospermes

Classe : Eudicots

Sous Classe : Euasteridées 11

Ordre : Astérales

Famille: Asteraceae

Genre espece: Helichrysum stoechas auct.
Sub espéce: rupestre

o Synonyme: Helichrysum fontanesii (Camb.) (Quezel et Santa, 1963).

I1.1.2. Composition chimique

Une large gamme des produits naturels couvrant presque toutes les classes fondamentales
connues exceptées des alcaloides ont été isolés dans les especes du genre Helichrysum (Rios et
al., 1991 ; Tomas-Barberan et al., 1988 ; Afolayan et Meyer, 1997). Ces plantes contiennent
des terpénes, des huiles essenticlles, des flavonoides (Czinner et al., 2000), des acides
phénoliques, des coumarines et des micronutriments (Cu, Mn, Zn) (Dombrowicz et al., 1994).

Les parties aériennes d’Helichrysum stoechas contiennent des fractions triterpéniques, des
stérols, des acides gras (acide linoléique, acide palmitique, acide linolénique et acide oléique)
(Garcia De Quesada et al., 1972), une huile essentielle (a- pinéne, limonéne, a- bisabolol et [3-
carophylléne) (Sobhy et El- Feky, 2007), des composés phénoliques appartenant aux acides
phénoliques (isomeéres d’acide caféoylquinique, isomeéres d’acide di-caféoylquinique), aux
flavonoides (naringénine, apigénine, quercétine -3-O- glucoside, kampférol -3- O-glucosides et

tétrahydroxychalcone-2’-O- glucoside) et aux coumarines (Carini et al., 2001 ; Hwisa, 2011).

I1.1.3. Propriétés et utilisations
Helichrysum stoechas a des activités antioxydantes, antiallergiques (Carini et al., 2001),

antimicrobiennes (Rios et al., 1991), antifongiques (Tomas-Barberan et al., 1990), anti-
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inflammatoires, antitussive, fébrifuge et antihelminthiques (Reico et al., 1991 ; Carini et al.,
2001). La sous espece rupestre a des activités anticoagulante, mucolityque et cicatrisante

(Jahandiez et Marie, 1934).

I1.2. Phagnalon saxatile (L.) Cass. subsp. saxatile

I1.2.1. Description botanique et répartition géographique

Le genre Phagnalon est représenté par environ 36 espéces réparties dans le monde entier,
dont six sont typiques de la région Méditerranéenne (Qaiser et Abid, 2003). Ce sont des
plantes rupestres, vivaces, caractérisées par des feuilles inférieures linéaires-lancéolées, les
supérieures €troitement linéaires et + révolutées. Les tiges sont rameuses et tomenteuses. Elles
sont caractérisées par des capitules sur des pédoncules longs et gréles, solitaires ou agglomérés
2-6, qui sont soit hétérogames, multiflores et discoides. Elles ont un involucre campanulé a
bractées imbriquées sur 3 ou plusieurs rangs, les extérieures plus courtes et a la fin étalées en
étoile. Les akénes sont petits, sans cotes, cylindriques et poilus et les aigrettes a poils unisériés.
Parmi les espéces de Phagnalon on cite : P. sordidum, P. Garamantum, P.saxatile (Quezel et
santa, 1963).
Phagnalon saxatile subsp. saxatile (photos 6) est un arbuste
vivace, trés ramifié a la base, avec des feuilles ovales,
étroites et allongées, a bords souvent ondulés, trés
cotonneuses sur leur face inférieure, vert blanchatre sur la
face supérieure. Les capitules sont le plus souvent solitaires
a Dextrémit¢ des pédoncules avec des bractées
membraneuses, a pointe brunatre, et les extérieures

enti€rement scarieuses, étalées ou réfléchies. Les fleurs sont

jaunes (Quezel et Santa, 1963). Floraison: Mai a Juin
(Rivas Martinez et al., 2001).

Photo 6: Phagnalon saxatile (L.) Cass. subsp. saxatile

C’est une plante trés commune, endémique du pourtour méditerranéen. Elle pousse dans les

fissures rocheuses calcaires, les murs et vieilles pierres et dans les endroits rocheux ensoleillés et

secs, de préférence acides, de 100 a 1200 m d’altitude (Rivas Martinez et al., 2001).

e Noms communs en Francais : Immortelle des pierres, Phagnalon des rochers (Trabut,

2006).
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e Noms vernaculaires en Algérie : Foddia FNJFdrfedj [[[L)[Motti [0 Taam el arnab
" 572ii 3Un(X'rabut, 2006).
e Position systématique (Dupont et Guiguard, 2007)

Embranchement : Spermatophytes

Sous Embranchement : Angiospermes

Classe : Eudicots

Sous Classe : Euasteridées 11

Ordre : Astérales

Famille: Asteraceae

Genre espece: Phagnalon saxatile (L) Cass.
Sub espéce: saxatile

e Synonymes: P. saxatile (L.) Cass. (Quezel et Santa, 1963).

I1.2.2. Composition chimique

Des étude ontmontré la présence d’une huile essentielle (Senatore et al., 2005), des
composés phénoliques a savoir, le 3,3 - diméthylallyl-P-benzoquinone (Dolci et Tira, 1982),
I’acide caféique, I’acide méthylchlorogénique (Filomena et al., 2010), la lutéoline, I’acide 3,5-
dicaféoylquinique et des flavonoides tels que 1’apigénine, I’apigénine-7-glucoside (Conforti et

al., 2010), dans la partie aérienne de Phagnalon saxatile.

I1.2.3. Propriétés et utilisations

Phagnalon saxatile a des propriétés analgésiques et est utilisée pour diminuer le taux de
choléstérol dans le sang (Santayana et al., 2005). L’huile essentielle de cette espéce ne montre
aucune activité antimicrobienne (Senatore et al., 2005). Cette espéce a été testée pour la
premicre fois, in vitro, dans le traitement de I’inflammation et de la maladie d’Alzheimer et a
montré une activit¢ antioxydante significative et un effet inhibiteur sur la production du

médiateur inflammatoire (I’oxyde d’azote) dans les macrophages (Conforti et al., 2010).
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2°" partie : Matériel et Méthodes

Cette deuxieme partie permet de décrire avec précision la provenance des plantes
¢tudiées, les méthodes et les techniques utilisées et appropriées a I’objectif visé par ce travail de

recherche.
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I. Méthodologie

Une méthodologie, schématisée dans la figure 17, a été suivie pour mener a bien ce travail.
Ce schéma permet d’avoir une vision de la démarche réalisée selon trois phases : la préparation
des extraits, les dosages et les activités antioxydantes et antimicrobiennes, et enfin

I’identification des extraits les plus actifs.
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Figure 17: Méthodologie du travail

I1. Matériel et méthodes utilisés
IL.1. Provenance des plantes étudiées

Les parties aériennes des espéces de Ruta ont été collectées lors de la floraison, en Juin 2011,
dans quatre régions différentes de I’Algérie. Ruta chalepensis var. bracteosa a été recueillie a
Ain Temouchent (Ain Tolba: 35° 14' 54" N, 1° 14' 56" O) et R. angustifolia a Tlemcen
(Nedroma : 35° 00' 47" N, 1° 44' 51" O). Ruta graveolens a été recueillie a Annaba (36° 54' 15
"N, 7° 45' 07" E) et R. tuberculata a Béchar (31° 37 ' 00" N, 2° 13' 00" O) (fig. 18).
Helichrysum stoechas subsp. rupestre et Phagnalon saxatile subsp. saxatile ont été recueillies
pendant la période de la floraison, en Juin 2011 et ce dans deux régions de Tlemcen a I’Ouest de
I’ Algérie. Les parties aériennes d’H. stoechas subsp. rupestre ont été recueillies a Honaine (35°
10' 35" N, 1° 39' 18" W) et celles de P. saxatile subsp. saxatile a Fellaoucene (35° 02' 06" N, 1°

36'21" W) (fig. 18).
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Toutes les plantes étudiées ont été identifiées et des spécimens ont été¢ déposés a 1’herbier du
laboratoire des produits naturels, Département de biologie, Universit¢ de Tlemcen. Les plantes

ont été séchées a température ambiante pendant deux semaines.

Nedroma

L |

Fellaoucene *

= Tlemeen

Echelle

————
0 5 10 18 20 35 30 38K

Figure 18: Carte de localisation des stations de récoltes

I1.2. Méthodes d’extractions

I1.2.1. Procédures d’isolement des huiles essentielles et calcul de leurs densités relatives

a. Hydrodistillation

Cent grammes de parties aériennes de chaque espéce de Ruta ont été soumis a une
hydrodistillation pendant 3 heures en utilisant le Clevenger. Dans ce type d’extraction, le végétal
est en contact direct avec 1’eau bouillante

b. Entrainement a la vapeur d’eau

Deux killogrammes de parties aériennes d’Helichrysum stoechas subsp. rupestre et de
Phagnalon saxatile subsp. saxatile sont supportés, pendant 3 heures, dans un alambic par une
plaque perforée située a une certaine distance au-dessus du fond rempli d’eau. Il est donc en
contact avec la vapeur d’eau saturée, mais pas avec 1’eau bouillante.

Pour les deux procédés d’extraction, les huiles essentielles ont été récupérées directement,
sans ajout de solvant, et stockées dans des flacons sombres a 4°C. Le rendement en huiles

essentielles est déterminé en calculant le rapport suivant : Rdt % =[P1 / P2] x 100
P1 : Poids en gramme de I’huile essentielle récupérée;

P2 : Poids en gramme de la maticre végétale séche de départ.

Les rendements ont été énoncés dans la moyenne =+ €cart type de trois répétitions.
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La densité relative des huiles essentielles est le rapport de la masse d’un certain volume
d’huile essentielle a la masse d’un volume égal d’eau a 20°C. Elle est déterminée selon un
protocole sandard (AFNOR, 2000). On remplit le pycnométre, d’une capacité de Sml, avec de
I’eau distillée recemment bouillie puis refroidie aux environ de 25°C. On le plonge dans un bain
marie, jusqu’a équilibre de la température aux environ de 20°C et on le retire. Aprés essuyage,
on pese le pycnométre, ensuite on remplace I’eau par I’huile essentielle. La densité relative est

calculée par la formule suivante : d = (mz-my) / (m;-my)
my : Masse en gramme du pycnométre vide
m; : Masse en gramme du pycnométre rempli d’eau distillée

m, : Masse en gramme du pycnométre rempli d”huile essentielle

I1.2.2. Préparation des extraits hydro-méthanoliques

Pour la réalisation des extraits, les fleurs des deux Astéracées sont séparées des tiges
feuillées, contrairement aux espéces de Ruta qui posseédent des fleurs fragiles et de taille trés
petite.

Les extraits ont été obtenus par une macération sous agitation magnétique pendant 24 h de 2
g de la poudre de plante avec 25 ml de méthanol- eau (80-20). Les extraits hydro-méthanoliques
ont été évaporés a 45°C sous pression réduite.
Nous pouvons déterminer le rendement en extrait sec en calculant le rapport suivant :

Rdt % =[P1-P2/P3] x 100

P1 : Poids du ballon aprés évaporation ;

P2 : Poids du ballon avant évaporation (ballon vide) ;

P3 : Poids de la maticre végétale séche de départ.
Les rendements ont été énoncés dans la moyenne + écart type de trois répétitions.

L’extrait sec est pesé et repris, soit dans quelques millilitres de méthanol pour les dosages et
les évaluations de [I’activité antioxydante, soit dans quelques millilitres de DMSO pour
I’évaluation de I’activité antimicrobienne. Ils ont été conservés a 4°C pour une utilisation

ultérieure.

I1.2.3. Extraction par des solvants organiques a polarité croissante

L’extraction est effectuée par épuisement successif du matériel végétal par un soxhlet durant
24 heures, en utilisant quatre solvants a polarité croissante : hexane (Hx), dichlorométhane (D),
méthanol (M) et eau (A), méthode décrite par Diallo et al. (2004) et Hadj Salem et al. (2011).
Cette technique est retenue car elle favorise une extraction relativement compléte des

métabolites présents dans la matrice végétale (Romanik et al., 2007).
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La quantité de solvant doit &tre appropriée a la quantit¢ de maticre végétalg selon la partie de la
plante et son absorption du solvant. Nous disposonsgénéralement200 ml de solvant pour 50 g depoudre.
Apres le passage de chaque solvant, les extraits sont ensuite évaporés a ’aide d’un évaporateur
rotatif. L’extrait aqueux était, pour sa part, lyophilisé grace a un lyophilisateur.

Nous pouvons déterminer le rendement en extrait sec en calculant la perte de poids en

pourcentage de la matiere séche de départ: Rdt % =[P1 - P2 /P3] x 100
P1 : Poids du ballon apres évaporation ;
P2 : Poids du ballon avant évaporation (ballon vide) ;

P3 : Poids de la maticre végétale seche de départ.
Les rendements ont été énoncés dans la moyenne + écart type de trois répétitions.

L’extrait sec est pesé et repris, soit dans quelques millilitres de méthanol pour les dosages et
les évaluations de [D’activité antioxydante, soit dans quelques millilitres de DMSO pour
I’évaluation de I’activité antimicrobienne. Ils ont été conservés a 4°C pour une utilisation

ultérieure.

I1.3. Quantification de quelques classes phénoliques dans les extraits

I1.3.1. Polyphénols totaux

Le réactif wutilisé, le «Folin-Ciocalteu», est un mélange de complexes d’acide
phosphotungstique (H3PW1,040) et d’acide phosphomolybdique (H:PMo0;2049) de couleur jaune.
Le principe de la méthode est bas¢ sur I’oxydation des composés phénoliques par ce réactif.
Cette oxydation entraine la formation d’un nouveau complexe molybdeéne-tungsténe de couleur
bleu qui absorbe a 750 nm. Ce dosage est effectué par la comparaison de la D.O observée a celle
obtenue par un étalon d’acide gallique de concentration connue (Boizot et al., 2006).
Le dosage des polyphénols est réalisé selon la méthode décrite par Vermerris et al. (2006) : Une
prise de 100 pl de I’extrait est mélangée avec 2 ml d’une solution de carbonate de sodium a 2%
fraichement préparée, le tout est agité¢ par un vortex. Aprés 5 min, 100 ul du réactif de Folin-
Ciocalteu (IN) sont ajoutés au mélange, le tout est laissé pendant 30 min a la température
ambiante et la lecture est effectuée contre un blanc a I’aide d’un spectrophotométre a 750 nm.
Une gamme étalon a base de 1’acide gallique est également préparée a des concentrations allant
de 0 a 400 pg/mL. Les teneurs en Polyphénols totaux des extraits sont alors exprimées en
milligramme équivalent acide gallique par gramme de la matiere végétale seche (mg EAG/g

MS).
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I1.3.2. Flavonoides totaux

Le principe de la méthode est basé sur I'oxydation des flavonoides par deux réactifs
incolores, le nitrite de sodium (NaNO;) et le chlorure d’aluminium (AICI;). Elle entraine la
formation d’un complexe brunatre qui absorbe a 510 nm. La comparaison de la D.O observée a
celle obtenue par un étalon de catéchine de concentration connue permet d’évaluer la teneur
totale en flavonoides.
La quantification des flavonoides est faite selon une méthode colorimétrique décrite par
Dewanto et al. (2002). Une prise de 250 pL d’extrait diluée est additionnée de 75 uL d’une
solution de NaNO, a 5%. Aprés 6 mn d’incubation a température ambiante, 150 p L d’une
solution fraichement préparée de chlorure d’aluminium (AICL, 10%) sont ajoutés au mélange.
Aprés 5 mn de repos a température ambiante, 500 pL de soude (NaOH, 1M) sont apportés au
mélange, et le volume final est porté a 2.5 mL avec de 1’eau distillée. L absorbance de cette
préparation est mesurée contre un blanc a 510 nm. Une gamme étalon a base de catéchine est
¢galement préparée a des concentrations allant de 0 a 400 pg/mL. Les teneurs en flavonoides des
extraits sont alors exprimées en milligramme équivalent catéchine par gramme de la matiére

séche (mg EC/g MS).

I1.3.3. Tanins condensés

En présence d’acide sulfurique, les tanins condensés se dépolymérisent et, par réaction avec
la wvanilline, se transforment en anthocyanidols de couleur rouge, mesurables par
spectrophotométrie a 500 nm. Une prise de 50 pul d’extrait est ajoutée a 3 ml de vanilline a 4% et
1.5 ml d’acide sulfurique concentré. Aprés homogénéisation, le mélange est mis en incubation a
température ambiante pendant 15 mn. L’absorbance est mesurée contre un blanc a 500 nm. Les
teneurs en tanins condensés, déterminées en se référant a une gamme étalon de catéchine (0 a
400 pg/mL), sont exprimées en milligramme équivalent catéchine par gramme de la matiére

séche (mg EC/ gMS) (Sun et al., 1998).

I1.4. Estimation des activités biologiques, in vitro

I1.4.1. Détermination de I’activité antioxydante

a. Capacité antioxydante totale

Ce test est basé sur la réduction du molybdéne (VI) en molybdene (V) par I’extrait de plante.
Cette réduction induit, a pH acide, la formation du complexe phosphate/Mo (V) de couleur verte.
Une prise de 100 pl d’extrait est combinée dans un tube avec 1ml de solution composée d’acide

sulfurique (0.6 N), de phosphate de sodium (28 mM) et de molybdate d’ammonium (4 mM). Les
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tubes sont incubés a 95°C pendant 90 mn. Aprés un repos de 6 mn a température ambiante,
I’absorbance est mesurée a 695 nm contre un blanc contenant du méthanol a la place de I’extrait.
Comme pour les polyphénols totaux, I’activité antioxydante totale est exprimée en milligramme

équivalent acide gallique par gramme de la matiére séche (mg EAG/ g MS) (Prieto et al., 1999).

b. Piégeage du radical DPPH’

Le DPPH’ (2,2 diphényl-1-picrylhydrasyl) est généralement le substrat le plus utilisé pour
I’évaluation rapide et directe de I’activité antioxydante en raison de sa stabilité en forme radicale
libre et la simplicité de 1’analyse. Il absorbe dans le visible a la longueur d’onde de 515 a 520 nm
(Gouveia et Castilho, 2012). La méthode de DPPH’ présente plusieurs avantages du fait qu’elle
soit indépendante, simple et rapide. Le test consiste a mettre le radical DPPH’ (de couleur
violette), en présence des molécules dites « antioxydantes » afin de mesurer leur capacité a
réduire ce radical (fig. 19). La forme réduite (de couleur jaune) n’absorbe plus, ce qui se traduit

par une diminution de I’absorbance a cette longueur d’onde.

DPPH" DPPH-H

Figure 19: Forme réduite du radical DPPH
Le protocole expérimental suivi est celui d’Atoui et al. (2005) : A différentes concentrations, 50
ul de chaque extrait, sont ajoutés a 1950 ul d’une solution méthanolique de DPPH’ a 6.34x10°
M (0.0025 g dans 100 ml méthanol). Pour chaque concentration un blanc est préparé. En ce qui
concerne le contrdle négatif, ce dernier est préparé, en paralléle, en mélangeant 50 pl du

méthanol avec 1950 pul d’une solution méthanolique de DPPH" 4 la méme concentration utilisée.

Apres incubation a 1’obscurité pendant 30 min et a la température ambiante, la réduction du
DPPH’ s'accompagne par le passage de la couleur violette a la couleur jaune de la solution. La
lecture des absorbances est effectuée a 515 nm a 1’aide d’un spectrophotométre. Le témoin
positif utilisé est le butylhydroxytoluéne (BHT). Les résultats sont exprimés en pourcentage
d’inhibition, calculés suite a la diminution de I’intensité de la coloration du mélange, selon la

formule : PI= (D.Otémoin — D-Oextrait / D.Otémoin) x 100

PI: pourcentage d’inhibition.

D.O témoin : absorbance du témoin négatif. D.O extrait : absorbance de 1’extrait.
L’étude de la variation de I’activité antiradicalaire en fonction de la concentration des extraits
permet de déterminer la concentration qui correspond a 50% d’inhibition (Clsp). Une valeur de

ClIs faible correspond a une grande efficacité de I’extrait.
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c. Piégeage du radical ABTS™

Le radical ABTS™ est produit par réaction entre PABTS et une solution & 49 mM de
persulfate de potassium. Ce mélange est agité pendant 16 h a I’obscurité puis dilué par I’éthanol
jusqu'a obtenir une absorbance a 734 nm de 0.700 £ 0.02. Une prise (950 ul) de cette solution
d’ABTS™ est ensuite mélangée avec 50 pul d’extrait & différentes concentrations. Aprés 6 mn
d’incubation a température ambiante, I’absorbance du mélange est mesurée a 734 nm contre un
blanc (Re et al.,, 1999). Les résultats permettent de calculer et d’exprimer cette activité
antiradicalaire en pourcentage d’inhibition et en Clsy comme décrit précédemment pour le
DPPH’. Les valeurs de Clso sont comparées avec celles des standards de référence: le BHT et le

TROLOX (acide 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl-chroman-2-carboxylique).

d. Pouvoir réducteur du fer

L’activité réductrice d’un extrait est évaluée par la réaction d’oxydoréduction entre 1’extrait
et les ions métalliques de transition, notamment le fer (Huang et al., 2005). Le ferricyanure de
potassium K3Fe(CN)s fournit des ions Fe'" qui seront réduits en Fe*" par les antioxydants
présents dans I’extrait végétal. Le pouvoir réducteur est déterminé selon la méthode décrite par
Oyaizu (1986). Cette méthode consiste a mélanger 1 ml de I’extrait a différentes concentrations
avec 2.5 ml de tampon phosphate 0.2 M a pH 6.6 et 2.5 ml d’une solution de KsFe(CN)s a 1%
(m/v). Le mélange obtenu est incubé pendant 20 mn a 50°C, puis 2.5 ml d’acide trichloracétique
a 10% (m/v) sont ajoutés pour arréter la réaction. Le mélange est centrifugé a 650 g pendant 10
mn a température ambiante et 2.5 ml du surnageant sont additionnés de 2.5 ml d’eau distillée et
0.5 ml de FeCl; a 0.1% (m/v). La lecture de 1’absorbance se fait a 700 nm contre un blanc. Les
résultats permettent de calculer la concentration efficace (CEsp), concentration de 1’extrait
correspondante a une absorbance égale a 0.5, obtenue par I'interprétation de la courbe de
régression linéaire (D.O = f ([ ])). L’activité de I’extrait est enfin comparée a celle de témoins

positifs, ’acide ascorbique (vitamine C) et le butylhydroxyanisole (BHA).

e. Pouvoir chélateur du fer

Pour évaluer le pouvoir chélateur d’un extrait donn¢, le composé stabilisant le plus utilisé est
la ferrozine. Ce composé forme avec le fer libre présent dans un milieu réactionnel un complexe
ferrozine-Fe*" de couleur violette intense. Plus la coloration de la solution contenant I’extrait
testé est claire, plus le pouvoir chélateur de cet extrait est important.

Une prise de 100 pl d’extrait de plante est ajoutée a 50 ul de FeCl,, 4H,0 (2 mM). Apres une

agitation vigoureuse et un repos de 5 mn, 100 pl de ferrozine (5 mM) sont ajoutés, suivis de 2.75
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ml d’eau distillée (Zhao et al., 2006). Le mélange est laissé au repos pendant 10 mn a
température ambiante et I’absorbance est mesurée a 562 nm contre un blanc (sans ferrozine). Les
résultats sont comparés a ceux d’un témoin négatif (ou 1’extrait est remplacé par du méthanol) et
d’un témoin positif, acide éthyléne diamine tétra-acétique (EDTA). Comme pour le test avec le
DPPH’, le pouvoir chélateur est calculé par I’équation décrite précédemment. L’utilisation de
plusieurs concentrations d’extrait de plante permet de déterminer la concentration de I’extrait qui

provoque 50% de chélation du fer (Cls).

f. Inhibition de blanchiment du B-caroténe

Dans le test d’inhibition de blanchiment du B-caroténe, les radicaux péroxyles se forment
lorsque I’acide linoléique est oxydé et attaquent les molécules du B-caroténe hautement
insaturées qui subissent par conséquent une décoloration rapide. Cette activité a été déterminée
selon la méthode de Koleva et al. (2002). On dissolve 2 mg de B-caroténe dans 20 ml de
chloroforme, puis 4 ml de cette solution sont mis dans un ballon a fond plat avec 40 mg d’acide
linoléique et 400 mg de Tween 40. Apres évaporation sous vide du chloroforme, le mélange est
repris dans de I’eau distillée aérée. Dans une microplaque a 96 puits, 150 ul de cette émulsion
sont additionnés de 10 pl d’extrait végétal de concentration connue. Les microplaques sont alors
mises en incubation a 50°C pendant 120 mn et la D.O est mesurée (a T=0et T = 120 mn) a 470
nm grace a un lecteur de microplaques (model EAR 400, Labsystems Multiskan MS). L’activité
de I’extrait est calculée par rapport a celle du témoin négatif (sans extrait) et le pourcentage
d’inhibition (PI) est obtenu comme suit :

PI= [(D.OEIZO - D~OT120) / (D.OTo— D.Oleo)] x 100

D.Okg 20 = absorbance de I’extrait a T = 120 mn
D.Or20= absorbance du témoin négatifa T= 120 mn

D.Or(= absorbance du témoin négatifa T =0 mn
Cette activité est également exprimée en Clso comme décrit pour le test au DPPH’. Le témoin

positif utilisé est le BHA.

11.4.2. Détermination de I’activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne des huiles essentielles et des extraits a été évaluée en utilisant des
souches de référence de laboratoire (American Type Culture Collection "ATCC" pour les
bactéries et Candida albicans, Musé National d’Histoire Naturelle "MNHN" pour les
champignons filamenteux), obtenues par le Laboratoire des produits naturels, département de

Biologie (Université de Tlemcen, Algérie):
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e Bactéries a Gram positif: Bacillus cereus (ATCC 10876), Enterobacter cloacea (ATCC
13047), Enterococcus faecalis (ATCC 49452), Listeria monocytogenes (ATCC15313),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923).

e Bactéries a Gram négatif: Acinetobacter baumanii (ATCC 19606), Escherichia coli (ATCC
25922), Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
Proteus mirabilis (ATCC 35659), Salmonella typhimurium (ATCC 13311), Citrobacter
freundii (ATCC 8090).

e Champignon non filamenteux : Candida albicans (ATCC 26790).

e Champignons filamenteux : Aspergillus fumigatus (MNHN 566), Aspergillus flavus (MNHN
994294), Cladosporium herbarum (MNHN 3369), Fusarium oxysporum (MNHN 963917),
Alternaria alternaria (MNHN 843390).

Les souches ont été revifiées et la turbidité a été ajusté a 0.5 McFarland, ce qui correspond a
1-2 x 10® UFC/ml pour les bactéries (D.O = 0.08 4 0.1/A = 625nm), 1-5 x 10° UFC/ml pour C.
albicans (D.O = 0.12 & 0.15 / A = 530 nm) (NCCLS, 2001) et 10° spores / ml pour les
champignons filamenteux (68-82% de transmittance / A = 530 nm) (Pfaller et al., 1998). Les
cultures ont été diluées avec bouillon Mueller-Hinton pour les bactéries, bouillon Sabouraud
pour C. albicans et une solution saline stérile pour les souches fongiques, afin d’atteindre des
densités optiques correspondantes pour chaque test.

Deux méthodes différentes ont ¢été utilisées pour la détermination de 1activité
antimicrobienne, in vitro : une méthode de diffusion en disque dans un milieu gélosé et les
méthodes de dilution (méthode de micro-dilution en bouillon pour les bactéries et C. albicans, la
méthode de dilution en milieu gélosé pour les champignons). Les zones d’inhibition et les
concentrations minimales inhibitrices (CMI) de la gentamicine et de ’amphotéricine B ont été
également déterminées dans des expériences paralléles afin de controler la sensibilité des micro-

organismes d’essai. Tous les tests ont été effectués en double.

a. Méthode de diffusion en disque

Les huiles essentielles et les extraits ont été testés pour leur activité antimicrobienne par la
méthode de diffusion en disques, selon le Comité national des normes du laboratoire Cliniques
(NCCLS, 2001) en utilisant 100 pL de suspension des microorganismes testés, contenant 2 x 10°
UFC / ml pour les bactéries, 1 - 5 x 10° UEC / ml pour C. albicans et 2 x 10° spores / ml pour les
souches fongiques. Les milieux Mueller-Hinton et Sabouraud gélosés, stériles et refroidi
jusqu’a 45-50°C, ont été distribués dans des boites de Pétri stériles de 9 cm de diametre (15 ml).
Les disques de papier filtre (6 mm de diametre) ont été individuellement imprégnés avec 10 pL
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de I’huile ou de I’extrait et ensuite placés sur la surface du milieu gélosé déja inoculés avec les
microorganismes testés.

Les boites de Pétri ont été conservés a 4°C pendant 2 h et ont été ensuite incubées a 37°C
pendant 24h pour les bactéries et a 30°C pendant 24h pour C. albicans et 48h pour les souches de
champignons. Les diamétres des zones d’inhibition (mm) ont été mesurés, y compris le diamétre
des disques. Cette mesure est transcrite dans différents symboles proportionnels a I’activité (tab.
2) (Ponce et al., 2003 ; Biyiti et al., 2004).

Tableau 2: La transcription des valeurs des diamétres d’inhibition (D)

Inhibition Transcription Sensibilité
D < 8mm - Résistante
I9mm>D< 14 + Sensible
15mm>D < 19mm ++ Assez sensible
D >20mm +++ Trés sensible

Tous les tests ont été effectués en double. La gentamicine (15 pg / disque) et ’amphotéricine B

(20 pg/ disque) ont servi de témoins positifs.

b. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

Pour les bactéries et C. albicans, la méthode de micro-dilution en bouillon a été utilisée pour
déterminer la CMI selon le Comité national des normes du laboratoire cliniques (NCCLS, 2001).
Tous les tests ont été effectués dans le milieu Mueller Hinton en bouillon. Les huiles et les
extraits étudiés ont été dissous dans le diméthylsulfoxyde (DMSO) a 1%, puis dilués a la
concentration la plus élevée. Des dilutions en série ont été¢ préparées dans une microplaque de
microtitration de 96 puits dans la gamme de concentration choisie. Les souches, dont la
concentration finale a été ajusté a 5 x 10° UFC/ml pour les bactéries et a 2.5 x 10° UFC/ml pour
C. albicans, sont ajoutées dans chaque puit. Les bactéries et C. albicans ont été respectivement
incubées, a 37°C et a 30°C, pendant 24 heures. La CMI est définie comme la plus faible
concentration de I’extrait a laquelle le micro-organisme ne démontre pas une croissance visible.
La croissance des microorganismes a été¢ indiquée par la turbidité. La gentamicine a été utilisée
comme composé de référence.

Pour les champignons filamenteux, les méthodes de dilution ont été sélectionnées par le
sous-comité des tests de sensibilité aux antifongiques du NCCLS. Cependant, les techniques qui
utilisent 1’agar sont largement utilisées car elles sont simples et de réalisation aisée pour ces
organismes. Dans ce travail, les CMIs ont été déterminées par la méthode de dilution en milieu
g¢losé (Soliman et Badeaa, 2002). Les souches testées ont ¢té cultivées dans I’agar de dextrose

de pomme de terre (PDA), dans des boites de Pétri, pendant 5-7 jours. Les huiles ou les extraits
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testés, dissous dans du DMSO a 1%, ont été utilisé a différentes concentrations. Chaque
concentration a été mélangée avec le milieu PDA semi-solide et stérile et ensuite versé dans des
boites de Pétri stériles (15 ml dans chaque plaque). Un disque de 6 mm de diamétre de la gélose
recouverte de mycélium a été placé sur la surface de la gélose. Les plaques ont été incubées
pendant 5-7 jours a 28°C. Deux répétitions ont été faites pour chaque test. L’amphotéricine B a

été utilisée comme composé de référence.

IL.5. Identification des huiles essentielles et des composés phénoliques

I1.5.1. Analyse des huiles essentielles par CG-SM

Les huiles essentielles ont été analysées par chromatographie en phase gazeuse (Agilent
Technologies 7890A) - spectrométric de masse (HP 5975C) avec ionisation par impact
¢électronique (70 eV). Une colonne capillaire HP-5MS (30 m x 250 um, 0.25 um d’épaisseur de
film) a été utilisée. La température du four a été programmeée pour passer de 60 a 220°C a une
vitesse de 40° C/min, la température de la ligne de transfert est de 230°C. Le gaz porteur est
I’hélium avec un débit de 0.8 ml/min et un rapport de division de 50:1. La numérisation de la
plage de temps et de masse sont respectivement de 1s et 50-550 m/z (Zaouali et al., 2013). Les
composants ont été identifiés en comparant leurs temps de rétention relatifs et les spectres de
masse avec les données de la bibliothéque CG-SM de composants d’huiles essentielles, Wiley,
Mass-Finder et Adams. La détermination de la composition en pourcentage est fondée sur la

normalisation de la surface du pic sans utiliser les facteurs de correction.

I1.5.2. Analyse des composés phénoliques par CLHP Orbitrap-SM"

L’analyse qualitative des composés phénoliques a été réalisée par chromatographie en phase
liquide a haute performance (CLHP) couplée a la spectrométrie de masse (SM), systéme munie
d’une pompe de distribution de solvant binaire (Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, USA)
reli¢ & un détecteur a barrette de diodes (PDA) et un spectrométre de masse hybride LTQ
Orbitrap équipé d’une pression atmosphérique d’ionisation d’interface fonctionnant en mode
¢lectrospray (ESI), mode d’ions négatifs et positifs (Larbat et al., 2012).

Vingt microlitres d’extrait ont été séparés sur une colonne LiChroCART C18 (250 mm x 4.6
mm, Merck, Allemagne), avec un débit de 700 pul/min. Les phases mobiles sont composées de
0.1% d’acide formique dans de I’eau ultra-pure (A) et 0.1% d’acide formique dans du méthanol
ultra-pure (B). Les composés phénoliques sont €luées en utilisant un gradient d’€lution, a I’aide

d’une premicre étape isocratique a 1% de B pendant 2 min, puis un gradient linéaire de 1% a
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50% de B pendant 50 min, et enfin un gradient linéaire allant de 50% a 90% de B pendant 60
min.

La détection est réalisée par un détecteur a barrette de diodes (200-800 nanométre). Les aires de
pics des extraits sont mesurées a la longueur d’onde de 280 nm. L’analyse par spectrométrie de
masse est effectuée en deux modes d’ionisation, positif (ESI+), et négatif (ESI-), dans les
conditions suivantes:

pour le mode ESI+: tension électrospray a 5 kV; sources de gaz fixées a 40 (le gaz de
nébulisation), 10 (gaz d’auxiliaire) et 10 (gaz rideau) unités arbitraires min'; température du
capillaire fixée a 300°C; tension du capillaire a 48 V; tensions de la lentille «tube lens» (138 V),
de la lentille «split lens» (- 38 V) et de la lentille «front lens» (- 4.25 V).

Pour le mode ESI-: les conditions sont les mémes sauf celles des paramétres optiques des ions
qui ont été automatiquement adaptées comme suit: tension capillaire a - 48 V; tensions de la
lentille «tube lens» (-138 V), de la lentille «split lens» (38V) et de la lentille «front lens» (4.25
V).

Les paramétres optiques ioniques ont été optimisés en mode ES/+ par un réglage automatique
par I'utilisation d’une solution standard de rutine a 0.1 g/l infusée dans la phase mobile (A/B:
50/50) a un débit de 5 pl/min.

L’analyse complete des spectres de spectrométric de masse (SM) a été réalisée a haute
résolution (R = 30000) sur un analyseur Orbitrap de 120 a 2000 m/z (rapport masse/charge) pour
obtenir des masses exactes et des scans en MS® ont été automatiquement réalisés sur un
analyseur LTQ (Linear Trap Quadripole) pour une étude structurelle.

Les données sont traitées a I'aide du logiciel XCALIBUR® (version 2.1,
http://www.thermoscientific.com). Les masses exactes expérimentales ont été comparées a des
banques de données (Pubchem Compound: http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/, ReSpect:
http://spectra.psc.riken.jp/, Mass Bank: http://www.massbank.jp) et de la littérature disponible

afin d’identifier la nature des métabolites.

I1.6. Analyses statistiques

Les valeurs indiquées dans les tableaux sont des moyennes + écarts-types des trois mesures
paralleles. Les valeurs de Clso ont été calculées a partir des équations linéaires ou logarithmiques
des courbes. Les coefficients de corrélation entre les composés phénoliques et les méthodes de

I’activité antioxydante ont ét¢ démontrés en utilisant EXCEL (2010).
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Chapitre I.
Activités antioxydantes et antimicrobiennes des huiles essentielles
et de quelques extraits de deux espéces d’ Astéracées
« Helichrysum stoechas subsp. rupestre auct. et Phagnalon saxatile
(L.) Cass. subsp. saxatile »

Résumeé

Objectifs: Les huiles essentielles et quelques extraits des fleurs et des tiges feuillées de deux plantes
originaires d'Algérie, Helichrysum stoechas subsp. rupestre et Phagnalon saxatile subsp. saxatile, ont été
choisies pour étudier leurs activités antioxydantes et antimicrobiennes. Meéthodes: Les teneurs en
polyphénols totaux, en flavonoides et en tanins ont ¢été déterminées par des techniques
spectrophotométriques. Les activités antioxydantes ont été déterminées, in vitro, a travers les six méthodes
suivantes: capacité antioxydante totale, piégeage du radical DPPH’, piégeage du radical ABTS ™, pouvoir
de la réduction du fer, capacité de la chélation du fer et inhibition de blanchiment du B-caroténe. La
détermination de 1’activité antimicrobienne a été réalisée sur de souches bactériennes et fongiques, par la
méthode de diffusion des disques en milieu gélosé et celle des dilutions en milieu liquide. Résultats: Les
huiles essentielles de ces deux espéces, dont les rendements sont négligeables, ne peuvent pas faire 1’objet
de cette étude. A I’exception du macérat hydro-méthanolique des fleurs de P. saxatile subsp. saxatile, les
trois autres macératts ont montré une activité antioxydante intéressante. Les plus fortes teneurs en
composés phénoliques, en tanins et la plus grande capacité antioxydante totale (97.5 = 0.33mg EAG /g
MS), ont été obtenues pour 1’extrait des fleurs d’H. stoechas subsp. rupestre. L’extrait hydro-méthanolique
des tiges feuillées de P. saxatile subsp. saxatile a révélé la teneur la plus élevée en flavonoides et la plus
forte activité antioxydante par les autres méthodes, par rapport aux normes, a 1’exception des pouvoirs
réducteur et chélateur du fer. La meilleure activité est obtenue en piégeant le radical DPPH’ avec une valeur
de Clso de 5.65 = 0.10 pug/mL. Les extractions successives au soxhlet, par des solvants de polarité
croissante, ont permis de sélectionner les solvants qui conduisent a des extraits ayant des capacités
antioxydantes importantes, communément riches en molécules bioactives. A 1’exception de 1’extrait
méthanoliques des tiges feuillées d’H. stoechas subsp. rupestre, les extraits obtenus par des solvants
polaires (méthanol et eau), se sont révélés les plus actifs avec les teneurs en polyphénols et en flavonoides
les plus élevées. Ce type d’extraction pourrait apporter des résultats intéressants en combinaison a d’autres
techniques d’identification chimique. Les extraits hydro-méthanoliques n’ont montré aucune activité
antibactérienne, alors que ceux méthanoliques et aqueux, obtenus successivement, ont une activité
modérée sur quelques souches bactériennes. Cependant, quelques extraits de [’hexane et du
dichlorométhane se sont révélés plus actifs. Tous les extraits sont inactifs contre les souches fongiques.
Conclusion: Les deux plantes étudiées dans ce travail pourraient fournir des preuves scientifiques pour
ceux qui les utilisent dans le traitement des maladies li¢es a la production d’espéces réactives de 1’oxygéne

et le stress oxydatif.

Mots-clés : Helichrysum stoechas subsp. rupestre, Phagnalon saxatile subsp. saxatile, composés

phénoliques, activité antioxydante, polarité, activité antimicrobienne.
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L’objectif de la présente étude est d’évaluer les capacités antioxydantes et antimicrobiennes
des extraits hydro-méthanoliques et des huiles essentielles de deux plantes appartenant a la
famille des Astéracées. 1l s’agit d’Helichrysum. stoechas subsp. rupestre auct. et de Phagnalon.
saxatile (L.) Cass. subsp. saxatile originaires d’ Algérie.

Pour les parties des deux plantes (fleurs et tiges feuillées), dont les extraits hydro-méthanoliques
montrent une activit¢é importante, il a été envisagé d’employer un processus d’extractions
successives par des solvants de polarité¢ croissante afin d’optimiser 1’extraction des composés

phénoliques. Ces extraits vont tre testés pour leurs activités antioxydantes et antimicrobiennes.
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I. Introduction

Le mode d’extraction choisi pour extraire les huiles essentielles est 1’entrainement a la
vapeur d’eau, apres avoir trouvé des difficultés a les isoler par hydrodistillation. Par cette
méthode, le matériel végétal a distiller est en contact avec la vapeur seulement, ce qui réduit le
phénomene d’hydrolyse (Burt, 2004).

La concentration et la nature du solvant d’extraction, le rapport solvant / solide, le temps

d’extraction, la température et le nombre d’étapes d’extraction sont des facteurs clés dans le
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processus d’extraction, car ils touchent a la fois la cinétique de la libération des composés

phénoliques de la plante et a D'activit¢ antioxydante de I’extrait. Plusieurs études ont été

consacrées pour évaluer I’effet de ces variables, afin d’optimiser les rendements, les teneurs et

I’activité antioxydante des composés phénoliques (Chirinos et al., 2007 ; Mussatto et al.,

2011).

Le choix du mélange méthanol/eau a 80/20, considéré comme un mélange a polarité élevée, est

basé sur les résultats de plusieurs travaux antérieurs qui ont montré que les solvants polaires sont

plus efficaces que les solvants de faible polarit¢ (Akowuah et al., 2005; Turkmen et al., 2006;

Trabelsi et al., 2010) et que le rendement d’extraction augmente de manicre significative lors de

I’utilisation d’éthanol aqueux et du méthanol aqueux par rapport a des extractions aux solvants

organiques seuls (Vazquez et al., 2008 ; Mussatto et al., 2011). Plus précisément, 1’addition

d’eau a 20% aux solvants polaires améliore I’extraction des composés phénoliques en particulier

a I’éthanol, le méthanol ou I’acétone (Trabelsi et al., 2010). Ce comportement peut étre expliqué

par le fait que la présence de I’eau (ayant un moment dipolaire plus fort que celui des alcools)

déstabilise les parois cellulaires. Par conséquent, en pénétrant plus profondément dans la matrice
végétale, le solvant peut entrer en contact avec une quantité plus grande du soluté, favorisant
ainsi I’extraction. D’autre part, la diminution du taux d’extraction a des concentrations plus
faibles de 50% peut étre attribuée a la diminution de la capacité du solvant, devenant de plus en

plus pauvre en alcool (Penchev et al., 2010 ; Mussatto et al., 2011).

L’extraction par des solvants organiques, réalisée succesivement dans un appareil de Soxhlet,
est choisie dans le but d’augmenter les rendements et d’obtenir une meilleure sélectivité dans
I’extraction. Ce type d’extraction a déja ¢été utilisé sur des problématiques similaires pour
extraire les polyphénols et pour sélectionner le solvant qui a conduit a des extraits ayant la
capacité antioxydante la plus élevée (Vazquez et al., 2008). Nous avons choisi ’hexane, le
dichlorométhane, le méthanol et I’eau en regard des classes de substances potentiellement
extractibles par ces solvants (Wichtl et Anton, 2003) :

e Carbures, lipides, stérols, essences, cires, lécithines, caroténoides, lactones les moins polaires
par ’hexane.

e Chlorophylles, caroténoides, pigments divers, résines et oléorésines, aglycones (flavonoides,
anthraquinones, coumarines...), alcaloides bases, lactones, terpénes peu oxygénés...par le
dichlorométhane.

e Terpénoides, stéroides, phénols, lactones, hétérosides (flavonoides, anthraquinones,
quinones, coumarines...), alcaloides, polyols, tanins, saponosides, acides organiques, sels
minéraux, acides aminés par le méthanol et I’eau.

47



3°"¢ partie : Résultats et discussion Chapitre 1

I1. Résultats
I1.1. Les huiles essentielles
I1.1.1. Rendements
Les rendements en huiles essentielles sont représentés dans le tableau suivant.

Tableau 3: Les rendements en huiles essentielles (moyenne =+ écart type) d’H. stoechas

subsp. rupestre et de P. saxatile subsp. saxatile
Especes HS PS

Rendement en % (p/p) 0.011 +0.003 0.007 £0.001

HS : H. stoechas subsp. rupestre, PS : P. saxatile subsp. saxatile

A cause de leurs rendements trés faibles, les huiles essentielles d’H. stoechas subsp. rupestre
et de P. saxatile subsp. saxatile ne peuvent pas étre testées, dans ce travail, pour leurs activités

biologiques.

I1.2. Les extraits hydro-méthanoliques
I1.2.1. Rendements en extraits

Les antioxydants naturels, a savoir les composés phénoliques, sont présents dans toutes les
parties des plantes supérieures. Les especes d’Helichrysum ont des fleurs groupées, attrayantes,
de couleur jaune et persistantes toute I’année, d’ou vient le nom de I'immortelle. A cet effet, les
fleurs et les tiges feuillées des deux plantes ont été séparées dans ce type de préparation.

Le procédé d’extraction, basé sur une extraction liquide-solide, a été utilisé pour obtenir des
extraits hydro-méthanoliques pour la réalisation des dosages des polyphénols, des flavonoides,
des tanins et pour I’évaluation des activités antioxydantes et antimicrobiennes. Les résultats de
ces dosages et de I’évaluation de I’activité antioxydante ont fait 1’objet d’une publication
internationale, représentée dans la partie «Valorisation des travaux de recherche». Les
rendements obtenus sont présentés dans le tableau 4.

Tableau 4: Les rendements et les teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides et en tanins
condensés (moyenne =+ écart type) dans les extraits hydro-méthanoliques d’ H. stoechas subsp.
rupestre et de P. saxatile subsp. saxatile

Rendements  Teneur en Polyphénols Teneur en Flavonoides  Teneur en Tanins
(%) (mg EAG /g MS) (mg EC/g MS) (mg EC/g MS)
HSF 18703 3134+£1.92 1048 £0.28 3.47+021
HSTF 13.5+04 18.62 £0.41 9.1 £0.87 3.21+0.19
PSF 10+0.13 4.8+0.2 0 0.9+0.2
PSTF 9+0.33 18.82£0.21 13.08 +£0.28 2.08 £0.28

HSF : Fleurs d’H. stoechas subsp.rupestre, HSTF : tiges feuillées d’H. stoechas subsp.rupestre, PSF : Fleur de P. saxatile subsp. saxatile,
PSTF : tiges feuillées de P. saxatile subsp. saxatile
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I1.2.2. Dosages des polyphénols totaux, flavonoides et tanins

Afin d’établir une relation entre le contenu en composés phénoliques et [D’activité
antioxydante, les teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides et en tanins dans les extraits
hydro-méthanoliques ont été déterminées. La raison principale pour le choix de ces substances
réside dans le fait que la majorité des effets pharmacologiques leur sont attribués (Psotova et al.,
2003).

Les courbes d’étalonnage tracées de 1’acide gallique et de la catéchine sont représentées dans
I’ Annexe 1 (fig. 71 - 73).

Les teneurs en polyphénols totaux des extraits, estimées par la méthode du réactif de Folin-
Ciocalteu en référence a la courbe d’étalonnage d’acide gallique (Y = 0.00253 x 0.01344), ont
varié de 04.80 + 0.20 a 31.34 + 1.92 mg EAG/g MS (tab. 4). La teneur la plus élevée en ces
composés a été trouvée dans I’extrait des fleurs d’H. stoechas subsp. rupestre, tandis que la plus
faible est celle de I’extrait des fleurs de P. saxatile subsp. saxatile.

Les flavonoides sont I'un des groupes les plus nombreux et répandus de composés phénoliques
dans les plantes (Tepe et al., 2005). Les teneurs en flavonoides dans les extraits (tab. 4) ont été
exprimées par référence a la courbe d’étalonnage de la catéchine (Y = 0.00355 x 0.09903). Le
taux le plus élevé en flavonoides a été trouvé dans I’extrait des tiges feuillées de P. saxatile
subsp. saxatile (13.08 £ 0.28 mg EC/g MS) tandis que pour les fleurs, le dosage n’a pas révélé la
présence de ces composés. Les contenus en flavonoides dans les extraits des tiges feuillées et des
fleurs d’H. stoechas subsp. rupestre sont proches et correspondent a des valeurs respectives de
09.10 £ 0.87 et 10.48 = 0.28 mg EC/g MS.

I1 a été rapporté que les tanins condensés possedent diverses activités biologiques, dont I’activité
antioxydante. Les teneurs en tanins condensés (tab. 4) ont été exprimées par référence a la
courbe d’étalonnage de la catéchine (Y = 0.00076 x — 0.0076). Elles sont moins importantes que
celles en flavonoides et sont proches dans les extraits des tiges feuillées et des fleurs d’H.
stoechas subsp. rupestre (3.21 £ 0.19 et 3.47 + 0.21 mg EC/g MS, respectivement). L’extrait des
tiges feuillées de P. saxatile subsp. saxatile contient plus de tanins par rapport aux fleurs (2.08 +

0.28 et 0.9 + 0.20 mg EC/g MS, respectivement).

I1.2.3. Evaluation de ’activité antioxydante
Les extraits les plus actifs vont étre sélectionnés sur la base des résultats des trois premicres
méthodes ™ ™ ¢, L’évaluation de I’activité antioxydante de ces extraits se fait ensuite par trois

autres méthodes P, Les courbes des D.O en fonction des concentrations pour la réduction du
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fer et des pourcentages d’inhibition en fonction des concentrations pour les autres méthodes, sont
figurées dans I’Annexe 2 (fig. 75-81).

Les résultats de toutes ces activités sont rassemblés dans le tableau suivant. Pour chaque
activité, les données chiffrées sont par la suite représentées graphiquement sous forme

d’histogramme, sur lequel on repére facilement les extraits les plus actifs.

Tableau 5: Les activités antioxydantes des extraits hydro-méthanoliques d’H. stoechas subsp.
rupestre et de P. saxatile subsp. saxatile et des standards par les différentes méthodes

Extraits Capacité antioxydante  Clso/pppy CEso reduction duFer  Clso/abrs Clso/chétation du Fer Clso/p-carotene
etres (D) (hgimL) (ng/mL) (mg/m) (ngmL)

HSF 97.50 £0.33 6.57+0.25 466.52 +£10.50 94.54 +1.30 1048 £0.10 121.81 £0.55

HSTF 2943 +0.38 8.72+0.20 697.14 £ 5.50 33771 £2.50 1026+0.15 191.46 +£1.05

PSF 1.89 +0.12 129.77 £0.55 33354+16.95 / / /

PSTF 53.55+0.36 5.65+0.10 355.24 £15.00 74.84 +£1.05 4.62 £0.10 51.53+0.40

99.64+ 1.80* 73.1+1.70°
Standards 1050+0.40%  53.67+2.40° 58.14+£2.50¢  0.0465+ 0.0003 ¢ 48+0.90°

HSF : Fleurs d’H. stoechas subsp. rupestre, HSTF : tiges feuillées d’H. stoechas subsp. rupestre,
PSTF : tiges feuillées de P. saxatile subsp. saxatile, /- not testé, * BHT, ® acide ascorbique, © Trolox,  EDTA, ¢ BHA

a. Capacité antioxydante totale

La courbe d’étalonnage de I’acide gallique, réalisée pour la détermination de la capacité
antioxydante totale est figurée dans I’Annexe 1 (fig. 74). Les résultats de cette activité indiquent
que I’extrait hydro-méthanolique des fleurs d’H. stoechas subsp. rupestre présente une forte
capacité antioxydante (97.5 + 0.33mg EAG/g MS) par rapport aux autres extraits. L’extrait des
fleurs de P. saxatile subsp. saxatile a une trés faible activité (fig. 20).
Le tableau 6 montre une corrélation entre la capacité antioxydante totale des extraits et les
teneurs en flavonoides (r = 0.64) et en tanins (r = 0.72), et une relation significative entre cette

capacité et les teneurs en polyphénols totaux (r = 0.95).
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HSF: Fleurs d’H. stoechas subsp. rupestre, HSTF : Tiges feuillées d’H. stoechas subsp. rupesire,
PSF : Fleurs de P. saxatile subsp. saxatile, PSTF : Tiges feuillées de P. saxatile subsp. saxatile

Figure 20: Capacité antioxydante totale (CAT) des extraits testés

Tableau 6: Les coefficients de corrélation (r) de la relation entre les activités antioxydantes et les
teneurs en polyphénols totaux, flavonoides et tanins dans les extraits hydro-méthanoliques
d’H. stoechas subsp. rupestre et de P. saxatile subsp. saxatile

CAT Clsopppre CEso/ pouvoir réductaur Clsoaprses  Clsop-carottne  Clsompouvoir chstateur
Polyphénols 0.95 -0.83 -0.84 -0.45 -0.01 0.51
Flavonoides 0.64 -0.96 -0.98 -0.8 -0.98 -0.93
Tanins 0.72 -0.85 -0.82 0.4 0.76 0.99

b. Capacité de piégeage du radical DPPH’

Dans ce travail, nous avons opté pour tester les extraits hydro-méthanoliques par la méthode
de piégeage du radical libre DPPH afin de localiser les extraits les plus actifs. Ce test a été
largement utilisé pour fournir des informations de base sur la capacité antioxydante des extraits
de plantes. Il a I’avantage d’étre simple, rapide et disponible. De méme, I’avantage d’employer
ce test est di a la grande stabilité du radical DPPH’ et sa forme commerciale est préte a I’emploi
(Gouveia et Castilho, 2012).

Les valeurs des Clso, exprimées en pug/mL, sont représentées dans la figure 21. L’activité des
extraits hydro-méthanoliques et du BHT, exprimée en ces valeurs, est dans 1’ordre suivant: tiges
feuillées de P. saxatile subsp. saxatile, fleurs d’H. stoechas subsp. rupestre, tiges feuillées d’H.

stoechas subsp. rupestre, BHT, fleurs de P. saxatile subsp. saxatile.
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BHT : antioxydant de synthése, HSF : Fleurs d’H. stoechas subsp. rupestre, HSTF : Tiges feuillées d’H. stoechas subsp. rupesire,
PSF : Fleur de P. saxatile subsp. saxatile, PSTF : Tiges feuillées de P. saxatile subsp. saxatile

Figure 21: Valeurs de Cls, des extraits hydro-méthanoliques d’H. stoechas subsp. rupestre etnde
P. saxatile subsp. saxatile et du standard par la méthode du piégeage du radical libre DPPH
Les résultats révelent que les extraits d’H. stoechas subsp. rupestre (tiges feuillées et fleurs) et
des tiges feuillées de P. saxatile subsp. saxatile ont une capacité a piéger le radical DPPH’
importante comparée a celle du contréle positif (BHT). Le tableau 6 montre de bonnes
corrélations entre les teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides, en tanins condensés et les
valeurs de Clso des extraits, avec des coefficients de corrélation significatives (r) et qui sont

respectivement -0.83, -0.96 et -0.85.

¢. Capacité de réduction du fer

La capacité réductrice d’un extrait, un autre indicateur important de I’activité antioxydante, a
¢galement été jugée appréciable. C’est une méthode simple, rapide et reproductible. Dans cet
essai, la couleur jaune de la solution de test change aux diverses nuances de vert et de bleu selon
le pouvoir réducteur de chaque composé. Les résultats obtenus nous ont permis de déduire que,
pour tous les extraits hydro-méthanoliques, la réduction du fer est proportionnelle aux
concentrations utilisées (fig. 76 (Annexe 2)). La figure 22 représente les potentiels de réduction
des extraits testés, exprimés en CEsp, en comparaison avec les standards (BHT, Acide
ascorbique).
L’extrait des tiges feuillées de P. saxatile subsp. saxatile a montré un pouvoir réducteur plus
important (CEsp = 355.24 + 15.00 pg/mL) que les autres extraits, mais pas aussi important que
les standards. L’ activité de I’extrait des fleurs de P. saxatile subsp. saxatile est nettement moins
importante, ce qui vient confirmer le résultat de la capacité antioxydante totale et de 1’activité
antiradicalaire par piégeage du radical DPPH". Donc, il est inutile de déterminer 1’activité

antioxydante de cet extrait par d’autres méthodes.
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Les résultats ont montré une corrélation entre les teneurs en composés phénoliques totaux, en
flavonoides et en tanins condensés et le pouvoir réducteur des extraits avec des valeurs de r

¢gales, respectivement, a -0.84, -0.98 et -0.82 (tab. 6).

44 ] s3.67
BHT | | 99,64

PSTF l 355,24

PSF B33s,4
HSTF 697,14
HESF 466,52

(1] 500 1000 1500 2000 2500 3000

CEgp/ riductiondu Fer (ugimL)

AA : acide ascorbique, BHT : antioxydant de synthése, HSF : Fleurs d’H. stoechas subsp. rupestre, HSTF : Tiges feuillées d’H. stoechas subsp.
rupestre, PSF : Fleur de P. saxatile subsp. saxatile, PSTF : Tiges feuillées de P. saxatile subsp. saxatile.

Figure 22: Valeurs de CEs, des extraits hydro-méthanoliques d’H. stoechas subsp. rupestre et de
P. saxatile subsp. saxatile et des standards par la méthode de la réduction du fer

d. Capacité de piégeage du radical ABTS™

L’ABTS™ est un autre radical synthétique qui a I’avantage d’étre plus polyvalent que le
DPPH’, parce qu’il peut évaluer 1’activité de piégeage pour les échantillons polaires et non
polaires (Re et al., 1999), d’étre soluble dans les solvants aqueux et organiques, a une large
gamme de valeurs de pH et son temps de réaction est inférieur a celui du DPPH’ (Gouveia et
Castilho, 2012). Par conséquent, il a €té jugé nécessaire de poursuivre 1’évaluation de I’activité
antioxydante par la méthode du piégeage du radical ABTS™. Le Trolox et le BHT sont utilisés
comme standards. Les résultats montrent que le potentiel a piéger ce radical, exprimé en Cls
(fig. 23), est dans I’ordre suivant: Trolox > BHT et tiges feuillées de P. saxatile subsp. saxatile >
fleurs d’H. stoechas subsp. rupestre > tiges feuillées d’H. stoechas subsp. rupestre. L’ extrait des
tiges feuillées de P. saxatile subsp. saxatile présente un pouvoir antioxydant intéressant (Clso =
74.84 = 1.05 pug/mL) par rapport au BHT (Clso = 73.1 = 1.70 pg/mL). L’établissement d’une
corrélation montre une relation entre cette activité et la teneur en flavonoides (r = -0.8) et une
faible corrélation avec les polyphénols totaux (r =-0.45) (tab. 6).
Les valeurs de test au DPPH' sont inférieures a celles obtenues a partir de I’analyse a I’ ABTS ™.

Mais, dans les deux méthodes, le méme ordre d’activité est observé.
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Trolox et BHT : Antioxydants de synthése, HSF : Fleurs d’H. stoechas subsp. rupestre, HSTF : Tiges feuillées d 'H. stoechas subsp. rupestre,
PSF : Fleur de P. saxatile subsp. saxatile, PSTF : Tiges feuillées de P. saxatile subsp. saxatile.

Figure 23: Valeurs de Cls, des extraits hydro-méthanoliques d’H. stoechas subsp. rupestre et de
P. saxatile subsp. saxatile et des standards par la méthode de piégeage du radical ABTS™

e. Pouvoir chélateur du Fer

La capacité de chélation des métaux de transition peut étre considérée comme un important
mode d’action antioxydante. Les valeurs de Clso montrent que I’extrait des tiges feuillées de P.
saxatile subsp. saxatile a une capacité a chélater les ions ferriques ¢élevée (Clsp = 4.62 = 0.10
mg/mL) par rapport aux extraits des tiges feuillées et des fleurs d’H. stoechas subsp. rupestre
(Clsp de 10.26 = 0.15 et 10.48 £ 0.10 mg/mL, respectivement) (fig. 24). Aucun des extraits
hydro-méthanoliques n’est aussi efficace que le contrdle positif, '’EDTA (Clso = 0.046 = 0.0003
mg/mL). La capacité de chélation d’ions ferreux est fortement corrélée avec les teneurs en

flavonoides avec une valeur de r €gale a -0.93 (tab. 6).

EDTA | 00465

PSTF 4,62
HSTF 10,26
HSF 10,48
0 2 4 6 8 10

CTsg/ Chélation duFer (mg/mL)

EDTA : acide éthyléne diamine tétra-acétigue, PSTF : Tiges feuillées de P. saxatile subsp. saxatile, HSTF : Tiges feuillées d’H. stoechas subsp.
rupestre, HSF : Fleurs d’H. stoechas subsp. rupestre.

Figure 24: Valeurs de Cls, des extraits hydro-méthanoliques d’H. stoechas subsp. rupestre et de
P. saxatile subsp. saxatile et de 'EDTA par la méthode du pouvoir chélateur du Fer

f. Inhibition de blanchiment du B-caroténe
Le pouvoir chélateur et celui du piégeage des radicaux libres sont des outils précieux pour

¢valuer Dactivité antioxydante potentielle d’extraits de plantes. Toutefois, ces systémes
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n'utilisent pas des substrats oxydables d’une pertinence biologiques ou alimentaire et donc ne
fournissent pas d’informations directes sur les effets protecteurs des extraits de plantes (Dorman
et al., 2003).

La capacité des échantillons et du BHA a inhiber la décoloration du [-caroténe, est
représentée dans la figure 25. IlIs ont une activité antioxydante, exprimées en Clso, dans I’ordre
suivant: BHA et tiges feuillées de P. saxatile subsp. saxatile > fleurs d’H. stoechas subsp.
rupestre > tiges feuillées d’H. stoechas subsp. rupestre. La capacité de I’extrait hydro-
méthanolique des tiges feuillées de P. saxatile subsp. saxatile a inhiber I’oxydation de 1’acide
linoléique (Clso=51.53 £+ 0.40 pug/mL) est comparable a celle du BHA (Clso=48 = 0.90 pg/mL).
Les résultats de la relation entre I’inhibition de blanchiment du p-caroténe et les teneurs en
composés phénoliques dans les différents extraits montrent une bonne corrélation entre les
teneurs en flavonoides et cette activité, avec une valeur de r égale a -0.98. Il n'existe aucune

corrélation entre cette méthode et les teneurs en polyphénols totaux (r=-0.01) (tab. 6).

sia
PSTF :| 51,53
HSTF | 191,46
HEF 121,81
0 50 100 150 200
Cl50/p-carotene (rg/mL)

BHA : Antioxydeant de synthése, PSTF : Tiges feuillées de P. saxatile subsp. saxatile, HSTF : Tiges feuillées d’H. stoechas subsp. rupestre, HSF :
Fleurs d’H. stoechas subsp. rupestre.

Figure 25: Valeurs de Cls, des extraits hydro-méthanoliques d’H. stoechas subsp. rupestre et de
P. saxatile subsp. saxatile et du standard par la méthode d’inhibition de blanchiment du -
caroteéne

I1.2.4. Evaluation de I’activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne des extraits hydro-méthanoliques d’H. stoechas subsp. rupestre et
de P. saxatile subsp. saxatile contre des micro-organismes de référence, a été évaluée. La
Gentamicine est utilisée pour tester la sensibilité des souches bactériennes. Le DMSO est utilisé
comme un controle négatif.

a. La méthode des disques

Les résultats de I’activité antibactérienne et antifongique montrent que les extraits hydro-

méthanoliques n’exercent aucune activité sur les souches bactériennes et fongiques testées (6mm
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de diameétre, diamétre du disque inclus), et ce a une quantité de 500 pug/disque. Donc, ces extraits

ne peuvent pas faire 1’objet d’une étude de la concentration minimale inhibitrice.

I1.3. Les extraits préparés par des solvants a polarité différente

I1.3.1. Rendements en extraits

La nécessité de cerner les molécules actives responsables de I’activité antioxydante de ces
especes, nous mene a faire des extractions par quatre solvants de polarité différente et de tester
chaque extrait par les mémes méthodes utilisées. Les fleurs de Phagnalon saxatile subsp.
saxatile n’ont pas été sélectionnées pour ce type d’extraction a cause de la faible activité
antioxydante de leur extrait hydro-méthanolique.

La figure 26 représente les résultats des rendements d’extraction. Pour les deux plantes, les
rendements en extraits, obtenus avec de [’hexane, sont faibles et ceux des extraits de
dichlorométhane sont trés faibles. Pour les fleurs d’H. stoechas subsp. rupestre, le rendement le
plus élevé correspond au méthanol, suivi par celui de 1’eau. Le cas contraire est observé pour les
tiges feuillées de cette méme plante. Concernant les tiges feuillées de P. saxatile subsp. saxatile,
les rendement en extraits extractibles par ces deux solvant sont trés proches.

Ces extraits servent par la suite a faire des dosages de polyphénols totaux, des flavonoides et

des tanins et a évaluer les activités antioxydante et antimicrobienne.
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HSF : fleurs d’H. stoechas subsp. rupestre, HSTF : tiges feuillées d’H. stoechas subsp. rupestre, PSTF : tiges feuillées de P. saxatile
subsp. saxatile, Hx : Hexane, D : Dichloromethane, M : Méthanol, A : Aqueux.

Figure 26: Histogramme des rendements en extraits d’H. stoechas subsp. rupestre et
de P. saxatile subsp. saxatile, obtenus par des solvants de polarité croissante

I1.3.2. Dosages des polyphénols totaux, flavonoides et tanins

Afin de sélectionner les extraits les plus riches en composés phénoliques et d’établir une
relation entre le contenu en ces composés chimiques et I’activité antioxydante, les teneurs en
polyphénols totaux, en flavonoides et en tanins dans les extraits d’hexane, de dichlrométhane, du
méthanol et de I’eau, ont été déterminées (tab. 7).
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Les extraits méthanoliques et aqueux ont les teneurs les plus élevées en polyphénols totaux et
en flavonoides, a I’exception de I’extrait méthanoliques des tiges feuillées d’H. stoechas subsp.
rupestre. Cependant, les teneurs en ces composés dans les extraits de I’hexane et du
dichlorométhane sont négligeables. Les flavonoides n’ont pas été¢ détectés dans I’extrait du
dichlorométhane des tiges feuillées d’H. stoechas subsp. rupestre et celui de ’hexane de P.
saxatile subsp. saxatile.

De faibles teneurs en tanins ont été détectés dans tous les extraits d’hexane et de
dichlorométhane et dans les extraits aqueux des fleurs et des tiges feuillées d’H. stoechas subsp.
rupestre.

Tableau 7: Les teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides et en tanins condensés (moyenne
+ écart type) dans les extraits d’ H. stoechas subsp. rupestre et de P. saxatile subsp. saxatile,
préparés pas des solvants de polarité croissante

Teneur en Polyphénols Teneur en Flavonoides Teneur en Tanins
HSF Hx 1.03+0.03 0.28 £0.05 0.47 £0.03
D 0.44+0.02 0.093 +0.005 0.1 £0.007
M 56.71 £0.81 184 £0.60 0
A 17.56 +0.60 5.89+£0.20 0141+ 0.07
HSTF Hx 0.61 £0.03 0.64 £0.04 0.77 £0.02
D 0.96 £ 0.032 0 0.78 £0.02
M 3.37+£0.03 0.067 +0.003 0
A 21.67+0.21 8.16 £ 0.03 2.38+0.02
PSTF Hx 0.5+0.03 0 0.57 +£0.02
D 0.4+0.01 0.317+0.01 0.38+0.02
M 23.1+0.10 1591+0.10 0
A 15.15+0.28 823+0.11 0

HSF : fleurs d’H. stoechas subsp. rupestre, HSTF : tiges feuillées d’H. stoechas subsp. rupestre, PSTF : tiges feuillées de P. saxatile subsp.
saxatile. Hx : Hexane, D : Dichloromethane, M : Méthanol, A : Aqueux.

I1.3.3. Evaluation de ’activité antioxydante

Les extraits les plus actifs vont étre sélectionnés sur la base des résultats des trois premicres
méthodes ™™ ¢, L’évaluation de I’activité antioxydante de ces extraits se fait ensuite par trois
autres méthodes P, Les courbes des D.O en fonction des concentrations pour la réduction du
fer et des pourcentages d’inhibition en fonction des concentrations pour les autres méthodes, sont
figurées dans 1’Annexe 3 (fig. 82- 91).

Les résultats de toutes ces activités sont rassemblés dans le tableau suivant. Pour chaque
activité, les données chiffrées sont par la suite représentées graphiquement sous forme

d’histogramme, sur lequel on repére facilement les extraits les plus actifs.
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Tableau 8: Les activités antioxydantes des extraits d’H. sfoechas subsp. rupestre et de P.
saxatile subsp. saxatile, préparés par différents solvants, et des standards par les différentes

meéthodes
Extraits Capacité Clso/prpr(ug/mL) N ClLs¢/aBTs Cl50/chétation du Fer , _
. CE)UJ"r réduction du (IJ.Q;"{IT]L) CI)[]J"r f-caroténe
antioxydante totale ree (1g/mL) (mg/mL) (ug/mL)
(mg EAG/g MS)
HSF Hx 1.24 £0.19 - 416.78 = 3.57 / / /
D 0.26 = 0.04 - 302.76 £ 2.84 / / /
M 55.13+2.38 6.58+04 291.7+£4.16 105.53 £ 1.09 - 29.01 £0.55
A 160.52 =
13.18+0.82 10.75 £0.65 467.5 £8.08 2449129 4.04 = 0.002 1.95
HSTF Hx 490+026 - - / / /
D 0.39+0.036 - - / / /
M 52497+
448 =043 - - 577.18+7.1 - 4.63
A 18.14+0.15 1029=+0.2 409.06 =401 177.68=1.02 4.11 = 0.004 2063 £0.36
PSTF Hx 1.71 £ 0.03 - - / / /
D 942 +0.03 - - / / /
M 18.19+0.26 5.47+0.15 3434 +£5.52 63.77£0.9 - 2271+£041
A 12592+
11.78 £ 0.09 7.03+0.11 332+2353 12292+ 18 4.45 = 0.003 1.54
Standards 9964 +1.80° 73.1+1.70*  0.0465 = 0.0003
10.50+0.40° 53.67+£2.40° 5814+2.50° ¢ 48+0.90°

D : Dichloromethane, M : Méthanol, A: Aquewx, ° BHT, * acide ascorbigue, ‘Trolox, EDTA, * BHA

a. Capacité antioxydante totale

HSF : Fleurs d’H. stoechas subsp. rupestre, HSTF . tiges feuillées d’H. stoechas subsp. rupestre, PSTF . tiges feuillées de P. saxatile subsp.
saecttile, 7+ not testé, - ¢ valeur de Clsy non atteinte, Hx » Hexane,

Les résultats de ce test montrent que les extraits de [’hexane et du dichlorométhane ont une

faible capacité antioxydante. Les extraits méthanoliques et aqueux ont une activité importante

par rapport aux autres extraits a 1’exception de I’extrait méthanolique des tiges feuillées d’H.

stoechas subsp. rupestre qui s’est montré moins actif que celui du dichlorométhane (fig. 27).

Le tableau 9 montre une corrélation significative entre la capacité antioxydante totale des

extraits et les teneurs en polyphénols totaux (r = 0.99) et en flavonoides (r = 0.8).
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HSF : fleurs d’H. stoechas subsp. rupestre, HSTF : tiges feuillées d 'H. stoechas subsp. rupestre, PSTF : tiges feuillées de P. saxatile subsp.
saxatile, Hx : Hexane, D : Dichloromethane, M : Méthanol, A: Aqueux.

Figure 27 : Capacité antioxydante totale (CAT) des extraits d’H. stoechas subsp. rupestre et de

P. saxatile subsp. saxatile, obtenus pas des solvants de polarité croissante
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Tableau 9: Les coefficients de corrélation (r) de la relation entre les activités antioxydantes et les
teneurs en polyphénols, flavonoides et tanins des extraits méthanoliques et aqueux d’H.
stoechas subsp. rupestre et de P. saxatile subsp. saxatile, obtenus pas des solvants de
polarité croissante

CAT Clsopppre CEso/ pouvoir réductaur Clsoaprses  Clsop-carone  CEso/pouvoir chetateur
Polyphénols 0.99 -0.37 -0.61 -0.60 -0.64 -0.68
Flavonoides 0.80 -0.79 -0.79 -0.84 -0.80 0.64
Tanins -0.16 0.89 0.77 -0.05 -0.28 -0.84

b. Capacité de piégeage du radical DPPH

Les résultats de cette activité montrent que les extraits de I’hexane et du dichlorométhane ont
une faible activité, comparés a ceux méthanoliques et aqueux, avec des pourcentages
d’inhibition du DPPH de 8.27 a 31.12%, a une concentration de 25 pg/mL (fig. 82 (Annexe 3)).

Les valeurs de Clso des extraits méthanoliques et aqueux sont représentées dans la figure 28,
sauf pour I’extrait méthanolique des tiges feuillées d’H. stoechas subsp. rupestre dont la valeur
n’a pas été atteinte méme a 25 pug/mL (% d’inhibition = 26.84%) ((fig. 83 (Annexe 3)). Sur la
base de ces valeurs, I’activité de ces extraits est meilleure ou équivalente a celle du BHT. Ils
suivent I’ordre suivant: tiges feuillées de P. saxatile subsp. saxatile M > fleurs d’H. stoechas
subsp. rupestre M > tiges feuillées de P. saxatile subsp. saxatile A > tiges feuillées d’H. stoechas
subsp. rupestre A, BHT et fleurs d’H. stoechas subsp. rupestre A.
Le tableau 9 montre une faible corrélation entre la méthode de DPPH et les teneurs en

polyphénols totaux (-0.37) et une bonne corrélation avec les teneurs en flavonoides (-0.79).

BHT | mmmmmummmmmm— .. 10s
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rrTry I 5,47

HSTFA I 10,29

Her 4 I ——— 10,75
HSFN  mmmm— 5,58
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BHA : Antioxydant de synthése, PSTF . tiges feuillées de P. saxatile subsp. saxatile, HSTF : tiges feuillées d’H. stoechas subsp. rupestre, HSF :
fleurs d’H. stoechas subsp. rupestre. M : Méthanol, A : Aque.

Figure 28: Valeurs de Cls, des extraits d’H. stoechas subsp. rupestre et de P. saxatile subsp.
saxatile, obtenus pas des solvants de polarité croissante, et du standard par la méthode du
piégeage du radical libre DPPH
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¢. Capacité de réduction du fer

La figure 29 représente les résultats du pouvoir réducteur des extraits testés en comparaison
avec les standards (Acide ascorbique, BHT), a travers les valeurs de Clso. Cette activité a révele
un pouvoir réducteur indépendant de la nature du solvant d’extraction et ce a la différence de la
meéthode précédente car les valeurs de Clsp sont atteintes méme pour les extraits d’hexane et du
dichlorométhane des fleurs d’H. stoechas subsp. rupestre. L’extrait du méthanol des fleurs de
cette plante est le plus actif (Clso = 291.7 = 4.16 ug/mL). Cependant, cette activité reste faible
comparée a celles du BHT (Clsp = 99.64 = 1.80 ug/mL) et de I’acide ascorbique (Clso = 53.67 +
2.40 ng/mL).
Les résultats montrent une corrélation entre les teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides et

le pouvoir réducteur des extraits avec des valeurs de r égales -0.61 a -0.79 (tab. 9).
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A.A : acide ascorbique, BHA : Antioxydant de syntheése, PSTF : tiges feuillées de P. saxatile subsp. saxatile, HSTF : tiges feuillées

d’H. stoechas subsp. ripestre, HSF : fleurs d’H. stoechas subsp. rupestre, Hx : Hexane, D : Dichloromethane, M : Méthanol, 4 : Aquewx

Figure 29: Valeurs de CEs des extraits d’H. stoechas subsp. rupestre et de P. saxatile
subsp. saxatile, obtenus pas des solvants de polarité croissante, et des standards par la méthode
de la réduction du fer

d. Capacité de piégeage du radical ABTS™

Pour I’évaluation de I’activité antioxydante par les méthodes qui suivent, les extraits de
I’hexane et du dichlorométhane ont été rejetés en raison des rendements d’extraction obtenus, de
leurs faibles teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides et en tanins et de leur faible activité
antioxydante par les trois méthodes précédentes. Cependant, I’extrait méthanolique des tiges
feuillées d’H. stoechas subsp. rupestre, qui a révélé des teneurs en composés phénoliques et une
activité antioxydante faibles, n’a pas été exclu et ce pour confirmer ce résultat non envisagé
Les extraits méthanoliques et aqueux sont également capables de piéger le radical ABTS™ d une
maniere concentration- dépendante (fig. 87 et 88 (Annexe 3)). Tous les extraits atteignent 50%
d’inhibition du radical ABTS™ (fig. 30). L activité de I’extrait au méthanol des tiges feuillées de
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P. saxatile subsp. saxatile, est comparable a celles du BHT et du Trolox. L’extrait méthanolique
des tiges feuillées d’H. stoechas subsp. rupestre a I’activité la plus faible (Clso 577.18 ug/mL).
Sur la base des valeurs de Cls, le classement des extraits capables de piéger ce radical est en

accord avec celui de la capacité a piéger le radical DPPH .

Trolox M 58,14
EHT 731

FPSTFA I 22,92
PSTFA | (3,77

HSTFA I 177,68
HyTr A | ——— 577,18

HiF4 I ;4,91
HeFy s 105,53
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‘
C ISD'AB’TS {ug/mL}

BHT et Trolox : Antioxydants de syntheése, PSTF : tiges feuillées de P. saxatile subsp. saxatile, HSTF : tiges feuillées d’H. stoechas subsp.
rupestre, HSF : fleurs d’H. stoechas subsp. rupestre, M : Meéthanol, 4 : Aqueux

Figure 30: Valeurs de Cls, des extraits d’H. stoechas subsp. rupestre et de P. saxatile subsp.
saxatile, obtenus pas des solvants de polarité croissante, et des standards par la méthode de
piégeage du radical ABTS™
L’¢établissement d’une corrélation montre une relation entre cette activité et les teneurs en

flavonoides (r = -0.84) et en polyphénols (r = -0.6) et une corrélation négligeable avec les tanins

condensés (r =-0.05) (tab. 9).

e. Pouvoir chélateur du Fer

La figure 31 représente le pouvoir chélateur des extraits et de I’agent chélateur des ions
métalliques (EDTA). Ce sont les extraits aqueux qui ont montré une activité importante par
rapport a ceux du méthanol. Sur la base des valeurs de Clso (mg/mL), cette activité reste

largement inférieure a celle de ’EDTA.

EDTA I 0.0465

HEFA

1 2 3 4 5
C ISO‘{F_'Iml:ltiau du Fer (mmg/imlL)

o

EDTA : Antioxydant de syntheése, PSTF ! tiges feuillées de P. saxatile subsp. saxatile, HSTF : tiges feuillées d’H. stoechas subsp. rupestre, HSF :
fleurs d’H. stoechas subsp. rupestre, A : Aqueux.

Figure 31: Valeurs de Cls, des extraits d’H. stoechas subsp. rupestre et de P. saxatile subsp.
saxatile, obtenus pas des solvants de polarité croissante, et du standard par la méthode du
pouvoir chélateur du Fer
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La capacité de chélation d’ions ferreux est bien corrélée avec les teneurs en tanins et en

polyphénols totaux avec des valeurs respectives de r égales a -0.84 et -0.68 (tab. 9).

f. Inhibition de blanchiment du B-caroténe

L’effet des extraits sur I’auto-oxydation des acides gras polyinsaturés a été évalué en utilisant
le test d’inhibition de blanchiment du p-caroténe. Comme le montre la figure 32, trois extraits
ont le plus haut taux d’inhibition de I’oxydation de I’acide linoléique par rapport aux autres
extraits, méme par rapport au BHA. Il s’agit des extraits méthanoliques des fleurs d’H. stoechas
subsp. rupestre et des tiges feuillées de P. saxatile subsp. saxatile et de I’extrait aqueux des tiges
feuillées d’H. stoechas subsp. rupestre. L’ extrait méthanolique des tiges feuillées d’H. stoechas
subsp. rupestre est le plus faible.
Les résultats de la relation entre I’inhibition de blanchiment du p-caroténe et les teneurs en
composés phénoliques dans les différents extraits montrent une corrélation entre les flavonoides
et les polyphénols totaux avec des valeurs respectives de r égales a -0.8 et -0.64 (tab. 9). Il existe

une faible corrélation entre cette méthode et les teneurs en tanins condensés (r =-0.28).

bHA R 48

PETF4 NN 125,92
PSTFNM mE 22,71

HeTFA WA 20,63
HTr N I EEEEEEEE——— 524 97

HSFA I 160,52
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HSF : fleurs d’H. stoechas subsp. rupestre, HSTF : tiges feuillées d 'H. stoechas subsp. rupestre, PSTF : tiges feuillées de P. saxatile subsp.
saxcatile, M : Méthanol, 4 : Aquenx
Figure 32 : Valeurs de Cls, des extraits d’H. stoechas subsp. rupestre et de P. saxatile subsp.
saxatile, obtenus pas des solvants de polarité croissante, et du standard par la méthode de

blanchiment du pB-caroténe
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I1.3.4. Evaluation de ’activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne des extraits d’H. stoechas subsp. rupestre et de P. saxatile subsp.
saxatile, obtenus pas des solvants de polarité croissante, a ¢ét¢ évaluée contre des micro-
organismes de référence. Les extraits qui semblent étre actifs, résultat révélé par 1’apparition de
zones d’inhibitions importantes, doivent faire 1’objet d’une étude de la concentration minimale
inhibitrice (CMI).

La Gentamicine est utilisée pour tester la sensibilité des souches bactériennes. Le DMSO est

utilis¢ comme un contrdle négatif.

a. Méthode des disques

Les résultats de D’activité antibactérienne, révélés par I’apparition ou non des zones
d’inhibitions autour des disques imprégnés de I’extrait testé, sont regroupés dans le tableau 10.

Les souches bactériennes se comportent différemment vis-a-vis de tous les extraits testés a
500ug/disque. Les souches de Citrobacter freundii, Enterobacter cloacea, Klebsiella
pneumoniae et Pseudomonas aeruginosa, se sont montrées résistantes a tous les extraits. Les
diameétres pour les autres souches varient entre 6 etl 3 mm, les plus sensibles sont :
*Bacillus cereus et Acinetobacter baumanii vis-a-vis des extraits de 1’hexane des fleurs et des
tiges feuillées d’H. stoechas subsp. rupestre et Proteus mirabilis vis-a-vis de l’extrait de
I’hexane des fleurs d’H. stoechas subsp. rupestre, avec des diamétres de 13mm.
* Staphylococcus aureus et Escherichia coli vis-a-vis de I’extrait du dichlorométhane des tiges
feuillées de P. saxatile subsp. saxatile et Enterococcus faecalis vis-a-vis de I’extrait du
méthanol des tiges feuillées d’H. stoechas subsp. rupestre, avec des diamétres de 12 mm.
* Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus et Escherichia coli vis-a-vis de 1’extrait de
I’hexane des tiges feuillées d’H. stoechas subsp. rupestre, avec des diameétres de 11 mm.

Les résultats de I’activité antifongique, par cette méthode, montrent qu’aucun des extraits
testés a 500 pg/disque n’a montré une activité antifongique sur les cinq champignons

filamenteux et sur la souche de Candida albicans, testés.
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Tableau 10: Les diamétres des zones d’inhibition obtenus, pour les extraits d’H. stoechas subsp. rupestre et de P. saxatile subsp. saxatile, obtenus pas des solvants de polarité croissante

Fleurs d’Helichrysum stoechas subsp. rupestre Tiges feuillées d’Helichrysum stoechas subsp. Tiges feuillées de Phagnalon saxatile subsp. Gentamicine DMSO
rupestre saxatile
Hx D M A Hx D M A Hx D M A
500pg/disque 15pg/disque
Listeria monocytogenes 10 10 10 6 6 6 6 6 6 6 6 6 12 6
(ATCC 15313) + + + - - - - - - - - - + -
Bacillus cereus 13 10 10 6 13 8 8 6 6 6 6 6 16 6
(ATCC 10876) + + + - + - - - - - - - ++ -
Citrobacter freundii 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 27 6
(ATCC 8090) - - - - - - - - - - - - +++ -
Acinetobacter baumanii 13 10 8 6 13 8 8 6 10 10 9 6 12 6
(ATCC 19606) + + - - + - - - + + + - + -
Enterobacter cloacea 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 26 6
(ATCC 13047) - - - - - - - - - - - - +++ -
Klebsiella pneumoniae 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 17 6
(ATCC 700603) - - - - - - - - - - - - ++ -
Proteus mirabilis 13 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 14 6
(ATCC 35659) + - - - - - - - - - - - + -
Escherichia coli 6 6 6 6 11 6 8 6 8 12 10 6 20 6
(ATCC 25922) - - - - - - - - + + - +++ -
Pseudomonas aeruginosa 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 19 6
(ATCC 27853) - - - - - - - - - - - - ++ -
Staphylococcus aureus 8 10 6 6 11 6 9 6 9 12 10 10 17 6
(ATCC 25923) - + - - + - + - + + + + ++ -
Enterococcus faecalis 6 8 9 6 11 8 12 6 6 8 8 6 9 6
(ATCC 49452) - - + - + - + - - - - - + -
Salmonella typhimurium 6 6 6 6 10 8 8 6 6 9 10 8 16 6
(ATCC 13311) - - - - + - - - - + + ) Tt _
Amphotéricine B
20pg/disque

Aspergillus fumigatus 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 28 6
(MNHN 566) - - - - - - - - - - - - +++ -
Aspergillus flavus 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 17 6
(MNHN 994294) - - - - - - - - - - - - ++ -
Cladosporium herbarum 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 37 6
(MNHN 3369) - - - - - - - - - - - - +++ -
Fusarium oxysporum 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 08 6
(MNHN 963917) - - - - - - - - - - - - - -
Alternaria alternaria 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 27 6
(MNHN 843390) - - - - - - - - - - - - +++ -
Candida albicans 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 22 6

(ATCC 26790) - - - - - - - - - - - +++

Hx : Hexane, D : Dichlorométhane, M : Méthanol, A : Aqueux,+ : Sensible,++ : Assez sensible, +++:Trés sensible,- : Résistante
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b. Méthode des dilutions

Pour les souches bactérienne qui ont montré une certaines sensibilité (11-13 mm), nous
avons déterminé les concentrations minimales inhibitrices (CMIs). Les résultats sont représentés
dans le tableau 11, pour les extraits et I’antibiotique (Gentamicine).

Tableau 11: Les concentrations minimales inhibitrices de quelques extraits d’H. stoechas subsp.
rupestre et de P. saxatile subsp. saxatile, testées contre les bactéries les plus sensibles

HSF Hx HSTF Hx HSTF M PSTF D Gentamicine
mg/mL pug/mL

Staphylococcus aureus / 6.25 / 6.25 0.5
Enterococcus faecalis / 1.56 6.25 / 10
Proteus mirabilis 3.12 / / / 2
Escherichia coli / 25 / 25 1
Bacillus cereus 3.12 25 / / 0.5
Acinetobacter baumanii 25 1.56 / / >10

HSF : fleurs d’H. stoechas subsp. rupestre, HSTF : tiges feuillées d’H. stoechas subsp. rupestre, PSTF : tiges feuillées de P. saxatile subsp.
saxatile, Hx : Hexane, D : Dichloromethane, M : Méthanol, / : non définie

Les valeurs des concentrations minimales inhibitrices ont ét¢ déterminées dans une large
gamme de concentrations allant de 1.56 a 25 mg/mL. L’extrait le plus actif, avec les
concentrations les plus faibles (1.56 mg/mL), est celui de ’hexane des tiges feuillées d’H.
stoechas subsp. rupestre contre Enterococcus faecalis et Acinetobacter baumanii suivi par
I’extrait de I’hexane de fleurs d’H. stoechas subsp. rupestre contre Proteus mirabilis et Bacillus

cereus (3.12 mg/mL).

III. Discussion

Les rendements en huiles essentielles obtenus sont négligeables et loin d’étre comparables
avec ceux obtenus a partir des especes de Phagnalon (Senatore et al., 2005) et d’Helichrysum
(Bianchini et al., 2001; Paolini et al., 2006), étudi¢es auparavant. Concernant les espéces
d’Helichrysum, ces différences peuvent étre expliquées par le fait que leurs huiles essentielles
peuvent étre produites seulement par les fleurs, qui sont particuliérement riches en structures
glandulaires. De méme, les conditions de distillation, séchage du matériel végétal, date de récolte
et origine géographique peuvent influencer les teneurs en essences dans ces especes (Morone-
Fortunato et al., 2010).

H. stoechas subsp. rupestre donne les rendements les plus importants en extraits hydro-
méthanoliques, avec un rendement plus €levé pour les fleurs, contrairement a P. saxatile subsp.
saxatile, dont les rendements sont proches pour les deux parties de la plante. Ces rendements et

ceux de la littérature ne sont pas toujours les mémes. Les différences sont probablement dues a
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I’origine de la plante, le rapport poids de la plante / volume du solvant, la méthode et les
conditions dans lesquelles 1’extraction a été effectuée (Mussatto et al., 2011).

A notre connaissance, aucun travail sur la détermination des teneurs en composés
phénoliques n’a été trouvé sur les especes de Phagnalon, a 1’exception de celui réalisé sur P.
graecum, dans lequel I’extraction a été réalisée par différents solvants (Erdogan Orhan et al.,
2013). Les travaux sur les espéces d’Helichrysum montrent que les contenus en composés
phénoliques changent d’une espece a une autre (Albayrak et al., 2008 ; Albayrak et al., 2010 ;
Barros et al., 2010), ce qui est peut étre dues a la différence dans leur composition chimique, a
la saison et la zone de collecte et aux méthodes d’extraction utilisées (Yen et Hung, 2000 ;
Barros et al., 2007).

Les faibles teneurs en tanins dans les plantes étudiées, comparées avec celles des
polyphénols totaux et des flavonoides, sont probablement dues au fait que le méthanol n’est pas
le solvant appropri¢ a I’extraction de ces composés. Cette probabilité est soutenue par plusieurs
travaux qui ont montré que les proanthocyanidines sont mieux extraites par 1’acétone et que le
mélange acétone/eau (70/30 ou 80/20) avec ou sans acide, est plus efficace que 1’acétone absolue
(Chavan et al., 2001 ; Macheix et al., 2005 ; Trabelsi et al., 2010).

Pour élucider un profil complet de la capacité antioxydante des extraits hydro-méthanoliques,
différents tests (capacité antioxydante totale, DPPH , pouvoir réducteur de fer, ABTS™", P-
caroténe et la chélation fer) ont été réalisés dans notre étude. Parmi les quatre extraits examingés,
I’extrait des fleurs d’H. stoechas subsp. rupestre a la capacité antioxydante totale la plus
importante, alors que I’activité de 1’extrait des tiges feuillées de P. saxatile subsp. saxatile est
significativement plus élevée par les autres méthodes surtout celles d’inhibition de blanchiment
du B-caroténe et de la chélation du fer. A I’exception de I’extrait des fleurs de P. saxatile subsp.
saxatile, tous les extraits ont une activité supérieure a celle du BHT par la méthode du DPPH’ et
une activité similaire a celle du BHT et BHA par les deux méthodes, piégeage de ABTS ' et
inhibition de blanchiment du p-caroténe. Evaluée par la réduction du fer et le pouvoir chélateur,
tous les extraits ont une activité beaucoup plus faible que les composés standards.

Il y a quelques études antérieures sur la capacité antioxydante des especes de Phagnalon.
L’activité¢ de I’extrait hydro-méthanolique des tiges feuillées de P. saxatile subsp. saxatile est
beaucoup plus importante que celle de I’extrait méthanolique de P. saxatile (L.) Cass. Cet
extrait, obtenu apres deux epuisements successifs par I’éther de pétrole et le chloroforme, a
montré une activité significative a piéger le DPPH’ avec une Clso de 25 pg/mL (Conforti et al.,

2010).
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Les résultats du pouvoir antioxydant des extraits méthanoliques de 16 espéces d’ Helichrysum
de la Turquie, montrent qu’ils ont une forte capacité antioxydante totale exprimée en
milligramme équivalent d’acide ascorbique (AAE) / g d’extrait sec. H. noeanum est la plus
active (Albayrak et al., 2010). Plusieurs autres especes ont été testées au moins par une de ces
méthodes : piégeage des radicaux DPPH et ABTS , réduction du fer, inhibition de blanchiment
du P-caroténe et inhibition de I’anion superoxyde. Certaines d’entre elles ont des activités
comparables aux standards (BHT, Trolox ou Vit E). Il s’agit d’H. monizii riche en acides di-
caféoylquiniques (Gouveia et Castilho, 2012), H. longifolium (Aiyegoro et Okoh, 2010), H.
stoechas subsp. barellieri (Albayrak et al., 2010), H. chionophilum, H. noeanum, H. plicatum
subsp. plicatum, H. arenarium subsp. aucheri (Tepe et al., 2005) et H. stoechas (Carini et al.,
2001; Barros et al., 2007). Cependant, H. chasmolycicum (Clso = 920 pg/mL) (Siizge¢-Selcuk
et Birteksoz , 2011) et deux especes d’H. chionophilum d’origine différente (Clso > 40 pg/mL)
(Albayrak et al., 2010 ; Tepe et al., 2005) ont montré une faible activité par rapport aux autres
espéces d’ Helichrysum, et ce par la méthode DPPH . En comparaison avec ces résultats, toutes
ces especes d’Helichrysum ont une activit¢ moindre que celle d’H. stoechas subsp. rupestre
étudiée, a I'exception d’H. stoechas subsp. barellieri (Clsy = 7.95 pg/mL) (Albayrak et al.,
2010) et d’H. stoechas (Clsop = 140 £ 10 pg/mL) (Barros et al., 2007), qui se sont montrées
actives, respectivement, par les méthodes de piégeage de DPPH et du pouvoir réducteur.

Comme il y a un grand nombre de composés antioxydants qui pourraient contribuer a la
capacité antioxydante, nous ne pouvons pas savoir quels sont les composants responsables de la
capacité antioxydante observée sans faire des études analytiques plus approfondies. Certains
auteurs ont montré que la haute teneur en phénols totaux augmente [’activité
antioxydante (Kumaran et Karunakaran, 2007). Le r6le de ces composés comme piégeurs de
radicaux libres est souligné dans plusieurs rapports, comme celui de Hernandez et al. (2009).
Pour explorer I'influence des constituants phytochimiques sur la capacité antioxydante, nous
avons déterminé la corrélation entre le contenu phénolique et I’activité antioxydante. La capacité
antioxydante des extraits semble étre largement influencée par la teneur en polyphénols totaux,
flavonoides et tanins. Des corrélations linéaires hautement significative ont été observées entre
les teneurs en polyphénols et la capacité antioxydante totale, entre le contenu en flavonoides et
les méthodes de piégeage de DPPH’ et de ’ABTS™, pouvoir réducteur du fer, inhibition de
blanchiment du B-caroténe et chélation du fer. Donc, le potentiel antioxydant peut étre attribué
de maniere générale, aux composés phénoliques des deux especes étudiées et plus

particulierement aux flavonoides, et ce en se basant sur les résultats obtenus et ceux de deux
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rapports antérieurs réalis€és sur P. saxatile (Conforti et al., 2010) et quelques espéces
d’Helichrysum (Czinner et al., 2000).

Une faible corrélation entre le pouvoir chélateur du fer et les teneurs en polyphénols totaux a
été observée, ce qui peut indiquer que ces composés pourraient ne pas €tre les principaux
chélateurs de fer si elles n'ont pas les groupes appropriés qui chélatent les cations.

Il n'existe aucune corrélation entre les teneurs en polyphénols et la méthode du B-caroténe.
Ce résultat vient confirmer celui d’Amarowicz et al. (1993). Cela peut étre expliqué par le fait
que le dosage des polyphénols indique le taux des composés a la fois lipophiles et hydrophiles
alors que ce test ne fournit qu'une indication du contenu en composés lipophiles parce qu’il est
similaire a un systéme emulsion huile -eau (Miraliakbari et Shahidi, 2008).

Dans les extractions successives, les rendements en extraits augmentent avec la polarité¢ du
solvant, ce qui a été prouvé par plusieurs travaux antérieurs (Moure et al., 2000 ;Vazquez et al.,
2008) et par le travail, réalisé¢ sur des extraits de P. graecum Boiss. (Erdogan Orhan et al.,
2013).

L’étude des rendements d’extraction doit étre évaluée avec les teneurs en composés

phénoliques et I’activité antioxydante des extraits, afin d’optimiser le processus d’extraction des
composés phénoliques. Les teneurs en composés phénoliques sont significativement plus élevées
dans les extraits a polarité¢ élevée (Méthanol et eau), a I’exception de I’extrait méthanolique des
tiges feuillées d’H. stoechas subsp. rupestre. Ce dernier s’est montré pauvre en ces compose€s qui
ont été détecté par la suite dans I’eau a des teneurs considérables. Les extraits de I’hexane et du
dichlorométhane ont donné des rendements négligeables vu les types des composés extractibles
par ces deux solvants (lipides, chlorophylles, caroténoides, aglycones, terpénes. etc.).
Ces résultats démontrent clairement I’influence du solvant sur I’extractibilit¢ des composés
phénoliques, ce qui est en accord avec des études antérieures qui ont pu démontrer que les
rendements en ces composés obtenus par des solvants polaires étaient plus importants que ceux
de moins polarité (Akowuah et al., 2005 ; Turkmene et al., 2006 ; Trabelsi et al., 2010) et que
leur solubilité est en fait déterminée par le type de solvant utilisé, le degré de polymérisation de
composés phénoliques, ainsi que par I’interaction des composés phénoliques avec d’autres
constituants et la formation de complexes insolubles (Djeridane et al., 2006).

L’activité antioxydante des extraits par les trois méthodes, la capacité totale, le piégeage du
DPPH’ et la réduction du Fer, varie fortement en fonction des solvants d’extraction utilisés. Les
solvants a polarité ¢levée (méthanol et eau) donnent les meilleurs résultats a 1’exception de
I’extrait méthanolique des tiges feuillées d’H. stoechas subsp. rupestre. Ces résultats sont en

accord avec ceux des teneurs en composés phénoliques et avec ceux des travaux précédents qui
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ont conclu que les extraits obtenus a I’aide de solvants polaires ont une activité plus efficace que
ceux de moindre polarité¢ (Kil et al., 2009 ; Trabelsi et al., 2010). Les résultats d’un travail
réalisé par Erdogan Orhan et al. (2013), sur Phagnalon graecum Boiss. de la Turquie, montre
que les extraits de I’acétate d’éthyle et du méthanol se sont montré les plus actifs par les deux
méthodes, piégeage du DPPH et réduction du fer et que les extraits de I’hexane et du
chloroforme ont une faible activité.

Dans le but de choisir le solvant adéquat pour la capacité antioxydante, parmi le méthanol et
I’eau, trois autres méthodes (piégeage du radical ABTS™, pouvoir chélateur et le test d’inhibition
de blanchiment du B-caroténe) ont été également expérimentées. Concernant le pouvoir
chélateur, les valeurs de Clso n’ont été atteintes que pour les extraits aqueux. Ce résultat est en
accord avec celui du travail réalis¢ sur Phagnalon graecum Boiss. (Erdogan Orhan et al.,
2013), dont I’extrait aqueux s’est montré plus actif en chélatant le fer que ceux de 1’acétate
d’¢thyle et du méthanol. Toutefois, les extraits méthanoliques sont les plus actifs, par les deux
autres méthodes, sauf pour les tiges feuillées d’H. stoechas subsp. rupestre.

Le pouvoir antioxydant des extraits méthanoliques et aqueux semble étre largement influencé
par les teneurs en composés phénoliques. La capacité antioxydante totale est significativement
corrélée avec les teneurs en polyphénols totaux. A 1’exception de la chélation du fer qui est bien
reliée avec les teneurs en tanins, les méthodes utilisées sont bien corrélées avec le contenu en
flavonoides. Donc, ce potentiel peut étre attribué aux fortes teneurs en composés phénoliques et
plus particuliérement aux flavonoides, ce qui est en accord avec les resultats de la corrélation
entre les teneurs en ces composés et I’activité antioxydante des extraits hydro-méthanoliques de
ces mémes plantes.

Les fortes teneurs en composés phénoliques et I’activité antioxydante la plus importante de
I’extrait aqueux des tiges feuillées d’H. stoechas subsp. rupestre, comparées a celles du
méthanol ne peuvent étre discutées qu’a la suite des résultats d’une analyse par CLHP-SM de ces
deux extraits.

Les travaux réalisés sur I’activité antimicrobienne des extraits des espéces appartenant aux
genres Phagnalon et Helichrysum ne sont pas nombreux, raison pour laquelle nous nous sommes
intéressés a I’étude de ces plantes. Les extraits hydro-méthanoliques sont inactifs vis-a-vis de
toutes les souches. Concernant S. aureus, P. aeruginosa et C. albicans, nos résultats sont en
accord avec [I’étude réalisée par Sobhy et El-Feky (2007) sur des extraits
éthanoliques d’ Helichrysum stoechas qui se sont montrés inactifs sur ces especes. Cependant,
I’extrait éthanolique de P. rupestre, étudi¢ par Ali-Shtayeh et al (1998), exerce une activité

contre S. aureus (16.4 mm) et s’est montré inactif contre C. albicans et P. aeruginosa.
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Cette faible activité est le deuxiéme prétexte, qui nous a mené a changer le mode de
préparation des extraits en réalisant des extractions successives par des solvants de polarité
croissante. Les résultats montrent que les extraits de 1’hexane d’H. stoechas subsp. rupestre
contre Bacillus cereus, Acinetobacter baumanii et Proteus mirabilis et celui du dichlorométhane
de P. saxatile subsp. saxatile contre Staphylococcus aureus et Escherichia coli, sont les plus
actifs. Cependant, les extraits aqueux, sont totalement inactifs sur toutes les souches testées, a
I’excception de Staphylococcus aureus, faiblement inhibée par I’extrait des tiges feuillées de P.
saxatile subsp. saxatile.

Il n’existe pas une relation directe entre 1’activité antimicrobienne et la polarité des solvants
(dichlorométhane, eau, méthanol, acétone, hexane) utilis€és pour nos extractions ainsi que pour
les extraits de P. rupestre (Ali-Shtayeh et al., 1998) et de plusieurs especes d’Helichrysum (H.
pedunculatum, H. dasyanthum, H. felinum, H. excisum, H. petiolare, H. tenax) (Meyer et
Dilika, 1996 ; Lourens et al., 2004).

Les valeurs de CMI ont montré un large éventail de valeurs (jusqu’a 25 mg/mL) en
comparaison avec les zones d’inhibition (13 mm). Ceci suggeére que la taille de la zone
d’inhibition ne refléte pas la réelle efficacité antibactérienne d’un composé. Ce point est en
accord avec les suggestions de Cimanga et al. (2002). Selon Tegos et al. (2002), ces valeurs de

CMI ne signifient pas que tous les extraits testés sont inactifs.

IV. Conclusion

Les résultats du pouvoir antioxydant des extraits d’H. stoechas subsp. rupestre et de P.
saxatile subsp. saxatile peuvent fournir des informations utiles pour les chercheurs dans de
nombreux domaines tels que I’agroalimentaire, la phytopharmacie et la phytothérapie. Des
analyses des extraits les plus actifs par CLHP-SM sont nécessaires afin de détecter les molécules

actives. Ces analyses vont faire 1’objet du troisiéme chapitre.
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Chapitre II.
Activités antioxydantes et antimicrobiennes des huiles essentielles
et de quelques extraits de quatre especes de Rutacées
« Ruta chalepensis var. bracteosa (DC.) Boiss., R. graveolens L., R.
angustifolia Pers. et R. tuberculata Forsk.»

Résumeé

Objectifs: Le but de cette recherche est d’étudier les effets antioxydants et antimicrobiens des
extraits hydro- méthanoliques et des huiles essentielles de quatre plantes originaires d’Algérie. Il
s’agit de Ruta angustifolia, Ruta chalepensis, Ruta graveolens et Ruta tuberculata. Des
épuisements par des solvants de polarité croissante sont a envisager, pour les plantes
prometteuses. Méthodes: Les teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides et en tanins ont été
déterminées par des techniques spectrophotométriques. Les activités antioxydantes ont été
déterminées, in vitro, a travers les trois méthodes suivantes: capacité antioxydante totale,
piégeage du radical DPPH et pouvoir de la réduction du fer. La détermination de I’activité
antimicrobienne, sur des souches bactériennes et fongiques, a été réalisée par la méthode de
diffusion des disques en milieu gélosé et celles des dilutions. Résultats : Les résultats montrent
une faible activité antioxydante des huiles et des extraits hydro-méthanoliques et une activité
antifongique puissante des huiles essentielles contre les champignons filamenteux. Aspergillus
fumigatus et Cladosporium herbarum sont les souches les plus sensibles a ces huiles avec des
valeurs de CMI inférieures a 4 ul/mL pour certaines huiles et atteignant 9 ul/mL pour d’autres.
Conclusion : Compte tenu de leur activité antifongique, les huiles essentielles de ces espéces
peuvent étre une alternative prometteuse pour la conservation des produits alimentaires, médicaux
et cosmétiques.

Mots-clés: Ruta, huile essentielle, composés phénoliques, activité antioxydante, activité

antimicrobienne.

L’objectif de la présente étude est d’évaluer les capacités antioxydantes et antimicrobiennes
des extraits hydro-méthanoliques et des huiles essentielles de Ruta chalepensis var.bracteosa
(DC.) Boiss., R. graveolens L., R. angustifolia Pers. et R. tuberculata Forsk. originaires
d’Algérie.

Pour les plantes, dont les extraits hydro-méthanoliques montrent des activités importantes, il a
été envisagé d’employer un processus d’extraction successive par des solvants de polarité
croissante, afin d’optimiser 1’extraction des composés phénoliques. Ces extraits vont étre aussi

testés pour leurs activités antioxydantes et antimicrobiennes.
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I. Introduction

L’hydrodistillation dans un appareil de type Clevenger est le mode d’extraction choisi pour
extraire les huiles essentielles des quatre espéces de Rutacées. C’est une méthode simple dans
son principe et ne nécessite pas un appareillage coliteux.

Pour la préparation des extraits, le choix du mélange méthanol/eau et de la proportion 80/20

pour la préparation des extraits hydro-méthanoliques, est justifi¢ dans le chapitre précédent.

I1. Résultats
I1.1. Les huiles essentielles
I1.1.1. Rendements en huiles essentielles et leurs densités relatives
Les rendements d’extractions et les densités des huiles essentielles, obtenues a partir de la
partie aérienne de chaque plante, sont représentés dans le tableau suivant.
Tableau 12: Les rendements en huiles essentielles (moyenne + €cart type) des especes de

Ruta étudiées et leurs densités.

Especes RCB RG RA RT
Rendement en % (p/p) 0.9+0.04 0.18 £0.01 1.49+£0.36 0.11+0.01
Densités relatives a 20°C 0.9295 0.8156 0.8834 0.8432

RCB : Ruta chalepensis var. bracteosa, RG : R. graveolens, RA : R. angustifolia, RT : R. tuberculata
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I1.2. Les extraits hydro-méthanoliques
I1.2.1. Rendements en extraits

Devant la difficulté de séparer les fleurs fragiles et de petite taille des tiges feuillées, la
préparation des extraits hydro-méthanoliques a été faite a partir de la partie aérienne des plantes
étudiées et ce pour la réalisation des dosages des polyphénols, des flavonoides, des tanins et pour
I’évaluation des activités antioxydantes et antimicrobiennes. Les rendements obtenus sont
représentés dans le tableau 13. Ceux en extraits hydro-méthanoliques de R. chalepensis
var.bracteosa, R. graveolens et R. tuberculata sont proches, alors que celui de R. angustifolia est
légérement inferieur.

Tableau 13: Les rendements et les teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides et en tanins
condensés (moyenne =+ écart type) dans les extraits hydro-méthanoliques des especes de Ruta

étudiées
Rendements Teneur en Polyphénols F}:\?oer?(f'i(eirés Teneur en Tanins
%) (mg EAG/g MS) (mg EC/g MS) (mg EC/g MYS)
RCB 16+0.5 9.80+0.05 1.90 £ 0.05 0
RG 15+03 07.80 +0.20 1.20+0.30 0
RA 9+0.12 11.11 £0.04 3.47+001 0
RT 13+0.24 5.51+0.20 0 0

RCB : R. chalepensisvar.bracteosa , RG : R. graveolens, RA : R. angustifolia, R.T :R.tuberculata

I1.2.2. Dosages des polyphénols totaux, flavonoides et tanins

Afin d’établir une relation entre la teneur en composés chimiques et 1’activité antioxydante,
les teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides et en tanins contenus dans les extraits hydro-
méthanoliques ont été déterminées (tab. 13). Elles sont obtenues a partir des équations de la
régression linéaire des courbes d’étalonnage représentées dans I’ Annexe 1 (fig. 71 - 73).
Les teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides dans les extraits des quatre espéces de Ruta
sont faibles. R. angustifolia a les teneurs les plus élevées. Le dosage des tanins n’a pas révélé la

présence de ces composés dans les quatre extraits.

I1.3. Evaluation de I’activité antioxydante des huiles essentielles et des extraits hydro-
méthanoliques

L’activité¢ antioxydante des extraits hydro-méthanoliques et des huiles essentielles a été
évaluée par trois méthodes, capacité antioxydante totale, piégeage du radical DPPH et pouvoir
réducteur du fer. Les courbes des D.O en fonction des concentrations pour la réduction du fer et
des pourcentages d’inhibition en fonction des concentrations pour le piégeage du radical DPPH,

sont figurées dans I’Annexe 4 (fig. 92 - 95).
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Les résultats de ces activités sont rassemblés dans le tableau suivant. Pour la capacité

antioxydante totale et la réduction du Fer, les données chiffrées sont par la suite représentées

graphiquement sous forme d’histogrammes, sur lesquels on repere facilement les extraits les plus

actifs.

Tableau 14: Les activités antioxydantes des extraits hydro-méthanoliques des espéces de Rura et

des standards par les différentes méthodes

Extraits Capacité antioxydante  Clsopreen CEs0iéduction du Fer
totale (ug/mL) (ug/mL)
(mg EAG/g MS)
RTHE 0.227 = 0.01 / 1820+ 7.93
RAHE 0 / 1300 = 7.63
RGHE 0.07 = 0.007 / 2110+ 14.01
RCB HE 0.103 £0.015 / 2490 + 8.62
RTEHM 3.81+02 545+038 1890 = 8.08
RA EHM 4.9+0.26 3925+0.25 1230+ 6.02
RGEHM 3.77+0.35 / 1740 = 4.16
RCB EHM 633025 / 870 =321
9964 +1.80°
Standards 1050+040%  53.67+240°

I1.3.1. Capacité antioxydante totale

HE : huile essentielle, EHM : extrait hydro-méthanoligue, RCB : R. chalepensis var. bracteosa, RG : R. graveolens, RA :
R. angustifolia, R.T :R. tuberculata, / : valeur de CIs; non atteinte, ° BHT, * acide ascorbigue.

Les résultats indiquent que la capacité antioxydante totale des extraits et des huiles

essentielles des quatre especes de Rutacées est nettement moins importante comparée a celles

des deux especes d’ Astéracées, étudiées dans le premier chapitre. Les huiles essentielles ont une

trés faible capacité par rapport aux extraits hydro-méthanoliques. L’activité la plus importante

est celle de I’extrait de R. chalepensis var. bracteosa (6.33 mg EAG/g MS). Cependant, I"huile

de R. angustifolia n’a montré aucune activité (fig. 33).
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RA EHM

RG EHM

RCB EHM

HE : huile essentielle, EHM : extrait hydro-méthanoligue, RCB : R. chalepensis var. bracteosa, RG : R. graveolens,
RA : R angustifolia, R.T :R. tuberculata.
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Figure 33: Capacité antioxydante totale (CAT) des extraits hydro-méthanoliques et des huiles
essentielles des especes de Ruta étudices
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I1.3.2. Capacité de piégeage du radical DPPH

Le tableau 15 montre que la capacité des huiles essentielles a piéger le radical DPPH est
nettement plus inférieure a celle des extraits. Les seuls extraits qui atteignent la valeur de Clsp
sont ceux de R. tuberculata et de R. angustifolia, avec des valeurs respectives de 54.5 £ 0.38 et

39.25 + 0.25 ug/mL (tab 14).

Tableau 15: Les pourcentages d’inhibition (%) (moyenne = écart type) du radical libre DPPH’
des extraits et des huiles essentielles des especes de Rura étudiées
RCB RT RG RA

Extraits hydro-méthanoliques & 75 pg /ml 15+£0.1 6833+0.3 2833052 86.66=0.34

Huiles essentielles 4 250 pg /ml 13.72+0.28 1.66=005 6.15+x008 6.15+0.05

RCB : R. chalepensis var. bracteosa , RG : R. graveolens, R4 : R. angustifolia, R.T :R. tuberculata

I1.3.3. Capacité de réduction du fer

Les résultats de ce test sont représentés dans I’histogramme des valeurs de CEsq (fig. 34).
L’extrait hydro-méthanolique le plus actif est celui de R. chalepensis var. bracteosa, suivi par
I’extrait et I’huile essentielle de R. angustifolia. Tous les extraits et les huiles essentielles testés

ont une activité nettement plus inférieure a celles des contrdles positifs (Acide ascorbique et
BHT).
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HE : huile essentielle, EHM : extrait hydro-méthanolique , RCB : R. chalepensis var. bracteosa , RG : R graveolens, R4 ! R.
angustifolia, R.T :R. tuberculata, A4 : acide ascorbique, BHT : Antixydant de synthése.
Figure 34: Valeurs de CEs, des extraits hydro-méthanoliques et des huiles essentielles des
especes de Rura étudiées et des standards, testés par la méthode de la réduction du fer
Sur la base des résultats de ces trois tests, les extraits et les huiles les plus actifs doivent étre
testés par trois autres méthodes (piégeage de 'ABTS™, pouvoir chélateur et inhibition de
blanchiment du p-caroténe). Cependant, la réalisation de ces tests ne peut pas se faire en raison

de leur faible activité antioxydante par les trois premieres méthodes. Ces résultats excluent

meéme la réalisation des extractions successives par des solvants de polarité croissante.
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I1.4. Evaluation de I’activité antimicrobienne des huiles essentielles et des extraits hydro-
méthanoliques

L’activit¢ antimicrobienne des extraits hydro-méthanoliques et des huiles essentielles de
quatre especes de Ruta contre des micro-organismes de référence, a été évaluée, in vitro, par la
méthode des disques. Les extraits qui semblent étre actifs, résultat révélé par 1’apparition de
zones d’inhibitions importantes, ont fait ’objet d’une ¢étude de la concentration minimale

inhibitrice (CMI).

I1.4.1. Activité antibactérienne

a. Méthode des disques

Les résultats de I’activité antibactérienne des extraits hydro-méthanoliques des quatre
espéces étudiées montrent qu’ils n’exercent aucune activité sur les souches bactériennes a une
quantité de 500pg/disque (6mm de diamétre viv-a-vis de toutes les souches). Cependant, les
huiles essentielles, appliquées a 10 pL/disque contre les 12 bactéries, ont un faible potentiel
antibactérien. Les diamétres des zones d’inhibition de ces huiles essentielles sont représentés
dans le tableau 16.
L’activité la plus élevée a été observée pour I’huile essentielle de R. chalepensis var. bracteosa
contre S. aureus et S. typhi avec les zones d’inhibition les plus grandes (15 et 17 mm,
respectivement) et contre B. cereus et A. baumannii (12 mm). L’huile de R. tuberculata a montré
une activité antimicrobienne modeste contre E. faecalis (14 mm). Tandis que pour ’huile de R.
graveolens, de faibles zones d’inhibition ont été observées sur B. cereus, S. aureus et S. typhi (12
mm). Aucune activité antibactérienne n’a été détectée pour I’huile de R. angustifolia, sur toutes
les souches testées. Les bactéries testées sont beaucoup plus sensibles a la gentamicine (12-27
mm) qu’aux huiles essentielles testées, sauf que S. aureus et S. typhi sont plus sensibles a I’huile
de R. chalepensis var. bracteosa alors que E. faecalis, la souche la plus résistante a 1’antibiotique

(9 mm), est plus sensibles a I’huile de R. tuberculata (14 mm).
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Tableau 16: L’activité antibactérienne, in vitro, des huiles essentielles des especes de Ruta

étudiées

Diameétres d’inhibition * (mm)
HE RA RCb RG RT Gentamicine

Souches bactériennes

10pL/disque 15pg/disque
Enterobacter cloacea 6 6 6 6 26
Enterococcus faecalis 8 10 9 14 9
Acinetobacter baumanii 6 12 6 6 12
Bacillus cereus 10 12 12 12 16
Escherichia coli 6 7 7 6 20
Citrobacter freundii 7 6 6 6 27
Pseudomonas aeroginosa 6 6 6 6 19
Klebsielle pneumaniae 6 6 6 6 17
Lysteria monocytogenes 6 6 6 6 12
Proteus mirabilis 6 10 7 6 14
Staphylococcus aureus 6 17 12 10 17
Salmonella typhi 6 15 12 8 16

* Diamétre du disque (6mm) inclus, HE: huiles essentielles, RA: R. angustifolia, RCb: R. chalepensis var.bracteosa, RG: R. graveolens, RT: R.
tuberculata

b. Méthode des dilutions

Pour les huiles essentielles de R. chalepensis var. bracteosa et de R. tuberculata, les résultats
sont confirmés par la détermination des valeurs de la CMI des souches les plus sensibles (tab.
17). Les propriétés inhibitrices des huiles ont été observées dans une plage de concentrations de
44 3 175 pV/mL. L’huile de R. tuberculata est plus active sur Enterococcus faecalis avec une
valeur de CMI de 44 pul/mL. La sensibilit¢ des trois souches a été vérifiée par le test a la
Gentamicine.

Tableau 17: Les valeurs des CMIs des huiles essentielles des espéces de Ruta, testées contre les
bactéries les plus sensibles

Souches bactériennes HE (ul/mL) Antibiotique
RCb RT Gentamicine (ug/mL)
Enterococcus faecalis / 44 10
Staphylococcus aureus 175 / 0.5
Salmonella typhi 87 / 2.5

HE : huiles essentielles, RCb: R. chalepensisvar.bracteosa, RT: R. tuberculata, /: non définie

I1.4.2. Activité antifongique

a. Méthode des disques

Les résultats de I’activité antifongiques des extraits hydro-méthanoliques des quatre especes
étudiées montrent que ces extraits n’exercent aucune activité sur les souches fongiques pour une
quantit¢ de 500pg/ disque (6bmm de diamétre viv-a-vis de toutes les souches). Alors que les
huiles essentielles, appliquées a 10 uL/disque, ont montré des effets antifongiques considérables

contre toutes les souches de champignons testées (tab. 18).
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Tableau 18: L’activité antifongique, in vitro, des huiles essentielles des especes de Ruta étudiées

Diameétres d’inhibition * (mm)

HE RA RCb RG RT Amphotéricine B
10pL/disque 20pg/disque
Souches fongiques
Candida albicans 35 15 33 17 22
Cladosporium herbarum 18 35 25 34 37
Fusarium oxysporum 20 08 20 16 08
Alternaria alternaria 25 10 25 20 27
Aspergillus flavus 15 16 22 17 17
Aspergillus fumigatus 20 23 15 17 28

* Diamétre du disque (6mm) inclus, HE: huiles essentielles, RA: R. angustifolia, RCh: R. chalepensis var. bracteosa, RG: R. graveolens,
RT: R. tuberculata
L’activité¢ antifongique la plus élevée a été observée pour les huiles de R. angustifolia et R.
graveolens contre C. albicans (35 et 33 mm). Les autres souches réagissent différemment vis-a-
vis de ces deux huiles, avec des diamétres compris entre 15 et 25 mm.

C. herbarum est le micro-organisme le plus sensible aux huiles essentielles de R. chalepensis
var. bracteosa et de R. tuberculata (35 et 34 mm, respectivement). Les autres souches se
comportent différemment avec des diameétres compris entre 08 et 23 mm. F. oxysporum est la
souche la plus résistante a la fois a ’huile de R. chalepensis var. bracteosa et a I’amphotéricine
B.

Les activités des huiles essentielles de R. chalepensis var. bracteosa et de R. tuberculata
contre C. herbarum, F. oxysporum, A. flavus et de celles de R. angustifolia et de R. graveolens
contre F. oxysporum, A. alternaria, A. flavus et C. albicans, sont proches ou plus importantes

que celle de I’amphotéricine B.

b. Méthode des dilutions

Les valeurs de CMI des huiles essentielles contre Candida albicans, déterminées par la
méthode de micro-dilution sur milieu liquide, sont représentées dans le tableau 19. La méthode
des dilutions sur milieu gélosé, nous a permis de déterminer les pourcentages d’inhibitions
(Annexe 5 (tab. 26)) ainsi que les valeurs des CMIs de ces huiles essentielles contre les cing
champignons filamenteux testés (tab. 19).
Contre C. albicans, ’huile essentielle de R. graveolens a I’effet inhibiteur le plus important (22
pul/mL) par rapport aux trois autres huiles essentielles de Ruta, testées. Pour les champignons
filamenteux, les valeurs des CMIs sont inférieures a 4 pul/mL pour certaines huiles et peuvent
atteindre 9 ul/mL pour d’autres. Les souches les plus sensibles sont 4. fumigatus aux huiles de R.
angustifolia et de R. graveolens, et C. herbarum aux huiles de R. angustifolia et de R.

chalepensis var. bracteosa.
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Tableau 19: Les valeurs de CMIs des huiles essentielles des espéces de Ruta testées contre
Candida albicans et les champignons filamenteux

HE (pnl/mL) Antifongique (ng/mL)
Souches fongiques
RA RCb RG RT Amphotéricine B
Candida albicans 175 44 22 87 2.5
Cladosporium herbarum 5 5 8 9 2.5
Fusarium oxysporum 8 9 9 8 20
Alternaria alternaria 9 5 9 8 1.25
Aspergillus flavus 9 9 9 <7 5.0
Aspergillus fumigatus <4 8 <4 <7 2.5

HE: huiles essentielles, RA : R. angustifolia, RCb: R. chalepensis var. bracteosa, RG: R. graveolens, RT : R. tuberculata

I11. Discussion

En comparant les rendements en huiles essentielles, obtenus pour les espéces de Ruta, avec
ceux rapportés dans les travaux antérieurs, nous avons déduit qu’ils sont proches (Dob et al.,
2008; Merghache et al., 2009) ou non comparables (Soleimani et al., 2009 ; Mejri et al.,
2010). Cela peut étre justifié par les suggestions de Salgueiro et al. (1997), a savoir que le
climat, le génotype, la situation géographique, les précipitations et la période de la récolte
peuvent affecter la teneur en huile essentielle des plantes de méme espéce.

De méme, les rendements en extraits hydro-méthanoliques de ces espéces ne peuvent pas étre
comparés avec ceux de la littérature car ils dépendent de I’espéce, de 1’origine de la plante, de la
méthode et des conditions dans lesquelles 1’extraction a été effectuée (Mussatto et al., 2011).

Concernant I’activité antioxydante, les extraits hydro-méthanoliques des espéces de Ruta,
qui se sont montrés pauvres en composés phénoliques, ont révélé des activités faibles a
modérées. Ces résultats viennent confirmer ceux des travaux antérieurs réalisés sur quelques
especes de Ruta de différentes origines. Il s’agit des extraits de Ruta graveolens de la grande
Bretagne (Mantle et al., 2000), de la Gréce (Proestos et al., 2006) et de Singapour (Wong et
al., 2006), de Ruta montana d’ Algérie (Djeridane et al., 2006) et de R. chalepensis de la Tunisie
(Khlifi et al., 2013). De ces résultats, nous pouvons déduire que les teneurs en composés
phénoliques sont nettement moins importantes dans les espéces des Rutacées par rapport a celles
d’ Astéracées, ce qui a €té déja rapporté par Djeridane et al. (2006) et Khlifi et al. (2013).

L’activité antioxydante des huiles essentielles est attribuable aux composés a structure
phénolique (Braga et al., 2006) et a certains alcools (Edris, 2007). Ainsi, la composition des
huiles des espéces appartenant au genre Ruta, qui sont généralement caractérisées par
I’abondance des cétones (Jusqu’a 84%, méme plus) (Verzera et al., 2000), peut étre a I’ origine

de la tres faible capacité antioxydante de nos huiles essentielles, par les trois méthodes utilisées.
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Concernant I’activité antimicrobienne, les extraits hydro-méthanoliques n’ont montré aucune
activité méme pour des quantités élevées par disque. Ce résultat est soutenu par le travail de
Proestos et al. (2006) qui a révélé que I’extrait hydro-méthanolique des feuilles de Ruta
graveolens, originaire de la Grece, n’a exercé aucune activité antimicrobienne sur Escherichia
coli, Salmonella enteridis, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus et
Pseudomonas putida

Les résultats de notre étude ont révélé aussi une activité antibactérienne des huiles faible a

modérée. Celle-ci varie selon les différentes especes de Ruta étudiées, ce qui est probablement
di a la composition chimique de leurs huiles essentielles. Ce résultat est soutenu par de
nombreuses études qui ont démontré que les huiles essentielles d’espéces de Ruta sont parmi
celles ayant les propriétés antibactériennes les moins puissantes (Proestos et al., 2006; Ben
Bnina et al., 2010). Celle d’Haplophyllum tuberculatum (Forsskal) A. Juss (Syn. Ruta
tuberculata), a dix microlitres, a inhibé partiellement la croissance d’Escherichia coli,
Salmonella choleraesuis, et Bacillus subtilis dans la méme mesure que 0.10 pg de gentamicine.
Elle est inactive contre Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella pneumoniae (Al-Burtamani et
al., 2005).
Les valeurs de CMI ont montré un large éventail de valeurs (44 a 175 ul/mL) en comparaison
avec les zones d’inhibition (14-17 mm). Ceci suggere que la taille de la zone d’inhibition ne
refléte pas la réelle efficacité antibactérienne d’un composé ce qui est en accord avec les
suggestions de Cimanga et al. (2002).

Les huiles essentielles testées possédent une activité antifongique significative contre les
champignons filamenteux et méme contre Candida albicans. Un travail réalisé par Ben Bnina et
al. (2010), montre que I’huile essentielle de R. chalepensis, testée contre neuf especes de
champignons et quinze espéces de Candida, exerce une activité antifongique importante contre
Trichodrema viride et un pouvoir antifongique significatif contre C. albicans ATCC 90028.
Celle d’Haplophyllum tuberculatum (Forsskal) A. Juss (Syn. Ruta tuberculata) a également
affecté¢ la croissance du mycélium de Curvularia lunata et de Fusarium oxysporium d’une
maniére dose-dépendante, mais elle n'a eu aucun effet sur la germination de leurs spores (Al-
Burtamani et al., 2005).

La faible activité¢ antibactérienne et D’activité antifongique significative de ces huiles
essentielles, peuvent étre attribuées a I’abondance des composés cétoniques dans les huiles des
especes appartenant au genre Ruta (Verzera et al., 2000). Ces composés sont faiblement

antiseptiques, mais ont une action antifongique (Mailhebiau, 1994).
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IV. Conclusion

Les propriétés antifongiques des huiles essentielles permettent de les proposer comme des
outils potentiels pour surmonter la résistance aux antifongiques de synthése et I’incidence
croissante de maladies d’origine alimentaire. Elles peuvent étre proposées pour I’amélioration de
la durée de conservation des produits alimentaires. Pour mieux interpréter les résultats de ce

chapitre, des analyses par CG-SM vont faire I’objet du troisiéme chapitre.
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Chapitre III.
Caractérisations chimiques

Résumeé

Objectifs: Dans ce chapitre, nous nous sommes intéressés a 1’obtention des profils
qualitatifs en composés phénoliques, des extraits d’H. stoechas subsp. rupestre et de P.
saxatile subsp. saxatile, probablement responsables de leurs activité antioxydante. Nous
nous sommes intéressés aussi a 1’analyse des huiles essentielles des quatre espéces de
Ruta qui ont montré une activité antifongique intéressante et a relier cette activité a leur
compositions. Méthodes: Les extraits méthanoliques et aqueux ont été analysés par
CLHP Orbitrap-SM". Les composés volatils des huiles ont été examinés par CG-SM.
Résultats: L’analyse par CLHP-SM a révélé la présence des dérivés d’acide
hydroxycinnamique dont les isomeres d’acide caféoylquinique et di-caféoylquinique dans
tous les extraits et les isomeres d’acide malonyl caféoylquinique et di-caféoylquinique
dans les extraits aqueux. D’autres classes de composés ont été détectées a savoir les
flavonols, les flavones et les biflavones. Cette composition nous méne a comprendre la
bonne activité antioxydante des extraits. Quant a I’analyse des huiles essentielles, les
huiles de R. angustifolia, R. graveolens et R. chalepensis var. bracteosa ont montré une
grande variation dans leur composition chimique avec celle de R. tuberculata. Les
cétones sont 1’élément le plus abondant de ces huiles a I’exception de R. tuberculata qui a
une composition totalement différente. Ces compositions expliquent leur activité
antifongique potentielle. Conclusion : 11 est intéressant de relier I’activité des extraits
actifs a leurs compositions, dans le but de recommander leurs composants pour la
formulation d’agents de conservation a base de plantes.

Mots-clés: H. stoechas subsp. rupestre, P. saxatile subsp. saxatile, extrait, CLHP-SM,
Ruta, huile essentielle, CG-SM.

A partir des résultats des chapitres I et II, plusieurs questions dont les suivantes sont restées
sans réponses: De ces extraits, quelles sont les classes de substances responsables de ces effets
antifongiques et antioxydants ? Existe-il une corrélation entre la structure de ces composés et ces
effets ? Par quel mécanisme ces composés agissent-ils ? Peuvent- ils causer un mauvais gotlt a la
matrice alimentaire ? A quelles concentrations ils deviennent toxiques pour I’organisme ? C’est
dans ce cadre que le présent chapitre trouve sa justification, pour répondre aux deux premieres
interrogations, afin d’envisager les applications de ces extraits dans la formulation d’agents de

conservation.
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I. Introduction

Les résultats de 1’évaluation des activités antioxydantes et antimicrobiennes nous ont mené a
nous intéresser a ’analyse des extraits d’H. stoechas subsp. rupestre et de P. saxatile subsp.
saxatile a activité antioxydante et des huiles essentielles des quatre espéces de Ruta a activité

antifongique et a relier ces activités a leurs compositions.

I1. Résultats

IL.1. Analyse par CLHP Orbitrap-SM" des extraits méthanoliques et aqueux d’H.
stoechas subsp. rupestre et de P. saxatile subsp. saxatile

Pour la réalisation de ce type d’analyse, un premier criblage des extraits a été effectué¢ en

fonction de leurs capacités antioxydantes (chapitre 1). Par une premicre analyse des extraits
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prometteurs par CLHP-DAD, nous avons obtenu des différences qualitatives dans les profils des
composés phénoliques entre les extraits méthanoliques et aqueux des fleurs et tiges feuillées des
deux plantes. A la base de ces résultats, nous avons pu réaliser un deuxiéme criblage des extraits
a analyser par CLHP-SM en fonction de la résolution des pics obtenus.

A cet effet, les extraits aqueux des tiges feuillées et des fleurs d’H. stoechas subsp. rupestre
et I’extrait méthanolique de P. saxatile subsp. saxatile, ont été analysés par CLHP-DAD-ESI-
SM" en mode d’ions négatifs et positifs. La tentative d’identification de quelques composés a été
également soutenu par «plafonnement de sodiumy», le [M+H+Na]". Un chromatogramme UV
caractéristique, enregistré¢ a 300 nm, est représenté pour chaque extrait.

L’extrait méthanolique des tiges feuillées d’H. stoechas subsp. rupestre, qui s’est montré

inactif, a été aussi analysé pour qu’on puisse interpréter ce résultat inattendu.

II.1.1. Identification des composés phénoliques dans I’extrait méthanolique des tiges
feuillées d’H. stoechas subsp. rupestre

Les composés phénoliques, détectés dans I’extrait méthanolique des tiges feuillées d’H.
stoechas subsp. rupestre, sont divisés en 2 classes en fonction de leurs relations structurelles :
dérivés d’acide hydroxycinnamique (un acide monohydroxycinnamique glycoside et des esters
d’acide hydroxycinnamique) et flavonoides (flavonols glycosylés et biflavone) (fig. 35). Le
tableau 20, résume les UV, la masse et les caractéristiques de la fragmentation SM/SM des pics

chromatographiques ainsi que la formule chimique de chaque composé identifié.
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Figure 35: Chromatogramme CLHP de I’extrait méthanolique des tiges feuillées d’H.

stoechas subsp. rupestre, enregistré a la longueur d’onde A =300 nm en mode négatif
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Tableau 20: Les composés phénoliques identifiés par CLHP Orbitrap-SM" dans I’extrait méthanolique des tiges feuillées d’H. stoechas subsp. rupestre

. Tr Amax SM/SM SM/SM Masse ] o
Pic . [M-H]- [M+H]+ Formule Molécule Références
(min) (nm) [M-H]- [M+H]+ exacte
191.0553
1 18.69 233,300,324 353.0858 179.0343 355.1025 163.039 354.09415  Ci¢H 309 Isomére d’acide Caféoylquinique
Ferracane et al., 2008
173.0451
Alonso-Salces et al., 2009
353.0858 121.0353 . .
2 2125 233,300,324 179.0343 355.1025 163.039 354.09415 Ci6H1309 Isomeére d’acide Caféoylquinique
173.0451
349.0887  165.0543 . . .
3
26.75 286 325.0916 163.0396 (+Na) 147 0438 326.09015  C;5H;30g Acide Coumarique hexose Hanhineva et al., 2008
191.0552
4 30.13 240,310,326 333.0857 117793'0034453 355.1022 163.039 354.09395  Ci6Hi309 Isomére d’acide Caféoylquinique
135.0449
353.086 499.1217
5 44384 250, 326 515.1173 191.0554 517.1327 ’ 516.125 Cy5H4015 Isomére d’acide di-Caféoylquinique
163.0387
179.0344
353.0857 5171337 Ferracane et al., 2008
6 4604 241,300,321 515.1167 f;gg;ig 539.1156  163.0389  516.1252  CrsHpOpp  Isomére d’acide di-Caféoylquinique Alonso-Salces et al., 2009
1910554 (N3
353.0857
335.0755 517.1337
7 4684 241,300,321 515.1167 191.0552 539.1156  163.0389 516.1252  C,5H»401 Isomére d’acide di-Caféoylquinique
179.0342 (+Na)
465.1016
8 4874 253,337 463.0859 300.0263 487.0835  303.0493  464.09375 C,H,,Op, Quercétine-3-0- glucoside Sawada et al., 2009
(+Na)
353.0856
3350756 517.1334 Ferracane et al., 2008
9 5024 241,300,327 515.1169 191.0552 539.1156 163.0389  516.12515  C»sH»,01» Isomére d’acide di-Caféoylquinique -
Alonso-Salces et al., 2009
179.0342 (+ Na)
135.0448
449.1077
10 5261 265, 348 447.0909 284.0316 471.0887  309.0365 448.0993  C,Hy 01y Kaempférol-3-Glucoside Sawada et al., 2009
(+Na) 287.055
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463.0861
11 565 254,300,332 625.1173 431.0961 627.1344  303.0498  626.12585 C,;H;300y7 Quercétine dihexose
301.0342
633.1213
609.1215 (+Na)
268, 300ep, 487.1586 511.1566 Kaempférol 3-feruloyldiglucoside-7-
12
5774 330 947.4037 2850391 949.4237 (+Na) 948.4137  C43Hs3004 glucoside Llorach et al., 2003
179.0344 287.0546
163.0387
665.2949 . . . .
135947 235,300 785.3516 285.0754 787.3707 786.36115  C;33H;330,; Kaempférol dihexose glucuronide Hanhineva et al., 2008
14 6466 225,265,342 537.0812 375.0812 539.0973 538.09 C;30H5010 Amentoflavone Sanchez-Rabaneda et al., 2003
15 67.83 303 529.2995 367.2448 530.14 Acide 3-Caféoyl-4-feruloylquinique Alonso-Salces et al., 2009
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a. Dérivés d’acide hydroxycinnamique
- Esters d’acide hydroxycinnamique

Ces esters sont formés entre des acides trans-cinnamiques, tels que : acide caféique, acide
férulique et acide p-coumarique, et ’acide (-)-quinique dérivé de la voie de I’acide shikimique
(Clifford et al, 2005). Les spectres UV des composés contenant un fragment
hydroxycinnamique se caractérisent par des bandes des absorptions maximales a 320-329 nm, a
242 nm et un épaulement a 295-300 nm (Mabry et al., 1970).

Les composés 1, 2 et 4 sont €lués a 18.69, 21.25 et 30.13 min et présentent tous les trois un
m/z en [M-H] et un m/z en [M+H] 7, respectifs de 353.0858 (fig. 36) et 355.1025 (fig. 37). Leur
masse exacte calculée est de 354.09415 ce qui correspond a la formule de C;sH;sO9
caractéristique aux isomeres d’acide Caféoylquinique (Ferracane et al., 2008 ; Alonso-Salces et
al,, 2009). Cette masse peut correspondre a quatre acides caféoylquiniques : acide 1-O-
caféoylquinique, acide 3-O-caféoylquinique, acide 4-O-caféoylquinique et acide 5-O-
caféoylquinique (Clifford et al., 2005). Les fragments a m/z 179.0343 [acide caféique-H], m/z
173.0451 [acide quinique —H,;O-H], m/z 191.0553 [acide quinique-H] ~ et a m/z 163.0389

[caféoyl+H] ", correspondent a la perte d’une unité de caféoyl et la libération de I’acide quinique.

o
- " o
i ;
1005 e iy POt
EE ™ -
] R
ad L e
] w
L =
8 =
z 9
= ]
£ =]
£
EE
= 3750678
2]
PiE
o e e |
1B 55 g ] 20401 |‘ e JBITT 2470t 20t 230073
T T T g T T T T T
a 1 120 20 m o %0 28 30 3 40 0 3

Figure 36: Spectre UV et le spectre de ma;se SM en mode négatif de I’isomere d’acide
Caféoylquinique et de sa fragmentation
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Figure 37: Spectre de masse SM en mode positif de I'isomere d’acide Caféoylquinique et de
sa fragmentation
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Les composés 5, 6, 7 et 9 sont élués a 44.84, 46.04, 46.84 et 50.24 min et présentent tous les
quatre un m/z en [M-H] et un m/z en [M+H] ", respectifs de 515.1173 (fig. 38) et  517.1327
(539.1156 [M+H+Na]") (fig. 39). Leur masse exacte est de 516.1252 ce qui correspond 4 la
formule de CysH240; caractéristique aux isomeres d’acide di-O-Caféoylquinique (Ferracane et
al.,, 2008 ; Alonso-Salces et al., 2009). Cette masse peut correspondre a cinq acides di-O-
Caféoylquiniques : acide 1,3-di-O-Caféoylquinique, acide 3,4-di-O-Caféoylquinique acide, 1,5-
di-O-Caféoylquinique, acide 3,5-di-O-Caféoylquinique et acide 4,5-di-O-
Caféoylquinique (Gouveia et al., 2012). Le fragment a m/z 353.086 [M-H-Caféoyl] indique la
libération de 1’acide mono-caféoylquinique, apres la perte d’une unité de caféoyl. Les fragments
a m/z 191.0554 [acide quinique-H], 179.0344 [acide caféique-H] et a m/z 163.0389

[caféoy+H]", indique la libération de la I’acide quinique aprés la perte de deux unités de caféoyl.
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Figure 38: Spectre UV et le spectre de masse SM en mode négatif de I’isomeére d’acide di-O-
Caféoylquinique et de sa fragmentation
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Figure 39: Spectre de masse SM en mode positif de I’isomere d’acide di-O-Caféoylquinique
et de sa fragmentation

Le pic 15 correspond a I’acide 3-Caféoyl-4-feruloylquinique, ¢lué a 67.83 min. Il présente un
m/z en [M-H] de 529.2995. Sa masse exacte calculée est de 530.14 (Alonso-Salces et al., 2009).
Le fragment a m/z 367.2448 [M-H- caféoyl] indique la libération de I’acide feruloylquinique,

apres la perte d’une unité de caféoyl (m/z 162).
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- Acide monohydroxycinnamique glycoside :

Le pic 3, détecté a 26.75 min présente un m/z de 325.0916 en [M-H]™ (fig. 40) et 349.0887
en [M+H+Na]  (fig. 41) a 286 nm, ce qui correspond a 1’acide coumarique hexose (C;sH;5Os)
(Hanhineva et al., 2008). Il présente une masse exacte égale a 326.09015. En effet, le spectre
SM affiche un ion fragment a m/z 163.0396 [acide coumarique-H] et a m/z 165.0543 [acide

coumarique+H]", correspondant a la perte de la partie acide coumarique et la libération d’hexose.
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Figure 40: Spectre UV et le spectre de ma;;e SM en mode négatif de I’acide Coumarique
hexose et de sa fragmentation
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Figure 41: Spectre de masse SM en mode positif de I’acide Coumarique hexose et de sa
fragmentation

b. Flavonoides
- Flavonols glycosylés
Le composé 8 est ¢lué a 48.74 min et présente une masse exacte de 464.09375 qui correspond
au quercétine -3-O- glucoside (C;1H20012) (Sawada et al., 2009). Sur les spectres de masse
réalisés en mode négatif et en mode positif, un ion moléculaire a m/z 463.0859 [M-H] (fig. 42)
et a m/z 465.1016 [M+H]™ ( 487.0835 [M+H+Na]") (fig. 43), a été détecté. En effet, le spectre
SM affiche un ion fragment a m/z 300.0263 [quercétine-H] et a m/z 303.0493 [quercétine+H]|"

correspondant a la perte de la partie quercétine.
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Figure 42: Spectre UV et le spectre de masse SM en mode négatif de la Quercétine glucoside et
de sa fragmentation
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Figure 43: Spectre de masse SM en mode positif de la Quercétine glucoside et de sa
fragmentation

Le pic 10 détecté a 52.61 min, correspond a la Kaempférol-3-Glucoside qui présente un m/z
de 447.0909 en [M-H] (fig. 44) et 449.1077 en [M+H]" (471.0887 [M+H+Na]") (fig. 45). 11
présente une masse exacte égale a 448.0993, ce qui correspond a la formule de C; HzO;
(Sawada et al., 2009). En effet, le spectre SM affiche un ion fragment a m/z 284.0316
[Kaempférol-H] et a m/z 287.055 [Kaempférol+H]" correspondant a la perte d’unité hexose et

la libération de la partie Kaempférol.
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Figure 44: Spectre UV et le spectre de masse SM en mode négatif de la Kaempférol-3-glucoside
et de sa fragmentation
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Figure 45: Spectre de masse SM en mode positif de la Kaempférol-3-glucoside et de sa
fragmentation
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La quercétine dihexose (pic 11) est détectée a 56.5 min avec un m/z de 625.1173 en [M+H]
(fig. 46) et 627.1344 en [M+H]" (fig. 47). Sa masse exacte est égale a 626.12585, ce qui
correspond a la formule de Cy7H30O;7 (Sawada et al., 2009). Le spectre SM affiche un ion
fragment a m/z 463.0861 [quercétine hexose-H] correspondant a la libération de la quercétine
hexose aprés la perte d’une unité hexose (m/z 162). Ce pic a un fragment caractéristique a m/z
301.0342 [quercétine-H], qui confirme I’identité de la quercétine.

Le pic 12, détecté a 57.74 min présente un m/z de 947.4037 en [M-H] et 949.4237 en
[M+H]", caractéristiques de la Kaempférol 3-feruloyldiglucoside-7-glucoside. Sa masse calculée
est de 948.4137 ce qui correspond a la formule de C43Hs3024 (Llorach et al., 2003). Le spectre
SM affiche un ion fragment a m/z 609.1215 [M-H] et a m/z 633 [M+H+Na]" correspondant a la
perte du Kaempférol diglucoside apres libération de feruloyl (m/z 176) et d’une unité d'hexose
(m/z 162). Ce pic a un fragment a m/z 487.1586 [M-H] qui indique la libération de trois
hexoses. Le fragment a m/z 285.0391 [Kaempférol -H]', a m/z 287.0546 [Kaempférol +H]" et a

m/z 511 [Kaempférol +H+Na]", confirme I’identité de la Kaempférol.
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Figure 46: Spectre UV et le spectre de masse SM en mode négatif de la Kaempférol 3-
feruloyldiglucoside-7-glucoside et de sa fragmentation

0% =
150 200 250 300 350 400 450

91



3°" partie : Résultats et discussion

Chapitre 111

1003 287.0546

LB

325.0914

Relative Abundance
a2 g
T

2751751

8.8

] 163.0388

N

104
3| [ 1810483 27,1277 gt

fwnne N R

511.1567

4291146 4941879

o

521.7625 |591.2035

633.1214

575.2093

692.3873

M3

649.0845 714 3997

L

Ly ‘Ln‘t

833.2993

949.4239

937.3603
869.3227

150 200 250 300 350

400

550

miz

650

750

bl e ‘HmmHHWH"HH“HWm‘mmm
600 700 800 850 900 9

450 500

Figure 47: Spectre de masse SM en mode positif de Kaempférol 3-feruloyldiglucoside-7-
glucoside et de sa fragmentation

La Kaempférol dihexose glucuronide, correspondante au pic 13, est détectée a 59.47 min et

présente un m/z de 785.3516 en [M-H] (fig. 48) et 787.3707 en [M+H] (fig. 49). Sa masse

calculée est de 786.36115 ce qui correspond

2008). Ce pic a un fragment a m/z 285.0754 [Kaempférol -H] et a

\

a

la formule de C;3H330,, (Hanhineva et et al.,

m/z 287.3707 [Kaempférol

+H]", qui confirme I’identité de la Kaempférol et la libération de glucuronide (m/z 176.0321) et

de deux unités hexose (m/z 162).
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Figure 48: Spectre UV et le spectre de masse SM en mode négatif de la Kaempférol dihexose
glucuronide et de sa fragmentation.
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- Biflavones
Le pic 14 est ¢élué a 64.66 min et présente un m/z de 537.0812 en [M-H] (fig. 50) et 539.0973
en [M+H]" (fig. 51). Sa masse exacte est de 538.09 ce qui correspond 4 la formule de C3oH26010
caractéristique d’Amentoflavone (Sanchez-Rabaneda et al., 2003). Sur le spectre de masse
réalisé en mode négatif, un ion moléculaire a m/z 375.0812 [M-H] a été détecté, correspondant a

la perte des cycles A et B.
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Figure 50: Spectre UV et le spectre de masse SM en mode négatif de I’ Amentoflavone
et de sa fragmentation
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I1.1.2. Identification des composés phénoliques dans I’extrait aqueux des tiges feuillées
d’H. stoechas subsp. rupestre

Les composés phénoliques, détectés dans 1’extrait aqueux des tiges feuillées d’H. stoechas
subsp. rupestre, sont des esters d’acide hydroxycinnamique (fig. 52). Le tableau 21 résume les
UV, la masse et les caractéristiques de la fragmentation SM/SM des pics chromatographiques

ainsi que la formule chimique de chaque composé identifi¢.

2, ﬂ

4 i / \

B T
10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80
Time (min)

Figure 52: Chromatogramme CLHP de I’extrait aqueux des tiges feuillées d’H. stoechas subsp.
rupestre, enregistré a la longueur d’onde A =300 nm en mode négatif
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Tableau 21: Les composés phénoliques identifiés par CLHP Orbitrap-SM" dans I’extrait aqueux des tiges feuillées d’H. stoechas subsp. rupestre

pic Tr )(‘nm;;( [M-HJ Sﬂ\l\//ll_/ls_ll}/f [M+H]" [Sl\l}/l_iﬂ\]{ lev){:ziz Formule Molécule Références
191.0553

1 18.73 244,300, 327 353.0858 179.0343 355.1025 163.039 354.09415 Ci6H1309 Isomére d’acide Caféoylquinique
173.0451 Ferracane et al., 2008
191.0553 Alonso-Salces et al., 2009

2 2123 235,300, 323 353.0858 };28431‘5? 355.1025 163.039  354.09415 Ci6H1309 Isomeére d’acide Caféoylquinique
135.0445
395.0966
417.0783

3 2339 243,300,328  439.0861 fg? '8222 4411017 163.0388  440.0939  CoHyOp Isomére dacide Malonyl Caféoylquinique Zhang et al., 2007

’ 463.0839

173.0451 (+Na)
179.0345
191.0552

4 3012 240, 310, 326 353.0857 179.0343 355.1022 163.039  354.09395 Ci6Hi1309 Isomére d’acide Caféoylquinique
315733.60; 557 Ferracane et al., 2008
335.0755 517.1337 . . . Alonso-Salces et al., 2009

5 3431 241, 300, 321 515.1167 ]91'0552 539.1156 163.0389  516.1252 Cy5Hy404; Isomére d’acide di-Caféoylquinique
179.0342 (" N®)
579.1098
557.1277 603.1341 . .. .

6 4428  300ep,330  601.0924 395.0966 625.1186 ‘l‘ég'ggég 602.11325  CyyHacOrs Isomerg ‘if““{ie iﬂfalonyl di- Zhang et al., 2007
377.0859  (+Na) : aleoylquinique
233.0654
353.0856
335.0756 517.1334 163.0389

7 46.15 241,300, 327 515.1169 191.0552 539.1156 ’ 516.12515 C,sHy4Op» Isomere d’acide di-Caféoylquinique
179.0342  (+ Na)
135.0448 Ferracane et al., 2008
353.0856 Alonso-Salces et al., 2009
335.0756 517.1334

8 4685 241,300,327 515.1169 191.0552 539.1156 163.0389 516.12515 C,5H4015 Isomére d’acide di-Caféoylquinique
179.0342  (+ Na)
135.0448
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579.1098
SOT2TT 603 1341 423.0916 Isomére d’acide Malonyl di-
9 4729 300ep, 330 601.0924 ggggzgg 6251186 163.0388 602.11325  Cy4Hy6015 Caféoylquinique
233,005 (T Zhang et al., 2007
579.1098 getal,
337.1277 603.1341 423.0916 Isomére d’acide Malonyl di-
10 4871 251,300,331 601.0924 gg;gggg 6251186 163 0388 602.11325  CypHyO15 Caféoylquinique
233.0654 (TN
353.0856
335.0756
517.1334 163.0389 . .. . , .. Ferracane et al., 2008
11 5029 241,300, 327 515.1169 }3;8;55 5391156 516.12515 C,sHy4,Op» Isomeére d’acide di-Caféoylquinique Alonso-Salces et al., 2009
1350448 (TN
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a. Dérivés d’acide hydroxycinnamique
- Esters d’acide hydroxycinnamique

Les composés 1, 2 et 4 sont ¢lués a 18.73, 21.23 et 30.12 min et présentent tous les trois un
m/z en [M-H] et un m/z en [M+H] ", respectifs de 353.0858 et 355.1025. Leur masse exacte
calculée est de 354.09415 ce qui correspond a la formule de C;cH;309 caractéristique aux
isoméres d’acide Caféoylquinique (Ferracane et al., 2008; Alonso-Salces et al., 2009). Les
fragments a m/z 179.0343, 173.0451, 191.0553 en mode négatif et a m/z 163.0389 en mode
positif, sur le spectre SM indiquent le composé présent.

Le composé 3 est élué a 23.39 min et présente un m/z en [M-H] et un m/z en [M+H]",
respectifs de 439.0861 (fig. 53) et 441.1017 (463.0839 [M+H+Na]") (fig. 54). Sa masse exacte
est de 440.0939 ce qui correspond a la formule de Ci9H20O12 caractéristique de 1’acide Malonyl
Caféoylquinique (Zhang et al., 2007). La perte de 86 Da et de 44 Da indique la présence d’une
malonyl dans la molécule. Donc, le fragment a m/z 395 est caractéristique de la perte du malonyl
[M-H-44]". Les fragments a m/z 179.0345, 173.0451, 191.0555 en mode négatif et a m/z
163.0388 en mode positif correspondent a la perte d’une unité de caféoyl et la libération de

I’acide quinique.
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Figure 53: Spectre UV et le spectre de masse SM en mode négatif de I’isomere d’acide
Malonyl-caféoylquinique et de sa fragmentation
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Figure 54: Spectre de masse SM en mode positif de I’isomere d’acide Malonyl- caféoylquinique
et de sa fragmentation
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Les composés 5, 7, 8 et 11 sont €lués a 34.31, 46.15, 46.85 et 50.29 min et présentent tous les
quatre un m/z en [M-H] etun m/z en [M+H] ", respectifs de 515 et 517 (539.1156 [M+H+Na]").
Leur masse exacte est de 516.12515 ce qui correspond a la formule de C,sH40;, caractéristique
aux isomeres d’acide di-O-Caféoylquinique (Ferracane et al, 2008 ; Alonso-Salces et al.,
2009). Les fragments a m/z 353.086, 191.0552, 179.0344 en mode négatif et a m/z 163.0389 en

mode positif, sur le spectre SM indiquent le composé présent.

Les composés 6 (tr = 44.28 min), 9 (tr = 47.29 min) et 10 (tr = 48.71 min) présentent un m/z
en [M-H] et un m/z en [M+H], respectifs de 601.0924 (fig. 55) et 603.1341 (625.1186
[M+H+Na]") (fig. 56). Leur masse exacte est de 602.11325 ce qui correspond a la formule de
C24H26045 caractéristique I’acide Malonyl di-caféoylquinique (Zhang et al., 2007). Ce composé
a donné des fragments caractéristiques de malonyl a m/z 557 [M-H-44] et a m/z 395 [M-H-206]
dont la masse m/z 206 correspond a la perte d’une unité caféoyl (m/z 162) et d’une partie du

malonyl (m/z 44).
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Figure 55: Spectre UV et le spectre de masse SM en mode négatif de I’'isomere d’acide
Malonyl-di caféoylquinique et de sa fragmentation
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Figure 56: Spectre de masse SM en mbde positif de I'isomere d’acide Malonyl-di
caféoylquinique et de sa fragmentation
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I1.1.3. Identification des composés phénoliques dans I’extrait aqueux des fleurs d’H.
stoechas subsp. rupestre

Les composés phénoliques, détectés dans I’extrait aqueux des fleurs d’H. stoechas subsp.
rupestre, sont des dérivés d’acide hydroxycinnamique (un dérivé d’acide caféique et des esters
d’acide hydroxycinnamique) et des flavonoides (flavonols glycosylés) (fig. 57). Le tableau 22
résume les UV, la masse et les caractéristiques de la fragmentation SM/SM des pics

chromatographiques ainsi que la formule chimique et la structure proposée de chaque composé

identifié.
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Figure 57: Chromatogramme CLHP de I’extrait aqueux des fleurs d’H. stoechas subsp. rupestre,
enregistré a la longueur d’onde A =300 nm en mode négatif
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Tableau 22: Les composés phénoliques identifiés par CLHP Orbitrap-SM" dans 1’extrait aqueux des fleurs d’H. stoechas subsp. rupestre

. Amax SM/SM SM/SM Masse i . i
Pic Tr [M-H]- [M+H]+ Formule Molécule Référencés
(nm) [M-H]- [M+H]+ exacte
191.0521
179.0321 \ . , ..
1 17.85 259,294 353.0777 172.9578 355.0761 163.0379 354.1 CisH1309 Isomeére d’acide Caféoylquinique
135.0435
191.0553
2 18.67 233,300,324 353.0858 179.0343 355.1025 163.039 354.09415 C;sH 309 Isomeére d’acide Caféoylquinique
}7?'0451 Ferracane et al., 2008
1298232 Alonso-Salces et al., 2009
3 21.14 233,300, 324 353.0858 173‘0451 355.1025 163.039 354.09415 Ci6H1309 Isomeére d’acide Caféoylquinique
135.0445
4 2992 240,310,326 353.0857 191.0552 355.1022 163.039 354.09395  C;¢H ;309 Isomére d’acide Caféoylquinique
353.0857 517.1337
5 3426 241,300,321 515.1167 335.0755 539.1156 163.0389 516.1252 CysHp401;  Isomére d’acide di-Caféoylquinique
191.0552 (+Na)
6 38.1 225,308 683.1424  341.1373 Dimeére d’acide caféique -O-hexoside Shakya et al., 2006
7 4133 259,352 479.0802 317.028  481.0967 319.0443 480.08845 C,1H,oO43 Hexahydroxyflavone hexose Schliemann et al., 2006
515.1396  679.1912
8 4373 304,332 677.1686  353.0857 701.1688 678.1799 C31H34017  Acide di- Caféoylquinique glycoside
335.0754 (+Na)
g;giggg Zhang et al., 2007
’ 603.1341 423.0916 Isomére d’acide Malonyl di-
9
44 48 300ep, 330 601.0924  395.0966 6251136 163.0388 602.11325 Cy4HyO13 Caféoylquinique
377.0859 (+Na)
233.0654
353.0856
335.0756
517.1334 163.0389 N , . . , .. Ferracane et al., 2008
10 4599 241,300,327 515.1169 }2;8;51% 5391156 516.12515 CysHp0p,  Isomére d’acide di-Caféoylquinique Alonso-Salces et al., 2009
135.0448 (N®)
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353.0856
335.0756

11 46.74 240,305, 332 515.1169  191.0552 g;;ﬁgg 163.0389 516.12515 CysH»05,  Isomére d’acide di-Caféoylquinique
179.0342 (+.Na)
135.0448
579.1098

B 416 3006330 6010924 gg;ggg 6031341 4230916 (ol oo Tsomere d’acide Malonyl di-

: P: : : 625.1186  163.0388 ) 2412618 Caféoylquinique

377.0859 (+Na)
233.0654
579 1098 Zhang et al., 2007
3371277 603.1341 423.0916 Isomeére d’acide Malonyl di

13 . . =

48.55 300ep, 330 601.0924  395.0966 625 1186 1630388 602.11325  CypHy605 Caféoylquinique

377.0859 (N
233.0654 2)
353.0857
335.0757 Ferracane et al., 2008

14 4987 243,300,328 515.1167 191.0553 517.1332 163.0387 516.12495 CysH,4Op;  Isomére d’acide di-Caféoylquinique "

Alonso-Salces et al., 2009

179.0342
173.0449

15 56.52 268,315 609.1217  300.026 611.1394 303.0495 610.13055 Cy7H30015 Rutine Hanhineva al., 2008
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a. Dérivés d’acide hydroxycinnamique
- Esters d’acide hydroxycinnamique

Les composés 1, 2, 3 et 4 sont €lués a 17.85, 18.67, 21.14 et 29.92 min et présentent tous les
quatre un m/z en [M-H] et un m/z en [M+H] ", respectifs de 353.0858 et 355.1025. Leur masse
exacte est de 354.09415 ce qui correspond a la formule de C;6H;30y caractéristique aux isomeres
d’acide Caféoylquinique (Ferracane et al., 2008; Alonso-Salces et al., 2009). Les fragments a
m/z 179.0343, 173.0451, 191.0553 en mode négatif et a m/z 163.0389 en mode positif, sur le
spectre SM indiquent le composé présent.

Les composés 5, 10, 11 et 14 sont €élués a 34.26, 45.99, 46.74 et 49.87 min et présentent tous
les quatre un m/z en [M-H] et un m/z en [M+H]", respectifs de 515.1173 et 517.1327 (539.1156
[M+H+Na]"). Leur masse exacte est de 516.1252 ce qui correspond a la formule de CosHpO12
caractéristique aux isomeres d’acide di-O-Caféoylquinique (Ferracane et al., 2008 ; Alonso-
Salces et al., 2009). Les fragments a m/z 353.086, 191.0552, 173.0449, 179.0344 en mode
négatif et a m/z 163.0389 en mode positif, sur le spectre SM indiquent le composé présent.

Le pic 8 détecté a 43.73 min, correspond a I’acide di-caféoylquinique glycoside qui présente
un m/z de 677.1686 en [M-H] et un m/z 679.1912 en [M+H]" (701.1688 [M+H+Na]"). Il
présente une masse exacte égale a 678.1799, ce qui correspond a la formule de C;H34017
(Zhang et al., 2007). Le fragment a m/z 515 [M-H-hexose] indique la libération de I’acide di-
caféoylquinique. Le fragment a m/z 353.086 [M-H-Caféoyl] indique la libération de I’acide
mono-caféoylquinique, apres la perte d’une unité de caféoyl. Les fragments a m/z 335 [M-H-
2Caféoyl], indique la libération de I’acide quinique et la partie hexose apres la perte de deux
unités caféoyl.

Les composés 9, 12 et 13 détectés a 44.48, 47.16 et 48.55 min, présentent un m/z en [M-H]
et un m/z en [M+H]", respectifs de 601.0924 et 603.1341(625.1186 [M+H+Na]"). Leur masse
exacte est de 602.11325 ce qui correspond a la formule de C4Hy60;5 caractéristique 1’acide
Malonyl di-caféoylquinique (Zhang et al., 2007). Les fragments a m/z 557 et 395 en mode
négatif et a m/z 163.0389 en mode positif, sur le spectre SM indiquent le composé présent.

- Dérivé d’acide caféique

Le composé 6 (tr = 38.1 min) est un dimere de I’acide caféique-O-hexoside. Il présente un
m/z de 683.1424 [M-H] et le fragment a m/z 341 [caféoyl glucose-H] est caractéristique du
caféoyl-D-glucose (fig. 58) (Shakya et al., 2006).
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Figure 58: Spectre UV et le spectre de masse SM en mode négatif d’un dimere de I’ Acide
caféique -O-hexoside et de sa fragmentation

b. Flavonoides
- Flavonols glycosylés

Le pic 7 est détecté¢ a 41.33 min. Ce composé a une masse exacte de 480.08845 ce qui
correspond a la formule C,1H0013. Il présente un m/z de 479 en [M+H] (fig. 59) et un m/z de
481.0967 en [M+H]" (fig. 60) et se dissocie pour donner un ion a m/z 317 [M-HT, ce qui signifie
la perte d’une unité de glucose ou de galactose (m/z 162). Ce fragment indique qu’il s’agit d’un
hexahydroxyflavone: la myricétine (3,3'4',5,5',7-hexahydroxyflavone), la quercétagétine
(3,3',4',5,6,7-hexahydroxyflavone) ou la gossypétine (3,3',4',5,7,8-hexahydroxyflavone)
(Schliemann et al., 2006). Par conséquent, ce composé est probablement 1'un des trois
composés mentionnés ci-dessus, avec un groupe glucoside (ou galactoside). La validation de
cette structure requiert une confirmation avec des méthodes d’analyse complémentaire comme la
résonance magnétique nucléaire (RMN). Cependant, il est possible qu’il soit un Gossypetin-8-
glucoside (Gossypin) car il s’agit d’un pigment jaune des fleurs de certaines plantes : Gossypium
sp. (Malvacées), Lotus corniculatus L. (Leguminosées), Papaver nudicaule L. (Papaveracées),
Primula sp. (Primulacées), Chrysanthemum segetum L. P (ray) (Asteracées) et Rhododendron
campylocarpum Hook. f. (Ericacées)) et qui doit sa couleur a la présence d’un groupe hydroxyle

supplémentaire en position 8 du cycle aromatique A.
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Figure 60: Spectre de masse SM en mode positif d’un Hexahydroxyflavone glycosylé et de sa

fragmentation

Le pic 15 détecté a 56.52 min présente un m/z de 609.1217 en [M-H] (fig. 61) et 611.1394 en

[M+H]" (fig. 62), caractéristiques de la rutine (quercétine-3-O-rutinoside). Sa masse exacte est

de 610.13055, ce qui correspond a la formule C,7H3001¢ (Hanhineva al., 2008). Sur les spectres

de masse réalisés en deux modes,

nous observons un ion moléculaire a m/z 300.026 [quercétine -

H] et a m/z 303 [quercétine +H]" correspondant a la perte de la quercétine.
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Figure 61: Spectre UV et le spectre de masse SM en mode négatif de la Rutine et de sa
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Figure 62: Spectre de masse SM en mode positif de la Rutine et de sa fragmentation
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I1.1.4. Identification des composés phénoliques dans I’extrait méthanolique de P. saxatile

subsp. saxatile

Les composés phénoliques, détectés dans I’extrait méthanolique de Phagnalon saxatile

subsp. saxatile, sont des esters d’acide hydroxycinnamique et des flavonoides (flavonols

glycosylés, flavonols aglycones et des flavones) (fig. 63). Le tableau 23, résume les UV, la

masse et les caractéristiques de la fragmentation SM/SM des pics chromatographiques ainsi que

la formule chimique et la structure proposée de chaque composé identifié.
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Figure 63: Chromatogramme CLHP de I’extrait méthanolique de Phagnalon saxatile subsp.
saxatile, enregistré a la longueur d’onde A =300 nm en mode négatif
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Tableau 23: Les composés phénoliques identifiés par CLHP Orbitrap-SM" dans I’extrait méthanolique des tiges feuillées de Phagnalon saxatile
subsp. saxatile

. Amax SM/SM SM/SM Masse ] o
Pic Tr [M-H]- [M+H]+ Formule Molécule Références
(nm) [M-H]- [M+H]+ exacte
191.0555
1 21.19 239,300,324 353.0864 179.0345 377'08+35 163.0386 354.08495  C;sH; 309 Isomére d’acide Caféoylquinique
(tNa’)
135.045
191.0555 377 0835
2 233 239, 300, 324 353.0864  179.0345 Y 163.0386 354.08495  C;¢H 309 Isomére d’acide Caféoylquinique
(tNa’)
135.045
191.0555
3 2985 239, 300, 326 353.0864 179.0345 32;‘3;? 163.0386 354.08495 Ci6H1309 Isomeére d’acide Caféoylquinique
135.045
Ferracane et al., 2008
353.0863
335076 Alonso-Salces et al., 2009
4 4461 217,241,325 515.1173  191.0555 517.1327 499.1223 516.125 CypsHp401;  Isomére d’acide di-Caféoylquinique
163.0387
179.0345
173.0452
353.0861
515.1171  191.0555 499.1223 . . ..
5 CysH,,0 > > _Café
46 241,300, 328 179.0344 517.1327 163.0387 516.1249 25H24V12 [somere d’acide di-Caféoylquinique
135.0449
6 47.06 255,350 447.0906 285.0385 449.1068 287.0547 448.1 Cy1Hy0O14 Kaempférol-3-Glucoside Sawada et al., 2009
353.0863
191.0555 499.1226 Ferracane et al., 2008
7 4994 242,300, 327 515.1173 i;ggigg 517.1332 163.0388 516.12525 C,sH401,  Isomére d’acide di-Caféoylquinique Alonso-Salces et al., 2009
135.045
8 5272 268,305,338 447.0909 285.039 449.106  287.0539 448.1 Co1Hy0014 Kaempférol-3-Glucoside Sawada et al., 2009
0 5811 254350 2000385 13302930, 055 1350437 0605 CysHLGO Kaempférol
151.0033 153.0178 ,
Sanchez-Rabaneda et al.,
2003
10 60.02 267,342 269.0444  151.0033 271.0595 153.0178 270.05 Ci5H;005 Apigénine
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a. Dérivés d’acide hydroxycinnamique
- Esters d’acide hydroxycinnamique

Les composés 1, 2 et 3 sont élués a 21.19, 23.3 et 29.85 min et présentent tous les trois un
m/z en [M-H] et un m/z en [M+H+Na]', respectifs de 353.0858 et 377. Leur masse exacte
calculée est de 354.09415 ce qui correspond a la formule de C;cH;309 caractéristique aux
isomeres d’acide Caféoylquinique (Ferracane et al., 2008 ; Alonso-Salces et al., 2009). Les
fragments a m/z 179.0343 et 191.0553 en mode négatif et a m/z 163.0389 en mode positif, sur le
spectre SM indiquent le composé présent.

Les composés 4, 5 et 7 sont €lués a 44.61, 46 et 49.94 min et présentent tous les trois un m/z
en [M-H] et un m/z en [M+H] ", respectifs de 515.1173 et 517.1327. Leur masse exacte est de
516.1252 ce qui correspond a la formule de C,sH2401; caractéristique aux isomeres d’acide di-
O-Caféoylquinique (Ferracane et al., 2008 ; Alonso-Salces et al., 2009). Les fragments a m/z
353.086, 191.0552, 173.0449, 179.0344 en mode négatif et a m/z 163.0389 en mode positif, sur

le spectre SM indiquent le composé présent.

b. Flavonoides
- Flavonols glycosylés
Les pics 6 et 8 détectés a 47.06 et 52.72 min, correspondent a la Kaempférol-3-Glucoside qui
présentent un m/z de 447.0909 en [M-H] et 449.1077 en [M+H]" (471.0887 [M+H+Na]"). Ils
présente une masse exacte égale a 448.0993, ce qui correspond a la formule de C;Hy0O;
(Sawada et al., 2009). En effet, le spectre SM affiche un ion fragment a m/z 285 [Kaempférol -
H] et a m/z 287.055 [Kaempférol+H]" correspondant a la perte d’unité hexose et la libération
de la partie Kaempférol.
- Flavonols aglycones
Le pic 9 détecté a 58.11 min, correspond a la Kaempférol et présente un m/z de 285.0385 en
[M-H] et un m/z 287.0545 en [M+H]". Sa masse exacte est égale a 286.05, ce qui correspond a
la formule de C;5H;oOs (Sanchez-Rabaneda et al., 2003). Le fragment a m/z 151.0033 ('°A") et
m/z 133.0293 ('*B’) en mode négatif et a m/z 153.0178 et m/z 135.0437 en mode positif,
correspondent a des fragmentations de type Reétro Diels- Alder (RDA) des flavonols aglycones
(fig. 64) (Fabre et al., 2001).
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14 A

Figure 64: Nomenclature adoptée pour les différentes rétro-cyclisations
- Flavones
Le pic 10 détecté a 60.02 min, correspondent a I’ Apigénine qui présente un m/z de 269.0444
en [M-H] (fig. 65) et un m/z 271.0595 en [M+H]™ (fig. 66). Elle présente une masse exacte ¢gale
a 270.05, ce qui correspond a la formule de C;5H;00s (Sanchez-Rabaneda et al., 2003). Le
fragment a m/z 151.0033 (*A") en mode négatif et a m/z 153.0178 en mode positif, correspond a
une fragmentation de type Rétro Diels- Alder (RDA) des flavonols aglycones (fig. 64).
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Figure 65: Spectre UV et le spectre de masse SM en mode négatif de I’ Apigénine et de sa

fragmentation
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Figure 66: Spectre de masse SM en mode positif de I’ Apigénine et de sa fragmentation
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I1.2. Analyse par CG-SM des huiles essentielles des espéces de Ruta

Les huiles essentielles de R. chalepensis var. bracteosa, R. graveolens, R. angustifolia et R.
tuberculata, ont été analysées par CG-SM. Leur composition chimique ainsi que les temps de
rétention des composés sont représentés dans les tableaux 24 et 25. Les résultats de ces analyses
ont donné lieu a la rédaction d’une publication internationale présentée dans la partie
«Valorisation des travaux de recherchey.

Un total de 16 composés a été identifi¢é dans I’huile essentielle de R. chalepensis var.
bracteosa (fig. 67), ce qui représente 97.65% de I'huile extraite. Le 2-Nonanone et le 2-
Undécanone sont respectivement les plus dominants a 32.79 et 32.58%, suivis par le 1-Nonéne a
13.95% et I’a-limonéne a 5.27% (tab. 24).

Pour R. angustifolia, 6 composés, ce qui représente 96.47% de I’huile essentielle, ont été
identifiés avec une domination du 2-Undécanone (82.46%) suivi par le 2-Décanone (10.03%)
(fig. 68, tab. 24).

Le profil des composants de I'huile de R. graveolens est presque semblable a celui de R.
chalepensis var. bracteosa. 10 composés, ce qui représente 97.3% de ’huile essentielle, ont été
identifiés (fig. 69). Les principaux composants sont le 2 Undécanone (55.4%) et le 2 Nonanone
(21.62%), suivis par le 1-Nonéne et I’a-limoneéne a respectivement 4.35 et 4.26% (tab. 24).

En revanche, 20 composés ont été identifiés dans I’huile essentielle de R. tuberculata (fig.
70), ce qui représente 98.88% des composés volatils (tab. 25). 54.41% de ces composés sont
représentés par une cétone, la pipéritone (13.62%) et par des alcools monoterpéniques qui sont :
trans-p-Menth-2-en-1-ol (13.14%), cis-p-Menth-2-en-1-0l (11.22%), trans-p-Menth-1-en-3-0l
(4.12%) et cis-p-Menth--en-3-ol 1 (12.31%). La B-Phéllandréne, le germacrene-B et le 3-Careéne

représentent respectivement 10.9, 7.32 et 5.45%.
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Figure 68: Chromatogramme de 1’analyse par CG-SM de ’HE de R. angustifolia
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Figure 69: Chromatogramme de I’analyse par CG-SM de I’'HE de R. graveolens
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Tableau 24: La composition des huiles essentielles (CG-SM) de R. chalepensis var. bracteosa

(RCDb), R. graveolens (RG) et R. angustifolia (RA)

Tr %
(min) Composés RCb RA RG
5.479 o-Pinéne 0.31 - -
6.406 Sabinc¢ne 0.49 - -
6.778 2-Octanone 0.39 - -
7.870  o-Limonéne 5.27 - 4.26
9.799 2-Nonanone 3279  0.96 21.62
9.976 NI 1.14 - -
10.091 Nonanal 0.62 0.84 -
11.155 2-Octanol acétate 0.89 - -
11.327 5,6-Diéthenyl-1-méthyl-Cyclohexene - - 3.24
11332 Geyrene 1.46 - -
12923 2-Décanone 2.42 10.03 1.46
14.388 1-Nonéne 13.95 - 4.35
16350 2-Undécanone 32.58 8246 554
16493 NI 1.21 1.56 -
18513 NI - - 1.03
18.519 11-Dodécen-2-one 0.99 - -
19.457 2-Dodécanone 0.6 1.51 1.02
20.636 1-Tetradécanol méthacrylate 3.29 - 2.22
22,570 2-Tridécanone 0.63 0.67 1.58
27.669 NI - 0.83 -
31411 NI - - 1.67
31.662 NI - 1.13 -
39988 12-Méthoxy-19-norpodocarpa-3,5,8,11,13-pentaen-7-one  0.97 - 2.14
Classes chimiques
Cétones 7137 9563 8322

o 2-cétones 6941 95.63 81.08
Alcénes Acycliques 13.95 - 04.35
Hydrocarbures Monoterpéniques 06.07 - 07.50
Sesquiterpénes 01.46 - -
Esters 04.18 - 02.22
Aldéhydes 00.62 00.84 -
Total des composés identifiés 97.65 9647 9730

Tr : temps de rétention, NI : non identifiés.
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Figure 70: Chromatogramme de 1’analyse par CG-SM de I’HE de R. tuberculata
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Tableau 25: La composition de I’huile essentielle (CG-SM) de R. tuberculata

Tr Composés %
(min)
5.307 a-Thujéne 0.99
5.479 a-Pinéne 1.79
6.406 Sabinéne 1.53
6.789 B-Myrcéne 3.05
7.201 a-Phéllandréne 2.22
7.355 3-Caréne 5.45
7.762 p-Cymene 2.9
7.890 B-Phéllandréne 109
10.690 trans-p-Menth-2-en-1-o0l 13.14
11.264 cis-p-Menth-2-en-1-ol 1122
13.077 trans-p-Menth-1-en-3-ol (trans-Pipéritol) 4.12
13.489 cis-p-Menth-1-en-3-ol (cis-Pipéritol) 12.31
15.006 Pipéritone 13.62
16.001 Bornyl acétate 1.25
16.350 2-Undécanone 1.59
17.752 a-Terpinéne 0.98
20327 B-Caryophylléne 1.87
20.722 v-Elemeéne 0.79
23.938 NI 1.14
24.498 Germacrene-B 7.32
25.259 B-Caryophylléne époxide 1.84
Classes Chimiques
Cétones 15.21
o 2-Cétones 1.59
Hydrocarbures Monoterpéniques 29.81
Hydrocarbures Sesquiterpéniques 9.98
Esters 01.25
Alcools Monoterpéniques 40.79
Oxydes tricycliques 01.84
Total des composésidentifiés 98.88

Tr : temps de rétention, NI : non identifiés

112



3°"¢ partie : Résultats et discussion Chapitre IT1

I1I. Discussion
IIL.1. Analyse par CLHP Orbitrap-SM" des extraits méthanoliques et aqueux d’H. stoechas
subsp. rupestre et de P. saxatile subsp. saxatile

Les extraits analysés par CLHP-SM contiennent des dérivés des acides phénoliques et des
flavonoides qui sont considérés comme des composants biologiquement actifs (Harborne, 1998;
Clifford et al., 2007). L’absence des tanins dans les extraits analysés confirme les résultats du
dosage colorimétrique réalisé dans le Chapitre 1.

L’acide coumarique hexose et I’acide 3-Caféoyl-4-feruloylquinique sont présents dans
I’extrait méthanolique des tiges feuillées d’H. stoechas subsp. rupestre. Des dérivés de 1’acide
caféique (dimere de I’acide caféique-O-hexoside) et de I’acide quinique (acide dicaféoylquinique
glycoside) ont été détectés dans I’extrait aqueux des fleurs d’H. stoechas subsp. rupestre et sont
antérieurement identifiés dans les parties aériennes d’ H. monizii (Gouveia et Castilho, 2012) et
d’H. obconicum (Gouveia et Castilho, 2011).

Les isomeres d’acide hydroxycinnamoylquinique ont été identifiés dans chaque échantillon
analysé. Il s’agit des isomeres d’acide caféoylquinique et d’acide di- caféoylquinique qui ont été
déja décrits comme étant présent dans plusieurs especes d’Helichrysum, a savoir H. stoechas
(Carini et al., 2001), H. monizii, H. melaleucum H. devium et H. obconicum (Gouveia et
Castilho, 2009 ; 2010 ; 2011 ; 2012). Plus précisément, 1’acide chlorogénique (acide trans-5-O-
caféoylquinique) a été identifi¢ dans H. stoechas (Carini et al.,, 2001), dans 16 espéces
d’Helichrysum a savoir H. stoechas subsp. barrelieri (Albayrak et al., 2010) et dans H. devium,
H. melaleucum et H. obconicum (Gouveia et Castilho, 2009 ; 2010 ; 2011). Cependant,
Phagnalon saxatile (L.) Cass. contient I’acide 3,5-di-caféoylquinique (Conforti et al., 2010).

De méme, nous avons pu détecter la présence des dérivés d’acide hydroxycinnamoylquinique
avec un groupement malonyl (acides malonyl mono-caféoylquinique et malonyl di-
caféoylquinique) dans les extraits aqueux des fleurs et des tiges feuillées d’H. stoechas subsp.
rupestre. Les isomeéres d’acide malonyl-O-dicaféoylquinique, sont déja identifiés dans les parties
aériennes d’H. monizii (Gouveia et Castilho, 2012) et d’H. obconicum (Gouveia et Castilho,
2011). Cependant, les articles sur les acides malonylhydroxycinnamoylquiniques sont rares, et
seulement quelques-uns de ces composés ont été structurellement élucidé utilisant a la fois des
techniques de RMN et de SM (Ma et al., 2011 ; Gouveia et al., 2012).

Presque tous les flavonoides identifiés dans ces extraits ont été trouvés dans leur forme de
glycosides, contenant une ou plusieurs unités de sucre. La présence de la rutine a été signalée
dans I’extrait aqueux des fleurs d’H. stoechas subsp. rupestre, alors que la quercétine 3-O-

glucoside, antérieurement identifiée dans la partie aérienne d’H. compactum (Stuzgec et al.,
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2005), H. chasmolycicum (Siizge¢-Selcuk et Birteksoz, 2011), H. obconicum, H. devium, H.
melaleucum (Gouveia et Castilho, 2009, 2010) et d’H. stoechas (carini et al., 2001), et la
quercétine dihexose sont détectées dans 1’extrait méthanolique des tiges feuillées de cette plante.
Les formes glycosylées de la kaempférol ne sont présentes que dans les extraits méthanoliques
des tiges feuillées des deux plantes. La kaempférol 3-O-glucoside dans les deux extraits, la
Kaempférol 3-feruloyldiglucoside-7-glucoside et la Kaempférol dihexose glucuronide dans
I’extrait méthanoliques des tiges feuillées d’H. stoechas subsp. rupestre. La kaempférol 3-O-
glucoside est présente dans la partie aérienne d’H. compactum (Stzgec et al.,, 2005), H.
chasmolycicum (Siizge¢-Selcuk et Birteksoz, 2011) et dans les capitules d’H. stoechas (carini
et al.,, 2001), alors que la kaempferol-O-dihexoside a été identifié¢e dans les feuilles d’H.
obconicum (Gouveia et Castilho, 2011).

L’identification d’un hexahydroxyflavone hexose dans I’extrait aqueux des fleurs d’H.
stoechas subsp. rupestre n'a pas été complétement atteinte. Il s’agit d’un dérivé de la
gossypétine, de la myricitine ou de la quercétagétine, qui ont une similitude dans la
fragmentation des ions, avec un groupement glycoside. L’apparition de ces flavonols hydroxylés
semble étre beaucoup plus restreinte, que leurs dérivés méthylés et/ou glycosylés qui se
produisent dans les Asteracées, Malvacées et Léguminosées. La présence de la gossypétine dans
une plante appartenant a la famille des Astéracées et surtout dans des fleurs jaunes est fortement
probable, car il a été signalé qu’il s’agit d’un pigment jaune des fleurs de certaines plantes de
cette famille (Harborne, 1998).

Les Aglycones libres n'ont été trouvés que rarement dans ces plantes. C’est le cas de
I’amentoflavone dans I’extrait méthanolique des tiges feuillées d’H. stoechas subsp. rupestre, de
la kaempférol et de I’apigénine dans I’extrait méthanolique des tiges feuillées de P. saxatile
subsp. saxatile. L’ Apigénine et sa forme glycosylée ont été antérieurement détectées dans
Phagnalon saxatile (L.) Cass. (Conforti et al., 2010), tandis que I’analyse d’un extrait de P.

rupestre n’a révélé que la présence de I’apigénine glucoside (Gongora et al., 2002).

I11.1.1. Relation Activité antioxydante / Composition des extraits

La relation entre I’activité¢ antioxydante et la composition phénolique des extraits représente
une approche valable dans la recherche de nouveaux principes bioactifs. Les flavonoides
(donneur d’atome d’hydrogéne) sont capables de réduire les radicaux libres hautement oxydants
tels que le superoxyde, peroxyl, alcoxy et les radicaux hydroxyles (Buettner, 1993). Cette
capacité a piéger les radicaux dépend de la structure et des substituants de ’hétérocycle C et du

noyau B.
114



3°"¢ partie : Résultats et discussion Chapitre IT1

Dans le cycle B, la présence d’un seul groupe hydroxyle diminue I’activité¢ (Pietta, 2000) et
la présence d’un groupe de catéchol en position 3’, qui présente les meilleures propriétés
donatrices d’¢lectrons, et d’un groupement hydroxyle en position 5’ est essentielle pour une
bonne activité antioxydante (Bors et al., 1990 ; Silva et al., 2002 ; Wolfe et Liu, 2008). Un
groupe hydroxyle supplémentaire dans ce cycle améliore encore cette capacité, comme
exemplifié¢ par la myricétine (Pietta, 2000). Les flavones et les flavonols qui contiennent le
groupe catéchol sont trés actifs, avec des flavonols plus puissant que les flavones
correspondantes en raison de la présence du groupe 3-hydroxyle dans I’hétérocyclique C (Pietta,

2000).

La conjugaison du cycle B et les doubles liaisons entre les carbones Cz- C3 et a la fonction
carbonyle en C4 (groupe 4-oxo) du cycle C, sont également importantes a la délocalisation des
¢lectrons (Bors et al.,, 1990 ; Silva et al., 2002). Cela est affirmé par la faible activité
antioxydante des flavanonols et flavanones en raison de 1’absence de ces conjugaisons (Pietta,
2000). De méme, des études suggerent que ces doubles liaisons permettent une meilleure
activit¢ antioxydante de la quercétine (flavonol) comparée a la taxifoline (flavanonol) (Van

Acker et al., 1996; Burda et al., 2001) et a la catéchine (flavanol) (Rice-Evans et al., 1996).

Pour les dérivés hydroxylés des flavonoides, plus le nombre de groupes hydroxyles
augmente, plus ils ont tendance a afficher de meilleurs effets de pi¢geage des radicaux. Les deux
groupes hydroxyles voisins montrent aussi de meilleurs effets (Young et al., 2007; Hyun et al.,

2010).

La contribution majeure a la chélation de métal par les flavonoides est due a la fraction
catéchol, c’est le cas de la quercétine qui a un pouvoir a chélater le cuivre plus prononcé par
rapport a celle de kaempférol (une structure similaire a la quercétine, sauf qu'il lui manque le
groupe catéchol dans I’anneau B) (Van Acker et al., 1996).

Cependant, la O-glycosylation ou la O-méthylation de groupements hydroxyles en positions
3, 5 et 7 des cycles A et C semblent étre de moindre importance et peuvent conduire a une
diminution importante de I’activité antioxydante (Pietta, 2000; Dugas et al., 2000). C’est le cas
par exemple de la rutine (glycosylation du groupe 3-hydroxyle dans I’hétérocyclique C) (Pietta,
2000). Cette diminution peut s’expliquer par un effet stérique qui modifie la planéit¢ du
flavonoide, et par suite sa capacité¢ a délocaliser les électrons. Bien qu’il ne soit pas possible
d’établir un lien direct entre le nombre de substituants méthoxyles et hydroxyles et ’activité
antioxydante d’un flavonoide, on peut noter que la méthylation d’un hydroxyle du cycle B est

particulierement défavorable a I’activité antioxydante (Musialik et al., 2009).
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Pour les non flavonoides, il a été¢ déja signalé que les dérivés de 1’acide cinnamique affichent
une capacité antioxydante supérieure a celle de leurs homologues benzoique (Kim et Lee, 2004)
et que le groupement caféoyl est essentiel a I’activité de pi¢geage des radicaux et pour I’anti-

peroxydation lipidique (Gongora et al., 2003).

Toutes ces suggestions nous ménent & comprendre la bonne activité antioxydante des extraits
aqueux des fleurs et des tiges feuillées d’H. stoechas subsp. rupestre et de I’extrait méthanolique
des tiges feuillées de P. saxatile subsp. saxatile. Les deux plantes contiennent les mémes familles
de composés phénoliques, dérivés de I’acide hydroxycinnamique, flavonols et flavones, ce qui
leur confére les hydroxyles et les conjugaisons qui permettent une excellente activité. Plusieurs
travaux ont montré que les isomeéres des acides caféoylquinique et dicaféoylquinique, composés
majeurs de tous les extraits testés dans ce travail, ont une activité antioxydante et que les
isomeres de 1’acide di-caféoylquinique possédent une activité antioxydante plus importante

(Iwai et al., 2004).

La meilleure activité de I’extrait méthanolique des tiges feuillées de P. saxatile subsp. saxatile
est probablement due au fait qu’il contient, en plus du nombre important de pics des isoméres de
I’acide caféoylquinique, des flavonoides aglycones (kaempférol et apigénine) et de la kaempférol
3-O-glucoside, qui a selon Maffei Facino et al. (1990) et Pietta et al. (1991) une activité de
piégeage des radicaux.

Les intensités des pics dans le chromatogramme de 1’extrait aqueux des tiges feuillées d’H.
stoechas subsp. rupestre, peuvent expliquer I’inactivité de 1’extrait méthonolique de cette partie
de plante car I’intensité du pic est proportionnelle a la concentration du composé détecté. Une
quantification peut renforcer cette hypothése. Toutefois, la glycosylation des flavonols peut étre
parmi les causes de cette faible activité.

Les extraits aqueux ont montré un pouvoir chélateur remarquable mais pas plus important
que ’EDTA. Il est possible d’établir un lien direct entre la présence des isoméres des acides
malonyl caféoylquinique et malonyl di-caféoylquinique et cette activité en se basant sur les
résultats de Ma et al. (2011), qui ont révélé que ces isomeres ont une activité de chélation du fer

importante comparés a la quercétine.

I11.2. Analyse par CG-SM des huiles essentielles des espéces de Ruta
Les huiles essentielles des especes du genre Ruta sont généralement caractérisées par un
meélange de 2-cétones, qui peut atteindre 84% de la composition de I’huile (Verzera et al.,

2000). Dans le présent travail, les 2-cétones représentent respectivement, 95.63, 81.08, 69.41 et
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1.59% dans les huiles essentielles de R. angustifolia, R. graveolens, R. chalepensis var.
bracteosa et R. tuberculata. Le principal composé est le 2-Undécanone sauf dans 1’huile de R.
tuberculata, dont la pipéritone est la principale cétone détectée.

L’abondance de 2-Undécanone dans ces huiles est entierement en conformité avec les travaux
effectués sur les espéces du genre Ruta comme dans les huiles essentielles de R. chalepensis
d’ Algérie (Merghache et al., 2009) et de la Tunisie (Mejri et al., 2010; Ben Bnina et al., 2010;
Saidani-Tounsi et al., 2011), dans les huiles essentielles de R. graveolens d’Egypte (El-
Sherbeny et al., 2007), d’Iran (Soleimani et al., 2009) et de la Malaisie (Yaacob-Karim et al.,
1989) et dans I'huile de R. angustifolia d’Algérie (Dob et al., 2008; Kabouche et al., 2011).
Cependant, en comparant avec ces travaux, la nature et les proportions des autres composés qui
constituent les huiles étudiées dans ce travail, ne sont pas toujours les mémes. Elles sont
probablement affectées par les chémotypes, les conditions climatiques, saisonniers et
géographiques, la période de récolte et la procédure d’extraction (Pala-Pail et al., 1993). En
effet, selon Corduan et Reinhard (1972), la lumiére a un effet déterminant sur la composition
de I'huile. Une espéce de Ruta qui pousse dans I’ombre aura des propriétés différentes de la
méme espece qui pousse en plein soleil.

Cependant, les alcools monoterpéniques représentent la majorité dans 1’huile de R.
tuberculata, suivis par les hydrocarbures monoterpéniques. Nous pouvons donc en déduire que
cette huile, sur laquelle les travaux sont rares, a une composition totalement différente par
rapport aux autres especes de Ruta. Les seuls travaux repérés sont effectués sur cette espece sous
son synonyme Haplophyllum tuberculatum (Forsskal) A. Juss et ont montré I’abondance des
hydrocarbures mono- et sesquiterpéniques dans les huiles d’Iran (Yari et al., 2000), d’Egypte
(Brunke et al., 1991) et d’Oman (Al-Burtamani et al., 2005).

I11.2.1. Relation Activité antimicrobienne / Composition des huiles essentielles

Certains chercheurs ont indiqué qu'il y a une relation entre les structures chimiques des
composés les plus abondants dans I’huile testée, leurs proportions, les interactions présentes
entre eux et I’activité antimicrobienne (Dorman et Deans, 2000; Delaquis et al., 2002). Il a ét¢
rapporté que les composés oxygénés ont une activité plus €levée par rapport aux autres classes.
Clest le cas des alcools et des phénols qui possedent des niveaux <¢élevés d’activité
antimicrobienne. Le thymol et le carvacrol rendent la membrane des bactéries perméable,
prémices de leur mort (Lambert et al., 2001), le thymol et I’eugénol sont capables d’induire une
lyse cellulaire (Rayour et al., 2003) et les alcools agissent en dénaturant les protéines, comme

solvants ou comme agents de déshydratation (Dorman et Deans, 2000). Le r6le fondamental du
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groupement hydroxyle dans I’action des phénols a été confirmé et sa position relative sur le
noyau benzénique influence peu le degré d’activité. L importance du noyau benzénique a été
aussi mis en évidence, en démontrant le manque d’activit¢é du menthol comparée a celle du
carvacrol (Ultee et al., 2002).

Selon, Mailhebiau (1994), les alcools monoterpéniques sont des anti-infectieux et les
cétones qui sont faiblement antiseptiques, ont une action antifongique confirmée par les résultats
de Belghazi et al. (2002) sur I’huile essentielle de Mentha pulegium. Dans cette étude, le (R)-
pulégone présent a 82%, a montré une forte activité antifongique contre Penicillium et Mucor.

De méme, une forte activité antimicrobienne a été observée pour les terpénes oxygénés, par
rapport aux hydrocarbures terpéniques. Le limonéne, qui est substitu¢ par un groupement
isopropyléne en position 4, présente une plus haute activité que son homologue le p-cymeéne,
substitué par un groupement isopropyle (Dorman et Deans, 2000). Ainsi, les hydrocarbures
monoterpéniques, considérés comme des antiseptiques atmosphériques a cause de leur structure
cyclique, sont inactifs pas la méthode de contact direct (aromatogramme) (Mailhebiau, 1994).
Cependant, il a été démontré que leur présence dans de le milieu gélosé inhibe la croissance du
mycélium de Curvularia pallescens et de Fusarium oxysporium (Singh et al., 2002).

D’autres groupements fonctionnels, comme les acétates, contribuent a accroitre 1’activité des
molécules antibactériennes. L’acétate de géranyle est plus actif que le géraniol contre un grand
nombre de bactéries Gram positives et Gram négatives (Dorman et Deans, 2000).

Toutes ces données expliquent le potentiel antifongique des composés des huiles essentielles
étudiées dans le présent travail et leur faible activité antibactérienne. Cette faible activité vient
confirmer les suggestions de nombreuses études (Proestos et al., 2006; Ben Bnina et al., 2010).
Cette activité est variable entre les différentes huiles essentielles des espéces de Ruta étudiées ce
qui est probablement due a leur composition chimique. Pour I’huile de R. angustifolia, aucune
activité antibactérienne n’a été détectée, ce qui est probablement di a la présence de 95.63% de
cétones. L’activité antibactérienne modeste des huiles essentielles de R. chalepensis var.
bracteosa et de R. graveolens, est apparemment liée a la présence d’hydrocarbures
monoterpéniques. Alors que, ’activité de R. tuberculata contre E. faecalis et B. cereus peut étre
liée a la présence d’alcools et d’hydrocarbures monoterpéniques.

Le pouvoir antifongique significatif de ces huiles essentielles peut étre attribué a I’abondance des
alcools monoterpéniques dans I’huile de R. tuberculata et des composés cétoniques dans toutes

les huiles.

118



3°"¢ partie : Résultats et discussion Chapitre IT1

IV. Conclusion

Les extraits méthanoliques et aqueux d’H. stoechas subsp. rupestre et de Phagnalon saxatile
subsp. saxatile sont riches en isomeres de 1’acide caféoylquinique a forte activité antioxydante. Il

ne suffit pas d’identifier cette classe de composés mais aussi de les quantifier.

Les huiles essentielles des espéces de Ruta, a potentiel antifongique, sont riches en cétones.
Ces propriétés naturelles en font des agents de conservation trés prometteurs pour 1’industrie

alimentaire.
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Conclusion générale et Perspectives

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus par leurs
propriétés thérapeutiques. Vu la toxicité et/ou les effets secondaires indésirables des molécules
de synthese, I'utilisation de ces plantes est en progression constante. Ainsi, le besoin établi a
développer de nouveaux agents antioxydants et antimicrobiens pour résoudre les problémes de
I’implication du stress oxydatif dans plusieurs maladies (maladies cardiovasculaires, la maladie
de Parkinson, la maladie d’Alzheimer.etc.), de la résistance aux antimicrobiens et du stockage
des produits alimentaires, méne plusieurs chercheurs a valoriser certaines plantes médicinales.

L’objectif de ce travail de these est d’étudier les activités antioxydantes et antimicrobiennes
des huiles essentielles et des extraits de quelques plantes aromatiques originaires d’Algérie. 11
s’agit d’Helichrysum stoechas subsp. rupestre et de Phagnalon saxatile subsp. saxatile de la
famille des Astéracées, qui poussent spontanément dans la région de Tlemcen et de quatre
espéces de Rutacées, Ruta angustifolia, R. graveolens, R. chalepensis var. bracteosa, et R.
tuberculata, originaires respectivement de Tlemcen, Anaba, Ain temouchent et Bechar.

Les résultats du premier chapitre révelent que les rendements en huiles essentielles d’H.
stoechas subsp. rupestre et de P. saxatile subsp. saxatile sont négligeables, ce qui rend leur étude
difficile. Les extraits hydro-méthanoliques de ces espéces contiennent une quantité considérable
de composés phénoliques, et ont des propriétés antioxydantes intéressantes. Les plus fortes
teneurs en composés phénoliques, en tanins et la plus grande capacité antioxydante totale (97.5 +
0.33 mg EAG/g MS), ont été obtenues pour I’extrait des fleurs d’H. stoechas subsp. rupestre.
L’extrait des tiges feuillées de P. saxatile subsp. saxatile, a révél¢ la teneur la plus élevée en
flavonoides et la plus forte activité antioxydante par les méthodes de pié¢geage des radicaux
DPPH’ et ABTS " ainsi que D’inhibition de blanchiment du B-caroténe, et ceci par rapport aux
standards (BHT, BHA). La meilleure activité est obtenue en piégeant le radical DPPH’ avec une
valeur de Clso de 5.65 = 0.10 pg/mL. L’extraction sélective des molécules bioactives a partir de
ces deux especes, par des solvants appropriés (hexane, dichlorométhane, méthanol et eau), révele
que les teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides sont significativement plus élevées dans
les extraits a polarité¢ élevée, notamment le méthanol, et que 'utilisation de ces solvants permet
I’extraction des composés doués d’une activité antioxydante puissante, sauf pour I’extrait
méthanolique des tiges feuillées d’H. stoechas subsp. rupestre. Comme pour les extraits hydro-
méthanoliques, I’activité de quelques extraits est comparable ou plus importante que celle des
BHA et BHT par les trois méthodes : pi¢geage des radicaux DPPH’ et ABTS " et inhibition de
blanchiment du B-caroténe, avec des valeurs de Clsg respectives de 5.47 £ 0.15, 63.77 £ 0.9 et

22.71 £ 0.41 pg/mL pour I’extrait méthanolique des tiges feuillées de P. saxatile subsp. saxatile.
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Pour tous les extraits testés, une bonne corrélation entre I’activité antioxydante et les teneurs en
composés polyphénoliques a été¢ établie. A I’exception de la capacité antioxydante totale,
I’extraction successive des molécules antioxydantes par le méthanol et 1’eau, aprés passage par
I’hexane et le dichlorométhane, a permis d’avoir des activités semblables ou plus importantes par
rapport a celles des extraits hydro-méthanoliques. Cependant, 1’activité reste significativement
inférieure a celles des standards, par les méthodes de la réduction et de la chélation du fer.

Les extraits hydro-méthanoliques n’ont montré aucune activité antimicrobienne sur les souches
microbiennes testées, alors que les extraits obtenus successivement, notamment a partir de
I’hexane et du dichlorométhane, ontune activité modérée sur quelques souches bactériennes.

Le deuxiéme chapitre révele que les extraits hydro-méthanoliques de R. angustifolia, R.
graveolens, R. chalepensis var. bracteosa et R. tuberculata, sont pauvres en composés
phénoliques et par conséquent exercent un pouvoir antioxydant faible a modéré, par rapport aux
standards. Ces extraits n’ont montré aucune activité antimicrobienne sur les souches
microbiennes testées. L’étude des huiles essentielles de ces especes, révele leur trés faible
activité antioxydante et prouve leur potentiecl comme inhibiteur de la croissance fongique.
Aspergillus fumigatus et Cladosporium herbarum sont les souches les plus sensibles a ces huiles
avec des valeurs de CMI inférieures a 4 pl/mL pour certaines huiles et atteignant 9 pl/mL pour
d’autres. Contre C. albicans, I’huile essentielle de R. graveolens a I’effet inhibiteur le plus
important (CMI de 22 pl/mL).

Les résultats des deux premiers chapitres ont permis de mettre en avant les propriétés
antioxydantes des extraits d’H. stoechas subsp. rupestre et de P. saxatile subsp. saxatile préparés
par des solvants polaires (Méthanol et eau) a travers plusieurs méthodes et la capacité
antifongique des huiles essentielles des quatre espéces de Ruta a 1’égard de quelques
champignons pathogeénes. Ces résultats, ont donné naissance a un troisiéme chapitre, dans lequel
nous avons tenté d’identifier les molécules responsables des ces activités. L’analyse par CLHP-
SM a révélé la présence des dérivés d’acide hydroxycinnamique: les isomeéres d’acide
caféoylquinique et di-caféoylquinique dans tous les extraits et les isomeres d’acide malonyl
caféoylquinique et di-caféoylquinique dans les extraits aqueux. D’autres classes de flavonoides
ont été détectées a savoir les flavonols, les flavones et les biflavones. Cette composition nous
mene a comprendre la bonne activité antioxydante des extraits aqueux des fleurs et des tiges
feuillées d’H. stoechas subsp. rupestre et de I’extrait méthanolique des tiges feuillées de P.
saxatile subsp. saxatile. Cependant, il semble important de quantifier le contenu phénolique de
I’extrait méthanolique de tiges feuillées d’H. stoechas subsp. rupestre pour pouvoir justifier sa

faible activité.
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Les huiles essentielles de R. angustifolia, R. graveolens et R. chalepensis var. bracteosa,
analysées par CG-SM, ont montré une grande variation dans leur composition chimique avec
celle de R. tuberculata. Les trois premicres huiles essentielles ont été dominées par les 2-cétones
(usqu’a 95.63%) tandis que I’huile de R. tuberculata contient une pipéritone (13.62%) et
certains alcools monoterpéniques (40.79%), ce qui explique le potentiel antifongique des ces
huiles essentielles.

A la lumiére de ces résultats, nous pouvons conclure que les deux Astéracées d’Algérie,
étudiées dans ce travail, peuvent constituer une nouvelle source de dérivés d’acide
caféoylquinique doués d’un potentiel antioxydant important. De méme, compte tenu du pouvoir
antifongique des huiles essentielles des éspeces de Ruta, certains de leurs composants peuvent
étre recommandés pour la formulation d’agents de conservation.

Bien que les résultats présentés dans cette étude apportent des éléments concernant les
possibilités d’utiliser ces plantes dans I’industrie pharmaceutique, alimentaire ou cosmétique,
d’autres études doivent étre menées pour :

- Evaluer le potentiel antioxydant, in vivo, des extraits de ces deux Astéracées et de chacun
de leurs composés pris séparément, pour mettre en évidence le principe actif et/ou une
éventuelle synergie entre les différents composés phénoliques.

- Obtenir des informations sur I’efficacité pratique des huiles essentielles pour empécher la
multiplication des microbes dans les aliments. Toutefois, certaines questions associées au
mauvais golt doivent étre étudiées.

Par ailleurs, la détermination de la toxicité¢ des extraits et des huiles essentielles par des essais de

laboratoire, demeure une exigence trés importante pour leur utilisation future.
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Annexe 1 : Courbes d’étalonnage

Les courbes d’étalonnage réalisées pour les dosages de PPT, Flavonoides et Tanins :
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Figure 71 : Courbe d'étalonnage de I'acide Figure 72 : Courbe d'étalonnage de la
gallique pour le dosage des polyphénols catéchine pour le dosage des flavonoides
0.4
e 0.35 y = 0.00076x- 0.00760
Z 03 R?=0.994 »
=] ~
w025 —
] /‘/
§ 0.2 L
= ~
8 o1s _ /../
2 01 /./
2 o
< 0.05 //./
_~
0 e
0 100 200 300 400 500
Concentrations de la catéchine (pg/ ml)

Figure 73 : Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des tanins

La courbe d’étalonnage réalisée pour la détermination de la capacité antioxydante
totale :
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Figure 74 : Courbe d'étalonnage de I’acide gallique pour la détermination de la capacité
antioxydante totale

135



Annexes

Annexe 2 : Activité antioxydante des extraits hydro-méthanoliques d’H. stoechas subsp.

rupestre, et de P. saxatile subsp. saxatile
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Figure 77 : Pourcentages d’inhibition du

Concentrations (g ml)

Figure 78: Pouvoir chélateur du standard

radical libre ABTS ™ pour les substances de EDTA
référence et les extraits testés
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Figure 79 : Pouvoir chélateur des extraits

testés

Figure 80 : Capacité du standard BHA a

inhiber le blanchiment du p-caroténe

BHA, BHT et Trolox: Antioxydants de synthése, HSF : Fleurs d’H. stoechas subsp. rupestre, HSTF . Tiges feuillées d’'H. stoechas subsp.
rupestre, PSF : Fleur de P. saxatile subsp. saxatile, PSTF : Tiges feuillées de P. sacatile subsp. saxatile
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Figure 81: Capacité des échantillons a inhiber le blanchiment du p-caroténe

Annexe 3 : Activité antioxydante des extraits obtenus par des extractions successives
d’H. stoechas subsp. rupestre, et de P. saxatile subsp. saxatile

Figure 82 : Pourcentages d’inhibition du
radical libre DPPH’ pour la substance de
référence et les extraits d’hexane (Hx) et de
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Figure 83 : Pourcentages d’inhibition du
radical libre DPPH pour la substance de

référence et les extraits méthanoliques (M)
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Figure 84 : Pourcentages d’inhibition du
radical libre DPPH’ pour la substance de
référence et les extraits aqueux (A)

Figure 85: Pouvoirs réducteurs de la
substance de référence et des extraits

d’hexane (Hx) et de dichlorométhane (D)

BHT : Antioxydant de synthése, HSF : Fleurs d 'H. stoechas subsp. rupestre, HSTF : Tiges feuillées d’H. stoechas subsp. rupestre, PSF : Fleur
de P. saxatile subsp. saxatile, PSTF : Tiges feuillées de P. saxatile subsp. saxatile.
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Figure 90: Pouvoir chélateur des extraits
aqueux (A)
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Figure 91: Capacité des échantillons
méthanoliques (M) et aqueux (A) a inhiber

le blanchiment du p-caroténe

Trolox et BHT : Antioxydants de synthése, HSF : Fleurs d’H. stoechas subsp. rupestre, HSTF : Tiges feuillées d’H. stoechas subsp.
rupestre, PSF : Fleur de P. saxatile subsp. saxatile, PSTF : Tiges feuillées de P. saxatile subsp. saxatile.
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Annexe 4 : Activité antioxydante des extraits et des huiles essentielles des especes de Rura
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Figure 92: Pourcentages d’inhibition du
radical libre DPPH’ pour les extraits hydro-
méthanoliques des especes de Ruta
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Figure 93: Pourcentages d’inhibition du
radical libre DPPH  pour les huiles
essentielles des especes de Ruta
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Figure 94: Pouvoirs réducteurs des extraits
hydro-méthanoliques des espéces de Ruta
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Figure 95: Pouvoirs réducteurs des huiles
essentielles des especes de Ruta

EHM : extrait hydro-méthanolique. HE : huile essentielle.
RCb : R. chalepensis var. bracteosa, RG : R. graveolens, RA : R. angustifolia ,RT : R. tuberculata
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Annexe S : Activité antifongique des huiles essentielles des especes de Ruta

Tableau 26 : Les pourcentages d’inhibition des champignons par les huiles essentielles des
especes de Ruta.
Pourcentage inhibition (%)

Concentrations (ul/ml) 9 8 7 5 4
HE de R. angustifolia

Cladosporium herbarum 100 89
Fusarium oxysporum 100 75 42 17
Alternaria alternaria 100 75 73 58 53
Aspergillus flavus 77 36
Aspergillis fumigatus 100

HE de R. graveolens

Cladosporium herbarum 100 80.5 72 61
Fusarium oxysporum 100 73 50 27 17
Alternaria alternaria 52 34 27 20.5
Aspergillus flavus 85 79 43
Aspergillis fumigatus 100

HE de R. chalepensis var. bracteosa

Cladosporium herbarum 100 ‘ 78
Fusarium oxysporum 100 | 50 | 34
Alternaria alternaria 100 70
Aspergillus flavus 100 ‘ 72 64 62 61
Aspergillis fumigatus 100 80 67 45
HE de R. tuberculata

Cladosporium herbarum | 100 | 87 72 65 52
Fusarium oxysporum 100 53 42 35
Alternaria alternaria 61 48 32
Aspergillus flavus 100 80 65
Aspergillis fumigatus 75 65
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Antimicrobial properties of plants essential oils have been investigated in order to suggest them as poten-
tial tools to overcome the microbial drug resistance and the increasing incidence of food borne diseases
problems. The aim of this research is to study the antibacterial and antifungal effects of four traditional
plants essential oils, Ruta angustifolia, Ruta chalepensis, Ruta graveolens and Ruta tuberculata, against stan-

dard bacterial and fungal strains. The chemical compounds of the oils were examined by GC/MS. Results

Keywornds:
Antibacterial activity
Antifungal activity
Ruta species
Essential oil

GC/MS analysis

revealed a powerful antifungal activity against filamentous fungi. Aspergillus fumigatus and Cladosporium
herbarum are the most sensitive strains to these oils with MIC values less than 3.5 pg ml ! for certain oils,
reaching 7.8 ug ml " for other. GC/MS essay exhibited ketones as the most abundant constituent of these
oils except for R. tuberculata essential oil which has a completely different composition, monoterpenes
alcohols being the most abundant. These compositions explain their potential antifungal activity.

© 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

The development of drug resistance as well as the appearance of
side effects of certain antibiotics has led to the search of new antimi-
crobial agents mainly among plant extracts with the goal to discover
new chemical structures which overcome the above disadvantages
(Lewis & Ausubel, 2006). Thus, the food industry at present uses
chemical preservatives to prevent the growth of food borne and
spoiling microbes and to extend the life of foods. Mainly due to
undesirable effects such as toxicity and carcinogenicity of synthetic
additives, interest has considerably increased for finding naturally
occurring antimicrobial compounds suitable for use in food (Feng
& Zheng, 2007). With antimicrobial studies, the chemical composi-
tion should ideally be used to correlate any structure activity rela-
tionships (Van-Vuuren & Viljoen, 2007) .

Essential oils are complex mixtures comprising many single
compounds. Each of these constituents contributes to the benefi-
cial or adverse effects of these oils. Therefore, the intimate knowl-
edge of essential oil composition allows for a better and specially
directed application (Dorman & Deans, 2000). Many oils have been
identified as antimicrobials. This activity is variable of one to an-
other and from one microbial strain to another (Kalemba & Kuni-
cka, 2003).

# Corresponding author.
E-mail address: biofar23@yahoo.fr (F. Haddouchi).

0308-8146/% - see front matter @ 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.
hitp:/(dx.doi.org/101016(j.foodchem.2013.03.007

Ruta chalepensis var. bracteosa is characterised by its petals
fringed, matching only half the width of the petals and bracts much
larger than the stem to which they are attached. Ruta graveolens is
branded by its petals not fringed and it fruit rounded, while Ruta
angustifolia is determined by its oval leaves in their general outline,
2-3 times divided into segments oblong and ciliate-fringed sepals
(Bonnier, 1999). Ruta tuberculata is characterised by its leaves lan-
ceolate or often elongated and small flowers with four petals yel-
low (Ozenda, 1991).

The phytochemical studies conducted on these species charac-
terise the presence of amino acids, saponins (Hnatyszyn, Arenas,
Moreno, Rondina, & Coussio, 1974}, alkaloids, flavonoids, coumarins,
tannins, volatile oil, glycosides, sterols and triterpenes (Chen,
Huang, Huang, Wang, & Ou, 2001). They are used in the traditional
medicine of many countries for the treatment of a variety of dis-
eases. Exciting, diaphoretic, antiseptic, antispasmodic, anthelmintic
(Bonnier, 1999), emmenagogue, abortifacient and anti-inflamma-
tory properties (Raghav, Gupta, Agrawal, Goswami, & Das, 2006),
are assigned to R. chalepensis var. bracteosa, R. graveolens and R.
angustifolia. R. tuberculata treats bone and joint pain, dysmenorrhea,
infertility in women, anaemia and headache (Hammiche & Maiza,
2006).

In this paper we report the chemical composition and the
antibacterial and antifungal activities of four Ruta species essential
oils belonging to the family of Rutaceae. These are R. chalepensis
var. bracteosa (DC) Boiss, R. graveolens L, R. angustifolia Pers.,
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[ABSTRACT]
AIM: The aqueous methanolic extracts of two plants from Algena, Helichrysum stoechas subsp. rupestre and Phagnalon saxarile
subsp. saxatile, were investigated for their antioxidant activity.
METHOD: Total phenolics, flavonoids, and tannins were determined by spectrophotometric techniques. Jn virre antioxidant and
radical scavenging profiling was determined by spectrophotometric methods, through: Total antioxidant capacity, and radical
scavenging effects by the DPPH and ABTS methods. reducing and chelating power. and blanching inhibition of the f-carotene.
RESULTS: All of the extracts showed interesting antioxidant and radical scavenging activity. The highest contents in phenolics,
tanmns, and the highest fotal antioxidant capacity as gallic acid equivalents of 97.5 = 0.33 mg GAE/g DW was obtained for the
flowers of H stoechas subsp. rupestre extract in the phosphomolybdenum assay. An extract of the leafy stems of P saxatile subsp.
saxatile revealed the highest content of flavonoids, and the highest antioxidant activity by the radical scavengmg and f-carotene
assays when compared with standards. The best activity was by the scavenging radical DPPH with an ICs; value of 5.65 £ 0.10
pgmL™.
CONCLUSION: The studied medicinal plants could provide scientific evidence for some traditional uses in the treatment of dis-

eases related to the production of reactive oxvgen species (ROS) and oxidative stress.
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Introduction

When oxygen 1s supplied in excess. or its reduction 1s
insufficient, reactive oxyvgen species (ROS) are generated. It

1s generally accepted that free radicals play an important role
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m the development of tissue damage and pathological events m

In order to prolong the storage stability of foods. and to re-
duce damage to the human body. synthetic antioxidants. such
as butylated hydroxvamsole (BHA) and butylated hydroxyto-
luene (BHT), are commonly used. However, restrictions on
the use of these compounds are being imposed because of
their carcinogenicity and some side effects Bl Thus, evalua-
tion of the antioxidant activity of naturally occurring sub-
stances has been the focus of interest in recent years B4 The
antioxidant activity of plants. which contamn a diverse group

of phenolic compounds. 15 mainly due to their redox proper-
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Résumé

Les travaux présentés dans cette thése contribuent d’une part, a I’étude des activités antioxydantes et antimicrobiennes de quelques plantes d’Algérie et d’autre
part a la caractérisation de ces plantes par I’étude de la composition chimique des huiles essentielles et des extraits (macérits hydro-méthanoliques, extraits obtenus
successivement par soxhlet par des solvants de polarité croissante -hexane, Dichlorométhane, méthanol, eau-) par des outils d’analyse des mélanges complexes
naturels. Il s’agit de deux Astéracées : Helichrysum stoechas subsp. rupestre auct. et Phagnalon saxatile (L.) Cass. subsp. saxatile et de quatre Rutacées : Ruta
angustifolia Pers., Ruta chalepensis var. bracteosa (DC.) Boiss., Ruta graveolens L.et Ruta tuberculata Forsk.

Pour les deux especes d’Astéracées, les extraits hydro-méthanoliques, et ceux obtenus successivement par des solvants polaires, généralement le méthanol,
contiennent des composés phénoliques et ont une activité antioxydante intéressante, a ’exception des fleurs de P. saxatile subsp. saxatile. Les extraits des fleurs d’H.
stoechas subsp. rupestre et des tiges feuillées de P. saxatile subsp. saxatile sont les plus actifs, avec les teneurs les plus élevées en composés phénoliques. Ces
activités sont comparables a celles des standards a I’exception des pouvoirs de réduction et de chélation du fer. La meilleure activité est obtenue en piégeant le radical
DPPH’ avec des valeurs de Cls, comprises entre 5.47 et 6.58 pg/mL. Une activité¢ antifongique puissante, des huiles essentielles des espéces de Ruta, a été révélée
contre les champignons filamenteux. Aspergillus fumigatus et Cladosporium herbarum sont les souches les plus sensibles a ces huiles avec des valeurs de CMI
inférieures a 4 pl/mL pour certaines huiles, atteignant 9 pl/mL pour les autres.

La relation entre les potentiels étudiés et les compositions des extraits et des huiles essentielles a été établie, respectivement, par CLHP-SM et CG-SM. H.
stoechas subsp. rupestre et P. saxatile subsp. saxatile, de I'ouest algérien, constituent une nouvelle source des dérivés d’acide hydroxycinnamique a activité
antioxydante. Riches en cétones (jusqu’a 95%), les huiles essentielles de Ruta chalepensis var. bracteosa, R. angustifolia et de R. graveolens, possédent des
compositions chimiques fréquemment décrites dans la littérature. En revanche, 'huile essentielle de R. mberculata présente une composition différente et rarement
décrite, caractérisée par la présence majoritaire des alcools monoterpéniques (40.79%). Les propriétés antifongiques de ces huiles essentielles permettent de les
proposer comme un outil potentiel a surmonter le probleme de I'incidence croissante de maladies d'origine alimentaire.

Mots-clés : Helichrysum stoechas subsp. rupestre, Phagnalon saxatile subsp. saxatile, Ruta, activit¢ antioxydante, activité antimicrobienne, composés
phénoliques, huile essentielle, CG-SM, CLHP-SM.
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Abstract

The work presented in this thesis contribute one hand, the study of antioxidant and antimicrobial activities of some plants in Algeria and also in the
characterization of these plants by studying the chemical composition of essential oils and extracts (hydro-methanolic macerates, extracts obtained successively by
soxhlet with solvents of increasing polarity -hexane, dichloromethane, methanol, water-) by analytical tools of natural complex mixtures. There are two Asteraceae:
Helichrysum stoechas subsp. rupestre auct. and Phagnalon saxatile (L.) Cass. subsp. saxatile and four Rutaceae: Ruta angustifolia Pers., Ruta chalepensis var.
bracteosa (DC.) Boiss., Ruta graveolens L. and Ruta tuberculata Forsk.

For both species Asteraceae, aqueous-methanolic extracts, and those obtained successively by polar solvents, typically methanol, contain phenolic compounds
and have an interesting antioxidant activity, with the exception of P. saxatile subsp. saxatile flowers. Extracts of H. stoechas subsp. rupestre flowers and of P. saxatile
subsp. saxatile leafy stem are the most active, with the highest levels of phenolic compounds. These activities are comparable to those of standards with the exception
of iron reducing power and iron chelation method. The best activity is obtained by scavenging radical DPPH® with ICs, values between 5.47 and 6.58 pg/mL. Potent
antifungal activity of essential oils of species of Ruta, was revealed against filamentous fungi. Cladosporium herbarum and Aspergillus fumigatus are the most
sensitive to these oils strains with MIC values below 4 ul/mL for some oils, up to 9 ul/mL for the others.

The relationship between potential studied and the compositions of the extracts and essential oils has been established, respectively, by HPLC-MS and GC-MS. H.
stoechas subsp. rupestre and P. saxatile subsp. saxatile, of western Algeria, providing a new source of hydroxycinnamic acid derivatives with antioxidant activity.
Rich ketones (up 95%), essential oils of Ruta chalepensis var. bracteosa, R. graveolens and R. angustifolia, possess chemical compositions frequently described in the
literature. However, the essential oil of R. tuberculata has a different composition and rarely described, characterized by the predominant presence of monoterpene
alcohols (40.79%). The antifungal properties of those essential oils allow them to provide a tool to overcome the problem of the increasing incidence of foodborne
illness.

Keywords: Helichrysum stoechas subsp. rupestre, Phagnalon saxatile subsp. saxatile, Ruta, antioxidant activity, antimicrobial activity, phenolic compounds,
essential oil, GC-MS, HPLC-MS



