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Résumé

Les plantes a usage médicinal sont considérées comme principale source de soins de santé
pour la majorité de la population mondiale. Dans le but de valoriser les plantes médicinales de
I’Algérie, nous nous sommes intéressés a I’étude des activités biologiques de différents extraits de
trois plantes médicinales endémiques du sud ouest algérien, a savoir : Ammodaucus leucotrichus Coss.
& Dur., Anabasis aretioides Moq. & Coss. et Limoniastrum feei (Girard) Batt.

L’analyse chimique de I’huile essentielle d’A. leucotrichus, par CPG/SM ainsi que par la
RMN "C, a permis de dévoiler la présence de onze composés dont le périllaldéhyde comme composé
majoritaire (87.04 %) suivi par le limonéne (8.2 %). L’étude de 1’activité antimicrobienne de cette
huile a révélé une importante activité antibactérienne vis-a-vis de plusieurs souches : Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus, Salmonella typhimurium, Escherichia coli et Enterobacter cloaceae avec des
valeurs de CMI comprises entre 0.5 & 1 uL/mL, ainsi qu’une remarquable activité antifongique vis-a-
vis des champignons filamenteux ; Fusarium oxysporum et Aspergillus flavus, avec des valeurs de
CMI comprises entre 0.25 a 0.5 uL/mL. L’évaluation de la cytotoxicité vis-a-vis des globules rouges
humains a montré un faible pourvoir hémolytique de I’huile essentielle a 1’état pure alors qu’il est nul
a faible concentration de celle-ci.

Les différents extraits organiques d’A. aretioides ont exprimé des teneurs variées en
polyphénols et en flavonoides, ces teneurs varient entre 101.85 a 213.84 mg GAE/g et 46.68 a4 132.8
mg CEQ/g, respectivement. Ces extraits organiques ont présenté une modeste activité antioxydante et
un tres faible pourvoir antimicrobien.

Les extraits organiques polaires : méthanolique, éthanolique et acétonique de L. feei ont
présenté des teneurs considérables en polyphénols et en flavonoides. Ces teneurs ont été comprises
entre 127.07 2 262.11 mg GAE/g et 84 a 157.88 mg CEQ/g, respectivement.

Une considérable activité antioxydante des extraits organiques polaires de L. feei a été révélée.
L’extrait méthanolique a exprimé une valeur de la Clsy de I’ordre de 3.2 pg/mL, qui est comparable a
celle de I’acide ascorbique (2.48 pg/mL) dans le test du piégeage du radical libre DPPH. Le méme
extrait a exprimé un fort pouvoir piégeur du radical hydroxyle avec une valeur de la Clsy de I’ordre de
36.33 ug/mL, qui est supérieure a celle de I’acide ascorbique (61.83 pg/mL). Dans le test de
I’inhibition de la décoloration du f-caroténe, 1’extrait acétonique a exprimé un remarquable pouvoir
antioxydant comparable a 1’antioxydant de référence BHA (Clso: 5.85 pg/mL et 4.26 pg/mL,
respectivement). Un faible pouvoir cytotoxique vis-a-vis des globules rouges humains a été exercé par
I’extrait méthanolique de L. feei, ce qui rend I’utilisation de cette plante sans risque pour les

populations indigenes.

Mots clés : Plantes médicinales, Ammodaucus leucotrichus, Anabasis aretioides, Limoniastrum feei,

Activités biologiques, Huile essentielle, Polyphénols, Flavonoides.




Abstract

Plants for medicinal purposes are considered as the main source of health care for the majority
of the world population. In order to promote medicinal plants in Algeria, we were interested in this
work to the study of biological activities of various extracts of three medicinal plants endemic in
south-west of Algeria: Ammodaucus leucotrichus Coss. & Dur., Anabasis aretioides Moq. & Coss.
and Limoniastrum feei (Girard) Batt.

Chemical analysis of the essential oil from A. leucotrichus by GC/MS as well as by the NMR
of the °C allowed to reveal the presence of eleven compounds including perillaldehyde as the major
compound (87.04%) followed by limonene (8.2%).

The study of the antimicrobial activity of this oil showed significant antibacterial activity
against several strains: Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Salmonella typhimurium, Escherichia
coli and Enterobacter cloaceae with an MIC values between 0.5 to 1 pL/mL, and a remarkable
antifungal activity against filamentous fungi: Aspergillus flavus and Fusarium oxysporum, with an
MIC values ranging from 0.25 to 0.5 pL /mL.

The assessment of the cytotoxicity of the essential oil against human red blood cells showed a
low hemolytic activity of pure oil while it was negative at low concentration.

Organic extracts of A. aretioides expressed varied levels of phenols and flavonoids, these
levels were ranged from 101.85 to 213.84 mg GAE/g and 46.68 to 132.8 mg CEQ/g, respectively.
These organic extracts showed a modest antioxidant and very low antimicrobial activities.

Polar organic extracts: methanol, ethanol and acetone of L. feei presented considerable levels of
phenols and flavonoids. These levels were ranged from 127.07 to 262.11 mg GAE/g and 84 to 157.88
mg CEQ/g, respectively.

Considerable antioxidant activity of polar organic extracts of L. feei was revealed. In the
DPPH scavenging method, methanolic extract expressed an ICs, of about 3.2 pug/mL which is
comparable to that of the ascorbic acid (2.48 pg/mL). The same extract expressed strong power
against hydroxyl radical with an ICs, of about 36.33 pg/mL, which is higher than that of the ascorbic
acid (61.83 pg/mL). In the test of the f-carotene bleaching, acetone extract expressed a remarkable
antioxidant power comparable to the BHA (positive control) (ICsy: 5.85 pg/mL and 4.26 pg/mL,
respectively). A low cytotoxic activity against human red blood cells was observed by the methanol

extract of L. feei, this can be explained the safety uses of this plant by indigenous populations.

Keywords: Medicinal plants, Ammodaucus leucotrichus, Anabasis aretioides, Limoniastrum feei,

Biological activities, Essential oils, Phenolic compounds, Flavonoids.
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artout dans le monde, 1’étre humain a su tirer de son environnement des
Premédes naturels a des maladies diverses via les expériences cumulées au fils
des années. Dans les grandes civilisations qui ont marqué [’humanité, se trouve
une bonne partie de I’histoire de 1’utilisation des plantes en tant que remede. La
civilisation arabo-musulmane a marqué son empreinte dans le domaine des plantes

médicinales et a « boosté » I’exploitation des plantes pour 1’'usage médicinal.

Aujourd’hui, nous avons un héritage important de savoir ancestral sur
I’utilisation des plantes médicinales et aromatiques que nous devons préserver et
consolider. Ce savoir ancestral que nous trouvons chez les tradipraticiens, les
herboristes et chez les vendeurs (ses) d’herbes médicinales, constitue un patrimoine

socioculturel et socioéconomique que 1’ Algérie en possede une partie.

De nos jours, dans chaque région et dans chaque ville, nous trouvons des
herboristes et des magasins par dizaines et des centaines activant dans le commerce
des plantes médicinales. Ceci est interprété par la valeur socioculturelle de la
médication par les plantes que nous avons héritée de nos ancétres. La place des
tisanes a base de thym et de verveine est non reprochable quand il s’agit d’un début de

grippe ou d’un rhume.

Par définition, les plantes aromatiques et médicinales se définissent comme
étant des mati¢res premicres utilis€ées a des fins thérapeutiques, aromatiques et/ou
culinaires, ou en tant que composants entrant dans la fabrication de produits

cosmétiques, de médicaments, d’aliments naturels et autres produits de santé.

Actuellement, la demande industrielle de plantes médicinales et aromatiques
est indéniable, et ce grice a la production accrue de formulations thérapeutiques et

cosmétiques et de compléments alimentaires a base de plantes.

Dans les pays développés, les produits finis a base de plantes médicinales et
aromatiques sont de plus en plus prescrits et vendus. Cette activité est cernée par
plusieurs cadres juridiques, particulieérement, aux Etats Unies et en Europe, ou une

1égislation draconienne est appliquée pour organiser ce marché.
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Dans les pays en voie de développement, ce type de produits constitue un
potentiel économique important que certains exportateurs s’efforcent pour le
développer et I’exploiter en entier. Le Maroc, 12°™ exportateur mondial, donnent
I’exemple de I’exploitation des plantes aromatiques et médicinales (El-Khenchoufi,

2013).

L’évolution et le changement du mode de vie que le monde connait fait que les
produits d’origine naturelle sont de plus en plus demandés et sollicités par les
consommateurs. A titre d’exemple, les produits alimentaires qui renferment des
additifs naturels sont plus demandés que ceux additionnés par des additifs

synthétiques.

En effet, la communauté scientifique a mené plusieurs travaux scientifiques
pour étudier les plantes médicinales en recherchant les molécules actives dotées
d’activités biologiques. Les différentes bases de données scientifiques en témoignent,
des centaines de milliers d’articles scientifiques portant sur I’étude des plantes

aromatiques et médicinales y sont répertoriées.

Les importantes avancées technologiques dans le domaine de 1’analyse
chimique, essentiellement, le développement des techniques et appareils
ultrasensibles, ont fait progresser la phytochimie de la simple macération a la
purification et I’identification, voire méme, le suivi du métabolisme d’une molécule

donnée au sein de la plante : la métabolomique.

Plusieurs aspects sont traités par les chercheurs dans leurs études. Parmi ces
aspects, la recherche des molécules antioxydantes a connu un essor spectaculaire ces
deux dernieres décennies. Trés nombreux sont les brevets et les articles portant sur la
recherche des antioxydants dans les plantes médicinales. Ceci dans le but de
remplacer les antioxydants de synthése qui se sont avérés dangereux pour la santé

humaine (Baur ez al., 2001 ; INCHEM, 2002 ; Hazmap, 2010).

La recherche des composés antimicrobiens dans les plantes médicinales a tiré
I’attention des chercheurs partout dans le monde et ce a cause des problémes de santé

que pose la résistance aux antibiotiques existants. A titre d’exemple, quelques huiles
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essentielles sont connues pour leur pouvoir antimicrobien et sont utilisées comme des

antiseptiques dans différents domaines.

Les plantes aromatiques et médicinales de part leur utilisation ancestrale nous

offre un terrain important d’investigation.

La région sud de notre pays, méme si elle est désertique et dotée d’un climat
sec, renferme des régions spécifiques qui possedent des variétés de plantes
surprenantes par leur aspect et par leur pouvoir d’adaptation. On en dénombre
plusieurs especes endémiques. Les populations autochtones gardent avec une grande
passion le savoir faire et ’utilisation traditionnelle (médicinales, culinaires ...) de ces

plantes.

D’un point de vue scientifique, peu d’études ont €té menées sur ces especes.
Néanmoins, ces derni¢res années, certains projets de recherche et certaines études ont

été entamées pour essayer de valoriser cette ressource que possede I’ Algérie.

Dans ce contexte, et dans le but de la valorisation de la flore locale, nous nous
sommes intéressés a I’étude des activités biologiques de quelques plantes endémiques

du Sud Algérien.

Notre choix s’est porté sur les plantes suivantes : Ammodaucus leucotrichus

Coss. & Dur., Anabasis aretioides Moq. & Coss. et Limoniastrum feei (Girard) Batt.

Certains criteres de sélection ont été respectés pour le choix de ces plantes. Le
premier critere dtant 1’utilisation médicinale qui est un critére important pour
s’investir dans I’étude d’une plante. La connaissance de ces informations fournit des
données importantes, par exemple la période de récolte, le mode de séchage, le mode
de préparation, la voie d’administration... toutes ces informations nous encadrent
pour rechercher un effet ciblé. Le deuxiéme critére est que peu de travaux ont été

effectués sur ces trois plantes, un fait qui nous a encouragé a les explorer.

Cette these est divisée en quatre parties ; la premiere partie est consacrée pour
une synthese bibliographique : des définitions de base concernant le stress oxydant et
les moyens de défense contre ce déséquilibre (notion d’antioxydant). Nous avons

consacré un chapitre pour les composés phénoliques, et un autre sur les huiles
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essentielles. Une explication des mécanismes réactionnels impliqués dans les
méthodes de I’évaluation de I’activité antioxydante utilisées dans cette étude est aussi
rapportée. En fin de cette partie, les données bibliographiques concernant les plantes
¢tudiées (descriptions botaniques, activités biologiques, utilisations traditionnelles

...), sont également rapportées.

Dans la deuxiéme partie de ce travail, nous expliquons les étapes et les modes
opératoires utilisés dans cette étude et qui seront développés tout au long de cette

partie baptisée : matériel et méthodes.

La troisiéme partie de cette these, trois chapitres sont développés ; un pour
chaque plante. Dans chaque chapitre, nous rapportons les travaux effectués ; résultats

et interprétations avec une discussion des résultats obtenus dans chaque chapitre.

La quatrieme partie est une conclusion générale pour restituer les principaux
résultats obtenus, les limites de notre travail et les perspectives voulues pour pouvoir

compléter et améliorer cette étude.




Premiere partie

Synthése bibliographique

« C’est ce que nous pensons déja connaitre qui nous empéche souvent d’apprendre »
Claude Bernard

Biologiste, Médecin, Physiologiste, Scientifiques (1813-1878)



Chapitre 1.

[Stress oxydant et antioxydants]

1. Le stress oxydant

Elément indispensable a notre survie, a notre vie, a notre développement, a notre
capacité d’adaptation : I’oxygene est également a 1’origine de toxicité, d’acidité, d’altération
et de dégénérescence. En effet, le métabolisme de I’oxygene, lorsqu’il est déréglé, peut

entrainer de part ce que 1’on appelle « le stress oxydant » (Koechlin-Ramonatxo, 2006).

Les especes réactives de 1’oxygene (ERO) et de 1’azote (ERN), radicalaires ou non
radicalaires, sont produites en permanence par plusieurs types cellulaires dans I’organisme
(Swain et al., 2002).

Le stress oxydant représente 1’incapacit¢ de I’organisme a se défendre contre
I’agression des ERO, en raison de I’existence d’un déséquilibre entre la production de ces

substances et la capacité de défense des antioxydants (Koechlin-Ramonatxo, 2006).
2. Les radicaux libres

Un radical libre est une espeéce chimique contenant un électron non apparié. Ce
déséquilibre n’est que transitoire et est comblé par I’acceptation d’un autre électron ou par le
transfert de cet électron libre sur une autre molécule. Le métabolisme cellulaire produit, a
I’état physiologique normal, plusieurs variétés de radicaux libres (Halliwell et Gutteridge,

1990).
3. Production des radicaux libres

3.1. Production endogéne

Lors du transport des électrons dans la chaine respiratoire des cellules aérobies, la
respiration oxydative est la principale source d’énergie. L’étape ultime de la chaine
respiratoire mitochondriale est la synthése de I’eau a partir de 1’oxygéne. Une réduction

incomplete de I’oxygene peut apparaitre pour 1 a 2 % de I’oxygene moléculaire conduisant a
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la formation de radicaux libres oxygénés : principalement 1’anion superoxyde (O,") (fig. 01)
(Hadi, 2004).

Si I’anion superoxyde est libéré dans un milieu dépourvu de protons, il peut exercer
ses effets déléteres. Si cet anion est libéré dans un milieu protoné, il subit une dismutation,
phénomeéne au cours duquel I’anion O,  céde son électron célibataire a un autre anion
superoxyde, ce dernier réagit alors avec les protons du milieu pour donner le peroxyde
d’hydrogene (H,05) :

0, +le —— 0,
20,7 + 2H &/ H,0;, + O,
En présence du fer ferreux, le peroxyde d’hydrogéne se décompose en OH et HO
selon la réaction de Fenton.
H,0, + Fe’'—» HO" + OH + Fe’*
L’anion superoxyde permet aussi de reformer du fer ferreux a partir du fer ferrique :
Fe'" + 0,7 —» Fe*' + 0,

Globalement, cette suite de réactions est appelée cycle d’Haber-Weiss. Une enzyme
intervient dans 1’organisme pour accélérer la vitesse de la réaction de dismutation de 'O, ; la
superoxyde dismutase (SOD), qui multiplie par 10" la vitesse de la réaction au pH de
I’organisme (Afonso et al., 2007).

Une NADPH oxydase, activée par la protéine kinase C et I’acide arachidonique libéré
par la phospholipase A, (PLA,), intervient et permet la synthése d’O," au prix d’une forte

consommation d’O, (Henderson ez al., 1989).

Molécule 0,

o
D’oxygene
’ GSSG
Radical 0 GSH
superoxyde SOD
GPx
+
d’hydrogene
Fe’
Fe3+ .
OH Radical
hydroxyle

Fig. 01. Principales étapes de production des espéces réactives de I’oxygéne
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3.2. Production exogéne

L’organisme humain est soumis a 1’agression de différents agents (les rayonnements
UV, les radiations ionisantes, 1’ingestion d’alcool ...) capables de donner naissance a des
radicaux libres (Afonso et al., 2007). Des toxiques tels que le monoxyde d’azote (NO) et le
dioxyde d’azote (NO,), présents dans notre environnement (goudron, tabac, polluants
industriels ...), sont responsables d’une auto-oxydation des acides gras polyinsaturés des

alvéoles pulmonaires (Hadi, 2004).

4. Les conséquences biochimiques et biologiques du stress oxydant

Les acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiée de l'attaque par le radical
hydroxyle capable d'arracher un hydrogéne sur les carbones situés entre deux doubles
liaisons, pour former un radical diéne conjugué oxydé en radical peroxyle. Cette réaction est
appelée : peroxydation lipidique (Esterbauer et al., 1992).

L'attaque des lipides circulants aboutissant a la formation de LDL oxydées, favorise la
formation du dépot lipidique de la plaque d'athérome dans les maladies cardiovasculaires.

L'attaque des phospholipides membranaires modifie la fluidité des membranes, et par
conséquent, le fonctionnement de nombreux récepteurs et transporteurs sera déréglé ainsi que
la transduction des signaux (Hadi, 2004).

Les bases qui composent I’ADN, sont sensibles a 'oxydation. L'attaque radicalaire
peut étre directe et peut entrainer I'oxydation des bases, engendrant un grand nombre de bases
modifiées, comme elle peut toucher la liaison entre la base et le désoxyribose, créant un site
abasique, ou attaquer le sucre lui-méme, créant une coupure de chaine simple brin (Cadet et
al., 2002).

La modification de I’ADN induit des mutations par transversion souvent observées
dans les cellules cancéreuses. Ce sont les premiéres étapes de la carcinogenése et ce n'est pas
une coincidence si les agents cancérogeénes sont tous des générateurs puissants de radicaux
libres (Huet et Duranteau, 2008).

Le stress oxydant est aussi un des facteurs potentialisant l'apparition des maladies
plurifactorielles (le diabéte, la maladie d'Alzheimer, les rhumatismes et les maladies

cardiovasculaires) (Montagnier et al., 1998).
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5. Les antioxydants

5.1. Les moyens de défense contre les radicaux libres

La production physiologique des ERO est régulée par des systemes de défense
compos€s d’enzymes : superoxyde dismutases (SOD), catalase, glutathion peroxydases
(GPx’s), thiorédoxine réductase, héme oxygenase, peroxyrédoxine .., de molécules
antioxydantes de petite taille : caroténoides, vitamines C et E, glutathion, acide urique,
bilirubine ..., et de protéines : transferrine, ferritine, céruléoplasmine, qui maintiennent les

métaux de transition dans un état inactif pour la formation des ERO (Pincemail ef al., 2002).
5.1.1. Défense enzymatique
5.1.1.1. Les superoxydes dismutases (SOD) : EC 1.15.1.1

La SOD catalyse la dismutation de I’O," en dioxygeéne et en H,O, selon la réaction

suivante:

20, + 2H —— H,0, + O,

Chez I’homme, trois isoformes compartimentées de [I’enzyme SOD ont été
caractérisées de fagon biochimique et moléculaire. La SOD 1 cytosolique et la SOD 3
extracellulaire, utilisent le cuivre et le zinc comme cofacteurs nécessaires a I’activité
enzymatique, alors que la SOD 2 mitochondriale, utilise le manganese (Johnson et Giulivi,

2005 ; McCord et Edeas, 2005).
5.1.1.2. Les catalases : EC 1.11.1.6

Les catalases sont présentes dans un grand nombre de tissus mais sont particulierement
abondantes dans le foie et les globules rouges. Parmi les enzymes connues, c’est une des plus
efficaces. Elles catabolisent les peroxydes d’hydrogéne en molécules d’eau pour prévenir la

formation de radicaux hydroxyles.
5.1.1.3. Les peroxydases : EC 1.11.1.9

Cette enzyme est présente dans le corps humain sous plusieurs formes. On peut citer la
glutathion peroxydase a sélénium (GPx), la glutathion peroxydase cytosolique, la glutathion

peroxydase plasmatique et la glutathion peroxydase membranaire (HPGPx).

10

——
| —
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5.1.1.4. Les thiorédoxines (TRX) : EC 1.6.4.5

Des données biochimiques montrent que les thiorédoxines réduisent des protéines
clefs pour le développement, la division cellulaire ou la réponse au stress oxydatif (Pincemail

et al., 2002).
5.1.2. Défense non-enzymatique
5.1.2.1. La vitamine C

La vitamine C empéche l’oxydation des LDL produites par divers systémes
générateurs des ERO. Lors de son oxydation en acide déhydroascorbique, elle passe par une
forme radicalaire intermédiaire (radical ascorbyl), qui joue un role essentiel dans la

régénération de la vitamine E oxydée (Mak et al., 2002).
5.1.2.2. La vitamine E

La forme naturelle de la vitamine E inclut quatre tocophérols isomeres: a, B, v, 6, dont
la forme alpha (a-TocH) est la plus active. Sa structure chimique comporte une extrémité

hydrophile et une extrémité hydrophobe (fig. 02).

Lors de I’initiation de la peroxydation lipidique, I’a-TocH ceéde son hydrogéne situé

dans le noyau phénolique (Eiselt ez al., 2001).

Vitamine E

Fig. 02. Structure chimique de la vitamine E
5.1.2.3. Le sélénium

Le sélénium joue un rdle clef dans la protection des cellules et de leurs constituants
contre I’attaque radicalaire. Cette fonction est due a sa présence dans le site actif des
glutathions peroxydases séléno-dépendantes, et a I’activité biologique antiradicalaire des

sélénoprotéines (Neve et al., 1989).

11
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5.1.2.4. Le zinc

Cet oligoélément est un des cofacteurs essentiels de la SOD. Le zinc protege
¢galement les groupements thiols des protéines et il peut aussi inhiber partiellement les
réactions de formation d’espéces oxygénées induites par le fer ou le cuivre (Anderson et al.,

2001).
5.1.2.5. Les caroténoides

Les principaux caroténoides incluent: 1’alpha caroténe, béta caroténe, lycopéne,
phytofluéne, lutéine, viloxanthine, anthéraxanthine, alpha cryptoxanthine et béta
cryptoxanthine. Leur structure polyéne leur permet d’absorber la lumiere et de neutraliser

I’oxygene singulet (Hale, 2003).
5.1.3. Les antioxydants synthétiques

Il s'agit du butylhydroxytoluéne (BHT), du butylhydroxyanisole (BHA) et des esters
de l'acide gallique : gallate de propyle, gallate d’octyle, et de dodécyle. Le BHT est un
antioxydant de rupture de chaine, trés efficace et peu coliteux.

Il existe d’autres antioxydants synthétiques peu utilisés tels que la TBHQ
(tertiobutylhydroquinone) utilisée pour la conservation des huiles brutes, l'acide
nordihydrogualarétique (NDGA) utilisé dans les produits a usage topique, et le 4-
hydroxyméthyl 2,6-ditertiobutylphénol ou Ionox 100, dont les propriétés antioxydantes sont
voisines a celles du BHT (fig. 03) (Johnson et Gu, 1988).

OH OH
C(CHy) (CHy);C C(CHz)
OCH; CHy
BHA BHT
ol OH
ceny, | ©HC CICHs)s
CH,0H
OH
TBHQ Ionox 100

Fig. 03. Structures chimiques de quelques antioxydants synthétiques
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Chapitre 2.

[Les composés phénoliques]

Une des singularités des végétaux est de former de nombreux composés. Le
fait que ces compos€s ne se rencontrent pas chez toutes les especes indique qu’ils
n’entrent pas dans le métabolisme général et qu’ils n’exercent pas de fonction directe
au niveau des activités fondamentales de 1’organisme végétal, c’est ce qu’on appelle :
les métabolites secondaires (Vermerris et Nicholson, 2006).

Parmi les métabolites secondaires que synthétisent les plantes, il existe une

grande et importante classe : les composés phénoliques.
1. Chimie des composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des composés qui ont un ou plusieurs groupes

hydroxyle attachés directement a un cycle aromatique (fig. 04).

OH

Fig. 04. Structure chimique d’un phénol

Les polyphénols sont des composés qui ont plus dun groupe hydroxyle
phénolique attaché a un ou plusieurs cycles benzénes. Les composés phénoliques sont
caractéristiques des plantes et sont habituellement trouvés comme esters ou glycosides

plutot qu'en tant que composés libres (Vermerris et Nicholson, 2006).
1.1. Classification

Les composés phénoliques couvrent un groupe diversifi¢ de composés

chimiques. Ces composés peuvent Etre classifiés différemment. Harborne et

13
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Simmonds (1964) ont classifié ces compos€s dans des groupes basés sur le nombre de

carbones dans la molécule (tableau 01)

Tableau 1. Classification des composés phénoliques (Harborne et Simmonds, 1964)

Structure Classes
Ce Phénols simples
Ce-Cq Acide phénoliques et dérivés
Ce-C, Acide phénylacétique et acétophénones
Ce-C3 Acide cinnamique, cinnamyl aldehydes,...
Ce-C3 Coumarines, isocoumarines et chromones
Cis Chalcones, aurones, dihydrochalcone, flavonoides
Cis Anthocyanines
Cso Biflavonyles
C6-C1-Cg, C6-C,-C¢ | Benzophénones, xanthones, stilbénes
Cs, C10, Ci14 Quinones
Cis Bétacyanines
Lignanes Dimeres ou oligomeres
Lignines Polymeres
Tanins Oligomeres ou polymeres
Phlobaphenes Polymeéres

1.1.1. Phénols simples

Les phénols simples sont des phénols substitués en ortho, méta et en para, par
des groupements hydroxyles. Avec trois groupes fonctionnels, le modele de
substitution peut étre 1.3.5, alors qu’il est indiqué comme modele méta-tri-
substitution, tandis que les substitutions 1.2.6 représentent le modele vic-tri

(Vermerris et Nicholson, 2006).

Des exemples incluent le résorcinol (1,3-dihydroxybenzene), un phénol simple
métadihydroxylé, et le phloroglucinol (1,3,5-trihydroxybenzene), un phénol simple

méta-trihydroxylé sont représentés dans la figure 05.

14
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/@\ OH
HO OH

HO OH

Résorcinol Phloroglucinol

Fig. 05. Structures chimiques de deux phénols simples
1.1.2. Acides phénols

Les acides hydroxybenzoiques sont caractérisés par la présence d'un groupe
carboxylique substitué sur un phénol. Les exemples incluent 1'acide gallique, 1'acide

salicylique et I'acide vanillique (fig. 06) (Styles et Ceska, 1989).

O OH

OH

HO OH OCH;3

OH OH

Acide gallique | Acide salicylique | Acide vanillique

Fig. 06. Structures chimiques de quelques acides phénols
1.1.3. Acétophénones et acides phénylacétiques

Les phénones sont des composés en C¢-C, qui sont rarement trouvés dans la

nature. Le représentant majeur de cette classe est I'hydroxyacétophénone (fig. 07).

HO

OH

Fig. 07. Structure chimique de ’hydroxyacétophénone
1.1.4. Acides cinnamiques

Il existe six acides cinnamiques communs. Toutes les plantes contiennent
probablement au moins trois d'entre eux. Les représentants de cette famille sont
l'acide cinnamique, ’acide p-coumarique, l'acide caféique, l'acide férulique, 1’acide

hydroxyferulique et 1'acide sinapique (fig. 08).

15
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O, OH (0] OH
(0] OH
/
/
OH
OH OH
Acide cinnamique | Acide p-coumarique Acide caféique
0O, OH O, OH O, OH
OCH; HO OCH, H3CO OCHs
OH OH OH
Acide férulique | Acide hydroxyférulique | Acide synapique

Fig. 08. Structures chimiques de quelques acides cinnamiques

Les acides cinnamiques sont généralement trouvés dans les plantes sous forme
d’esters d'acide quinique, d'acide shikimique et d'acide tartrique. Par exemple, 1'acide
chlorogénique est un ester d'acide caféique et d'acide quinique (fig. 09) (Grotewold,

2006).

-l OH

OH

Fig. 09. Structure chimique de I’acide chlorogénique
1.1.5. Coumarines

Les coumarines ont également le squelette en C¢-C;, mais elles possédent un
hétérocycle de l'oxygene. Il existe de nombreuses coumarines. Ces composés
semblent jouer un role dans la résistance contre les parasites, aussi bien que la

protection contre les radiations UV (Vermerris et Nicholson, 2006).

16
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1.1.6. Flavonoides

Les flavonoides sont des composés en C;s qui ont la structure C¢-C;3-Cq. Les
flavonoides peuvent é&tre groupés en trois grandes classes selon leur structure

générale.
1.1.7. Biflavonyles

Les biflavonyles ont le squelette en Csg. Ils sont des dimeres des flavones ou
des dérivés méthylés et sont trouvés dans les gymnospermes. Peu de composés sont
connus. Le plus familier est le ginkgetine (fig. 10) du Ginkgo biloba (Grotewold,
2006).

Fig. 10. Structure chimique du Ginkgetine
1.1.8. Benzophénones, xanthones et stilbénes

Les benzophénones et les xanthones ont la structure en C¢-C;-Cg, tandis que
les stilbenes ont la structure en C4-C,-Cg. Les xanthones sont les colorants jaunes des
fleurs. Parmi eux, on trouve : la benzophénone, le xanthone, le resvératrol et le

pinosylvine (fig. 11) (Vermerris et Nicholson, 2006).

1o}

o

Benzophénone Xanthone

HQ

/°”/

HO HO

Resvératrol Pinosylvine

Fig. 11. Structures chimiques de quelques benzophénones et xanthones
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1.1.9. Benzoquinones, anthraquinones et naphthaquinones

Les benzoquinones sont présents en exsudats des racines de mais et jouent un
role de défense contre les attaques des parasites sur les plantes (Matvienko et al.,
2001). Les ubiquinones, tel que l'ubiquinone (3) (fig. 12), également connu sous le

nom de coenzyme Q, a un réle dans le transport d'électron dans les mitochondries.

HaC QOCH;

HsCO = )
3

Fig. 12. Structure chimique de I’ubiquinone (3)
1.1.10. Bétacyanines

Les bétacyanines sont des colorants rouges abondamment retrouvés dans les
betteraves. Elles ont des spectres d'absorption qui ressemblent a des anthocyanines,

mais elles contiennent 1'azote. L’exemple courant est la bétanidine (fig. 13).

HO.
HO N

\
A\

\ COOH

NH

HOOC

Fig. 13. Structure chimique du bétanidine
1.1.11. Lignanes

Les lignanes sont des dimeres ou des oligomeres qui ont comme précurseur les
monolignols. Ils sont présents dans les fougeres, les gymnospermes et les
angiospermes. Ils sont localisés dans les tiges boisées et dans les graines et jouent un
role comme moyens de dissuasion d'insecte. Certain de ces composés ont des
propriétés médicinales.

1.1.12. Lignines

La lignine est un polymere phénolique. C'est le deuxiéme biopolymere

abondant sur la terre apres la cellulose. Elle fournit 'appui structural aux plantes. Son
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caractere hydrophobe facilite également le transport de 1'eau par le tissu vasculaire.
De par sa complexité chimique et le manque apparent de régularité dans sa structure,

les lignines se comportent comme une entrave physique contre les insectes.
1.1.13. Tannins

Les tannins constituent un groupe avec une diversité large en structure qui
partage leur capacité de lier et précipiter les protéines. Les tannins se rapportent au
processus de bronzer la peau animale pour former le cuir, ce processus a ét¢ connu

depuis des époques préhistoriques.

Les tannins peuvent étre classifiés en trois groupes : tannins condensés,

tannins hydrolysables et tannins complexes (Khanbabaee et Van Ree, 2001).
1.1.14. Phlobaphénes

Les phlobaphénes sont des polymeres phénoliques (fig. 14). L'accumulation

des phlobaphénes a comme conséquence une pigmentation rouge (Styles et Ceska,
1989).

La structure des phlobaphenes est mal connue. Certaines hypothéses suggerent

que ces composes sont des polymeres de flavan-4-ols (Shirley-Winkel, 2001).

R

OH
HO. O =

R

OH
OH
HO o, =

Fig. 14. Structure générale des phlobaphénes

2. Les flavonoides

Les flavonoides constituent une famille de composés qui sont omniprésents
dans le régne végétal. Plus de 4.000 flavonoides naturels ont été¢ découverts (Marin et

al., 2002).
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2.1. Classes des flavonoides

Le terme "flavonoide" est généralement employé pour décrire une large
famille de produits naturels qui incluent le cadre de carbone C4-C;3-Cq. Selon la
position en C-3 central, ce groupe de produits naturels peut étre divisé en trois classes

flavonoides  (2-phénylbenzopyranes), isoflavonoides (3-benzopyranes) et

néoflavonoides (4-benzopyranes) (fig. 15) (Jannie et al., 2006).

I | .

Flavonoides Isoflavonoides Néoflavonoides

Fig. 15. Structures chimiques des flavonoides, isoflavonoides et néoflavonoides
2.1.1. Flavonoides (Phénylbenzopyranes)

Basés sur le degré d'oxydation et de saturation dans le C-3 de 1’anneau

hétérocyclique, les flavonoides peuvent étre divisés en groupes suivants :
2.1.1.1. Flavan-3-ols, flavan-3,4-diols et anthocyanidols

Ces trois groupes de molécules sont toujours hydroxylés en position 3 et se
caractérisent par 1’absence du groupe carbonyle en C-4. Cette position peut étre libre

(cas des flavan-3-ols et anthocyanidols) ou hydroxylée (cas des flavan-3,4-diols).

Les anthocyanidols les plus fréquents sont le pélargonidol et le cyanidol. Les
anthocyanosides sont caractérisés par I’engagement de I’hydroxyle en position 3 dans
une liaison hétérosidique (Bruneton, 1999).

» Catéchines

Les catéchines sont également connues comme flavan-3-ols et différent des
flavonols par 1'absence de la double liaison entre les carbones 2 et 3, qui est leur
empreinte digitale ainsi qu'un hydroxyle a la position 4 de 1'anneau central.

Les différentes formes des catéchines sont: les épicatéchines, les

gallocatéchines et les epigallocatéchines (fig. 16) (Marin et al., 2002).
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aH

QH

oH

Catéchine Epicatéchine

Fig. 16. Structure chimique de la catéchine et de I’epicatéchine
2.1.1.2. Flavones et flavonols

Les flavones ont une empreinte digitale structurale principale, qui est la
présence d'une double liaison entre les carbones 2 et 3 de I'anneau central. De tous les
produits chimiquement dérivés possibles de la structure de base, ceux avec le modele
d'hydroxylation de C-3 désigné spécifiquement sous le nom des flavonols (fig. 17)

(Marin et al., 2002).

OH

HO o O
O oH

OH

OH

Flavone Flavonol

Fig. 17. Structure générale d’un flavone et d’un flavonol
2.1.1.3. Flavanones

Le modele structural de base des flavanones est le squelette de 2
phénylbenzopiran-4-one. Les flavanones sont des composés qui ont un grand intérét,
puisqu'elles constituent une étape importante dans la voie métabolique des autres
flavonoides. Leurs précurseurs métaboliques sont les chalcones, les flavones et les

dihydroflavonols (Hunt et Baker, 1980).
2.1.1.4. Anthocyanines :

Les anthocyanines sont les colorants hydrosolubles responsables de la couleur

rouge a la couleur pourpre des plantes (fig. 18).
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Les anthocyanines ont un potentiel considérable dans I'industrie alimentaire en

tant qu'additifs shrs et efficaces (Marin ef al., 2002).

Fig. 18. Structure de base des anthocyanines
2.1.2. Isoflavonoides

Les isoflavonoides sont une sous-classe distinctive des flavonoides. En dépit
de leur distribution limitée dans le regne végétal, les isoflavonoides sont
remarquablement divers en ce qui concerne les variations structurales (fig. 19) (Jannie

et al., 2006).

(] O
Isoflavane Isoflavone
O O
OH O

Isoflav-3-éne Isoflavanol

Fig. 19. Structures chimiques de quelques isoflavonoides

2.1.3. Néoflavonoides

Les néoflavonoides (fig. 20) sont structurellement étroitement liés aux
flavonoides et aux isoflavonoides et comportent les 4-arylcoumarines (4-aryl-2H-1-

benzopyran-2-one), 3,4 dihydro-4-arylcoumarines et néoflavénes (Jannie et al., 2006).
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4-arylcoumarine | 3,4-dihydro-4-arylcoumarine | Néoflavéne

Fig. 20. Structures chimiques de quelques néoflavonoides
2.1.4. Flavonoides secondaires

Les produits naturels tels que les chalcones et les aurones contiennent
également la structure en Cg¢-C3-Cg et sont considérés comme des flavonoides
secondaires. Ces groupes de composés incluent la 2-hydroxychalcone, la "2-OH-
dihydrochalcone, 2-Oh-rétro-chalcone, aurone (2-benzylidenecoumaranone) et

auronol (fig. 21) (Jannie et al., 2006).

OH OH OH

o] o [e]

2’-OH-chalcone 2’-OH-dihydrochalcone | 2°-OH-retro-chalcone

O O OH

[o]

Aurone Auronol

Fig. 21. Flavonoides secondaires

2.2. Roles attribués aux flavonoides

Plusieurs roles sont attribués aux composés phénoliques. La famille des
flavonoides étant la famille la plus caractéristique et la plus étudiée et qui renferme

des molécules, biologiquement, actives.

Les flavonoides, au sein des plantes, montrent des propriétés diverses et
importantes a leur survie contre les agressions extérieures. En tant que colorants
protecteurs, ils protegent les plantes des effets préjudiciables de la lumiere UV. Ils ont

aussi des propriétés protectrices contre les herbivores, comme beaucoup de
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phytoalexines, et sont également considérés comme des signaux d’interaction entre
les plantes qui vivent en symbiose (Andersen et Markham, 2006).

Les isoflavones, aussi bien chez les animaux que chez 'homme, ont un effet
semblable a celui des cestrogenes, et c’est pour cette raison qu’elles ont été appelées
des phytoestrogenes (Heldt, 2005 ; Hwang et al., 2006).

Les travaux les plus récents semblent s’accorder sur un effet protecteur des
isoflavones vis-a-vis du cancer de la prostate (Adlercreutz, 2002 ; Sarkar et Li, 2003 ;

Greenwald, 2004 ; Singh et Agarwal, 2005).
2.2.1. Effets protecteurs sur ’ADN

Les flavonoides peuvent protéger I’ADN contre les dommages qui sont

provoqués par les rayonnements UV (Kooststra, 1994).
2.2.2. Effets antiprolifératifs

Les flavonoides ont montré un effet antiprolifératif sur plusieurs variétés de
cellules néoplasiques humaines, telles que les cellules de la leucémie lymphoide et
my¢éloide (Larocca et al, 1990), les cellules cancéreuses ovariennes et gastriques
(Scambia et al., 1990) et les cellules cancéreuses de la prostate (Peterson et Barnes,
1993). Ils peuvent affecter plusieurs activités enzymatiques et/ou régler 1’activité
d'autres enzymes qui peuvent jouer un rdle critique dans la prolifération et la

croissance des cellules (Marin et al., 2002).
2.2.3. Effets sur les parois vasculaires

Ghedira (2005) rapporte que 1’ingestion des flavonoides d’origine alimentaire
a été associée a une réduction considérable de la mortalité liée aux maladies cardio-
vasculaires. Il cite aussi qu’une étude faite sur 805 sujets de sexe masculin, menée aux
Pays-Bas (Zulphen Elderly Study) a mis en évidence une corrélation négative entre la

prise de flavonoides d’origine alimentaire et les maladies cardio-vasculaires.

Les flavonoides exercent un effet sur I'agrégation des plaquettes qui bloquent
la microcirculation et meénent a la pathologie vasculaire. Actuellement, ces désordres
peuvent étre traités par beaucoup de médicaments qui sont a base de flavonoides
fondamentalement dérivés du diosmine ou la méthylchalcone et les
hydroxyéthylrutosides d'hespéridine, qui agissent principalement sur I’endothélium

microvasculaire pour réduire I’hyper perméabilité et 'eedéme (Marin ef al., 2002).

24

——
| —



Premiére partie : & tude Qh@lb/lﬁg‘mphlﬂlo’

2.2.4. Effets Antiallergiques

Les flavonoides inhibent les enzymes, telles que I’AMPc phosphodiestérase et
ATPase Ca”'-dépendante, responsables de la libération de I’histamine & partir des
mastocytes et des basophiles. La quercétine a montré un potentiel d’action supérieur a
celui du cromoglycate de sodium, utilisé comme médicament, en empéchant la
libération de I’histamine et d’autres substances endogeénes qui causent 1’asthme

(Favier, 2003 ; Ghedira, 2005).
2.2.5. Effets Anti-inflammatoires

Les flavonoides : lutéoline, galangine et catéchine, inhibent de fagcon modérée
la cycloxygénase, tandis que 1’apigénine et la phlorétine diminuent 1’activité

cycloxygénase et inhibent I’agrégation plaquettaire (Girotti-chanu, 2006).
2.2.6. Effets Antiulcéreux

Dans des expériences réalisées sur des rats, il a été démontré que la quercétine
et la naringénine jouent un role important dans la réduction de I'ulcére et la protection

des cellules gastriques (Baggio et al., 2007).
2.2.7. Activités lipolytiques

Outre ses effets sur I’adipogenese, la génistéine augmente significativement la
lipolyse. Le pycnogénol stimule la lipolyse et inhibe la lipogenese (Girotti-Chanu,
2006).

2.2.8. Propriétés hépatoprotectrices

La silymarine est un mélange complexe de flavolignane et de flavanone,
extrait de la plante Silybum marianum. Ce mélange a été utilisé depuis des siecles
pour ses vertus thérapeutiques contre les affections hépatiques. La silymarine a été
testée sur un modele animal expérimental et a démontré un effet positif sur les
hépatocytes intacts et sur les cellules hépatiques endommagées, agissant sur la
membrane cellulaire et prévenant 1’entrée des substances toxiques. Elle stimule la
capacité régénérative des cellules hépatiques apres hépatectomie partielle, ce qui

prouve son utilisation médicinale (Ghedira, 2005).

25

——
| —



Chapitre 3.

[Les huiles essentielles]

Une huile essentielle ou essence se décrit communément comme un mélange de
composés aromatiques extrait d’une plante, obtenu par entrainement a la vapeur ou par
hydrodistillation, cette derniére, étant développée par les Arabes vers le IX™° siécle,

notamment, apres le développement de I’alambic par Avicenne.

Les huiles essentielles (HE) ont été utilisées depuis des millénaires pour leurs
vertus thérapeutiques (antiseptique, antibactérienne, antivirale, analgésique, sédative,
anti-inflammatoire ...) et ont ét¢ largement utilisées en tant que fragrance et le sont

toujours.

Actuellement, le régne végétal nous offre une grande diversité permettant
d’obtenir plus de 3000 HE, parmi lesquelles, environ 300 sont importantes d’un point de
vue commercial, spécialement dans I’industrie pharmaceutique, 1’agroalimentaire, le

cosmétique et la parfumerie (Bakkali ez al., 2008).

Selon la pharmacopée européenne, une HE est : un produit odorant, généralement
de composition complexe, obtenu a partir d’'une matiere végétale botaniquement définie,
soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par distillation seéche, soit par un procédé
mécanique approprié sans chauffage. L’HE est le plus souvent séparée de la phase
aqueuse par un procédé physique n’entrainant pas de changement significatif de sa

composition (Fillatre, 2011).

D’un point de vue chimique, les HE sont des liquides odorants de consistance
huileuse, trés volatils, dotées de caractére hydrophobe, solubles dans les solvants

organiques et de densité inférieure a celle de 1’eau.
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Les HE sont synthétisées par les plantes par ses différents organes : a partir de
racines (iris), de bulbes (ail) ou de rhizomes (gingembre). Elles peuvent aussi €tre issues
de la tige (petits grains), du bois (rose, ceédre) ou encore de 1’écorce (cannelle). Les
feuilles (eucalyptus, citronnelle), les bourgeons (pin), les fleurs (rose), les fruits (orange)
et les graines (muscade, anis). Pour certaines HE, comme celles de la lavande ou de la
sauge, c’est la plante entic¢re qui est utilisée.

Dans la nature, les HE semblent jouer un réle dans la protection des végétaux
contre les agressions extérieurs causées par les microorganismes, contre les insectes et
méme les animaux herbivores (Bakkali et al, 2008). Elles ont aussi un role dans
I’attraction des insectes pour la dispersion des grains de pollen et des graines de certaines

plantes.

1. Meéthodes d’obtention des huiles essentielles

L’obtention des HE se fait, actuellement, par plusieurs méthodes d’extraction.
Certains auteurs les classifient en deux groupes : les méthodes conventionnelles, dites

classiques, et les méthodes innovantes.
1.1. Les méthodes conventionnelles
1.1.1. Hydrodistillation

L’hydrodistillation est la méthode la plus simple et la plus ancienne, utilisée
depuis des siecles pour l'extraction des HE (Meyer-Warnod, 1984). Historiquement,
Avicenne (980-1037) a été le premier a développer 1’extraction a travers l'alambic. 1l a

extrait la premiere HE pure de la rose.

La matiere végétale est immergée directement dans I'eau a l'intérieur d’un alambic
et le tout est porté a I’ébullition. Le dispositif d'extraction comprend une source de
chauffage surmontée par un alambic, dans lequel, le matériel végétal et I'eau sont
mélangés. Le dispositif comprend, en outre, un condenseur et d'un décanteur pour
recueillir le condensat et pour séparer les HE de 1'eau.

Le principe d'extraction est basé sur la distillation azéotropique. En fait, a la

pression atmosphérique et pendant le processus d'extraction (de chauffage), l'eau et les
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molécules des HE forment un mélange hétérogéne dont le point d’ébullition est proche de
100 °C, alors que pour les molécules des HE, ce point d’ébullition est trés élevé. Le
mélange HE/eau est ensuite distillé simultanément comme s’il était un seul composé.
Ceci est désigné comme une co-distillation en présence de vapeurs d'eau comme solvant
d'entralnement.

L’hydrodistillation par le systeme Clevenger est recommandée par la troisiéme
¢dition de la Pharmacopée Européenne pour la détermination des rendements en HE. Ce
systéme permet le recyclage des condensats par un systéme de cohobage (Bohra et al.,
1994 ; Asbahani et al., 2015).

Une variante de cette technique optimisée ; la turbo-distillation, permet d'obtenir
des rendements élevés en recyclant l'eau aromatique. Cette variante a ’avantage de

réduire le temps de distillation grace a la présence des turbines (Seiller et Martini, 1999).
1.1.2. Extraction par entrainement a la vapeur d'eau

Cette méthode est 'une des méthodes les plus utilisées pour I’obtention des HE.
Son principe est le méme que celui de ’hydrodistillation sauf qu’il n'y a pas de contact

direct entre la matiere végétale et I'eau (Masango, 2005).
1.1.3. Extraction par solvant organique

Le principe de cette méthode est que le matériel végétal soit macéré dans un
solvant organique. L'extrait est concentré par élimination du solvant sous pression

réduite. Cette technique a ’avantage d’éviter les modifications et les artefacts chimiques.
1.1.4. Le pressage a froid

Le pressage a froid est une méthode traditionnelle, essentiellement, utilisée pour
extraire les HE a partir des agrumes. L’expression a froid consiste & rompre ou dilacérer
les parois des sacs oléiferes contenus dans le mésocarpe situé juste sous 1’écorce du fruit.
Les HE sont obtenues mécaniquement par pression a froid qui donne une émulsion

aqueuse. L’HE est ensuite récupérée par centrifugation (Ferhat ez al., 2007).
1.2. Les méthodes innovantes

Un des inconvénients des techniques conventionnelles est 1ié a la thermolabilité

des HE qui subissent des transformations chimiques (hydrolyse, isomérisation,
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oxydation) en raison des températures €levées appliquées lors de I’extraction. Ainsi, la

qualité des HE est remise en cause, particulierement, si le temps d'extraction est long.

Il est important que les méthodes d'extraction utilisées pour obtenir les HE,
maintiennent la composition des HE proportionnelle a son état d'origine. De ce fait, de
nouvelles techniques d'extraction doivent étre appliquées pour réduire le temps
d'extraction, réduire la consommation d'énergie, réduire l'utilisation des solvants et

réduire les émissions de CO, (Asbahani ef al., 2015).
1.2.1. Extraction par CO; supercritique

Le dioxyde de carbone est généralement le plus largement utilis¢ comme solvant
d'extraction des HE en raison de ses nombreux avantages: (i) son point critique est
facilement accessible (basse pression critique: 72.9 atm et basse température: 31.2 °C),
(11) il présente aucune agressivité pour les composés thermolabiles des HE, (iii) il est
chimiquement inerte et non toxique, (iv) non inflammable, (v) disponible en haute pureté
a un colt relativement faible, (vi) son élimination de I'extrait est facile (se fait par simple
dépression) et (viil) sa polarité semblable a du pentane qui le rend approprié¢ pour
I'extraction des composés lipophiles (Herrero et al, 2006; Pourmortazavi et

Hajimirsadeghi, 2007).

Le principe est basé sur l'utilisation et le recyclage du liquide dans les étapes
répétées de compression/décompression. Par une haute compression et chauffage, le CO,
atteint 1'état supercritique. Il passe a travers la maticre végétale et extrait les composés
volatils. Ceci est suivi par une étape de décompression; l'extrait est acheminé a un ou
plusieurs séparateurs, ou le CO;, est décomprimé progressivement (perdant ainsi son
pouvoir solvant) pour séparer l'extrait obtenu a partir du fluide. Ce dernier pourrait étre

transformé en un gaz libéré et pourraient donc étre recyclé (fig. 22) (Fornari et al., 2012).

Le seul obstacle a I’utilisation de cette technique est le colit exorbitant des

équipements, leurs installations et leurs opérations de maintenance.
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Fig. 22. Schéma descriptif du dispositif d’extraction par CO, supercritique (Fillatre, 2011)
1.2.2. Extraction par les ultrasons

L’extraction assistée par ultrasons est une technique de laboratoire développée en
1950 (Vinatoru, 2001). Cette technique permet I’intensification et la sélectivité de
I’extraction des HE en accélérant leurs sorties des poches sécrétrices a partir des plantes
aromatiques. Le matériel végétal est ainsi immergé dans de I’eau ou dans un solvant et en
méme temps soumis a l’action des ultrasons. Les ondes ultrasons utilisées ont une
fréquence de 20 kHz a 1 MHz. Ceci induit des vibrations mécaniques au niveau des

membranes des poches sécrétrices induisant une libération rapide des gouttelettes d'HE.

Par rapport aux méthodes d'extraction classiques, I’extraction par ultrasons
améliore I’efficacité de I'extraction et le rendement, réduit la température d'extraction et

augmente les intervalles de sélection de solvants (Romanik ez al., 2007).
1.2.3. Extraction assistée par micro-ondes

Les micro-ondes sont des ondes électromagnétiques avec une fréquence entre 300
MHz et 30 GHz et une longueur d'onde comprise entre 1 cm et 1 m. L'utilisation de telle
technique a évolué avec le développement du concept d'extraction vert et le besoin de

nouvelles méthodes qui économisent a la fois le temps et 1’énergie.

L'innovation de I’extraction assistée par micro-ondes a conduit au développement

d'un grand nombre de variantes de cette technique, telles que 1’hydrodistillation assistée
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par micro-ondes (Stashenko ef al., 2004 ; Golmakani Rezaei, 2008), I’extraction sans
solvant par micro-ondes (Lucchesi et al., 2004), la distillation accélérée a la vapeur par
micro-ondes (Chemat et Lucchesi, 2006 ; Sahraoui ef al., 2008) et I’extraction par micro-
ondes combinant I’hydrodiffusion et la gravité (Vian et al., 2008).

L’extraction assistée par micro-ondes présente plusieurs avantages : c’est une

technique qui économise 1’énergie et le temps, reproductible et facile a mettre en ceuvre

(fig. 23).

Refrigerant I

S

i . %
Huile eszentielle J

Phase aqueuse - "

Systéme d'eau a reflux

Four micro-ondes — s

Reacteur

Matériel végétal - LT IR AN

Fig. 23. Description schématique du systéme d’extraction par micro-ondes sans solvant

(Fillatre, 2011)

2. Chimie des huiles essentielles

D’un point de vue général, une HE se définit chimiquement comme un mélange
complexe constitué d’environ 20 a 60 composés, a des concentrations différentes,
appartenant majoritairement a deux groupes. Il s’agit des terpénes et des terpénoides,
représentant la classe la plus importante, et des composés aromatiques et aliphatiques qui

sont, tous, des composés de faible poids moléculaire (Bakkali ez al., 2008).
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2.1. Les terpénes et terpénoides

Les terpénes forment un groupe de produits naturels largement représentés et d’un
intérét chimique considérable. Bien que de structures trés diverses, les terpénes ont un

caractére commun : ils sont tous formés par la réunion d’unités isopréniques (fig. 24).

4

Fig. 24. Structure de I’isopréne
Une classification rationnelle est basée sur le nombre d’unités isopréniques qu’ils
renferment. On définit alors les hémiterpenes (1 unité : C5), les monoterpénes (2 unités :
C10), les sesquiterpeénes (3 unités : C15), les diterpenes (4 unités : C20), les sesterpenes
(5 unités : C25), les triterpenes (6 unités : C30), les caroténes (8 unités : C40) et les

polyisoprénes (n unités : C5n).

Un terpéne qui possede un oxygene est un terpénoide. A noter que le terme
terpene, anciennement employé pour caractériser 1’ensemble de la classe des terpénoides,
a une définition, aujourd’hui, plus restreinte et ne s’adresse qu’aux (mono)-terpénoides
hydrocarbonés. Dans le cas des HE, seuls sont rencontrés les terpénoides les plus volatils,
c'est-a-dire ceux dont la masse moléculaire n’est pas trop élevée, principalement, les
mono- et sesquiterpénoides et beaucoup plus rarement les diterpénoides. Les
monoterpénoides représentent a eux seuls environ 90 % des HE.

Les terpénoides se caractérisent par une grande variété de structures dont certaines

sont regroupées dans la figure 25.
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Fig. 25. Structures chimiques de quelques mono et sesquiterpénoides

2.2. Les composés aromatiques

Les composés aromatiques des HE sont principalement des dérivés du
phénylpropane C6-C3, parmi lesquels se trouvent des aldéhydes (cinnamaldéhyde), des
alcools (alcool cinnamique), des phénols (eugénol), des dérivés méthoxy (anéthol,

estragol) ou dioxy méthylene (safrol) (fig. 26).

A
OCH;
O (o]
OH \/ O\
Eugenol Safrol Anéthole

0]

X OH |
©/\A AN

Alcool cinnamique | Cinnamaldéhyde

Fig. 26. Exemples de quelques composés aromatiques C6-C3 caractéristiques des HE
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Il est cependant possible de rencontrer des C6-Cl, comme la vanilline et

’anthranilate de méthyle, ainsi que des lactones qui proviennent des coumarines (fig. 27).

OCH;
NH,

OH

Vanilline | Anthranilate de méthyle

Fig. 27. Exemples de quelques composés aromatiques C6-C1 rencontrés dans les HE

3. Analyse des huiles essentielles

3.1. La chromatographie en phase gazeuse (CPG)

La chromatographie en phase gazeuse est un outil incontournable dans 1’analyse
des HE. Cette technique d’analyse est utilisée depuis le milieu du siecle dernier. Elle s’est
rapidement imposée de par son colt relativement modéré, son automatisation, sa
robustesse ainsi que sa large gamme de colonnes et de détecteurs disponibles.

Son principe repose sur la séparation de composés volatils selon leurs affinités
pour la phase stationnaire (colonne). L’analyse des composés liquides ou solides impose
donc la nécessité de les volatiliser a haute température. Ce point étant son inconvénient
majeur.

Plusieurs détecteurs sont utilisés pour I’analyse des HE, principalement, le

détecteur a ionisation de flamme (FID) et le détecteur a conductibilité thermique (TCD).
3.2. Le couplage CPG avec la spectrométrie de masse (CPG-SM)

Le détecteur SM permet, via les spectres, de donner des informations sur la

structure des composés d’une HE permettant ainsi leur identification.

En sortie de colonne (partie CPG), le composé €lué est bombardé par un faisceau
d’électrons de haute énergie (70 eV). La molécule s’ionise et se fragmente en différents

ions. Ces ions sont séparés selon leur rapport masse/charge (m/z). Cette séparation se fait
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dans le quadripole. Tout le processus se fait a vide afin d’éliminer toutes les entités non

chargées positivement et d’augmenter la durée de vie des ions formés.
3.3. La résonance magnétique nucléaire RMN du carbone 13

La RMN du "°C, en tant qu’outil d’analyse des mélanges, a fait I’objet de travaux
dans différents domaines d’investigation : coupes pétrolieres, produits agroalimentaires,
huiles essentielles... Dans le droit fil des travaux précurseurs de Formacek et Kubeczka
(1982) dans le domaine des huiles essentielles, la plupart des études continuent a utiliser

la RMN comme une méthode de confirmation plutoét qu’une méthode d’identification.

Depuis le début des années 1990s, les travaux menés par I’équipe « Chimie et
Biomasse » de l'université de Corse, ont fait de la RMN du 13C, un véritable outil
d’analyse des mélanges complexes naturels (Corticchiato et Casanova, 1992 ; Tomi et al.,

1995) complémentaire des techniques conventionnelles développées.

Selon la méthode mise au point et développée au sein du laboratoire « Chimie et
Biomasse » de I'université de Corse - France, 1’identification des composés dans le
spectre RMN du ’C du mélange, est réalisée par comparaison des déplacements
chimiques des carbones du mélange avec ceux de produits de référence contenus dans des
banques de données spectrales congcues a cet effet. L’enregistrement des spectres de
référence et des mélanges sont réalisés dans les mémes conditions expérimentales (nature
du solvant, concentration, parametres d’enregistrement des spectres ...).

Ainsi, I’identification des composés présents dans un mélange est réalisée par la
prise en compte de trois parametres directement accessibles par un logiciel propre au
laboratoire :

- le nombre de pics observés par rapport au nombre de pics attendus pour chaque
molécule ;
- le nombre de superpositions de pics qui peuvent se produire quand deux carbones
appartenant a des molécules différentes présentent fortuitement le méme déplacement
chimique ;
- les variations des déplacements chimiques des carbones dans le spectre du mélange par

rapport aux valeurs de références ;
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- de plus, l’intensité des pics permet, éventuellement, de contrdler ’appartenance du

signal d’un carbone a tel ou tel composé.

Cette méthode a été appliquée a différentes familles de molécules (terpeénes,
lipides, sucres, phénols ...) selon un protocole expérimental spécifiquement adapté a
chaque famille (nature du solvant, dilution, parametres d’enregistrement des spectres)

(fig. 28) (Gherib, 2014).

Terpines

Sacre
LJMHL.JLW% BIBLIOTHEQUES

DE SPECTRES

SPECTRE DU MELANGE COMPLEXE

VARIATIONS DES DEPLACEMENTS CHIMIQUES

|

IDENTIFICATION |/

NOMBRE DE CARBONES OBSERVES
NOMBRE DE SUPERPOSITIONS

K
b

Fig. 28. Identification des constituants d’un mélange complexe par RMN “C (Gherib, 2014)

4. Les activités biologiques des huiles essentielles

Le réle que jouent les HE au sein des plantes reste mal connu. Néanmoins, les
effets biologiques bénéfiques de ces mélanges pour I’é€tre humain sont connus depuis la
nuit des temps. Les recherches récentes ont approuvé 1’utilisation des HE pour des fins

thérapeutiques.

Nous savons, aujourd’hui, que de nombreuses HE, comme les huiles de cannelle,

de piment, de laurier et d’origan, présentent un pouvoir antioxydant (Politeo et al., 2006 ;
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Miguel, 2010 ; Saleh ef al., 2010 ; Amorati et al., 2013). D’autres HE présentent des
effets anti-inflammatoires intéressants (Silva et al., 2003 ; Lin et al., 2008 ; Olufunke et
al., 2009 ; Cabral et al., 2015). D’autres sont méme dotées d’activité¢ antitumorale (De

Sousa ef al., 2004 ; Mbarek et al., 2007).

Parmi les activités biologiques intéressantes des HE et qui a été abondement
étudiée depuis des années, I’activité antimicrobienne des HE est aujourd’hui un fait
approuvé et qui est en plein exploitation dans différents domaines. L’activité
antimicrobienne est le résultat de groupes fonctionnels présents dans les métabolites et de
leurs synergies. Les plus actifs de ces groupes fonctionnels sont les : phénols > aldéhydes
> cétones > alcools > éthers > hydrocarbures (Fernandez et Chemat, 2012).

Plusieurs publications ont montré que certains composés des HE ont une activité
antimicrobienne : le limonene (Singh ef al., 2010), p-cymene (Akash Kedia, 2013 ; Chen
et al., 2014), géraniol (Chen et Viljoen, 2010), linalool (Changmann Yoon, 2011 ; Park et
al., 2012 ; Huo et al, 2013 ; Miyashita et Sadzuka, 2013), bornéol (Abdelrhafour
Tantaoui- Elaraki, 1993 ; Jaafari et al., 2007), citronellal (Singh ef al., 2012 ; Sadaka et
al., 2013), thymol (Riella ef al, 2012 ; Wattanasatcha et al., 2012 ; Gavliakova et
Biringerova, 2013) cinnamaldéhyde (Ye et al., 2013), périllaldéhyde (Kim ef al., 1995 ;
Tian et al., 2015).

La majorité des travaux publiés se limitent a la mise en évidence de 1’activité
antimicrobienne des HE. Les études sur les mécanismes d’action de cette activité sont
trés peu nombreuses et ne constituent que des hypotheses. La complexité de ces mélanges
de produit rend I’identification exacte du mécanisme d’action tres difficile a cerner d’un
point de vue moléculaire. Néanmoins, il est supposable que le mécanisme d’action des
HE se fait en trois phases :

- attaque de la paroi microbienne par I’HE, provoquant une augmentation de la
perméabilité puis la perte des constituants cellulaires ;

- acidification de Dl’intérieur de la cellule, bloquant la production de I’énergie
cellulaire (ATP) due a la perte d’ions et la réduction du potentiel membranaire ;

- destruction du matériel génétique, conduisant a la mort de la bactérie (Fernandez

et Chemat, 2012).
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La figure 29 résume ’action antimicrobienne des huiles essentielles (Nazzaro et

al., 2013).
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Fig. 29. Les sites d’action des HE sur la cellule microbienne

5. Applications des huiles essentielles

Depuis plus d’une trentaine d’anndes, des études sont mendes sur le
développement de nouvelles applications et 1’exploitation des propriétés naturelles des

HE dans divers autres domaines (Fernandez et Chemat, 2012).

Notamment, les HE ont des applications intéressantes dans le domaine de
I’agroalimentaire pour la conservation des produits alimentaires (Oussalah et al., 2007).
Le domaine du cosmétique étant le premier domaine d’application des HE, en particulier,
en parfumerie. Leur emploi historique le plus notable a été¢ dans 1’eau de cologne, créée
par Jean-Marie Farina vers 1714. Une autre application intéressante des HE, c’est leur
propriété insecticide et pesticide (Chen et Viljoen, 2010 ; Singh et al., 2012 ; Evergetis et
al., 2013 ; Huo et al., 2013). D’autres applications intéressantes en médecine sont en

cours de recherche.
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Chapitre 4.

[Mécanismes réactionnels des
méthodes de I’évaluation de la
capacité antioxydante utilisées
dans cette étude]

La capacité antioxydante est la capacité d’un composé a protéger un systéme
biologique (une matrice) contre les effets, potentiellement, nocifs des processus

chimiques impliquant des ERO et des ERN (Karadag et al., 2009).

Ces effets protecteurs des antioxydants ont recu une attention croissante durant
les derniéres années, et ce dans différents domaines de la biologie, de la médecine, de

la nutrition, et de 1’agrochimie.

De ce fait, plusieurs tests antioxydants ont ét¢ mis en place pour tester,
chercher et vérifier le pouvoir antioxydant des composés d’intérét. Le développement
de ces tests a été basé sur plusieurs parametres (mécanisme réactionnel, espéces
cibles, conditions opératoires, expression de résultats et identification des
interférences) dans le but de disposer d’un pool de méthodes d’évaluation de I’activité

antioxydante qui soit adapté aux différents domaines d’application.

Les méthodes ainsi mises a disposition doivent étre simples, fiables, peu

couteuses et reproductibles.

1. Mécanisme réactionnel

Le mécanisme réactionnel des antioxydants a été trop discuté et détaillé dans
différents articles scientifiques et dont plusieurs définitions et hypothéses ont été
proposées. Ceci peut étre expliqué par la complexité des matrices impliquées dans les

différents tests antioxydants ainsi que les cibles pour chaque méthode.
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D’une fagon générale, la définition la plus adaptée pour expliquer le
mécanisme réactionnel des méthodes de I’évaluation de 1’activité antioxydante est
basée sur deux mécanismes : le transfert d’hydrogene (TH) et le transfert d’électrons
(TE).

Les méthodes basées sur le TH mesurent la capacité d'un antioxydant a piéger
les radicaux libres par le don d'hydrogéne pour former des composés stables. La
majorité de ces méthodes sont basées sur la cinétique chimique et impliquent un
schéma réactionnel compétitif entre I’antioxydant et le substrat sur les radicaux libres

générés (Phatak et Hendre, 2014).

Quant aux méthodes basées sur le TE, le principe est qu’un antioxydant cede
un électron pour stopper la réaction d’oxydation. Dans ces méthodes, il s’agit d’une
mesure de la capacité qu’a un composé (antioxydant) a réduire un oxydant qui va

changer de couleur suite a sa réduction (Prior et al., 2005 in Karadag ef al., 2009).

Le TH et le TE peuvent se produire en parallele dans une réaction, mais le
mécanisme dominant peut étre définit par les propriétés et la structure de
I’antioxydant, sa solubilité¢ dans le milieu réactionnel, son coefficient de partage et la
nature du solvant utilisé. L'énergie de dissociation de liaison (BDE) et le potentiel
d'ionisation (IP) sont deux facteurs majeurs qui déterminent le mécanisme et

l'efficacité des antioxydants (Wright ez al., 2001 ; Prior et al., 2005).

Outre ces parametres, les méthodes basées sur le TE sont pH dépendants. Dans
des conditions acides, la capacité réductrice peut étre diminuée en raison de la
protonation des antioxydants, tandis que, dans des conditions alcalines, la dissociation
des protons des composés phénoliques augmenteraient la capacité antioxydante des

échantillons (Huang et al., 2005).

Quant aux méthodes basées sur le TH, ce sont des méthodes qui dépendent
fortement du pH du milieu et du solvant utilisé. Contrairement au TE, les méthodes
TH sont plus rapides et qui se terminent en quelques secondes a quelques minutes

(Prior et al., 2005).

D’un point de vue physiologique, la question se pose, quel mécanisme
réactionnel est dominant ? Wright e al. (2001) ont étudié¢ la densité théorique
fonctionnelle pour calculer les valeurs de I’enthalpie, en phase gazeuse, de la

dissociation des liaisons et le potentiel d’ionisation des molécules dites
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antioxydantes ; tocophérols, aminophénols et catéchines. Les résultats obtenus ont

montré la dominance du mécanisme TH par rapport au mécanisme TE.

2. Méthodes pour I’évaluation de ’activité antioxydante impliquant le

transfert d’électron comme mécanisme réactionnel

2.1. Analyse de la capacité antioxydante totale (TAC : Total Antioxidant
Capacity)

L’analyse de la capacité antioxydante totale d’un composé donné ou d’un
extrait végétal est une méthode spectroscopique pour la détermination quantitative de
la capacité antioxydante, par la formation d'un complexe de phosphomolybdene. Le
mécanisme réactionnel est basé sur la réduction de Mo (VI) en Mo (V) par
I'échantillon qui forme ainsi un complexe de Mo (V) de couleur verte a pH acide. Le
processus se base sur 1’auto-oxydation par la chaleur (95 °C) et nécessitant de longues

périodes d’incubation (90 minutes).

2.2. Analyse de la capacité antioxydante par le piégeage du radical

hydroxyle (OH' scavenging activity)

Le radical hydroxyle est 1'une des especes réactives de l'oxygene dans les
systémes biologiques, qui réagit avec les acides gras polyinsaturés des phospholipides
de la membrane cellulaire et provoque ainsi des dommages a la cellule (Alam ez al.,

2013).

En raison de la réactivité élevée des radicaux hydroxyles, presque toutes les
molécules dans les systemes biologiques peuvent étre considérées comme des
piégeurs du radical hydroxyle. Ainsi, 1'évaluation du piégeage direct de HO" est
délicate, ceci peut étre expliqué par la nécessité d’avoir des concentrations tres
élevées du piégeur pour concurrencer les molécules adjacentes in vivo. De ce fait,

I’interprétation des résultats reste toujours difficile.

2.3. Analyse de la capacité antioxydante par la méthode au réactif de

Folin-Ciocalteu (FC)

La méthode au réactif de Folin-Ciocalteu, simple et sensible, est

habituellement utilisée pour doser des polyphénols totaux d’un échantillon. Elle peut
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¢galement représenter une mesure de la capacité réductrice d’un échantillon et, par

conséquent, étre représentative de son activité antioxydante.

La chimie derriére I’analyse au réactif de Folin-Ciocalteu (FC) se fonde sur le
transfert des électrons dans un milieu alcalin a partir des composés phénoliques et de
toutes autres especes réductrices au molybdéne, formant des complexes bleus qui

peuvent étre détectés a 750-765 nm (Singleton et al., 1999).

Par conséquent, ce n’est que récemment que l'analyse par le FC est proposée
pour mesurer la capacité réductrice totale des échantillons (Huang et al., 2005).
D’excellentes corrélations linéaires entre I'analyse FC avec d’autres méthodes ont été

établies (Roginsky et Lissi, 2005).

3. Méthodes pour I’évaluation de ’activité antioxydante impliquant le

transfert d’hydrogéne comme mécanisme réactionnel

3.1. Analyse de la capacité antioxydante par la Co-oxydation du f-

caroténe et de I’acide linoléique

Cette technique consiste a mesurer a 470 nm, la décoloration du f-caroténe

résultant de son oxydation par les produits de décomposition de 1’acide linoléique.

La dispersion de 1’acide linoléique et du f-caroténe dans la phase aqueuse est
assurée par du Tween. L’oxydation de 1’acide linoléique est catalysée par la chaleur
(50 °C) de maniere non spécifique. L’addition d’antioxydants purs ou sous forme
d’extraits végétaux, induit un retard de la cinétique de la décoloration du fS-caroténe

(Koleva et al., 2001).

Cette méthode est sujette au parasitage de composés absorbants dans la fenétre
spectrale du f-caroténe et I'interprétation des données n’est pas aisée, car le f-

caroténe est lui-méme un antioxydant (Laguerre ef al., 2007).
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4. Méthodes pour ’évaluation de ’activité antioxydante impliquant le
transfert d’hydrogéne et le transfert d’électron comme mécanisme

réactionnel

4.1. Analyse de la capacité antioxydante par le piégeage du radical libre

2.2 diphényle-1-picrylhydrazyl DPPH (DPPH scavenging activity)

Dans cette analyse, le radical libre stable DPPH" de couleur pourpre est réduit
par les molécules dites antioxydantes en hydrazine jaune pale. La capacité¢ de
piégeage est généralement évaluée dans des milieux organiques en suivant la
diminution de I'absorbance a 515 nm jusqu'a ce que l'absorbance demeure constante

(Brand-Williams ef al., 1995).

L'accessibilité stérique du radical DPPH™ est une cause déterminante de la
réaction, puisque les petites molécules qui ont un meilleur acces a 1'emplacement du
radical ont une capacité¢ antioxydante relativement plus élevée (Huang et al., 2005).
De ce fait, beaucoup de composés antioxydants de taille moléculaire élevée qui
réagissent rapidement avec les radicaux peuvent réagir lentement ou peuvent méme

étre inertes dans cette analyse.

D’un point de vue critique, la solubilité du radical DPPH’ limitée qu’aux
solvants organiques, essentiellement les alcools, constitue une limite majeure de cette
technique (Arnao, 2000). En outre, la présence des impuretés (basique ou acide) dans
le solvant influe sur 1’équilibre d’ionisation des composés testés et qui conduit soit a
une diminution ou une amélioration des constantes de vitesses mesurées (MacDonald-

Wicks et al., 2006).

4.2. Analyse de la capacité antioxydante par le piégeage du peroxyde

d'hydrogéne (H;0; scavenging activity)

Une des méthodes les plus communes pour évaluer la capacité de piégeage
contre cette molécule est basée sur l'absorption intrinseque du H,O, dans le domaine
de I’'UV (Ruch et al., 1989). Comme la concentration d’H,O; est diminuée par les
composés piégeurs, la valeur de l'absorbance a 230 nm est également diminuée.
Néanmoins, il est tout a fait normal que les échantillons absorbent également a cette
longueur d'onde, ce qui peut compromettre la précision et l'exactitude de cette

méthode.
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Chapitre 5.

[Plantes médicinales étudiées]

1. Criteres de sélection des plantes a intérét

1.1. Utilisation des plantes en médecine traditiorelle

Plusieurs travaux scientifiques meneés dans le dode |I'ethnopharmacologie, nous
confirment que les plantes utilisées en médeciaditionnelle sont souvent des plantes

efficaces dans les modéles pharmacologiques egisastment dépourvues de toxicité.

L’ethnobotanique et I'ethnopharmacologie mettentr@ation les savoirs ancestraux
des médecins traditionnels et les connaissancestsicjues actuelles. Les informations de
terrain recueillies aupres des populations sorgflet d’'une approche culturelle de la maladie
qui est fondée sur la symptomatologie.

L'usage empirique des différentes préparationsittcamhelles est donc extrémement

important pour une sélection efficace des plar®sip-Fakim, 2006).
1.2. Aspects chimiotaxonomiques

Les plantes appartenant aux mémes familles et/agsaot dans les mémes biotopes
sont susceptibles de synthétiser les mémes motechimiques. La chimiotaxonomie permet,
si des substances sont particulierement connuesl@aupotentiel thérapeutique, de choisir
des plantes proches de celles dans laquelle ldasulesa été détectée et étudiée (Grayet.,
1999).

1.3. Apports de la littérature

Il est plus judicieux de choisir des plantes quit @é peu ou pas étudiées
chimiquement. Cependant, si la famille ou le gemr@éja été étudié, il sera plus facile de
trouver des procédés analytiques, d’identifier dapient les composés déja connus et de

trouver des traceurs qualitatifs et quantitatifisuilier, 2007).
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2. Plantes médicinales étudiées

Sur la base des criteres de choix des plantes maldis cités ci-dessus, notre
sélection s’est portée sur trois plantes médiciaesavoir Ammodaucus leucotrichu3oss.
& Dur., Anabasis aretioide€oss. & Mog. etLimoniastrum feei(Girard) Batt. Les trois
plantes sélectionnées sont des plantes nativesudwi@st algérien et ont de multiples
utilisations dans la médecine traditionnelle akgyéne. Dans ce qui suit, nous rapportons la
description botanique, I'utilisation médicinale siilque les travaux antérieurs pour chaque

plante.
2.1. Ammodaucus leucotrichu€oss. & Dur.

2.1.1. Description botanique

Les apiacées sont une famille de plante tres iraptatdans la flore algérienne ou elle
est représentée par 55 genres. C'est une familebubtes, plantes sous-frutescentes ou
herbacées, trés variables, a feuilles en général divisées. Inflorescences ombéllifonnes
munies a leur base de bractées souvent trés cajsiueles ou le plus souvent composées

d'ombellules munies ou non de bractéoles a lews bas

Les fleurs sont de type 5. Etamines 5 alternipstdileres, insérées sur un disque plus
ou moins apparent. Fruit constitué par un diakenganné par le bourrelet calycinal, et se
décomposant en ses deux parties qui restent soadidtrentes a une columelle centrale
bifide (Quezel et Santa, 1963).

Ammodaucus leucotrichusst une plante glabre, annuelle, a tiges dressg@@guses,
finement striées, feuilles trés divisées, a lasig¥roites, un peu charnues; ombelles a 2-4
rayons, involucre a bractées trés divisées etgsetftuits tres velus, portant de longs poils
crépus, jaune-roux a la base, puis blancs, et Ideg® a10 mm. Assez commun dans tout le
Sahara (Ozenda, 1991).
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D’apres Quézel et Santa (1963); Guignard et Dup@07), la classification
gu’'occupeA. leucotrichusest la suivante :

Classification botanique

Embranchement : Spermaphytes
Sous Embranchement : Angiospermes
Classe : Eudicots
Sous Classe : Astéridées
Ordre : Apiales
Famille :  Apiacées
Genre : Ammodaucus
Espece : Ammodaucus leucotrichi@oss. & Dur.
syn.Torilis leucotrichusCoss. & Dur.

Noms Vernaculaires

Arabe sl ddgziadll o b s lall s aSl)
Berbere :  Akaman

Francais : Cumin vélu, Cumin de Sahara

Photos (1) : A. leucotrichus
http:/www.sahara-nature.com/plantes.php?aff=imggplante=ammodaucus%?20leucotrichus
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2.1.2. Ethnopharmacologie

A. leucotrichusest une plante a usage médicinale et culinairelgsmpopulations
indigenes. Ses principales utilisations sont contess maux d’estomac, lindigestion, les
diarrhées, les vomissements, les spasmes et calitpgevers intestinaux et la constipation
(Merzoukiet al.,2000 ; Didiet al.,2003 ; Fakchich et Elachouri, 2014).

La plante est aussi utilisée pour le traitement siesptdmes d’allergie (Didet al.,
2003 ; Hammiche et Maiza, 2006). Elle est utilis@assi contre la toux, comme
emmeénagogue et contre I'anorexie (Hammiche et M&@a6). Sous forme d’infusion, les
fruits d’A. leucotrichussont utilisés pour le traitement des palpitatioasdiaques (Jouaet
al., 2001). Une étude récente faite par Kalddal. (2012) rapporte que quelques populations
indigenes, au Maroc, utilisent les fruitsAd’leucotrichuspour le traitement du cancer des

poumons sous forme de poudre mélangée avec det@dministrée par voie orale.

Des herboristes locaux nous ont affirmé que la tplast utilisée aussi pour le
traitement de I'hypertension artérielle, en mettenfruit sous la langue lors d’'un pic de
tension sentis par le patient. Cette utilisatiaditionnelle est soutenue par une étude faite par
Takagiet al., (2005). Cette derniére a étudié I'effet vasoditatadu périllaldehyde (composé
contenu dans la plante) sur des rats, pour en wangue ce compose exerce un effet

vasodilatateur en bloquant les canauX'@es aortes isolés des rats expérimentaux.

Le cumin velu est utilisé, surtout par les nomadiesis la préparation du thé, et est

utilisé aussi comme épice dans le Sahara algérien.
2.1.3. Travaux antérieurs

Tres peu d’études phytochimiques ont été rappodaesespeceA. leucotrichusEn
effet, I'étude faite par Muckensturet al. (1997) sur la fraction éthérée des fruits de cette
espeéce a révélé la présence de plusieurs compaséayoir : ammolactone, limonene,

perillaldéhyde, hydroxypérillaldéhyde, méthyl-patié, bornéole angelate et un décalactone.

L'étude faite par Velasco-Negueruedd al. (2006) qui porte sur la caractérisation
chimique des huiles essentielles extraites de denétés de lI'espécd. leucotrichus :
nanocarpuset leucotrichus a mis en évidence la présence de 22 composésigues, dont

le limoneéne et le périllaldéhyde comme composé®rtaijres.
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Une autre étude a révéle leffet protecteur de ti@k aqueux des fruits A.
leucotrichuscontre la lithiase urinaire tesité vitro. Des pourcentages d’inhibition élevés ont
été rapportés (Beghalé al.,2008).

A notre connaissance, et suite a l'interrogatiols déférentes bases de données

bibliographiques, aucune étude sur les activitékgiques dA. leucotrichusi’a été publiée.

2.2.Anabasis aretioide€oss. & Moq,.

2.2.1. Description botanique

Les Amaranthacées (Chénopodiacées) sont des planiEsonnantes, rarement des
herbes (Chenopodium, BassiaQuelques genres ont des feuilles a limbe plat enh bi
développé(Atriplex, Beta, Chenopodiumiais tres souvent les feuilles se réduisent a une
gaine entourant la tige et terminée par un limluitéa une pointe coriace, les rameaux
présentant alors un aspect articulé. Les fleur$ ®ajours petites, peu visibles, cachées en

partie entre des bractées; la floraison est enrgéagtomnale.

Les Amaranthacées comprennent plus de 100 genres millier d'especes. Ce sont
essentiellement des plantes de terrains saléstvetatout sous les climats arides ou semi-
arides: Bassin méditerranéen et Sahara, Moyen-Dstppes et déserts de I'Asie centrale, de
I'Afrique du Sud, de I'Australie et des deux Amédg. En Europe, cette famille compte
guelques dizaines de représentants: ce sont, epipldntes de terrains salés littoraux ou
sublittoraux (Salicornes de la Camargue par egi),des plantes nitrophiles poussant sur les

décombres (Chénopodes).

Anabasis aretioide®st une plante formant des touffes compactes pésnigues
pouvant dépasser 50 cm de diameétre, constituéatepaameaux tres serrés les uns contre les
autres et dont les interstices sont remplis dees@iiloto 2); feuilles opposees, trés serrées,
glauques, dures et terminées chacune par une dj@nes peu visibles, par deux ou trois au
sommet des rameaux. Commun dans le Sahara ordaass|es régions de Beni-Ounif et Igli
surtout, plus rare vers I'Est dans les régionsatghbuat, Biskra et Touggourt; vit sur les regs

durs ou il forme souvent des peuplements étendusz€) et Santa, 1963 ; Ozenda, 1991).

» Dans la Wilaya de Béchar, cette espéce constitageeplements sur les regs de Béni-
Ounif, Taghit, Igli, Béni Abbés et Zéghamra.
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> Dans la Wilaya de Tindouf, la plante constitue detes peuplements dans la région de
Tabelbala, dans la Hamada de Tindouf et du Drésite internet:
(http://www.naturevivante.org, consulté le 27/11/2p
D’apres Quézel et Santa (1963); Guignard et Dup@®07), la classification

gu’occupeA. aretioidesest la suivante :

Classification botanique

Embranchement : Spermaphytes
Sous Embranchement : Angiospermes
Classe : Eudicots
Sous Classe : Caryophillidées
Ordre . Caryophillales
Famille :  Amaranthacéesx : chénopodiacées
Genre :  Anabasis
Espece : Anabasis aretioide€oss. & Moq.
syn. Fredolia aretioidesCoss. & Dur. ex
Bunge.

Noms Vernaculaires

Arabe : il w2l
Berbere :  Achnoud
Francais : Choux Fleur de Bouamama
Anglais . Desert Cauliflower

Photo (2) : A. aretioides

http://www.biodiversidadvirtual.org/herbarium/Fréidearetioides-%28Moq.-y-Coss.-ex-Bunge%29-
Ulbr.-img63326.html
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2.2.2. Ethnopharmacologie

A. aretioidesest une plante utilisée par les populations imigédu sud-ouest
algérien, particulierement, sous forme de décocponr soigner les maladies rhumatismales.
Sa partie aérienne est utilisée sous forme de popdur son action hypoglycémiante,
diurétique et antirhumatismale. Elle est aussiséil comme antidote de poison (Merzoeiki
al., 2000 ; Bnouharet al.,2002 ; Cheritet al.,2011 ; Fakchich et Elachouri, 2014).

2.2.3. Travaux antérieurs

Trés peu de travaux sur les teneurs en polyphé@tas flavonoides ainsi que sur les

activités biologiques &. aretioidesont été rapportés dans la littérature.

Néanmoins, quelques études sont a signaler. Notgoms ['étude faite par
Boulenouaret al. (2012) qui porte sur I'étude de l'effet des exrairganiques de quelques
plantes sahariennes sur la croissanc&wsarium oxysporunsp. albedinis(agent causal du
Bayoud), dont IA. aretioidesfait partie des plantes étudiées. Les résultalguent que
'extrait hexanique de la partie aérienne exerceefiat remarquable sur la croissance de

Fusarium oxysporurap.albedinis

Une autre étude faite par Rachetdal. (2010) qui porte sur I'étude du potentiel
antioxydant de 52 plantes locales (natives de BAk), dont |A. aretioidesfait partie des
plantes étudiées. Des teneurs de I'ordre de 11GAlg/g en polyphénols et de 17 mg CEQ/g
en flavonoides dans la partie racines ont été réggm Aucune activité antioxydante n'a été

détectée dans la partie feuille de la plante.

La plante renferme aussi des saponines et desiaeal (anabasine), rapporté par
Benhouhou (2005).

2.3.Limoniastrum feei(Girard) Batt.

2.3.1. Description botanique

Les plumbaginacées est une famille de plantesamupeend 775 espéces réparties en

24 genres.

Selon Quezel et Santa (1963), les plumbaginacégdsiss plantes ligneuses a la base,
ou sous arbrisseau glabre ramifié. Feuilles ovirséolées plus ou moins amplexicaules,

parsemées en dessous de petites concrétions ealciileurs en épis courts et denses,
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violettes ou bleu-violacées ; large de 1 cm, de&yimmn 5. Calice glanduleux, tubuleux a 5

lobes courts. Corolle infundibuliforme et capsulgraines.

Limoniastrum feeest une plante ligneuse a la base, a souche gxostiflorescences
isolées au sommet de hampes sans feuilles, hauteade5 cm. Bractée interne de I'épillet
épineuse, feuilles disposées en rosette densesnamet des rameaux, lancéolées, linéaires

entierement couvertes de concrétions blanchatresz€) et Santa, 1963).

Cette espéce est retrouvée largement dans ledle@sadésertiques. Elle pousse aussi

dans tous les milieux, y compris les milieux satlies régions froides et tropicales.

Une enquéte menée par le ministére de I'agricultiares la région d’El Oued (Chott
Melghir) a indiqué la présence de 14 espéces emgési parmi elles, six sont de distribution
assez restreinte, confinée en Algérie ou sur lag gays limitrophes, Tunisie et/ou Maroc, ce

qui souligne leur importance. feeiest recensée parmi ces especes (DGF, 2002).

D’aprés Quézel et Santa (1963); Guignard et Dup@®07), la classification

gu’occupel. feeiest la suivante :

Classification botanique

Embranchement : Spermaphytes
Sous Embranchement : Angiospermes
Classe : Eudicots
Sous Classe : Caryophillidées
Ordre :  Plumbaginales
Famille :  Plumbaginacées
Genre :  Limoniastrum

Espece : Limoniastrum feefGirard) Batt.

Noms Vernaculaires

Arabe : ﬁ.)lé'_//d:.q’_[a
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Photo (3) :L. feei
http://plantsofsouthernmorocco.biota-
africa.net/plantdata_sub.php?Mspec_1D=437&PHPSES&ihksvqol161i1c6t99crki85

2.3.2. Ethnopharmacologie

Dans quelques régions en Algérie, notamment damédion sud-ouest,. feei est
utilisée dans le traitement des personnes quiwules piqueurs de scorpions (témoignage au
cours de la récolte de la plante). Son usage efpiguent par les populations indigénes est le
traitement des infections gastriques et pulmondBetboukhari et Cheriti, 2005, 2009).

2.3.3. Travaux antérieurs

L. feeia fait I'objet de quelques études rapportées dmristérature. Nous citerons
celle faite par Belboukhari et Cheriti (2005), gapporte que cette espéce posséde un pouvoir
antimicrobien important vis-a-vis BE5cherichia coliet un pouvoir antifongique vis-a-vis de
Candida albicans Les mémes auteurs ont contribué a I'étude dealacterisation des
flavonoides extraits a partir des tigesLddeej ils ont identifié quatre flavonoides qui sont :
6,3, 4'-tri-methoxy 3,5,5'-trihydroxyflavonol (1), 3-(6"-malonyl 2"ramnosyl glucosil)
6,3, 4’-tri-methoxy 5,5’-dihydroxyflavono(2), tétra-acétate 7-dihydroxy-4’-methoxy 8f9-
glucopyranoside isoflavoné3) et tétra-acétate 7,4’-dimethoxy 8-(B-glucopyranoside
isoflavone(4) (Belboukhari et Cheriti, 2007) (fig. 30).
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(1) (2)

HO.

®) (4)

Fig. 30. Structures chimiques des quatre flavonoidede la partie tige de_. feei (Belboukhari et
Cheriti, 2007)

Les travaux effectués par Chaattial. (2008) ont conduit a l'identification de sept
composés phénoliqgues qui sont: acide gallique, imyhenone A, myricétin-8-4-
galactopyranoside, epigallocatéchin®3jallate, myricétine ®-a-rhamnopyranoside,
guercétine et myricétine (fig. 31). Les mémes awste@unt évalué I'activité antioxydante de

chaque composé isolé. L'acide gallique a préseatévité antioxydante la plus élevée.

Dans une autre étude, deux molécules de la fadekesaponosides ont été extraites et
identifiees par Belboukhari et Cheriti (2009), atpades tiges del. feej il s’agit de:
20,36,23-trihydroxy-30-acetylolean-12-éne et d®©Jea-L-Rhamnopyranosyl-(1)-&-acétyl-
S-D-galactopyranosyl],36,225-26-tetrahydroxyfurost-5(6)-ene-28-5-D-glucopyranoside.
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oHOH

(5) (6)

OH

@

Fig. 31. Structures chimiques des composés phénales isolés a partir de_. feei selon Chaabiet
al., (2008) : (1) acide gallique, (2) myrciaphenone A3) myricetine 3-O-a-rhamnopyranoside, (4)
myricetine-3-O-#-galactopyranoside, (5) epigallocatéchine-@-gallate, (6) quercetine et (7)
myricetine.
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Deuxiéme partie :

[Matériel et Méthodes|

Dans cette deuxieme partie, nous aborderons quelques aspects d’ordres techniques
concernant [’extraction des métabolites secondaires, les différents dosages chimiques,
I’analyse des huiles essentielles par les méthodes conventionnelles et 1’étude des activités
biologiques : activité antimicrobienne, antioxydante et pouvoir hémolytique des différents
extraits obtenus a partir des plantes sélectionnées : 4. leucotrichus, A. aretioides et L. feei. Les

différentes étapes seront développées et détaillées tout au long de cette partie.

1. Récolte des plantes

Les especes sélectionnées : A. leucotrichus et A. aretioides ont été récoltées dans leur
habitat naturel dans la région de Béni Abbes (Wilaya de Béchar), durant le mois de Novembre
de ’année 2010. Alors que I’espece L. feei a été récoltée dans la région d’ Ain Ouarka (Wilaya

de Nadma), durant le mois de Décembre de I’année 2007 (tableau 02, fig. 32).

Les différentes espéces ont été identifiées par M' HASSANI Faycal (Maitre de
conférences a I'université de Tlemcen), et ont été classées et enregistrées dans le laboratoire

« Produits Naturels » sous les références suivantes :

- A. 1918 pour A. leucotrichus ;
- A. 750 pour A. aretioides ,
- A. 2124 pour L. feei.

Le matériel végétal récolté est ensuite séché a 1’abri de I’humidité et de la lumiere du
soleil. La durée du séchage est variée entre les especes sélectionnées. Une fois séchée, la
matiere végétale a été réduite en poudre a ’aide d’un mortier, puis conservée a basse

température.

—
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Deuxiéeme partie :

Dans cette étude, nous avons choisi de prendre la partie utilisée en médecine

traditionnelle pour chaque plante. De ce fait, la partie utilisée pour :

o A. leucotrichus : partie fruit ;

e A. aretioides : partie aérienne (feuille et tige) ;

o L. feei : partie feuille.

Tableau 02. Situation géographique et étage bioclimatique des différentes stations de récolte des

plantes étudiées

Etage Altitude Latitude Longitude

Plantes Stations bioclimatique (m) (Nord) (Ouest)

L. feei Ain Ouarka | Aride, chaud 1058 32°43'57.049" | 0°9'11.888"

A. leucotrichus | Béni Abbes | Aride, chaud 530 30°7'56.887" 2°10'1.663"

A. aretioides | Béni Abbes | Aride, chaud 530 30°7'56.887" 2°10'1.663"
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2. Extraction des métabolites secondaires

2.1. Extraction des huiles essentielles

L’obtention de I’huile essentielle a été effectuée selon la méthode conventionnelle qui
est I’hydrodistillation. L’extraction a été faite par un montage de type Clevenger. Le temps
d'extraction est de 3 h. Afin d'éliminer toute trace d'eau, un séchage de 1’huile essentielle a été

effectué sur du sulfate de sodium (Na,SOy).

L’huile essentielle ainsi obtenue est conservée au réfrigérateur (+ 4°C) dans des tubes

ombrés et bien fermés.
2.1.1. Calcul du rendement en huile essentielle

Le rendement en huile essentielle est défini comme étant le rapport entre la masse de

I’huile essentielle obtenue () et la masse végétale seche traitée (my).

m
x 100

Rdt (%) =
my

2.1.2. Détermination des caractéristiques physico-chimiques des huiles
essentielles

a. Caractéristiques physiques

Densité relative :

La densité relative est un caractére important pour la détermination de la qualité et la
pureté de 1’huile essentielle.

Par définition, la densité relative a 20°C d’une huile essentielle est le rapport de la
masse d’un certain volume de ’huile essentielle a 20°C, a la masse d’un égal volume d’eau
distillée a 20°C (AFNOR, 1992).

A T’aide d’un pycnomeétre, des pesées successives ont été effectuées sur des volumes
¢gaux d’huile essentielle et d’eau distillée a la température de 20°C.

La densité relative est donnée par la formule suivante :

dyy = ——— %100
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my : masse en gramme du pycnometre vide
m; : masse en gramme du pycnometre rempli d’eau

m; : masse en gramme du pycnometre rempli d’huile essentielle
Indice de réfraction

L’indice de réfraction d’une huile essentielle est le rapport entre le sinus de 1’angle de
I’incidence et le sinus de I’angle de réfraction d’un rayon lumineux, de longueur d’onde
déterminée, passant de 1’air dans 1’huile essentielle, maintenue a une température constante

(AFNOR, 1992).

L’indice de réfraction a été¢ déterminé par lecture directe a 1’aide d’un réfractomeétre.

L’indice de réfraction a la température de référence ¢, est donné par la formule suivante :

[nlt)z np + 0.0004 (2"~ 1) }

ng : valeur de la lecture obtenue a la température ¢’
t : température de référence (20°C)

¢’ : température a laquelle a été effectude la lecture
Pouvoir rotatoire

Le pouvoir rotatoire d’une huile essentielle est I’angle exprimé en milliradians et/ou
degrés d’angle, dont tourne le plan de polarisation d’une radiation lumineuse, lorsque celle-ci
traverse une épaisseur de 100 mm d’une huile essentielle dans les conditions déterminées de
température. Le pouvoir rotatoire d’une huile essentielle en solution est dit : pouvoir rotatoire

apparent.
b. Caractéristiques chimiques
Miscibilité a I’éthanol
Une huile essentielle est dite miscible a V volumes et plus d’éthanol de titre
alcoolométrique déterminé, a la température de 20°C, lorsque le mélange d’un volume de

I’huile essentielle considéré avec V volumes de cet éthanol est limpide et le reste apres

addition graduelle d’éthanol de méme titre jusqu’a un total de 20 volumes (AFNOR, 1992).
Indice d’acide

L’indice d’acide (I.A) est le nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium

nécessaire a la neutralisation des acides libres contenus dans un gramme d’huile essentielle
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(AFNOR, 1992). 1l consiste a neutraliser les acides libres par une solution éthanolique

d’hydroxyde de potassium titrée.

L’indice d’acide est donné par la formule suivante :

[ LA =5.61 (Vim) ]

V': volume en millilitres de la solution d’hydroxyde de potassium

m : masse en grammes de la prise d’essai
Indice d’ester

L’indice d’ester (I.E) est le nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium
nécessaires a la neutralisation des acides libérés par 1’hydrolyse des esters contenus dans un
gramme d’huile essentielle (AFNOR, 1992). 1l s’agit d’une hydrolyse des esters par chauffage
en présence d’une solution éthanolique titrée d’hydroxyde de potassium, et dosage de 1’exces

d’alcali par une solution titrée d’acide chlorhydrique

L’indice d’ester est donné par la formule suivante :

[ LE =28.05(V,— Vi) / m ]

Vo : volume en millilitre de la solution d’acide chlorhydrique utilisée pour 1’essai a blanc
Vi : volume en millilitre de la solution d’acide chlorhydrique utilisée pour 1’essai

m : masse en gramme de la prise d’essai
2.1.3. Analyse de I’huile essentielle d’A4. leucotrichus

Les analyses CPG, CPG-SM et RMN °C de I’huile essentielle d’A. leucotrichus ont
été effectuées au sein du laboratoire de « Chimie et Biomasse » de 'Université de Corse-

CNRS, France.
2.1.3.1. Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

La chromatographie en phase gazeuse est une méthode de séparation des composés
volatils aprés chauffage sans pour autant étre décomposés. Elle permet ainsi 1’analyse de
mélanges, éventuellement, trés complexes dont les constituants peuvent différer d’une fagon

considérable par leur nature et leur volatilité.
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a. Conditions opératoires

L’analyse de I’huile essentielle a été faite a l'aide d'un chromatographe Perkin-Elmer
Clarus 500, équipé d'un détecteur FID, d'un injecteur diviseur, de deux colonnes capillaires de
dimensions 50 m x 0.22 mm (épaisseur du film: 0.25 pm): une colonne polaire BP-20

(polyéthylene glycol) et une colonne apolaire BP-1 (polydiméthylsiloxane).

- Le gaz vecteur est 'hélium (0.8 mL/min), avec une pression en téte de colonne de 20 psi ;

- La température de I'injecteur est de 250 °C, celle du détecteur est de 250 °C ;

- La température linéaire est programmeée depuis 60 °C jusqu'a 220 °C, a raison de 2 °C/min,
suivie d'un palier de 20 min a 220 °C ;

- Injection automatique : mode Split (1/60).
b. Identification des constituants

Les constituants ont été identifiés par comparaison de leurs indices de rétention (IR)
calculés par rapport a une série d'alcanes (Cg-C,g) avec interpolation linéaire sur les deux

colonnes, avec ceux des composés de référence, contenus dans la bibliothéque du laboratoire.

2.1.3.2. Analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée a la

spectrométrie de masse (CPG-SM)
a. Conditions opératoires

L’huile essentielle d’A. leucotrichus a été analysée a l'aide d'un chromatographe
Agilent Technology 5975C, doté d'un injecteur automatique et d'une colonne capillaire de
silice fondue, HP-MS 5 % (phénylméthylsiloxane), de dimension 30 m x 0.25 mm avec une
¢épaisseur du film égale & 0.25 pm.

- Volume d’injection est de 0.2 uL ;

- Le gaz vecteur est I'hélium (1 mL/min), exer¢ant une pression en téte de colonne de 43 psi ;
- La température linéaire est programmée depuis 60 °C jusqu'a 250 °C, a raison de 4 °C/min,
suivie d'un palier de 52.5 min a 250 °C ;

- Spectre de masse a ionisation €lectrique obtenu au-dessus d'un intervalle de 33-350 m/z ;

- Injection automatique: mode Split (1/80).
b. Identification des constituants

La méthode d'identification est basée sur la comparaison du spectre de masse obtenu
pour chacun des composés de l'huile essentielle avec une banque de spectres de produits de

référence (Adams, 1989 ; Mc Lafferty et Stauffer, 1994 ; Joulain et Konig, 1998 ; National
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Institute of Standards and Technology, 1999). La comparaison a été effectuée avec les bases
de données propre au laboratoire de « Chimie et Biomasse », de 1'Université de Corse (Tomi

etal, 1995 ; Rezzi et al., 2002 ; Tomi et Casanova, 2006 ; Bighelli et Casanova, 2009).

2.1.3.3. Analyse par spectroscopie de la résonance magnétique nucléaire du

carbone 13 (RMN ()

La RMN du °C selon la méthode développée par I'équipe « Chimie et Biomasse » de
I'Université de Corse (Tomi et al, 1995), est basée sur la comparaison des déplacements
chimiques des carbones du mélange avec ceux des produits de référence enregistrés dans des
conditions expérimentales rigoureusement identiques a celles des huiles essentielles et stockés

dans des bibliotheques de spectres propres au laboratoire.
a. Conditions opératoires

Les spectres RMN ont été enregistrés dans le chloroforme deutéré, sur spectrometre de
marque « Bruker AVANCE 400 », opérant a 100.623 MHz pour le carbone 13, sous les
conditions opératoires suivantes : Sonde de Smm, durée d'impulsion (PW): 4 us (angle 45°),
temps d'acquisition: 2.7 s, correspondant a une acquisition de 128 K avec une largeur spéciale
(SW) de 24000 Hz (240 ppm), résolution digitale: 0.183 Hz/pt, mode de découplage pulsé
(Composite Phase Decoupling), le nombre d'accumulation est compris entre 2000 et 3000
pour chaque enregistrement. Les déplacements chimiques sont donnés en ppm par rapport au

TMS (Tétra Méthyl Silane) pris comme référence interne.

L'analyse d'un mélange est menée sur un échantillon de 40 mg dilué dans 0.5 mL de
CDCl13. Les données du signal de précession libre (FID) sont multipliées avant la transformée

de Fourrier par une fonction exponentielle (1.0 Hz).
b. Identification des constituants

L'identification est réalisée par la prise en compte du nombre de pics observés par
rapport a ceux attendus pour chaque molécule, du nombre de superpositions des signaux et
des variations des déplacements chimiques des carbones dans les spectres du mélange par
rapport aux valeurs de référence. En plus de ces paramétres qui sont directement accessibles
par un logiciel élaboré au laboratoire, l'intensité des raies de résonance permet de contrdler
l'appartenance d'un déplacement chimique a un composé donné. Cette technique permet
l'identification de différents composants a une teneur supérieure ou égale a 0.5 % sans

purification précédente.
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2.2. Extraction des composés phénoliques

La matiere végétale, seche et broyée, est mise en contact avec différents solvants
organiques de polarité croissante avec un rapport de 80 %. Les solvants choisis pour cette
¢tude sont : méthanol, éthanol, acétone, acétate d’éthyle et chloroforme. La préparation est
portée sous reflux pendant 3h. Apres refroidissement a température ambiante, I’extrait est
filtré puis évaporé sous pression réduite a sec (60°C) par un évaporateur rotatif. Le résidu sec

est repris et conservé a - 4°C.
2.2.1. Calcul des rendements en extraits secs

Nous pouvons déterminer le rendement des plantes en extrait sec en calculant le

rapport suivant :

m; — mp
Rdt (%) = — x 100
ms

m; : masse du ballon apres évaporation
m; : masse du ballon avant évaporation

m; : masse de la matiere végétale de départ
2.2.2. Dosage des polyphénols

Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitué¢ d’un mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW,040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo0,04). 11 est réduit lors de 1’oxydation
des phénols en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne. La coloration
produite, dont I’absorption maximum est comprise entre 700 et 750 nm, est proportionnelle a

la quantité de polyphénols présente dans les extraits végétaux (Boizot et Charpentier, 2006).

Le dosage des polyphénols est réalisé¢ selon la méthode décrite par Vermerius et
Nicholson (2006).
0.1 mL de l'extrait organique de chaque plante étudiée, est mélangé avec 2 mL d’une solution
de carbonate de sodium a 2 %, fraichement préparée. Le tout est agité par un vortex. Apres 5
min, 100 pL du réactif de Folin-Ciocalteu (1N) sont ajoutés au mélange. Le tout est laissé
pendant 30 min a la température ambiante et la lecture est effectuée contre un blanc a 1’aide
d’un spectrophotométre (Analytica Jena) a 700 nm.

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

opératoires en utilisant I’acide gallique comme controle positif.
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Les résultats sont exprimés en mg équivalent acide gallique par gramme de la maticre

végétale seche (mg GAE/g).
2.2.3. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides est réalisé¢ en utilisant la méthode colorimétrique au
trichlorure d’aluminium et la soude. Le trichlorure d’aluminium forme un complexe jaune
avec les flavonoides et la soude forme un complexe de couleur rose qui absorbe dans le
visible a 510 nm.

Le dosage des flavonoides de nos extraits est réalis€¢ par la méthode colorimétrique

décrite par Zhishen et al. (1999) dans Ardestani et Yazdanparast (2007).
500 pL de l'extrait organique de chaque plante étudiée sont mélangés avec 2 mL d’eau
distillée, suivis de 150 pL d’une solution de nitrite de sodium (NaNO,) a 15 %. Apres 6 min,
150 pL de chlorure d’aluminium (AICl;, 6H,O) a 10 % sont ajoutés au mélange. Le tout est
laissé pendant 6 min. Ensuite, 2 mL d’hydroxyde de sodium a 4 % sont ajoutés aux tubes et le
volume final est complété immédiatement a 5 mL. Apres 15 min, la lecture est faite a 510 nm
contre un blanc a I’aide d’un spectrophotomeétre.

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

opératoires en utilisant la catéchine comme contrdle positif.

Les résultats sont exprimés en mg équivalent catéchine par gramme de la maticre

végétale seche (mg CEQ/g).

3. Evaluation des activités biologiques

3.1. ETUDE DE L’ACTIVITE ANTIOXYDANTE

3.1.1. Activité antioxydante totale par la méthode au réactif de Folin-

Ciocalteu (FC)

La chimie derriere I’analyse FC se fonde sur le transfert des électrons dans un milieu
alcalin a partir des composés phénoliques et de toutes autres especes réductrices au
molybdeéne, formant des complexes bleus qui peuvent étre détectés par spectrophotométrie a

750-765 nm (Singleton et al., 1999).

Le protocole expérimental suivi est celui de Vermerius et Nicholson (2006).
0.1 mL de l'extrait organique de chaque plante étudiée, est mélangé avec 2 mL d’une solution

de carbonate de sodium a 2 % fraichement préparée. Le tout est agité par un vortex. Apres 5
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min, 100 pL du réactif de Folin-Ciocalteu (1N) sont ajoutés au mélange. Le tout est laissé
pendant 30 min a la température ambiante et la lecture est effectuée contre un blanc a 1’aide
d’un spectrophotométre (Analytica Jena) a 700 nm.

Les résultats sont exprimés en mg équivalent acide gallique par gramme de la maticre

végétale seche (mg GAE/g).

3.1.2. Capacité antioxydante totale par la méthode au molybdate d’ammonium

(Total Antioxidant Capacity TAC)

Dans cet essai, le mécanisme réactionnel est basé sur la réduction du molybdéne (VI)
au molybdeéne (V) par les composés réducteurs présents dans 1’échantillon. Le complexe ainsi
réduit compos€ de phosphomolybdate (V) de couleur verte est mesuré par spectrophotométrie

a 695 nm.

Le protocole expérimental suivi est celui de Prieto et al. (1999).
Un aliquote de 0.2 mL de I’échantillon a différentes concentrations (50, 100 et 150 pg/mL)
est mélangé avec 2 mL d’une solution de réactif constitué de : 0.6 M acide sulfurique, 28 mM
phosphate de sodium, et 4 mM molybdate d’ammonium. Le tout est incubé a 95 °C pendant
90 min. Apres refroidissement a la température ambiante, la lecture de 1’absorbance se fait
contre un blanc a 695 nm a I’aide d’un spectrophotométre.

L’acide ascorbique est utilis€¢ comme controle positif dans les mémes conditions
opératoires.

3.1.3. Réduction du Fer : FRAP (Ferric reducing antioxidant power)

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé a son pouvoir antioxydant. L’activité
réductrice du fer de nos extraits est déterminée selon la méthode décrite par Oyaizu (1986),
basée sur la réaction chimique de réduction du Fer (III) présent dans le complexe K;Fe(CN)g
en Fe (II). L’absorbance du milieu réactionnel est déterminée a 700 nm. Une augmentation de
I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés (Hubert,

2006).

1 mL de I’échantillon a différentes concentrations est mélangé avec 2.5 mL d’une solution
tampon phosphate 0.2 M (pH 6.6) et 2.5 mL d’une solution de ferricyanure de potassium
KsFe(CN)g a 1 %. Le tout est incubé a 50 °C pendant 20 min, puis refroidi a la température
ambiante. 2.5 mL d’acide trichloracétique a 10 % sont ajoutés pour stopper la réaction, puis
les tubes sont centrifugés a 3000 rpm pendant 10 min. 2.5 mL du surnageant sont ajoutés a 2.5

mL d’eau distillée et 500 pL d’une solution de chlorure du fer (FeCls;, 6H,O) a 0.1 % sont
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ajoutés au mélange. La lecture des absorbances se fait contre un blanc a 700 nm a ’aide d’un
spectrophotometre.
L’acide ascorbique est utilisé comme controle positif aux mémes concentrations

choisies et dans les mémes conditions opératoires.
3.1.4. Piégeage du radical libre DPPH’ (2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl)

Le DPPH’ est un radical stable qui absorbe dans le visible a la longueur d’onde de 515
a 520 nm (Bandoniene ef al., 2002 ; Pavlov et al., 2002 ; Gazi et al., 2004).

La méthode au DPPH’ est décrite par plusieurs auteurs dans la littérature (Yen et Duh,
1994 ; Masuda et al., 1999 ; Anderson et padhye, 2004 ; Iwashima et al., 2005). Le test
consiste a mettre le radical DPPH" (pourpre), en présence des molécules dites « antioxydantes
» afin de mesurer leur capacité a réduire le radical DPPH’ (fig. 33). La forme réduite (jaune

pale) n’absorbe plus, ce qui se traduit par une diminution de 1’absorbance a cette longueur

d’onde.
(2 (2,
' b
OzN NOz + A R O H OzN NOZ + Ar G =
NO, NO,
2,2-diphényl-1-picryl-hydrazyl (DPPH) (DPPH)H
Pourpre Jaune pile

Fig. 33. Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH’
Le protocole expérimental suivi est celui de Benhammou ef al. (2007).

50 uL de I’échantillon a différentes concentrations, sont ajoutés a 1.95 mL d’une solution
méthanolique de DPPH" 4 6.34x10”> M. Pour chaque concentration un blanc est préparé. Un
controle négatif est préparé, en parallele, en mélangeant 50 pLL du méthanol avec 1.95 mL
d’une solution méthanolique de DPPH" a la méme concentration utilisée. Aprés incubation a
I’obscurité pendant 30 min et a température ambiante, la lecture des absorbances est effectuée
a 515 nm a I’aide d’un spectrophotometre.

¢ Calcul des pourcentages d’inhibition

Nous avons calculé les pourcentages d’inhibition par la formule suivante:
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% inhibition = [(4c— A7)/ Ac] x 100
Ac: Absorbance du contrdle

Ar: Absorbance du test effectué

Calcul des Clsg

Clsy ou concentration inhibitrice de 50 % est la concentration de 1’échantillon testée

nécessaire pour réduire 50 % du radical DPPH'.
3.1.5. Piégeage du peroxyde d’hydrogene (H,0; scavenging activity)

Une des méthodes les plus communes pour évaluer la capacité¢ du piégeage du

peroxyde d’hydrogene est basée sur I'absorption de cette molécule dans le domaine de ’'UV.

Comme la concentration du H,O; est diminuée par les composés piégeurs, la valeur de
l'absorbance de ce dernier a 230 nm est également diminuée (Magalhaes et al., 2008).

Pour étudier I’activité du piégeage du H,O,, nous avons utilisé la méthode décrite par
Ruch et al. (1989). Le protocole expérimental suivi est celui de Bhatia ez al. (2011).
1 mL de I'échantillon & une seule concentration (100 pg/mL) préparé dans une solution
tampon phosphate a 0.1 M (pH 7.4) sont mélangés avec 2 mL d’une solution de peroxyde
d'hydrogéne a 20 mM. La lecture de 1’absorbance des échantillons est effectuée a 230 nm
apres 10 min contre un blanc a 1’aide d’un spectrophotometre.

Dans les mémes conditions opératoires, le BHA et ’a-tocophérol, a la méme
concentration choisie, sont utilis€s comme controles positifs.

Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition selon la formule suivante :
% du piégeage du H,O, = [(Ac— A7) / Ac] x 100
Ac : Absorbance du contrdle négatif

Ar: Absorbance du test effectué
3.1.6. Piégeage du radical hydroxyle (OH" scavenging activity)

Le radical hydroxyle est considéré parmi les radicaux les plus réactifs dans
I’organisme humain. L’évaluation du pouvoir piégeur des extraits de plantes contre ce radical
est alors d’une importance considérable.

Le protocole expérimental suivi est celui de Wang et al. (2008).

Le mélange réactionnel (3 mL) est constitué de 1 mL de FeSO4 a 1.5 mM, 0.7 mL de H,O, a 6
mM, 0.3 mL de salicylate de sodium a 20 mM et de différentes concentrations de
I’échantillon. Apres incubation a 37 °C pendant 1 h, I’absorbance du complexe salicylate

hydroxylé est mesurée a 562 nm a 1’aide d’un spectrophotomeétre.
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% de piégeage = [1 — (4;— A,)/Ag] X 100
Ap: Absorbance du contrdle négatif
A;: Absorbance du test effectué

A, : Absorbance de 1’échantillon sans salicylate de sodium

3.1.7. Activité antioxydante par la méthode de décoloration du pf-caroténe (f-

carotene bleaching method)

Cette méthode consiste a mesurer la décoloration du p-caroténe résultant de son
oxydation par les produits de décomposition de I’acide linoléique. La dispersion de 1’acide
linoléique et du f-caroténe dans la phase aqueuse est assurée par du Tween. L’oxydation de
I’acide linoléique est catalysée par la chaleur (50 °C). L’addition d’antioxydants purs ou sous
forme d’extraits végétaux induit un retard de la cinétique de décoloration du p-caroténe

(Laguerre et al., 2007).

Le protocole expérimental suivi est celui d’Ozsoy et al. (2008).
Pour préparer I’émulsion du f-caroténe, 2 mg de ce dernier sont dissouts dans 10 mL de
chloroforme, puis 1 mL de cette solution est mélangé avec 20 mg d’acide linoléique purifié et
200 mg du Tween 40. Ensuite, le chloroforme est évaporé sous pression réduite par un
évaporateur rotatif a 40 °C et le résidu obtenu est repris par 50 mL d’eau ultra pure oxygénée.
Des tubes contenant 5 mL de cette émulsion sont préparés, pour lesquels, 200 pL
d’échantillons ou d’antioxydant de référence (BHA) a différentes concentrations sont ajoutés.
Le mélange est bien agité et la lecture de ’absorbance a 470 nm se fait immédiatement a t,
contre un blanc qui contient 1’émulsion sans le f-caroténe. Les tubes couverts sont incubés a
50 °C et la lecture de 1’absorbance est effectuée apres 120 min.

Un controle négatif est réalisé en parallele, comprenant 5 mL de I’émulsion du f-
carotene et 200 pL d’éthanol.

Les résultats obtenus sont exprimés en termes de pourcentage d’inhibition de la
décoloration du f-caroténe en employant la formule suivante :

% Inhibition =[1 — (4y— A4,/ 4% — A°)] x 100

Ay - Absorbance de 1’échantillon a t
A, . Absorbance de 1’échantillon apres incubation de 120 min
Aoo . Absorbance du contrdle négatif a t

AO, . Absorbance du contrdle négatif aprés incubation de 120 min
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3.2. ETUDE DE L’ACTIVITE ANTIMICROBIENNE

3.2.1. Provenance des germes utilisés

Les souches pathogeénes utilisées sont parmi ceux qui causent les maladies les plus
courantes, ce sont des contaminants fréquents, provoquant ainsi des infections importantes.

Nous avons utilisé dans cette étude des souches de références (tableau. 03).

Tableau 03. Les différentes souches microbiennes testées

Especes Références
Bactéries a Gram - Escherichia coli ATCC 8739
Enterobacter cloacae ATCC 13047
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Salmonella typhimurium ATCC 13331
Bactéries a Gram + | Bacillus cereus ATCC 10876
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Enterococcus faecalis ATCC 29212
Levures Candida albicans ATCC 10231
Candida albicans IP 444
Moisissures Fusarium oxysporum MNHN 963917
Aspergillus fumigatus MNHN 566
Aspergillus flavus MNHN 994294

3.2.2. Méthodes d’étude du pouvoir antimicrobien

Dans un premier temps, I’huile essentielle ainsi que les extraits de plantes ont été
testés vis-a-vis des souches bactériennes par la méthode de diffusion sur disque et dans

I’affirmation, la concentration minimale inhibitrice (CMI) en milieu solide a été déterminée.
3.2.2.1. Méthode de diffusion sur disque

Afin de tester I’activité antimicrobienne, nous avons utilisé la méthode de la diffusion
sur disques (NCCLS, 1997). Pour effectuer ce test, une culture bactérienne confluente est
réalisée a la surface d’une gélose Mueller-Hinton. Les disques imprégnés d’une dose connue
d’extrait de plante sont déposés a la surface de la gélose. La détermination du diameétre de la

zone d’inhibition permet de déduire les caracteres de sensibilité de la souche bactérienne.
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Une suspension des microorganismes testés (1 mL d'une suspension a 10° cellules/mL,
107 cellules/mL pour S. aureus et 10* spores/mL pour les moisissures) a été étalée sur une
gélose de Mueller-Hinton pour les bactéries, Sabouraud dextrose pour les levures et milieu
PDA pour les moisissures. Des disques de papier-filtre (6 mm de diametre) imprégnés de 15
uL de I'huile essentielle d’A4. leucotrichus et de 5 pnL de DMSO ont été placés sur la surface

des boites inoculées.

En paralléle, nous avons utilisé un disque témoin négatif imbibé par le DMSO (20
pL). Les antibiotiques utilisés sont : amikacin, ceftazidime et cefotaxime. Pour D’activité

antifongique, nous avons utilisé la nystatine (30 pg/disque).

Apres 1 h a température ambiante, les boites ont été incubées pendant 24 h a 37 °C
pour les bactéries, 24 - 48 h a 37 °C pour les levures et 48 h a 25 °C pour les moisissures.

Apres incubation, les diamétres des zones d'inhibition sont mesurés (exprimés en mm).

3.2.2.2. Méthode de détermination de la concentration minimale inhibitrice

(CMI)

La CMI correspond a la concentration provoquant 1’absence de croissance d’une
population initiale de bactéries visible a I’ceil nu en 24 h. Cette technique consiste a mettre en
culture les bactéries, les levures et les moisissures sur des boites avec une gamme de

concentration croissante d’huile essentielle.

Pour déterminer la CMI, I’huile essentielle est disposée dans les boites afin d’effectuer
une gamme de concentration de 0.25 a 4 uL/mL, dans le milieu de culture : gélose Mueller-
Hinton pour les bactéries, Sabouraud dextrose pour les levures et milieu PDA pour les
moisissures, avec pour chaque concentration, son équivalent en DMSO. Le mélange est alors
homogénéis¢ et ensuite refroidi. Apres une durée d’incubation de 24 h a 37 °C pour les
bactéries, de 24 - 48 h a 37 °C pour les levures et 48 h a 25 °C pour les moisissures, la lecture

des résultats se fait par présence ou absence de croissance microbienne.
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33. ETUDE DE L’ACTIVITE HEMOLYTIQUE (POUVOIR
CYTOTOXIQUE)

Pour étudier 1’activité hémolytique (cytotoxicité) de nos extraits, le choix s’est porté
sur le model universel qui est les globules rouges humains. Le sang utilisé dans ce test est un

sang provenant d’un donneur sain et unique.
3.3.1. Préparation de la suspension érythrocytaire

Du sang fraichement prélevé sur tube hépariné est centrifugé a 4000 rpm pendant 5
min a I’aide d’une centrifugeuse. Apres élimination du surnageant, le culot est lavé 2 fois avec
une solution de lavage glacée MgCl, (2 mM), NaCl (150 mM) puis resuspendu a nouveau

dans le tampon phosphate de sodium salé (PBS) 10 mM (pH 7.4).
3.3.2. Mesure de la fuite de I’hémoglobine

Les globules rouges sont suspendus dans le PBS 10 mM (pH 7.4) a raison de 4000

cellules/mL (500 pL sont mis en contact avec 9.5 mL du méme tampon).

La suspension érythrocytaire a 2 % est incubée (dans un incubateur de paillasse type
Orbital Shaker, Thermo Forma) a 37 °C pendant 90 min avec différentes concentrations de
I’échantillon. Des prélevements de 500 pL sont réalisés chaque 15 min pour étre suspendus
dans 2.5 mL d’une solution de lavage glacée MgCl, (2 mM). Les tubes sont centrifugés a
4000 rpm pendant 5 min. Le surnageant est utilis€¢ pour suivre la fuite de I’hémoglobine
intracellulaire par mesure de 1I’absorbance a 548 nm.

Pour le controle positif, I’hémolyse totale est obtenue par la mise en suspension des
globules rouges avec le triton-X100 a une concentration de 1 % (v/v). Le tampon seul est
utilis¢ comme controle négatif. Pour chaque échantillon, le pourcentage de [D’activité
hémolytique maximale est déterminé par la formule suivante (Lee, 2002) :

Taux d’hémolyse (%) = (At — At’) / Ac X 100
At : Absorbance du test
At’ : Absorbance de I’hémolyse spontanée test d’échantillon

Ac : Absorbance du test au triton-X100
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« La connaissance s’acquiert par l'expérience, tout le reste n’est que de l'information »
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Chapitre 1.

[Ammodaucus leucotrichus Coss. & Dur. |

1. Etude de I'huile essentielle des fruits d’A. leudohus

1.1. ANALYSE CHIMIQUE DE L'HUILE ESSENTIELLE
1.1.1. Rendement d’extraction et caractéristiqueghysico-chimiques

L’extraction de I'huile essentielle a partir desifs d’A. leucotrichusa été
effectuée par hydrodistillation via un montage gpet Clevenger. Le rendement
d’extraction ainsi que les caractéristiques physitiniques étudiées de cette huile
sont résumes dans le tableau 04.

Tableau 04. Rendement d’extraction et caractéristiges physico-chimiques de I'huile

essentielle des fruits dA. leucotrichus

Caractéristiques physico-chimiques Huile essentiell d’A. leucotrichus
Aspect visuel (couleur) Bleu

Rendement (%) 1.5+0.02

Densité relative 0.957

Pouvoir rotatoire a 20° -120

Miscibilité a I'éthanol 2v :1lv

Indice de réfraction 1.502

Indice d’acide 2.244

Indice d’ester 56.1

Les valeurs des indices physico-chimiques de khudssentielle &.
leucotrichusrapportés dans le tableau 04, représentent unggreecaractérisation de

cette huile.
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1.1.2. Analyse chromatographique et spectroscopiquie I'huile essentielle

des fruits d’A. leucotrichus

L’huile essentielle obtenue a partir des fruitd.dleucotrichusa été analysée
par chromatographie en phase gazeuse avec unalgtadbnisation de flamme (FID)
afin d’avoir une quantification des composés chumeg présents dans [I'huile
essentielle. Une analyse par chromatographie esepdezeuse couplée a un détecteur
a spectrométrie de masse a été effectuée ensuite paouvoir identifier la
composition chimique de I'huile essentielle. Uneisieme analyse, et dans le méme
but, a été faite par résonance magnétique nucléhirecarbone 13 RMN-C,

technique développée par I'équipe « Chimie et Besra» de I'Université de Corse.

La figure 34 rapporte le profil chromatographique lthuile essentielle des

fruits d’A. leucotrichus
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Fig. 34. Profil chromatographique de 'huile essenlle des fruits d’A. leucotrichus

A partir des données recueillies des chromatogsaghedes spectres de la
spectrométrie de masse ainsi que le spectre RiaNt aprés traitement des résultats,
nous avons pu mettre en évidence 11 composés alemapns I'huile essentielle des
fruits d’A. leucotrichus

Les résultats obtenus sont rapportés dans le tabkea
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Tableau 05. Composition chimique de I'huile essemtle des fruits d’A. leucotrichus

Composés identifiés IR IR, | Pourcentages (%)| Mode d’identification
o-Pinéne 930 | 1012 0.34 IR, SM, RMN-"°C
B-Pinéne 973 nd 0.10 IR, SM

Myrcéne 980 | 1161 0.10 IR, SM
§-3-Caréne 1005 | 1150 0.50 IR, SM, RMN-*3C
p-Cymeéne 1011 | 1271 0.10 IR, SM
Limonéne 1021 | 1203 8.20 IR, SM, RMN-*3C
Cuminaldéhyde 1220 | 1782 0.10 IR, SM
Périllaldéhyde 1249 | 1784 87.04 IR, SM, RMN-*3C
Alcool périllylique 1270 | 2010 tr IR, SM

Perillate méthyl 1369 | 1866 0.60 IR, SM
y-Décalactone 1423 | nd 0.10 IR, SM

Total (%) : 97.18

IR, Idice de rétention sur colonne apolaire, iRndice de rétention sur colonne polaire, taces

(<0.05%), nd : valeur non déterminée

L’huile essentielle des fruits A. leucotrichusrenferme comme composé

majoritaire le périllaldéhyde (monoterpene cyolijjavec un pourcentage de 87 % et

en second degré, le limonene avec un pourcentage2deo. Ces résultats sont en

accord avec ceux rapportés par Muckenstetral. (1997) et Velasco-Negueruedd

al. (2006). Les teneurs des autres composeés identfigent entre 0.1 a 0.5 %, a

savoir : a-pinene,B-pinene, myrceng)-3-carenep-cymene, cuminaldéhyde, périllyl

alcohol (traces), perillate méthyle etdécalactone. La figure 35 rapporte les

structures chimiques des composés identifiés daogel essentielle des fruits A!

leucotrichus
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Fig. 35. Structures chimiques des composés idenéifi dans I'huile essentielle des fruits

d’A. leucotrichus

1.2. POUVOIR ANTIMICROBIEN DE L'HUILE ESSENTIELLE D ES
FRUITS d’A. leucotrichus

Le pouvoir antimicrobien de I'huile essentielle diests d’A. leucotrichusa
été testé sur huit souches bactériennes, deweleatitrois moisissures, en utilisant la
meéthode de diffusion sur disque. Les zones d'itioibiobtenues sont rapportées dans
le tableau 06 pour les souches bactériennes etieltedsieau 07 pour les levures et les

moisissures.
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Tableau 06. Diamétres des zones d'inhibition obtemsupar la méthode de diffusion sur

disque de 'huile essentielle des fruits &. leucotrichusvis-a-vis des souches bactériennes

Zones d’'inhibition o . ,
Souches de I'huile essentiellel Amikacine® | Ceftazidine® | Cefotaxime® | DMSO°
Bactériennes , :

d’A. leucotrichug
P. aeruginosa | 06.6 £ 0.00 29.3+1.15 240+1.73 2131583 06
E. coli 18.0 £ 2.00 25.0+£0.00 23.3+231 28.7x1.583 06
K. pneumoniae | 11.0 = 0.00 23.0+x1.00 10.7+x153 19.7+0.58 06
S. typhimurium | 39.0 + 1.00 26.0+0.00 235+212 345%21p 06
E. cloaceae 23.3+2.31 25.0+£0.00 19.0+x141 255z%0.71 06
S. aureus 21.0+2.65 26.0x1.41 145x212 275x21p 06
E. faecalis 13.7+1.15 11.5+0.71 06.0£0.00 235+2.1p 06
B. cereus 30.0£2.00 25.7+153 06.0+0.00 07.8x0.96 06

2 zones d'inhibition exprimées en m30 pg/disque & contréle négatif.

Tableau 07. Diamétres des zones d'inhibition obtersupar la méthode de diffusion sur

disque de I'huile essentielle des fruits &. leucotrichusvis-a-vis des souches fongiques

L'evures et champignons| Zones _d’inhibition de Ijhuile Nystatin_e DMSO ©
filamenteux essentielle dA. leucotrichus(mm) | (30pg/disque)

C. albican¢’ 29.5+1.50 20.0 £ 0.00 06

C. albicans’ 31.0+1.50 16.0 £ 0.00 06

F. oxysporum 49.0 £ 0.00 16.0 £ 1.00 06

A. flavus 49.0 £ 0.00 22.3+0.58 06

A. fumigatus 49.0 £ 0.00 33.67 £1.15 06

2 candida albicangi44 IP; ® Candida albicans#ATCC 10231; © contréle négatif.

A partir des résultats obtenus, nous avons congtad’huile essentielle des

fruits d’A. leucotrichusn’a exercé aucun effet sur la croissancePde@eruginosa

alors que son activité vis-a-vis d€. pneumoniaeet E. faecalis était modérée

(diamétre des zones d'inhibition de l'ordre de 1#t013.7 mm, respectivement)

(tableau 06).
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En revanche, la croissancéedcoli (18.0 mm), de5. aureug21.0 mm), dE.
cloacae(23.3 mm) et dd. cereuq30.0 mm) était ainsi inhibée par I'effet de I'lui
essentielle.

Une activité remarquable de I'huile essentielletéa abservée vis-a-vis de.
typhimuriumavec une zone d’inhibition égale a 39.0 mm, quipdss élevée par
rapport aux trois antibiotiques utilisés : ceft@zéd(23.5 mm), amikacine (26.0 mm)
et cefotaxime (34.5 mm) (tableau 06).

En ce qui concerne l'activité de I'huile essenéietlontre les levures, nous
avons remarqué gue 'huile essentielle a exercéagtieité antifongique intéressante
vis-a-vis des deux souches @e albicansavec des diameétres des zones d'inhibition
allant de 29.5 a 31.0 mm (tableau 07).

Une activité trés remarquable de I'huile essemtiell été observée sur les
champignons filamenteux avec un diametre des zdimgsbition de I'ordre de 49.0

mm pour les trois souches testées (tableau 07).

L'efficacité de I'huile sur les souches microbieneensibles a été déterminée
par mesure de la concentration minimale inhibitri€&Ml). Les résultats sont

rapportés dans le tableau 08.

Tableau 08. Concentrationsninimales inhibitrices (CMI) de I'huile essentielledes fruits

d’A. leucotrichusvis-a-vis des souches sensibles

Microorganismes testés | Huile essentielles des fruidsA. leucotrichus(uL/mL)
E. coli 1.00

S. typhimurium 0.50

E. cloaceae 1.00

S. aureus 1.00

B. cereus 0.75

C. albicanspaaa 0.75

C. albicansig2s1 0.75

F. oxysporum 0.25" 0.56
A. flavus 0.25" 0.50
A. fumigatus 0.50" 0.75
M : Mycelium, S : Spores

[e0]
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A partir des résultats obtenus des concentratiansmales inhibitrices (CMI)
de I'nuile essentielle des fruitsAd’leucotrichus nous avons remarqué une CMI de
'ordre de 1.00 pL/mL vis-a-vis de trois souchestbaennes qui sontS. aureuskE.
cloacaeetE. coli, alors qu’elle était de I'ordre de 0.75 pL/mL vs#s deB. cereus

Pour S. typhimuriumla souche bactérienne la plus sensible, la valeula
CMI était davantage intéressante, de I'ordre depfnL, ce qui explique la grande
zone d’inhibition observée.

En ce qui concerne les levures, des valeurs de @Mressantes ont été
€galement observées, particulierement, vis-a-vissdigix souches deandidaavec
une valeur de l'ordre de 0.7&/mL.

L'activité la plus puissante a été observée vissades moisissures. En effet,
les valeurs de CMI étaient de l'ordre de 0.25 &t /mL pour la croissance du
mycélium et 0.5 a 0.7pL/mL pour la production de spores.

F. oxysporunetA. flavusont été les plus sensibles a I'huile essentielle.

1.3. POUVOIR ANTIOXYDANT DE L'HUILE ESSENTIELLE DES
FRUITS d’A. leucotrichus

1.3.1. Piégeage du radical libre DPPH2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl)

La figure 36 montre le profil antioxydant de I'heliessentielle des fruits Al’

leucotrichus
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Fig. 36. Pouvoir antioxydant par le piégeage du radal libre DPPH de I'huile essentielle

des fruits d’A. leucotrichus

Nous avons constaté que I'huile essentielle detsfdlA.leucotrichusa exercé
un faible pouvoir antioxydant par rapport a I'acidecorbique (contréle positif). A

I'état pur, I'huile essentielle a renfermé un pouamtioxydant de I'ordre de 58.08 +
1.15 %.

Pour les autres tests antioxydants utilisés datte étude : méthode FRAP,
piégeage du pD,, décoloration dys-caroténe, nous avons remarqué une absence
d’activité antioxydante de I'huile essentielle étéit pure.

1.4. POUVOIR HEMOLYTIQUE DE L'HUILE ESSENTIELLE DES
FRUITS d’A. leucotrichus

les globules rouges humains comme modeéle universdé triton-X100 comme
contrdle positif.

Les résultats obtenus sont exprimés en terme decguages d’hémolyse ;

fuite d’hémoglobine intracellulaire, en fonction tmps. La figure 37 rapporte les
résultats trouvés.
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Fig. 37. Pouvoir hémolytique de I'huile essentielldes fruits d’A. leucotrichuset celui du
triton-X100

Le contrdle positif utilisé a exercé un effet héptiglue important et ce au
cours de toute la cinétique ; le pourcentage d’Hg¢seoétait de I'ordre de 100 %.
Cependant, la solution tampon phosphate (PBS) mtaieé aucune fuite

d’hémoglobine intracellulaire des globules rougémpins négatif).

BN

Quant a leffet de I'huile essentielle, nous avaesmarqué un pouvoir
hémolytique modéré de I'ordre de 36.04 + 2.36 %leecomparant avec le contréle
positif qui est proche du 100 %, a 60 min. Nousvorgs observé aucun effet

hémolytique de I'huile essentielle lorsqu’elle égtiée au 1/10.
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2. Etude des extraits organiques des fruits d’A. letrachus

2.1. Rendement d’extraction et dosages chimiques
2.1.1. Rendement d’extraction

Dans cette étude, nous avons opté pour des egtiacpar des solvants
organiques avec des polarités croissantes afintrdiex différents groupes de

composeés chimiques que peut contenir la planteegud

La figure 38 rapporte les rendements d’extractimuwés pour les extraits
organiques des fruits A leucotrichus
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Fig. 38. Rendements d’extraction des extraits organues des fruits dA. leucotrichus

A partir des résultats obtenus, nous avons remamque les extraits :
méthanolique et éthanolique, ont présenté des mneeraks similaires avec des valeurs
de l'ordre de 10.02t 0.49 % et 9.92 0.29 %, respectivement. Le rendement
d’extraction le plus faible a été enregistré pdexttait d'acétate d'éthyle avec une
valeur de I'ordre de 4.780.81 %.

2.1.2. Dosages des polyphénols et des flavonoides

Le dosage des polyphénols a été effectué par lacuétspectrophotométrique
au réactif de Folin-Ciocalteu comme décrit dansddie matériel et méthodes.
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Les résultats obtenus sont exprimés en mg équivatéte gallique par gramme de la
matiere végétale seche (mg GAE/qg), en utilisamjuaion de la régression linéaire de
la courbe d’étalonnage tracée de I'acide gallique 0.0524x - 0.0329, = 0.9972)
(fig. 39).
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2 4'1 E; E; 1'0 1'2 1'4 1'6 1'8 20
Concentrations finales d'acide gallique (ug/ml)
Fig. 39. Courbe d'étalonnage de 'acide gallique po le dosage des polyphénols totaux
Le dosage des flavonoides a été effectué par laauétcolorimétrique au

chlorure d’aluminium (AIG).

Les résultats obtenus sont exprimés en mg équiveddéchine par gramme de
la matiére végétale seche (mg CEQ/g) en utiliséquhtion de la régression linéaire
de la courbe d’étalonnage de la catéchjre .0264x + 0.0775, = 0.998) (fig. 40).
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Fig. 40. Courbe d’'étalonnage de la catéchine poue dosage des flavonoides
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La figure 41 rapporte les teneurs en polyphénolsneflavonoides dans les

différents extraits organiques des fruitddleucotrichus

250

[ Polyphénols (mg GAE/g)
I Favonoides (mg CEQ/g)

200 A

150 +

100 +

50 A

Concentrations en Polyphénols (mg GAE/g)

\ 3 e
© © &
& &
) S
2 « <« & S
& &
?»
Q/‘

Fig. 41. Teneurs en polyphénols et en flavonoidessiextraits organiques des fruits dA.

leucotrichus

A partir des résultats obtenus, nous avons obseéegteneurs variées en
polyphénols et en flavonoides dans les différemrtsaits organiques des fruitsAl’
leucotrichus Les teneurs les plus élevées en polyphénolstérargegistrées pour les
deux extraits organiques : éthanolique et acéteniguec des valeurs de I'ordre de
160.61 + 6.28 mg GAE/g et 152.26 = 4.44 mg GAE/gspectivement. Une
importante teneur en polyphénols a été aussi obsetians I'extrait méthanolique
(118.69 + 8.51 mg GAE/g). Quant aux teneurs enofi@ides, nous avons remarqué
des teneurs assez importantes pour les extrait®tordaque, éthanolique et
méthanolique, avec des teneurs de l'ordre de :89¥%.3.3 mg CEQ/g, 87.79 + 0.51
mg CEQ/g et 66.65 + 0.37 mg CEQ/g, respectivemesd. extraits organiques des
solvants apolaires ont présenté des teneurs emphgmipls et en flavonoides moins

importantes.
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2.2. POUVOIR ANTIOXYDANT DES EXTRAITS ORGANIQUES DE S
FRUITS d’A. leucotrichus

2.2.1. Activité antioxydante totale par la méthodeau réactif de Folin-
Ciocalteu (FC)

La figure 42 rapporte les résultats obtenus detiVid€ antioxydante des

extraits organiques des fruitsAd’leucotrichudestée par la méthode au réactif FC.
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Fig. 42. Pouvoir antioxydant des différents extraig organiques des fruits dA.

leucotrichustesté par la méthode au réactif de Folin-Ciocalteu

A partir des résultats obtenus, et a une concémrde 1 mg/mL, nous avons
remarqué que les deux extraits : méthanolique @baijue ont présenté presque la
méme réponse (81.87 + 3.11 mg GAE/g et 80.38 t918\g GAE/g, respectivement).
L’extrait d'acétate d’éthyle a présenté une addianhtioxydante la moins importante

par rapport aux autres extraits avec une valelioore de 30.94 = 1.9 mg GAE/g.

2.2.2. Capacité antioxydante totale par la méthodeau molybdate

d’ammonium (Total Antioxidant Capacity TAG

La figure 43 rapporte les résultats obtenus du powantioxydant testé par la
méthode au molybdate d’ammonium des différentsagxtorganiques des fruitsAl’

leucotrichus

87

——
| —



Troisiéme partie A. leucotrichusCoss. & Dur. Résullats et @ﬂ[ﬂ/ﬁl’éfﬂlﬁlif

0,8

I Acide ascorbique
3 E Méthanol

[ E Hhanol

I E Acétone

I E Acétate déthyle
I E Chloroforme

0,6

0,4

Absorbances (695 nm)

0,2

50 100 150

Concentrations (mg/mL)

Fig. 43. Capacité antioxydante totale des extrairganiques des fruits dA. leucotrichus

testée par la méthode au molybdate d’ammonium

A partir des résultats obtenus, nous avons remayged’extrait méthanolique
a présenté |'effet antioxydant le plus remarquaiée rapport aux autres extraits
organiques, suivi par celui de [I'extrait éthanodqet acétonique. L’extrait

chloroformique, a présenté le faible effet anticayd

En comparant le pouvoir antioxydant de I'acide dsicpue (contrdle positif) a
celui des extraits organiques des fruité.dleucotrichus nous remarquons que ces
derniers ont été moins actifs et ont présenté wtieité antioxydante faible par
rapport a l'acide ascorbique, et ce pour les tcoiscentrations utilisées. Le pouvoir
antioxydant de l'acide ascorbique augmente avemiigentation de la concentration.
Ce qui n'est pas le cas pour I'ensemble des estoaijaniques testés.

2.2.3. Réduction du Fer : FRARFerric Reducing Antioxidant Power)

Dans ce test de I'évalutaion de l'activité antioamte, 'augmentation de
'absorbance signifie une augmentation du pouvéducteur des extraits testés
(Ozturket al, 2007).

La figure 44 rapporte le pouvoir réducteur des atdrorganiques des fruits

d’A. leucotrichus
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Fig. 44. Pouvoir réducteur des extraits organiquedes fruits d’A. leucotrichustesté par
la méthode FRAP

A partir des résultats rapportés dans la figurenddis avons remarqué que les
extraits organiques des fruitsAd’ leucotrichusont présenté un pouvoir réducteur
faible en les comparant avec les deux controlestifsostilisés, et ce a des

concentrations différentes.

La figure 45 montre I'effet réducteur des difféielixtraits organiques a une

concentration de 1 mg/mL
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Fig. 45. Pouvoir réducteur des différents extrait®rganiques des fruits dA. leucotrichus

testé par la méthode FRAP a une concentration derig/mL

Nous pouvons voir clairement sur la figure 45,dible pouvoir réducteur des
extraits organiques des fruitsAd’ leucotrichusen comparant ces derniers avec le
pouvoir réducteur de I'acide ascorbique qui estatelre de 2.51 £+ 0.03 et celui du
BHA qui est de I'ordre de 2.51 + 0.06.

Nous remarquons aussi que les extraits organiqaéscétate d’éthyle et

chloroformique, ont présenté le pouvoir réducteyplus faible.
2.2.4. Piégeage du radical libre DPPH2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl)

Le radical DPPHest I'un des substrats les plus utilisés pouraféation
rapide et directe de I'activité antioxydante ersoai de sa stabilité en forme radicale

et la simplicité de cette analyse.

La figure 46 rapporte le pouvoir antioxydant degais organiques des fruits
d’A. leucotrichuscomparé a celui des contrdles positifs utiliségd@ ascorbique,
BHA et quercétine) vis-a-vis du piégeage du radiba¢ DPPH.
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Fig. 46. Pouvoir antioxydant des extraits organique des fruits d’A. leucotrichustesté

par la méthode du piégeage du radical libre DPPH

A partir des résultats obtenus, nous avons remargque les extraits
organiques : méthanolique, éthanolique et acétendss fruits dA. leucotrichusont
montré une activité antioxydante importante vissadu piégeage du radical libre
DPPH, ceci est traduit par les graphes tracés qui natallure exponentielle qui se
termine par une phase stationnaire, phase dansllade radical DPPHest réduit
totalement en sa forme non radicalaire. Les trgigags organiques ont enregistré des
valeurs importantes en pourcentages d’inhibitio>&PH de I'ordre de 96.15 + 0.04
%, 96.12 £ 0.29 % et 94.76 £ 0.21 %, respectivement

En revanche, les extraits organiques : d’acétathyge et chloroformique ont
présenté une tres faible activité antioxydanteuitgoar les pourcentages d’inhibition
enregistrés qui sont de l'ordre de 14.28 + 1.44t %ee9.39 + 0.53 %, respectivement,
a la concentration de 15 mg/mL.

Quant aux contrdles positifs utilisés, nous avaemarqué une forte activité

antioxydante traduit par des pourcentages d’inbibiélevés, de I'ordre de 96.71 +
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0.04 % pour I'acide ascorbique, 96.44 £ 0.05 % peBHA et 96.98 + 0.13 % pour

la quercétine, a la concentration de 15 mg/mL.

Le tableau 09 rapporte les valeurs de lg §bur chaque extrait organique des

fruits d’A. leucotrichus

Tableau 09. Activité antioxydante des extraits orgaiques des fruits dA. leucotrichus

vis-a-vis du piégeage du radical libre DPPHexprimée par la valeur Ck, (concentration

finale)

Extraits organiques Cl 5o (Mg/mL)
Méthanol 38.10 +2.54
Ethanol 29.00+£1.85
Acétone 41.00 = 0.56
Acétate d’éthyle nd
Chloroforme nd

Acide ascorbique 2.48 £0.09
BHA 2.61+0.13
Quercétine 2.59+0.15

nd : Valeur non déterminée

Du tableau 09, nous remarquons clairement le fouvpir antioxydant des
contrbles positifs utilisés, qui est de I'ordre2148 + 0.09 pg/mL, 2.61 + 0.13 pg/mL
et 259 + 0.15 pg/mL pour lacide ascorbique, le ABHet la quercétine,
respectivement. Ces résultats confirment les m#sultrouvés dans plusieurs
publications (Chewet al., 2008 ; Confortiet al., 2008). Alors que pour les extraits
organiques des fruits A leucotrichusl’extrait éthanolique a présenté une importante
valeur de la Gb (29.00 + 1.85 pg/mL), suivi par I'extrait méthaigole (38.10 + 2.54
png/mL) et celle de I'extrait acétonique (41.00 E®ug/mL).

Les extraits organiques: d'acétate d’éthyle etomibrmique n’ont
pratiguement exercé aucun effet sur le radical DPEEl ce fait, aucune activité

antioxydante n’a été révélée.
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2.2.5. Piégeage du peroxyde d’hydrogenkl {0, scavenging activity

Les résultats obtenus pour le test du piégeagehxyde d’hydrogéne par les
différents extraits organiques des fruité dleucotrichussont rapportés dans la figure
47.
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Fig. 47. Pouvoir antioxydant des extraits organique des fruits d’A. leucotrichustesté
par la méthode du piégeage du peroxyde d’hydrogene
A partir des résultats obtenus, nous remarquonsl’gnsemble des extraits
organiques des fruits A leucotrichusont présenté un pouvoir piégeur du peroxyde
d’hydrogéne, comparable a celui des contréles ifositilisés (24.13 + 7.33 % pour
le BHA et 32.44 £+ 5.87 % pour le tocophérol). Lag@ts organiques : méthanolique

et éthanolique étant les plus actifs, avec desgaotages du piégeage de l'ordre de
34.93 £0.42 % et 34.79 + 1.93 %, respectivement.

2.2.6. Piégeage du radical hydroxyléQH" scavenging activity

La figure 48 rapporte le pouvoir des extraits orgaes des fruits &.

leucotrichusvis-a-vis du piégeage du radical hydroxyle.
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Fig. 48. Pouvoir antioxydant des extraits organique des fruits d’A. leucotrichustesté

par la méthode du piégeage du radical hydroxyle

A partir des graphes de la figure 48, nous avonsarqué que le pouvoir
antioxydant des extraits organiques : méthanoligtfggnolique et acétonique a été le
plus important avec des pourcentages d’inhibitierordre de 86.51 + 0.8 %, 84.83
+ 2.84 % et 88.08 £ 1.84 %, respectivement. Aloug des extraits organiques
d’acétate d’'éthyle et chloroformique ont présemté activité antioxydante moyenne.

La figure 49 rapporte l'activité antioxydante par piégeage du radical
hydroxyle des différents extraits organiques et ldeide ascorbique a une
concentration de 1 mg/mL.
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Fig. 49. Pouvoir antioxydant des extraits organique des fruits d’A. leucotrichustesté

par la méthode du piégeage du radical hydroxyle ane concentration de 1mg/mL

A une concentration de 1 mg/mL, les différents atgrorganiques des fruits
d’A. leucotrichusont présenté des réponses différentes par rappopiégeage du
radical hydroxyle. Nous avons remarqué que lesaggtorganiques : méthanolique,
éthanolique et acétonique ont exercé l'effet anptiaxt le plus important, avec une
prédominance de I'extrait acétonique (82.43 + @€)9L’acide ascorbique a exprimé
un pouvoir antioxydant le plus important (99.43 #0%). Nous avons remarqué
aussi que l'effet antioxydant des deux extraitsanigues : d’acétate d’éthyle et

chloroformique a été moins important, et ce a laceatration de 1 mg/mL (41.51 +
0.94 % et 47.47 + 0.75 %, respectivement).

Le tableau 10 rapporte les valeurs deg @és différents extraits organiques
des fruits dA. leucotrichus
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Tableau 10. Activité antioxydante des extraits orgaiques des fruits dA. leucotrichus

vis-a-vis du piégeage du radical hydroxyle exprimépar la valeur Clso(concentrations

finales)
Extraits organiques Clso (Mg/mL)
Méthanol 43.33+1.32
Ethanol 89.67 £ 3.33
Acétone 96.33£5.21
Acétate d’éthyle 666.67 + 7.44
Chloroforme nd
Acide ascorbique 61.83 £1.98

nd : Valeur non déterminée

Le calcul des Gb est un parameétre important pour évaluer l'activité
antioxydante d’un extrait ou d’'une substance. DBapes G, calculées des différents
extraits organiques des fruitsAd’ leucotrichus nous avons remarqué que I'extrait
méthanolique a exercé un pouvoir antioxydant ingmdravec une valeur de 43.33 +
1.32 pg/mL, qui est plus important que celui deitla ascorbique (GJde I'ordre de
61.83 £ 1.98 pg/mL). L'extrait éthanolique, quantlld, a exercé une activité
antioxydante assez importante avec une valeur ggdéll'ordre de 89.67 + 3.33

pg/mL. Les autres extraits organiques ont présamféible pouvoir antioxydant.

2.2.7. Activité antioxydante par la méthode de détmration du g-carotene

(p-carotene bleaching method)

La figure 50 rapporte le pouvoir antioxydant tepd@r la méthode de la
décoloration dup-carotene des différents extraits organiques destsfrd’A.

leucotrichus

96

——
| —



Troisiéme partie A. leucotrichusCoss. & Dur. Résullats et @ﬂ[ﬂ/ﬁl’éfﬂlﬁlif

100

80

60

40

Pourcentages dinhibition (%)

20 1

Concentrations (mg/mL)

—e— BHA

—&— E Méthanol

—@— E BRhanol

—v— E Acétone

—8— E Acétate déthyle
—O— E Chloroforme

Fig. 50. Pouvoir antioxydant des extraits organique des fruits d’A. leucotrichustesté

par la méthode de la décoloration dg-caroténe

Comme le montre la figure 50, nous remarquonsestant la faible activité
antioxydante des extraits organiques : d’acétadé¢ghgle et chloroformique vis-a-vis
de la décoloration d@-caroténe. De trés faibles pourcentages d’inhibittmt été
enregistrés pour ces deux extraits. Quant aux iextomganiques : méthanolique,
éthanolique et acétonique, nous avons remarquéégeee amélioration de I'activité
antioxydante traduit par une augmentation des vsldes pourcentages d’inhibition,
nous avons enregistré : 50.58 + 2.69 % pour I'éxtre&thanolique, 38.89 £+ 0.24 %
pour I'extrait éthanolique et 42.57 + 0.81 % pdextrait acétonique. Une moyenne
activité antioxydante a été observée. Pour le étntpositif, nous remarquons
clairement que le BHA exerce un fort effet antioayt] avec des pourcentages
d’inhibition qui arrivent jusqu’a 98.05 + 0.83 %.

Le tableau 11 rapporte les valeurs des sy @hlculées pour les extraits
organiques des fruits A leucotrichuset du BHA.
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Tableau 11. Activité antioxydante des extraits orgaiques des fruits dA. leucotrichus
vis-a-vis du test de la décoloration dy-carotene exprimée par la valeur Ci,

(concentrations finales)

Extraits organiques Clso (Mg/mL)
Méthanol 191.53 +1.53
Ethanol nd

Acétone nd

Acétate d’éthyle nd
Chloroforme nd

BHA 4.26 +0.98

nd : Valeur non déterminée

Les résultats expérimentaux trouvés nous ont pedaisalculer les valeurs
des Cip que pour I'extrait méthanolique et pour le corgrpbsitif. La valeur est de
l'ordre de 191.53 + 1.53 pg/mL pour I'extrait méatbéique, alors qu’elle est plus
importante pour le controle positif (BHA) qui est Hordre de 4.26 + 0.98 pg/mL,
soit un facteur de 45. Nous avons remarqué quérdiexméthanolique a exercé un
effet antioxydant nettement plus faible que le Bars que les autres extraits n'ont

présenté aucun effet antioxydant.
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3. Discussion

Dans la littérature, trés peu d’études ont ét@dastur I'especa. leucotrichus
native de l'Algérie. En effet, 'odeur de cette qi@ caractéristique nous indique la
richesse de cette plante en huiles essentiellese@at, nous nous sommes intéressés

a investiguer la partie volatile de cette espeéce.

Le rendement d’extraction de I'huile essentiellaitéde I'ordre de 1.5 + 0.02
%, qui est un rendement assez important. Ce réssgtaen accord avec une étude
faite récemment par Khaldit al. (2014) qui ont rapporté un rendement en huile
essentielle de I'ordre de 1.55 %. Par contre, diétéaite par Velasco-Neguerueda
al. (2006) rapporte un rendement d’extraction de ferde 2.76 % de l'huile
essentielle des fruits A leucotrichusde la région de Dakhla. Cette difféerence de
rendement peut étre expliquée par plusieurs fast@usavoir : difféerence de I'origine

de I'espéce, le climat, la nature du sol et leddmns édaphiques.

L'analyse de la composition chimique de l'huile exdselle des fruits d.
leucotrichusa été faite par une application conjointe d’'uneutatographie en phase
gazeuse (CPG), une chromatographie en phase gazewsiée a une spectromeétrie
de masse (CPG/SM) et une spectroscopie de résomaageétigue du carbone 13
(RMN C'). Cette analyse nous a permis de révéler la présea 11 composés. Nos
résultats montrent que cette huile renferme lellpleléhyde comme composé
majoritaire (87 %) suivi par le limonéne avec unpentage de 8.20 %. Ce résultat
est en accord avec ce qui a été rapporté dansié¢éle Velasco-Neguerueda al.
(2006) avec un pourcentage de I'ordre de 63.6 % legpérillaldéhyde.

Nous avons étudié le pouvoir antimicrobien de Igssentielle des fruits
d’A. leucotrichuspar la méthode conventionnelle de diffusion susqde. Les
résultats que nous avons trouvés ont montré unregrable pouvoir antimicrobien de
cette huile. L'activité antibactérienne a été ob&ervis-a-vis . coli, deS. aureus
d’E. cloacaeet deB. cereusavec des CMI de l'ordre de 0.75 a 1 pL/nfh.
typhimuriumétait la souche la plus sensible a I'action deilhessentielle avec une
CMI de l'ordre de 0.5 pL/mL. Quant a I'activité dahgique, les levures ainsi que les
champignons filamenteux ont été tres sensibleadidn de I'huile essentielle. Une
activité remarquable a été décelée, traduite psuGiél allant du 0.25 a 0.75 puL/mL.

Les résultats rapportés par Khaédial. (2014) viennent de confirmer nos résultats.
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Une activité antifongiqgue remarquable de I'huilsesgielle dA. leucotrichusa été
trouvée vis-a-vis déusarium oxysporurfispalbedinis Alternaria, Cladosporiumet
Pénicilluim expansura une concentration d’huile a 1/5000 (v/v) (Khatal.,2014).

Cette remarquable activité antimicrobienne de lthassentielle des fruitsAl’
leucotrichusque nous avons révélée peut étre attribuée en gzamtie a la présence
du périllaldéhyde comme composé majoritaire dartte dauile. Ce dernier étant
largement étudié pour ses activités biologiquesrassantes. Plusieurs études ont
rapporté I'effet antimicrobien du périllaldéhydeinkKet al. (1995), rapporte un effet
bactéricide du périllaldéhyde s&. coli, E. coli 0157:H7 etS. typhimuriuma une
concentration de 500 pg/mL. Tiat al. (2015) ont étudié l'effet conservateur du
périllaldéhyde sur les tomates. Une remarquablegiicantifongique a été démontrée
sur la croissance mycélienne et la germinationuddrg souches fongiques, a savoir:
Aspergillus flavusAspergillus oryzaeAspergillus nigeret Alternaria alternata A
une concentration de 0.5 pL/mL, la croissance niggBe a été totalement inhibée.
De plus, I'étude rapporte que le périllaldéhydeibeha synthése de I'aflatoxine B1
par A. flavusa une concentration de 0.4 pL/mL (Tienal., 2015). Une autre étude
faite par McGeady et Wansley (2002) a demontréetahhibiteur du périllaldéhyde
vis-a-vis de la croissance @& albicans Le brevet d'invention de Kobayacét al.
(2008) rapporte [l'utilisation du périllaldéhyde com agent désinfectant et
antiseptique en synergie avec d’autres composésjuetpeut étre utilisé dans

différentes industries (alimentaire, pharmaceutigosmétique ...).

La présence du limonéne dans I'huile essentielefdets dA. leucotrichus
vient de renforcer I'effet antimicrobien de cettaild. L'effet antimicrobien du
limonéne a été aussi démontré sur plusieurs soushe®riennes (Sonbodét al.,
2005).

Le mode d’action antimicrobienne des huiles essbesi est non spécifique vu
la complexité de leur composition chimique. Le ct&ee hydrophobe des huiles
essentielles renforce leur action. De ce fait, iplus cibles cellulaires sont
envisagées; la membrane étant leur cible priviggl®une facon générale, il est
rapporté que la présence des phénols, des aldéeydies alcools dans les huiles
essentielles sont a l'origine de cette activité k{gdi et al., 2008 ; Fernandez et
Chemat, 2012).
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Nous nous sommes apres intéresses a étudier itadivtioxydante de I'huile
essentielle des fruits A. leucotrichus Les premiers tests nous ont révélé une faible
activité antioxydante de I'huile (test du piégeatyeradical libre DPPH|, et méme
une trés faible voire méme absence de l'activitioaydante par les différents tests
antioxydants utilisés dans cette étude (méthode FERpgiégeage du 1D, et la
décoloration dys-caroténe), ceci peut étre expliqué par la faildacentration des
molécules dotées d’activité antioxydante dans ¢eriile.

L’intéressant effet antimicrobien trouvé de I'huissentielle et I'utilisation
traditionnelle de cette plante nous ont incitésudiér le pouvoir hémolytique de cette
huile. L'évaluation de I'activité hémolytique desiiles essentielles est un bon
indicateur de leur cytotoxicité. La stabilité de nr@mbrane des globules rouges
humains est un indicateur pour évaluer les effgtstaxiques,in vitro, de divers
composés (Sharma et Sharma, 2001). Le traitementcdbules avec un agent
cytotoxique peut causer différents problemes apscbumain. Les cellules peuvent
subir une perte de l'intégrité de la membrane etrev@ rapidement en raison de la
lyse cellulaire (Riazt al.,2012). De ce fait, le globule rouge humain représen
modele approprié pour une premiere évaluation deytatoxicité d'un extrait ou
d'une substance. La libération de I'hémoglobinetesd I'hémolyse des globules
rouges peut étre mesurée par spectrophotométrigquseconstitue un avantage

important d’un point de vue expérimental.

En effet, les résultats obtenus pour le pouvoir digtique de ['huile
essentielle des fruits A leucotrichusont montré un pouvoir cytotoxique modéré de
I'huile essentielle pure, avec un pourcentage diigee de I'ordre de 36.04 + 2.36
%. Par contre, nous avons trouvé que lorsque 8hedsentielle est diluée au 1/10,
aucun effet hémolytique n’a été observé. Ceci suggee cette plante ne présente pas
une toxicité vis-a-vis des globules rouges humaiagjui prouve son utilisation, sans

risque, par les populations indigenes pour se soign

Dans cette étude, nous nous sommes intéressésaaliéfiide des extraits
organiques des fruits A. leucotrichus Plusieurs extractions par différents solvants
organiques, de polarité croissante, ont été efestu Les extraits organiques :
méthanolique et éthanolique ont présenté des resritsnde I'ordre de 10.02 + 0.49
% et 9.92 + 0.28 %, respectivement. Un rendemesxtdiction par maceération au
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méthanol des fruits &. leucotrichugde I'ordre de 20.4 % a été rapporté par &ital.
(2015). Les teneurs en polyphénols et en flavosoidans les différents extraits
organiques des fruits A’ leucotrichusont été importantes dans les solvants polaires.
La teneur en polyphénols la plus importante étégisirée dans I'extrait éthanolique
(160.61 £ 6.28 mg GAE/qQ). Alors que la teneur evdinoides la plus importante était
enregistrée dans [I'extrait acétonique (97.38 + 181y CEQ/g). L'extrait
chloroformique a renfermé les teneurs les moinsomaptes en polyphénols et en
flavonoides. Certaines especes de la famille descAps renferment des teneurs
importantes en polyphénols et en flavonoides. détde Saeeeét al. (2012) sur
'espéceTorilis leptophyllarapporte des teneurs en polyphénols et en flavesoid
dans I'extrait méthanolique de l'ordre de 121.9.1 8ig GAE/g et 60.9 + 2.2 mg
RTE/g, respectivement. Une autre étude faite snis tespéces de la famille des
Apiacées ; Heracleum lasiopetalumBoiss, Kelussia odoratissimaMozaff., et
Echinophora platylob®C., a rapporté des teneurs en polyphénols allemada 120
mg TAE/qg, et en flavonoides allant de 7.63 a 14082RE/g (Pirbaloutet al.,2013).
L’extraction des composés phénoliques est régitphasieurs facteurs qui influent
directement sur les teneurs de ces molécules, masfacteurs ; 'augmentation de la
température d’extraction, le temps de contact deéeneh végétal avec le solvant
d’extraction, ainsi que la diminution de la taidies particules pour augmenter le

coefficient de diffusion du solvant.

Bruneton (2005) rapporte que I'extraction des lusiéles peut étre effectuee
le plus souvent a chaud par I'acétone ou par lesod (tels que le méthanol ou
I'éthanol) additionnés a I'eau (20 a 50% selon tu@lante est fraiche ou séche).
Dans notre cas, nous avons utilisé des solvantsrdion mélangés avec de I'eau en
respectant le rapport de 80/20 (v/v). Ce rappa@mtée plus efficace et le plus utilisé
dans la littérature (Markham, 1982 ; Harborne, 1998onget al., 2006 ; Djeridane
et al.,2007 ; Tawahat al.,2007 ; Liet al.,2008).

L'évaluation de l'activité antioxydante des extsadrganiques des fruits Al’
leucotrichusa été effectuée par sept méthodes conventionnelfies de tester ces
extraits par rapport aux differents mécanismestigatels qu’impliquent ces tests

antioxydants.
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L’activité antioxydante des Apiacées a été investeypar plusieurs auteurs
dans la littérature. Chandraet al. (2013) ont étudié l'activité antioxydante des
extraits aqueux et méthanolique des feuilleArdisia solanaceadroxb. L'extrait
méthanolique de cette plante a présenté plus digctantioxydante par rapport a
I'extrait aqueux. Une intéressante activité antiteaqyte a été rapportée par les auteurs
de cette publication. Pirbaloutit al. (2013) dans leur étude sur trois especes de la
famille des Apiacées, endémiques de I'lran, onfpoaig un pouvoir antioxydant
intéressant de leurs extraits méthanoliques teaté [@ piégeage du radical libre
DPPH, réduction du Fer et le test par 'ABTS. Une adétinede faite par Matejiet al.
(2014) sur I'espec€achrys cristataDC., native de la Serbie, rapporte un pouvoir
antioxydant assez intéressant des extraits aqueethanolique, acétonique et
d’acétate d’éthyle de la partie fruits de cettenfda Des valeurs importantes pour le
test du piégeage du radical ABT8nt été rapportées (pour I'extrait d'acétate
d’éthyle : 1.01 = 0.017 mg VitC/g par rapport aumBH2.66 + 0.005 mg VitC/g). Par
contre, via le test du piégeage du radical libr&BPune activité antioxydante moins
importante a été décelée par rapport aux antioxgdsmréférence.

L’activité antioxydante dA. leucotrichus que nous avons évaluée était
modeérée par rapport a I'ensemble des tests antamtgditilisés dans notre étude. Les
extraits des solvants organiques polaires ont ptésgne activité antioxydante plus
importante que ceux des solvants apolaires. Viadeau réactif de Folin-Ciocalteu,
nous avons remarqué que les extraits : méthanolag&tonique et éthanolique ont
présenté une activité antioxydante avec des vakderrbordre de 81.87 = 3.11 mg
GAE/g, 80.37 £ 1.79 mg GAE/g et 76.05 + 1.68 mg G\EEespectivement. Quant au
test de Il'activité antioxydante totale (TAC), noasons remarqué que I'extrait
méthanolique a exercé l'activité antioxydante laspimportante par rapport aux
autres extraits organiques, mais inférieure a callBacide ascorbique. Pour le test du
piégeage du radical libre DPRHes extraits organiques : éthanolique, méthaneliq
et acétonique ont présenté un pouvoir antioxydartéré, avec des valeurs dedle
'ordre de 29 £ 1.85 pg/mL, 38.10 + 2.54 pg/mL &t#40.56 pg/mL, respectivement.
Néanmoins, ces extraits restent moins actifs pgyad aux controles positifs utilisés.
Dans le test du piégeage du peroxyde d’hydrogersedéux extraits organiques :
méthanolique et éthanolique ont présenté une #&xtiriportante supérieure a celle

des contrdles positifs utilisées (BHA et tocophgroés autres extraits étant eux aussi
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actifs. La chimie derriére ce test se base suranstert d’électrons et de proton entre
'antioxydant et le peroxyde d’hydrogéne en le iédnt en une molécule d’eau. La
mesure dans I'UV rend ce test trés sensible etidexsd’un ceil critique.

Quant au test du piégeage du radical hydroxyle, boene activité
antioxydante a été enregistrée pour I'extrait madhgque, plus intéressante que le
contrble positif (acide ascorbique). Uneg;{de I'ordre de 43.33 + 1.32 pg/mL pour
'extrait méthanolique, alors qu'elle est de 61.831.98 pg/mL pour l'acide
ascorbique. L’évaluation de l'activité d’'un extraitpiéger le radical hydroxyle est
importante, en raison de la grande réactivité deadeal qui réagit avec une large
gamme de molécules trouvées dans les cellules tesdtelles que les sucres, les
lipides, les protéines, les nucléotides...). Dartes$¢ de I'inhibition de la décoloration
du g-carotene, I'ensemble des extraits organiques @septé une activité modérée et
seul l'extrait méthanolique a présenté ungoGll91.53 + 1.53 pg/mL) qui est
nettement inférieure a celle du BHA (4.26 + 0.98mlg.

Dans le test FRAP, tous les extraits organiquepoégenté une trés modeste
activité antioxydante. Les extraits d’'acétate dythet chloroformique n’ont présenté

aucun pouvoir antioxydant intéressant, et ce dauns les tests utilisés.
Conclusion

Il ressort de I'étude de cette plante les poinigasus :
- A. leucotrichusrenferme une huile essentielle possédant un fouvqir
antimicrobien et une tres faible activité cytotaweq
- Les extraits organiques des fruitsAd’leucotrichusrenferment une modeste

activité antioxydante.
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Chapitre 2.

|Anabasis aretioides Coss. & Moq.}

1. Etude des extraits organiques de la partie aérnierd’A. aretioides

1.1. Rendement d’extraction

Dans cette étude, nous avons opté pour des egtiacpar des solvants
organiques avec des polarités croissantes afintrdiex différents groupes de

composeés chimiques que peut contenir la planteegud

La figure 51 rapporte les rendements d’extractiouvés pour les différents
extraits organiques de la partie aériennfe dretioides

14 A
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10 A

Rendement d'extraction (%)
@
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Fig. 51. Rendements d’extraction des différents esdits organiques de la partie aérienne
d’A. aretioides
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A partir des résultats obtenus, nous avons remajgedes extraits organiques
des solvants polaires ont présenté les rendenenfdus élevés, a savoir : 9.42 + 0.84
% pour I'extrait méthanolique, 10.49 + 2.02 % pdektrait éthanolique et 13.36 +
0.62 % pour l'extrait acétonique. Alors que lesresitextraits, d’acétate d'éthyle et
chloroformique, de tres faibles rendements onbbéténus, a savoir : 1.04 £ 0.3 % et

0.72 £ 0.34 % pour les deux extraits, respectivémen

1.2. Dosages de polyphénols et des flavonoides
Le dosage des polyphénols a été effectué par lacuétspectrophotométrique

au réactif de Folin-Ciocalteu comme décrit dansddie matériel et méthodes.

Quant au dosage des flavonoides, ce dernier afféitue par la méthode

colorimétrique au chlorure d’aluminium (Al§)

Les résultats obtenus pour le dosage des polyphéuoit exprimés en mg
equivalent acide gallique par gramme de la matiégetale seche (mg GAE/g), en
utilisant I'équation de la régression linéaire @e dourbe d’étalonnage tracée de
I'acide gallique ¥ = 0.0524x - 0.0329, f= 0.9972) (fig. 39).

Les résultats obtenus pour le dosage des flavosiagidet exprimés en mg
équivalent catéchine par gramme de la matiére atgeéche (mg CEQ/g) en utilisant
'équation de la régression linéaire de la courlatbnnage de la catéching £
0.0264x + 0.0775, T= 0.998) (fig. 40).

La figure 52 rapporte les teneurs en polyphénolsreflavonoides dans les

différents extraits organiques de la partie aeeeaiiiA. aretioides
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Fig. 52. Teneurs en polyphénols et en flavonoidessiextraits organiques de la partie

Concentrations (mg/g)

aérienne dA. aretioides

A partir des résultats obtenus, nous avons obseéegteneurs variées en
polyphénols et en flavonoides dans les différextsags organiques étudiés. La
teneur la plus faible en polyphénols était cellel’dgtrait méthanolique avec une
teneur de l'ordre de 101.85 + 2.31 mg GAE/g, atpus la valeur la plus élevée était
celle de I'extrait éthanolique avec une teneuratelte de 213.85 + 20.59 mg GAE/qg.

En ce qui concerne les teneurs en flavonoides, awogas remarqué que
I'extrait éthanolique a exprimé la valeur la pldsvée avec une teneur de l'ordre de
132.81 = 24.58 mg CEQ/g. L'extrait qui a préserdgétdneur la plus faible était
I'extrait méthanoliqgue avec une teneur de l'ordee4d$.68 + 0.74 mg CEQ/g. Nous
avons remarqué aussi que les extraits organigaegtate d’'éthyle et chloroformique
ont présenté des valeurs élevées en termes dagemetlavonoides, ce qui n’est pas

souvent rencontré dans la littérature.

2. Pouvoir antioxydant des extraits organiques de partie aérienne
d’A. aretioides

2.1. Activité antioxydante totale par la méthode auréactif de Folin-
Ciocalteu (FC)
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La figure 53 rapporte les résultats obtenus detiVid€ antioxydante des
extraits organiques de la partie aériennA. diretioidestestée par la méthode au

réactif de Folin-Ciocalteu.
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Fig. 53. Pouvoir antioxydant des différents extrai de la partie aérienne dA. aretioides

testé par la méthode au réactif de Folin-Ciocalteu

A partir des résultats obtenus, et a une concémrde 1 mg/mL, nous avons
remarqué que les extraits organiques : méthangligiranolique et acétonique ont
présenté la plus importante activité antioxydargerppport aux extraits organiques :
d’acétate d'éthyle et chloroformique, avec une Hégprédominance de [I'extrait
méthanolique (78.11 + 2.93 mg GAE/g), comme le meolat figure 53.

2.2. Capacité antioxydante totale par la méthode aumolybdate

d’ammonium (Total Antioxidant Capacity TAGQ

La figure 54 rapporte les résultats obtenus du powantioxydant testé par la
méthode au molybdate d’ammonium des différentsaéstrorganique de la partie

aérienne dA. aretioides
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Fig. 54. Capacité antioxydante totale des extraitsrganiques de la partie aérienne dA.

aretioidestestée par la méthode au molybdate d’ammonium

D’apres les résultats obtenus, nous avons remagqeéle contréle positif
(acide ascorbique) a présenté une activité antemigdtotale importante, et ce dans
les trois concentrations utilisées. Quant aux dstrd’A. aretioides nous avons
remarqué que les différents extraits organiquesdagts les trois concentrations
utilisées, n‘ont pas exercé un pouvoir antioxydaamt, le comparant avec l'acide
ascorbique. En I'occurrence, I'extrait éthanoligquprésenté une légére prédominance
et a exprimé un pouvoir antioxydant le plus impoatin le comparant avec les autres
extraits organiques. A une concentration de 150nhg/ke dernier a exprimé une
absorbance égale a 0.09 + 0.01, par contre, laivakait égale a 0.65 + 0.08 pour
I'acide ascorbique

2.3. Réduction du Fer : FRAP(Ferric reducing antioxidant power)

La figure 55 rapporte le pouvoir réducteur desastgrorganiques de la partie
aérienne dA. aretioidesa différentes concentrations comparé a celui deide
ascorbique et du BHA.
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Fig. 55. Pouvoir réducteur des extraits organiquede la partie aérienne dA. aretioides

testé par la méthode FRAP

A partir des résultats rapportés dans la figurerighis avons remarqué que
tous les extraits organiques ont présenté un pou&ducteur faible en les comparant
avec les deux contrdles positifs utilisés, et desiconcentrations différentes.

La figure 56 montre I'effet réducteur des difféeeixtraits organiques a une
concentration de 1 mg/mL
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Fig. 56. Pouvoir réducteur des différents extrait®rganiques de la partie aérienne dA.

aretioidestesté par la méthode FRAP a une concentration dertig/mL

Nous pouvons voir clairement sur la figure 56 lbl&apouvoir réducteur des
extraits organiques par rapport au pouvoir réduatieul’acide ascorbique qui est de
I'ordre de 2.51 + 0.03 et celui du BHA qui est tedre de 2.51 + 0.06.

Néanmoins, nous avons remarqué que I'extrait étltareoa exercé un effet
réducteur plus ou moins élevé par rapport aux s@xéaits organiques.
2.4. Piégeage du radical libore DPPH2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl)

La figure 57 rapporte le pouvoir antioxydant desragts organiques de la
partie aérienne &. aretioidescomparé a celui des contrbles positifs utilisasd@

ascorbique, BHA et quercétine) vis-a-vis du piégedig radical libre DPPH
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Fig. 57. Pouvoir antioxydant des extraits organique de la partie aérienne dA. aretioides

testé par la méthode du piégeage du radical libre BPH

Les différents extraits organiques ont montré umévigeé antioxydante
modérée vis-a-vis du piégeage du radical libre DPRbBlus avons remarqué que tous
les extraits organiques ont fourni des pourcemstatjmhibition qui ont atteint la
phase de saturation. Les pourcentages d’inhibttiauvés étaient de I'ordre de 91.62
+ 0.93 % pour I'extrait méthanolique, 94.07 = 1.%d pour l'extrait éthanolique,
94.85 + 0.06 % pour I'extrait acétonique, 93.74 .520% pour I'extrait d’acétate
d’éthyle et 95.01 *+ 2.34 % pour I'extrait chlorafwique, a une concentration de 15
mg/mL.

Quant aux controles positifs utilisés, nous avogmarqué un fort pouvoir
antioxydant traduit par des pourcentages d’inlohitélevés et ce méme a de trés
faibles concentrations.

Le tableau 12 rapporte les valeurs deg @bdur chaque extrait organique de la
partie aérienne &. aretioides
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Tableau 12. Activité antioxydante des extraits orgaiques de la partie aérienne dA.
aretioidesvis-a-vis du piégeage du radical libre DPPHexprimée par la valeur Ckg

(concentration finale)

Extraits organiques Clso (ug/mL)
Méthanol 79.15 + 04.23
Ethanol 65.08 +£ 01.98
Acétone 47.71+01.13
Acétate d’éthyle 72.15+01.04
Chloroforme 86.73 £ 10.68
Acide ascorbique 2.48 £ 00.09
BHA 2.61 + 00.13
Quercétine 2.59 + 00.15

Du tableau 12, nous remarquons clairement le fouvpir antioxydant des
contrdles positifs utilisés, qui est de I'ordre2l48 + 0.09 pg/mL, 2.61 £ 0.13 pg/mL
et 259 + 0.15 pg/mL pour lacide ascorbique, le ABHet la quercétine,
respectivement. Ces résultats confirment les @@sultrouvés dans plusieurs
publications (Chewet al., 2008 ; Confortiet al., 2008). Alors que pour les extraits
organiques de la partie aérienn@ daretioides nous remarquons que ces derniers ont
exercé un effet antioxydant faible, avec légeralpm@nance de I'extrait acétonique

avec une valeur de la4glde 47.71 + 1.13 pg/mL.
2.5. Piégeage du peroxyde d’hydrogenél$O, scavenging activity

Les résultats obtenus du piégeage du peroxyde aibgde par les différents

extraits de la partie aériennddaretioidessont rapportés dans la figure 58.

113

——
| —



Troisiéme partie A. aretioidesCoss. & Moq. Résullats et @ﬂ[ﬂ/ﬁl’éfﬂlﬁﬂf

80

60

40

Pourcentages dinhibition (%)

20 A

P S NZ & <
& & ¢
S & <& v O
<0 & < < & & C(\
& <
Q/.

Fig. 58. Pouvoir antioxydant des extraits organiquede la partie aérienne dA. aretioides

testé par la méthode du piégeage du peroxyde d’hyolgéne

A partir des résultats obtenus, nous remarquonsl’gnsemble des extraits
organiques ont présenté un pouvoir piégeur du ydexi’hydrogéne, comparable a
celui des contréles positifs utilisés, voire ménhgsgmportant, et ce dans le cas de
'extrait d’acétate d’éthyle (45.49 + 3.84 %) quipaésenté un effet piégeur du
peroxyde d’hydrogene nettement plus grand que |& BHle tocophérol (24.12 +
7.32 et 32.44 + 5.87 %, respectivement).

2.6. Piégeage du radical hydroxyleGH" scavenging activity

Le pouvoir piégeur du radical hydroxyle des ex¢graitganiques de la partie
aérienne dA. aretioidesest rapporté dans la figure 59.
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Fig. 59. Pouvoir antioxydant des extraits organique de la partie aérienne dA. aretioides

testé par la méthode du piégeage du radical hydrole/

A partir des résultats obtenus, nous avons remagged’acide ascorbique a
présenté un pouvoir piégeur du radical hydroxylelles important et a différentes
concentrations. La phase stationnaire a été ateliés la concentration de 1 mg/mL.
Quant aux extraits organiques, nous avons remaygié ont un pouvoir piégeur du
radical hydroxyle moyen en le comparant avec cdkiil’'acide ascorbique. Les
pourcentages d'inhibition trouvés étaient de I'erde 65.78 + 1.93 % pour I'extrait
méthanolique, 63.29 + 0.72 % pour l'extrait éthanot, 59.91 + 0.76 % pour
I'extrait acétonique, 64.16 + 1.84 % pour I'extrdiacétate d’éthyle et 53.44 + 0.74
% pour I'extrait chloroformique.

La figure 60 rapporte l'activité antioxydante par piégeage du radical
hydroxyle des différents extraits organiques et ldeide ascorbique a une
concentration de 1 mg/mL.
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Fig. 60. Pouvoir antioxydant des extraits organiquede la partie aérienne dA. aretioides

testé par la méthode du piégeage du radical hydrole/a une concentration de 1mg/mL

A une concentration de 1 mg/mL, nous avons remaique les extraits
organiques de la partie aérienn@ daretioidesont présenté une activité antioxydante
presque similaire mais inférieure a celle de I'eca$corbique. Nous avons remarqué
gue l'extrait organique d'acétate d’éthyle a exelwdfet antioxydant le plus

important par rapport aux autres extraits avec oargentage d’inhibition égale a
64.79 £ 0.2 %.

Le tableau 13 rapporte les valeurs deg @és différents extraits organiques
de la partie aérienneAl aretioides
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Tableau 13. Activité antioxydante des extraits orgaiques de la partie aérienne dA.
aretioidesvis-a-vis du piégeage du radical hydroxyle expringpar la valeur Clsq

(concentrations finales)

Extraits organiques Clso (Mg/mL)
Méthanol 416.67 £ 6.87
Ethanol 199.33+1.76
Acétone 256.00 = 4.90
Acétate d’éthyle 87.33+3.42
Chloroforme 351.67 £3.43
Acide ascorbique 61.83 £1.98

D’aprés les Gh calculées des différents extraits organiques deddie
aérienne dA. aretioides nous avons remarqué que l'extrait d’acétate gléta
exercé un pouvoir antioxydant assez important avecvaleur de I'ordre de 87.33 +
3.42 pg/mL, et qui est proche de la valeur de kg @4 I'acide ascorbique (contrble
positif), qui est de l'ordre de 61.83 £ 1.98 pg/nhiextrait méthanolique a exerceé la
faible activité antioxydante avec une valeur d&€lg de I'ordre de 416.67 + 6.87

pg/mL.

2.7. Activité antioxydante par la méthode de décotation du g-caroténe

(p-carotene bleaching method)

La figure 61 rapporte le pouvoir antioxydant tep@r la méthode de la
décoloration dyB-caroténe des différents extraits organiques gatte aérienne &.
aretioides
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Fig. 61. Pouvoir antioxydant des extraits organique de la partie aérienne dA. aretioides

testé par la méthode de la décoloration dg-caroténe

Comme le montre la figure 61, nous remarquons gseektraits organiques
ont présenté des réponses différentes vis-a-viga a@coloration dys-caroténe. La
plus importante activité antioxydante a été exerpée I'extrait méthanolique et
I'extrait d’acétate d’éthyle avec des pourcentagigshibition de I'ordre de 74.78 £
0.21 % et 84.25 + 2.73 %, respectivement. Alorslgxrait chloroformique a exercé
I'effet antioxydant le plus faible. Par contre, sa@marquons clairement que le BHA
exerce un fort effet protecteur (antioxydant) fuf-carotene, avec des pourcentages
d’inhibition qui arrivent jusqu’au 98.05 + 0.83 %.

Le tableau 14 rapporte les valeurs desgoQ@alculées pour les extraits
organiques de la partie aérienn@ . daretioideset du BHA.
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Tableau 14. Activité antioxydante des extraits orgaiques de la partie aérienne dA.
aretioidesvis-a-vis du test de la décoloration d@-caroténe exprimée par la valeur Ci,

(concentrations finales)

Extraits organiques Clso (Mg/mL)
Méthanol 2227 +1.55
Ethanol 158.92 + 2.34
Acétone nd

Acétate d’éthyle 30.58 £0.91
Chloroforme nd

BHA 4.26 +0.98

nd : Valeur non déterminée

D’aprés les résultats obtenus, nous avons remaygg€extrait méthanolique
a exercé un effet inhibiteur de la décolorationgetaroténe de I'ordre 22.27 + 1.55
pg/mL, suivi par celui de I'extrait d’acétate d'glt avec une Gj de I'ordre de 30.58
+ 0.91 pg/mL, alors qu’elle était moins importantans le cas de ['extrait
éthanolique, de I'ordre de 158.92 + 2.34 pg/mLBIEA étant un contrdle positif, il a
exercé un pouvoir antioxydant important traduit pae valeur de la G4 qui est la

plus importante de I'ordre de 4.26 + 0.98 pg/mL.

3. Pouvoir antimicrobien des extraits organiques @epartie aérienne

d’A. aretioides

Le tableau 15 rapporte le pouvoir antimicrobien eeaits organiques de la
partie aérienne &. aretioides

119

——
| —



Troisieme partie ‘A. aretioidesCoss. & Moq.

(Résultats et Snlerprélations

Tableau 15. Diamétres des zones d'inhibition obtersupar la méthode de diffusion sur

disque des différents extraits organiques de la ptie aérienne dA. aretioidesvis-a-vis

des souches microbiennes

Zones d’inhibition (mm)

Souches
Microbiennes | Extrait Extrait Extrait Extrait Extrait
méthanoligue | éthanolique | acétonique | d'acétate d'éthyle | chloroformique

P. aeruginosa | 06.0 +£0.00 06.0+0.00 06.0+0.00 06.0+0.00 0a60.00
E. coli 06.0 +0.00 06.0+0.00 06.0+0.00 06.0+0.00 0060.00
K. pneumoniae | 06.0 + 0.00 06.0+0.00 06.0+0.00 06.0+0.00 0060.00
S. typhimurium | 06.0 = 0.00 09.0+0.34 06.0+0.00 06.0+0.00 0060.00
E. cloaceae 06.0 £ 0.00 06.0+0.00 06.0+0.00 06.0+0.00 0a60.00
S. aureus 06.0 £ 0.00 06.0+0.00 06.0+0.00 06.0+0.00 0G70.00
E. faecalis 06.0+0.00 | 06.0+£0.00 06.0+0.00 06.0+0.00 0a60.00
B. cereus 06.0+0.00 | 06.0+£0.00 06.0+0.00 06.0+0.00 0@60.00
C. albicans’ 06.0 +£0.00 06.0+0.00 06.0+0.00 06.0+0.00 .0360.00
C. albicang’ 06.0 +£0.00 06.0+0.00 06.0+0.00 06.0+0.00 .0360.00

& candida albicang44 IP; P Candida albican@ATCC 10231

A partir des résultats obtenus, nous avons remagyue 'ensemble des

extraits organiques de la partie aériennA. diretioidesn’ont exercé aucun effet

antimicrobien et ce sur toutes les souches micnolgig testées.
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4. Discussion

A. aretioidesest une des plantes endémiques du Sud AlgériepelLa’études
effectuées sur les activités biologiques de cetp®@ nous a poussé a lI'étudier et a
I'explorer. Dans ce contexte, nous nous sommegseissés a étudier les activités
biologiques des extraits organiques de la partiieage de cette plante, en évaluant
son pouvoir antioxydant et son activité antimicesivie (antibactérienne et

antifongique).

L’étude faite par Boulenouaet al. (2012) rapporte des rendements
d’extraction des extraits ; méthanolique et d’aetiethyle de I'ordre de 4.69 % et
1.05 %, respectivement. Le rendement d’extractios ripus avons obtenu concernant
I'extrait d’acétate d'éthyle est en accord avec I&sultat (1.04 + 0.3 %). Par contre,
I'extrait méthanolique dans notre étude a présphit® de rendement (9.42 £+ 0.84 %).
Plusieurs facteurs peuvent influencer le renderd&xtraction (méthode d’extraction
utilisée, période de récolte de la plante, puretésdlvant utilisé, conditions de
stockage de la plante ...). La méme étude rappodeeatelements faibles concernant
des solvants apolaires (dichlorométhane et hexamejjui est en accord avec nos
résultats. Une étude faite sur une autre plantka ceéme famille (Amaranthacées),
rapporte des rendements d’extraction similairesux @ue nous avons trouvés pour la
partie aérienne &. aretioides a savoir 11.6 % pour I'extrait méthanolique e%2
pour I'extrait d’acétate d’éthyle, et ce pour 'espAmaranthus lividugOzsoyet al.,
2009).

Les différents extraits organiques de la partigeaée dA. aretioidesont
présenté des teneurs assez importantes en ce oeeroe les polyphénols et les
flavonoides. Plusieurs especes de la famille desarAnthacées renferment des
concentrations non négligeables en polyphénolsneflazonoides. Les travaux de
Benhammouet al. (2013 ; 2014) sur I'espécknabasis articulataont rapporté des
teneurs moyennes en polyphénols et en flavonoides ks extraits méthanoliques
des tiges et des racines de cette plantes, a s®2@48 + 3.83 mg GAE/g, 3.08 £ 0.2
mg CE/g pour la partie tige et 19.85 + 7.52 mg GAE.8 =+ 0.06 mg CE/g pour la
partie racine, respectivement. L'étude faite pachedet al. (2010) qui étudie le
potentiel antioxydant de 52 plantes locales (natide I'Algérie), dont la planté.
aretioides rapporte des teneurs de l'ordre de 110 mg GAR/gatyphénols et de 17
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mg CEQ/g en flavonoides dans la partie racinesetie @spéce. Les résultats que
nous avons trouvés rapportent des teneurs nettgghenélevées que celles trouvées
dans la littérature. Nous avons remarqué que Béxédthanolique a renfermé la teneur
la plus élevée en polyphénols et en flavonoide8.851+ 20.59 mg GAE/g et 132.81

+ 24.58 mg CEQ/qg, respectivement). Ce fait pewd éxpliqué, probablement, par les

conditions environnementales dans lesquelles laglaousse.

La famille des Amaranthacées de part sa distribugiéographique (plantes
qui poussent dans les terrains salés) est casdpar ses especes qui poussent dans
des climats arides ou semi-arides. Dans ces @&tapnoes, les plantes s’adaptent
parfaitement aux conditions climatiques extrémesa@aptant leurs métabolismes a
synthétiser des substances qui leur permettentirdevie. Les composés phénoliques
jouent un réle important dans I'adaptation de cggees a ces conditions climatiques.
L’évaluation de l'activité antioxydante des extsad@rganiques de la partie aérienne
d’A. aretioidesa été effectuée par sept méthodes conventionnafiesde tester ces
extraits par rapport aux différents mécanismesti@atels qu’impliquent ces tests

antioxydants.

L'activité antioxydante des Amaranthacées a ét@elaent étudiée ces
dernieres années. Plusieurs études ont été pullées ce contexte. Essaigl al.
(2013) ont étudié I'activité antioxydante &alicornia herbacegar le piégeage du
radical libore DPPHet par le test de I'inhibition de la décoloratida s-caroténe. lls
ont rapporté une bonne activité antioxydante. Pe tindicatif, la valeur de la &l
trouvée pour I'extrait méthanolique de cette plaétaeit de I'ordre de 55.3 = 2.7
pg/mL. Par contre, une étude faite sur 'esp@gathula prostratgLinn.) Blume par
Ibrahim et al. (2012) rapporte une tres faible activité antioxydade cette espéce
testée par la méthode du piégeage du radical P®H et par le test de la
peroxydation lipidigue. Benhammoet al. (2013 ; 2014) rapportent une modeste
activité antioxydante des extraits organiques. darticulata testée par plusieurs
méthodes antioxydantes. A titre indicatif, les vatede la G trouvées pour I'extrait
meéthanolique pour les parties tige et racine étalerfordre de 1.98 + 0.15 et 0.57 +
0.03 mg/mL, respectivement, alors que la valeutad€lsy pour I'acide ascorbique
était de I'ordre de 0.12 mg/mL, et ce dans le aasedt du piégeage du radical libre
DPPH.
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L’activité antioxydante dA. aretioidesque nous avons évaluée était modérée
par rapport a I'ensemble des tests antioxydanliségidans notre étude. Pour le test
du piégeage du radical libre DPPHe test le plus utilisé dans la littérature), les
extraits organiques : acétonique, éthanolique atélate d’éthyle ont présenté le plus
de pouvoir antioxydant, avec des valeurs de kg @ I'ordre de 47.71 + 1.13 pg/mL,
65.08 £ 1.98 pg/mL et 72.15 + 1.04 pg/mL, respectignt. Dans le test du piégeage
du peroxyde d’hydrogéne, l'extrait d'acétate d'é¢hya présenté une activité
importante supérieure a celle des reférencesadgigBHA et tocophérol). Les autres

extraits étant, également, actifs.

Quant au test du piégeage du radical hydroxyle, agt&vité antioxydante
modérée a été observée pour I'extrait d’acétatthg@ mais la plus intéressante par
rapport aux autres extraits. Unesgdle I'ordre de 87.33 + 3.42 pg/mL a été trouvée
qui n’est pas trop €éloignée a celle de l'acide dsqae (61.83 = 1.98 pg/mL). Par
contre, I'extrait méthanolique a exercé une adiahtioxydante moins importante.
Dans le test de l'inhibition de la décoloration ghearotene, I'extrait méthanolique a
présenté l'effet le plus protecteur par rapport autes extraits organiques avec une

valeur de la G égale a 22.27 = 1.55 pg/mL. Les extraits: acéiomi et

chloroformique n’ont présenté aucun effet antioxyda

En revanche, les extraits organiques de la padtierane dA. aretioidesont
présenté une trés modeste activité antioxydantéepanéthodes TAC et FRAP. Ces
deux dernieres, sont considérées comme des méthedeésalistes pour I'évaluation
de I'activité antioxydante. En revanche, I'étudieefgpar Rashedt al. (2010) rapporte
gue les extraits organiques de la partie feuilld. diretioidesn’ont fourni aucune
activité antioxydante testée par la méthode duggzigg du radical libre DPPH

Nous avons aussi investigué le pouvoir antimicnoliles extraits organiques
de la partie aérienne A’ aretioides Les résultats que nous avons obtenus ont montré
une tres faible, voire méme, une absence de ligetantimicrobienne des différents
extraits organiques testés.

L’'étude de l'activité antimicrobienne de quelquespéxes de la famille des
Amaranthacées a dévoilé que certaines especesdpasseette propriété. L'étude
faite par Ozusaglarat al. (2011) sur I'espéc8alsola stenopteraapporte une assez
bonne activité antibactérienne de cette especedrgealeurs de CMI allant de 5.625
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a 180 pg/uL. En outre, I'étude faite par Essaidal. (2013) sur 'espec&alicornia
herbacearapporte une modeste activité antibactériennéedérait méthanolique de
cette especeS. aureusétant la souche la plus sensible. Une autre éfaite par
Shakeriet al. (2012) sur I'espec@nabasis aphylladémontre une moyenne activité
antimicrobienne des extraits ; méthanolique, buique et d’'acétate d’éthyle vis-a-
vis de plusieurs souches microbiennes. L'extratabolique a exercé l'effet le plus
important, mais largement inférieur a celui desbéotiques utilisés dans I'étude.

L'absence d’'une activité antimicrobienne dans besa@s organiques de la
partie aérienne &. aretioidespeut étre expliquée par plusieurs facteurs ; en
plante ne renferme pas des substances a effetiemtiyien, ou la concentration des
substances a effet antimicrobien n’est pas adégoateien, la diffusion dans le
milieu de culture des molécules actives pose probjéou bien, ca peut étre due a la
période de récolte de la plante et la méthode detton des molécules dotées
d’activité antimicrobienne. Tous ces facteurs atemupeuvent expliquer 'absence de

I'activité antimicrobienne dans cette espéce.

Dans la littérature, certains travaux ont rapptatrésence des saponines et
des alcaloides dans I'espége aretioides(Benhouhou, 2005). Ces molécules sont
réputées d’avoir des effets toxiques sur les gkdbubuges humains (Sharma et
Sharma, 2001 ; Spargt al., 2004 ; Arslan et Celik, 2013). De ce fait, le test
l'activité hémolytique n’a pas été effectue.

Conclusion
Il ressort de I'étude de cette plante les poinigasus :
- Les extraits organiques de la partie aérienfe dretioidesrenferment une
modeste activité antioxydante ;
- Les extraits organiques de la partie aérienrfe dretioidesne renferment

aucune activité antimicrobienne.
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Chapitre 3.

[Limoniastrum feei (Girard) Batt.

1. Etude des extraits organiques de la partie ferille L. feei

1.1. Rendement d’extraction

Dans cette étude, nous avons opté pour des egtmacpar des solvants
organiques avec des polarités croissantes afintrdiex différents groupes de

composés chimiques que peut contenir la planteésud

La figure 62 rapporte les rendements d’extractrooveés pour les différents
extraits organiques de la partie feuillelddeel

30

25 A
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15 A

10 A

Rendements d'extraction (%)

Fig. 62. Rendements d’extraction des extraits orgagues de la partie feuille dd.. feei

A partir des résultats obtenus, nous avons remajgedes extraits organiques
des solvants polaires ont présenté les rendemestgllis élevés, a savoir : 21.68 +

5.75 % pour I'extrait méthanolique, 20.81 + 0.27p&tur I'extrait éthanolique et 18.51
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*+ 0.93 % pour I'extrait acétonique. Alors que ptes autres extraits, de trés faibles
rendements ont été obtenus, a savoir : 1.26 +%.4®ur I'extrait d’acétate d'éthyle

et 0.48 = 0.01 % pour I'extrait chloroformique.
1.2. Dosages des polyphénols et des flavonoides

Le dosage des polyphénols a été effectué par lacuétspectrophotométrique

au réactif de Folin-Ciocalteu comme décrit dansddie expérimentale.

Quant au dosage des flavonoides, ce dernier affédue par la méthode
colorimétrique au chlorure d’aluminium (Alg}l

Les résultats obtenus pour le dosage des polyphé&uolt exprimés en mg
équivalent acide gallique par gramme de la mati@getale seche (mg GAE/Q), en
utilisant I'’équation de la régression linéaire de dourbe d’étalonnage tracée de
I'acide gallique ¥ = 0.0524x - 0.0329, ¥= 0.9972) (fig. 39).

Les résultats obtenus pour le dosage des flavosaidet exprimés en mg
équivalent catéchine par gramme de la matiére agséche (mg CEQ/g) en utilisant
'équation de la régression linéaire de la courliatbnnage de la catéching £
0.0264x + 0.0775, ¥= 0.998) (fig. 40).

La figure 63 rapporte les teneurs en polyphénolsneflavonoides dans les

différents extraits organiques de la partie feudld.. feei

400

[ Polyphénols (mg GAE/Q)
I Fawnoides (Mg CEQ/g)

300 -+
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Concentrations (mg/g)

100 +

Fig. 63. Teneurs en polyphénols et en flavonoidesslextraits organiques de la partie

feuille deL. feei
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A partir des résultats obtenus, nous avons obsde#teneurs variées en
polyphénols et en flavonoides dans les différextsaitis organiques de la partie
feuille deL. feei Nous avons remarqué gue I'extrait méthanoliqgpeéaenté la teneur
la plus importante que ce soit en polyphénols b2 2.86 mg GAE/g) ou en
flavonoides (157.88 = 19.11 mg CEQ/g). Alors quextfait chloroformique a
présenté de faibles teneurs (87.36 £ 1.59 mg GREA$.37 + 0.63 mg CEQ/q). Il est
a noter aussi que I'extrait organique d'acétatehglé a présenté une teneur assez

importante en polyphénols et en flavonoides comemedntre la figure 63.

2. Pouvoir antioxydant des extraits organiques @eplartie feuille de L.

feel
2.1. Activité antioxydante totale par la méthode auréactif de Folin-
Ciocalteu (FC)

La figure 64 rapporte les résultats obtenus detiVid¢ antioxydante des

extraits organiques de la partie feuillelddeeitestée par la méthode FC.
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Fig. 64. Pouvoir antioxydant des différents extrag de la partie feuille deL. feeitesté par
la méthode au réactif de Folin-Ciocalteu

126

——
| —



Troisiéme partie 1. feei(Girard) Batt. Résullats et @ﬂ[ﬂ/pré[dﬂﬁm

A partir des résultats obtenus, et a une concémrde 1 mg/mL, nous avons
remarqué que les deux extraits : acétonique etanéligue ont présenté les réponses
les plus élevées par rapport aux autres extrag@nigues (225.18 + 2.64 mg GAE/g
et 212.44 + 10.56 mg GAE/g, respectivement). Algug I'extrait chloroformique a
présenté le pouvoir antioxydant le moins impor{dit48 + 1.72 mg GAE/g), comme

le montre la figure 64.

2.2. Capacité antioxydante totale par la méthode aumolybdate
d’ammonium (Total Antioxidant Capacity TAGQ

La figure 65 rapporte les résultats obtenus du powantioxydant testé par la
méthode au molybdate d’ammonium des différentsaéstiorganiques de la partie
feuille deL. feei

0,8
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I E Acétate déthyl
I E Chloroforme
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Fig. 65. Capacité antioxydante totale des extraitsrganiques de la partie feuille dd.. feei

testée par la méthode au molybdate d’ammonium

A partir des résultats obtenus, nous avons remaggeéle contréle positif
(acide ascorbique) a présenté une activité antemigdtotale importante, et ce dans
les trois concentrations utilisées. Quant aux é@straganiques, nous avons remarqué
gue l'extrait acétonique a présenté le pouvoircaytiant le plus important par
rapport aux autres extraits (absorbance : 0.280# @ une concentration de 150

mg/mL), suivi par celui de I'extrait méthanoliquabgorbance : 0.21 + 0.02 a une
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concentration de 150 mg/mL). En l'occurrence, lggaits organiques : d’acétate

d’éthyle et chloroformique ont présenté une trédddaactivité antioxydante.

2.3. Réduction du Fer : FRAP(Ferric reducing antioxidant power)

La figure 66 rapporte le pouvoir réducteur desatgrorganiques de la partie
feuille deL. feeia différentes concentrations comparé a celui al@de ascorbique et
du BHA.

3,0
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—@— E Ehanol
—w— E Acétone
—v— E Acétate déthyle
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—@— Acide ascorbique
—&o— BHA

Fig. 66. Pouvoir réducteur des extraits organiquede la partie feuille deL. feeitesté par
la méthode FRAP

A partir des résultats rapportés dans la figuren®dis avons remarqué que les
extraits organiques : méthanolique, éthanoliquecétonique ont présenté un pouvoir
réducteur important avec des absorbances de l'atdr@.19 + 0.11 pour |'extrait
acétonique, 2.11 + 0.06 pour I'extrait méthanoliqete1l.48 + 0.04 pour I'extrait
éthanolique. Ces valeurs ont été proches a cedleal®roles positifs utilisés, qui sont
de l'ordre de 2.51 + 0.03 pour l'acide ascorbiqu.61 + 0.06 pour le BHA. Les
extraits organiques : d’acétate d’éthyle et chlonmique ont présenté une faible

activité antioxydante.
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La figure 67 montre I'effet réducteur des difféielixtraits organiques a une

concentration de 1 mg/mL
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Fig. 67. Pouvoir réducteur des différents extrait®rganiques de la partie feuille de.. feei

testé par la méthode FRAP a une concentration derig/mL

Nous pouvons voir clairement sur la figure 67 I'on@ant pouvoir réducteur
des extraits organiques : méthanolique, éthanoligu@cétonique par rapport au

pouvoir réducteur de I'acide ascorbique et du BHA.

Nous pouvons aussi exprimer le pouvoir réductesr addraits organiques et
des controles positifs par la valeur par laqueheextrait atteint la valeur 0.5 de
I'absorbance. Cette valeur peut étre appelée ka €Bncentration efficace).

Le tableau 16 rapporte les valeurs de lagltes différents extraits organiques de la

partie feuille dd.. feei
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Tableau 16. Pouvoir réducteur des extraits organiges de la partie feuille dd.. feei

exprimé en Ck

Extraits organiques CEso (Mg/mL)
Méthanol 230.50 + 1.09
Ethanol 327.43+0.41
Acétone 201.50 £ 0.11
Acétate d’éthyle nd
Chloroforme nd

Acide ascorbique 120.20 £ 1.08
BHA 112.80 +1.33

Selon les valeurs des ggFtalculées, nous remarquons que l'extrait acét@niqu
a présenté le pouvoir réducteur le plus importantatdre de 201.5 + 0.11 pg/mL
mais inférieur a ceux des antioxydants de réféentibsés.

2.4. Piégeage du radical libore DPPH2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl)

La figure 68 rapporte le pouvoir antioxydant desragts organiques de la
partei feuille delL. feei comparé a celui des contrdles positifs utilisésid@c
ascorbique, BHA et quercétine) vis-a-vis du piégedig radical libre DPPH
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Fig. 68. Pouvoir antioxydant des extraits organique de la partie feuille deL. feeitesté

par la méthode du piégeage du radical libre DPPH

D’aprés la figure 68, nous avons remarqué que légrehts extraits
organiques ont montré une activité antioxydante itrgortante vis-a-vis du piégeage
du radical DPPH sauf pour I'extrait chloroformique qui a exercé pouvoir
antioxydant faible. Nous avons remarqué aussi quér pes extraits organiques
(méthanolique, éthanolique, acétonique et d'acéthé&hyle), des pourcentages
d’inhibition importants ont été atteints avec pr&se d'une phase stationnaire
(saturation). Les pourcentages d’inhibition trouéésient de I'ordre de 96.45 + 0.11
% pour I'extrait méthanolique, 96.36 + 0.19 % pdextrait éthanolique, 96.47 *
0.32 % pour I'extrait acétonique et 97.65 * 0.3Détir I'extrait d’acétate d’éthyle, a
une concentration de 15 mg/mL.

Quant aux contrbles positifs utilisés, nous avaamarqué un fort pouvoir
antioxydant traduit par des pourcentages d’inlohitélevés et ce méme a de trés
faibles concentrations.

Le tableau 17 rapporte les valeurs deg @bur chaque extrait organique de la
partie feuille de_. feei
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Tableau 17. Activité antioxydante des extraits orgaiques de la partie feuille dd.. feei

vis-a-vis du piégeage du radical libre DPPHexprimée par la valeur Ck, (concentration

finale)
Extraits organiques Clso (Mg/mL)
Méthanol 3.2+£0.32
Ethanol 3.2+0.65
Acétone 7+0.98
Acétate d’éthyle 12.4+1.34
Chloroforme 269.6 £ 10.34
Acide ascorbique 2.48 £0.09
BHA 2.61+0.13
Quercétine 2.59+0.15

Du tableau 17, nous remarquons le fort pouvoiroagtant des extraits
organiques par rapport aux contréles positifsaéfli Des valeurs trées comparables a
celles des antioxydants de références utiliséssNians, les extraits méthanolique et
éthanolique ont exprimé la méme valeur de lg G¢ I'ordre de 3.2 pg/mL et qui est
tres proche a celle de 'acide ascorbique (2.488 fig/mL), a celle du BHA (2.61 +
0.13 pg/mL) et a celle de la quercétine (2.59 HQi/mL). Alors que pour I'extrait
chloroformique, nous remarguons le trés faible pauantioxydant exprimé par une
valeur de la G} égale & 269.6 + 10.34 pg/mL.

2.5. Activité du piégeage du peroxyde d’hydrogenéi¢O, scavenging
activity)

Le tableau 18 rapporte les résultats d’'une cinétige piégeage du.B,
exerce par les extraits méthanoliqued dizeiet par le BHA.
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Tableau 18. Pourcentages de piégeage du® par les extraits bruts méthanoliques

testés
Echantillons Temps (min)
0 10 20 30 40
BHA 90,65 75,86 61,98 53,27 45,63
L. feeiFeuille 43,87 42,75 39,81 30,99 22,08
L. feeiTige 32,88 19,97 12,70 09,92 09,60

A la concentration utilisée (0.1 pg/mL), nous requans que le BHA exerce

un effet puissant de I'ordre de 90.65 %. En cecquicerne les extraits testés, I'extrait

méthanolique de la partie feuille de feeia exercé un pourcentage de piégeage du
H,O, de l'ordre de 43.87 % @ pour arriver a 22.08 % en fin de cinétique, qui es
assez proche a celui du BHA. Quant a I'extrait ragttique de la partie tige, un

modeste effet piégeur dwB; a été observé.

Les résultats obtenus du piégeage du peroxyde aibgde par les différents

extraits organiques de la partie feuillelddeeisont rapportés dans la figure 69.
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Fig. 69. Pouvoir antioxydant des extraits organique de la partie feuille del. feeitesté

par la méthode du piégeage du peroxyde d’hydrogene
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A partir des résultats obtenus, nous remarquonsl’gnsemble des extraits
organiques de la partie feuille defeeiont présenté un pouvoir piégeur du peroxyde
d’hydrogene, comparable a celui des contréles ifpditilisés, voire méme plus
important, et ce dans le cas de I'extrait acétamiqui a présenté un effet piégeur du
peroxyde d’hydrogene nettement plus grand que |I& BHle tocophérol (48.62 +
10.24 % pour l'extrait acétonique, 24.12 + 7.32 &umple BHA et 32.44 + 3.48 %
pour le tocophérol). Ainsi, I'extrait méthanoligaeexprimé un pouvoir antioxydant
comparable a celui du BHA mais inférieur au pouvéducteur du tocophérol. Nous
avons remarqué aussi que les extraits : d’acét@tieyte et chloroformique ont exerce

un pouvoir antioxydant similaire, comme le montadidjure 69.
2.6. Activité du piégeage du radical hydroxyle@H’ scavenging activity

Le pouvoir piégeur du radical hydroxyle des ex¢raitganiques de la partie
feuille deL. feeiest rapporté dans la figure 70.
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Fig. 70. Pouvoir antioxydant des extraits organique de la partie feuille del. feeitesté

par la méthode du piégeage du radical hydroxyle
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A partir des résultats obtenus, nous avons remagged’acide ascorbique a
présenté un pouvoir piégeur du radical hydroxylglles important et a différentes
concentrations utilisées. La phase stationnaire atteinte dés la concentration de 1
mg/mL. Quant aux extraits organiques, nous avongrgueé qu’ils ont présenté un
pouvoir piégeur du radical hydroxyle traduit pars lelifférents pourcentages
d’inhibition trouvés. Ces derniers étaient de lterdie 69.72 + 1.85 % pour I'extrait
méthanolique, 65.98 + 0.75 % pour I'extrait éthanot, 78.48 + 0.90 % pour
I'extrait acétonique, 80.77 + 0.95 % pour I'extrdiacétate d’éthyle et 93.01 + 0.77
% pour l'extrait chloroformique, ce dernier étardgxtrait qui a exercé la plus
importante activité antioxydante.

La figure 71 rapporte l'activité antioxydante par piégeage du radical
hydroxyle des différents extraits organiques compar celle de I'acide ascorbique a
une concentration de 0.5 mg/mL.
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Fig. 71. Pouvoir antioxydant des extraits organiqgug de la partie feuille deL. feeitesté

par la méthode du piégeage du radical hydroxyle ane concentration de 0.5 mg/mL

A une concentration de 0.5 mg/mL, nous avons reugagye tous les extraits
organiques de la partie feuille de feei ont présenté une activité antioxydante
moyenne par rapport a l'acide ascorbique (84.2204 @6) avec prédominance de

I'extrait acétonique (57.37 + 0.25 %). Nous avoamarqué aussi I'effet antioxydant
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similaire des deux extraits organiques ; méthaneligt éthanolique (52.38 + 0.63 %
et 51.37 + 0.93 %, respectivement).
Le tableau 19 rapporte les valeurs deg @és différents extraits organiques

de la partie feuille de. feei

Tableau 19. Activité antioxydante des extraits orgaiques de la partie feuille dd.. feei

vis-a-vis du piégeage du radical hydroxyle exprimépar la valeur Clso(concentration

finale)

Extraits organiques Clso (Mg/mL)
Méthanol 36.33+1.65
Ethanol 87.33+0.54
Acétone 56.00 + 0.99
Acétate d’éthyle 214.33 +4.07
Chloroforme 185.33 +3.76
Acide ascorbique 61.83 £ 1.98

D’aprés les valeurs des 4glkcalculées des différents extraits organiques de la
partie feuille del. feei nous avons remarqué que l'extrait méthanoliqegeacé un
pouvoir antioxydant assez important avec une vaturd’ordre de 36.33 + 1.64
png/mL, et qui est plus important que celui de Bacascorbique, qui est de I'ordre de
61.83 + 1.98 pg/mL. La méme remarque a faire peutrhit acétonique, qui a exercé
une assez forte activité antioxydante avec unauvale la Cio de I'ordre de 56 + 0.99
png/mL, qui est, elle aussi, supérieure a celleat@de ascorbique. La faible activité
antioxydante qui a été observée est celle de Haxtfacétate d’'éthyle avec unesgl
de l'ordre de 214.33 £ 4.07 pug/mL.

2.7. Activité antioxydante par la méthode de décotation du g-caroténe
(p-carotene bleaching method)

La figure 72 rapporte le pouvoir antioxydant tep@r la méthode de la
décoloration dy-carotene des différents extraits organiques deataepfeuille del.

feel
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Fig. 72. Pouvoir antioxydant des extraits organique de la partie feuille del. feeitesté

par la méthode de la décoloration d-caroténe

Comme le montre la figure 72, nous remarquons esiextraits organiques de
la partie feuille dé.. feeiont présenté des réponses différentes vis-a-visntiéition
de la décoloration dy-caroténe. La plus importante activité antioxydaateté
exercée par les extraits : méthanolique, éthaneli@eétonique et chloroformique
avec des pourcentages d’inhibition de l'ordre de285 0.63 %, 97.39 £ 0.11 %,
94.48 £ 6.23 % et 94.22 + 2.21 %, respectivemelaixttait d’acétate d’éthyle étant

l'extrait qui a présenté le moins de pouvoir anyidant avec un pourcentage
d’inhibition de I'ordre de 53.66 + 0.94 %.

La figure 73 rapporte la cinétique de décoloratiorns-carotene par I'extrait

méthanolique de. feeides parties feuilles et tiges a une concentrateod.5 mg/mL.
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Fig. 73. Cinétique de la décoloration d@-carotene induite par les extraits

méthanoliques des parties feuille et tige de. feei

Nous remarquons sur la figure 73, la faible active I'extrait méthanolique
de la partie tige a inhiber la décoloration ghgarotene, qui produit une cinétique
comparable a celle du contrdle négatif. En revantbgtrait méthanolique de la
partie feuille présente une activité assez int@rgssmais inférieure a celle du BHA.
Nous remarquons, également, une certaine statdditéactivité de cet extrait pendant
40 min, ce qui signifie, probablement, un pouveiativement important vis-a-vis de

I'inhibition de la décoloration dfi-carotene.

Le tableau 20 rapporte les valeurs desgo@alculées pour les extraits

organiques de la partie feuille Hefeeiet du BHA.
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Tableau 20. Activité antioxydante des extraits orgaiques de la partie feuille dd.. feei
vis-a-vis du test de la décoloration dy-carotene exprimée par la valeur Ci,

(concentration finale)

Extraits organiques Clso (Mg/mL)
Méthanol 8.23+£0.15
Ethanol 11.88 +0.43
Acétone 5.85+0.21
Acétate d’éthyle 162.31 +£2.01
Chloroforme 9.88+0.71
BHA 4.26 +0.98

D’aprés les résultats obtenus, nous avons remaypged’extrait acétonique a
exercé un important effet inhibiteur de la décdioradu s-carotene, de l'ordre de
5.85 + 0.21 pg/mL, assez voisin a celui du BHA gsii de I'ordre de 4.26 + 0.98
pg/mL.

Les extraits : méthanolique et chloroformique owréreé presque la méme
activité antioxydante avec dessgtle I'ordre de 8.23 + 0.15 pg/mL et de 9.88 £ 0.71
png/mL, respectivement. Alors qu’elle était moingortante dans le cas de I'extrait
éthanolique avec une valeur de l'ordre de 11.8848 Qug/mL. Le BHA étant un
contr6le positif, a exercé un pouvoir antioxydamportant traduit par une valeur de la

Clso qui est la plus importante, de I'ordre de 4.26280ug/mL.

3. Pouvoir antimicrobien des extraits organiques ldepartie feuille de

L. feei

Le tableau 21 rapporte le pouvoir antimicrobien dbférents extraits

organiques de la partie feuille Hefeeiexprimé en zones d’inhibition.
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Tableau 21. Diamétres des zones d'inhibition obtemsupar la méthode de diffusion sur

disque des extraits organigues de la partie feuilldeL. feei

Zones d’inhibition (mm)

Souches
Microbiennes Extrait Extrait Extrait Extrait Extrait
méthanolique | éthanolique | acétonique | d'acétate d'éthyle | chloroformique

P. aeruginosa | 06.0 +£0.00 06.0+0.00 06.0+0.00 06.0+0.00 0a60.00
E. coli 06.0 £ 0.00 06.0+0.00 06.0+0.00 06.0+0.00 0@60.00
K. pneumoniae | 06.0 £ 0.00 06.0+0.00 06.0+0.00 06.0+0.00 0@60.00
S. typhimurium | 06.0 = 0.00 06.0+0.00 06.0+0.00 06.0+0.00 0060.00
E. cloaceae 06.0 +0.00 06.0+0.00 06.0+0.00 06.0+0.00 0060.00
S. aureus 06.0 +0.00 06.0+0.00 06.0+0.00 06.0+0.00 0060.00
E. faecalis 11.0+1.00 | 10.0+0.00 10.0+1.00 06.0+0.00 0060.00
B. cereus 07.0+0.00 | 09.0+£0.00 09.0+1.00 06.0+0.00 0@60.00
C. albican¢’ 06.0 £ 0.00 06.0+0.00 06.0+0.00 06.0+0.00 .0a60.00
C. albicans’ 06.0 £ 0.00 06.0+0.00 06.0+0.00 06.0+0.00 .0@60.00

& candida albicang44 IP; P Candida albican@ATCC 10231

A patrtir des résultats obtenus, nous avons remaygeé&eulement les souches

E. faecaliset B. cereusont été Iégérement sensibles a I'action des ¢xtpailaires de

la partie feuille del. feei Les autres souches ont été résistante a I'enseddd

extraits organiques de la partie feuille defeei.

4. Pouvoir hémolytique des extraits organiques dephrtie feuille de L.

feei

Le pouvoir hémolytique a été évalué en utilisastd®bules rouges humains

comme modéele universel et le triton-X100 comme @atpositif.

Les résultats obtenus sont exprimés en terme decgrages d’hémolyse ;

fuite d’hémoglobine intracellulaire, en fonction enps.

La figure 74 rapporte

méthanolique et d’acétate d’éthyle de la partidleedelL. feei
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Fig. 74. Pouvoir hémolytique des extraits organiquede la partie feuille del. feei et celui
du triton-X100

Comme le montre la figure 74, le triton-X100 a eéeun effet hémolytique
important et ce au cours de toute la cinétiqugydaercentage d’hémolyse était de
I'ordre de 100 %, alors que la solution tampon phase (PBS) n'a entrainé aucune

fuite d’hémoglobine intracellulaire des globulesges.

Quant a l'effet des deux extraits organiques dealdie feuille de_. feej nous
avons remarqué un pouvoir hémolytique faible dedfe de 10.05 = 1.77 % pour
I'extrait méthanolique, alors qu'’il est plus faiblans le cas de I'extrait d’acétate
d’éthyle, de 'ordre de 1.97 + 0.04 %, ceci apres ginétique de 60 min.

La figure 75 rapporte I'effet hémolytique des eigrarganiques de la partie

feuille deL. feeia différentes concentrations, a 60 min.
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Fig. 75. Activité hémolytique des extraits organigas de la partie feuille dd-. feei a

différentes concentrations, a 60 min

Nous avons remarqué qu'a différentes concentrgtidestrait d’acétate
d’éthyle n’a pas induit une importante fuite d’hagtabine intracellulaire, une faible

activité hemolytique a été observée et ce mémeaancentration de 200 mg/mL.

Quant a I'extrait méthanolique, nous avons obsene activité hémolytique
qui augmente avec l'augmentation de la concentraito 320 mg/mL, elle est de
l'ordre de 10 %, alors qu'a des concentrations émg8 et 20 mg/mL), I'activité
hémolytique était nettement moins importante (1+08.23 % et 0.79 £ 0.13 %
d’hémolyse, respectivement).
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5. Discussion

Ce travail constitue une contribution a la valdima de la flore endémique
locale par le biais de I'étude phytochimique evdliation des activités biologiques

des substances extraites de ces plantes.

De ce fait, nous nous sommes intéressés a éteadiarctivités biologiques des
extraits organiques d’'une des plantes endémiqueSatara Algérien L. feej en
évaluant son pouvoir antioxydant par différentststeainsi que son activité
antimicrobienne (antibactérienne et antifongiqué)lae cytotoxicité de quelques

extraits sur les globules rouges humains testegro.

Les résultats obtenus pour les rendements d’eidirades différents solvants
organiques de la partie feuille de feei sont en accord avec ceux rapportés par
Chaabiet al (2008), qui ont rapportés un rendement de l'omiee25.50 % pour
I'extrait éthanolique et 4.2 % pour I'extrait d’date d’éthyle. Une autre étude faite
par Boulenouaket al (2012), révele un rendement d’extraction parétate d'éthyle
de l'ordre de 1.30 %, cette valeur est tres prachelle que nous avons trouvée dans

notre étude.

Dans la littérature, seulement quelques artickgspaortent les teneurs en
polyphénols et en flavonoides Hefeeiou du genrdimoniastrum L’étude faite par
Chaabiet al. (2008), rapporte une teneur de I'ordre de 36 mg=@Adans I'extrait
d’acétate d’éthyle de la partie feuille Hefeei Une autre étude faite par Debowdia
al. (2013), rapporte des teneurs en polyphénols etlamrfoides dans I'extrait
méthanolique de deux especed.dreoniastrum; L. guyonianumavec des teneurs en
polyphénols et en flavonoides de I'ordre de : 22°A4814.38 mg GAE/g et 50.20 +
5.23 mg QCl/g, respectivementLetmonopetalumavec des teneurs en polyphénols et
en flavonoides de l'ordre de : 225.22 + 8.10 mg GA&t 42.26 £ 5.70 mg QC/qg,
respectivement. En faisant une comparaison ensreéseiltats et ceux que nous avons
trouvés (teneurs en polyphénols et en flavonoigd&sgtrait méthanolique : 262.11 +
2,86 mg GAE/g et 157.87 + 19.10 mg CEQ/g, respenient), nous observons que
I'extrait méthanolique renferme des teneurs élewdepolyphénols et en flavonoides

et ce pour toutes les études faites sur le gameniastrum
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L’évaluation de l'activité antioxydante des extsairganiques de la partie
feuille deL. feeia été effectuée par sept méthodes conventionnafiesde tester ces
extraits par rapport aux différents mécanismesti@atels qu’impliquent ces tests

antioxydants.

Il est a préciser que dans la littérature, tres@études ont rapporté l'activité
antioxydante de cette plante. Néanmoins, I'étudie fpar Chaabiet al. (2008) a
rapporté un pouvoir antioxydant considérable deegalante testé par la méthode du
piégeage du radical libore DPPHCe pouvoir a été attribué a la présence dans cett
espéece de certains polyphénols et flavonoideqjtedd’acide gallique, la quercétine,
la myricétine et I'épigallocatéchine gallate (Chiaabal., 2008). La présence de tels
composés dans un extrait de plante lui confere auwvair antioxydant important
(Rice-Evanset al., 1996 ; Harborne et Williams, 2000 ; Maet al., 2002 ; Montoro
et al.,2006 ; Othmart al.,2007 ; Shart al.,2007).

Dans notre étude, nous avons constaté une acinitéxydante remarquable
des extraits : méthanolique, éthanolique et acétenet ce dans toutes les méthodes
utilisées. Preuves a I'appui, pour le test du mégedu radical libore DPPHdes
valeurs tres importantes de lasgdnt été enregistrées pour les extraits ; méthaneli
et éthanolique (3.2 pg/mL) ainsi que pour I'exteadétonique (7 pug/mL). L'allure des
courbes obtenues, montre le pouvoir antioxydarréssant des extraits organiques
de cette plante. Pour le test du piégeage du fdaydroxyle, les mémes extraits ont
donné des G§ importantes, voire méme plus importantes que ibagtlant de
référence, et ce pour I'extrait méthanolique, auee valeur de I'ordre de 36.33 %
1.65 pg/mL, et pour I'extrait acétonique avec umdeur de l'ordre de 56 + 0.99
pg/mL. Ces valeurs sont plus importantes que ddld¢acide ascorbique (61.83 +
1.98 pg/mL). La méme remarque s’applique aux résultrouvés pour le test de
I'inhibition de la décoloration dg-carotene, la Gh trouvée pour I'extrait acetonique
était proche a celle du BHA (5.85 + 0.21 pg/mL eR64+ 0.98 pg/mL,
respectivement). Dans le méme test, les extraitsthanolique et chloroformique ont
exercé une intéressante activité antioxydante.rgsaltats obtenus pour le test du
piégeage du peroxyde d’hydrogene ont montré qusdmble des extraits organiques
de L. feeiont exercé un effet antioxydant comparable a ceés antioxydants de
référence sauf pour l'extrait acétonique qui a Ivéne remarquable activité

antioxydante dans cette méthode. Pour les testérgjétes de I'évaluation de
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l'activité antioxydante, TAC et FRAP, nous avonsneequé une bonne activité
antioxydante des extraits organiques : méthangligtl@nolique et acétonique, avec

une légére prédominance de I'extrait acétonique.

Cette intéressante activité antioxydante que rerdecette plante via ces
extraits polaires peut étre expliquée par la natiese constituants que renferment ces
extraits organiques. La polarité de ces solvants é®nfere un pouvoir extractant
important vis-a-vis des molécules polaires actieies que certains composés
phénoliques. L'extrait acétonique de feei a exercé un effet antioxydant assez
remarquable par rapport aux autres extraits. Ce thgxtrait (a 'acétone) est le plus
souvent employé pour l'extraction de molécules vasti (Belboukhari et Cheriti,
2007 ; Ysailyurt et al., 2008). Néanmoins, I'extrait méthanoliqgue a présembe

intéressante activité antioxydante.

D’'une maniere générale, linteraction des compog#®noliques et
flavonoidiques avec de nombreux radicaux a été @yépldans plusieurs études afin
de déterminer les éléments majeurs de I'activitorydante. A cause de leurs faibles
potentiels redox, les flavonoides (FI-OH) sont h@dynamiquement capables de
réduire les radicaux libres oxydants comme le sajyele, le peroxyle et I'hydroxyle

par transfert d’hydrogene, rapporté par Fabal. (2009) :

FI-OH + R— HO + RH
Ou R représente le radical libre. Le radical flawon (FL-O) peut réagir avec un

autre radical pour former une structure quinonblstgig. 76).
o

OH 0 0
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Fig. 76 Piégeage des ERO par les flavonoides

En outre, le radical flavonoxy peut interagir aVesygéne pour donner une
guinone et un anion superoxyde. Cette réactiorespbnsable d’'un effet pro-oxydant
indésirable des flavonoides. Il est noté que laciép des flavonoides d’agir comme

antioxydants dépend non seulement du potentielxréddocouple FI-OFI-OH, mais

aussi de la réactivité du radical flavonoxy (Hadllily 1994). Par ailleurs, la capacité
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des flavonoides a piéger les radicaux libres dégsséntiellement de leur structure
(Sharififaret al.,2009).

Il existe quelques flavonoides qui réagissentdepent avec le radical
DPPH cela peut étre expliqué par la présence des gsohdroxyles dans la
structure de ces molécules, en particulier lestgubens 3-OH (Sharififaret al.,
2009). Le méme auteur suggere que la présence deulde liaison C-2C-3 est
responsable de la délocalisation des électronsyifant ainsi le pouvoir antioxydant

des flavonoides.

Par contre, les extraits : d’acétate d’éthyle dbrcifiormique, ont révélé une
activité antioxydante faible. Ceci peut étre expdigpar I'absence des substances
actives dans ces extraits puisque ces solvantsapoltdires et sont presque dépourvus
de substances qui peuvent libérer des hydrogénele®@lectrons comme est le cas

pour les substances polaires extraits par les std\@olaires.

Nous avons aussi investigué le pouvoir antimicnoliles extraits organiques
de la partie feuille de. feei Les résultats que nous avons obtenus ont moné&éres
faible voire méme absence d'une activité antimimobe des différents extraits
organiques testés vis-a-vis de I'ensemble des ssutEstées, exception faite par les
deux souchesE. faecaliset B. cereugqui ont été Iégérement sensibles a I'action des
extraits polaires : méthanolique, éthanoligue étaique de la partie feuille de
feei avec des diameétres des zones d’inhibition adant & 11 mm.

En revanche, I'étude faite par Belboukhari et Gh€&D05) a rapporté un effet
antibactérien et antifongique de I'extrait methamnot des feuilles de. feej avec des
diametres de zones d’inhibition assez importangs &auteurs n’ont pas fourni les
valeurs des CMI. Cette différence de résultats e expliquée par différents
facteurs, parmi eux, la période et le lieu de iécdé la plante, peuvent influencer les

résultats des tests de I'activité antimicrobienne.

L'administration d'un extrait de plante doté d’'uretivité biologique
déterminée doit étre faite avec précaution. Lemégtde plantes médicinales sont en
réalité des mélanges de composés différents avecateentrations variées et qui
peuvent induire une cytotoxicité. L'évaluation ée activité hémolytique est un bon
indicateur de leur cytotoxicité (Sharma et Sharg@f1 ; Leeet al., 2002 ; Arboset
al., 2008 ; Riazet al., 2012). Un agent cytotoxique ou un extrait de adoté
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d’activité cytotoxique peut causer I'hémolyse ddsbgles rouges par différents

mécanismes non spécifiques.

L’intéressante activité antioxydante de I'extraétimanolique dé. feeinous a
poussé a évaluer son pouvoir hémolytigue. Nous savaamstaté que cet extrait a
présenté un tres faible pouvoir hémolytique et éenm a des concentrations élevées,
puisqu'a 2 mg/mL, cet extrait a entrainé 1.04 +30% d’hémolyse et a une
concentration 10 fois plus supérieure (20 mg/mL)aientrainé 0.79 £ 0.13 %
d’hémolyse, et a une concentration de 200 mg/mla éntrainé 2.96 + 0.92 %
d’hémolyse. Ces concentrations sont nettement plegées que celles dessE|
trouvées par les tests de l'activité antioxyda@eci suggere que cette plante ne
présente pas une toxicité vis-a-vis des globuleges humains, ce qui prouve son
utilisation, sans risque, par les populations iad&s pour se soigner.

Conclusion
Il ressort de I'étude de cette plante les poinigass :
- Les extraits organiques de la partie feuille de feei renferment une
intéressante activité antioxydante avec une tibefactivité cytotoxique ;

- Ces extraits sont dotés d’un tres faible pouvoimaicrobien.
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"Algérie de part ses caractéristiques géographiques (grande surface, climats
Lvariés, sols fertiles ...) renferme une richesse floristique importante et
diversifiée et dont les plantes a usage médicinale occupent une partie importante
d’un point de vue socioculturel et socioéconomique. On estime aujourd’hui que plus
de 500 plantes sont connues par les populations indigénes dont plusieurs centaines

sont utilisées en médecine traditionnelle et qui se vendent chez les herboristes.

Les plantes endémiques de 1’Algérie, et en particulier celles qui sont dites
médicinales, constituent une ressource non négligeable en matiere de molécules
bioactives. Néanmoins, cette ressource reste peu exploitée que se soit au niveau des
études scientifiques ou au niveau économique. La région sud de I’Algérie abrite

plusieurs espéces endémiques et plusieurs d’entre elles, sont a usage médicinal.

Dans le cadre de la valorisation de la flore locale du sud ouest algérien, nous
nous sommes intéressés a I’évaluation des activités biologiques de trois plantes
endémiques, a savoir : Ammodaucus leucotrichus Coss. & Dur., Anabasis aretioides

Mogq. & Coss. et Limonisastrum feei (Girard) Batt.

Nous avons évalué les activités biologiques des extraits organiques de chaque

plante ainsi que I’huile essentielle d’A4. leucotrichus.

Il ressort de notre étude un certains points importants a souligner :
En ce qui concerne la plante A. leucotrichus :

- L’analyse de I’huile essentielle par la chromatographie en phase gazeuse couplée a
la spectrométrie de masse et par la résonance magnétique nucléaire du carbone 13,
nous a permis de caractériser la composition chimique de cette huile. Le
périllaldéhyde étant le composé majoritaire avec un pourcentage de 87.04 % suivi par

le limonene avec un pourcentage de 8.2 %, I’huile étant identifiée a 97.18% ;

- Une importante activité antimicrobienne de I’huile essentielle a été trouvée ;

une CMI de I’ordre de 1 pL/mL vis-a-vis de trois souches bactériennes : S. aureus, E.
cloacae et E. coli, et une CMI de I’ordre de 0.75 pL/mL vis-a-vis de B. cereus. La
souche S. typhimurium, était la plus sensible, la valeur de la CMI était davantage

intéressante, de 1’ordre de 0.5 pL/mL.
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Quant aux levures, des valeurs de CMI intéressantes ont €té¢ obtenues (0.75 pL/mL)

pour les deux souches de Candida albicans.

Une remarquable activité antifongique été observée vis-a-vis des champignons
filamenteux. Des valeurs de CMI de ’ordre de 0.25 et 0.5 pL/mL pour la croissance
du mycélium, 0.5 et 0.75 pL/mL pour la production de spores, ont été obtenues. F.

oxysporum et A. flavus ont été les plus sensibles a 1'huile essentielle d’A. leucotrichus.
- L’huile essentielle a présenté un trés faible pouvoir antioxydant.

- L’étude du pouvoir cytotoxique de I’huile essentielle d’A4. leucotrichus vis-a-vis des
globules rouges humains, a révélé 1’absence de I’effet hémolytique a une dilution de
1/10 (de I'ordre de 0.18 % a 60 min), alors qu’un faible pouvoir cytotoxique a été
observé a 1’état pur (de I’ordre de 36.04 % a 60 min). Ce qui rend son utilisation, a

priori, sans risque pour la santé humaine.

- L’étude des extraits organiques a révélé des teneurs assez importantes en
polyphénols et en flavonoides. Les extraits organiques des solvants polaires ont
présenté les teneurs les plus élevées dont les valeurs les plus élevées ont été
enregistrées pour 1’extrait éthanolique (160.61 + 6.28 mg GAE/g et 87.79 + 0.51 mg
CEQ/g, respectivement).

- L’étude de I’activité antioxydante par les sept méthodes conventionnelles a révélé un

faible pouvoir antioxydant des extraits organiques de cette plante.

En ce qui concerne la plante 4. aretioides :

- Les extraits organiques des solvants polaires ont présenté les rendements les plus
importants, ainsi que pour les teneurs en polyphénols et en flavonoides. L’extrait
¢thanolique a présenté les teneurs les plus importantes avec des teneurs de I’ordre de

213.85 £20.59 mg GAE/g et 132.81 + 24.58 mg CEQ/g, respectivement.

- L’évaluation de I’activité antioxydante des extraits organiques par les méthodes : au
réactif de Folin-Ciocalteu, au molybdate d’ammonium (TAC) et par la méthode
FRAP a révélé un faible pourvoir antioxydant pour I’ensemble des extraits

organiques. Alors que pour les méthodes : piégeage du radical libre DPPH, piégeage

150

——
| —



Quatriéme partie : Gonclusion g‘éﬂéf’d/ﬂ

du radical hydroxyle et piégeage du peroxyde d’hydrogéne, une activité antioxydante
moyenne a été décelée.

- Pour le test de I’inhibition de la décoloration du fS-caroténe, nous avons remarqué
que I’extrait méthanolique a exercé un effet inhibiteur de ’ordre de : Clsp = 22.27 +
1.55 pg/mL, suivi par celui de I’extrait d’acétate d’éthyle avec une Clsy de I’ordre de

30.58+£0.91 pg/mL.

- En ce qui concerne le pouvoir antimicrobien des extraits organiques, nous avons
remarqué une tres faible voire méme une absence d’activité antimicrobienne et ce vis-

a-vis de toutes les souches microbiennes testées.

En ce qui concerne la plante L. feei :

- Des rendements d’extraction importants ont ¢€té enregistrés pour les extraits des
solvants polaires et des teneurs importantes en polyphénols et en flavonoides ont été
trouvées. L’extrait méthanolique étant le solvant d’extraction qui a présenté les

valeurs les plus élevées (21.68 = 5.75 %).

- L’étude de I’activité antioxydante a révélé une considérable activité antioxydante de
cette plante, et ce via les méthodes utilisées. Les extraits : méthanolique et
éthanolique ont présenté une importante activité antioxydante (Clsyp 3.2 pg/mL) dans
le test du piégeage du radical libre DPPH comparable a celle des antioxydants de
référence utilisés. Les extraits : méthanolique et acétonique ont révélé une activité
antioxydante importante via le test du piégeage du radical hydroxyle (Clso 36.33 +
1.65 pg/mL, 56 + 0.99 ng/mL, respectivement), plus importante que celle de I’acide
ascorbique (Clsp 61.83 = 1.98 pg/mL).

En outre, les tests : au réactif de Folin-Ciocalteu, au molybdate d’ammonium (TAC),
la méthode FRAP et le test de I’inhibition de la décoloration du f-caroténe ont

démontré une bonne activité antioxydante des extraits polaires.

- En ce qui concerne le pouvoir antimicrobien des extraits organiques, nous avons
remarqué une faible activité antimicrobienne vis-a-vis de deux souches bactériennes :

E. faecalis et B. cereus. Le reste des souches microbiennes testées ont été résistantes.

- L’étude de I’activité cytotoxique de 1’extrait méthanolique a révélé un faible pouvoir
hémolytique de cet extrait, ce qui nous a fait penser a I’innocuité de 1’utilisation de

cette plante dans la médecine traditionnelle.
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D’apres les résultats obtenus de cette étude, nous pouvons dire que la plante 4.
leucotrichus de part son huile essentielle présente un potentiel économique non
négligeable que nous devons exploiter. Le marché des huiles essentielles dotées
d’activités biologiques, et essentiellement d’activité antimicrobienne, est trés porteurs
de tels produits. La faible cytotoxicité que présente cette huile est un autre avantage

majeur.

Les composés phénoliques de L. feei extraits a partir des solvants organiques
polaires représentent un potentiel important en matiére d’antioxydants naturels. Cette

plante fait partie des plantes dotées d’activité antioxydante.

Au-dela des résultats obtenus, d’autres €tudes doivent compléter ce qui a été

fait :

- investiguer profondément et rechercher des applications de 1’huile essentielle d’A.
leucotrichus, seront les principales perspectives ;

- 1soler et purifier les substances antioxydantes a partir des extraits organiques
polaires de L. feei, et étudier I’incorporation de ces substances dans les produits
alimentaires ;

- investiguer profondément la plante A. aretioides en cherchant d’autres composés
avec d’autres activités biologiques ;

- poursuivre la valorisation des plantes locales et essayer de faire en sorte d’exploiter

les résultats obtenus en profit de la société.
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Fig A.1. Spectre RMN?C de I'huile essentielle de la partie fruitdleucotrichus

Tableau A.1. Composition chimique de I'huile esserdlle de la partie fruit d’A.

leucotrichus

Composé . Mode

chimique RIit Rla Rip Ec 1 Ec2 Ec3 d’Identification
o-Pinéne 936 | 930 | 1012 | 2.00 | 25 0.3 |[RI, MS, RMN®C
B-Pinéne 978 973 nd tr tr 0.1 RI, MS
Myrcéne 987 980 1161 0.1 0.1 0.1 RI, MS
3-3-Caréne 1000 | 1005 | 1150 | 0.4 0.4 0.5 |RI, MS, RMN*C
p-Cymene 1015 1011 1271 0.1 0.1 0.1 RI, MS
Limonéne 1025 1021 1203 7.4 7.5 8.2 RI, MS, RMN®C
Cuminaldéhyde 1234 | 1220 | 1782 0.1 0.1 0.1 | RI,MS
Périllaldéhyde 1260 | 1249 | 1782 | 87.9 | 87.4 | 87.0 | RI, MS, RMN®C
Alcool périllylique | 1280 | 1279 | 1211 tr 0.1 tr RI, MS
Périllate méthyle 1381 1369 1866 0.5 0.5 0.6 RI, MS
y-Décalactone 1423 nd 0.1 0.1 0.1 | RI,MS
Total (%) 986 | 988 97.1

RI lit : Indice de rétention dans la littératurelaR Indice de rétention déterminé dans une colapaaire, Rlp : Indice de
rétention déterminé dans une colonne polairetrace, nd : non déterminé
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Tableau A.2. Rendements d’extraction obtenus pouek extraits organiques des trois

plantes étudiées

A. leucotrichus A. aretioides L. feei
Extrait MeOH | 10.0+0.5 9.4+0.8 21.7+5.7
Extrait EtOH 9.9+0.3 10.5+2.0 20.8+0.3
Extrait Ac 7.2x05 13.3+0.6 185+0.9
Extrait EtOAc | +0.8 1.0+£0.0 12+04
Extrait CHCk | 5.7 +0.9 0.7+0.3 0.4+0.0

Tableau A.3. Teneurs en polyphénols et en flavonoisl@ans les extraits organiques des

trois plantes étudiées

Extrait Extrait Extrait Ac Extrait Extrait
MeOH EtOH EtOAC CHCl;
g Polyphénols
5 (mg GAE/g) | 118.7 + 8.5 160.6 £ 6.3 152.2+4.4 209+3.1 12151
5
% Flavonoides
i’_ (mg CEQ/g) | 66.6 + 0.3 87.8+£0.5 97.3+13 21.5+0.8 1584
<
g Polyphénols
_'g (mg GAE/g) | 101.8 +2.3 213.8+£20.5 183.1+4.3 134.8 +13.296.6 £ 31.2
% Flavonoides
< (mg CEQ/g) | 46.6 £ 0.7 132.8+24.7 74.1+£35 106.4 £ 4.4 2@03.9
Polyphénols
(mg GAE/g) | 262.1 + 2.8 192.3 £23.8 127.0+£ 107 244.9+49.77.3&1.6
-g Flavonoides
: (mg CEQ/g) | 157.8+19.1 | 83.9+4.2 96.5+9.7 129.2+45 33@B6

MeOH : extrait méthanolique, EtOH : extrait éthamoé, Ac : extrait acétonique, EtOAc : extrait dBtate d’éthyle, CHGI:
extrait chloroformique, GAE : équivalent acide gple, CEQ : équivalent catéchine

Tableau A.4. Pourcentages d’hémolyse obtenus pouhtile essentielle de la partie fruit

d’A. leucotrichus

Tomee | tonxaon [, HEO T Folle ssenill i et
0 0.1+£0.0 0.2+£0.1 0.2+£0.0 0.1+£0.0
15 97.0x2.3 0.3+£0.0 355+25 0.4£0.0
30 96.0 £3.3 0.3+0.1 36.1+1.6 0.7+0.1
45 99.9+0.1 05+0.1 36.0+3.1 0.4+0.0
60 99.9+0.0 0.8+0.0 36.0+24 0.2+0.0
75 98.9+1.0 0.8+£0.1 34.7%2.3 0.4£0.0
90 100.0+£0.0 0.8+£0.1 339+1.1 04+£0.1
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Tableau A.5. Pouvoir antioxydant par la méthode dipiégeage du radical libre DPPH

obtenu pour les extraits organiques de la partie fiit d’ A. leucotrichus(pourcentages

d’inhibition)
o | S| o |ueane | DS SIS pem | EO | ST
1 96.9+0.1 | 95.9+0.2| 95.7+0.2 129+08 156 | 157+0.7| 13.8+0.8] 49+0.2
3 96.9+0.0 | 958+0.5| 958+0.2 26.7+0P 28@4% | 324+18| 23.6+10f 9.1+23
6 96.8+0.0 | 96.1+0.1| 95.6+03 434+x06 47BF | 522+18| 239+x1.0f 13.2+14
9 96.8+0.1 | 953+0.7| 954+0.1] 555+x04 60@%* | 63.6+x1.0| 40.1+3.0f 16.3+0.3
12 96.7+0.0 | 95.3+1.8| 95.4+0.2 67206 71243% | 76.2+£03 | 446+17| 19.5%21
15 96.7+0.0 | 96.4+0.1| 97.0+0.1 76.8+x101 79@% | 83.8+x14 | 51.7+£13| 227%15
MeOH : extrait méthanolique, EtOH : extrait éthamoé, Ac : extrait acétonique, EtOAcC : extrait ddate d'éthyle, CHGL:
extrait chloroformique, BHA : butylhydroxyanisole
Tableau A.6. Pouvoir antioxydant par la méthode dipiégeage du radical libre DPPH
obtenu pour les extraits organiques de la partie ag&nne d’A. aretioides(pourcentages
d’inhibition)

e | S| o |ueane | DOS | SI| samc | EE | S
1 96.9+0.1| 959+0.2 95702 16.2+12 2730| 38.1+09 242+16 253*6
3 96.9+0.0/ 958+0.5 958+0{2 50.7+48 58M8| 65.1+0.1] 51.9+16 500z%1
6 96.8+0.0/ 96.1+0.1 956055 90.3+1.6 9921 | 924+0.3 91.9+04 724+5
9 96.8+0.1) 95.3+0.7 954+0{1 923x(0.3 9B@B4| 94.2+0.00 951+05 89.2+2
12 96.7+0.0f 953+18 954+£0{2 920x£0.6 9B@®0O| 945+0.1] 94.4+0.4 925x0,
15 96.7+0.0] 96.4+0.1 97.0x0{1 916%£0.9 HMIO5| 948+0.0 93.7+0.5 95.0=x2

MeOH : extrait méthanolique, EtOH : extrait éthamaé, Ac : extrait acétonique, EtOAc : extrait dtate d’éthyle, CHGI:
extrait chloroformique, BHA : butylhydroxyanisole

w o b~ W ©
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Tableau A.7. Pouvoir antioxydant par la méthode dwpiégeage du radical libre DPPH

obtenu pour les extraits organiques de la partie felle de L. feei (pourcentages

d’inhibition)
o | Joe | o |ueane | DS B pemne | EO | BT
1 96.9+0.1) 959+0.2 957+0f2 96.0+0.0 9WBA3| 96.0+0.2) 69.8+2.0 6.8+1.8
3 96.9+0.00 958+0.5 958+02 97.0+0.0 9AO| 96.0+0.3 955+0.8 16.3+3
6 96.8+0.00 96.1+0.1 95.6+0/5 965+0.1 9BMBO| 95.1+1.3 96.6+0.0 24.4+2
9 96.8+0.1) 953+0.7 954+0/1 96.4+0.2 9¥B®O| 95.1+0.7 96.6+0.1 30.7x1
12 96.7+0.0] 953+18 954+0{2 96.4+0.2 90MBl| 97.0+0.4 96.8+0.3 423+1]
15 96.7+0.0] 96.4+0.1 97.0+0{1 96.4+0.1 9BMB2| 96.5+0.3 97.6+0.3 524+1]
MeOH : extrait méthanolique, EtOH : extrait éthamae, Ac : extrait acétonique, EtOAC : extrait ditate d'éthyle, CHGI:
extrait chloroformique, BHA : butylhydroxyanisole
Tableau A.8. Pouvoir antioxydant par la méthode dwpiégeage du radical OH obtenu
pour les extraits organiques de la partie fruit dA. leucotrichus(pourcentages
d’inhibition)
Concentrations Acide Extrait Extrait Extrait Extrait Extrait
(mg/mL) ascorbique | MeOH EtOH Ac EtOAc CHCl;
0.1 455+0.0 151+03 129+00 17.0+0.1 3410¢| 14.6 +0.0
0.3 51.7+0.1 36.9+1.0 31.9+x09 346+09 42M& 24.0+0.1
0.5 84.2+0.0 438+14 39.8+08 47.1+0.4 52MH 48.7+0.5
1 99.4+0.5 498+1.8 44.7+0[1 58.0+1.4 59.9%|065.2+1.7
2 99.7+0.8 57.5+25 60.6+18 61.7+1.8 66.88|179.7+1.6

MeOH : extrait méthanolique, EtOH : extrait éthamqoé, Ac :

extrait chloroformique

extrait acétonique, EtOAc : extrait dtate d'éthyle, CHGI:

w o g N b
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Tableau A.9. Pouvoir antioxydant par la méthode dpiégeage du radical OH obtenu

pour les extraits organiques de la partie aériennd’ A. aretioides(pourcentages

d’inhibition)
Concentrations Acide Extrait Extrait Extrait Extrait Extrait
(mg/mL) ascorbigue | MeOH EtOH Ac EtOAC CHCl;
0.1 455 +0.0 186+0.0 389+20 165+1.8 4008] 16.6+1.0
0.3 51.7+0.1 309+0B8 48.2+15 321+0.9 49(1KB3 26.9+1.8
0.5 84.2+0.0 450+0Pp 549+09 424+09 51BY¥ 385+0.9
1 99.4+0.5 48.4+0.2 61.4+08 59.2+(0.6 64.82:|049.0+0.1
2 99.7+0.8 56.8+19 63.3+0l7 59.9+0.8 64.28(153.4+0.7

MeOH : extrait méthanolique, EtOH : extrait éthamqoé, Ac :

extrait chloroformique

extrait acétonique, EtOAc : extrait dtate d'éthyle, CHGI:

Tableau A.10. Pouvoir antioxydant par la méthode dypiégeage du radical OH obtenu

pour les extraits organiques de la partie feuille L. feei (pourcentages d’inhibition)

Concentrations Acide Extrait Extrait Extrait Extrait Extrait
(mg/mL) ascorbiqgue | MeOH EtOH Ac EtOAC CHCl;
0.1 455 +0.0 53.1+0pP 43.3+00 51.0+£0.2 92% | 11.9+0.0
0.3 51.7+0.1 56.0+0.p 496+00 47.0+0.9 1910@(f 19.9+0.0
0.5 84.2+0.0 524+0p 51.4+09 57.4+0.3 40@B% 43.6 £0.7
1 99.4+0.5 66.6+0.9 565+0/4 754+(0.7 58.6%|090.0+0.6
2 99.7+0.8 69.7+18 66.0+07 785+0.9 80.8%(093.0+0.8

MeOH : extrait méthanolique, EtOH : extrait éthaqoé, Ac :

extrait chloroformique

extrait acétonique, EtOAc : extrait dtate d'éthyle, CHGI:
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Résumeé :Les plantes a usage médicinal sont considérées eopnimcipale source de soins de santé pour la it@jde la population
mondiale. Dans le but de valoriser les plantes ongalies de I'Algérie, nous nous sommes intéresd&tumle des activités biologiques de
différents extraits de trois plantes médicinalesléeniques du sud ouest algérien, a savéimmodaucus leucotrichu§oss. & Dur.,
Anabasis aretioideMoq. & Coss. etimoniastrum fee{Girard) Batt.

L'analyse chimique de I'huile essentielleAd’leucotrichuspar CPG/SM ainsi que par la RMRC, a permis de dévoiler la présence de onze
composeés dont le périllaldéhyde comme composé itajer(87.04 %) suivi par le limonéne (8.2 %). fide de I'activité antimicrobienne
de cette huile a révélé une importante activitébantérienne vis-a-vis de plusieurs souch&saphylococcus aureuBacillus cereus
Salmonella typhimuriupEscherichia coliet Enterobacter cloaceaavec des valeurs de CMI comprises entre 0.5 a tiyLainsi qu’'une
remarquable activité antifongique vis-a-vis desngpignons filamenteux Fusarium oxysporunat Aspergillus flavusavec des valeurs de
CMI comprises entre 0.25 a 0.5 pL/mL. L'évaluatianld cytotoxicité vis-a-vis des globules rouges hin® a montré un faible pourvoir
hémolytique de I'huile essentielle a I'état pureralqu'’il est nul a faible concentration de celile-c

Les différents extraits organiquesAd'aretioidesont exprimé des teneurs variées en polyphénaa @avonoides, ces teneurs varient entre
101.85 a 213.84 mg GAE/g et 46.68 a 132.8 mg CEfggpectivement. Ces extraits organiques ont présgmémodeste activité
antioxydante et un trés faible pourvoir antimiceohi

Les extraits organiques polaires : méthanoliquerédlique et acétonique tefeeiont présenté des teneurs considérables en polgfshén
en flavonoides. Ces teneurs ont été comprises 2167 a 262.11 mg GAE/g et 84 a 157.88 mg CEQépeaivement.

Une considérable activité antioxydante des extm@iganiques polaires de feeia été révélée. L'extrait méthanolique a exprimé valeur
de la Cky de I'ordre de 3.2 pg/mL, qui est comparable aecéé I'acide ascorbique (2.48 pg/mL) dans le taspidgeage du radical libre
DPPH. Le méme extrait a exprimé un fort pouvoigpifr du radical hydroxyle avec une valeur de kg @ I'ordre de 36.33 pug/mL, qui est
supérieure a celle de I'acide ascorbique (61.83nLp/Dans le test de l'inhibition de la décoloratidu s-caroténe, I'extrait acétonique a
exprimé un remarquable pouvoir antioxydant comparab I'antioxydant de référence BHA @t 5.85 pg/mL et 4.26 pg/mL,
respectivement). Un faible pouvoir cytotoxique &isis des globules rouges humains a été exerckeptmait méthanolique dé. feej ce
qui rend I'utilisation de cette plante sans risqoar les populations indigénes.

Mots clés :Plantes médicinale&mmodaucus leucotrichu&nabasis aretioided.imoniastrum feeiActivités biologiques, Huile essentielle,
Polyphénols, Flavonoides.

Abstract: Plants for medicinal purposes are considered as#tie source of health care for the majority of weeld population. In order to
promote medicinal plants in Algeria, we were ing¢ed in this work to the study of biological adiis of various extracts of three
medicinal plants endemic in south-west of AlgeWanmodaucus leucotrichuSoss. & Dur.,Anabasis aretioidesMog. & Coss. and
Limoniastrum fee{Girard) Batt.

Chemical analysis of the essential oil frémleucotrichusby GC/MS as well as by the NMR of th# allowed to reveal the presence of
eleven compounds including perillaldehyde as thn@mpound (87.04%) followed by limonene (8.2%).

The study of the antimicrobial activity of this ahowed significant antibacterial activity agaisstveral strainsStaphylococcus aureus
Bacillus cereusSalmonella typhimuriufrEscherichia coliand Enterobacter cloaceawith an MIC values between 0.5 to 1 pL/mL, and a
remarkable antifungal activity against filamentdusgi: Aspergillus flavusndFusarium oxysporunwith an MIC values ranging from 0.25
to 0.5 pL /mL.

The assessment of the cytotoxicity of the esseati@gainst human red blood cells showed a lowdigtic activity of pure oil while it was
negative at low concentration.

Organic extracts oA. aretioidesexpressed varied levels of phenols and flavondtusse levels were ranged from 101.85 to 213.84 mg
GAE/g and 46.68 to 132.8 mg CEQ/g, respectively.s€herganic extracts showed a modest antioxidantvamg low antimicrobial
activities.

Polar organic extracts: methanol, ethanol and aeetdL. feeipresented considerable levels of phenols andlaids. These levels were
ranged from 127.07 to 262.11 mg GAE/g and 84 ta85wmg CEQ/g, respectively.

Considerable antioxidant activity of polar organidracts ofL. feeiwas revealed. In the DPPH scavenging method, melicaextract
expressed an kg of about 3.2 pg/mL which is comparable to thathef ascorbic acid (2.48 pg/mL). The same extraptessed strong
power against hydroxyl radical with ansf®f about 36.33 pg/mL, which is higher than thathef ascorbic acid (61.83 pg/mL). In the test
of the f-carotene bleaching, acetone extract expressesharkable antioxidant power comparable to the BHAs(tpee control) (1Ge: 5.85
pg/mL and 4.26 pug/mL, respectively). A low cytotxctivity against human red blood cells was oleiyy the methanol extract bf
feei this can be explained the safety uses of thistfilg indigenous populations.

Keywords: Medicinal plants,Ammodaucus leucotrichug\nabasis aretioidesLimoniastrum fegi Biological activities, Essential oils,
Phenolic compounds, Flavonoids.




