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(IFD) : infections fongiques invasives.

(I0OU) : Test d'absorption inhibée de I’oxygene.
(Ir) : indices de rétention.

(IRTF) : Spectrométrie Infrarouge par Transformée de
Fourier.

(KOH) : hydroxyde de potassium.

(RPM) : rotation par minute.
(S/L) : rapport solide/liquide

(SBDD) : la conception de médicaments basée sur la
structure.

(SET) : transfert d'électrons.
(SH) : groupement sulfhydryle.
(SM) : spectrométrie de masse.

(SOD) : superoxyde dismutase.

(SOD) : radical superoxyde.

(SOD) : superoxyde dismutase.

(SOD) : superoxydismutase.

(TAC) : Capacité antioxydante totale.

(TBA) : Test de I'acide thiobarbiturique.

(TEAC) : Capacite antioxydante équivalente au Trolox.
(TMM) :Test au tétraméthylmurexide.

(TPC) : teneur en compose ohénoliques

(TRAP) : Test du parametre antioxydant de piégeage des
radicaux totaux.

(UAE) : L’extraction assistée par ultrasons.

(UICN) : Union internationale pour la conservation de la
nature.

(UV) : Ultra-violet.

(XO) : xanthine oxydase.
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Les plantes médicinales sont utilisées depuis des milliers d'années comme remedes
traditionnels pour de nombreuses maladies humaines dans le monde entier. Dans les régions
rurales des pays en développement, elles constituent encore la principale source de
médicaments. L'Organisation mondiale de la santé (OMS) estime que 80% de la population
des pays en développement dépend de la médecine traditionnelle pour ses besoins médicaux
primaires et qu'environ 85% de la medecine traditionnelle est basée sur des extraits de
plantes. Cela implique qu'environ 3,5 a 4 milliards de personnes dans le monde dépendent
des plantes comme ressources en médicaments (1). L'utilisation des plantes a des fins
thérapeutiques est considérée comme lutilisation la plus importante de la biodiversité
mondiale. Plus d'espéces végétales sont utilisées comme médicaments que comme aliments.
Ce fait indique que les produits naturels jouent un réle important dans le développement de

nouveaux médicaments.

Les plantes contiennent de nombreux composés actifs tels que des alcaloides, des
stéroides, des tanins, des glycosides, des huiles volatiles, des huiles fixes, des résines, des
phénols et des flavonoides, que l'on retrouve dans leurs parties spécifiques telles que les
feuilles, les fleurs, I'écorce, les graines, les fruits, les racines, etc. Les effets thérapeutiques

des matiéres végétales sont généralement le résultat de la combinaison de ces métabolites
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secondaire(2). Les produits chimiques naturels dérivés des plantes sont connus pour leurs
proprietés  antioxydantes, antibactériennes, antifongiques, antidiabétiques,  anti-
inflammatoires, antiarthritiques et radio-protectrice. En raison de ces propriétés plusieurs
secteurs industriels (cosmétique, pharmaceutique, agroalimentaire) se tournent de nouveau
vers 1’incorporation de ces molécules d’origine naturelle, aux caractéristiques chimiques et

biologiques originales, dans leurs formulations(3, 4).

De nombreux antioxydants synthétiques tels que le butylhydroxytoluene et le
butylhydroxyanisole sont utilisés comme additifs alimentaires pour prévenir la détérioration
des aliments. Bien que ces antioxydants synthétiques présentent une activité antioxydante
plus forte que celle des antioxydants naturels tels l'a-tocophérol et I'acide ascorbique, il y a
une préoccupation concernant leurs effets indésirables sur la sante, car ils peuvent étre
impliqués dans les dommages hepatiques et la carcinogénése. Par conséquent, la mise au
point d'antioxydants naturels comme alternative aux antioxydants synthétiques suscite un

grand intérét chez les chercheurs (5, 6).

Les maladies infectieuses et les pathologies microbiennes sont a l'origine de millions
de déces chaque année. Elles continuent d'étre les principales causes de déces dans les pays a
faible revenu, ainsi que la troisieme cause de déces dans le monde. Les infections fongiques
invasives représentent une menace permanente et grave pour la santé humaine et sont
associées a au moins 1,5 million de déces dans le monde chaque année. Ces infections sont
tres fréquentes chez les patients immunodéprimés a la suite de thérapies agressives (par
exemple, chimiothérapie anticancéreuse, traitement a long terme par corticostéroides ou
transplantation d'organes) et d'infections immunosuppressives telles que le VIH/SIDA.
Environ 90% de ces déces sont causés par des espéces appartenant aux genres de levures

Candida, Aspergillus, Cryptococcus, Pneumocystis, Mucor et Rhizopus (7).

Malheureusement, le traitement de ces infections a été entravé par I'émergence de la
résistance aux antimicrobiens, qui est considérée comme l'une des menaces les plus graves
pour le systeme de santé mondial au cours de ce siécle. Suite a cette situation, il semble donc
important de trouver une alternative. Le développement de nouveaux agents thérapeutiques
s’avere indispensable pour lutter contre ces phénomenes de résistance fongiques et

d’oxydation des aliments.

L’Algérie est le plus grand pays riverain de la Méditerranée. Il est reconnu par sa

diversité variétale en plantes médicinales et aromatiques, ainsi que leurs diverses utilisations
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populaires dans I’ensemble des terroirs du pays. Ce sont des savoir-faire ancestraux transmis
de génération en génération chez les populations, le plus souvent rurales. C’est un héritage
familial oral, dominant en particulier chez les femmes agées et illettrées. Dans un pays
comme [I'Algérie, ou la flore est abondante, la valorisation de la filiere des plantes
médicinales est devenue critique. Plusieurs laboratoires de recherche scientifique ont été
créés afin de développer cette filiere en vue de I'utiliser dans divers domaines, notamment la

fabrication de produits pharmaceutiques, agricoles et cosmétiques (8).

Le présent travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation de notre patrimoine naturel
et la contribution a la connaissance de deux plantes de la médecine traditionnelle dont le but
principal est I’exploitation de nouvelles molécules bioactives a partir de la partie aérienne de
Psidium guajava et les écorces de Juglans regia et leur utilisation comme une alternative

thérapeutique aux molécules synthétiques.

Le manuscrit est organisé en trois grandes parties :
La premiere partie est une synthése bibliographique décrivant les notions essentielles a la
comprehension de notre travail qui inclut trois chapitres.
o Le premier présente les principales classes des metabolites secondaire
(définition, classification et propriétés) ainsi que leurs proprietes biologiques, Cette
partie est complétee par une description des méthodes d’analyses chromatographiques
utilisées dans la caractérisation et 1’identification.
o Dans Le deuxieme chapitre, nous développons une mise au point
exhaustive sur l'activité antioxydante des phytomolécules.
. dans le dernier chapitre on donne un apergu I’activité antifongiques des

métabolites secondaires.

La deuxieme partie illustre le matériel et les méthodes utilisés, nous avons donné une
explication détaillée de la démarche méthodologique, en partant de la collecte des
échantillons, leur séchage, broyage, extraction et séparation. Nous avons aussi, mis le point
sur tous les protocoles adoptés pour le dosage des polyphénols, ainsi que 1’évaluation de
l'activité antioxydantes des extraits préparés. Nous avons abordé aussi les différentes
techniques permettant d’évaluer I’activité antifongique in vitro des extraits.

La troisieme partie a été consacreé a la mise en exergue et la discussion de tous les résultats

obtenus, en comparaison avec les études antécédentes pour les mettre en valeur.
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Enfin nous acheverons ce travail par une conclusion générale dans laquelle différentes

perspectives de recherche seront évoquées, en se basant sur les résultats obtenus.
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Introduction

Depuis I’antiquité, La relation de I'nomme avec la nature était longue et compliquée.
L’Homme primitif s’est appuyé sur la nature pour subvenir a ses nécessités de base a savoir
la nourriture, I’habillement, I’abri et également pour ses besoins médicamenteux. La
médecine et les produits naturels (PN) ont été étroitement liés. Les ressources naturelles
constituent la source principale de remede pour soigner différentes maladies et infections et
demeure jusqu’au présent, la source principale pour I’obtention des nouvelles molécules

actives dans le domaine pharmaceutique(9).

Les produits naturels sont des composés organiques dérivés de sources naturelles (des
plantes, des animaux et des micro-organismes). lls sont généralement des molécules
relativement petites dont le poids moléculaire est inférieur a 3 000 Daltons et qui présentent
une diversité structurelle considérable et possédent des activités biologiques intéressantes. Ils

peuvent provenir de quatre sources principales :

(1) Un organisme entier (par exemple, une plante, un animal ou un micro-
organisme),

(i) Une partie d'un organisme (par exemple, les feuilles ou les fleurs d'une
plante, ou un organe animal isole),

(1ii) Un extrait d'un organisme ou une partie d'un organisme, et

(iv) Des composés purs isolés des plantes, d'animaux ou de micro-
organismes (par exemple, des alcaloides, des flavonoides, des glycosides, des

stéroides, des sucres, des terpenoides, etc.)(10).

Actuellement, il est incontestable que les produits naturels ont été, et seront, des
sources essentielles d'agents thérapeutiques pharmaceutiques innovants. Les études cliniques,
pharmacologiques et chimiques des remedes traditionnels, principalement dérivés de plantes,
ont été a l'origine de la découverte de la plupart des premiers médicaments tels que l'aspirine,

la digoxine, la morphine, la quinine et la pilocarpine(11, 12).

Selon des études antérieures, 67 % des 974 nouvelles molécules commercialisées en
tant que médicaments pendant les vingt-cing derniéres années sont dérivées ou inspirées de
produits naturels, et ce chiffre s’¢léve jusqu’a 76 % pour les composés anticancéreux. Sur les
877 petites entités chimiques (NEC) introduites entre 1981 et 2002, pres de la moitié (49 %)
étaient des produits naturels, des analogues semi-synthétiques de produits naturels ou des

composeés synthétiques basés sur des pharmacophores de produits naturels (13).
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Plus de 20 nouveaux médicaments lancés sur le marché entre 2000 et 2005, provenant
de plantes terrestres, de micro-organismes terrestres, d'organismes marins et de vertébrés et

invertébrés terrestres sont décrits (14).

Les statistiques décrites ci-dessus ont conduit les chercheurs a renouveler leur intérét
pour I'étude des produits naturels. On assiste dernierement, au retour en force de ce domaine,
et ceci pour des raisons multiples (13). Tout d’abord, I’engouement pour la chimie
combinatoire, qui promettait il y a quelques années d’abreuver la chimie médicinale avec une
multitude de nouvelles petites molécules de synthése, a nettement diminué et son utilisation
est aujourd’hui plus raisonnée. D’autre part, les difficultés techniques liées au développement
de nouveaux produits naturels en tant qu’agents thérapeutiques sont a I’heure actuelle
résolues, tout du moins en partie, par les avancees récentes en matiere de techniques de

séparation et d’analyse (14).

En fin, Cette nouvelle tendance, probablement destinée a se développer et a conduire
une quantité substantielle de produits naturels a atteindre le marché dans un avenir proche, est
également soutenue par la vérité objective que le regne vegétal comprend un trés grand
nombre d'especes, chacune dentre elles étant capable de produire une large gamme de

composes bioactifs basés sur des structures chimiques différentes.

En conclusion, une approche multidisciplinaire de la découverte de medicaments,
impligquant la génération d'une diversité moléculaire réellement nouvelle a partir de sources
de produits naturels, combinée a des méthodologies de synthese totale et de chimie
combinatoire et incluant la manipulation des voies de biosynthese, continuera a fournir la
meilleure solution a la crise de productivité actuelle a laquelle est confrontée la communauté

scientifique engagée dans la découverte et le développement de médicaments.

1 Plantes médicinales

La phytotherapie, du grec Phyto et Therapeia, est I’art de se soigner par les plantes ;
pas n’importe quelles plantes, les plantes médicinales. Ce sont toutes les plantes qui
contiennent une ou des substances pouvant étre utilisées a des fins thérapeutiques ou qui sont

des précurseurs dans la synthese de drogue (15).
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L’efficacité de la phytothérapie est prouvée et elle est toujours vue comme un remeéde
profond, doux et respectueux du corps, utilisé par la population rurale a travers le monde par
manque d’accés aux médicaments prescrits par la médecine moderne mais aussi parce que

ces plantes ont souvent une réelle efficacité. L’action des plantes médicinales est :

o Pharmacologique et rationnelle, car c’est par la présence de molécules
tres complexes (les principes actifs que la plante agit.

. Systémique et holistique, car une plante n’git par sur un seul organe ou
une seule cellule mais sur un organisme entier.

o Globale parce que la plante entiére a toujours une action plus douce,

plus large et plus profonde que la substance dite active(16).

L'utilisation des plantes par I'étre humain pour leurs propriétés médicinales remonte
aux plus hautes antiquités. Elle trouve ses origines dans les plus anciennes civilisations de
I'Orient et de I'Occident. Pendant tout ce temps, les plantes médicinales n'étaient utilisées que
sur une base empirique, sans connaissance de leurs activités pharmacologiques ou de leurs
constituants actifs. La découverte rationnelle de médicaments a partir de plantes a commenceé
au debut du 19e siecle, lorsque I’allemand Friedrich Sertlrner a réussi a isoler I'agent
analgésique et somnifére de lI'opium qu'il a nommé morphium (morphine), ce qui a declenché
la recherche dans d’autres plantes médicinales. Au cours des décennies suivantes du 19e
siecle, de nombreux produits naturels bioactifs, principalement des alcaloides (par ex,
quinine, caféine, nicotine, codéine, atropine, colchicine, cocaine, capsaicine) ont pu étre

isolés de leur source naturelle (17).

Aujourd’hui encore une majorit¢ de la population mondiale, plus particulierement
dans les pays en voie de développement, se soigne uniquement avec des remedes
traditionnels a base de plantes. L’organisation mondiale de la santé (OMS) estime que 80%
de la population globale dépend notamment de la medecine traditionnelle et de la
phytothérapie pour les soins sanitaires, ce qui semble étre une solution acceptable. De
I’aspirine au Taxol, I’industrie pharmaceutique moderne elle-méme s’appuie encore
largement sur la diversité des métabolites secondaires végétaux pour trouver de nouvelles
molécules aux propriétés biologiques inédites. Il a été rapporté aussi que 60% des
préparations médicamenteuses, dans les pays industrialisés, dérivent des plantes ; ces

dernieres agissent comme sources d’agents thérapeutiques modeles pour de nouveaux
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composés synthétiques ou comme matiere de base pour la production semi synthétique de

molécules de haute complexité (18).

Cette source semble inépuisable puisque seule une petite partie des espéces végétales
connues ont été investiguées sur les plans phytochimique et pharmacologique, et que chaque
espéce peut contenir jusqu’a plusieurs milliers de constituants différents a l'intérieur de leurs
organes (feuilles, fleurs, racines,) et peuvent, selon des techniques chimiques (extraction,

distillation,), permettre l'isolation du principe actif (19).

En 2015, I'Union internationale pour la conservation de la nature (UICN) a annoncé
qu'environ 310 000 espéces végétales avaient été décrites a ce jour. Sur l'ensemble des
especes végétales connues a ce jour, seules 60 000 especes, soit environ 20 %, ont déja été
criblées et ont fourni 135 médicaments connus. Par conséquent, en faisant une projection
rapide, ces chiffres suggerent que le criblage des espéces végétales restantes pourrait
permettre de détecter environ 700 nouveaux candidats médicaments. En outre, la plupart des
60 000 plantes deja criblées ont été étudiées pour leurs effets sur un nombre limité de cibles
thérapeutiques et il est encore possible de trouver d'autres effets ou de nouveaux effets sur
d’autres cibles (20).

L'importance capitale des produits botaniques pour I'numanité est due principalement
a leurs phyto-composés, des principes actifs aux propriétés therapeutiques. Les plantes
produisent des composés phytochimiques afin de se prémunir contre les dangers naturels tels
que les insectes prédateurs, la pollution et les maladies. Les composes produits par les plantes
sont classes en métabolites primaires et secondaires. Les métabolites primaires sont
nécessaires a la croissance et au métabolisme de base de toutes les plantes, tandis que la
plupart des métabolites secondaires ne sont pas essentiels, mais peuvent jouer des roles
cruciaux dans d'autres fonctions et sont essentiellement les molécules bioactives des plantes

ayant une activité thérapeutique, préventive, toxicologique et immunostimulante (21).

Différentes approches sont utilisées pour sélectionner le matériel de départ pour la

découverte de nouveaux composés végétaux pharmacologiquement actifs.

Dans l'approche de criblage aléatoire, les extraits de plantes, les fractions enrichies ou
les composeés isolés sont choisis au hasard en fonction de leur disponibilité. Dans le contexte
de la découverte de médicaments a base de plantes, cette approche peut étre trés avantageuse

lorsqu'elle est appliquée a des échantillons provenant de régions a forte biodiversité et
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endémisme, car la diversité chimique des produits naturels peut refléter la biodiversité de

leurs organismes d'origine (17).

Dans l'approche ethnopharmacologique ou l'approche classique, l'usage médicinal
traditionnel des plantes constitue la base de la sélection du matériel d'essai.
L'ethnopharmacologie implique l'observation, la description et I'étude expérimentale des
médicaments utilisés traditionnellement et de leurs bioactivités. Il s'agit d'un concept
transdisciplinaire basé sur la botanique, la chimie, la biochimie et la pharmacologie, qui
implique de nombreuses disciplines au-dela des sciences naturelles, comme l'anthropologie,

I'archéologie et I'histoire(22).

En plus de l'approche ethnopharmacologique, une autre possibilité de sélection du
matériel végétal pour les tests pharmacologiques est l'approche chimiosystématique ou
phylogénétique, qui utilise les connaissances chimiotaxonomiques et les données
phylogénétiques moléculaires afin de sélectionner les espéces végétales des genres ou des
familles connus pour produire des composés ou des classes de composes associés a une

certaine bioactivité ou a un certain potentiel thérapeutique d'une maniere plus ciblée(23).

Les méthodes computationnelles ou informatiques sont une autre approche tres
puissante qui permet de sélectionner des plantes ou des produits naturels présentant une forte
probabilité d'activité biologique. Les approches computationnelles couramment utilisées pour
la découverte de médicaments peuvent étre classees en trois catégories : la conception de
médicaments basée sur la structure (SBDD), la conception de médicaments basée sur le

ligand (LBDD) et les approches basées sur la séquence (24).

2 Substances naturelles issues du métabolisme secondaire
Le réegne végétal produit des centaines de milliers de composés organiques de faible
poids moléculaire. Sur la base des fonctions supposées de ces composes, la communauté des
chercheurs les a classés en trois grands groupes : les métabolites primaires, qui sont
directement nécessaires a la croissance des plantes, les métabolites secondaires, qui servent
de médiateurs entre les plantes et I'environnement , les hormones, qui régulent les processus

et le métabolisme de I'organisme (25).

11
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Les métabolites primaires sont des molécules constitutives ou permanentes qui sont
directement impliqué dans la croissance, le developpement et la reproduction normale d'un
organisme ou d'une cellule. Ces composés ont généralement une fonction physiologique
intrinséque typiquement présente dans de nombreux organismes. lls sont caractérisés par leur
caractére nécessaire et vital a la survie de la cellule, de I’organisme. On distingue : les acides
aminés, source primaire de construction des protéines, les glucides (glucose, saccharose,

amidon...), source d’énergie et les lipides (26).

Les métabolites secondaires sont un groupe de composés bioactifs, principalement
produits a partir de métabolites primaires. Ils n'ont pas de role direct dans la croissance et le
développement des plantes, mais sont bien connus pour leur réle dans la défense des plantes
et leurs propriétés aromatiques et médicinales. Ils constituent également une source

importante de produits cosmeétiques, alimentaires et pharmaceutiques (27).

En tant que composés organiques, les métabolites secondaires sont considérés comme
une ressource en carbone des plantes et beaucoup d’entre eux agissent dans la defense
chimique des plantes. En plus de la défense chimique contre les herbivores, les pathogenes et
d’autres plantes, les métabolites secondaires peuvent participer a des réponses allélopathiques
dans la compétition entre les plantes pour la germination et croissance. Ainsi, les métabolites
secondaires des plantes sont importants pour les interactions des plantes avec leur
environnement et sont, a leur tour, importants pour leur survie et leur propagation. Certains
métabolites secondaires interviennent dans les mécanismes d’attraction des animaux
(monoterpénes parfumées, anthocyanes de couleur ou de caroténoides dans les fleurs),
nécessaires a la dispersion des graines et des insectes pollinisateurs par I’intermédiaire de
couleurs et d’odeurs. Divers facteurs, tels que 1’age de la plante, la saison, le microbillage, le
paturage, le rayonnement, la concurrence, 1’état nutritionnel et de nombreux facteurs

environnementaux ont un impact sur le taux du métabolisme secondaire (25).

Les plantes produisent différents types de métabolites secondaires. Classés en trois
grands groupes en fonction de leur origine : les terpénoides, les composés phénoligues et les

composeés azotés (28).

Les propriétés aromatiques de la plante sont dues a la présence de composés
qualitatifs connus sous le nom de "terpénoides™ dérivés de l'isopréne (C5) combinés en téte et
en queue, synthétisés par deux voies dans les plantes : la voie du mévalonate (MVA) et la
voie du 2-méthylerythritol 4-phosphate (MEP) (16).

12
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Les substances phénoliques constituent une autre catégorie importante de métabolites
secondaires produits en réponse aux stress abiotique, Ces composés aromatiques sont

constitués de plus d'un groupe hydroxyle qui sont méthylés ou glycosylés (29).

Les phénols peuvent étre divisés en cing sous-groupes : les acides phénoliques,
flavonoides, coumarines, lignines et tannins. Les voies de l'acide shikimique et de l'acide
malonique sont responsables de la biosynthése des précurseurs de tous les composés
phénoliques(28).

Les métabolites secondaires contenant de I'azote sont principalement classés en deux
catégories, a savoir les alcaloides et les glycosides. Les alcaloides constituent le troisieme
groupe le plus important de métabolites secondaires, qui contiennent des atomes d'azote
hétérocycliques, classés en trois catégories: les alcaloides vrais, protoalcaloides et

pseudoalcaloides (30).
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3 Classifications et activités biologique

3.1 Les composés phénoliques

Les polyphénols, également dénommés composés phénoliques ; constituent une
famille de molécules trés largement répandues dans le régne végétal en regroupant un vaste

ensemble de plus de 8000 molécules, divisées en une dizaine de classes chimiques(32).

Classiquement considérés comme des métabolites secondaires, présents chez tous les
végetaux supérieurs (33). On les trouve dans les plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits
(racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois). Leurs fonctions ne sont pas
strictement indispensables a la vie du végetal, cependant ces substances jouent un réle majeur
dans les interactions de la plante avec son environnement contribuant ainsi a la survie de

I’organisme dans son écosysteme.

L’¢élément structural fondamental qui les caractérise est la présence d’au moins un
noyau phénolique a 6 carbones (Fig. 2), auquel est directement lié au moins un groupe

hydroxyle (OH) libre ou engage dans une autre fonction : éther, ester ou hétéroside (34).

OH

Figure 2 : Structure du noyau phénol

3.2 Classification des polyphénols

La classification des polyphénols est basée essentiellement sur la structure, le nombre
de noyaux aromatiques et les éléments structuraux qui lient ces noyaux. Ces composés
peuvent étre regroupés en plusieurs catégories qui se différencient par la complexité du
squelette de base, puis par le degré de modification de ce squelette (degré d’oxydation,

d’hydroxylation etc.) et enfin par les liaisons possibles de ces molécules de bases avec
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d’autres molécules (glucides généralement) (35) .On distingue : les acides phénoliques, les

les plantes dans la thérapeutique

flavonoides, les tanins, les coumarines, les stilbénes et les quinones (figure3) (36, 37)
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Figure 3: les principales classes des composes (34).

3.2.1 Les acides phénoliques

Un acide phénolique est un composé organique qui possede au moins une fonction

carboxylique et un hydroxyle phénolique. On distingue deux classes appartenant a cette sous-

famille. Les dérivés de I’acide hydroxybenzoique (C6-C1) et de ’acide hydroxycinnamique
(C6-C3).

Les dérivés de 1’acide sont abondants dans les végétaux et les aliments, notamment les
épices, les fraises, certains fruits rouges comme les fraises, les framboises ou encore les

mares. Les composés de cette catégorie les plus répandus sont illustrés dans la figure 4 (38).
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R2 R1
1= 2= = 4=H: cde enzoque(nonph nolique)
1= 2= 4=H, =0H: cide p-hydroxy enzo que
R3
COOH 1= 4=H, 2= =0OH- cide protoc t chique
1= 4=H, 2=0CH, =0H: cidev nilique
R4 1=H, 2= = 4=0H: cide lique

Figure 4 : structure de ’acide phénolique.

Squelette Composé R, R; R; R,

R2 A1
o] Acide vanillique H OCH; OH
ns—(i E:—é
OH Acide gallique H OH OH OH

R4

o

Figure 5 : structure de deux acides phénoliques (acide vanilique et acide gallique).

Les dérivés de I’acide hydroxycinnamique sont plus abondants que les dérivés d’acide
hydroxybenzoique et ils ont une distribution plus large. Les principaux représentants de cette
catégorie sont 1'acide caféique présent dans de nombreux végétaux (graine de café, tomate,
olive, pomme), en particulier dans les fruits, I’acide p-coumarique, acide férulique et I’acide

sinapique(39).

Squelette de base Composé R, R, R;

OH Acide p-coumarique H OH H

“@Mo Acide férulique OCH;  OH H
" Acide caféique OH OH H

Figure 6 : Structures chimiques de quelque dérivés de I’acide hydroxycinnamique

Les acides phénoliques et leurs analogues possedent de larges bioactivités, dont
certaines peuvent jouer un rble dans la prévention du cancer. La plupart des acides
phénoliques ont une capacité antioxydante, et la capacité de piégeage des radicaux des acides

phénoliques dépend du nombre et de la position des groupes hydroxyle et des substituants
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méthoxy dans les molécules .Certains acides et analogues phénoliques présentent egalement
des activites antibactériennes, antifongiques, antivirales, antimutagénes et anti-

inflammatoire(40).

3.2.2 Les flavonoides

Les flavonoides constituent le plus grand groupe de composés phénoliques végétaux,
représentant plus de la moitié des huit mille composés phénoliques naturels. Les flavonoides
sont des composés de faible poids moléculaire, composés de quinze atomes de carbone,
disposés en configuration C6-C3-C6. La structure consiste essentiellement en deux cycles
aromatiques A et B, reliés par un pont a trois atomes de carbone, généralement sous la forme
d'un cycle hétérocyclique, C. Les variations des schémas de substitution du cycle C donnent
lieu aux principales classes de flavonoides, a savoir les flavonols, les flavones, les
flavanones, les flavanols (ou catéchines), les isoflavones, les flavanonols et les
anthocyanidines, dont les flavones et les flavonols sont les plus répandus et les plus

diversifiés sur le plan structure(41).

Figure 7 : squelette de base des flavonoides.
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Flavonols Flavanols

Figure 8 : Structure chimique de quelques flavonoides.

Ce sont les composés les plus abondants parmi tous les composés phénoliques. Ils
interviennent dans la pigmentation des fleurs et dans les processus de défense contre le
rayonnement UV, les herbivores et les attaques microbiennes (42) . Les flavonoides sont
présents dans une grande varieté d'aliments (fruits et légumes, céreales, jus de fruits, thé).Les
flavonoides ont des activités biologiques importantes et plusieurs avantages médicinaux sont
attribués a la présence de ces composes dans les régimes alimentaires, notamment la
prévention des dommages cellulaires oxydatifs (antioxydants et piégeurs de radicaux libres),
les propriétés anti-inflammatoires, anticancérigenes, antimicrobiens et antivirales. Les

flavonoides sont reconnus aussi pour leur effets neuroprotecteurs et cardioprotecteurs (43).

3.2.3 Lestannins

Le terme tanin provient d’une pratique ancienne qui utilisait des extraits de plantes
pour tanner les peaux d’animaux, autrement dit, transformer une peau en cuir (44). La
propriété de tannage provient de la création de liaisons entre les molécules de tannins et les
fibres de collagene de la peau. Les tanins sont une classe tres importante de polyphénols
hydrosolubles de poids moléculaire intermédiaire a élever (entre 500 et 3000 Da) présents
dans plusieurs aliments végétaux (45). Les tanins sont des molécules fortement hydroxylées
et peuvent former des complexes insolubles avec les glucides et les protéines. Cette fonction
des tannins végétaux est responsable de l'astringence des aliments riches en tannins, en raison

de la précipitation des protéines salivaires (46). Sur le plan structural, on distingue les tanins
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hydrolysables, esters d'acide phénolique, des tanins condensés plutdét des polymeres de

polyhydroxyflavan-3-ols.

Les tanins hydrolysables: sont des esters de glucides ou d’acide phénol, ou de dérivés
d'acides phénols (20, 47). La molécule glucidique est en général du glucose, mais dans
certains cas des polysaccharides. Ces tanins en raison de leurs nombreux groupements OH se
dissolvent plus ou moins (en fonction de leur poids moléculaire) dans I'eau, en formant des
solutions colloidales (47). L’acide phénol est soit I’acide gallique dans le cas des tanins

gallique, soit I’acide hexahydroxydiphénique dans le cas des tanins éllagique (48).

Les tanins condensés ou proanthocyanidines sont des polymeres de poids moléculaire
élevé. Chimiquement sont des oligoméres ou des polymeéres de flavan-3-ols (I'unité de base)
qui ont la propriété de libérer des anthocyanes en milieu acide a chaud par rupture de la

liaison inter monomerique (12).
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HO OH O OH
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e I o o
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Figure 9 : structure des différents tanins.
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Récemment, un grand intérét a été porté au role protecteur des tanins contre les
radicaux libres et les especes réactives de I'oxygene produites a l'intérieur des cellules, qui
provoquent des dégénérescences et des maladies telles que le cancer, l'athérosclérose et les

maladies cardiovasculaires (49).

3.3 Les terpénes et les terpénoides

Les terpénes sont des hydrocarbones naturels lipophiles qui constituent la famille de
produits naturels la plus vaste des métabolites secondaires avec différentes propriétés
physiques et chimiques, de structure cyclique ou non (acyclique, monocyclique, bicyclique
ou tricyclique) (50) . Leur formule brute est (C5HX) n dont le x est variable en fonction du
degré d’insaturation de la molécule et n peut prendre des valeurs de (1-8) sauf dans les
polyterpénes ou il peut atteindre plus de 100 (caoutchouc). La molécule de base est ’isopréne
de formule C5H8. Le terme terpenoide désigne un ensemble de substances présentant le
squelette des terpenes avec une ou plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldéhyde, cétone,
acide, lactone, etc.) .Ces composés sont majoritairement d’origine végétale. Ils sont
synthétisés par les plantes, les organismes marins, les champignons et méme par les animaux.
La classification des terpénoides est basée sur le nombre de répétitions de 1’unité de base
isopréne, ce qui donne des : hémiterpénes (C5: 1 unité), monoterpenes (C10 : 2 unités),
sesquiterpénes (C15 : 3 unités), diterpenes (C20 : 4 unités), sesterpenes (C25: 5 unités),
triterpénes (C30 : 6 unités), tetraterpénes (C40 : 8 unités) et polyterpenes (41) (16, 29).

La famille des terpenes comprend des hormones (gibbérellines et acide abscissique),
des pigments caroténoides (caroténe et xanthophylle), des stérols (ex. ergostérol, sitostérol,
cholestérol), des dérivés de stérols (ex. des hétérosides digitaliques), le latex, des resines et
des cires de nombreuses plantes ainsi qu’une grande partie des huiles essentielles qui
conferent aux plantes leur parfum ou leur golt (51) . En tant que classe la plus importante de
produits naturels, avec environ 25 000 structures chimiques a ce jour, les terpenoides trouvent
leur applications pratiques potentielles dans les industries de la parfumerie et des arémes, et

dans les industries pharmaceutiques et chimiques en particulier (52).

Un large spectre de propriétés biologiques des terpénoides sont décrites, notamment
des  propriétés  anticancéreuses,  antimicrobiennes,  antifongiques,  antivirales,

antihyperglycémiques, anti-inflammatoires et antiparasitaires (53).
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3.4 Les alcaloides

Les alcaloides constituent un des plus grands groupes de métabolites secondaires avec
pres de 10 000 a 12 000 différentes structures. lls constituent un groupe structurellement
diversifié que I'on trouve dans plus de 20 % des especes végétales. lls peuvent avoir aussi des
origines microbiennes ou animales. Ce sont des composés organiques naturels hétérocyclique
avec I’azote comme hétéroatome de structure moléculaire complexe plus ou moins basique et
doué de propriétés physiologiques prononcées méme a faible dose. Leurs noms se terminent
toujours par <-iney. Ils présentent des réactions communes de précipitation par lesquelles ils

sont détectés (capacité de se combiner avec des métaux) (54).

Les alcaloides constituent un des plus grands groupes de métabolites secondaires avec
prés de 10 000 a 12 000 différentes structures. Les études chimio-taxonomique ont montré
que les alcaloides sont largement distribués dans les plantes supérieures appartenant aux
Apocynacées, Papavéracées, Fabacées, Renonculacée, Rubiacées, Rutacées et Solanacées.
Chez les plantes, les alcaloides peuvent étre présents systéematiquement dans la plante entiere,
ou ils peuvent étre accumulés en grandes quantités dans des organes spécifiques comme les

racines (aconit, belladone), I'écorce de la tige (quinquina, grenade) et les graines (55).

Les alcaloides peuvent étre classés selon leur biogenése et aussi selon leurs
caractéristiques structurelles et biologiques. Les alcaloides qui sont dérivés d'acides aminés et
qui contiennent un hétérocycle azoté sont dits alcaloides vrais. Les alcaloides qui sont dérivés
d'acides aminés, mais dont l'azote ne fait pas partie d'un hétérocycle sont dits proto-
alcaloides. Les alcaloides qui ne sont pas dérivés d'acides aminés sont dits pseudo-alcaloides
(54) . Les alcaloides sont connus dans la médecine traditionnelle et moderne pour avoir
plusieurs activités pharmacologiques. Les propriétés medicinales et pharmacologiques des
alcaloides comprennent des propriétés analgésiques (la codéine), des stimulants du systéeme
nerveux central ( la brucine), des dépresseurs du systéeme nerveux central (la morphine), des
antihypertenseurs (l'éphédrine), des anticholinergiques ( l'atropine), des antiémétiques (la
scopolamine), des ocytociques et des vasoconstricteurs (I'ergométrine), des antitumoraux (la

vinblastine et la vincristine) et antipaludique (la quinine) (56, 57).

3.5 Les huiles essentielles
L’histoire des plantes aromatiques et médicinales est associée a I’évolution des

civilisations et ces plantes ont toujours occupé une place importante en médecine, dans la
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composition des parfums et dans les préparations culinaires. Au cours des deux derniers
siécles, l'utilisation d'huiles essentielles en médecine progresse et depuis, I'aromathérapie en
tant que médecine naturelle complémentaire, n’a cessé de gagner du terrain face au produit
chimique et devient actuellement une pratique secondaire. Le terme huile essentielle (HE)
dérive de ’quinta essentia’ est un nom donné par le médecin suisse Paracelsus aux extraits de

plantes, signifiant la fragrance et la quintessence de la plante (58).

Les norme francaise AFNOR NF T75-006 définit ’huile essentieclle comme : « un
produit obtenu a partir d’une matiere premiere végétale, soit par entrailnement a la vapeur,
soit par des procédés mécaniques a partir de I’épicarpe des Citrus, et qui sont séparés de la

phase aqueuse par procédes physiques » (59).

Ces composés appelés aussi essences, sont des mélanges de substances aromatiques
produites par de nombreuses plantes et présentes sous forme de minuscules gouttelettes dans
les feuilles, la peau des fruits, la résine, les bois. Elles sont présentes en petites quantités par
rapport a la masse du végétal, 1 a 2% voire moins, mais il y a des exceptions comme le clou

de girofle avec 15% d'huile essentielle ou la noix de muscade, 5-15% (60).

Les HE sont habituellement liquides a température ambiante et volatiles, ce qui les
différencie des huiles dites « fixes ». Leur densité est en grande majorité inférieure a celle de
I’eau. Pour autant quelques HE font exception cette régle. C’est le cas du sassafras, du girofle

et de la cannelle (43).

Elles sont huileuses, mais non grasses et s’évaporent facilement. Chaque HE est
unique et se caractérise par une odeur, une couleur, une viscosité et des propriétés
spécifiques. Elles ont un indice de réfraction élevé et la plupart dévient la lumiere polarisée
(44).

Elles sont solubles dans ’alcool et dans tout type de corps gras (liposolubles). Les HE
sont entrainables a la vapeur d’eau, mais trés peu solubles dans I’eau. Pour autant une
fraction des composants des HE se solubilisent dans I’eau ce qui permet d’obtenir « les eaux

florales » ou« eaux distillées végétales » (42).

Parmi les familles végétales les plus productrices d'huiles essentielles, on distingue les

labiateae (famille du thym, de la lavande, de la menthe, du basilic), les asteraceae
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(camomille, absinthe), les myrtaceae (eucalyptus, melaleuca, myrte, girofle), les lauraceae
(cannelle, laurier)(61).

3.5.1 Composition chimiques des huiles essentielles

Sur le plan chimique, les HE sont des mélanges de structure extrémement complexes,
pouvant contenir plus de 300 composés différents. En effet, le nombre de composes isolés est
d'environ un millier et il en reste encore beaucoup a découvrir (62). Elles sont constituées
principalement des molécules tres volatiles appartenant pour la grande majorité a la famille des
terpénes comme les monoterpenes, (myrcene, B-pinéne, y-terpinene) et les sesquiterpénes (-
caryophylléne, o-humuléne, B-bisaboléne) (63). Etant formées de mélanges généralement
complexes, les huiles essentielles présentent une trés grande variabilité, tant au niveau de leur
composition, qu’au plan du rendement des plantes d’origine. Cette variabilité peut

s’expliquer par différents facteurs que nous pouvons regrouper en deux catégories.

Les facteurs de I’environnement comme les variations de températures, I’humidité, le
régime des vents, la durée totale d’insolation ont un impact direct sur la composition des HE.
En outre le mode de récolte (sauvage ou cultive, manuelle ou mécanisée) et la nature de

culture jouent un role important dans 1’aspect qualitatif et quantitatif de ’HE obtenue (64).

Le procédé d’extraction et 1’origine géographique influent aussi la composition des
huiles essentielles ainsi une méme plante grandissant dans des lieux différents avec
changement de situation géographique (altitude et latitude), avec variation de la nature du sol,

peut produire des huiles essentielles différentes (65).

Des facteurs intrinséques liés a 1’espéce, au stade de développement botanique , a
I’organe producteur ,au degré de maturité du végétal concerné, voire au moment de la récolte

au cours de la journée ont aussi un impact directe sur la composition des HE (49).

3.5.2 Activités biologiques des huiles essentielles
La tendance récente a utiliser des composés naturels dans les industries
pharmaceutiques et agroalimentaire notamment pour la conservation des aliments a suscité un

intérét croissant pour I'utilisation et I’exploitation des HE.
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Les huiles essentielles et leurs composants possedent diverses activités biologiques et
effets thérapeutiques, telles qu’analgésique (menthe poivrée, citronnelle, girofle, romarin) ;
antibiotique (arbre a thé, lavande) ; antifongique (arbre a thé, citronnelle) ; anti-inflammatoire
(achillée, camomille allemande, lavande, clou de girofle) ; antiseptique (arbre a thé, lavande)
; antispasmodique (marjolaine, romarin, menthe poivrée, bois de cédre) ; antivirale (mélisse,
arbre a thé, lavande, citron) ; diurétique (genévrier, pamplemousse, citron) expectorantes
(eucalyptus, thym, fenouil, romarin, cypres, bois de santal, bois de cedre, pin, sauge sclarée)
et des activités anticancéreuses (sauge). Elles possédent également des propriétés
antibactériennes, antifongiques, antivirales, insecticides et antioxydantes. Ces activités
peuvent étre dues au composé majoritaire ou a I’effet synergique de plusieurs composés (66).

Les huiles essentielles ont aussi des fonctions biologiques dans les plantes dont elles
proviennent, telles que la protection contre les prédateurs tel que les insectes predateurs et les
pathogenes microbiens, ainsi que l'implication dans les mécanismes de défense contre le

stress abiotique (67).

3.5.3 Méthodes d’analyse des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont devenues une matiere premiere destinée a des secteurs
d’activités aussi divers telle que la parfumerie, la cosmétologie, les industries pharmaceutiques
et agroalimentaires. Quel que soit le secteur concerné, I’analyse et connaissance optimale de la
composition chimique des huiles essentielles demeure une étape importante qui puis est malgré
les développements constants des méthodes de séparation et d’identification, reste une

opération délicate nécessitant la mise en ceuvre de diverses techniques (68, 69)

L’étude de la composition chimique d’une HE est généralement effectuée par
chromatographie en phase gazeuse (CPG): cette technique chromatographique permet
I’individualisation des constituants, leur quantification et le calcul de leurs indices de
rétention (Ir), puis a les analyser par le couplage « en ligne d’une technique
chromatographique, généralement la CPG, avec une technique d’identification spectrale,
généralement la spectrométrie de masse (SM) ou, quelques fois, la Spectrométrie Infrarouge
par Transformée de Fourier (IRTF). L’identification est ensuite faite par comparaison des

indices de rétention Ir et des données spectrales (spectres de masse ou infrarouge) des
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constituants individualisés avec les caractéristiques de produits de référence contenus dans
des bibliotheéques des spectres. Cette étape est généralement suffisante dans les cas d’analyse

de routine d’huiles essentielles (70).

Lorsqu'un ou plusieurs constituants de I’huile essentielle sont inconnus des
bibliothéques de comparaison et qu’ils ne sont pas décrits dans la littérature. Il est alors
nécessaire de les purifier par distillation fractionnée ou par des techniques
chromatographiques préparatives telles la Chromatographie sur Couche Mince (CCM), la
Chromatographie liquide sur Colonne ouverte (CC), la Chromatographie Liquide Haute
Performance (CLHP) ou encore la Chromatographie en Phase Gazeuse Préparative (CGP).
L’objectif est d’aboutir a leur identification structurale par les techniques spectroscopiques
usuelles : Resonance Magnétique Nucléaire du proton (RMN-1H) et du carbone-13 (RMN-
13C), SM, IRTF, etc... (71).

4  Meéthodes d’extraction des métabolites secondaires

Au cours de la derniere décennie, environ 70 % des médicaments nouvellement
approuves pour le cancer et les maladies infectieuses provenaient de sources naturelles. Les
substances naturelles sont donc devenus un facteur crucial dans le développement de
nouveaux médicaments (72). En ce sens, le domaine de I'extraction de composes bioactifs et
leur identification représente une énorme richesse d'opportunités pour les industries

alimentaires et pharmaceutiques.

Avant l'isolement, la purification et I'identification des métabolites secondaires, il est
important de choisir une technique d'extraction optimale a fin de décelée les propriétés
médicinales des plantes et mieux préservé I’ensemble des molécules actives. Le procédé
d'extraction représente I'étape la plus importante dans l'analyse des composés bioactifs a
partir de matrices naturelles (22) . L’extraction appelée parfois " techniques de préparation

n

d'échantillons " est une opération qui consiste a séparer certains composés bioactifs d’un
organisme végétal a partir de diverses parties de la plante (les feuilles, les tiges, les fleurs et

les fruits) et d'éliminer les matieres indésirables par traitement avec un solvant sélectif (73).

En raison de la complexité diversifiée des matrices végétales et des diverses

propriétés physicochimiques, l’extraction de composés bioactifs de sources naturelles
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pourrait étre une tache difficile. Plusieurs facteurs peuvent influencer I’extraction des
métabolites secondaire : les propriétés de du matériel végétale (nature du matériel végétal,
son origine, le degré de traitement, la teneur en humidité, la taille des particules), le solvant
(nature du solvant, sa concentration et sa polarité), la température, la pression et le temps
d’extraction. Il est certain que le choix de la méthode d’extraction joue un role déterminant.
Des techniques classiques ou conventionnelles et des techniques nouvelles ou innovantes sont

notamment utilisées pour extraire les composés bioactifs des sources naturelles (71).

4.1 Techniques d’extraction conventionnelles :

Les composés bioactifs des matieres végétales peuvent étre extraits par diverses
techniques d'extraction classiques. La plupart de ces techniques sont basées sur le pouvoir
d'extraction des différents solvants utilises et sur lI'application de la chaleur et/ou d’agitation.
Les techniques classiques existantes sont : I’extraction par solvant, ’extraction au Soxhlet et
hydrodistillation (71).

4.1.1 L’extraction par solvant :

L’extraction par solvant peut étre une extraction solide liquide (ESL) ou une
extraction liquide-liquide (LLE). Les procédés d’extraction solide liquide comme la
maceration reposent sur la migration de particules solides dans le liquide par diffusion et par
transfert de matiere aprés le traitement avec le solvant liquide. Le rendement d’extraction est
fonction des conditions du procédé et dépend de la température, du rapport solide/liquide
(S/L), de la nature du solvant, de la taille des particules et de la concentration du composé
bioactif que 1’on souhaite extraire (74) . La nature chimique du solvant d'extraction est d'une
importance primordiale pour favoriser la solubilit¢ du composé actif et améliorer la
sélectivité de I’extraction. La connaissance de ces propriétés chimiques, qui sont a la base des
interactions développées entre le solvant et les substances actives, guide le choix d'un solvant
adéquat. Les Solvants utilisés pour l'extraction des biomolécules des plantes sont choisis en
fonction de la polarité du soluté d'intérét [122]. La polarité, du moins polaire au plus polaire,
de quelques solvants couramment utilisés est la suivante : Hexane < Chloroforme
<Ethylacétate < Acétone < Méthanol <Ethanol<Eau (75). Le méthanol acidifié et I'éthanol
sont les plus utilisés mais en raison de la toxicité du méthanol, on évite de l'utiliser dans

I'industrie alimentaire et I'éthanol est donc plus recommandé (76).

26



Chapitre 1 les plantes dans la thérapeutique

4.1.2 L’extraction liquide liquide (LLE)

L'extraction liquide/liquide (ou LLE) est I'une des techniques de séparation d'échantillons les
plus anciennes. Elle repose sur la différence d'affinité d'un soluté entre deux phases liquides non-
miscibles. Cette technique permet, par un procédé physique, de purifier ou d'extraire des classes de
composés (ou solutés) de la matrice (ou éluant) dans lequel ils sont solubilisés. Le solvant d'extraction
ne doit pas étre miscible avec I'éluant tout en solubilisant le maximum de solutés. Aprés chaque
extraction on obtient deux phases distinctes : La premiere phase appelée extrait contient le solvant
extractif enrichi de soluté actif et la seconde phase appelée raffiné contient le solvant initial appauvrit

en matiere active (77).

4.1.3 L'hydrodistillation

L’hydrodistillation est une technique largement utilisée pour I’extraction du composé
aromatique volatil dont les constituants chimiques sont thermoreésistants a partir des feuilles
et des fleurs fraiches ou séchées. L’avantage de cette technique réside en la diminution de la
température de distillation. Les composes volatils sont donc entrainés a des températures
beaucoup plus basses que leur température d’ébullition, ce qui évite leur décomposition (75).

Le procédé consiste a immerger la matiére premiere végétale dans un ballon rempli
d'eau distillée placé sur une source de chaleur. Le tout est ensuite porté¢ a I’ébullition. La
chaleur permet 1’éclatement des cellules végétales et la libération des molécules odorantes
Ces molécules aromatiques forment avec la vapeur d’eau, un mélange azéotropique. Les
vapeurs sont condensées dans un réfrigérant et les huiles essentielles se séparent de 1’eau par
différence de densité (78) .

4.1.4 L'extraction au Soxhlet

L extraction par Soxhlet a été développée pour la premiere fois en 1879 par Franz
Ritter Von Soxhlet afin d’extraire les lipides des matériaux végétaux. Cette methode
d’extraction a été employée pendant longtemps et considérée comme la technique standard et
la référence principale pour évaluer la performance dautres méthodes d'extraction solide-
liquide. Elle offre une extraction continue des especes chimiques contenues dans une matrice

solide. En général, une petite quantité d'échantillon sec est placé dans une cartouche poreuse
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a I’intérieur d’un siphon qui surmonte un ballon. Quand le ballon est chauffé, les vapeurs de
solvants passent par le tube adducteur, se condensent dans le réfrigérant et retombent sur la
cartouche faisant ainsi macérer les résidus dans le solvant. Ce cycle est répété jusqu’a

I’épuisement de 1’échantillon en substances d’intérét (79).

L'extraction a Soxhlet présente certains inconvénients qui peuvent étre énumérés
comme suit : Le temps d‘extraction est long, Une grande quantité de solvant est nécessaire, I1
est impossible d‘accélérer le processus par agitation, La grande quantité de solvant utilisée
exige une étape d‘évaporation / concentration, La possibilité de dégradation thermique des
composés cible ne peut pas étre ignorée vu que l'extraction s‘opére habituellement au point

d'ébullition du solvant pendant un temps assez long (74).

4.2 Techniques d’extraction nouvelles

Pour surmonter les limitations des méthodes d'extraction conventionnelles des
techniques d'extraction nouvelles et prometteuses sont introduites. Certaines de ces
techniques sont considérées comme des « techniques vertes » car elles sont plus
respectueuses de I'environnement en raison d'une utilisation réduite de produits chimiques.
Ces techniques sont egalement connues sous le nom de techniques d'extraction a froid, car la
température pendant le processus d'extraction est relativement basse (80) . Les objectifs du
développement de ces méthodes d’extraction sont de réduire de temps d’extraction, utiliser
des solvants écoresponsables, réduire ou éliminer l'utilisation de solvants chimiques toxiques,
tout en améliorant I'efficacité du processus et les rendements d'extraction ainsi que la qualité
de l'extrait. Ces techniques non conventionnelles regroupent 1’extraction par assistée par
ultrasons, I’extraction assistée par enzyme, l'extraction assistée par micro-ondes, I’extraction

par fluide supercritique et I'extraction par liquide sous pression (81) .

4.2.1 L’extraction assistée par ultrasons (UAE)

L’extraction assistée par ultrasons (UAE) consiste a une extraction solide-liquide dans
un bain a ultrasons ou dans un récipient dans lequel une sonde a ultrasons est immergée. Les
ondes utilisées pour I’'UAE ont une fréquence qui varie de 20 KHz a 100 MHz (82) . Les
ultrasons permettent de diminuer significativement le temps d’extraction en permettant une
meilleure diffusion du solvant dans la matiére végétale tout en augmentant le rendement par
rapport aux méthodes conventionnelle (83). La réduction de la température de

fonctionnement permettant I'extraction des composés thermolabiles et la Possibilité
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d‘utilisation de n'importe quel solvant permet d‘intervenir dans l‘extraction d‘une large

variété de composés naturels (84).

4.2.2 L'extraction assistée par micro-ondes

L'extraction assistée par micro-ondes est une nouvelle méthode d'extraction implique

I’utilisation des microondes dont la fréquence est comprise entre 300 MHz a 300 GHz (83).

Les micro-ondes peuvent pénétrer les matiéres biologiques et agir sur les molécules
polaires telles que l'eau. En absorbant I'énergie des micro-ondes, I'eau présente dans la
matrice végétale favorise la rupture des cellules facilitant ainsi la libération des produits
chimiques de la matrice et améliorant leur extraction (85) . Cette méthode est considéree en
tant qu'alternative a l'extraction solide-liquide traditionnelle des métabolites pour plusieurs
raisons : La reduction du temps d'extraction, La réduction de la quantité de solvant utilisée,

L‘amélioration du rendement d’extraction (86).

4.2.3 Extraction par fluide supercritique (EFS)

L'application du fluide supercritique a des fins d'extraction a commencé avec sa
découverte par Hannay et Hogarth (1879). Dans l'état supercritique, les propriétés
spécifiques du gaz et/ou du liquide disparaissent, ce qui signifie que le fluide supercritique ne
peut pas étre liquéfié en modifiant la température et la pression. Ces propriétés le permettent

d'extraire des composés en peu de temps avec des rendements plus élevés (61) .

Le choix des fluides supercritiques est trés important pour le développement de cette
méthode. Le dioxyde de carbone supercritique est le plus communément utilisé en raison de
son domaine de température et pression critiques (31°C - 304 K et 7.3 MPa), de ses
propriétés inertes et ininflammable, de sa faible toxicité et réactivité, de sa haute pureté a

faible co0t et enfin des restrictions dans l'utilisation d'autres solvants organiques (87, 88).
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4.2.4 L'extraction par solvant accélérée (ESA)

L'extraction par solvant accélérée (ESA) est un processus d'extraction solide-liquide
par solvant pressurisé qui est tout a fait semblable a 1°'EFS effectué¢ a température élevée,
habituellement entre 50 et 200°C et aux pressions entre 10 et 15 MPa La température accélere
la cinétique d'extraction et la pression élevée maintient le solvant a I'état liquide, réalisant
ainsi une extraction efficace et rapide. Le solvant est toujours au-dessous de son état critique
pendant I'ESA. En outre, la pression permet a la cellule d'extraction d'étre remplie plus
rapidement et aide a forcer le liquide dans la matrice solide. L'extraction par solvants
accélérée est considérée comme une technique alternative et potentielle a 1°EFS pour
I'extraction des composés polaires. Comparée a l'extraction traditionnelle par Soxhlet, 'ESA

impligue une grande diminution de la quantité de solvant et du temps d’extraction (89).

4.2.5 Extraction assistée par enzymes (EAE)

Extraction assistée par enzymes (EAE) est considérée comme une technologie
d'extraction douce, efficace et respectueuse de l'environnement, ainsi qu'une alternative
potentielle aux méthodes d'extraction conventionnelles, a été utilisée récemment pour
I'extraction de divers types de composés dans l'industrie alimentaire. Certains composes
phytochimiques des matrices végeétales sont dispersés dans le cytoplasme cellulaire et dautres
sont retenus dans le réseau polysaccharide-lignine par une liaison hydrogéne ou hydrophobe,
qui ne sont pas accessibles avec un solvant dans un processus d'extraction de routine. Le
prétraitement enzymatique a été considéré comme un moyen nouveau et efficace de libérer
les composeés liés et d'augmenter le rendement. L'ajout d'enzymes spécifiques comme la
cellulase, I'a-amylase et la pectinase pendant I'extraction améliore la récupération en brisant
la paroi cellulaire et en hydrolysant les polysaccharides structurels et les corps lipidiques
(81).
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Introduction

L'oxydation est essentielle au processus métabolique des organismes vivants qui
produit I'énergie nécessaire aux processus biologiques et assure l'oxydation des composés
endogeénes et la détoxification des xénobiotiques. L'interaction de I'oxygéne avec les systémes
biologiques est variée et étroitement contrdlée. Dans les formes de vie aérobies, la réduction
de l'oxygene est d'un intérét particulier. Cette réduction comprend la liaison de la plupart de
l'oxygene a I'nydrogéne pour donner de I'eau, un processus impliqué dans la phosphorylation
oxydative. Cependant, une petite partie de lI'oxygéne (environ 1-3%) n'est que partiellement
réduite au cours de cette réaction d'oxydoréduction. A la suite de cette réduction partielle, des

intermédiaires chimiques réactifs connus sous le nom de radicaux libres sont produits (90).

Les cellules et les tissus humaines peuvent étre soumis a une grande variété
d’agressions physiques (traumatisme, irradiation, hyper ou hypothermie), chimiques (acidose,
toxines) et metaboliques (exposition a des xenobiotiques, privation d’un facteur hormonal ou
de croissance). La plupart de ces agressions débouchent sur une expression commune qui a
envahi le monde des sciences biologiques et médicales depuis quelques années ; appelée «

stress oxydant » (91).

1  Stress oxydant

Le stress oxydatif, appelé aussi stress oxydant, se définit comme étant un déséquilibre
entre les systémes oxydants et les capacités antioxydantes de 1’organisme en faveur des

premiers, ce qui conduit a des dommages cellulaires irréversibles (90).

Cette perturbation peut avoir diverses origines, en temps normale la balance entre
oxydants et antioxydants est équilibrée par des systemes de défense extrémement fins. En
d’autres termes, "stress oxydant" ne signifie pas la présence mais I’exces de ces agents
oxydants. Il apparaitra, soit si la production d’especes réactifs d’oxygénes (ERO) est trop

importante pour étre régulée ,soit si le systéeme antioxydant est défaillant (92).
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Figure 10 : La balance entre les espéces réactives oxygénées (ERO) et les
antioxydants (49).

Le premier cas est observé par exemple au sein de cellules qui ont subi une irradiation
ou une intoxication aux métaux lourds, et dans tous les processus inflammatoires. Les
défaillances du systéme de regulation peuvent avoir une origine génétique (mauvais codage
d’une enzyme antioxydante, par exemple), ou résulter d’une carence nutritionnelle en

antioxydants comme les vitamines et les oligoéléments (93).

Les agents responsables du stress oxydant font partie de la famille des espéces
réactives de l'oxygene ou de l’azote (EROA). La catégorie des espéces réactives de
I’oxygeéne (ERO) regroupe des radicaux libres (radical anion superoxyde O2e, radical
hydroxyle OHs...) et des espéces oxygénées tel que le peroxyde d’hydrogéne H202, le
dioxygene singulet 102, le peroxynitrite ONOOH et les oxydes d’azote NOe«. Les ERO sont
générés en permanence par ’organisme, en quantités limitées, soit en tant que coproduits de
la respiration mitochondriale (“déchets"), soit pour remplir une fonction bien précise. Un
exemple connu depuis assez longtemps est la fabrication massive de radicaux libres lors de la
phagocytose (94). afin de détruire les tissus des bactéries nuisibles. Des ERO moins réactifs
(superoxyde et monoxyde d’azote) servent de médiateurs régulant notamment la

vasodilatation capillaire, et sont impliqués dans les communications inter et intracellulaires.
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Citons enfin DI’apoptose (mort programmée des cellules, tumorales en particulier), la
fécondation de I’ovule, le fonctionnement de certains neurones... comme autant de processus

naturels capitaux qui nécessitent la présence de radicaux libres (95).

2 Radicaux libres

L’oxydation est un phénomeéne résultant de la perte d’un ou plusieurs électrons d’un
¢lément dit réducteur alors qu’une réduction est une réaction au cours de laquelle un élément,
oxydant, va gagner un ou plusieurs électrons. Une réaction d’oxydo-réduction (ou rédox) est
donc une réaction qui consiste en un transfert d’électrons entre un oxydant d’un couple

d’oxydo-reduction et un réducteur d’un autre couple (90).

En aérobie, I'oxygene est utilisé par les cellules afin de produire I’énergie nécessaire
au bon fonctionnement de 1’organisme. Lors de ce processus, différents sous-produits, connus

sous I’appellation de radicaux libres, sont générés (96).

Un radical libre est une espece chimique pro-oxydante qui posséde un ou plusieurs
¢lectron (s) non apparié¢ (s) célibataire sur sa couche périphérique sur un atome d’oxygene ou
d’azote (Figure). Ce radical se retrouvant sous une forme instable va chercher a se stabiliser
en captant un électron a partir d’une autre espeéce chimique voisine telle qu'un lipide, une
protéine ou un ¢élément de I’ADN. La réactivité¢ d’un radical libre varie d’un radical a un autre

et dépend de I’environnement ou ils se trouvent (97).

Leur durée de vie est tres courte variable selon les radicaux et les réactions induites se
font généralement en chaines. lls sont généralement instables et tres réactifs. Ils sont formés
dans le corps humain soit comme un médiateur essentiel dans les processus vitaux, y compris

la neurotransmission et les réactions inflammatoires, soit comme un coproduit(98).

Arrachement
d'électron y 2

Molécule saine Radical libre Molécule devenue Molécule stabilisée
radical libre

Figure 11 : Mécanisme a l'origine du stress oxydant (97)
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Les radicaux libres sont généralement présents dans 1’organisme a dose raisonnable
régulée par le maintien de 1’équilibre entre leur taux de production et leur taux d’élimination
(96). Lorsque I’organisme fonctionne correctement, la balance antioxydants/pro-oxydants
(balance rédox) est en équilibre. Cependant, I’altération de 1’homéostasie rédox par une
production excessive de radicaux libres ou par une diminution des capacités antioxydantes
peut entrainer un déséquilibre aboutissant a un stress oxydant (ou oxydatif). lls sont
également générés sous ’effet d’oxydants environnementaux, tels que, le tabac, la pollution,
le soleil, les rayons ultra-violets, les radiations ionisantes, un effort physique intense, le
stress, une mauvaise alimentation, la consommation d’alcool, les fibres d’amiante, les

pesticides, etc (97).

On distingue deux grandes catégories de molécules reactives impliquées dans le stress
oxydant : les especes réactives oxygénées (ERO) et les especes réactives azotées (ERA)
incluant des especes radicalaires des espéces non-radicalaires. La réactivité d’un radical libre

varie d’un radical a un autre et dépend de I’environnement ou ils se trouvent (99) .

2.1 Les espéces réactives de ’oxygéne(ERO)

Les especes réactives oxygénées ERO, classe spécifique de radicaux, incluant les
radicaux libres comme le radical hydroxyl (OH.), le radical superoxyde (O2') et sa forme

protonée (HO2), le radical peroxyl (ROO" ainsi que les espéces non radicalaires comme le

peroxyde d’hydrogéne (H202) et I’oxygene (02) (100).

La production de radicaux libres peut étre d’origine exogeéne et endogene issu du
métabolisme. La production de radicaux libres endogénes résulte principalement de ’enzyme
membranaire NAD(P)H oxydase (NOX) et du complexe enzymatique mitochondrial de la
chaine respiratoire. D’autres sources sont également connues pour intervenir dans la
production de radicaux comme les cellules du systeme immunitaire telles que les
neutrophiles, la xanthine oxydase qui réduit I’oxygeéne moléculaire en ion superoxyde ou
encore les peroxysomes qui possedent plusieurs enzymes sources de peroxyde d’hydrogéne

(90).
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2.2 Les espéces réactives azotées (ERN)

Tout comme pour les especes réactives de I'oxygene, on distingue : les espéces
radicalaires azotées dont le chef de file est le monoxyde d’azote (NO+) Apparu au cours de la
derniére décennie est produit de maniére endogeéne lors du métabolisme de I’arginine par les
nitrique oxyde synthases (NOS) dans des conditions physiologiques et physiopathologiques.

Il est caractérisé par une réactivité limitée et une demi vie de quelques secondes (101).
Le monoxyde d’azote se combine aisément avec 1’02 — pour former le peroxynitrite.
[0 LR 0 i N E—— > ONOO- .

le monoxyde d’azote radicalaire peut aisément réagir avec la plupart des especes
oxygeneées et se transformer en dioxyde d’azote (NO2)(2 *NO + 02— 2 NO2), lequel peut
donner du trioxyde d’azote (N203)(eNO + NO2—N203) pour enfin aboutir & un ion nitrate
stable (NO2-) (N203 + H20 — 2 NO2- + 2H+).

De plus, le monoxyde d’azote forme avec I’ion superoxyde le peroxynitrite (ONOO-)
(*NO + 02¢-— ONOO-), moins réactif que son précurseur azoté, mais responsable de

I’oxydation de nombreuses biomolécules (protéines, lipides et acides nucléiques) (102).

2.3 Activités biologiques des especes réactives

Les EOR et ERN sont connues pour jouer un double réle dans les systemes
biologiques, puisqu’ils peuvent étre a la fois nocifs mais aussi bénéfiques, voire
indispensables pour les organismes vivants (103).

e Bénéfiques, lorsqu’ils sont impliqués dans des rdles physiologiques au niveau des
réponses cellulaires telles que la lutte contre des agents infectieux et leur fonction
dansles systemes de signalisation cellulaire,

e Nocifs, lorsqu’il y a un déséquilibre entre la balance des ERO et ERN et les
systemes de défense, avec comme conséquence l’apparition de dégats souvent
irréversibles pour la cellule, en lien avec 1’apparition de nombreuses maladies

graves: c’est le stress oxydatif (104).
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3 Role des radicaux libres chez Phomme

> Role physiologique

De nombreux ligands extracellulaires sont capables d’induire la production
cellulaire d’ERO, apres interaction avec leur récepteur spécifique. Ces ERO contribuent
donc & la transduction du signal, mais assurent également ’amplification de ce signal
intracellulaire (par modification de I’équilibre rédox intracellulaire et par modification
oxydative des protéines).Par exemple, cela va se traduire par I’activation de la NAD(P)H
oxydase qui formera I’anion superoxyde, et contribuera a I’activation de phosphorylases,
dont les cibles sont des protéines. Aussi, les ERO sont également a 1’origine de I’action

bactéricide par les leucocytes (90).

> Roéle pathologique
Les espéces activées de I’oxygene de par leur structure électronique instable peuvent attaquer
les composants cellulaires. Les molécules biologiques : proteines, les lipides, glucides et
I’ADN sont sujettes a ’attaque radicalaire, provoquant ainsi un Dysfonctionnement dans les

activités vitales des cellules a I’origine du développement de diverses pathologies (105).

Le principal mécanisme d'action des radicaux libres est la perturbation de I'équilibre
des systemes biologiques en endommageant leurs principales molécules constitutives, ce qui
entraine la mort cellulaire. Les radicaux libres produisent leur effet toxique en peroxydant les
lipides de la membrane cellulaire, en provoquant une altération de l'intégrité structurelle de la
membrane ou des modifications du microenvironnement de la membrane. lls entrainent la
rupture des chaines simples ou doubles de I'ADN nucléaire et mitochondrial et peuvent
également provoquer des liaisons transversales entre les protéines de I'ADN, ce qui entraine
des lésions cellulaires et la transformation maligne des cellules (106) . De facon comparable a
l'oxydation des lipides, les protéines sont aussi susceptibles d'étre oxydées par les ROS. Les
protéines les plus sensibles aux attaques radicalaires sont surtout celles qui comportent un
groupement sulfhydryle (SH). Ces réactions d'oxydation, conduisent a une modification
structurale des protéines dont les conséquences sont majeures (perte de fonction catalytique,

augmentation de la sensibilité aux protéases...) (107).
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Figure 12 : Les molécules cibles de I’attaque radicalaire (107).

Par conséquent, il est souvent suggeré que les dommages induits par les especes réactives
jouent un role dans la pathophysiologie de diverses maladies, notamment I’athérosclérose,
I’asthme, D’arthrite, 1’hyperoxie, 1’hépatite, 1’attaque cardiaque, les vasospasmes, les
traumatismes, les accidents vasculaires cérébraux, les pigments d’age, les dermatites, les
dommages de la rétine, les parodontites et les cancers (108). Néanmoins, Le seul facteur
commun favorisant le stress oxydant est ’Age, dans la mesure ou le vieillissement affaiblit les

réponses antioxydantes et perturbe la respiration mitochondriale (109).
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Figure 13 : Les pathologies associées aux especes réactives oxygenées (109).

4 Systémes anti-oxydants

Les radicaux libres sont produits spontanément et de maniére continue au sein de

notre organisme. Le maintien d'un niveau non cytotoxique de ROS est assuré. De nombreuses

stratégies de defense ont été développées par les cellules pour La dégradation des radicaux

libres Elles reposent sur I’action de composés appelés antioxydants (103) . assurée par des

systemes de défense mis en place par I'organisme, qui s’adaptent au taux de radicaux

présents (96). Un déficit ou un dysfonctionnement de ces systéemes engendre une

augmentation des dommages tissulaires. Les anti-oxydants se définissent par leur capacité,

méme a faible concentration, a retarder de fagon significative, ou a empécher I’oxydation

d’un substrat oxydable (110).

39



Chapitre 2 stress oxydant et antioxydants

Antioxydant Radical libre

~o~

e% \a_f _

Electron
libre

Figure 13 : neutralisation d’un radicale libre par un antioxydant (103).

Selon (111) un antioxydant est défini comme toute substance chimique qui a la
capacité de ralentir ou inhiber de maniere significative I’oxydation un substrat oxydable (au
niveau des macromolécules telles que les lipides, les acides nucléiques et les protéines) et le
transformer en un compose plus stable ou d’¢éliminer les dommages oxydatifs a une molécule
cible.

Un bon antioxydant doit avoir quelques critéres (103):

e Etre capable de piéger directement et spécifiquement les radicaux libres

e Chélater des ions de métaux de transition (Fe?*, Cu*) d’importance biologique
capablesde promouvoir la production de radicaux libres par la réaction de Fenton

e Interagir avec d’autres antioxydants, et, dans la mesure du possible, les régénérer
e Avoir un effet positif sur I’expression génique
e Etre rapidement absorbé

e Avoir une concentration qualifiée de « physiologique » dans les tissus et les
fluidesbiologiques

e Etre efficace en milieu aqueux et/ou dans le milieu membranaire

I’organisme adapte diverses stratégies antioxydants, grace a des mécanismes de
défense enzymatiques endogénes et non enzymatiques chimique par des moyens diététiques

ou pharmacologiques (112) .
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4.1 Systémes antioxydants enzymatiques

Les antioxydants enzymatiques sont considérés comme la premiere ligne de défense
de notre organisme contre les ERO. lIs sont des enzymes dont les séquences sont trés
conservées au cours de I’évolution et qui agissent de manicére coordonnée. Ils interviennent
dans les différentes étapes de la réduction de 1’oxygene pour 1’élimination des radicaux libres
primaires de fagon permanente (113, 114) . Les enzymes antioxydantes primaires, telles que
la superoxydismutase (SOD), les catalases et la glutathion peroxydase (GPX), sont
impliquées dans I'élimination directe des espéces réactives de l'oxygene, tandis que les
enzymes antioxydantes secondaires, telles que la glutathion-S-transférase (GST),
glutathion-S-transférase (GST), glutathione-S-transférase (GST) et la glutathione-peroxydase
(GST), contribuent a la détoxification des espéces réactives de I'oxygéne en abaissant les taux
de peroxyde ou en maintenant un approvisionnement régulier en intermédiaires métaboliques

pour les enzymes antioxydantes primaires (115).
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Figure 14 : Schéma montrant 1’action du systéme de défense des antioxydants
endogenes lors de la production des E.R.O par des réactions enzymatiques. (NOS: oxyde
nitrique synthase / NOX: NADPH oxydase / XO: xanthine oxydase / SOD: superoxyde
dismutase / Cat: catalase / GPx: glutathion peroxydase _GR: glutathion réductase) (116).
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4.2 Systémes antioxydants non enzymatiques :

Les antioxydants non enzymatiques agissent en piégeant directement les radicaux
libres. lls donnent un électron ou un proton a un radical, formant ainsi un produit
relativement stable a partir du radical piégé. lls peuvent étre divisés en antioxydants
endogénes et exogenes (103). Les principaux antioxydants non enzymatiques endogénes sont
le glutathion, la bilirubine, I’acide urique, , les cestrogenes, la mélatonine et 1’acide lipoique.
Les antioxydants non-enzymatiques exogenes ne sont pas synthétisés par I’organisme et
doivent étre apportés par 1’alimentation et peuvent €tre d’origine animale ou végétale. Dans
cette catégorie d’antioxydant nous retrouvons que les vitamines (A, E et C), les B-carotene,
les oligo-éléments comme le zinc, le sélénium, le cuivre, le manganese, certains polyphénols
(les flavonoides, les acides phénols, les coumarines, les quinones), et certaines huiles
essentielles. (117, 118). Ce type d’antioxydants constituent la seconde source de défense de
I’organisme contre les radicaux libres et posséde un avantage considérable par rapport aux
antioxydants enzymatiques. ils peuvent pénétrer facilement au sein des cellules et se localiser

a proximité des cibles biologiques en raison de leur petite taille (119) .

4.2.1 Propriétés antioxydantes des composés phénoliques (Ph)

Les polyphénols sont les antioxydants les plus abondants dans les plantes et ont une
excellente capacité a capturer les radicaux libres. De nombreuses études antérieures ont
montré qu'il existait une relation directe entre l'activité antioxydante et le taux totale des
polyphénols dans les plantes médicinales, les légumes et les fruits, et que les composés

phénoliques avaient une contribution majeure a l'activité antioxydante obtenue (120).

Ce sont des antioxydants naturels puissants impliqués dans la défense contre les
dommages oxydatifs au niveau de la cellule. lls réduisent le risque de diverses maladies en
raison de leur capacité a éliminer les radicaux libres en agissant comme des agents
réducteurs, donneurs d’hydrogéne en piégeant les radicaux libres et chélateur des ions des

métaux de transition capables de catalyser la peroxydation lipidique (103).

Les polyphénols sont capables d’inhiber I’activité de certaines enzymes, en formant
des complexes avec les protéines grace a leurs groupes fonctionnels. Les phénomenes

d’interaction polyphénols-protéines ont été largement étudiés in vitro, 1l a été démontré que
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certains flavonoides comme I’apigenine, la quercétine et la myricétine inhibent fortement la
xanthine oxydase qui catalyse la réaction de transformation de 1’hypoxanthine en acide urique
(121) . Le pouvoir antioxydant des composes phénoliques est aussi attribué a leur capacité a

chélater les métaux ioniques impliqués dans la production de radicaux libres (122).

Les flavonoides, réagissent selon le mécanisme impliquant le transfert d’¢lectrons
suivi, plus ou moins rapidement, par un transfert de proton, pour donner un radical stabilisé.
Les tannins sont de tres bons capteurs de radicaux libres. lls agissent comme donneurs de
protons face aux radicaux libres lipidiques produits lors de la peroxydation. Des radicaux
tanniques plus stables sont alors formés, ce qui a pour conséquence de stopper la réaction en

chaine de I’auto-oxydation lipidique(123).

Plusieurs études ont montré qu’il existe une relation entre la structure et Iactivité
antioxydante des composées phénoliques. La relation structure-activité de certains composés
phénoliques (par exemple, les flavonoides, les acides phénoligques, les tanins) a été etudiée. Il
a ete demontré que le piégeage des radicaux libres et l'activité antioxydante dépend
principalement du nombre et de la position des groupes hydroxyle donneurs d'hydrogéne sur
le cycle aromatique des molécules phénoliques et augmente avec le degré de polymérisation
et diminue avec le degré de méthylation et de glycosylation au niveau des groupements
hydroxyles (124).

4.2.2 Propriétés antioxydantes des huiles essentielles

Depuis des millénaires, les plantes aromatiques et les huiles essentielles sont utilisées
en aromathérapie. Elles renferment de nombreux bienfaits pour la santé, le bien-étre et la
beauté. Des recherches scientifiques récentes confirment les propriétés antiseptiques,

antioxydantes et anti-inflammatoires des huiles essentielles (123).

Les propriétés antioxydantes des huiles essentielles jouent un réle crucial dans leurs
activités biologiques, qui sont justifiées par I’'implication du stress oxydatif dans différentes
pathologies. Les huiles essentielles ont plusieurs modes d'action en tant qu'antioxydants
naturels. Ils agissent a différents niveaux dans les réactions radicalaires par la prévention de
I'initiation de la chaine, la neutralisation de radicaux libres et peroxydes, comme agents
réducteurs, la chélation des métaux, I’inhibition des enzymes génératrices des radicaux libres

et Iinduction de la synthése des enzymes antioxydants (125).
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L'activité antioxydante des huiles essentielles dépend principalement de leur
composition chimique, mais en raison de la grande variété des composés, cette activité
biologique ne peut étre attribuée a un seul mécanisme d'action. Cependant, les chercheurs
dans ce domaine ont lié les effets antioxydants des huiles essentielles a leur principaux
composés, comme l'eugénol dans le clou de girofle, le carvacrol dans l'origan, le m-thymol

dans le thym et le B-citronellol ou le B-citronellal dans la citronnelle (126).

En outre, les différences dans l'activité antioxydante entre les différentes huiles
essentielles sont principalement dues aux différences dans les types et les quantités des
principaux composants antioxydants presents dans les huiles essentielles, la méthode
d'extraction utilisée et la période de récolte de la plante qui détermine la concentration des
principaux composants de I'huile (127).

5 Méthodes d’évaluation d’activité antioxydante

Aujourd’hui, les études sur les antioxydants présents dans les plantes et les aliments
sont devenues I'un des sujets de recherche les plus populaires dans le secteur de I'alimentation
et de l'agriculture. Les différents antioxydants naturels ont des mécanismes d‘action variés,en
conséquence, de nombreux tests pour I'étude de l'activité antioxydante ont été developpés et
appliqués. Actuellement, plus de 35 types de tests antioxydants sont utilisés pour évaluer le
potentiel antioxydant de divers extraits de plantes, dhuiles essentielles et de différents
aliments. Ces tests antioxydants peuvent étre classés en deux groupes : les tests in vitro et les
tests in vivo (128, 129).

En général, les méthodes antioxydantes in vitro sont simples et relativement faciles a
réaliser par rapport aux methodes in vivo. Ces méthodes in vitro peuvent étre classées en
différents groupes en fonction de leur mode d'action, comme les méthodes basées sur le
transfert d'électrons (SET), les méthodes basées sur le transfert d'atomes d'hydrogéne (HAT),
les méthodes mixtes (avec les deux mécanismes HAT et SET), les méthodes de chélation, les
méthodes d'oxydation des lipides et diverses autres méthodes. Le tableau présente la
classification des différents tests antioxydants in vitro en différents types selon le mécanisme
d'action (130, 131).
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Tableau I : Divers essais in vitro couramment employés pour évaluer l'activité

antioxydante (131).

stress oxydant et antioxydants

Mécanisme fondamental

Test antioxydant

1. Méthodes de transfert
d'atomes d'hydrogéene
(HAT)

Test du parameétre antioxydant
de piégeage des radicaux
totaux (TRAP)

Test de capacité d'absorption
des radicaux oxygénés (ORAC)

Test de blanchiment au béta-
caroténe/crocine

Test d'absorption inhibée de
I'oxygene (I0U)

Test d'inhibition de la
peroxydation induite des

lipoprotéines de basse densité

2. Méthodes de  transfert
d'électrons simples (SET)

Test au N,N-Diméthyl-p-
phénylenediamine (DMPD)

Test du pouvoir antioxydant
réducteur ferrique (FRAP)

Test de la capacité
antioxydante réductrice
du cuivre (CUPRAC)

Essai du pouvoir réducteur
du ferricyanure de
potassium (PFRAP)

Dosage du contenu
phénolique total par le test

de Folin-Ciocalteu.

Capacité antioxydante
totale (TAC)/ dosage du
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phosphomolybdéne

3. Méthodes mixtes (ont a la Essai de piégeage du 2,2-
fois un mécanisme HAT diphényl-1-picrylhydrazyl
et SET) (DPPH)
Test de I'acide 2,20-azinobis-(3-
éthyl-benzothiazoline)-6-
sulfonique (ABTS)
Capacité antioxydante
équivalente au Trolox
(TEAC)
4. Méthodes de chelation Test au tétraméthylmurexide
(TMM)
Test de chélation

ferrozine/métal

5. Test de I'acide thiobarbiturique
Méthodes d'oxydation des | (TBA)
lipides Test a I'anisidine

Dosage de I'indice de peroxyde
6. Meéthodes diverses Test de piégeage du peroxyde

d'hydrogéne (H202)

Test de piégeage du radical

peroxynitrite (ONOO)

Test de piégeage du monoxyde

d'azote (NO)

Test de piégeage du radical

hydroxyle

Actuellement, une dizaine de types de méthodes in vivo sont utilisées pour
I’évaluation de I’activité antioxydante : détermination de la capacité de réduction ferrique du
plasma, estimation de la glutathion peroxydase (GSHPXx), dosage de la glutathion réductase
(GR), dosage de glutathion-S-transférase (GSt), dosage des lipoprotéines de basse densité
(LDL), méthode de la catalase (CAT), méthode de la superoxyde dismutase (SOD), dosage
de la peroxydation lipidique (LPO) et dosage de l'activité gamma-glutamy| transpeptidase

(GGT). Les méthodes in vivo sont généralement réalisées par I'administration d'échantillons
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contenant des antioxydants naturels a des animaux de laboratoire tels que les rats et les lapins,
a une dose définie et aprées un certain temps, les animaux sont généralement sacrifiés et les
tissus, le sang et le sérum sanguin sont utilisés pour 1’évaluation de 1’activité antioxydante

selon le protocole de la méthode utilisée (129).
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Introduction

Les infections fongiques sont un probléme de santé mondial qui touche des millions
de patients par an. Parmi ceux-ci, environ 1,5 million sont des infections fongiques
disséminées ou invasives, nécessitant un traitement avancé et une hospitalisation
.Malheureusement, ce nombre éleve d'infections est associé a des taux de mortalité élevés,
certaines infections fongiques présentant des taux de mortalité proches de 90 a 95 %. Environ
90% de ces décés sont causés par des espéces appartenant aux genres de champignons
Candida, Aspergillus, Cryptococcus, Pneumocystis, Mucor et Rhizopus. On estime que la
candidose invasive a un taux de mortalité de 30-40%, la cryptococcose disséminée a un taux

de mortalité de 20-30% et l'aspergillose invasive a un pourcentage comparable (132, 133).

Les maladies fongiques different de la plupart des maladies bactériennes en ce qu'elles
ont tendance a étre chroniques et a tuer I'hote lentement. Les maladies fongiques sont
également plus résistantes au traitement, de sorte que la plupart des mycoses invasives
nécessitent des traitements qui durent des mois ou plus. Contrairement aux maladies
bactériennes et virales, les infections fongiques humaines invasives sont rarement

transmissibles (134).

En général, les infections fongiques invasives (IFI) sont des infections d'hotes
immunodéprimés. La définition standard de I'n6te immunodéprimé sélargit a partir de
I'ensemble traditionnel des patients atteints du SIDA, des patients atteints de cancer qui
subissent une chimiothérapie immunosuppressive ou les patients transplantés dont le systeme
immunitaire est inhibé pour éviter le rejet de l'organe (135). Les IFI peuvent également étre
observées pendant le traitement avec de nouveaux agents biologiquement actifs, tels que les
inhibiteurs du TNF-o, utilisés pour traiter les maladies auto-immunes ou inflammatoires.
inflammatoires. Ces inhibiteurs atténuent I'inflammation et aident a traiter les symptémes de
la maladie, mais ils peuvent également entrainer des infections opportunistes En outre, les IFI
sont également observées chez des patients apparemment en bonne santé immunocompétents,
mais qui présentent des pathologies sous-jacentes asymptomatiques susceptibles d'altérer la

fonction immunitaire et de prédisposer a des infections opportunistes (136).
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1 Les candidoses

Les candidoses représentent les infections fongiques les plus fréguentes en pathologie
humaine. Ces infections se diversifient selon leur localisation et I’organe atteint (137). Parmi
les agents pathogenes fongiques les plus incriminés figurant les levures appartenant au genre
Candida (138) . ces levures dont la majorité des caractéres sont retrouvés chez les Ascomycetes
et la classification s'appuie sur des caractéres phénotypiques : Regne : des champignons (fungi)
Phylum : des Ascomycétes Classe : des Saccharomycetes Ordre : des saccharomycétales. Le
genre candida regroupe prés de 150 espéces. Cependant, 1’espéce Candida albicans (C.
albicans) reste la plus fréquemment identifiée (139).

2 Candida albicans

2.1 Caractére généraux

Candida albicans est une levure non capsulée, non pigmentée, et aérobie. Cette levure
diploide, dont Le matériel génétique se repartit en huit chromosomes (140), se reproduit de
fagon asexuée par bourgeonnements multilatéraux d’une cellule mére (le blastospore) (141),
formant ainsi des colonies blanches crémeuses.

Au niveau morphologique, cette levure peut mesurer de 3 a 15 um, et est caractérisée
par un polymorphisme que 1’on peut retrouver in vitro et in vivo et qui lui permet de se
soustraire aux défenses liées a I’immunité cellulaire. En effet, certains paramétres tels que le
pH, la température ou encore la richesse du milieu de culture influencent I’aspect

morphologique que peut prendre Candida albicans (142).
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Figure 15 : Aspect macrosopique des colonies de Candida sp (143).

Ainsi, trois aspects morphologiques peuvent étre rencontrés :

- la forme blastospore, avec parfois un bourgeon de formation.

- la forme pseudomycélium, composée d’un assemblage de cellules mises bout a bout
pour simuler un filament mycélien (144, 145).

- la forme mycélium vrai, champignon filamenteux, spécifique de I’espéce Candida
albicans, ou la conversion d’une levure en filament mycélien passe par I’intermédiaire d’une
structure appelée le tube germinatif. Cette forme favorise 1’invasion des tissus et des organes
de I’hdte (146).Sous certaines conditions environnementales extrémes en terme de milieu et
de température, Candida albicans peut aussi former des chlamydospores par épaississement
du thalle. Cette structure terminale ou latérale arrondir présente la forme de résistance de
Candida albicans et participent a I’identification du champignon mais Elles est rarement

mises en évidence in vivo (147).
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Figure 16 : les trois aspects morphologiques de C.albicans (143).

2.2 Distribution et habitats naturelle

Candida albicans est considéré chez ’'Homme et les animaux a sang chaud comme un
commensal des muqueuses, faisant partie intégrante de la flore microbienne et qui se présente
principalement dans: le tube digestif, la sphére oropharyngée et dans le tractus génito-
urinaire chez 50 a 70 % des sujets sains. Elle est également un pathogene opportuniste, c’est-
a-dire que I’équilibre dynamique entre I’organisme commensal et son hote peut étre rompu et
permet la transition de commensalisme a 1’état de pathogeéne et puis le basculement vers
I’infection (148) .

Au niveau des tissus infectés, Candida albicans est retrouvé simultanément sous les
formes de blastospores et de mycéliums. Alors que la forme blastospore reste non-invasive, la
forme mycélienne est capable de pénétrer les muqueuses. La contamination est
essentiellement inter humaine, soit par transmission fécale, soit par contact direct (salive,

sécretions, mains) (148).

2.3 Pathogénicité et facteurs de virulence

Afin de passer d’un comportement commensal & un comportement pathogéne, C. albicans
a l’inverse des pathogénes hyperspécialisés qui expriment un facteur majeur et unique de
virulence, elle exprime de nombreux facteurs qui contribue a sa virulence, dont les principaux
sont: ’adhérence aux surfaces inertes et aux surfaces biologiques de 1’héte grace au

adhésines de surface , le Dimorphisme , Variabilité phénotypique ou « switching »,
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I’irnmunomodulation des défenses de I’hote et la sécrétion d’enzymes hydrolytiques :
Protéases aspartiques (ou Saps), Phospholipase et lipase. Ces facteurs ne semblent pas
pouvoir supplanter les défenses de I’hote normal, mais permettent plutét au champignon de
coloniser les muqueuses. Par contre chez les patients immunosupprimés, 1’équilibre
dynamique entre les mécanismes de défense de 1’hote et le champignon tourne a la faveur de

ce dernier, grace a la présence de ces mémes facteurs (149).

2.4 Facteurs favorisant les candidoses

L’initiation et 1’évolution de I’infection sont favorisés par de nombreux facteurs
locaux et/ ou généraux altérant I’intégrit¢ des barrieres mécaniques (les muqueuses) ou
immunologiques telles que L'humidité et la macération (ex: grands plis des obéses), les
microtraumatismes, micro plaies et irritations locales (ex: appareils dentaires), I'hyperacidité
(vaginale, buccale), les contacts répétés avec les sucres sont les principaux déséquilibres cutanés
et muqueux qui facilitent la prolifération locale des Candida. Les cancers et les hémopathies, la
maladie de Hodgkin, la tuberculose, les polytraumatismes, les endocrinopathies (en particulier le
diabéte). Aussi, I’administration d’antibiotiques a large spectre, I’intensification du traitement
des patients cancéreux, I’absorption d’immunosuppresseurs et utilisés lors de chimiothérapies
ou de transplantation d’organes, la nutrition parentérale totale, la chirurgie digestive, etc
(150).

2.5 Aspect clinique

Au niveau clinique, les candidoses peuvent étre classées en deux groupes :
- les candidoses superficielles

- les candidoses profondes.

2.6  Les infections superficielles

Les infections superficielles causées par C. albicans correspondent a des lésions
limitées au niveau de la surface de la peau (comme les intertrigos), des ongles (onyxis) ou de

la muqueuse buccale (muguet et langues noires) et vaginale. Ces infections s’accompagnent
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de réactions inflammatoires locales et parfois d’ulcération. La morbidité associée aux
candidoses superficielles est trés faible mise a part chez les sidéens. Ces infections
deviendront dans 20% des cas tenaces et récidivantes, particulierement dans le cas de
candidoses vaginales, qui touchent 70 % de la population féminine. De méme les nouveau-
nés sont fréquemment atteints de muguet suite a I’acquisition de C. albicans durant

I’accouchement(151).

Figure 17 : des exemples sur I’infection superficielle (intertrigo et onyxis)(151).

2.7 Les infections profondes

Les infections disséminées ou profondes correspondent a I’infection d’un organe
avec une invasion tissulaire extensive. On parle généralement de ce type de candidose
lorsqu'il se produit un passage des Candida au travers de la barriére cutanéo-muqueuse. Ceci
se traduit par une candidémie ou une septicémie qui conduit a la dissémination, par voie
hématogéne, des levures a travers l'organisme jusqu'a atteindre des organes nobles. La
symptomatologie clinique n’est pas spécifique : une fiévre isolée, avec frissons prolongée
malgré une antibiothérapie a large spectre (152).

Ces infections sont plus rares que celle superficielles mais beaucoup plus graves,
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provoquant la mort du patient dans 26 a 46 % des cas.

Ces infections se déclarent majoritairement en milieu hospitalier, chez des
individus fragilisés atteints de lourdes pathologies (les cancéreux, les greffés et les
patients en réanimation) et sont difficiles a diagnostiquer car les signes de dissémination
ne surviennent habituellement que tardivement en cours d’évolution.

La colonisation par C. albicans peut s’établir sur tous les segments du tube
digestif : cavité buccale, cesophage, estomac, intestin gréle, colon, anus.

Chez les sujets hospitalisés, la colonisation du pathogéne est souvent une
premicre étape vers I'infection. Elle est suivie de la pénétration des tissus par C. albicans
; une dissémination hématogene secondaire peut alors survenir a I’occasion d’une baisse,
méme transitoire, de I’immunité. Le pathogéne envahit ensuite les organes dont les
principaux visceres cibles sont les reins (pyélonéphrites), les yeux (chorio-rétinite) et le
cceur (endocardite) (151).

Adhésion =

colonisation

neutropénie bralure
prématurité iléus...

7N

Exogéne Endogéne

Dissémination

m (Egigmann, Lancet Infect Dis 2003)

Figure 18 : les différentes étapes mennant a I’infetion par candida albicans (151).

2.8 Les candidoses orales

La cavité buccale est un carrefour important d’échanges directs et d’interaction

permanente avec de multiples éléments. Principalement, I’interaction de I’air, la nourriture et
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les boissons avec la muqueuse buccale, la salive, les dents, les matériaux de restauration

dentaire, font de la bouche un milieu favorable au développement des microorganismes.

La présence des microorganismes notamment les champignons dans la cavité buccale
peut étre bénéfiques, pour I'établissement et le maintien d'une écologie bucco-dentaire saine.
Cependant, ces mémes champignons peuvent causer des maladies lorsque des facteurs locaux
ou systémiques prédisposent I'individu a une infection. L'un des champignons les plus étudiés

et les plus communs dans la cavité buccale est C. albicans (153).

La candidose orale est une mycose de la muqueuse buccale due aux Candida albicans.
Elle est tres fréquente et apparait notamment en cas de déficit du systéme immunitaire (154).

Lors de son enquéte sur 1’épidémiologie des candidoses buccales en 1988, Odds a
constaté que leur incidence moyenne est de 42,9%. L’incidence de candidose buccale varie
selon le type de population : 45% chez les nouveau nés, 45 a 65 % chez les enfants en bonne
santé, 30 % a 40% chez les adultes en bonne santé, 50 a 65 % chez les porteurs de prothéses
amovibles, 65 a 88% chez les résidents d’institutions de soins de courte ou de longue durée,
78% chez les personnes agées hospitalisées, 90% chez les leucémique en cours de

radiothérapie et jusqu’a 90% des personnes affectées par le VIH (155).

Les manifestations buccales de la candidose orale varient selon la sévérité, la
localisation et le type d'infection (chronique ou aigué). La présentation aigué, plus diffuse,
s'accompagne de symptomes de douleur de sensation de brdlure. L'infection chronique,

habituellement moins symptomatique, peut étre diffuse ou localisée.

2.8.1 Types des candidoses orales

Cliniqguement, les candidoses orales peuvent étre classées en candidoses blanches
caractérisé par des lésions blanches ou en candidoses érythémateuses caractérisé par des
Iésions rouges qui incluent la candidose atrophique aigué, la candidose atrophique chronique,
la glossite rhomboide médiane, la chéilite angulaire et I'érythéme gingival linéaire.

D’autre part, il existe d’autres formes de candidoses buccales qui ne correspondent

pas a ces catégories cliniques et qui sont moins fréquents ; nous trouvons les candidoses
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mucocutanees chroniques (CMC), les chéilocandidoses et les candidoses multifocales
chroniques (154).

Ces différentes présentations de candidoses orales pourraient refléter les différentes
formes d'interaction entre la C. albicans et la surface épithéliale. Les quatre formes blanches
primaires les plus distinctes sont représentées dans le tableau ci-dessous.

Tableau 11 : les formes de C. albicans les plus distinctes (156).

Type de candidose Caracterisation et manifestation clinique

Classiquement connue sous le nom de “muguet”, qui représente
plus du tiers des cas de candidoses et qui est souvent rencontrée
chez les enfants (151).Elle se manifeste typiquement sous forme
de plaques blanches molles crémeuses ou de taches sur les tissus
Pseudomembraneuse | oraux. Lorsqu’elle est raclée ; s'enlévent facilement pour faire

(muguet) apparaitre une muqueuse enflammée et rouge mais non ulcérée
(157).

Cette forme est rare, se presente sous forme maculaire ou sous
hyperplasique forme de lésions en plaques blanchatres bien attachées a la

chronique muqueuse buccale juste a l'intérieur de la commissure labiale
(158). Elle peut aussi se présenter sur la langue, les joues, le

palais et les lévres. (159).

Dans la phase aigué, les taches peuvent apparaitre partout sur la
muqueuse buccale et la partie dorsale de la langue, et peuvent
érythémateuse aigue | provoquer une papille linguale. La cause principale est liée a

I'utilisation d'antibiotiques a large spectre. (159).

érythémateuse Cette phase se manifeste par un érythéme, surtout chez les
chronique porteurs de protheses dentaires mal ajustées ou mal nettoyées.

(stomatite dentaire) | Les lésions sont érythémateuses et/ou oedémateuses. (158).
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Figure 19 : Candidose pseudomembraneuse aigué (153).

2.8.2 Diagnostic des candidoses orales

Le diagnostic des candidoses orales doit se faire avec un examen approfondi, basé sur
I'observation des signes et des symptomes cliniques en tenant compte de I'historique médical du
patient. Pour confirmer le diagnostic, il est recommandé de faire un (ou plusieurs) test de
laboratoire a partir d'échantillonnage de la muqueuse buccale pour confirmer la présence de
Candida et identifier le type de la levure en cause. Les échantillons peuvent étre obtenus des
sujets par un frottis, le rincage oral concentré, collecte de la salive entiere, une culture
d’empreinte (utilisant de I'Agar de dextrose Sabouraud) ou une biopsie orale. Le choix entre ces
techniques d'échantillonnage dépend principalement de la nature de la lésion a étudier. Le
diagnostic peut étre confirmé par une coloration de Gram (positive), au bleu de méthyléne, 10%
d'hydroxyde de potassium (KOH) (158).

Pour vérifier la présence d’une infection fongique, une culture sur un milieu spécifique est
recommandée. Parmi les milieux de culture, nous trouvons le dextrose de Sabouraud, qui peut
étre combiné avec un second milieu différentiel comme I’Agar de Pagano-Levin ou I’Agar
chromogene commerciale. Une culture dans le milieu dextrose de Sabouraud (incubée a 37°C
pendant 24h ou 48h) peut montrer des colonies convexes et crémeuses caractéristiques de
Candida, mais sans la précision de I’espece. La différenciation spécifique nécessite des
techniques immuno histochimiques. L’identification de la souche est surtout importante chez les
personnes atteintes de déficit immunitaire ou dans le cas de souches résistantes pour déterminer
un traitement efficace (160).
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2.9 Traitements des candidoses

Les antifongiques (ATF) sont des substances chimiques produites par des micro-
organismes (ATF naturels) ou par synthése chimique de molécules dérivantes de composes
naturels. Ces médicaments sont utilisés pour lutter contre les mycoses qui sont des infections
microscopiques. En effet, leur mécanisme est basé sur la connaissance de la composition de
la paroi cellulaire et la membrane cytoplasmique des germes fongiques. Ces deux éléments
cellulaires jouent un réle important dans la perméabilité aux antifongiques. Candida, comme
son héte humain, est un organisme eucaryote, et de ce fait, le nombre de cibles thérapeutiques
potentielles est limité. Une bonne molécule therapeutique est caractérisée par un large spectre
d’action dans le régne fongique, une action fongicide plutdt que fongistatique et peu ou pas

d’effets sur les cellules de 1’hote (160).

la plupart des antifongiques actuels ont une action aux doses thérapeutiques usuelles
et fongistatique; phénomeéne qui implique des traitements de longue durée (161). Malgré ces
difficultés, il existe plusieurs classes d“antifongiques ; leurs mécanismes d’action sont varié€s

et se résument comme suit :

e altération de la structure de la paroi fongique (Candines)

e troubles de la perméabilité membranaire (Amphotéricine B)

e inhibition des synthéses protéiques (Azole)

e inhibition de la synthése des acides nucléiques (ADN, ARN) (5-flourocytosine) (162).

Ces mécanismes sont résumés a la figure 5 ci-dessous :
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Figure 20 : Mécanisme d’action des antifongiques (163).

3 Traitements de candidoses orales

> Le violet de gentiane

Le violet de gentiane est le plus ancien agent non absorbable. L’expérience clinique a
démontré son efficacité modérée contre la candidose oropharyngée, mais ce produit peut

provoquer une irritation et une ulcération en cas d’usage prolongé (164).
» La suspension de nystatine

La suspension de nystatine sert au traitement du muguet depuis les années 1950
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La nystatine guérit 53 % des nouveau-nés d’une semaine et 80 % de ceux de deux semaines.
La dose est trés bien tolérée, et c’est pourquoi la suspension de nystatine constitue ’agent le

plus prescrit pour traiter le muguet chez les nouveau-nés en santé (165)
» Le miconazole

Le miconazole est un imidazole de premiére génération plus actif in vitro que la nystatine.
des essais contrOlés ont établi son efficacité supérieure a celle de la suspension de
nystatine(166)

> Le clotrimazole

Le clotrimazole est un autre imidazole de premiére génération dont 1’activité in vitro est

semblable a celle du miconazole (165).
» Le fluconazole

Le fluconazole est un agent oral et absorbable. Bien que ce médicament soit hautement
efficace dans le traitement de la candidose oropharyngée, il n’est pas recommandé de faire
appel a un agent absorbable dont les effets secondaires risquent d’étre néfastes pour traiter la

candidose oropharyngée chez les nouveau-nés immunocompeétents(167).
» La suspension d’amphotéricine B

La suspension d’amphotéricine B constitue le traitement standard de la candidose

oropharyngée chez les nouveau-nés (167).

3.1 Place des produits naturels dans le traitement des candidoses

Les plantes médicinales constituent ainsi une source inépuisable de substances
naturelles qui peuvent étre utilisées dans la formulation de nouveaux agents antifongiques
(168). Les plantes médicinales synthétisent, de maniére constitutive ou induite, une multitude
de molécules antimicrobiennes de variabilité chimique exceptionnelle. Les plantes, qui ont
déja fourni a la médecine des molécules thérapeutiques majeures, comme [’aspirine, la
morphine, la quinine ou le taxol, offrent un véritable potentiel pour la recherche de molécules

a activité antimicrobienne et/ou inhibiteurs des mécanismes de résistances (169)
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De nombreux composés d’origine végétale ont déja démontré des propriétés
antimicrobiennes ; ces composés agissent suivant plusieurs mécanismes : formation de
complexes avec des macromolécules telles que les protéines et les polysaccharides, inhibant
ainsi leurs fonctions (polyphénols) ; rupture de membranes microbiennes (flavonoides
lipophiles, terpénoides) et inhibition de I’adhésion de protéines microbiennes aux récepteurs
polysaccharidiques de 1’hote (polypeptides). Les plantes medicinales fournissent également
des composés qui n’ont pas nécessairement un effet direct sur les microorganismes, mais qui
augmentent ou restaurent I’activité des agents thérapeutiques en inhibant les mécanismes de
résistance. Ces composes appartiennent a diverses classes phytochimiques et agissent comme
inhibiteurs des pompes a efflux (flavonoides, terpénoides, alcaloides), inhibiteurs des PBP 2a
(quinones, terpénoides) (170).
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Objectif

Ce travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation de notre patrimoine naturelle et de la
recherche de nouvelles substances naturelles a activité antifongiques peuvent étre utilisés
comme principe actif dans des formulations pharmaceutiques contre les candidoses buccales.
Le but est d’apporter des éléments pour la validation de certaines propriétés des plantes
¢tudiées, I’identification de leur principes actifs et la mise au point des méthodes de dosage et

d’évaluation des activités biologiques.
Ce travail de recherche présenté dans ce mémoire a été réalisé au niveau :

e Laboratoire de substances naturelles et bioactives (LASNABIO) — Faculté des sciences de
la nature et de la vie — Université de Tlemcen.

e Laboratoire de Microbiologie — Faculté de Medecine — Université de Tlemcen.

e Laboratoire de pharmacie galénique, Département de pharmacie- Faculté de médecine-
Université de Tlemcen.

e Centre de Recherche Scientifique et Technique en Analyses Physico — Chimiques
BOUSMAIL.

1 Matériel Végétal

La sélection du matériel végétal est la premiere étape dans une étude phytochimique.
Du soin avec lequel elle sera réalisée dépend en grande partie le succés du travail entrepris
par la suite. Les plantes sélectionnées pour cette étude ont été choisies suite a une enquéte
ethnobotanique préliminaire réalisée en collaboration avec des herboristes et de spécialistes
en médecine traditionnelle. Les plantes ont été choisies en fonction de leurs utilisations par
les populations locales de la wilaya de Tlemcen, Alger, Tipaza et Blida dans la prévention et

les traitements des candidoses buccales.

Les zones d’enquéte ont été choisies par rapport a une biodiversité trés dense et une
medecine traditionnelle tres développée. Un autre critere de choix a été la facilité d’approche
et d’échange avec les tradithérapeutes, les herboristes et les phytothérapeutes qui sont

généralement de la méme ethnie que I’enquéteur.
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Les informations de terrain recueillis sont résumées dans le tableau. Un screening
primaire de I’activité antifongique nous a permis de choisir deux plantes : la partie aérienne
de la goyave (Psidium guajava) et les écorces de noyer (Juglans regia). Les monographies

des plantes sélectionnées sont présentées dans I’annexe 1.

Tableau 111 : les espéces récoltées lors de screening primaire.
# espéce Appellation locale
1 Psidium guajava Goyave
2 Juglans regia swak
3 Ajuga iva chandgoura
4 Rubia tinctorium el foua
5 Echinops spinosus tassakra

Le matériel végétal sélectionné a été récolté le mois de novembre 2021.Les lieux de
récolte des deux plantes sont présentés dans le tableau et la Figure 9. L’identification
botanique des especes a été identifiée et confirmée par DOCTEUR METAI Mhamed au
laboratoire d’Ecologie et de la biodiversité végétale a I’Université SAAD DAHLEB DE
BLIDA.

Tableau IV : les données recueillis sur les espéces choisies.

# | espece Appellation | Famille Lieu de | Altitude Organes
locale Récolte étudiés
1 | Psidium Goyave myrtacées Commune | 36°66°40674 | Feuilles
guajava z48 5 de fouka | N
tipaza
2 | Jglance s | juglandacées | Nedroma | 35°04°35629 | Ecorce
regia tlemcen N
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Figure 21 : Situation géographique des stations de collecte

1.1 Preéparation du matériel végétal

Le matériel végétal n’est généralement pas utilis¢ immédiatement apres la cueillette, il
est nécessaire de connaitre les meilleures méthodes pour en conserver ses principes actifs et
par conséquent ses propriétés thérapeutiques. La conservation des plantes médicinales impose
trois étapes : la dessiccation, le conditionnement et le stockage. Aprés chaque récolte, le
matériel végétal est nettoyé (débarrassé des débris) puis étalé sur du carton étendu par terre
ensuite laissé sécher a I’ombre, a I’abri de la poussiére et dans des endroits bien aérés, a I’abri
de I’humidité et a température ambiante. Le matériel végétal est disposé par fines couches et

remué de temps a autre. Le temps de séchage était d’une semaine jusqu’a dix jours.

Le matériel végétal utilisé dans les extractions par solvant a été broyée .Les poudres
obtenues ont été tamisees et conservées a I’abri de la lumiére dans un flacon en verre bien

fermé dans un endroit sec, en vue de son utilisation ultérieure.
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1.2 Préparation des extraits

Le chemin qui mene de la plante & ses constituants purs est tres long et parmi les
¢tapes de ce chemin I’étape d’extraction qui a pour but la désorption des molécules d’intérét
des sites actifs de la matrice végétale. Elle est primordiale puisqu’elle déterminera la nature et
la quantité des molécules extraites et par conséquent le succes des étapes suivantes (171).
Elle dépend de la méthode utilisée et du solvant approprié qui préservent les propriétés
biologiques des métabolites secondaires isolés.

Dans ce travail nous avons utilisé deux méthodes d’extraction solide-liquide a savoir
la macération et ’extraction par soxhlet. L’éthanol est utilisé comme solvant d’extraction. Le
volume de solvant doit étre suffisant pour que la matrice reste immergee pendant la totalité de
I’extraction. Les ratios optimums solides : liquides, les plus souvent trouvés dans la
littérature, sont généralement situes entre 1/10 et 1/50. On a choisi le ratio 1/15 (g/ml) dans la

présente étude.

1.2.1 Extraction par macération

La macération est une méthode traditionnelle et couramment employée. Elle consiste
en la mise en contact du matériel végetal avec le solvant sans ou avec agitation. Dans le
présent travail, environ 10 g de matériel végétal seche est mise en contact avec 150ml
d'éthanol et placés dans un agitateur mécanique (figure 23) a une température (37°C) a un
taux d'agitation constant de 100 RPM pendant 72h. Apres cela, I'extrait a été filtré a l'aide du
papier filtre Whatman n°® 1 et concentré sous vide sur un évaporateur rotatif a 40 °C. Les
extraits bruts ont été pesés afin de calculer le rendement, puis stockés a 4 °C au réfrigérateur

pour une utilisation ultérieure.
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Figure 23 : Evaporateur rotatif

-Calcul du rendement
Le rendement d’une extraction se calcule par le rapport entre la masse de I’extrait
obtenu et la masse de la matiere premiére végétale traitée. Ce rendement est exprimé en
pourcentage et calculé par la formule suivante :
R% = ([Me] / [Ms]) x 100
Ms : masse de la matiere végeétale séchée en (g).
Me : masse de I'extrait obtenu aprés évaporation en (g).
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1.2.2 Extraction par soxhlet

L’extracteur soxhlet est un appareil permettant d’effectuer une extraction solide-
liquide. 1l est composé d'un corps en verre, dans lequel est placée une cartouche en papier-
filtre épais (une matiére pénétrable pour le solvant), d'un tube siphon et d'un tube de
distillation. Dans le montage, I'extracteur est placé sur un ballon contenant le solvant
d'extraction. Le ballon est chauffé afin de pouvoir faire bouillir son contenu. La cartouche
contenant le solide a extraire est insérée dans I'extracteur, au-dessus duquel est placé un
réfrigérant servant a liquéfier les vapeurs du solvant, Le ballon étant chauffé, le liquide est
amené a 1’ébullition, les vapeurs du solvant passent par le tube de distillation et rentrent dans
le réfrigérant pour étre liquéfiées. Ensuite, le condensat retombe dans le corps de l'extracteur
sur la cartouche, faisant ainsi macérer le solide dans le solvant. Le solvant condensé
s'accumule dans l'extracteur jusqu'au niveau du sommet du tube siphon, suivi par le retour
dans le ballon du liquide de I’extracteur accompagné de substances extraites. Ainsi le solvant
dans le ballon s'enrichit progressivement en composants solubles. L’extraction continue

jusqu’ a I’épuisement de la matiére solide chargée dans la cartouche(71).

10 g d’échantillon séché et finement broyé des deux plantes est placée dans une
cartouche poreuse a I’intérieur du siphon, et cela, en présence de 150 mL de solvant (éthanol)
pendant environ 4 heures .Le mélange est filtré et I’extrait obtenu est concentré a
I’évaporateur rotatif, pesé puis conservé dans des flacons stériles jusqu'a utilisation ultérieure.

Le rendement de chaque extraction est calculé en utilisant la méme formule précédente.
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Figure 24 : Extraction par I’appareil soxhlet

1.2.3  L’hydrodistillation

C’est une technique largement utilisée pour I’extraction des huiles essentielles.
L’avantage de cette technique réside en la diminution de la température de distillation. Les
composés volatils sont donc entrainés a des températures beaucoup plus basses que leur

température d’ébullition, ce qui évite leur décomposition.

Dans cette étude les hydrodistillations ont été assurées grace a un appareil de type
Clevenger, on introduit 500gde la matiére végétale seche (la partie aérienne des deux plantes)
dans un ballon de 6L contenant 4L d’eau de robinet puis on chauffe I’ensemble pendant une
durée de 4h. Ce ballon est relié¢ a un réfrigérant qui sert a condenser la vapeur d’eau contenant
I’huile essentielle extraite. L’extraction débute lorsque les premiéres gouttes tombent dans le
collecteur et se poursuit pendant 4 h. Aprés condensation, ’huile essentielle se sépare de
I’hydrolat. La récupération de cette huile essenticlle est effectuée du haut de I’essencier, a
I’aide d’une pipette pasteur. Afin d'éliminer le peu d'eau susceptible d’étre retenue dans la
phase organique, on fait agir un déshydratant (sulfate de magnésium anhydre). L’huile
essentielle ainsi obtenue est mise dans des piluliers en verre ambré et conservée a une
température de 4 °C. Le rendement en huile essentielle a été déterminé par rapport a la
matiere vegétale seche.5°C.
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-2-

Figure 25 : Appareil de hydro distillation

71



2éme partie Matériel et méthodes

Le rendement en huile essentielle a été calculé en utilisant la relation suivante :

M HE
M MV

RHE = x 100

R HE: Rendement en huile essentielle (%)
M HE : Masse de I’huile essentielle extraite en (g)

M MV : Masse de matiere végétale séchée en (g)

2 Analyse de la composition chimique d’huile essentielle par CPG et CPG/SM

Les analyses par chromatographie en phase gazeuse ont été réalisé dans le centre de
Recherche Scientifique et Technique en Analyses Physico — Chimiques : Bousmail a 1’aide
d’un chromatographe Hewlett Packard Agilent 6890 plus, équipé Spectrométre de masse :
Hewlett Packard Agilent 5973, et d’une colonne capillaire Type : HP-5MS , Dimensions (30
mx0,25 mmx0,25 um) avec une phase stationnaire :5% Phenyl 95% dimethylpolysiloxane.

Les conditions suivantes ont été appliquees :

e Température du four : 60°C pendant 8min, 2°C/min jusqu’a 250°C., isotherme
pendant 10 min.

e Durée d’analyse : 113 min

e Les échantillons ont été injectés en mode split (1:50) en utilisant de I'nélium comme

gaz vecteur pureté : N6.0 ; Débit GV : 0.5 ml/min

Les molécules sont bombardées dans une source d’ionisation de 230 °C par un
faisceau électronique de 70 eV, la détection se fait par un analyseur quadripolaire constitué

d’un assemblage de quatre électrodes paralléles de section cylindrique.

. Le volume injecté des échantillons est de 0,2 pL

o Mode d’analyse : Scan TIC (de 30a 550)

o Délai du solvant : 3.5min
. Température de ’interface :280 °c
o Type d’ionisation : Impact électronique
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Figure 26 : Chromatographe CPG/SM.

3 Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux des différents extraits éthanoliques a été déterminée
avec le réactif colorimétrique de Folin-Ciocalteu selon la méthode décrite par (172). Le
principe de cette méthode est basé sur 'oxydation en milieu alcalin des composés
phénoliques par le réactif « Folin-Ciocalteu », qui est un mélange de complexes d’acide
phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo12040) de couleur
jaune. Cette oxydation entraine la formation d’un nouveau complexe molybdéne—tungsténe
de couleur bleu. L’intensité de la couleur bleue produite est proportionnelle a la teneur en

phénols totaux et possede une absorption maximum aux environs de 750 - 765 nm.

Le dosage consiste a mélanger un volume de 0.5 ml des solutions éthanolique des
extraits avec 2.5ml du réactif de Folin- Ciocalteu dilué 10 fois par I’eau distillée et 2.5 ml
d’une solution aqueuse de carbonate de sodium (NaHCO3) a 7.5 % fraichement préparée. Les
tubes sont agités et incubés a 45°C pendant 45 min. L'absorbance a été mesurée a la
longueur d’onde A = 765 nm. Les concentrations des polyphénols des échantillons sont
déterminées a partir d’une gamme d’étalonnage établie avec un polyphénol témoin : 1’acide
gallique. La courbe d’étalonnage est effectuée a différentes concentrations et réalisée dans
les mémes conditions que les échantillons. Les résultats sont exprimés en milligramme

d’équivalent d’acide gallique par un gramme de I’extrait (mg EAG/g d’extrait).
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4  Activité antioxydante

4.1 Piégeage du radical 2,2-Diphényl-1-Picryl-Hydrazyl (DPPHe)

Le DPPH est un radical stable a température ambiante et de couleur violet
caracteristique. 1l est un des premiers radicaux a avoir été utilisé pour étudier la relation
structure/activité antioxydante des composés phénoliques. Il possede dans sa structure un
électron non apparié sur un atome du pont azote-azote. L’efficacité d’un antioxydant peut étre
mesurée par sa capacité a réduire le radical. Ceci s’observait par le changement de couleur
allant du violet forme oxydée au jaune forme réduite. L’intensit¢é de la couleur est
proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des protons.
(173, 174)

NS 5

Diphenylpicrylhydrazyl (radical libre) Diphenylpicrylhydrazine (forme réduite)

Figure 27 : Forme libre et réduite du DPPH (174).

Pour la mesure de cette activité nos avons utilisé la méthode décrite par Brand-
Williams et al (175) 1 ml d’une solution de DPPH dans 1’éthanol (0.006%) est mélangé avec
un volume égal des solutions éthanolique des extraits et d’huile essenticlle a différentes
concentrations. Le mélange est incubé dans l'obscurité a température ambiante pendant 30
min. L’absorbance est lue a 517 nm a l’aide d’un spectrophotométre (U.V/VIS
Spectrophotométre, Optizen POP). Le controle négatif est composé d” ImL de la solution
¢thanolique du DDPH et d’1MI d’éthanol tandis que le contréle positif est représenté par une
solution d’acide ascorbique et le BHT dont I’absorbance est mesurée dans les mémes
conditions que I’échantillon testé. La diminution de l'absorbance de la solution DPPHe

indique une augmentation de l'activité de piégeage des radicaux DPPHe.

Aprés 30 minutes, les valeurs d'absorbance ont été mesurées a 517 nm et les résultats

sont exprimées en pourcentage d’inhibition (1%) donne par la formule suivante :
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AC—AE
=2 2 X
P1% AC 100
Avec : P1% : pourcentage d’inhibition

AC : absorbance du contr6le négatif

AE : absorbance de ’échantillon testé

L’¢étude de la variation de I’activité anti radicalaire en fonction de la concentration des
extraits permet de déterminer la concentration qui correspond a 50% d’inhibition (Clsp) : La
concentration inhibitrice de 50 appelée aussi EC50 ou Efficient Concentration 50. Les CI50
sont calculées graphiquement par les régressions linéaires des graphes tracés (pourcentages

d’inhibition en fonction des différentes concentrations testées).

4.2 Le pouvoir réducteur de I’ion ferrique (FRAP)

Cette méthode est basée sur I’aptitude des extraits a réduire le fer ferrique (Fe*®) en fer
ferreux (Fe*?). Le mécanisme est connu comme étant un indicateur de I’activité donatrice

d’¢électron, caractéristique de 1’action antioxydante des polyphénols (176).

Cette méthode consiste a mélanger un millilitre extraits a différentes concentrations
avec 2,5 ml d’une solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 2,5 ml d’une solution de
ferricyanure de potassium K3Fe(CN) 6 a 1%. L’ensemble est incubé au bain marie & 50°C
pendant 20 minutes ensuite 2,5 ml d’acide trichloroacétique a 10% sont ajoutés pour stopper
la réaction. Les tubes sont centrifugés a 3000 rpm pendant 10 minutes puis 2,5 ml du
surnageant sont mélangés a 2,5 ml d’eau distillée et 0,5 ml d’une solution de chlorure

ferrique fraichement préparé a 0,1%.

La lecture de ’absorbance du milieu réactionnel se fait a 700 nm contre un blanc. Le
controle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard qui est I’acide
ascorbique dont I’absorbance est mesuré dans les mémes conditions que les échantillons. Une
augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des

extraits testés (177).
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5 Evaluation in vitro des activités Biologique

5.1 Activité antifongique :

Les souches utilisées sont 02levures de Candida albicans de référence : Candida
albicans ATCC 10231 ; Candida albicans ATCC 26790.

L’activité antifongique des différents extraits et I’huile a ¢été évaluée par deux

méthodes :

o technique de diffusion sur gélose Sabouraud:;

o technique de détermination de la concentration minimale inhibitrice.

5.2 Technique de diffusion sur gélose

Dans cette méthode, le milieu de culture utilisée est la gélose Sabouraud a un pH de

7.2 a 7.4, ce qui permet de produire des zones d’inhibition visibles.

L’inoculum est préparé par suspension de 5 colonies distinctes d’une culture jeune de
24 h dans 5 ml d’eau physiologique stérile (0.85%). L’inoculum est ajusté au standard 0.5
McFarland par un spectrophotométre a 530 nm soit une densité optique de 0.12 a 0.15 pour
avoir 1x 10° a 5 x 10° cellules/ml. Aprés 15 minutes de la préparation de la suspension de
levures, la surface de la gélose Sabouraud est ensemencée par écouvillonnage 3 fois avec une

rotation de la boite de Pétri de 60° pour assurer une bonne distribution de I’inoculum.

Des disques stériles en papier filtre (6 mm) sont imprégnés par les extraits ou I’huile a
tester (10 ul/ disques) et sont déposés sur la gélose.

L’antifongique de référence utilisé est I’amphotéricine B (0.2 mg/ disque). Apres 15
min de I’application des disques, les boites sont incubées a 35 + 2°C pendant 20 a 24 h

[NCCLS, 2004]. La lecture des résultats se fait par la mesure des zones d’inhibition (mm).

5.3 Détermination de la concentration minimale inhibitrice

C’est une méthode de microdilution sur milieu liquide utilisant des microplaques a

fond rond (96 puits) pour déterminer les CMI des agents antifongiques.

100 pl du bouillon Sabouraud est transféré dans chaque puits, ensuite 100 pl de

I’extrait est déposé dans le premier puits, apres avoir bien mélangé le contenu du puits, 100
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ul est prélevé pour étre ajouté au puits suivant et ainsi de suite jusqu’au 10™ puits. Enfin,
100 pl de I’inoculum (1 a 5 x10% cellules/ml) est déposé dans chaque puits. Les deux derniers
puits représentent des témoins négatifs : le puits n°11 contient le milieu de culture et
I’inoculum et le puits n°12 contient uniquement le bouillon Sabouraud. Les microplaques

sont ensuite, scellées et placées dans 1’étuve a 35 + 2°C pendant 24 h.
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Rendement et Caractéristiques organoleptiques des extraits

1  Extraits bruts
La macération et I’extraction par soxhlet de la partie aérienne de Psidium guajava et

des écorce de tronc de Jugulans regia nous a permet d’obtenir quatre extraits éthanoliques
caractérisés par deux couleurs (marron et vert) et deux aspect différents (poudre et pateux)
dont les caractéristiques organoleptiques et rendements sont mentionnées dans le tableau
n° VI:

Tableau V : L’aspect, la couleur et le rendement des extraits éthanolique des feuilles de Psidium

guajava et des écorce de tronc de Jugulans regia

Extrait Aspect Couleu | Odeur

Poudre Vert Faible odeur

clair

P.guajava maceéreé

Vert Odeur moyenne

* Pateux
ﬁ noiratre

P. guajava soxhlet

| (i.;"s Poudre Marron | Odeur moyenne

noiratre

J. regia macéré

Pateux Marron | Forte odeur

noiratre

J. regia soxhlet
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La détermination de rendement de I’extrait aprés chaque extraction est une étape
importante. Dans le présent travail les rendements d’extraction ont été calculés par rapport au
poids du matériel végétal sec et les résultats ont été exprimés en pourcentage et représentés

dans la figure n28

rendement des extraits

12.00%
10%

10.00%

8.00%

6.00%

rendement

4.20%
4.00%

0,
2.00% 0.90%
0.40% 0.30%

0.00% _ IS ——

Juglans Regia Psidium Guajava

soxhlet HW macération W huil essentielle

Figure 28 : histogramme des Rendements des extraits bruts des échantillons Juglans

rejia et Psidium guajava.

D’aprés ces résultats, nous constatons que le rendement est variable et dépend
considérablement de la méthode utilisée, en utilisant le méme solvant organique. Pour
I’extrait des écorces de « Juglans rejia » on remargue que le rendement le plus élevé est celui
obtenue par soxhlet (4.20%), alors que la macération donne un rendement moyen (0.9%).
Pour I’extrait de la partie aérienne de « Psidium guajava », la méthode soxhlet offre un
meilleur rendement (10%) contrairement a la macération qui donne un rendement faible
(0.4%). Cette différence observée peut étre due a plusieurs facteurs telle que la méthode
utilisée, le choix des solvants, les conditions dans lesquelles I’extraction a été effectuée (a
chaud ou a froid), la méthode d’extraction (macération, extraction par soxhlet) et les

propriétés chimiques des métabolites secondaire a extraire. L'extraction par Soxhlet donne
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généralement des rendements éleves et ceci grace aux cycles d’extraction répétés avec du
solvant chauffé jusqu'a épuisement complet du soluté dans la matiére végétale (Penchev,
2010) mais contrairement a la macération elle présente 1’inconvénient de dégradation de

certains composés chimiques thermolabiles.

En comparant ces résultats avec la littérature, nous avons constaté que nos rendements
d’extraction étaient inférieurs. Ainsi selon Ayaovi Bruno 2017 (178) la macération pendant
72h des feuilles de Psidium guajava avec 1’éthanol a donné un rendement de 21,90 % et
d’aprés Mouraa et all (2012) (179), ’extraction par soxhlet de la méme plante par I’éthanol
5% pendant 3h a donné un rendement de 21% .En ce qui concerne écorces de Juglans regia
la macération méthanolique des écorces provenant de la région du Cachemire (Inde) a donné

un rendement maximale de 12.21% (180).

Cependant, il reste difficile de comparer nos résultats avec ceux de la bibliographie,
car le rendement n’est que relatif et semble étre lié aux propriétés des plantes ainsi qu’a
I’origine géographique, aux conditions environnementales, a la durée du stockage, a la
période de la récolte. En outre selon les études antérieurs dans ce domaine il a été constaté
que le rendement d’extraction varie d’une famille botanique a une autre, entre les plantes de
la méme espéce, d’un stade de développement a un autre et d’une saison a une autre (181,
182). Aussi il est important de souligner que I'utilisation de différentes méthodes et des
solvants de polarités variables dans les processus d’extraction du méme matériel végétal
réduisent les possibilites de comparaison entre les études réalisées sur les mémes especes
(183).

2  Huile essentielle de Psidium guajava

Les critéres d’appréciations d’une huile essentielle sont ses propriétés organoleptiques
telles que le goit, la couleur, et 'odeur. Ces propriétés ne donnent qu’une information tres
limitée sur cette essence. La qualité d’une essence et sa valeur commerciale sont définies par
des normes fixées. Ces normes ont été établies par plusieurs organisations connues a I’échelle
mondiale en précisant les conditions opératoires des analyses. Les caractéristiques
organoleptiques d’huile essentielle distillée de la partie aérienne Psidium guajava sont

mentionnées dans le tableau n° et comparées avec ceux de norme A F N O R. (2000).
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Le rendement en huiles essentielles extraites par hydrodistillation a été calculé a partir

du poids d’huile essentielle par rapport a la masse du matériel vegétal traité et le résultat est

mentionné dans le tableau ci-dessous.

Tableau VI : Caractéres organoleptiques de I’HE de Psidium guajava.

Caractéristique

Normes (Afnor, 2000)

Résultats obtenus

Aspect Liquide mobile et limpide Liquide
Couleur Jaune pale Jaune pale
Odeur Epice .Pénétrante Faible odeur pénétrante
particuliére
Rendement - 0.3%

L’huile essentielle (HE) extraite par la méthode d'hydrodistillation était un liquide de
couleur jaune pale avec une faible odeur particuliere. Le rendement d’extraction était de
0.3%. La comparaison avec les rendements d’extraction de la partie aérienne de la méme
plante provenant de différente région du monde énoncés dans des travaux antérieurs montre
les teneurs en huile essentielle étaient apparemment influencées par la localisation
géographique. La plante collectée des différentes régions de la chine a donné des rendements
de 0.18%, 0.61 et 0.75% (184) tandis que les feuilles cultivées a Taiwan présentaient des
teneurs en huile plus faibles (0,18-0,22%, v/iw) (185, 186). En Népal, Tunisie et en Nigeria
I’extraction de la partie aérienne de Psidium guajava a donné des rendements de 0.5%,
0.66% et 0.75% respectivement (187, 188).

Des recherches antérieures ont révelé que les conditions environnementale des
différentes régions géographiques telles que la température, les précipitations, la composition
du sol et laltitude peuvent influencer de maniere significative le rendement en huile
essentielle (189, 190).

Sangwan et al. (2001) ont rapporté que lorsque les plantes poussent dans des
conditions favorables, elles n'ont pas besoin de développer des mécanismes d'adaptation a
I'environnement, ce qui favorise la production de métabolites primaires. En revanche, un
environnement stressant peut stimuler la régulation de la production de métabolites

secondaires dont les huiles essentielle chez les plantes(191).Le rendement en huile essentielle
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peut également étre fortement affecté par le génotype, la période de récolte, le lieu ,la durée

et la température de séchage (192).

3 Analyse de la composition chimique d’huile essentielle de Psidium guajava par
CPG/SM

L’étude des huiles essentielles (HEs) est toujours d’une brilante actualité¢ malgré son
ancienneté. L’usage des huiles essentielles en médecine ne fut jamais abandonné malgré la
découverte de processus de syntheése organique et la naissance de 1’industrie pharmaceutique.
Elles sont considérées comme un véritable réservoir de molécules de base qui sont

irremplacables(193).

Malgré les progres considérables réalisés ces derniéres années dans le domaine de la
chimie analytique, la caractérisation des huiles essentielles demeure un challenge. En effet,
I’identification des constituants d’une huile essentielle est une opération délicate nécessitant
I’utilisation, 1’adaptation et le perfectionnement des techniques d’analyses ainsi, que la mise

en oeuvre d’une méthodologie d’analyse rigourcuse(194).

L’extraction des huiles essentielles est certainement la phase la plus délicate et la plus
importante. Elle a pour but de capter les produits les plus subtils et les plus fragiles élaborées
par le végétal. De nombreux procédés sont utilisés pour I’extraction de ses substances. Dans
la présente étude I’huile essentielle de la partie aérienne de Psidium gyava est obtenue par
I’hydrodistillation a 1’aide d’un dispositif de type Clevenger. C’est la méthode la plus
recommandée pour extraire les huiles essentielles des produits vegétaux. Elle est trés facile a
mettre en ceuvre. L’extraction des huiles essentielle est toujours suivie d’une méthode

d’analyse dont le but est la détermination de la composition chimique.

La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG/SM)
est la méthode d’analyse utilisée pour la détermination de la composition chimique de notre
huile essentielle. Ces deux méthodes sont devenues incontournable pour les laboratoires de
recherche et controle qui étudient les huiles essentielles. Elles permettent d’associer la
capacité séparative des méthodes chromatographiques pouvoir de caractérisation des
méthodes spectroscopique et spectrométrique Ainsi, le couplage CPG/SM est devenu
incontournable pour les laboratoires de recherche et contrdle qui étudient les huiles
essentielles (195).
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Dans le présent travail I’huile essentielle est analysée par CPG/SM. Le profil
chromatographique est représenté sur la figure (30). L’analyse a permis d’identifier 78

composés représentants 94.2% de la composition totale d’huile essentielle.
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Figure 29 : Chromatogramme CG/SM de I’huile essentielle de Psidium guajava.

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes constitués de plusieurs dizaines,
voire plus d’une centaine de composés et parmi ces nombreux composés, I’'un domine
généralement ; on I’appelle composé majoritaire. En général, une huile essentielle est un

mélange d’hydrocarbures et de composés oxygénés dérivés de ces hydrocarbures (196).

Les résultats obtenus montrent que L’huile essentielle de Psidium guajava est un
mélange complexe. De nombreux constituants sont présents en faible proportion. En outre,
d’autres composés coréluent entre eux. Elle est principalement dominée par la classe des
monoterpenes avec un pourcentage de 71.74% suivi des acides, des alcools et des
sesquiterpénes. Les principaux composés volatils identifiés dans la classe des monoterpenes

sont le Limonéne avec un pourcentage de (50.65%). Le caryophylléne représente 0.74% des
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sesquiterpénes. 1l existe plusieurs rapports sur la composition chimique de I'huile essentielle
de la partie aérienne P. guajava provenant de divers endroits dans le monde entier, et il existe
une grande variation dans la concentration et pourcentage des différents constituants(187).
Une variété de composés est identifiée dans I'huile essentielle (HE), notamment I'a-pinéne, le
B-caryophylléne, le limonéne, le veridiflorol et le nerolidol. Notre huile essentielle est
caractérisée par la prédominance de limonene avec un pourcentage de 50.65% ce qui proche

des résultats trouvés au Nigeria par Ogunwande et al (186).

Par ailleurs, le caryophylléne a était identifié comme étant le composé majoritaire des
huiles essentielles étudiées dans la plus part des travaux antérieurs. Les travaux de (Afaf Weli
et all) a Oman ont montré une prédominance d’iso-caryophylléne (33.53%) suivi du
veridiflorene (13.00%), farnesene (11.65%) et dl-limonene (9.84%). Selon Arian et all le B-
caryophyllene était le composé majoritaire avec un pourcentage de 20.34%. Khadhri et all

ont rapporté aussi de B-caryophylléne (27,7 %), suivie de l'a-pinene (14,7)(188).

Cependant autres travaux sur la composition chimique des huiles essentielles des
feuilles de P guajava collectées au Brazil, ont montré que I’huile essentielle contient
principalement du 1,8 cineole (42.68%) and o-terpineol (38.68%) comme composé
majoritaire. Selon I'étude de Silva et al, I'a-pinene (23,9%) et le 1,8-cinéole (21,4%) se sont

réveélés étre les principaux composés de HE de la partie aérienne de cette plante(197).

Les variations quantitatives trouvées dans la composition chimique entre notre étude
et les différents travaux antérieurs effectués sur cette plante peuvent étre attribuées a la
variabilité génétique et/ou a des conditions géographiques environnementales différentes. Les
différentes procédures utilisées pour I'extraction des composants volatils et les différentes
procédures analytiques peuvent aussi responsables de cette variation. Selon les instituts de
recherches des produits naturels, la composition chimique des huiles essentielles est tres
fluctuante. Nombreux travaux de recherche signalent 'impact des effets macroscopiques et
microscopiques sur la composition chimique de I’huile essentielle. En effet, sa composition
chimique peut varier considérablement en fonction de plusieurs paramétres. Elle dépend d’un
grand nombre de facteurs d’ordre naturel (génétique, localisation, maturité, sol, climat, etc.)
et/ou technique (la nature de stockage, la procédure d’extraction de 1’essence de la plante).
Selon bruneton (198) . La qualité des essences obtenues dépend dans une large mesure de
I’état de fraicheur du végétal et du temps écoulé entre la récolte et la transformation

industrielle. Un stockage de la plante pendant 24 heures suffit pour induire des changements
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considérables dans la composition chimiques. Certains facteurs abiotiques peuvent aussi
influer la composition chimiques des huiles essentielles tels que le climat des régions de

provenance des échantillons, les facteurs géographiques comme ’altitude et la nature du sol.

4 Dosage des polyphénols totaux

Les métabolites secondaires font I’objet de nombreuses recherches in vivo et in vitro,
pour rechercher de nouveaux constituants naturels tels que les composés phénoliques. Les
polyphénols suscitent actuellement un intérét croissant des nutritionnistes, des industriels
pharmaceutiques et agro-alimentaires grace a leurs propriétés biologiques et leur implication
probable dans la prévention des diverses maladies dégénératives telles que le cancer, les

maladies cardio-vasculaires, 1’ostéoporose ou les maladies inflammatoires (199).

Ils constituent le groupe principal qui contribue a 1’activité antioxydante des végétaux,
fruits, céréales et d’autres matéricls a base de plantes (200). Un trés grand nombre de
donneées expérimentales plaide aujourd'hui en faveur de la relation entre les diverses activites
biologiques de ces métabolites secondaires telles que les activités antibactériennes, antiviral,
antiinflammatoire antithrombotique et vasodilatatrice et leurs propriétés antioxydante(201,
202).

C’est la raison pour laquelle, le dosage des phénols totaux des deux plantes étudiées a
été effectué dans cette partie de notre étude. Le dosage et I’analyse quantitative des composés
phénoliques totaux dans les extraits éthanoliques Psidium guajava et Juglans regia est
réalisé par la méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu. Considérée comme une méthode
de référence pour la détermination du taux des polyphénols totaux des extraits de plantes.

C’est une méthode pratique, simple et reproductible (203).

Pour cela, une courbe de d’étalonnage est préalablement réalisée avec des solutions
¢talons de I’acide gallique a différentes concentrations (composé phénolique de référence)
dans les mémes conditions de I’analyse des échantillons. Les teneurs en polyphénols totaux
sont déterminées a partir de la de I’équation de la régression linéaire de la courbe
d’étalonnage et les résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique par gramme

d’extrait (mg EAG/g d’extrait).
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g courbe d'etalonnage d'acide gallique
8 os
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0.5
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concentration (mg/ml)
absorbance Linear (absorbance)

Figure 30 : Courbe d'étalonnage de I'acide gallique.

D'apres la figure ci-dessus, on remarque que le coefficient de corrélation de la courbe
d'étalonnage est proche de 1 (R? = 0,9992) ; Cette courbe peut étre donc utilisée pour
déterminer la teneur en polyphénols des échantillons.

Les résultats calculés sont exprimée en tant que moyenne de trois répétitions + I'écart-

type et ils sont mentionnés dans le tableau et la figure suivantes :

Tableau VII : Résultats du dosage des polyphénols

Teneur en polyphénols
(mg EAG/g d’extrait sec)

Juglans regia Psidium Guajava
Soxhlet 285 + 0.022 188+0.020
maceration 258 + 0.018 202+0.058
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Figure 31 : Concentration croissante en polyphénols.

teneur en polyphénols
(mg EAG/g d'extrait sec)

202
Psidium Guajava
188

Juglans Regia

258

285

0 50 100 150 200 250 300

M macération M soxhlet

Figure 32 : Concentration des composés phénoliques totaux de Psidium guajava et

Juglans regia.
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Le tableau et la figure 32 représentent les variations de la teneur en polyphénols des
extraits des écorces de Juglans regia et les feuilles de Psidium guajava obtenus par les deux
méthodes d’extraction: soxhlet et macération. Ces résultats montrent que 1’extrait
éthanolique des écorces de Juglans regia préparé par la méthode de soxhlet est plus riche en
composés phénolique avec une teneur de 285+0.022 mg EAG/g d’extrait suivi de I’extrait
éthanolique de la méme plante préparé par macération avec une teneur de 258 + 0.018 mg
EAG/g d’extrait. Par ailleurs, le macéré éthanolique de la partie aérienne Psidium guajava a
donné une teneur de 202+0.058 mg EAG/g d’extrait en composés phénoliques qui est un peu
plus ¢levé de celle de I’extrait préparé par soxhlet qui a marqué la valeur la plus basse avec

un taux de 188+0.020 mg EAG/g d’extrait.

La comparaison des résultats obtenus dans le présent travail avec la littérature a
montré une grande variabilité dans la teneur totale des polyphénols en fonction des polarités
des solvants utilisés et de différentes procédures d'extraction suivies. Pour les écorces
Juglans Regia la teneur en polyphénol totaux des deux extraits éthanoliques est inférieur a
celui enregistré par (M. Boulfia, et al.2020) qui ont trouvé une teneur en polyphénol total de
I’ordre 327.972 + 0.06 mg EAG/g d’extrait dans les extraits acétoniques prépares par
maceration des écorces de cette plante collectés de Oued Amlil Provenant de Taza, Maroc.
Autre recherche sur des extraits d’éthyle acétate dans la région Mahdia (Tunisia) a révélé un
taux 34.833 mg qui est aussi plus élevé que nos résultats. Pour la partie aérienne de Psidium
guajava la teneur en polyphénol totaux des deux extraits éthanoliques est supérieur a celui
trouvée par par Seo et al qui rapporté une teneur en PTC de 185 mg GAE/g et de 150 mg
GAE/g dans des extraits préparés par la méthode de macération avec de I'éthanol a 50 % et 70
%, respectivement (204) .

D'autres rapports dans la littérature ont confirmé des teneurs de 288,56 mg GAE/g sur
I'extrait sec obtenu avec de I'éthanol a 50 %, et sur I'extrait sec obtenu avec 70%, le TPC de
229,80 mg GAE/g a €té enregistré (205).

Ces différences dans les résultats en teneurs de composés phénoliques, peuvent
probablement étre expliquées par les différence dans I’origine (206) , la variété, la saison de
récolte de la plante, la localisation géographique, la maturité et les différentes maladies qui
peuvent affecter la plante (207) . En outre les conditions climatiques dures des endroits ou les

plantes poussent (température élevée, grande exposition au soleil, la sécheresse et la salinité)
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stimulent généralement la biosyntheése des métabolites secondaires comme les polyphénols.
Aussi, elle peut étre liée a la distribution des métabolites secondaires, qui peut changer
pendant les stades développement de la plante (208).

Le procédé et le solvant d’extraction peuvent aussi influer le taux des composés
phénoliques. Généralement, la solubilité des composés phénoliques dépend de leur nature
chimique dans la plante, qui peut varier de composés simples & fortement polymérisés. Les
matieres Vvégétales peuvent contenir des quantités variables d'acides phénoliques,
phénylpropanoides, anthocyanines, et tanins (209).

L'extraction des composés phénoliques dans le matériel végétal est influencée par leur
nature chimique, la méthode d'extraction, la taille de I'échantillon, temps et les conditions de
stockage ainsi que la présence de substances interférentes (210) . Les composés phénoliques
dans les extrait des plantes sont plus souvent associés a d'autres biomolécules (protéines,
polysaccharides, terpenes, chlorophylle, lipides, et composés inorganiques) et le solvant
d’extraction peut emporter ces substances non phénoliques qui peuvent interférer durant toute

évaluation phénolique donnant des teneurs apparent plus élevees ou plus faibles (211, 212).

5 Activité antioxydante

L'équilibre entre I'oxydation et l'antioxydation est considéré comme crucial pour le
maintien de bien étre des systéemes biologiques. Les composeés réducteurs d'origine exogene
ou les antioxydants exogénes tels que la vitamine C, la vitamine E, les caroténoides et les
polyphénols jouent un réle clé et essentiel dans cet équilibre. Plusieurs études in vitro ont
décrit les propriétés antioxydantes et ont mis en évidence l'activité cytoprotectrice de
constituants alimentaires végétaux tels que les polyphénols leurs effets préventifs contre la

mort cellulaire induite par le stress oxydatif (213) .

Ces composés peuvent réagir par plusieurs mécanisme afin d’inhiber les phénomenes
d’oxydation: soit par piégeage ou réduction des radicaux libres, ou par la chélation des
métaux de transition (39). Considérant les aspects multiples des antioxydants et de leur
réactivité, plusieurs tests dantioxydants ont été appliqués. Plusieurs tests antioxydants

complémentaires in vitro et in vivo ont été utilisés pour I’évaluation du pouvoir antioxydant
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mais aucune méthode universelle n'est adoptée afin de de quantifier avec précision I’activité

antioxydante.

Dans cette étude les extraits bruts éthanolique préparés a partir de de la partie aérienne
de Psidium guajava et les écorces de Jugulans regia et I’huile essentielle extraite a partir de
la partie aérienne de Psidium guajava ont été étudiés pour leurs activités antioxydantes en
utilisant deux méthodes : le piégeage des radicaux libres: DPPH et la méthode de la
réduction de fer (FRAP). L’acide ascorbique et le BHT sont utilisés comme antioxydant de

référence.

5.1 Piégeage des radicaux libres DPPH

Ce test est tres largement utilisé et recommandé pour I’évaluation directe et rapide de
I’activité antioxydante et ceci grace a sa facilité, sa reproductibilité et sa précision pour la
mesure de l’activité antioxydante des extraits des végétaux. En outre, cette méthode
n’implique pas de de nombreuses étapes et de nombreux réactifs et elle est peu coliteuse par
rapport aux autres modeéles d'essai. Il est bien connu que quand une solution de DPPH (1, 1-
diphenyl-2-picrylhydrazyl) est mélangée avec celle d'une substance (AH) contenant des
antioxydants qui peut donner un atome d’hydrogene, le radical libre stable DPPH (couleur
violet foncé) est converti en sa forme réduite 1,1-diphényl-2-picryle hydrazine ce qui entraine
une décoloration ou une couleur jaune pale résiduelle provenant du groupe du groupe picryl

encore présent facilement mesurable par spectrophotométrie a 517 nm (131, 174).

D

DPPH* ODPPH-H

(vialet) ljaundtre)

figure 33 : structure de DPPH et mécanisme de sa réduction par un antioxydant (203).
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Dans la présente étude I’activité antioxydante évaluée par le test de piégeage du
radical DPPH a donné des valeurs qui nous ont permis de tracer des courbes du pourcentage
d’activité anti radicalaire pour les extraits éthanoliques, HE, BHT et la vitamine C. La
cinétique du pourcentage d’activité anti radicalaire nous a permis de déterminer I’'IC50, qui
correspond a la concentration des extraits nécessaire a 1’inhibition de 50% du DPPH présent
dans le milieu. Notons IC50 est inversement liée a la capacité anti-oxydante d'un composé,
plus cette valeur est basse, plus l'activité anti-oxydante est grande. Cette concentration est
calculée graphiquement par les régressions linéaires des tracés : pourcentages d’inhibition en
fonction des différentes concentrations des échantillons testées. Les résultats sont présentés

dans le tableau ci-dessous et la figure n 34.

Tableau VIII : % d’inhibition du DPPH en fonction des concentrations des extraits

et du BHT a différentes concentrations.

Echantillons Activité antioxydante

Concentration

(mg/mL) 0.0015 0,003125  0,00625 0.0125 0.025
Le

pourcentage

d’inhibition (%) 16% 22% 40% 74% 87%
Concentration

(mg/mL) 0.003125 0.00625 0.0125 0.025 0.05

Le

pourcentage 10% 30% 67% 76% 88%
d’inhibition (%)

Concentration 0.00015 0.003125 0,000625 0.0125 0.025 0.05
(mg/mL)

Le

pourcentage 13% 21% 40% 69% 88% 92%
d’inhibition (%)

Concentration 0.00015 0.003125 0.00625 0.0125 0.025 0.05
(mg/mL)

Le

pourcentage 13% 22% 42% 77% 92%
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d’inhibition (%) -

Concentration

(mg/mL) 0.28125 0.5626 1.125 2.25 45 -
Le

pourcentage

d’inhibition (%) 9.96%  16.33%  27.55%  56.55% 76.44%

Concentration 0,2 0,5 1 2 3 4
(mg/mL)

Le 29,40% 35,60%  48,90%  72,90% 84,10% 87,35%
pourcentage

d’inhibition (%)

Concentration 0.04 0.05 0.06 0.08 0.2

(mg/mL)

Le 39.40 51.03 68.57 97.84  98.36
pourcentage

d’inhibition (%)

Tableau X : Les valeurs des IC50 (mg/ml)

0.011
0.0131
0.0155

0.02

1.16
0.048
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Figure 34 : histogramme des 1C50 des extraits et HE étudiés ainsi que le BHT et vit
C.

A la lumiere de la lecture des résultats obtenus on peut constater que I’activité anti
radicalaire est dose dépendante car elle est proportionnelle a I’augmentation de la
concentration de nos échantillons. Les extraits éthanoliques des deux plantes étudiees
prépares par la macération et par la méthode de soxhlet ont montré une activité antioxydante
trés intéressante avec des IC50 qui ne dépassent pas 20ug/ml (0.02 mg/ml) et qui reste

supérieur a celle du BHT (1.16 mg/ml) et de la vitamine C (0.048 mg/ml).

D'autre part, I’huile essentielle extraite de la partie aérienne de Psidium guajava
présente une activité antioxydante faible avec une 1C50= 2mg/ml ce qui est moindre par
rapport au pouvoir antiradicalaire des antioxydants synthétiques de référence. Dans une autre
étude menée par Wei Cai Leea en Malaisie sur I’activité antioxydante d’huile essentielle
extraite des feuilles de P. guajava par trois essais différents : piégeage des radicaux libres
(DPPH), le pouvoir réducteur (FRAP), Test de blanchiment au béta-caroténe, ont montré un
pouvoir antioxydant modéré. Il est possible d'expliquer l'activité antioxydante obtenue dans la
présente étude par les propriétés chimiques de I'huile essentielle qui contient le Limonéne
comme composé majoritaire. Dans une étude antérieure I’activité antioxydante de limonéne a

été étudice par la méthode DPPH et I’'IC50 a été trouvée égale a 1,50 mg/ml (214).
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Il est établi dans plusieurs études que ’activité d’une HE est en rapport avec les
composés majoritaires et les possibles effets synergiques entre les différents constituants.
Cependant, il est prouvé que les activités antioxydantes des composés majoritaires, testés
séparément, donnent, souvent, des résultats inférieurs comparés a I’activité de la totalité de
I’huile essentielle. En général, la synergie des différents constituants d’une huile essentielle
est a 1’origine du pouvoir antioxydant (215, 216). Les travaux de Gachkar et al (217) ont
démontré que les huiles avec une prédominance monoterpénique ont une activité

antioxydante assez modéré ce qui en concordance de nos résultats.

Les deux extraits de la partie aérienne P. guajava préparés par la méthode de
macération et la méthode soxhlet ont montré presque le méme pouvoir antioxydant avec des
IC50 proches de 0.0155 et 0.02 mg/ml respectivement. Ces résultats concordent avec ceux
rapportés par plusieurs auteurs, Une étude menée par Y. Lahlou et all sur les extraits des
feuilles préparés par macération de P. guajava ont révelé une bonne capacité antiradicalaire
avec des IC50 de 102 £9.97 pg/mL.

En ce qui concerne I’extrait de J.regia ; I’étude menée par Noumi et al.2011 sur
I’extrait d’acétate d’éthyle des écorce provenant de la Tunisie a montré un fort pouvoir
antiradicalaire avec une IC50 de 3pug/ml ce qui est supérieur au pouvoir antioxydant des deux
extraits de la méme plante étudiés dans notre étude avec des valeurs de IC50 de 11 et 13.1 ug
/ml. Cependant une autre étude menée par KBhatia, et al 2006 (218) sur des extraits aqueux a
montré une faible activité de piégeage des radicaux avec une valeur d’IC50 = 601 pg /ml.
Cette variation des résultats pourrait s'expliquer par la différence de réactivité des extraits due
a leur complexité chimique, les conditions expérimentales, le protocole expérimental utilisé
et différentes procédures et solvants adoptées pour I’extraction du matériel végétal ainsi que
les facteurs liés a la croissance de I’espéce végétale elle-méme (région de récolte, climat et

stade de maturité).

Globalement, les résultats obtenus par la méthode du piégeage du radical libre DPPH
dans le présent travail révélent que les extraits des deux plantes étudiées ont une forte
capacité antiradicalaire qui pourrait étre attribuée aux métabolites secondaires des plantes

notamment les composés phénoliques (Sala et al., 2003; Kulkarni et al., 2004; Krishnaiah

95



3éme partie Résultats et discussion

et al., 2011). Selon plusieurs études, les composes phénoliques sont les principaux agents qui
peuvent céder de I'hydrogéne aux radicaux libres et ainsi interrompre la réaction en chaine de
l'oxydation des lipides a la premiere phase de l'initiation (219) . Cette grande capacité des
composés phénoliques a piéger les radicaux peut étre attribuée a la présence de groupes
hydroxyles phénoliques (220). 1l est néanmoins évident que lactivité antioxydante des
composés phénoliques dépend principalement de la position et du nombre des groupes
hydroxyle donneurs d'hydrogene sur les cycles aromatiques des composés phénoliques (120,
221).

5.2 Pouvoir réducteur FRAP

L’¢évaluation du pouvoir réducteur de fer (Ferric ion Reducing Antioxidant Power) est
basée sur la présence d’un réducteur dans les extraits qui provoque la réduction d’un
oxydant (le fer ferrique Fe3+) en lui cédant un électron pour former le fer ferreux Fe2+ et
peut étre évalué en surveillant 1’augmentation de la densité de la couleur bleu dans le milieu
réactionnel a 700 nm (222, 223). Il s'agit d’une une technique a la fois rapide, simple, directe et
reproductible La capacité réductrice des composés ou des échantillons est consideré comme
I’indicateur majeur de leurs potentiels antioxydants. Les résultats de I’activité réductrice des
extraits ethanoliques ainsi que huile essentielle des plantes étudiées sont représentés dans la

figure suivante.
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Figure 35 : Pouvoir réducteur des extraits et HE des feuilles de PG et d’écorces de
JR.

Les résultats obtenus montrent que la capacité réductrice est proportionnelle a
I’augmentation de la concentration. Une augmentation de I’absorbance correspond a une
augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés. Notons que 1’extrait de Jugulans regia
préparé par la méthode de soxhlet présente le pouvoir réducteur le plus élevé suivie par le
maceré des deux plantes Psidium guajava et Jugulans regia respectivement ensuite I'extrait
de soxhlet de P. guajava . Ces activités sont nettement meilleure que celle du VIT C et huile
essentielle de Psidium guajava. Ces résultats confirment que les extraits renferment des
substances pouvant réduire I’ion ferrique en ion ferreux. Les composés phénoliques et les
flavonoides sont des substances donneuses d'électrons qui jouent un réle important dans la
démonstration de la capacité de réduction. Par conséquent, le pouvoir réducteur et la teneur
totale en phénoliques et en flavonoides peut étre une raison de l'activité élevée du pouvoir
réducteur (224).

Les études menées par Tepe et al (2005) et Gulgin et al. (2003) (225, 226) indiquent

que la méthode et le solvant d’extraction ont une influence sur I’activité antioxydante des
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extraits. La variation dans I’activité antioxydante pourrait étre due a la quantité et /ou a la
nature des substances antioxydantes présentes dans les extraits. L’activité antioxydante et la
quantit¢ de polyphénols d’un extrait sont des parameétres qui dépendent fortement des
conditions opératoires de I’extraction, et en particulier de la nature et de la polarité du

solvant. Elles ne sont pas favorises dans le cas d’extraits utilisant des solvants purs (227).

Cependant, Les composés phénoliques ne sont pas les seuls a contribuer aux activités
antioxydants des extraits de plantes médicinales, ces plantes peuvent contenir plusieurs autres
antioxydants non phénoliques tels que des composés azotés, des caroténoides, de l'acide
ascorbique, de la vitamine E et du B-caroténe qui pourraient également étre responsables de

I'amélioration de l'activité antioxydante des extraits de plantes (228).

6 L’activité antifongique

L’émergence de microorganismes et des levures pathogenes multi résistants, due a
I’'usage abusif et inapproprié des antibiotiques, pose actuellement un probléme de santé
publique particulierement préoccupant. En effet, la résistance des mycoses aux antifongiques
rend quelques fois le traitement thérapeutique inefficace, et met le praticien dans des
situations délicates (229). Celui s'applique pour Candida albicans, I'agent causal le plus
associé aux infections fongiques. Il a été identifié que C. albicans est un champignon
pathogene prédominant, responsable de multiples formes de candidoses humaines primaires

et émergentes (230).

Les candidoses méritent une attention plus particuliere de par leur fréquence et leur
ténacité. Par ailleurs, compte tenu de la recrudescence de ces infections et de 1’utilisation plus
fréquente d'un nombre limité d'agents antifongiques, on assiste a une émergence de souches
pathogenes résistantes. Par conséquent, il existe un besoin urgent de nouveaux agents
antifongiques pour la gestion efficace des infections a candida. La recherche sur les
constituants actifs des remédes naturels ou traditionnels est fortement une solution
prometteuse et le recours aux plantes médicinales aux propriétés antifongique constitue alors

une des plus intéressantes pistes a (231, 232).
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Ce probléme de résistance et celui de la récidive justifient en quelque sorte le choix de
ce travail dont I’objectif est de contribuer a la recherche d’autres produits antimycosiques
qu’ils soient disponibles et moins chers. C’est dans cette optique que nous nous sommes
intéressés a 1’étude de Dactivité antifongique des extraits des deux plantes Juglans regia et
Psidium guajava obtenues par les deux méthodes macération et soxhlet contre deux levures
du genre Candida connues pour leurs pathologies mycosiques buccales.

Cette *¢tude a été réalisée par deux techniques complémentaires :

o La premiére méthode est la diffusion sur gélose (méthode de disques),
. La deuxieme méthode est basée sur la détermination de la

Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) sur microplaque.

Le choix des microorganismes dépend du but de la recherche. Dans un screening
primaire, les souches de références (C.albicans 10231 et C.albicans 26790) sensibles aux
antifongiques de sont employées.

6.1 Evaluation de P’activité antifongique par la méthode de diffusion des disques

L’activité antifongique des extraits préparés a été évaluée qualitativement et

quantitativement par la présence ou l'absence de zones d'inhibition ; de plus, leurs diamétres
de zone d'inhibition et leurs valeurs CMI ont été déterminés.
Dans cette méthode, le milieu de culture utilisé est la gélose Sabouraud a un pH de 7.2 a4 7.4,
ce qui permet de produire des zones d’inhibition visibles. La lecture des résultats se fait par la
mesure des zones d’inhibition (mm).

La sensibilité des souches testées envers les extraits testés est classée selon les

diameétres des halos d’inhibition :

. Diametre < 8mm: non sensible (-) ou résistante

. Diametre compris entre 9 a 14 mm: sensible (+)

. Diametre compris entre 15 a 19 mm: tres sensible (++)
. Diametre > 20 mm: extrémement sensible (+++)

Les résultats du screening primaire de I’activité antifongique par la méthode de

diffusion des disques sont présentés dans le tableau et la figure ci-dessous.
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Tableau IX : Résultats de I’activité antifongique des extraits testée par la technique de
diffusion des disques.

C.albicans10231 C.albicans26790
means+Sd (mm) means+Sd (mm)
1 2 3 1 2 3
Ampho B 32 30
Gmac / /
G sox / /
J.R mac 10,33 +0,88 12+0,57
0 2 2 3 1
J.R sox 13,66+0,57 14+1
4 3 4 5 3 4
He gy 80,57 11+0,57
1 2 0

Figure 36 : Résultats de ’activité antifongique des extraits testée sur la souche
C.albicans26790 par la technique de diffusion des disques.
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D’aprés le tableau nous remarquons que les deux extraits de la partie aérienne P.
guajava n’ont aucun effet inhibiteur envers la croissance des deux souches de Candida
testées. L’huile essentielle de la méme plante a donné une activité antifongique modérée avec
des zones d’inhibition de 8 et 11mm contre des souches de souches de C.albicans 10231 et

C.albicans 26970 respectivement.

Les deux extraits éthanoliques des écores de J. regia préparés par la macération et la
méthode de soxhlet ont donné un effet inhibiteur moyen sur les souches de levure testés avec
des diametres d’inhibition allant de 10,33 & 14 mm. En outre I’extrait des écorces de noyer

préparé par soxhlet était plus actif que I’extrait de la méme plante préparé par la macération.

A la lumiére de ces résultats, nous pouvons dire que les différents extraits testés
présentent une activité antifongique de magnitude variable et ceci peut étre expliqué par la
différence de composition entre les différents extraits, la méthode et solvant d’extraction et la

solubilité d’extrait.

Selon Anju Dhiman et al. 2022 (233) I’extrait méthanoliques des feuilles de de
Psidium guajava préparé par soxhlet a montré un faible effet inhibiteur contre les souches de
levures testées avec des un diametre d’inhibition allant de (6.6 = 1.1 a 9 + 1.0 mm) alors que
nos extrait éthanoliques étaient inactifs contre les levures de candida testés ce qui confirme
I’influence de type du solvant sur la composition chimique de I’extrait et par conséquent sur

ses activités biologiques.

Il existe peu de publications sur l'activité antifongique de Il'huile essentielle des
feuilles de goyave. Les travaux de Sunita Munda et al sur I’activité antifongique d’huile
essentielle extraite des feuilles Psidium guajava n’ont montré aucun effet inhibiteur de

I’huile essentielle sur la croissance de la levure testée C. albicans s (ATCC-66027).

D’apres (Croitoru et al. 2019)(234) les activités anti candidales d’extrait d'acétate
d'éthyle des écorces de noyer ont été testées contre plusieurs souches de Candida, en utilisant
la méthode de diffusion sur disque afin de prévenir I'hygiéne buccale et la carie dentaire. Les
résultats ont révélé que I'extrait était efficace contre toutes les souches de Candida avec un

diametre d'inhibition compris entre 9,55 et 15 mm ce qui concorde avec nos résultats.
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6.2 Détermination des Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) des extraits par
la méthode des plagues de microtitration

Les résultats du screening primaire des extraits étudiés par la technique de diffusion
sur disque ont mis en évidence une activité modérée. A la lumiere des résultats préliminaires,
nous avons choisi une évaluation quantitative de cette activité antifongique plus détaillée par
la méthode de dilution en utilisant la plaque de microtitration (96 puits). Les résultats sont

exprimaient dans le tableau ci-dessous.

Tableau X : les Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) des extraits.

C.albicans10231 C.albicans26790

Ampho B 8 4
J.R mac (mg/ml) 0,156+0,00 0,156+0,00
J.R Sox (mg/ml) 0.078+0.00 0.078+0.00
Hg (Vv %) / 0,390+0,00

D’apres les résultats mentionnés, nous pouvons conclure que I’extrait des écorces de
J. regia préparé par la méthode de soxhlet était le plus active a inhiber la croissance des deux
souches de C.albicans testées avec une concentration minimale inhibitrice de 78ug/ml suivi
de I’extrait de la méme plante préparé par macération qui a donné aussi une activité
antifongique intéressante avec une CMI de 156pg/ml envers les deux souches de levures
testés. Cette différence trouvée entre I’activité antifongique des deux extraits de la méme
plante préparés par deux méthodes différente pourrait étre due a la perte des composés
thermolabiles au cours du procédé d’extraction, du broyage ou la méthode de conservation de

la plante.

L’¢tude menée par Noumi et al (235) a montré que les trois extrait préparés par
maceération des écorces J. regia dans trois solvants différents (acétone dilué, acétate d'éthyle
et méthanol) étaient actifs contre toutes les souches de Candida, mais leur efficacité était
variable. Les CMI étaient comprises entre 0,006 a 0,195 mg/ml. L'extrait d'acétate d'éthyle
était le plus efficace. Plusieurs études ont démontré aussi l'activité antimicrobienne des

produits de noix, en particulier de I'écorce (236).
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Cette activité antifongique remarquable peut étre attribuée a la composition chimique
des extraits des écorces de cette plante. Les deux extraits testés dans le présent travail étaient
riche en polyphénols totaux. Des études antérieures ont démontré que I'écorce de J. regia
contient plusieurs constituants actifs sur le plan thérapeutique ou le naphtoquinone : juglone
était le composé majoritaire associé a de nombreux polyphénols bioactifs(237). Juglone ou 5-
hydroxy-1,4-naphthoquinone est un naphthoquinone d’un grand intérét en raison de sa
réactivité chimique et de sa bioactivité. Les propriétés antifongiques de ce composé ont été
confirmées par plusieurs recherches dans ce domaine(237, 238).

Huile de goyave n’a pas fait I’objet de screening secondaire contre C.albicans 10231
vu que le diameétre de zone d’inhibition était de (8+0.57 mm) et par conséquence, I’huile a
une trés faible activité vis-a-vis de cette souche. Par contre, cette huile essentielle a inhibé la
croissance de C.albicans 26790 avec une CMI de 0,390+0,00 (%, v/v). Selon Souza et al.
(2005) (239), le mode daction qui se traduit par linhibition de la croissance des
microorganismes par les huiles essentielles fait intervenir de nombreux mécanismes
dépendant des principaux composants de I'huile essentielle. Il est a noter que la lipophilie est
une caractéristique importante des huiles essentielles, leur permettant de traverser la paroi
cellulaire et la membrane cytoplasmique en franchissant les différentes couches de
polysaccharides, d'acides gras et de phospholipides. Ainsi, elles modifient la perméabilité des
organites, et affectent directement le pH intracellulaire et I'équilibre des ions inorganiques
(240).

L’activité¢ antifongique de notre huile essentielle peut étre attribuée au composée
majoritaire qui est le limonéne. Comme elle peut étre due a une synergie entre les différents
composeés. Selon Hao Yu et al (241) le D-limonene a inhiber significativement la croissance
de C. tropicalis a une concentrtion de 40 uL/mL produisant une zone d'inhibition de 14,4
0,6 mm de diametre. Dans une autre étude mené par Julian E. Mufioz et al le limonene a
inhibé la croissance de C. albicans, C. krusei, C. glabrata et C. parapsilosis in vitro a des
concentrations >500 pM. Les huiles essentielles contenant du limonéne sont capables
d'exercer un effet fongicide sur des souches de Candida en induisant des modifications
morphologiques dans les cellules de levure et en inhibant la formation de pseudohyphes(242).

Des études antérieurs ont décrit que l'utilisation de limonene a des concentrations
entre 0,6 et 5 mM induit I'apoptose chez C. albicans, en raison des dommages causés a la

paroi et a la membrane cellulaires, les auteurs ont affirmé que la mort cellulaire était
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probablement due au stress oxydatif produit par le limonene, qui entraine des lésions de
I'ADN, des altérations du cycle cellulaire et, enfin, I'apoptose de la levure (243).

Selon certains autres auteurs (239, 244) il est trés difficile de faire une comparaison
entre les résultats trouvés et ceux rapportés par la littérature, ceci peut étre di :

e A la nature du matériel végétal (I’espece, extrait ou I’huile essentielle,

origine géographique, altitude, saison de cueillette) ;

e Au procédé¢ d’extraction ;

« A la composition chimique des huiles essentielles utilisées ;

e Au niveau de pureté du produit final et sa conservation ;

e A lanature des souches testées ;

e Aux méthodes utilisées pour estimer I’activité antifongique ;
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Conclusion Générale et perspective

La phytothérapie traditionnelle et I'utilisation des plantes médicinales présentent un
grand intérét dans la recherche biomédicale. Ce regain d’intérét vient d’une part du fait que
les plantes médicinales offrent une source inépuisable de substances et de composés naturels
bioactifs et d’autre part du besoin de la recherche d’une meilleure médication par une
thérapie plus douce sans effets secondaires.

Le présent travail est réalisé dans le cadre de la valorisation de deux plantes utilisees
en médecine traditionnelle locale pour leurs vertus thérapeutiques en établissant une relation
entre leurs compositions chimiques et leurs activités biologiques.

Les deux plantes choisies dans cette investigation sont les écorces de de Juglans regia
récoltées de la région de Tlemcen et la partie aérienne de Psidium guajava récoltée de la
région de Tipaza. La selection des plantes est basée sur quelques données ethno-
pharmacologiques.

Les deux Plantes ont fait ’objet d’une extraction par deux methodes la macération et
la méthode de soxhlet, une extraction d’huile essentielle de la partie aérienne de P.guajava et
une évaluation de potentiel antioxydant et d’activité antifongique.

La quantification des polyphénols totaux a été réalisée par la méthode colorimétrique
en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu ; cette analyse a montré que les extraits éthanolique
bruts issus des deux plante sont riches en composés phénoliques.

L’analyse chimique d’huile essentielle extraite de la partie aérienne Psidium guajava
a permis d’identifier 78 composés représentants 94.2% de la composition totale d’huile
essentielle. Elle est principalement dominée par la classe des monoterpenes avec un
pourcentage de 71.74%.

L’évaluation de I’activité antioxydante de I’ensemble des extraits et d’huile essentielle
a etait réalisé par deux meéthodes : méthode piégeage de radical libre (DPPH), capacité a
réduire le fer (FRAP). Les extraits étudiés ont montré une activité de piégeage du radical libre
DPPH trés intéressante avec des IC50 qui ne dépassent pas 20pg/ml (0.02 mg/ml) et qui reste
supérieur a celle du BHT et de la vitamine C, alors que I’huile essentielle de Psidium guajava
présente une activité antioxydante faible avec une 1C50= 2mg/ml ce qui est moindre par
rapport au pouvoir antiradicalaire des antioxydants de référence.

En outre, l'activité antifongique des extraits des deux plantes ont été testées

individuellement sur deux souches de référence (Candida albicans 10231et 26790). L’huile
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essentielle de Psidium guajava a donner une activité seulement vis-a-vis les candida 26790,
et
seulement les deux extraits éthanoliques macéré et soxhlet de Juglans regia qui

étaient actifs sur les deux souches de levures C.albicans avec des CMI de 0.078 mg/ml

L’ensemble des résultats obtenus montre que les deux plantes étudiées sont de
puissants capteurs de radicaux libres, possédant ainsi diverses propriétés biologiques liées a
cette activité antioxydante. Ces sources potentielles d'antioxydants naturels peuvent étre
exploitées dans des préparations alimentaires, pharmaceutiques et cosmétiques. En outre, les
extraits des écorces de Juglans regia sont douées d’activité antifongique intéressante et
peuvent étre exploitées dans des préparations pharmaceutiques. D’autres études approfondies

sont nécessaires de nombreuses perspectives sont envisageées :

- Compléter ce travail par la purification et I’identification de diverses molécules isolées
en utilisant des techniques chromatographiques, spectrales et spectrophotometriques.

- Elargir le panel des tests des activités in vitro,

- Evaluer et tester les différents extraits et molécules isolées in vivo afin d’y trouver une

application pharmaceutique de ces molécules actives.

Etudier la toxicité des extraits pour déterminer leur utilisation
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Monographie de Psidium guajava

La goyave est I’'un des fruits les plus complets que nous a offerts la nature. Ce fruit
a une riche histoire de I'utilisation de la médecine ; récemment devenue un grand intérét pour
les scientifiques qui se livrent eux-mémes dans la recherche pharmaceutique, nutritionnelles
et pharmacologiques et dans le développement de nouveaux médicaments en raison de sa
teneur é€levée en composés organiques et inorganiques comme les métabolites

secondaires(245).

1 nomenclature et taxonomies

Le genre PSIDIUM L a été décrit par Carl von Linné en 1753 de la famille des
Myrtaceae et est reparti en plusieurs especes originaires des régions les plus chaudes de

I'hnémisphére occidental.

La classification scientifique de la goyave, selon (246) est la suivante :

o Regne: planta

o Sous regne :Tracheobionta

o Embranchement : Angiospermes
o Classe : Dicotylédones

o Ordre : Myrtales

o Famille : Myrtaceae
o Genre : Psidium
o Espéce : P. guajava

Le nom de genre Psidium vient du grec sidion qui signifie écorce de grenade(245).

o Nom francais : goyavier / goyave; (Guadeloupe, Martinique) ;
gouyave (Haiti)
. Nom arabe :z44 5

o Nom en English: guava.
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o Nom en espagnol : Guayaba comun

2  Description de la plante
La Goyave est un arbuste qui peut atteindre 8 a 13 m de hauteur. Souvent ramifié tres
bas, il est assez tortueux et a bois trées dur.

Son écorce lisse, mince, verte ou rougeatre caractéristique se détache par plaques, Les
feuilles persistantes sont opposées de forme oblongue a elliptique sont couvertes d'un fin

duvet sur la face inférieure. Elles peuvent atteindre 15 cm de long et 6 cm de large. Le pétiole
est court (3-5mm). Elles sont aromatiques lorsqu'on les froisse. Les fleurs axillaires sont
solitaires ou bien en cyme par 2 ou 3. Les pétales de 10-20 mm, blancs au nombre de 4, des
nombreuses étamines (150-175), trés visibles, font de 6 a 9 mm.

Figure 37 : feuille de goyavier

La fleur est pollinisée par les insectes. Aux Antilles, la floraison a surtout lieu en avril-

juillet.

Le fruit comestible tres riche en vitamine C et en fer, est de forme ronde, ovoide ou
piriforme. 1l est de couleur verte et vire au jaune a maturité . Sa pulpe rose-rouge est sucrée et

parfumée . Le fruit renferme également de nombreuses petites graines dures.
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Figure 38 : fleure de goyavier

Le fruit est une baie ovoide ou pyriforme, de 3-7 cm, avec a I’apex son calice
persistant. La chair est blanche ou jaunatre ou rose. Elle contient de nombreuses graines

. Aux Antilles, la fructification a surtout lieu en septembre-octobre (247)

Figure 39 : Fruit de goyavier

Psidium guajava aime les situations lumineuses et les températures élevées. il est
indifférent a la nature du sol tant que celui-ci est humide et bien drainé. A la Réunion il se
développe particulierement bien entre 0 et 600 m d'altitude. On le retrouve a des altitudes plus

élevées dans les cirques de Cilaos et Mafate.

La goyave est généralement multipliée par semis. la fructification commence 3 a 4 ans

apres le semis (248).
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3 Habitat et répartition géographique du genre

Le goyavier tire son origine de 1I’Amérique Tropicale (249). 1l tire son nom du mot
indien guyaba, sous lequel on le désignait a Saint-Domingue. Il se propage avec une telle
rapidité et croit avec tant de vigueur qu’en moins d’un demi-siecle, il a envahi totalement

certaines iles d’Océanie (Tahiti).

Il existe a I’état sauvage et a I’état cultivé au Mexique, dans toutes les Antilles, le
Guatemala, le Venezuela, les Guyanes, le Pérou et le Brésil oriental(250). Originaire des

foréts tropicales humides et séches, on le trouve également sur les rives des fleuves.

En Europe, il n'est pas trés rustique et ne résiste pas a des températures négatives

prolongées(251).

En Afrique il s’installe sous forme de petits ilots forestiers a travers les savanes

cotieres de la Cote d’Ivoire. (figure40).

Figure 40 : Distribution de la goyave dans le monde (Google, 2021)

En Algérie le goyavier est timidement cultivé sur le littoral, sans qu’il existe de
plantation réguliere. 1l produit a Fouka (Tipaza) Exotisme dans la Mitidja. Il a été introduit a
la fin des années 1970 a titre d'expérimentation, selon Hadj Ahmed Hamada, le seul
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agriculteur en Algérie a se spécialiser dans la culture de ce fruit. En septembre et octobre,
c'est la saison des goyaves communément appelées par la population locale les « goyaves» ou
«djewaffa» au Moyen-Orient. Certains affirment que ce fruit a été introduit en Algérie
directement du Moyen-Orient, d'autres pensent qu'il a été ramené d'Amérique Latine par les
colons. Cette derniere hypotheseest la plus plausible puisque certaines maisons coloniales de
Fouka ont toujours eu un ou deuxgoyaviers dans leurs jardins. Il a méme été planté au Jardin

d'Essais du Hamma, a Alger.

Aujourd’hui plusieurs agriculteur cherche a la cultivé dans les différente régions de

pays a savoir les wilayas de AIN TEMOUCHENT, JIJEL, BLIDA...

4 Meétabolisme biochimique

Le fruit renferme des glucides principalement des oses ,des acides organiques tels que
I’acide ascorbique (vitamine C), des terpénoides : triterpénes , des vitamines B, des traces
d’huile essentielle renfermant des composés phénoliques, plus particulierement des phénols

dont I’eugénol.

Il est caractérisé par une teneur élevee en acide protocatéchique, quercétine, acide
ferulique, acide ascorbique, querceétine, acide gallique et acide caféique qui sont des
antioxydants importants. Son apport a 1’organisme est inestimable car elle est riche en
phosphore, niacine, potassium, vitamines A etB, C, fer, calcium, acide folique, et les acides
organiques (252). L’Huile essentielle des feuilles de goyavier contient des Monoterpenes

(~45%): Alpha pinene, Limonene et Sesquiterpénes (~21%): Béta Caryophyllene (253).

5 activités biologiques

La goyave est tres riche en antioxydants qui contribuent a réduire l'incidence
des maladies dégénératives telles que le dysfonctionnement cérébral, I'inflammation,
les maladies cardiaques, le cancer, l'artériosclérose et l'arthrite (254).

Dans les fruits, les oxydants les plus abondants sont les polyphénols
(flavonoides) et l'acide ascorbique(255)

Les extraits aqueux et organiques de Psidium guajava ont montré l'activité

antibactérienne indiquée contre des espéces de Staphylococcus aureus, de Proteus, et

112



Annexe 1 Monographie de Psidium guajava

des espéces de Shigella. (256).

Le fruit mdr de la goyave a été signalé comme laxatif utilisé pour traiter la
constipation. Des études indiquent que le fruit de goyave est plus efficace
antidiarrhéique lorsqu'il est utilisé avec la peau.

Psidium guajava diminue la glycémie. 1l a été démontré que I'extrait de fruit
de goyave rétablit considérablement la perte de poids corporel et réduit le taux de
glucose sanguin dans la condition diabétique.

L'activité anticancéreuse (cancer du sein MCF-7) de l'extrait méthanolique de la peau
du fruit a été étudiée in vitro sur des Lignées cellulaires MCF-7 contre lignée cellulaire
normale. Les valeurs ont révélé que I'activité antiproliférative était observée dans les cellules

MCF-7 proportionnelle a concentration de I’extrait (255).

6 Utilisations médicinale traditionnelle

Les racines, I'écorce, les feuilles et les fruits immatures, en raison de leur astringence,
sont couramment utilisées pour stopper la gastro-enterite, la diarrhée et la dysenterie, sous les

tropiques.

Les feuilles écrasées sont appliquees sur les plaies, les ulceres et les endroits

rhumatismaux, et les feuilles sont machées pour soulager les maux de dents.

La decoction de feuilles est prise comme remeéde contre la toux, la gorge et les maux
de poitrine, gargarisée pour soulager les ulceres buccaux et les gencives enflammées ; et
également pris comme emménagogue et vermifuge, et un traitement pour la leucorrhée. Il a
été efficace pour arréter les vomissements et la diarrhée chez les patients atteints de choléra. 1l

est également appliqué sur les maladies de la peau.

Une décoction des nouvelles pousses est prise comme fébrifuge, elle ainsi combinée

de feuilles et d'écorce est administrée pour expulser le placenta aprés lI'accouchement.

L'infusion de feuilles est prescrite en Inde dans les affections cérébrales, la néphrite et
la cachexie. Un extrait est administré dans I'épilepsie et la chorée et une teinture est frottée sur

la colonne vertébrale des enfants en convulsions (257).
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La goyave présente aussi des vertus en cosmétologie, pour les cheveux notamment,
elle en limite la perte ; elle est astringente et redonne de 1’éclat a la peau ; ainsi elle peut étre

utilisée comme une lotion nettoyante.

Ce fruit est un bon gommage naturel Anti-Acnéique et contre les points noirs grace a

ses propriétés qui soulagent les irritations cutanées.

De plus les propriétés antibactériennes de la goyave, éliminent les bactéries buccales,

assurant ainsi une meilleure haleine (258).
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MONOGRAPHIE DE Juglans regia

1 Nomenclature et taxonomie

Le noyer commun est une espece forestiere et fruitiere d’une grande importance, du fait
que ses fruits, son bois, son écorce et ses feuilles, trouvent une large utilisation dans la vie
quotidienne algérienne (259).

* Désignations vernaculaires : D’aprés Vanier (1999), Juglans vient du
nom latin Jovis glans qui signifie gland de Jupiter (260).

Plusieurs appellations sont données : Noyer, Noyer commun, Noyer de Grenoble,

Noyer royal, Calottier, Ecalonnier, Gojeutier, Gauguier, Gland de Jupiter, Acajou (261).

* Partie utilisée : L écorce

Figure 41 : I'écorce J.regia ""M'iswak"".
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* Origines courantes

Le noyer sauvage a été sans doute indigéne dans les Balkans et les régions
Himalayennes. Il parait que ’arbre serait venu d’Asie par I’intermédiaire des Perses, et que

sa culture se soit répandue aussi bien en Extréme-Orient qu’en Europe occidentale.

L’introduction du noyer en Algérie était par la région de R’haouat (les moulins) a
Batna, dans le début du siecle dernier, par ’apport de noix qui sont semées dans la zone

qui répond mieux aux exigences écologiques de I’espece : altitude, lumiere, chaleur, sol

(259).

* classification botanique

Selon le service de la conservation des ressources naturelles de département de

I’ Agriculture de ’'U.S.A., le noyer blanc ou noyer commun (J. regia) est classé comme suit :

Regne : Plantae
Embranchement : Tracheobionta
Super Division : Spermatophyta
Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

S/classe : Hamamelididae

Ordre : Juglandales

Famille : Juglandaceae

Genre : Juglans L.

Espeéce : Juglans regia L.

2 Description botanique

Juglans regia est un grand arbre a feuilles caduques qui peut vivre 150 a 200 ans(262).
L’arbre peut atteindre des hauteurs de 25 a 35 metres, et un tronc qui atteint jusqu'a 2 métres de
diametre, souvent court a large couronne. C'est une espece de lumiere, exigeant une exposition

importante au soleil pour bien développer (Fig.41).
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L'écorce est lisse de couleur marron avant d’étre mature, gris argenté avec une texture plus
rugueuse a large fissures pour les branches les plus matures (263) . Les feuilles sont de 25 jusqu’a
40 centimetres de long, disposées en alternance, imparipennées avec 5 a 9 folioles, jumelé en
alternance avec une foliole terminale. Les folioles les plus grandes sont les trois au sommet, elles
mesurent de 10 a 18 cm de long et 6 - 8 cm de large ; les paires des folioles basales sont les moins

développée, et beaucoup plus petits, 5 a 8 cm de long (264).

Figure 43 : fruits et feuilles de J.regia.

3 Répartition géographique du noyer

Aire de sa répartition dans le monde : Le noyer est originaire d’Asie occidentale,

d’Europe sud-orientale, de Chine et des régions Himalayennes. Sa culture s’est développée
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dans le sud d’Asie, en Europe Centrale, en Afrique du nord, en Amérique du nord ainsi qu’en

Australie ou il a été acclimaté(265)

Aire de sa répartition en Algérie : Juglans regia L. est cultivé traditionnellement, il
se trouve souvent sous forme de peuplement dans différentes régions de I'Algérie constitués
généralement d'hybrides naturels et sa culture n’a pas connue une grande extension car elle est
confrontée a plusieurs problémes entravant son développement (266).

On le trouve principalement dans le massif de I'Aures, les régions d’Annaba, de
Sétif, la grande Kabylie, Tlemcen, Tebessa, Djelfa, Saida, prés de Sougueur au sud de
Tiaret. |l se trouve presque dans toutes les régions de Batna. Cependant, les surfaces
plantées appartiennent généralement aux privés, par conséquent, il est pratiquement absent

dans les statistiques officielles algériennes (267).

4 Constituants biochimiques

Plusieurs composés phénoliques isolés a partir de la plante comme le pyrogallol, I'acide p-
hydroxybenzoique, I’acide vanillique, I’acide protocatéchique, 1’acide gallique, genistique,
protocatechuique, paracoumarique, caféique, acide chlorogénique, et néo-chloroénique, les tanins,
les glansrins, adénosine, adénine pourrait fournir une base chimique de certains des avantages

pour la santé (268).

La quantification des composés flavonoides dans la vérité de noyer cultivé en Portugal, a
révélé que les flavonols étaient toujours les principaux composés, variant entre 54,8 % et 62,9 %
du total des composés phénoliques, tandis que la quercétine 3-galactoside était toujours le

principal constituant (269).

Parmis les constitiuants figure aussi les Quinones : naphtoquinones (hydrojuglone,

juglone) les Huile essentielle et la Vitamine C.
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O OH
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Figure 44 : strructure de juglone (5hydroxy-1,4-naphtagulone)

5 Activités biologique

Les extrais organiques ainsi que les extrais aqueux des feuilles, d'écorces de J. regia de
différents pays a montré un large spectre d’activité antibactérienne contre des bactéries Gram
positifs et Gram négatifs a savoir, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus....
(270). De plus, J. regia présentait une activité antifongique contre une vaste gamme de
champignons, a savoir Candida albicans et autres . 1l a était prouvé aussi que les extrais d'éthanol
et d'acétate d'éthyle de J. regia, inhibent jusqu’a 95% du virus de mosaique de tabac. Alors que

I’extrait méthanolique inhibe le virus Sindbis a une concentration minimale de 1,5 ug/ml (271).

Le potentiel antioxydant des extraits d'acétate d'éthyle, butanol, méthanol et d'éther de
pétrole de J. regia a été mesuré par différentes méthodes ; dont tous les extraits ont montré une

forte activité antioxydants (272).

6 Utilisation traditionnelle

La plante juglans regia.L est utilisée comme un remede d'actualité a I'inflammation
dermique et la transpiration excessive des mains et des pieds. C'est aussi un remede
domestique commun au traitement d'eczéma chronique et scrofule.

traditionnelles mondiales comme antimicrobien, anthelminthique, [l'astringent,
kératolytique, anti diarrhéique, hypoglycémique, dépuratoire, tonifiant, carminative et pour le

traitement de sinusite, le froid et le mal d'estomac (270).

Une étude réalisée en 2004, par I'institut des recherches fondamentales en déficiences

intellectuelles (OMRDD) a révélé qu'un extrait méthanolique de Jugulans regia était capables
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d'inhiber et de-fibrillaire la protéine B amyloide fibrillaire, le principal composant de plaques

séniles dans le cerveau des patients atteints de la maladie d’Alzheimer (273).

Les extrais de benzene, de méthanol et d'éthanol de I’écorce de J. regia sont dotés d’une
importants activité anthelminthique contre les vers de terre Pheretima posthuma, comparable a
celle du médicament standard prescrit dans se genre de cas le citrate de pipérazine.

L'écorce est utilisée comme miswaks pour le nettoyage de dents. Dans Le Népal la
pate d'écorce est utile dans l'arthrite, des maladies de peau, le mal de dents et la croissance de

cheveux. Le manteau de graine est utilisé pour guérir des blessures.

De nombreuses études montrent que les extraits de J. regia présentent différentes autres
activités comme I’activité anti-inflammatoire, antidépressif, hypotriglycéridémique, et hépato-

protective (274).
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Résumé

Dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales de la pharmacopée traditionnelle et la découverte de nouvelles
molécules actives a partir des sources naturelles, nous nous sommes intéressés dans ce travail a 1’étude chimique des extraits
et d’huile essentielle de Juglance regia.et Psidium guajava ainsi qu’a 1’évaluation des activités antioxydantes et
antifongiques. La teneur en polyphénols totaux a été déterminée par la technique spectrophotométrique par le réactif du
Folin-Ciocaleu. L’activité antioxydante a été déterminée, in vitro par le test du piégeage du radical libre DPPH et la méthode
réduction de fer (FRAP).En outre, la détermination de 1’activité antifongique a été réalisée par la méthode de diffusion sur
disques et celle des micro-dilutions en milieu liquide. L’étude de la composition chimique d’huile essentielle extraite de la
partie aérienne de Psidium guajava a été réalisée par la GC-MS.

Les résultats obtenus ont montré une remarquable richesse des différents extraits en polyphénols totaux dont la teneur varie
entre 188 et 285 mg EAG/g d’extrait. L’analyse chimique d’huile essentielle extraite de la partie aérienne Psidium guajava a
permis d’identifier 78 composés représentants 94.2% de la composition totale d huile essentielle dont le Limonene était le
composé majoritaire avec un pourcentage de 50.65%.

Les méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante montrent que tous les extraits ont une importante activité de piégeage
du radical libre DPPH" (valeurs des IC50 varient entre 0.011mg/ml et 0,02 mg/ml) comparable a celle des antioxydants de
synthése acide ascorbique et le BHT.

Les résultats de ’étude de I’activité antifongique ont montré que les extraits d’écorce de Juglans regia étaient actifs sur les
deux souches de levures C.albicans avec des CMI de 0.078 mg/ml.

Mots clés : Juglans regia, Psidium guajava , Huile essentielle, polyphénols, antioxydants, antifongiques, Candida albicans.

Abstract

In the context of the valorization of medicinal plants of the traditional pharmacopoeia and the discovery of new active
molecules from natural sources, we were interested in this work in the chemical study of extracts and essential oil of
Juglance regia and Psidium guajava as well as in the evaluation of antioxidant and antifungal activities. The content of total
polyphenols was determined by the spectrophotometric technique by the Folin-Ciocaleu reagent. The antioxidant activity was
determined, in vitro, by the DPPH free radical scavenging test and the iron reduction method (FRAP). In addition, the
determination of the antifungal activity was carried out by the disc diffusion method and the micro-dilution method in liquid
medium. The study of the chemical composition of essential oil extracted from the aerial part of Psidium guajava was
performed by GC-MS.

The results obtained showed a remarkable richness of the various extracts in total polyphenols whose content varies between
188 and 285 mg EAG/g of extract. The chemical analysis of essential oil extracted from the aerial part Psidium guajava
allowed to identify 78 compounds representing 94.2% of the total composition of essential oil of which Limonene was the
major compound with a percentage of 50.65%.

The antioxidant activity evaluation methods show that all extracts have a significant free radical scavenging activity DPPH’
(1C50 values vary between 0.011mg/ml and 0.02 mg/ml) comparable to that of synthetic antioxidants ascorbic acid and BHT.

The results of the antifungal activity study showed that Juglans regia bark extracts were active on both C.albicans yeast
strains with MICs of 0.078 mg/ml.

Key words: Juglans regia , Psidium guajava , Essential oil, polyphenols, antioxidants, antifungal, Candida albicans.
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