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Introduction générale

I ’Algérie dispose d’une importante biodiversité floristique, a laquelle s’ajoute une tradition
séculaire d’utilisation traditionnelle des plantes. De nombreux remédes a base de plantes ont
¢té utilisés par la population algérienne. Malgré cette utilisation traditionnelle répandue ; une

¢lucidation chimique précise de la plupart des plantes demeure toujours insuffisante.

Dans le cadre du programme de recherche du notre laboratoire (LASNABIO) destiné a la
valorisation de la flore locale et la détermination de nouveaux principes actifs ayant des intéréts
thérapeutiques, deux plantes, appartenant a deux familles différentes, ont été sélectionnées dans ce
présent travail : Artemisia arborescens L. (Astéracées) et Cardaria draba (L.) Desv (Brassicacées).
Cette sélection s’est basée, d’une part, sur une utilisation répandue dans la médecine traditionnelle de
la plante Artemisia arborescens (L.), localement appelée echiba (transcription en langue arabe 4wl ).
D’autre part, sur I’absence des travaux chimique et biologique de la partie volatile et des extraits de

’espéce Cardaria draba (L.) Desv. (transcription en langue arabe <:a.:53%) récoltée en Algérie.
Dans ce contexte, les objectifs essentiels de ce travail sont :

e La caractérisation chimique des huiles essentielles, extraites de différentes parties des deux plantes
et de différentes régions, par les techniques de la chromatographie en phase gazeuse (CPG) et la

chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectroscopie de masse (CPG/SM).

e Le dosage des polyphénols et des flavonoides contenus dans les extraits isolés par différents

solvants.

e [L’évaluation des activités biologiques (Activité anti-radicalaire, Activité antibactérienne, Activité

antidiabétique) des huiles essentielles, ainsi que les extraits des deux plantes.
Cette étude a été réalisée dans les laboratoires suivants :

e Laboratoire des Substances Naturelles et Bioactives (LASNABIO) - Département de Chimie,

Faculté des Sciences, Université Abou Bekr Belkaid, Tlemcen.

e Laboratoire de Chimie Organique, Substances Naturelles et Analyse (COSNA) - Département de

Chimie, Faculté des Sciences, Université Abou Bekr Belkaid, Tlemcen.

e Laboratoire de Chimie des Produits Naturels - Université de Corse Pascal Paoli (CPN-UCPP),

France.
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Laboratoire Antibiotique, Antifongique: Physico-chimie, Synthése et Activit¢ Biologique
(LAPSAB) - Département de Biologie Moléculaire et Cellulaire, Faculté des sciences de la Nature
et de la Vie, Université Abou Bekr Belkaid, Tlemcen.

Laboratoire de Microbiologie Appliquée a I’ Agroalimentaire, au Biomédical et a I’Environnement
(LAMAABE) - Département de Biologie Moléculaire et Cellulaire, Faculté des sciences de la
Nature et de la Vie, Université Abou Bekr Belkaid, Tlemcen.

La ferme expérimentale de la faculté des sciences de la Nature et de la Vie, Université de Mascara.
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Chapitre I
Synthese bibliographique

Résumé: Ce chapitre expose [’historique et la chimie des huiles essentielles a savoir la
biosynthése des terpénes et des composés aromatiques. Vient, ensuite, le développement des
méthodes appliquées pour la caractérisation quantitative et qualitative des huiles essentielles. Suivent

les activités biologiques de ces composés volatils (Page 3).

Dans la partie des polyphénols, la classification, les activites pharmacologiques, la
biosynthese, [’absorption et le metabolisme des flavonoides ont été largement décrits. Une attention
particuliere est portée sur l'activité antioxydante de ces métabolites secondaires en détaillant les

relations structure — activité, ainsi que les différentes voies de mécanismes antioxydantes (Page 13).

Aprés, la troisieme partie, concernant les activités biologiques des plantes, est consacrée aux
difféerentes méthodes d’évaluation des activités antioxydante, antibactérienne et antidiabétique (Page

31).

Enfin, une desription botanique ainsi que les travaux antérieurs réalisés sur les deux plantes

selectionnées dans ce travail ont été exposés (page 37)

1. Huiles essentielles

1.1. Historique

Les premicéres investigations des constituants des huiles essentielles peuvent &tre attribuées au
chimiste francais M.J Dumas (1800-1884) qui a analysé quelques constituants hydrocarbonés,
oxygénés, azotés et méme sulfurés. Il a publié ses résultats en 1833. Le chercheur francais M.
Berthelot (1859) a caractérisé plusieurs substances naturelles en utilisant la rotation optique (Can Baser

K.H. et Buchbauer G., 2010).
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Cependant, les travaux les plus importants sont ceux de O. Wallach', un assistant de
F.A. Kekulé¢’, qui a essayé d’isoler des constituants chimiques des huiles
essentielles. Les hydrocarbures de formule moléculaire C;oH;s sont dénommés

“terpénes” par F.A. Kekulé. Les constituants de formule moléculaire C,oH;40 et

CioH30 apparentés aux terpeénes étaient alors groupés sous la dénomination

O. Wallach

générique “Camphre” connu depuis I’ antiquité.

En 1891, O. Wallach a caractérisé les terpénes : le pinéne, le camphéne, le limonéne, le
dipenténe, le phellandréne, le terpinoléne, le fenchéne, le sylvestréne. Entre 1884 — 1914, O. Wallach a
écrit, a peu prés, 180 articles qui sont résumés dans son livre “terpene und Campher” regroupant
toutes les informations sur les terpénes. En 1887, il a suggéré que les terpénes doivent étre construits a
partir des unités de I’isopréne. En 1910, il a été honoré par le prix Nobel de la chimie pour sa
recherche remarquable en chimie organique et surtout dans le domaine des composés alicycliques (Can

Baser K.H. et Buchbauer G., 2010).

Depuis 1893, le chimiste allemand A.von Baeyer’, qui travaille aussi dans le
laboratoire de F.A. Kekulé, a étudié les structures et les propriétés des terpénes
cycliques. En 1905, il a regu le prix Nobel de la chimie en reconnaissance de sa
contribution au développement de la chimie organique et la chimie industrielle,

pour ses travaux sur les colorants organiques et les composés hydroaromatiques

(Can Bagser K.H. et Buchbauer G., 2010). A.von Baeyer

Les monoterpénes acycliques : le géraniol, le linalol, le citral ont été représentés par F.W.

Semmler et le chimiste russe G. Wagner. Les investigations récentes de J. Read, W. Huckel, H.

' Otto Wallach (27 mars 1847 a Konigsberg, Allemagne - 26 février 1931 a Géttingen, Allemagne) est un

chimiste allemand qui regut le prix Nobel de chimie de 1910 “en reconnaissance de ses services a la chimie
organique et a l'industrie chimique grice a ses travaux pionniers dans le champ des composés alicycliques”. Il a
été lauréat de la Médaille Davy en 1912.

Friedrich August Kekulé (plus tard Kekulé von Stradonitz, 7 septembre 1829 a Darmstadt - 13 juillet 1896 a
Bonn) est un chimiste organicien allemand célebre pour la découverte de la tétravalence du carbone et la formule
développée du benzene. Ses recherches en chimie organique lui valent la médaille Copley en 1885. Parmi les
cing premiers prix Nobel en chimie, trois sont ses anciens étudiants : Van 't Hoff en 1901, Fischer en 1902, et
Baeyer en 1905.

’ Adolf von Baeyer (né Johann Friedrich Wilhelm Adolf von Baeyer le 31 octobre 1835 a Berlin - 20 aoiit 1917
a Starnberg, Allemagne) est un chimiste allemand qui synthétisa 1'indigo et obtint en 1905 le prix Nobel de
chimie, apres avoir été lauréat de la médaille Davy en 1881, en 1903, il obtient la médaille Liebig. Il est devenu
membre étranger de la Royal Society le 10 décembre 1885.
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Schmidt, W. Treibs et V. Prelog® ont été consacrées aux structures stéréochimiques de menthol,

carvomenthol, bornéol, fenchol, pinocamphéol (Can Baser K.H. et Buchbauer G., 2010).

Dans les années 1930, L. Ruzicka’ a développé la “régle isoprénique” énoncée par
O. Wallach. 11 a formulé la “régle isoprénique biogénétique” qui a été appliquée a
la chimie des terpénes. Il a été nobélis¢é en 1939 pour ses travaux sur les
polyméthylénes et les polyterpénes (Buchanan B. et Coll, 2000, Can Baser K.H. et
Buchbauer G., 2010).

L. Ruzicka

L’application de la spectroscopie ultraviolette (UV) dans 1’élucidation de la structure des
terpénes et d’autres produits naturels a été, largement, utilisée par R.B. Woodward. Cependant,
plusieurs structures de terpénes ont été déterminées grace aux méthodes de la séparation
chromatographique et aussi de la spectroscopie de la résonance magnétique nucléaire (RMN) (Can

Bagser K.H. et Buchbauer G., 2010).

1.2. Chimie des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges naturels trés complexes caractérisés par deux ou trois
composés de tres haute concentration (20 - 70 %), comparés aux autres constituants présents en faible
quantité. Généralement, ces composés majoritaires déterminent les propriétés biologiques des huiles
essentielles. Les constituants des huiles essentielles appartiennent a deux groupes d’origine
biosynthétique distincte : le groupe majoritaire des composés terpéniques et 1’autre des composés

aliphatiques et aromatiques (Bakkali F. et Coll, 2008).

D’aprés la recherche bibliographique approfondie, le terme “terpénes” peut étre mentionné sous le

nom de “terpénoides” ou “isoprénoides ”.

* Vladimir Prelog (23 juillet 1906 & Sarajevo (Bosnie-Herzégovine) - 7 janvier 1998 a Zurich), est un chimiste

suisse-croate. Il a recu une moiti¢ du prix Nobel de chimie de 1975.

Lavoslav (Leopold) Ruzicka, né le 13 septembre 1887 a Vukovar et décédé le 26 septembre 1976, est un
chimiste de nationalité austro-hongroise et suisse. Il est lauréat de la moitié du prix Nobel de chimie de 1939. 11
devient membre étranger de la Royal Society le 18 juin 1942. Durant la Seconde Guerre mondiale, il perd une
partie de ses collaborateurs, et restructure son laboratoire avec de nouveaux chercheurs jeunes et prometteurs,
parmi lesquels Vladimir Prelog, futur lauréat du prix Nobel de chimie en 1975. Avec l'aide de ses nouveaux
collaborateurs, il étend une nouvelle fois le champ de ses recherches. 11 est lauréat du Faraday Lectureship de la
Royal Society of Chemistry en 1956. En 1957, Ruzicka prend sa retraite et laisse la direction de son laboratoire a
Vladimir Prelog.



Synthése bibliographique 6

1.2.1. Biosynthéese des terpenes

Les terpénoides constituent la plus grande famille de produits naturels chez les plantes. Ils sont
classés sur la base du nombre d’unités isopréniques qu’ils renferment : hémiterpénes Cs (une unité
isoprénique), monoterpénes Cjy (deux unités isopréniques), sesquiterpénes C;s (trois unités
isopréniques), diterpénes C,o (quatre unités isopréniques), triterpeénes C;o (six unités isopréniques),
tétraterpenes Cyo (huit unités isopréniques), polyterpénes (plus de huit unités isopréniques c’est-a-dire

plus de quatre unités terpéniques) (Dubey V.S. et Coll, 2003, Zwenger S. et Basu C., 2008).

Chez les plantes, tous les isoprénoides sont synthétisés a partir de deux précurseurs :
isopentényldiphosphate (IPP) et son isomere diméthylallyldiphosphate (DMAPP). Ces précurseurs
peuvent étre produits par deux voies : I'une celle du mévalonate (MVA) et I’autre celle du 1-déoxy-D-
xylulose-5-phosphate (DXP) (Kirby J. et Keasling D.J., 2009, Martin V.J.J. et Coll, 2003). Dans certaines
références, la voie du 1-déoxy-D-xylulose-5-phosphate (DXP) est appelée aussi la voie du 2-C-

méthyl-€érythritol 4-phosphate (MEP).

1.2.1.1. Compartimentation de la biosynthése des terpénoides

Les trichomes glandulaires, les cavités sécrétrices des feuilles et 1’épiderme glandulaire des

pétales de fleur produisent les terpénoides des huiles essentielles (Buchanan B. et Coll, 2000).

Chez les plantes supérieures, la voie du mévalonate est opérationnelle dans le cytoplasme et
les mitochondries : les stérols, les sesquiterpénes et 1’ubiquinone sont synthétisés par la voie du
mévalonate. Tandis que la voie du 1-déoxy-D-xylulose-5-phosphate est active dans les plastes pour la
synthése des hémiterpénes, des monoterpénes, des diterpénes et des caroténoides. La séparation
compartimentale des deux voies de la biosynthése de I’isopentényldiphosphate (IPP) n’est pas absolue
puisqu’il existe un échange métabolique entre les deux compartiments. L’existence d’un tel échange
dépend de I’espéce, de la présence et de la concentration des précurseurs exogenes des terpénoides

(Eisenreich W. et Coll, 2001).
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1.2.1.2.  Synthese de ’isopentényldiphosphate (IPP)

Voie du mévalonate (MVA)
O La voie du mévalonate consiste en six ¢étapes

Acetyl-CoA
— C— S CGA

Acetyl-CoA
CH. —C—S— CoA
—= CoASH
O

Acetoacetyl-
3 —C—CH;—C—S— CoA CoA

Acetyl-CoA
HMG-CoA 7CH3—C—S_COA
synthase
CoASH
HO (|:|) 3-Hydroxy-
| 3-methyl-
CHy—C—CH;—C—5—CoA glutaryl-CoA
| (HMG-CoA)
CH, — COOCH
— 2 =NADPH=
HMG-CoA i NADP—!—
reductase
= CoASH
B
TR T Mevalonic acid
CHy (|: CH, CH,OH (MVA)
CH, — COOH
—— 2 ATP:
MVA kinase ;
- ADP

HO
| Mevalonic acid
CHy—C—CHy— CHZD® 5-phosphate
' (MVAP)
CH, — COOH

ADP

MVWVAP kinase

HO

| oy Mevalonic acid
CH;—C—CH,— CH,O@@®  5-diphosphate
| (MVAPP)

CH, — COOH

MVAPP
decarboxylase

—» (ADP + @

CcO, + H,0
CHy Isopentenyl

/C — CH, — CH.O@@®  diphosphate
CH, (IPP)

Figure 1. Synthése de I'IPP par la voie du mévalonate

(Buchanan B. et Coll, 2000)

enzymatiques qui transforment 1’acétyl-CoA en
isopentényldiphosphate (IPP) (Figure.T) (Kirby J. et Keasling

D.J., 2009).

Cette voie débute par deux condensations de trois
molécules d’acétyl- CoA catalysées par deux enzymes :
hydroxyméthyl-glutaryl-CoA

Thiolase et synthase

(HMG-CoA synthase), respectivement.

Le produit résultant, 3-hydroxy-3-méthylglutaryl- CoA
(HMG-CoA) est réduit, par la en acide

HMG-CoA

suite,
mévalonique sous [’action de 1’enzyme :

réductase.

L’acide mévalonique 5S-diphosphate (MVAPP) est
biosynthétisé par une double phosphorylation de 1’acide
catalysée, respectivement, par la

(MVA

mévalonique

mévalonate  kinase kinase) et la

phosphomévalonate kinase (MV AP kinase).

L’acide mévalonique 5-diphosphate (MVAPP) est

ensuite décarboxylé par la diphosphomévalonate
décarboxylase (MVAPP décarboxylase) pour former
I’isopentényldiphosphate (IPP) (Buchanan B. et Coll, 2000,

Liao, Z.H. et Coll, 2006).

(IPP) et le
(DMAPP)

L’isopentényldiphosphate
diméthylallyldiphosphate peuvent
s’isomériser grace a une enzyme : IPP isomérase (Liao,

Z.H. et Coll, 20006).



Synthése bibliographique 8

Voie du 1-déoxy-D-xylulose-5-phosphate (DXP)

La voie du 2-C-méthyl-érythritol 4-phosphate (MEP), consiste en sept étapes enzymatiques
impliquées dans la formation de I’isopentényldiphosphate (IPP) a partir du pyruvate et du

glycéraldéhyde 3-phosphate (GAP) (Figure. 2)

Dans cette voie, le pyruvate réagit avec la thiamine pyrophosphate (TPP) pour donner

I’hydroxyéthyl-TPP. L’étape suivante consiste en la condensation de I’hydroxyéthyl-TPP avec le
glycéraldéhyde 3-phosphate (GAP) pour former le 1-déoxy-D-xylulose-5-phosphate (DOXP) sous
I’action de I’enzyme DOXP synthase (DXS). Ce dernier subit un réarrangement et une réduction
conduisant a la formation du produit 2-C-méthyl-érythritol 4-phosphate (MEP) grace a une enzyme :
DOXP réducto-isomérase appelée aussi MEP synthase.
Le 2-C-méthyl-érythritol 4-phosphate (MEP) est, ensuite, converti en 1-hydroxy-2-méthyl-2-(E)-
butényl 4-diphosphate (HMBPP) par une action enzymatique consécutive de 2-C-méthyl-D-érythritol
4-phosphate cytidylyltransférase (MCT), 4-(cytidine 5’-diphospho)-2-C-méthyl-D-érythritol kinase
(CMK), 2-C-méthyl-D-érythritol 2,4-cyclodiphosphate synthase (MDS) et (E)-4-hydroxy-3-
méthylbut-2-ényl diphosphatesynthase (HDS).

La derniére étape est la conversion de 1-hydroxy-2-méthyl-2-(E)-butényl 4-diphosphate
(HMBPP) en un mélange de I’isopentényldiphosphate (IPP) et le diméthylallyldiphosphate (DMAPP)
(5 :1) catalysée par une enzyme : (E)-4-hydroxy-3-méthylbut-2-ényl diphosphate réductase (HDR)
(Buchanan B. et Coll, 2000, Liao, Z.H. et Coll, 2006, Nagegowda D.A., 2010).

»CH,Ol = CH,Of)
HO PP | _ . oCH, OH
COo R H—C—on TP—EB H—c —on S NADPHE \’C,-"’“ s
. EN N ' PR e
C=0 } oCH; — HO= C—H —d— H--0=C—H 4&}—- H,T C\ o
p
| — J 7N
oCH, o, oCHO@®  Ho—C— TPP—(E) { o=C=— SADe onH »
Pyruvate 2 | o ALE
1 PP —E) H—C —OH o CH; @ e CH;
C l—Deoxg—D-xﬁlulose— 2-C-Methyl-D-erythritol-
H =g 5-phosphate 4-phosphate
GAP i
5
k/!\
s = o@®
iy

Figure 2. Synthése de I’IPP par la voie du 2-C-méthyl-érythritol 4-phosphate (MEP)
(Buchanan B. et Coll, 2000)
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1.2.1.3.  Formation des précurseurs de type de prényldiphosphate

Dans la deuxiéme phase de la biosynthése des terpénes, [’isopentényldiphosphate (IPP) et le
diméthylallyldiphosphate (DMAPP) sont utilisés dans les réactions de condensation pour produire le
géranyldiphosphate (GPP), le farnésyldiphosphate (FPP), le géranylgéranyldiphosphate (GGPP) : des
précurseurs des monoterpénes, des sesquiterpénes et des diterpénes, respectivement. Ces réactions sont
catalysées par des enzymes appelées : les prényltransférases incluant : le géranyldiphosphate synthase

(GDS), le farnésyldiphosphate synthase (FDS), le géranylgéranyldiphosphate synthase (GGDS).

Le géranyldiphosphate synthase (GDS) catalyse la formation du géranyldiphosphate (GPP) par
une réaction de condensation d’une molécule d’IPP sur une molécule de DMAPP.
Le farnésyldiphosphate synthase (FDS) catalyse une réaction de condensation de deux molécules
d’IPP avec une molécule de DMAPP pour former le farnésyldiphosphate (FPP) : le précurseur des
sesquiterpenes et des triterpénes.
Le géranylgéranyldiphosphate synthase (GGDS) catalyse la formation du géranylgéranyldiphosphate
(GGPP), précurseur des diterpénes et des tétraterpénes, par condensation de trois molécules d’IPP sur

une molécule de DMAPP (Buchanan B. et Coll, 2000, Nagegowda D.A., 2010, Cheng A.X, et Coll, 2007).

1.2.1.4. Formation des terpénes

La troisiéme étape de la biosynthése des
Cs )\/cmo@@ )\/CHIO(E@
7 A ; i
fropentenyl = Dimethylallyl o Hemiterpenes terpenes consiste en la formation des
iphosphate - iphosphate
| | _
Com—1 monoterpenes, des sesquiterpenes et des
c CHO@® N X . . .
v )W\v ®® diterpénes a partir de prényldiphosphates : le
Geranyl Monoterpenes
diphosphate r .
= )\/CH:‘D@@ arp) géranyldiphosphate (GPP), le
o\ - .
" WCHIO farnésyldiphosphate (FPP), le
F1r\ yl - S S
arnesy esquiterpenes r 7 .
d.pnosplje_ )vm:om o géranylgéranyldiphosphate (GGPP),
e
B -— respectivement, sous [’action des enzymes
e )\/VW\/\)\/ -
RN RS .
Geranylgeranyl Diterpenes connues sous le nom de terpénes synthases
diphosphate

(TPSs) T3 (Cheng A.X, et Coll, 2007).
Figure 3. Biosynthése des terpénes (Buchanan B. et Coll,

2000)
1.2.2. Biosynthése des composés aromatiques

Les composés aromatiques sont biogénétiquement issus d'une voie métabolique secondaire
dite de l'acide shikimique. Cet intermédiaire se forme par une série de conversions biogénétiques, dont

la premicre étape est une condensation aldolique stéréospécifique, entre le phosphoénolpyruvate et
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l'érythrose-4-phosphate pour former un composé en C,, dont la cyclisation conduit a l'acide

déhydroquinique.

Ce dernier se déshydrate pour donner l'acide déhydroshikimique qui, a son tour conduit a
l'acide shikimique par une réaction de réduction. A partir de cet important précurseur se forment, par

des réactions d’élimination, de réarrangement intramoléculaire, les dérivés aromatiques

(Figueredo G., 2007).

HO.C, H
N
P—O H
phosphoénolpyruvate
po_ ¥
HOu.,
5L 6]
OH H acide-3-déshydroquinique
érythrose-4-phosphate NADPH
COOH
COH
COOH
- NADPH
- HO" : OH
- z
acide shikimique © ] OH
s COsH QL
R = H (phénylalanine) acide-3-déhydroshikimique
R = OH (tyrosine)
acides cinnamiques
R
OH
OMe
O/ \
CHO X
ex : vanilline ex : acétophénone ‘ ex : anéthole

Figure 4. Synthése des dérivés du phénylpropane (Figueredo G., 2007)

1.3. Analyse des huiles essentielles

Les méthodes les plus appliquées pour 1’analyse des huiles essentielles sont des méthodes
chromatographiques qui permettent la séparation et 1’identification des constituants. Cependant, une

confirmation supplémentaire est exigée pour une identification fiable en évitant des caractérisations

ambigiies.
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1.3.1. Chromatographie en phase gazeuse (CPQG)

L’analyse des huiles essentielles par la chromatographie en phase gazeuse a été effectuée dans
les années 1950, quand le professeur A. Liberti a analysé les huiles essentielles d’agrumes, quelques
années aprés la description, pour la premicre fois, de la chromatographie gaz — liquide (CGL),

communément connue sous le nom de CG, par A.T. James et A.J.P. Martin.

Les colonnes, les plus fréquemment, utilisées pour 1’analyse des huiles essentielles sont des
colonnes capillaires. Le choix de la colonne est trés important pour cette analyse ; la nature chimique
et I’épaisseur du film de la phase stationnaire, la longueur et le diametre interne de la colonne seront
considérés. En général, I’analyse des huiles essentielles est effectuée sur des colonnes de 25 — 50 m,
avec un diamétre interne qui varie de 0.20 a 0.32 mm et une épaisseur du film de 0.25 um (Can Baser

K.H. et Buchbauer G., 2010).

Les constituants de 1’huile essentielle sont séparés en fonction de leur point d’ébullition si la
phase stationnaire est apolaire, de leur polarité si cette derniére est polaire. Les terpenes et leurs
dérivés oxygénés qui ont, fréquemment, des points d’¢ébullition similaires constituent un exemple de
ce principe. Ces composés sont élués, sur une colonne apolaire, dans une gamme de temps de rétention
plus étroite. Pour surmonter cette limite, des méthodes analytiques peuvent étre modifiées en
appliquant une élévation de la température du four pour favoriser 1’élution des composés, en utilisant
une phase stationnaire polaire ou les composés oxygénés sont plus retenus que les composés
hydrocarbonés. Cependant, le choix des phases stationnaires différentes peut offrir une meilleure
résolution d’une série de composés, mais de nouvelles co-élutions peuvent, toujours, survenir (Can

Baser K.H. et Buchbauer G., 2010).

Dans le cas de la caractérisation des volatils, la série de référence, la plus utilisée, correspond a
n-alcanes. Les méthodes les plus étudiées et appliquées pour calculer les indices de rétention sont
basées sur une équation logarithmique développée par Kovats en 1958 pour les conditions isothermes,
et sur une équation proposée par Van Den Dool et Kratz en 1963, qui est utilisée dans les conditions

de programmation de la température.

Cependant, il est trés recommandable d’utiliser deux colonnes analytiques avec deux phases
stationnaires de polarités différentes, pour avoir deux valeurs de I’indice de rétention. L’identification
des composés faite sur une seule colonne peut étre acceptée si une méthode spectroscopique

supplémentaire est utilisée (Can Baser K.H. et Buchbauer G., 2010).
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1.3.2. Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectroscopie de masse

(CPG/SM)

La spectrométrie de masse est basée sur la détermination des masses des molécules ou atomes
présents dans 1’échantillon étudié. Pour arriver a ce résultat, on commence par transformer une trés
petite quantité du composé a analyser en ions par un moyen adapté (bombardement avec des électrons,
des atomes, des photons...). Ces ions sont alors soumis, sous un trés bon vide, a I’action d’un champ
¢lectrique et /ou magnétique selon les cas.

Les forces qui s’exercent sur ces ions permettent de déterminer leur rapport masse /charge, donc

éventuellement leur nature (Rouessac F. et Rouessac A., 2004).

Plusieurs approches pour I’analyse des données de la CPG/SM ont été proposées en utilisant
des algorithmes, qui sont trés sophistiqués pour détecter, identifier et quantifier tous les pics

chromatographiques.

Cependant, les huiles essentielles sont, généralement, composées par les terpénes qui
présentent des spectres de masse identiques d’ou la difficulté de 1’identification des constituants. Pour
que la détermination des compositions des mélanges complexes par CPG/SM soit précise, 1’utilisation
conjointe des indices de rétention avec I’information structurale donnée par CPG/SM est largement

acceptée et permet 1’identification des composés (Can Baser K.H. et Buchbauer G., 2010).

1.4. Activités biologiques des huiles essentielles

Depuis des millénaires, les huiles essentielles sont employées pour guérir et prévenir les

maladies. Quelques propriétés pharmacologiques des huiles essentielles seront mentionnées.

Les huiles essentielles peuvent rendre stérile une culture de microbes, signe d’une activité
antiseptique. Plusieurs études ont montré que les huiles essentielles sont capables de s’attaquer aux
microbes les plus puissants, comme le staphylocoque, le bacille de Koch (tuberculose) ou le bacille
typhique (typhoide).

Les huiles essentielles ont une double action contre les microbes : elles peuvent les tuer (effet
bactéricide) et elles en arrétent la prolifération (effet bactériostatique). Les plus puissantes pour cela
sont celles qui contiennent des phénols, lesquels sont utiles pour lutter contre les infections

bactériennes, virales et parasitaires (Moro Buronzo A., 2008).

Les virus sont trés sensibles aux molécules aromatiques contenues dans les huiles essentielles,

ce qui confére a ces derniéres la capacit¢ de combattre certaines pathologies virales : les huiles
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essentielles arrétent le développement des virus et facilitent 1’élimination du mucus tout en stimulant

le systéme immunitaire (Moro Buronzo A., 2008).

Les aldéhydes contenus dans un grand nombre d’huiles essentielles ont la propriété de

combattre les inflammations.

Les huiles essentielles présentent des propriétés cicatrisantes reconnues depuis 1’antiquité et
utilisées en temps de guerre pour soigner les blessés. En effet, elles ont le pouvoir de regénérer les
tissus qui ont été abimés et de favoriser la cicatrisation des blessures.

Leur pouvoir antiseptique leur permet de désinfecter en méme temps les plaies, en protégeant
I’organisme des processus de décomposition, des microbes et de leurs eventuels déchets nocifs (Moro

Buronzo A., 2008).

Un grand nombre des huiles essentielles sont de puissants soutiens pour notre systéme
circulatoire. Elles ont la capacité d’activer la circulation sanguine, de réduire les hémorroides et de
soulager les jambes lourdes. Elles sont utilisées, aussi, pour combattre contre la cellulite.

Les huiles essentielles ont une action sur le systéme digestif. Elles sont efficaces contre la
formation de gaz au niveau abdominal et elles favorisent la formation des sucs gastriques nécessaires a

une bonne digestion (Moro Buronzo A., 2008).

Les huiles essentielles ont ét¢, également, appliquées contre les tumeurs. Depuis les années
1990, les propriétés anticancéreuses des huiles essentielles et/ou leurs constituants majoritaires ont été
reconnues. Une telle thérapie naturelle a été, largement, acceptée par les patients, dans le monde entier

(Can Baser K.H. et Buchbauer G., 2010).

2. Flavonoides : famille des polyphénols

2.1. Structure et classification des polyphénols

Un large nombre de métabolites secondaires est produit par les plantes. Ces métabolites
peuvent se classer en plusieurs groupes selon leur structure et leur biosynthése. Les composés
phénoliques sont des métabolites secondaires ubiquistes les plus largement distribués dans le monde

végétal (Daayf F. et Lattanzio V., 2008).

Les polyphénols constituent un groupe trés complexe de diverses molécules. Ils sont présents

dans les plantes médicinales, les aliments et les boissons tels que 1’huile d’olive, la pomme, le jus
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d’agrumes, le thé, le café et le chocolat. Ils sont, aussi, responsables des propriétés sensorielles des

aliments (Colegate M.S. et Molyneux J.R., 2008).

Les termes “phénol” et “polyphénol” peuvent étre définis, chimiquement, comme des
substances possédant un noyau aromatique et un (phénol) ou plusieurs (polyphénol) substituants
hydroxyles. La premiére définition compléte des polyphénols, basée sur la proposition de T. White,
E.C. Bate-Smith & T. Swain, est donnée par E. Haslam, qui a déclaré¢ que les polyphénols sont des
composés phénoliques solubles dans 1’eau, de poids moléculaire compris entre 500 et 3000 — 4000 Da,
possédant 12 — 16 groupes phénoliques et 5—7 noyaux aromatiques par 1000 masse moléculaire
relative, et ayant des propriétés spéciales comme la capacité de précipiter les protéines et les
alcaloides. Par la suite, cette définition a été élargie en incluant les composés phénoliques de structure

simple.

En regle générale, les polyphénols sont des métabolites secondaires naturels résultant,
biogénétiquement, par différentes voies et produisant des phénols et des polyphénols monomériques et
polymériques afin d’accomplir plusieurs réles physiologiques dans les plantes (Daayf F. et Lattanzio V.,

2008).

La structure des polyphénols varie de molécules simples, comme les acides phénoliques, a des
composés hautement polymérisés, comme les proanthocyanidines. Plusieurs milliers de composés

(parmi eux 8150 flavonoides) ont été identifigs.

Plusieurs classes de composés phénoliques ont été catégorisées selon leur squelette de base :
Cs (phénols simples), Cs-C; (acides phénoliques), Cs-C, (acétophénones, acides phénylacétiques), Cq-
C; (acides hydroxycinnamiques, coumarines, phénylpropenes, chromones), C4-C4 (naphtoquinones),
Cs-C1-Cs (xanthones), C4-C,.Cq (stilbenes, anthraquinones), C4-C3-Cq (flavonoides, isoflavonoides),
(C¢-C)), (tannins hydrolysables), (Cs-C;), (lignanes, néolignanes), (C¢—Cs—Cs), (bi-flavonoides), (Cs—

(Figure .5)

Cs), (lignines), (C¢), (catéchol mélanines), (Cs—C;3;—Cs), ( tannins condensés) (Daayf F. et

Lattanzio V., 2008).

2.2. Activités biologiques des polyphénols

Les polyphénols sont parmi des substances bioactives les plus, thérapeutiquement, utiles. Ces
composeés sont présents dans les 1égumes, les fruits et plusieurs autres sources alimentaires.
En conséquence, la prise réguliére de légumes et de fruits est trés recommandée parce que les
polyphénols qu’ils contiennent jouent un rdle important dans la réduction du risque des maladies

chroniques et dégénératives (dpak R. et Coll, 2007).



Synthése bibliographique 15

Comme antioxydants, les polyphénols peuvent protéger les cellules contre les dommages
oxydatifs et, par conséquent, limiter le risque de plusicurs maladies dégénératives associées au stress
oxydatif. Les polyphénols jouent, aussi, un role dans la prévention des maladies cardiovasculaires,
cancer, ostéoporose, diabétes mellitus et des maladies neurodégénératives. La consommation des
polyphénols limite le développement des 1ésions athéromateuses, inhibe I’oxydation de lipoprotéine de
basse densité, qui est considérée comme le mécanisme clé dans les lésions endothéliales qui se

produisent dans I’athérosclérose (D’Archivio M. et Coll, 2007).
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Figure 5. Quelques exemples des structures phénoliques (Daayf F. et Lattanzio V., 2008)
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Cependant, des recherches récentes suggérent une variété de mécanismes d’action des
polyphénols dans la prévention des maladies, qui peuvent étre indépendants de leurs activités
antioxydantes conventionnelles. En outre, les effets pro-oxydants des polyphénols ont été décrits,
comme ayant des propriétés opposées aux processus physiologiques cellulaires basiques : si comme
étant des antioxydants, ils améliorent la survie cellulaire ; étant des pro-oxydants, ils peuvent induire

I’apoptose et bloquer la prolifération cellulaire.

Les polyphénols peuvent exercer plusieurs autres effets biologiques comme I’inhibition ou la
réduction de différents enzymes (la télomérase, la cyclooxygénase, la lipoxygénase), I’interaction aux
mécanismes de transduction du signal et aux récepteurs cellulaires. De plus, les polyphénols
peuvent affecter les mécanismes de caspase, la régulation du cycle cellulaire et les fonctions de la

plaquette.

Clest, principalement, en raison de ces propriétés qu'ils exercent leurs effets protecteurs et
recoivent de plus en plus d'attention comme agents thérapeutiques potentiels contre plusieurs maladies

dégénératives chroniques (D Archivio M. et Coll, 2007).

2.3. Structure et classification des flavonoides

Les flavonoides sont des composés polyphénoliques ubiquistes dans les plantes. Ces
composés constituent un grand groupe de produits naturels, biologiquement, actifs. Ils sont distribués,
largement, dans les plantes supérieures, mais aussi dans quelques plantes inféricures telles que les

algues (Sarker D.S. et Coll, 2006, Ahmad 1. et Coll, 2006).

Les flavonoides appartiennent au groupe de substances phénoliques naturelles avec des
structures chimiques trés variables. La plupart de flavonoides qui ont été identifiés (plus de 6000
flavonoides) sont responsables de couleurs attirantes de fleurs, fruits et feuilles (Jedindk A. et Coll,

2004).

Les flavonoides sont, généralement, solubles dans I’eau. Plus ces composés sont conjugués,
plus ils sont colorés. Ils sont présents sous forme de glycosides dans les plantes, ce qui complique la

détermination de leurs structures (Cseke J.L. et Coll, 2006).

Dans la plupart des cas, les flavonoides sont présents sous forme de glycosides dans les
vacuoles des fleurs, feuilles, tiges ou racines, tandis que les flavonoides aglycones, particuliérement
les flavonoides simples et polyméthylés, se trouvent sous forme des exsudats farineux ou de cires dans

les feuilles, écorces et bourgeons (Iwashina T., 2000).
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Le terme “flavonoide” regroupe les produits naturels basés sur un squelette a quinze carbones
Ci5 (C¢-C5-Cy). Les flavonoides sont caractérisés par la structure chimique de phénylbenzopyrane. Le
cycle hétérocyclique benzopyrane est nommé par le cycle C, le cycle aromatique par le cycle A et le
substituant phényle par le cycle B souvent lié en position 2 (Passamonti S. et Coll, 2009, Keller R.B.,
2009).

Le cycle A peut exister sous deux formes: la forme de phloroglucinol qui est méta tri-
hydroxylé ou la forme de résorcinol qui est méta di-hydroxylé. Le cycle B peut étre mono-hydroxylé,
ortho di-hydroxylé ou tri-hydroxylé. L’hétérocycle centré existe sous 1’'une des formes suivantes :

pyrane, pyrilium ou y-pyrone.

Les flavonoides peuvent étre classés en quatre groupes selon la position du cycle aromatique

li€ au benzopyrane : flavonoides majoritaires (2- phénylbenzopyranes) 1, isoflavonoides (3-

(Figure. 6)

benzopyranes) 2, néoflavonoides (4-benzopyranes) 3 et les flavonoides minoritaires (Pereira

D.M. et Coll, 2009, Grotewold E., 20006).

)
0
¥l 4

2 3

1

Figure 6. Différentes structures de base des flavonoides (Grotewold E., 2006)
2.3.1. 2-phénylbenzopyranes

Basant sur le degré d’oxydation et la présence de saturation dans le cycle hétérocyclique C, les

flavonoides peuvent étre divisés en groupes suivants "€ 7 (Grotewold E., 2006)
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Figure 7. Différents groupes de flavonoides de type 2- phénylbenzopyranes (Grotewold E., 20006)

2.3.2. Isoflavonoides

Les isoflavonoides sont une sous-classe distinctive des flavonoides. Ils possédent un squelette
de 3-phénylchromane qui est dérivé par une migration 1,2 du groupe aryle dans le précurseur de 2-

phénylchromane.

La distribution des isoflavonoides est limitée dans le monde végétal. En effet, ces composés
sont, remarquablement, divers et les variations structurales sont importantes.
Cela résulte, non seulement, du nombre et de la complexité des substituants liés sur le 3-
phénylchromane, mais aussi des niveaux d’oxydation différents et la présence de cycles

supplémentaires. Les isoflavonoides sont subdivisés en groupes suivants '8 ®: Grorewold E., 2006)
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Figure 8. Différents groupes de flavonoides de type isoflavonoide (Grotewold E., 20006)
2.3.3. Néoflavonoides

Ce groupe de flavonoides comprend 4-arylcoumarines, 3,4,-dihydro-4-arylcoumarines et

néoflavénes T8 Grotewold E., 2006).

4-arylcoumarine 3,4,-dihydro-4-arylcoumarine Néoflavéne

Figure 9. Différents groupes de flavonoides de type néoflavonoide (Grotewold E., 20006)
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2.3.4. Flavonoides minoritaires

Les produits naturels tels que les chalcones et les aurones contiennent aussi un enchainement

C-C3-Cy et sont considérés comme des flavonoides minoritaires F€ 19 (Grorewold E., 2006).

OH OH
) g

=
O 0 0

2’-OH-dihydrochalcone 2’-OH-rétro-chalcone
2’-OH-chalcone

O,
OH

(0]

Auronol

Aurone

Figure 10. Quelques exemples de flavonoides minoritaires (Grotewold E., 2006)
2.4. Biosynthese des flavonoides

De la premicre description des effets acide et basique sur les pigments de la plante par Robert
Boyle en 1664 a la caractérisation des génes structurels et régulateurs a la fin du 20°™ siccle, les
recherches concernant les structures, les activités chimiques ainsi que la biosynthése des flavonoides

ont été développées (Winkel-Shirley B., 2001).

Les premiers flavonoides : les chalcones, sont formées a partir de 4-coumaroyl-CoA, dans
trois réactions séquentielles impliquant la molécule de malonyl-CoA. Dans quelques espéces, la
cafféoyl-CoA et la féruloyl-CoA peuvent étre, aussi, utilisées comme substrats pour la formation du

chalcone.

La molécule 4-coumaroyl-CoA est produite a partir de ’acide aminé : phénylalanine (la voie
des phénylpropnoides) par trois conversions enzymatiques catalysées par : phénylalanine ammonia —

lyase (PAL), cinnamate 4-hydroxylase (C4H) et 4-coumarate : CoA ligase (4CL).

La molécule malonyl-CoA est formée a partir de I’acétyl-CoA grace a I’enzyme : acétyl-CoA
carboxylase (ACC). L’acétyl-CoA peut étre produite dans les mitochondries, les plastes, les

peroxysomes et le cytosol. C’est I’acétyl-CoA cytosolique qui est utilisée dans la biosynthese des




Synthése bibliographique 21

flavonoides, et elle est formée sous ’action d’une enzyme : ATP-citrate lyase qui convertit le citrate,
ATP et Co-A aux produits acétyl-CoA, ADP et le phosphate inorganique (Andersen Q.M. et Markham
R.K., 2006).

La biosynthese des flavonoides débute par la condensation de trois molécules de malonyl-CoA
et une molécule de 4-coumaoyl-CoA pour obtenir la tétrahydroxychalcone. Cette réaction est catalysée
par la chalcone synthase (CHS). Dans certaines espéces, 1’action coordonnée de CHS et la NADPH
réductase produit la 6-déoxychalcone (I’isoliquiritigénine). Les deux chalcones peuvent étre converties

en aurones, une sous-classe de flavonoides présente dans certaines especes.

L’étape suivante est catalysée par la chalcone isomérase (CHI), qui induit la fermeture
stéréospécifique du cycle conduisant a la formation de 2S-flavanones : la naringénine et moins

communément la liquiritigénine.

Les flavanones représentent le point d’embranchement le plus important dans le métabolisme
des flavonoides, parce que 1’isomérisation de ces composés conduit aux isoflavonoides. L’ introduction
d’une double liaison C,-C; permet la formation des flavones et des flavonols, tandis que

I’hydroxylation de la position 3 produit les dihydroflavonols.

Concernant le premier point d’embranchement pour la formation des isoflavonoides, deux
enzymes interviennent : I’isoflavone synthase (IFS) catalyse la migration du groupement aryle du C,
au C; et I’hydroxylation pour donner la 2-hydroxyisoflavanone. L hydratation de ce dernier, catalysée
par la 2-hydroxyisoflavanone déhydratase (IFD), forme les isoflavonoides, la génistéine et la
daidzéine. Ces isoflavonoides peuvent étre métabolisés pour former les phytoalexines ou les
roténoides & 11,

Le deuxiéme point d’embranchement dans le métabolisme des flavonoides consiste en la
déshydratation de la naringénine aux positions C,/C; pour donner les flavones comme 1’apigénine.

Cette conversion est catalysée par la flavone synthase (FNS).

Finalement, pour le troisieme point d’embranchement, 1’hydroxylation stéréospécifique en
position C; de la naringénine, sous 1’action de I’enzyme : la flavanone 3-hydroxylase (FHT), produit
les dihydroflavonols comme le dihydrokaempférol.

L’hydroxylation spécifique de la naringénine, grace a une enzyme : la flavonoide 3’-hydroxylase
(F3’H), peut donner la dihydroquercétine, qui peut étre convertie en quercétine (le flavanol) par la
flavonol synthase (FLS) catalysant la formation d’une double liaison C,-Cs. La dihydroquercétine peut

étre réduite par la dihydroflavonol 4-réductase (DFR) en flavan-3,4-diols.
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Les conversions enzymatiques peuvent créer plusieurs groupes de flavonoides de structures
trés diverses. Par exemple, dans les pétales de la fleur, les leucoanthocyanidines (ex : la
leucopélargonidine) peuvent €tre converties en anthocyanine colorée (ex : la pélargonidine) grace a

I’anthocyanidine synthase (ANS) (Figure. 12) (Motohashi N. et Sakagami H., 2009, Buchanan B. et Coll, 2000).
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Chalcone synthase

Chalcone synthase
NADPH reductase
5
OH 4 OH
= & OH
OH | /©/ N
HO o HO (o~ -OH Ay HO 4~ 2 OH 3 HOL -~ -0 i
= —-— | 2 — |
== ’ S
\! &' \
O ') H H 0]
Hispidol Isoliquiritigenin 4,2’ 4’ 6"-Tetrahydroxychalcone 4,4',6"-Trihydroxyaurone
(an aurone) (a chalcone) (a chalcone) (an aurone)
1
e-/’ +.OH HO o\/OH
8 B |
HO (] i‘o‘; _\\v S iy |
- [Es] OH O |
3 — S0H
OH O
Liquiritigenin Naringenin 2-Hydroxyisoflavanone
(a flavanone) (a flavanone)
1
HO l O\T
OH ©O O
% OH
Daidzein Genistein
(an isoflavonoid) (an isoflavonoid)
1 IOMT IOMT 1
HO O
() OO
g
OCH; OH © O OCH,
Formononetin Biochanin A :
1
HO O HO O, HO
J p
0
HO OCH3 OCH OCH;
2'-Hydroxyformononetin ) OCH; . OCH3
: 2"4, 5 -Trimethoxyformononetin  9-Demethylmunduserone
(a rotenoid)
HO
HO. O. HO 0
Ry H
sH o
\Q/\_‘J @ S DMI dehvdratase
o H OH
HO “~OCH; HO >~ 0CH;
JCH3
{(—)-Vestitone 7,2'-Dihydroxy-4'-methoxyisoflavanol (-)-Medicarpin
(DMI)

Figure 11. Voies biosynthétiques pour la production des sous-classes spécifiques des flavonoides (chalcones,

aurones, flavanones et isoflavonoides) (Buchanan B. et Coll, 2000)
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Figure 12. Sélection des réactions enzymatiques importantes dans les flavonoides (Buchanan B. et Coll, 2000)

2.5. Flavonoides comme antioxydants

La propriété la plus décrite de chaque groupe de flavonoides est leur capacité¢ d’agir comme des

antioxydants. Les flavones et les catéchines paraissent étre les flavonoides les plus puissants pour

protéger notre organisme contre les especes oxygénées réactives.




Synthése bibliographique 24

Les cellules et les tissus de notre corps sont, toujours, menacés par les dommages causés par les
radicaux libres et les espéces oxygénées réactives, qui sont produites lors du métabolisme de

I’oxygene ou qui sont induites par les dommages exogenes.

Les mécanismes de la défense antioxydante du corps incluent les enzymes (la catalase, la
glutathion peroxydase, la superoxyde dismutase), mais aussi les contreparties non-enzymatiques (le

glutathion, I’acide ascorbique et le a-tocophérol).

Les flavonoides, pouvant avoir un effet additif aux composés de piégeage endogeénes, ont la

capacité d’augmenter la fonction des antioxydants endogenes (Nijveldt J.R. et Coll, 2001).
2.5.1. Relations structure - activité

L’activité antioxydante des flavonoides et leurs métabolites dépendent, essentiellement, de
I’arrangement des groupements fonctionnels. Des recherches sur les relations structure — activité des
flavonoides ont mis en évidence le role des composés structurels spécifiques dans le piégeage des

radicaux et la chélation.
2.5.1.1.  Groupes hydroxyles

L’arrangement spatial des substituants est, probablement, le plus grand déterminant de
I’activité antioxydante du squelette de flavane seul. Pour la plupart des antioxydants polyphénoliques,
la configuration et le nombre total des groupements hydroxyles influencent les mécanismes de
’activité antioxydante. La capacité de piégeage des radicaux libres est attribuée a la haute réactivité

des substituants hydroxyles :
F-OH+R — F-O +RH

La configuration des hydroxyles du cycle B est le déterminant le plus significatif de piégeage
des espéces oxygénées réactives et des especes réactives de ’azote. Les groupements hydroxyles au
niveau du cycle B sont des donneurs d’hydrogéne et d’électron aux radicaux peroxyles, hydroxyles et
peroxynitrite, conduisant a la stabilisation de ces radicaux et donnant, ainsi, des radicaux de
flavonoide stables.

La présence du groupement hydroxyle en position 5 peut, aussi, contribuer a I’activité antioxydante.

L’angle de torsion du cycle B influence, fortement, la capacité du piégeage des radicaux libres.

Comparativement a [’exemple donné pour I’hydroxylation du cycle B, DI'impact de

I’arrangement du cycle A sur 1’activité antioxydante est de signification discutable.
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Le cycle hétérocyclique des flavonoides peut contribuer a 1’activité antioxydante, soit par la
présence du groupement OH en position 3 (la capacité des flavonoides a piéger les radicaux libres
dépend, fortement, de la présence de ce 3-OH libre), soit par la conjugaison entre les deux cycles

aromatiques (Heim E.K. et Coll, 2002).

2.5.1.2.  O-méthylation

Les différences de I’activité antioxydante entre les flavonoides poly-hydroxylés et les
flavonoides poly-méthoxylés sont dues a la différence de I’hydrophobicité et la planéité moléculaire.
La diminution de la capacité antioxydante par la O- méthylation peut s’expliquer par les effets

stériques qui modifient la planéité (Heim E.K. et Coll, 2002).

2.5.1.3.  Double liaison C,-C; et une fonction 4-0xo

Dans un systéme microsomial, les flavonoides ayant une double liaison C,-C; conjuguée avec
le groupe carbonyle en position 4 donnent des valeurs de Clsp minimales (une forte activité

antioxydante), comparées avec celles des hétérocycles saturés.

Plusieurs recherches indiquent que les flavonoides dénués de I'un des deux éléments
structurels, ou de 1’autre ou des deux en méme temps, sont moins actifs que ceux possédant ces deux
¢léments de structure. La conjugaison des deux cycles A et B permet 1’effet de la résonance du noyau
aromatique, stabilisant le radical phénoxy de la fonction catéchol, et par conséquent, elle augmente la

stabilité du radical de flavonoide (Heim E.K. et Coll, 2002).

2.5.1.4. Présence de carbohydrate

Les aglycones sont des antioxydants plus forts que leurs glycosides correspondants. Dans
I’alimentation, les molécules glycosidiques des flavonoides se produisent, généralement, en positions
3- ou 7-, mais le sucre li¢ au cycle A conduit a une forte diminution de ’activité que la 3-glycosylation
dans le cycle hétérocyclique. L’influence de la 3- et 7- glycosylation peut étre attribuée aux autres

considérations structurelles.

Chez I’homme, le réle des molécules de sucre dans 1’optimisation des propriétés antioxydantes
est discutable. En effet, la libération du substituant glycosidique par les enzymes entériques ou les
bactéries peut conduire a une augmentation de 1’activité des flavonoides alimentaires in vivo (Heim

E.K. et Coll, 2002).
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2.5.2. Différentes voies de mécanismes antioxydantes

Les flavonoides peuvent empécher les dommages causés par les radicaux libres par plusieurs
voies : piégeage des radicaux libres, chélation des métaux, activité anti-lipoperoxydation et inhibition

de diverses enzymes.

2.5.2.1. Piégeage des radicaux libres

La premiére voie est le piégeage direct des radicaux libres. Les flavonoides sont oxydés par les
radicaux, conduisant a la formation du radical plus stable et moins réactif. En d’autres termes, les
flavonoides stabilisent les espeéces oxygénées réactives en réagissant avec les composés réactifs du
radical. Les radicaux sont rendus inactifs a cause de la haute réactivité du groupe hydroxyle des

flavonoides (Nijveld: J.R. et Coll, 2001).

2.5.2.2.  Chélation des métaux

Les propriétés de chélation des flavonoides contribuent a leur activité antioxydante. En
libérant et neutralisant des ions de fer dans les hépatocytes, les flavonoides peuvent inhiber les

dommages oxydatifs.

Dans les systémes biologiques, les dérivés les plus réactifs des espéces oxygénées réactives
sont les radicaux hydroxyles. Le fer ferreux libre est assez sensible a 1’oxygeéne et donne le fer
ferrique et le superoxyde, produisant, ainsi, le peroxyde d’hydrogéne. La réaction entre le fer ferreux
et le peroxyde d’hydrogéne produit le radical hydroxyle qui peut, par la suite, oxyder les biomolécules.
Dans ce processus connu sous le nom de la réaction de Fenton, la production de radical hydroxyle est

en rapport avec la concentration de cuivre ou de fer.

L’oxydation est, fortement, inhibée par les flavonoides avec les arrangements 3°,4’-catéchol,
4-oxo et 5-OH. La chélation avec les cations divalents peuvent se produire entre 5-OH et 4-oxo, ou
entre 3’- et 4’-OH. En raison des propriétés de chélation des métaux et la capacité de piéger les
radicaux, les flavonoides poly-hydroxylés peuvent offrir un avantage considérable comme des

inhibiteurs de la réaction de Fenton in vivo (Heim E.K. et Coll, 2002).

2.5.2.3.  Activité anti-lipoperoxydation

La relation entre la peroxydation lipidique et plusieurs maladies a été établie, surtout dans le
cas des maladies cardiovasculaires. L’athérosclérose est initiée par 1’oxydation des lipides, présents

dans les lipoprotéines de basse densité¢ (LDL). Le risque élevé de cette maladie n’est pas da,
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seulement, a 1’hypercholestérolémie, mais aussi a la concentration élevée des particules de LDL
oxydées qui forment des bandelettes spumeuses sur 1’artére, conduisant au développement des I1ésions
athérosclérotiques. La cytotoxicité de la peroxydation lipidique aux autres tissus comme le foie peut

provoquer la maladie du foie et le diabéte.

La prise réguliere d’une alimentation riche en fruits et légumes peut protéger contre une
variét¢ de maladies particulierement celles liées au systéme cardiovasculaire et le cancer. Au
demeurant, les antioxydants présents dans cette alimentation, inhibant la peroxydation lipidique dans
le LDL, limitent 1’athérosclérose et ses manifestations cliniques comme 1’infarctus du myocarde. La
diminution dans I’oxydation du LDL par les composés phénoliques peut prévenir des maladies

cardiovasculaires.

La capacité de piégeage des radicaux libres des flavonoides est attribuée a leur capacité de
donner I’hydrogéne. Cette propriété est due a la présence des groupements hydroxyles dans leurs
structures. Le nombre et I’arrangement des groupements hydroxyles sur les cycles A et B sont de
grande importance dans 1’inhibition de la peroxydation des lipides. Les flavonoides, ayant un groupe

3-hydroxyle sur le cycle C, sont de forts anti-lipoperoxydation.

La protection de la membrane par les flavonoides solubles dans I’eau est, seulement, possible
pendant la phase d’initiation de la peroxydation lipidique a cause de leur capacité de régénérer la
vitamine E. En revanche, les flavonoides solubles dans les lipides empéchent 1’oxydation par leur
incorporation dans la membrane, en utilisant un antioxydant synthétique soluble dans les lipides

(BHT) (Atmani D. et Coll, 2009).

2.5.2.4. Inhibition de diverses enzymes

Plusieurs études indiquent la capacité des flavonoides a inhiber plusieurs enzymes,
directement, liées au stress oxydatif et a la peroxydation lipidique, telles que : la xanthine oxydase, les

lipoxygénases, les cyclooxygénases, NADH oxydase.

La xanthine déhydrogénase et la xanthine oxydase sont impliquées dans le métabolisme de la
xanthine en acide urique. La xanthine déhydrogénase est la forme de 1’enzyme présente sous les
conditions physiologiques, mais sa configuration est changée en xanthine oxydase durant les

conditions ischémiques. La xanthine oxydase est la source des radicaux libres de 1’oxygene.

L’enzyme : la xanthine oxydase, présente sous forme de traces dans la plupart des tissus
humains (le plasma et plus précisément dans le foie et I’intestin), catalyse I’hydroxylation de

I’hypoxanthine en xanthine et la xanthine en acide urique, qui joue un réle crucial dans la goutte.
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Durant la réoxydation de la xanthine oxydase, la molécule d’oxygéne agit comme un accepteur

d’électron, produisant le radical superoxyde et le peroxyde d’hydrogéne :

Xanthine + 2 O, + H,O — Acide urique + 2 02._+ 2H"
Xanthine + O, + HO — Acide urique + H,0,

11 a été démontré que les groupements hydroxyles en position Cs et C,, et la double liaison C,-
C; sont trés importants pour l’activité inhibitrice de la xanthine oxydase. La présence de ces
groupements aux positions C; et Cs- est, aussi, essentielle pour une forte capacité de piégeage du
radical superoxyde (4tmani D. et Coll, 2009, Nijveldt J.R. et Coll, 2001, Cos P. et Coll, 1998, Armstrong D.,
2002).

2.6. Autres activités pharmacologiques des flavonoides

Les flavonoides sont considérés comme des composants importants dans notre alimentation,
bien qu’ils soient, généralement, considérés comme des éléments non-nutritifs.
La prise des flavonoides peut varier entre 50 et 800 mg par jour selon I’alimentation — la
consommation des légumes, des fruits, etc. Les différentes plantes médicinales sont, aussi, une autre
source des flavonoides. Les flavonoides sous la forme de glycosides sont faiblement absorbés, ils
doivent étre hydrolysés par les enzymes bactériennes dans ’intestin, sur lequel leurs aglycones

peuvent étre absorbés (Stalikas C.D., 2007).

Plusieurs études effectuées chez les animaux ont montré les avantages thérapeutiques des
flavonoides tels que les activités antioxydantes, antiprolifératives, anti-inflammatoires. Ces effets
bénéfiques sur la santé peuvent se rapporter aux interactions avec les enzymes clés, en signalant des
cascades qui impliquent les cytokines, les facteurs de transcription ou les systémes antioxydants (Buer
S.C. et Coll, 2010). Une synthése bibliographique de quelques travaux concernant les propriétés

thérapeutiques des flavonoides est présentée dans le tableau 1 (Page 29).
2.7. Absorption, métabolisme des flavonoides

Pour ¢élucider le role des flavonoides alimentaires dans la santé humaine, il est important de
savoir les formes qui sont présents dans le plasma et les tissus aprés I’ingestion de ces flavonoides

(Hollman C.H.P., 2004).
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Tableau 1. Quelques activités biologiques des flavonoides
Référence Activités
Sandhar K.H. et Coll, 2011 Effet sur ['ulcere gastrique, l’inflammation, la maladie

Gonzalez-Gallego J. et Coll, 2007
Cushnie T.P.T., Lamb J.A., 2005

Raj Narayana K. et Coll, 2001

Manthey J.A., 2000
Fernandez P.S. et Coll, 2006
Birt F.D. et Coll, 2001
Oteiza L.P., et Coll, 2005
Gross M., 2004

Youdim K. A. et Coll, 2004
Paris D. et Coll, 2011

Ren W. et Coll, 2003

Stefek M., 2011

Nileeka Balasuriya B.W., Vasantha
Rupasinghe H.P., 2011
Nandave M. et Coll, 2005

Kanadaswami C. et Coll, 2005
Terao J. et Coll, 2008

Middleton E. et Coll, 2000

rhumatismale, la thrombose, le cancer, I’allergie, la dépression,

I’activité antimicrobienne, les maladies cardiovasculaires, les

diabétes mellitus

Activité anti-inflammatoire
Activité antimicrobienne (activité antifongique,
antivirale, activité antibactérienne)

Activité activité

cardiotonique, antiulcéreuse,

hépatoprotective, activité anti-inflammatoire,
antinéoplasique, effet sur les vaisseaux sanguins,
antimicrobienne

Effet sur I’inflammation

Effet sur le systéme nerveux central

Action dans la prévention de la maladie du cancer
Réle protectif sur la surface de la membrane
Activité anti-athérosclérotique

Effet physiologique sur le systéme nerveux central
Effet sur la maladie d’ Alzheimer

Activité anticancéreuse

Prévention de la maladie de la cataracte diabétique

Activité anti-hypertensive

Role protectif dans les maladies cardiovasculaires

Activité anticancéreuse

activité

activité
activité

activité

Prévention de la maladie d’athérosclérose et les maladies

cardiovasculaires

Effet sur I’inflammation, les maladies du cceur et le cancer
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2.7.1. Absorption des flavonoides

Avant que les flavonoides alimentaires puissent étre

Aglycone y . . A . ro.r

(\gy—) Small absorbés par le boyau, ils doivent étre libérés par la
Intestine . . . . .

Ag.ycon}@ - 2 mastication : une action du suc digestif dans le tractus

gastro-intestinal, et finalement les microorganismes du

Qm) @@ folt colon. L’absorption des flavonoides libérés dépend de

arg
* /ntestine | leurs propriétés physico-chimiques telles que le poids
G@D moléculaire, la configuration, la lipophilicité, Ia

Figure 13. Absorption et métabolisme des solubilité et le pKa (Hollman C.H.P., 2004).

aglycones et des glycosides (Packer L. et
Coll, 1999)

Le comportement des flavonoides dans le tractus digestif reste encore équivoque. Cependant,
la solubilité dans les micelles d’acides biliaires est un important déterminant pour I’absorption
intestinale. Les flavonoides glycosylés sont, difficilement, absorbés dans 1’intestin gréle parce que leur

hydrophilicité diminue leur solubilité dans les micelles.

L’activité de la B-glucosidase de la microflore induit I’hydrolyse des glycosides en aglycones
dans le gros intestin. Les entérobactéries paraissent étre responsables de 1’activité de la B-glucosidase.
On outre, la partie aglycone est soumise a un coupage du cycle par les entérobactéries. Apres une telle

. . . . e Figure. 13
conversion, les flavonoides sont devenus plus solubles dans les micelles d’acides biliaires (Figure. 13)

Cependant, plusieurs chercheurs ont démontré que les catéchines du thé sont absorbés
facilement a cause de 1’absence de la partie sucre (les catéchines n’ont aucune partie glycosidique).
L’efficacité de 1’absorption des flavonoides dans le tractus intestinal dépend de leurs structures (Packer

L. et Coll, 1999).

2.7.2. Conversion métabolique et circulation entéro-hépatique

Les flavonoides absorbés du tractus intestinal sont liés aux molécules d’albumine et ils sont
transportés au foie a travers la lymphe ou la veine porte. Ils sont soumis, ainsi que leurs produits de
décomposition, aux conversions métaboliques dans le foie, incluant : la méthylation des groupements
hydroxyles, la réduction des groupements carbonyles et la conjugaison avec ’acide glucuronique
et/ou I’acide sulfurique. Quelques métabolites paraissent étre réabsorbés aprés 1’hydrolyse et/ou le
coupage du cycle (circulation entéro-hépatique). Donc, une quantité appréciable de flavonoides
alimentaires peuvent entrer dans la circulation sanguine comme des métabolites par ce mécanisme de

la circulation entéro-hépatique. Le foie est le tissu principal pour le métabolisme des flavonoides.
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Cependant, la muqueuse intestinale, les reins et autres tissus possédent aussi une activité enzymatique

pour métaboliser les flavonoides.

Plusieurs études ont montré que les flavonoides sont soumis & la glucuronidation dans la
muqueuse intestinale comme une premic¢re étape de la conversion métabolique sous les conditions
normales. Ils entrent dans la veine porte sous la forme conjuguée, apres la sulfatation dans le foie et la
méthylation dans le foie et les reins, les métabolites sont excrétés du corps par la bile ou I’urine

(Packer L. et Coll, 1999).

3. Activités biologiques des plantes

3.1. Méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante et/ou anti-radicalaire

Ces dernicres années, plusieurs méthodes de la détermination de 1’activité antioxydante ont été
proposées. La majorité de ces tests sont basés sur la mesure de la capacité relative des antioxydants a

piéger les radicaux en comparant avec celle d’un antioxydant standard (Zaporozhets O.A. et Coll, 2004).

Ces méthodes se basent sur des principes différents : piégeage des radicaux peroxyles : ORAC
(Oxygen Radical Absorbance Capacity) et TRAP (Total Radical-trapping Antioxidant Power), pouvoir
de réduction du métal : FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) et CUPRAC (Cupric Reducing
Antioxidant Power), piégeage des radicaux hydroxyles (I’essai au désoxyribose), piégeage des
radicaux organiques : ABTS (2,2-Azino-bis(3-ethylbenz-thiazoline-6-sulfonic acid) et DPPH (2,2-
Diphenyl-1-picrylhydrazyl), quantification des produits formés durant la peroxydation lipidique :
TRAPS (Thiobarbituric Acid Reactive Substances). Les procédures les plus, largement, utilisées pour
la mesure de D’effet antioxydant sont: FRAP, ABTS, TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity), DPPH et ORAC (Marinova G. et Batchvarov V., 2011).

Les termes “Activité antioxydante” et “ Capacité antioxydante” sont, souvent, utilisés d’une
fagon interchangeable mais il est trés important de savoir qu’il s’agit de deux termes de signification
différente. Le terme “Activité” se référe a la vitesse constante de la réaction entre un antioxydant
spécifique et un oxydant spécifique. Autrement dit, 1’activité antioxydante traite la cinétique de la
réaction entre un antioxydant et un pro-oxydant ou un radical qui est réduit ou piégé. Cette activité
serait insignifiante sans les conditions spécifiques de la réaction comme la pression et la température.
Tandis que la capacité antioxydante donne une information sur la durée de I’action de I’antioxydant,
elle mesure la quantité d’un radical libre donné piégé par I’échantillon. Les mesures de la capacité

antioxydante rapportent la quantité d’un mélange hétérogéne des antioxydants qui réagissent ensemble
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pour produire la capacité piégeur de I’échantillon (MacDonald-Wicks K.L. et Coll, 2006, Apak R. et Coll,
2013, Karadag A. et Coll, 2009).

Il y a une différence entre les deux termes “Activité antioxydante” et “ Activité anti-
radicalaire”. L’activité anti-radicalaire caractérise la capacit¢ des composés de réagir avec les
radicaux libres, mais 1’activité antioxydante représente la capacité d’inhiber le processus d’oxydation.
Par conséquent, tous les tests utilisant un radical libre stable (DPPH, ABTS ...) donne une information
sur la capacité de piéger le radical (activité anti-radicalaire) bien que dans de nombreux cas, cette

activité ne correspond pas a I’activité antioxydante (7irzitis G. et Bartosz G., 2010).

La méthode utilisée pour la mesure de ’activité anti-radicalaire des extraits des deux plantes
sélectionnées est la méthode de DPPH. C’est une méthode indirecte la plus ancienne, elle a été
suggérée, pour la premicre fois, dans les années 1950 pour la découverte des donneurs d’hydrogéne
dans les maticres naturelles. Plus tard, le test a été quantifié pour déterminer le potentiel antioxydant
des composés phénoliques et des aliments, aussi bien que des échantillons, biologiquement, efficaces

(Roginsky V. et Lissi E.A., 2005).

Le radical DPPH est I'un des radicaux organiques azotées stables, commercialement
disponible, qui porte une couleur violette foncée. La décoloration de ce radical suite & une réaction
avec un antioxydant peut étre, facilement, suivie par la mesure de 1’absorbance a 515-520 nm.
L’activité piégeur du radical d’un composé donné ou d’un mélange complexe est évaluée a partir des
mesures cinétiques et pour des évaluations stoechiométriques (Campos A.M. et Coll, 2012, Prior R.L. et

Coll, 2005).

Deux versions ont été suggérées dans le test de DPPH : dynamique et statique. Pour la
premiére version, on mesure le pourcentage de réduction de DPPH" observé aprés 1’addition de
I’échantillon contenant des composés phénoliques. Dans la version statique, on détermine la quantité
de DPPH' piégé par 1’échantillon testé. Le premier essai caractérise la réactivité, alors que le deuxiéme
détermine la stecechiométrie de la réaction de DPPH" avec une substance individuelle donneuse
d’hydrogene ou la quantité des groupes —OH actifs dans un mélange complexe. Le potentiel donneur
d’hydrogene d’un échantillon testé est, fréquemment, exprimé par Clso (notée parfois par CEsy). Ce
paramétre a été proposé, récemment, pour 1’ interprétation des résultats de la méthode de DPPH. 1l est
défini comme la concentration du substrat qui cause la réduction de 50% de DPPH" initial. Le temps
nécessaire pour atteindre le plateau a la concentration de CEsq (Tcgso) est, graphiquement, déterminé.
Un nouveau paramétre appelé “Efficacité anti-radicalaire” est défini par la relation suivante :

(Molyneux P., 2004, Roginsky V. et Lissi E.A., 2005, Sanchez-Moreno C. et Coll, 1998).

EA = l/(CEso TcEso)
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Dans cette méthode, I’efficacité antioxydante est mesurée a la température ambiante, en
¢liminant, ainsi, le risque de la dégradation thermique des molécules testées. Cependant, le mécanisme
réactionnel entre le DPPH" et un antioxydant dépend de la conformation structurelle de 1’antioxydant.
Quelques composés réagissent, rapidement, avec DPPH’, réduisant un certain nombre de molécules de
DPPH: selon le nombre de groupes hydroxyles disponibles. Cependant, pour la majorité de composés
testés, les réactions sont plus lentes et les mécanismes semblent étre plus complexes (Bondet V. et Coll,

1997).

La réaction entre le DPPH" et un antioxydant se fait en deux étapes, dans la premiére étape,

I’antioxydant donne un hydrogeéne le plus labile au radical DPPH" :

DPPH + AH — DPPH-H + A" ....... (1)

Dans la deuxiéme étape, le radical formé dans la réaction (1) attaque une nouvelle molécule de

DPPH dans la position para du substituant phényle :

A'+DPPH — A-DPPH ............ 2)

Deux mécanismes peuvent intervenir : un meécanisme de transfert d’atome d’hydrogene
(HAT : H-atom transfer) et un mécanisme séquentiel déprotonation — transfert d’électron (SPLET :
sequential proton loss and electron transfer). Le premier est basé sur un transfert direct de 1’atome
d’hydrogéne de I’antioxydant vers le radical DPPH’, cette réaction est plus rapide dans les solvants
non-polaires. Le deuxiéme est basé sur un transfert d’électron du phénol ionisé de I’antioxydant vers le
radical DPPH (Fi&ure 1)

D’autres mécanismes ont ét€ mentionnés dans la littérature comme : PCET (proton-coupled electron-

transfer), ET-PT (electron-transfer proton-loss) (Volkov V.A. et Coll, 2009, Foti M.C. et Coll, 2008).

HAT

« (H-atom transfer) "
ArOH + DPPH » AtOH + DPPH-H

SPLET
= (¢ transfer) .
ArQO + DPPH + ArO + DPPH

Figure 14. Réaction entre le DPPH’ et un antioxydant phénolique selon les deux mécanismes HAT et SPLET

(Volkov V. A. et Coll, 2009)
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Le test de DPPH est, techniquement, simple et rapide et nécessite un spectrophotométre UV-
Visible. Ces avantages pourraient expliquer, probablement, son utilisation répandue dans la sélection

des antioxydants.

Il y a quelques inconvénients qui limitent 1’application de cette méthode. Le DPPH peut étre,
seulement, dissout dans les solvants organiques (surtout les solvants alcooliques) et non pas dans les
solvants aqueux, qui est une importante limitation en interprétant le role des antioxydants hydrophiles.
Bien que le test de DPPH est, largement, utilis¢ pour la mesure et la comparaison du potentiel
antioxydant des composés phénoliques et des aliments ; 1’évaluation de la capacité antioxydante par le
changement de I’absorbance de DPPH doit étre, soigneusement, déterminée en raison de la diminution
de I’absorbance de DPPH a 517 nm, aprés sa réaction avec un antioxydant, par la lumicre, I’oxygéne

et le type du solvant (Karadag A. et Coll, 2009).

La molécule de DPPH ne porte aucune similarité aux radicaux peroxyles, hautement, réactifs
impliqués dans la peroxydation lipidique. Ainsi, plusieurs antioxydants pouvant réagir, rapidement,
avec les radicaux peroxyles in vivo, peuvent réagir lentement ou peuvent, méme, étre inertes au DPPH.
La cinétique de la réaction entre le DPPH et les antioxydants n’est pas proportionnelle a la
concentration de DPPH. Donc I’expression de la capacité antioxydante, utilisant le parameétre CE5, est
problématique. De plus, ’interprétation des résultats est compliquée s’il y a un chevauchement des
spectres des composés testés et du DPPH a 515 nm (exemple : les caroténoides). Enfin, la réaction
entre DPPH et I’eugénol est réversible. La capacité antioxydante des échantillons contenant 1’eugénol
ou d’autres phénols dont la structure est semblable, est faussement, basse (Prior R.L. et Coll, 2005,

Karadag A. et Coll, 2009).

3.2. Méthodes d’évaluation de ’activité antibactérienne

Plusieurs recherches ont été concentrées sur I’investigation des produits naturels comme une
source de nouvelles molécules bioactives antimicrobiennes pour traiter les maladies infectieuses.
Quelques méthodes ont été mentionnées pour ce but ; les résultats seront fortement influencés, non
seulement, de la méthode choisie mais aussi des microorganismes sélectionnés et le degré de solubilité

de chaque composé testé. Ces tests devraient étre simples, rapides, reproductibles et peu coliteux.

Trois méthodes, actuellement, disponibles pour la détection de I’activité antimicrobienne des
produits naturels ont été sélectionnées, y compris des méthodes bio-autographiques, des méthodes de
diffusion et des méthodes de dilution. Les méthodes bio-autographiques et les méthodes de diffusion
peuvent étre définies comme des techniques qualitatives puisqu’elles donnent, uniquement, une idée

sur la présence ou I’absence des substances antimicrobiennes. D’autre part, les méthodes de dilution
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sont considérées comme des techniques quantitatives déterminant la concentration minimale

inhibitrice (CMI) (Valgas C. et Coll, 2007).

On utilise, habituellement, pour cultiver les bactéries des complexes a base d’extraits ou
d’hydrolysats enzymatiques de viandes. Ces milieux peuvent étre liquides (bouillons) ou solides. La
solidification des milieux est obtenue par I’addition de gélose, un extrait d’algues qui a la propriété de

fondre a I’ébullition et de se solidifier a des températures inférieures a 40°C.

En milieu liquide, les bactéries se dispersent librement et leur multiplication se traduit par un
trouble, le plus souvent, homogeéne. Sur un milieu solide, les bactéries se déposent a la surface.
Lorsque la quantité de bactéries est faible, chaque bactérie va pouvoir se multiplier sur place jusqu’a
former un amas de bactéries visibles a I’ceil nu, que 1’on appelle “colonie” (si la densité bactérienne

est trop ¢élevée dans 1’echantillon ensemensé, les colonies sont confluentes et forment une nappe).

L’emploi de milieux solides permet, ainsi, le dénombrement des bactéries viables dans un
¢chantillon. Il suffit, en effet, pour cela d’étaler sur des milieux solides (gélosés) un volume connu de
différentes dilutions de 1’échantillon et de compter les colonies obtenues avec la dilution adéquate. Un
autre intérét des milieux solides est qu’ils permettent d’apprécier la morphologie des colonies qui peut

varier selon les espéces bactériennes (Nauciel C. et Vildé J.L., 2005).

3.3. Méthodes d’évaluation de I’activité antidiabétique

Aujourd’hui, le diabéte mellitus est considéré comme 1’un des principaux problémes de santé
dans le monde entier. Les mod¢les animaux expérimentaux constituent les meilleures stratégies pour la
compréhension de la pathophysiologie de n’importe quelle maladie afin de développer les
médicaments de traitement de cette maladie. Pendant quelques derni¢res décennies, de nombreux
modeles animaux ont été développés pour étudier le diabéte mellitus et tester les agents
antidiabétiques, qui incluent des manipulations chimiques, chirurgicales et génétiques (Ankur R. et

Shahjad A., 2012).

Un modéle animal pour la recherche biomédical est celui dans lequel la biologie ou le
comportement peuvent étre étudiés, ou dans lequel un processus pathologique spontané ou induit peut
étre examiné ou dans lequel le phénomeéne ressemble a celui des humains ou d’autres animaux. Les
modeles animaux peuvent étre classés en cing groupes : a) les modeles spontanés ou la maladie ou ses
conditions se produisent, spontanément, chez les animaux comme chez les humains. b) les modeles
expérimentaux. c) des modeles génétiquement modifiés dans lesquels la maladie ou ses conditions
sont induites, respectivement, chimiquement et chirurgicalement ou par manipulation génétique. d) les

modeles négatifs, y compris les animaux résistants a une condition ou une maladie particulicre. e) les
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modeles orphelins, y compris des modeles animaux atteints de la maladie inconnue aux homologues

humains (Chatzigeorgiou A.et Coll, 2009).

Le diabéte de type I touche, seulement, 10% de tous les cas de diabéte. Les personnes
touchées par cette maladie ont besoin des injections quotidiennes de I’insuline. Le diabéte de type |
résulte de I’infiltration inflammatoire des ilots de Langerhans et de la destruction sélective des cellules
B productrices de I’insuline. Ce type de diabéte se produit, souvent, chez les personnes souffrant
d’autres maladies auto-immunes de 1’intestin et de la thyroide. 1l est, fortement, associ¢ au complexe

majeur d’histocompatibilité (CMH,), amélioré par I’immunosuppression (Mordes J.P. et Coll, 2004).

Cinqg mod¢les animaux de diabéte spontané sont, essenticllement, utilisés pour I’étude de
diabéte auto-immune : la souris NOD (Non Obese Diabetic), le rat BB (Bio-Breeding), le rat LETL
(Long Evans Tokushima Lean), le rat KDP (Komeda Diabetes Prone) et le rat LEW-iddm. La souris
NOD et le rat BB sont les, plus largement, utilisés (Chatzigeorgiou A.et Coll, 2009).

La pathogénie du diabéte de type II est trés complexe. Elle implique le développement
progressif de la résistance d’insuline dans le foie et les tissus périphériques, accompagné par une
sécrétion de I’insuline défectueuse des cellules B pancréatiques conduisant a une hyperglycémie (un
taux ¢élevé anormal de glucose dans le sang). En raison de I’interaction complexe entre les génes et
entre les facteurs génétiques et environnementaux, 1’analyse génétique de diabéte est difficile et mal
¢tudiée chez I’homme. De plus, la recherche sur le diabéte chez les humains est entravée par des
considérations éthiques évidentes, parce que la provocation de la maladie est, strictement, interdite
chez I’homme. Les modeles animaux de diabéte sont, donc, utiles et avantageux dans les études
biomédicales parce qu’ils offrent de nouvelles connaissances sur le diabéte humain. Les modéles
animaux consanguins, dans lesquels la structure génétique est homogene et les facteurs
environnementaux peuvent étre contr6lés, sont trés importants dans la dissection génétique des

maladies multifactorielles (Srinivasan K. et Ramarao P., 2007).

Comme pour le diabéte de type I, plusieurs animaux ont été utilisés pour 1’étude de diabéte de
type 11, parmi lesquels : des modeles de rongeurs obeses (la souris 0b/ob, la souris db/db, le rat Zucker
fa/fa), des modeles des rongeurs non-obéses (le rat Goto-Kakizaki, la souris mutante non-ob¢se

C57BL/6 Akita) (Chatzigeorgiou A.et Coll, 2009).

La streptozotocine et 1’alloxane sont les produits chimiques diabétogénes les plus importants
pour la recherche sur le diabéte. Ce sont les analogues de glucose cytotoxiques. Bien que leur
cytotoxicité est réalisée par différentes voies, leurs mécanismes de 1’action sélective des cellules B sont

identiques (Lenzen S., 2008).
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Les effets cytotoxiques de l’alloxane sont dus a son produit de réaction réduit, 1’acide
dialurique, et a la production d’espéces oxygénées réactives (EOR) (génération de radicaux
superoxydes O2°, peroxydes d’hydrogéne H,O, et hydroxyles OH. La streptozotocine exerce sa
toxicité grace a une activité¢ d’alkylation de I’ADN. La glycosylation des protéines est un facteur
délétere supplémentaire. L’ ADP ribosylation est alors sur-stimulée, ce qui entraine une baisse de
NAD" cellulaire, du stock d’ATP et conduit a la mort des cellules béta et de toutes les cellules

porteuses du transporteur GLUT?2 (cellules du rein et du foie) (Wartiez A.S. et Coll, 2012).

Ces deux composés exercent leurs actions diabétogéniques quand ils sont administrés par voie
parentérale, intraveineuse, intrapéritonéale ou sous-cutanée. La dose exigée pour induire le diabéte
dépend des espéces animales, la voie d’administration et 1’état nutritionnel (Fréde T.S. et Medeiros Y.S.,

2008).

En général, a I’aide de ces mode¢les de diabéte induits par des composés chimiques, la plupart
des études publiées rapportent le pourcentage de réduction de la glycémie dans le sang qui est,
toujours, évalué aprés une période de jeline suivie du traitement aigué ou chronique par un produit
naturel spécifique. Les études comparatives sont réalisées sur des groupes d’animaux diabétiques et
non-diabétiques, traités par des agents antidiabétiques connus, mais les résultats ne permettent pas de

savoir le mécanisme d’action du produit naturel étudié (Eddouks M. et Coll, 2012).

En raison de I’action non-spécifique des composés isolés des extraits de produits naturels, des
¢tudes ont proposé des protocoles in vitro supplémentaires, autres que ceux in vivo, tels que la
perfusion du foie (pour évaluer I’inhibition de I’afflux de glucose), les méthodes d’absorption gastro-
intestinale, les systémes enzymatiques antioxydants, ainsi que le niveau de glycogéne dans le foie.
Ces protocoles contribuent a I’analyse des effets antidiabétiques de certains produits naturels (Eddouks

M. et Coll, 2012).

4. Description des plantes ¢tudiées

4.1. Etude bibliographique de I’espece Artemisia arborescens L. (Asteraceae)
4.1.1. Famille des asteraceae

La famille des asteraceae (anciennement appelées compositae) est la plus vaste de toutes les
plantes a fleurs, environ 1000 genres et 19000 espéces, soit pres du 1/10 des Angiospermes. Ce sont

des plantes dicotylédones cosmopolites, caractérisées par leurs inflorescences en capitule.
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Plantes vivaces, annuelles ou bisannuelles, elles sont généralement herbacées ou subligneuses
dans les régions tempérées, arbustives ou arborescentes dans les régions tropicales (Vernonia). Les
formes en coussinet (Catananche des régions méditerranéennes, Raoulia de Nouvelle-Zélande et de
Tasmanie) ou lianescentes (Mutisia) sont rares. Dans les hautes montagnes tropicales, au-dessus de
3000 m, se rencontrent les asteraceae géantes portant de volumineuses inflorescences terminales :
Espeletia dans les Andes, Dendro senecio en Afrique. Ces derniers atteignent de 8 a 10 metres de haut.
Il en existe une vingtaine d’espéces dont la localisation stricte dépend de 1’altitude, de I’exposition des

versants ou méme des montagnes (Encyclopaedia universalis, 1968, Roland J.C., et Coll, 2008).

Les asteraceae constituent un ensemble homogéne, défini par I’inflorescence : le capitule. Cet
axe aplati, conique ou en dome, entouré d’un involucre, porte des fleurs sessiles, cependant de

nombreuses variations 1’affectent : taille, forme, structure.

Les capitules sont : soit solitaires et de grande taille (du dm au cm) comprenant un grand
nombre de fleurs, plusieurs milliers chez 1’Helianthus, plusieurs centaines chez la marguerite, ou
quelques dizaines chez le salsifis ; soit au contraire de taille modeste (du cm au mm) ne comprenant
que quelques fleurs (achillée millefeuille), parfois deux (Xanthium) ou une seule (Echinops,
Ambrosia), et souvent groupés en inflorescences diverses : épis (armoise), grappes simples (chicorée),
ou ramifiées (Vernonia, verge d’or), corymbes (achillée millefeuille, eupatoire), fausse ombelle

(tanaisie), cymes diverses ou capitules (Echinops, edelweiss).

L’involucre est formé de bractées vertes, rarement colorées (certains Cirsium, Vernonia),
scarieuses ou a marge scarieuse (marguerite), libres ou soudées ; elles sont épineuses chez les bardanes

et les chardons, charnues chez 1’artichaut.

La disposition des fleurs hermaphrodites, unisexuées ou stériles, tubuleuses ou ligulées,
engendre diverses combinaisons : les capitules sont homogames si toutes les fleurs composantes sont
du méme type, c’est-a-dire hermaphrodites tubuleuses (eupatoire, bardane) ou ligulées (chicorée), ou
toutes unisexuées (ambrosia). lls sont hétérogames si les fleurs sont différemment sexuées, celles-ci
pouvant étre tubuleuses, de forme identique ou non (bleuet, centaurée), ou encore les unes tubuleuses,

les autres ligulées (marguerite, tournesol).

Les fleurs, de couleurs trés variables (roses, bleues, blanches, rouges, orange mais trés souvent
jaunes), s’insérent a 1’aisselle de bractées (dahlia) souvent réduites a des poils ou des écailles
(tournesol) ; ces bractées peuvent étre absentes comme chez la paquerette.

Le calice forme un bourrelet, des écailles (tanaisie, chrysanthéme) ou des poils constituant une
aigrette, le pappus (Senecio, Aster) ; la corolle est tubuleuse, réguliere, ligulée (Cichorium, souci) ou

bilabiée (Gerbera) ; les étamines s’ornent d’appendices divers ; les stigmates filiformes lamelleux ou
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, . \ Figure.15 .
renflés portent des poils ramoneurs a la base, au sommet ou sur les bords (Figure.13) (Encyclopaedia

universalis, 1968).
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Figure 15. A. Schéma d’un seul fleuron.  B. Schéma d’une inflorescence (Stern K.R, et Coll, 2003)

Le fruit est achéne trés variable. Le calice persistant constitue, lorsqu’il est épineux (Bidens)

ou plumeux (pappus des pissenlits) un organe de dissémination.

Les feuilles, alternes ou opposées, sont toujours simples, entiéres ou diversement découpées
(tanaisie, achillée millefeuille). Elles sont parfois épineuses ainsi que les tiges (divers chardons :

carline, Cnicus, Cirsium, Carduus, Oropogon) (Encyclopaedia universalis, 1968).

4.1.2. Genre Artemisia

Artemisia est le genre le plus largement distribué dans la famille des asteraceae. 11 comprend
200 a plus de 400 especes. Ce sont des herbes ou petits arbrisseaux, fréquemment aromatiques.
Plusieurs especes du genre Artemisia, riches en huiles essentielles et en métabolites secondaires, ont
une importance médicinale et sont utilisées dans la médecine traditionnelle pour le traitement d'un
grand nombre de maladies et plaintes grice a ses propriétés pharmacologiques : anti-malarique,
antivirale, antipyrétique, antihémorragique, anticoagulant, anti-angineux, antioxydant, anti-hépatique,
antispasmodique, anti-complémentaire, emménagogue, diurétique, hypoglycémique, fébrifuge,
antirhumatismale. (Colin W. Wright, 2002, Baykan Erel S. et Coll, 2012, El Beyrouthy M. et Coll, 2011,
Mirjalili M.H. et Coll, 2007, Ahameethunisa A.R. et Hopper W., 2010).

Les especes du genre Artemisia sont réparties a travers 1’hémisphére Nord. Plus d’une dizaine
d’espéces ont été déterminées en Algérie. Certaines sont rares et disséminées en haute montagne, ou
cantonnées dans certaines limites. D’autres sont au contraire particuliérement abondantes et répandues
sur de grandes étendues. Leur détermination n’est pas délicate, d’autant qu’elles sont, pour la plupart,

vivaces et aromatiques (Baba Aissa F., 1999).
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4.1.3. Espece Artemisia arborescens L.

Sous-arbrisseau aromatique blanchatre, de 0.40 a 1m, a tiges ligneuses ; feuilles blanchatres
soyeuses, divisées en languettes étroites, une a trois pennatiséquées ; inflorescences en petits capitules

globuleux, jaune-paille, disposés en grappes dressées, feuillées ; fruits en forme d’akénes glanduleux
(Figure.16)

Espéce méditerranéenne commune dans les terrains rocailleux du littoral, rare en dehors de

I’Atlas (Baba Aissa F., 1999).

Figure 16. Artemisia arborescens L. (Source : http://www.tela-botanica.org, http://www.jardipedia.com)

Dans la médecine traditionnelle, les feuilles de A. arborescens L. sont utilisées en cas de
I’indigestion causée par la gastralgie. Elles sont connues par ses propriétés antifébrile, antiseptique,

emmeénagogue (Lamharrar A. et Coll, 2007).

L’infusion des feuilles de A. arborescens L. posséde, aussi, des vertus médicinales:
hypoglycémique, hypotensive, antidote, antimicrobienne, alors que I’infusion des parties aériennes est
utilisée comme hypoglycémique, antiseptique, tonique, antihelminthique, emménagogue, diurétique,

antispasmodique (Brouham M. et Coll, 2002).

Les fleurs de 4. arborescens L. sont connues par des activités pharmacologiques comme :

digestive, stimulante, expectorante (Tiwari S., 2008).

4.1.4. Travaux antérieurs sur I’espece Artemisia arborescens L.

D’apres la recherche bibliographique détaillée, 1’huile essentielle de ’espece A. arborescens
L. a fait I’objet de plusieurs recherches. L’étude de la composition chimique de 1’huile essentielle de

A. arborescens L. provenant des USA a permis d’identifier une vingtaine de composés représentant un
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pourcentage d’identification de 99.09%. Les composés majoritaires sont : chamazuléne (39.60%) 4,

camphre (16.71%) 5, germacréne D (7.15%) 6, myrcéne (5.05%) 7, B-caryophylléne (3.56%) 8
(Pappas R. et Sheppared-Hanger S., 2000).

Quarante-trois composés ont été détectés dans ’huile essentielle de 4. arborescens L. récoltée

au Liban parmi lesquels B-thujone (68.5%) 9, chamazuléne (12.3%) les plus abondants (E! beyrouthy M.
et Coll, 2011).

L’huile essentielle de la plante 4. arborescens L. collectée au Turquie est caractérisée par sa
richesse en camphre (33.39%), chamazuléne (21.05%) (Baykan Erel S. et Coll, 2012).

Les travaux de Fransesco L. et Coll (2006), Militello M. et Coll (2011) sur I’huile essentielle

de A. arborescens L. récoltée de deux régions d’ltalie (Sardaigne et Sicile) ont montré,

respectivement, la présence de P-thujone (23.97%, 45.04%), camphre (35.73%, 6.78%), et
chamazuléne (7.66%, 22.71%).
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Figure 17. Principaux constituants de 1’huile essentielle de Artemisia arborescens L.

Une autre étude sur 1’huile essentielle de A. arborescens L., provenant de trois stations de Sud

de L’Italie (Sicile, Calabre et I’'lle de Lipari), a été réalisée par Lo Presti M. et Coll (2007). Les
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composés majoritaires sont respectivement: camphre (21.4%, 39.5%, 20.1%) et chamazuléne (37.6%,

27.1%, 34.6%).

L’huile essentielle d’origine marocaine est compos¢e, principalement, de B-thujone (30.06%),
camphre (21.67%), myrcéne (9.10%). Le chamazuléne (1.45%) est présent en faible quantité (Pappas
R. et Sheppared-Hanger S., 2000).

En Algérie, une seule étude sur I’huile essentielle de A. arborescens L. a été effectuée par
Abderrahim A. et Coll (2010) conduisant a [’identification de deux composés majoritaires :

chamazuléne (30.2%) et B-thujone (27.8%).

Plusieurs études ont été menées sur les activités pharmacologiques de 1’espeéce A. arborescens
L. Les travaux de Saddi M. et Coll (2007) ont montré une activité antivirale de ’huile essentielle in
toto contre les virus de I’herpes simplex de type 1 et 2 (HSV-1, HSV-2).
Le mode d’action de I’huile essentielle comme agent antiherpétique est, particuliérement, intéressant

dans la désactivation et I’inhibition de la diffusion du virus de I’herpés.

L’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle de 4. arborescens L. a été évaluée contre
quelques souches bactériennes (Enterobacter spp, Salmonella spp, Listeria monocytogenes). Toutes
les bactéries a gram négatif (Enterobacter spp et Salmomella spp) étaient insensibles a I’huile
essentielle. Cependant, une inhibition intéressante a été observée avec Listeria monocytogenes

(Militello M. et Coll, 2011).

Une autre étude a été réalisée par Baykan Erel S. et Coll (2012) sur I’activité antimicrobienne
de I’huile essentielle et de 1’extrait méthanolique de A. arborescens L. Dans cette étude, huit bactéries
(Staphylococcus —aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis, Pseudomonas
aeruginosa, Enterobacter cloacae, Escherichia coli ATCC 29998, Escherichia coli ATCC 11230, and

Salmonella typhimurium) et un fongi (Candida albicans) ont été utilisés.

Les résultats montrent que Pseudomonas aeruginosa et Candida albicans sont fortement
inhibées par I’huile essentielle avec des diamétres d’inhibition, respectivement, de 14 mm et 18 mm.
D’autre part, Pseudomonas aeruginosa est inhibée par I’extrait méthanolique avec un diametre

d’inhibition de 21 mm (Baykan Erel M. et Coll, 2012).

Les travaux d’Al-Momani W. et Coll (2007) ont montré que I’extrait méthanolique de A.

arborescens L. posséde une activité thérapeutique contre les espéces de Mycoplasmes.
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4.2. Etude bibliographique de I’espece Cardaria draba (L.) Desv. (Brassicaceae)

4.2.1. Famille des brassicaceae

Les brassicaceae (nommées aussi cruciferae) constituent une importante famille de plantes
dicotylédones représentée dans le monde entier, mais principalement dans les régions tempérées de
I’hémisphere Nord. Elles peuplent la presque totalité des habitats et des milieux de vie possibles :
sables et rochers maritimes, bords de ruisseaux, talus calcaires, pelouses humides ou séches, cultures

et jardins, bords de chemins, cailloutis et prairies de montagne...

Les espéces de la famille des brassicaceae (4000 espéces appartenant a environ 350 genres)
ont presque toutes la méme formule florale et des fruits du type de la silique. Ce sont des plantes
herbacées a racine pivotante, dont les tiges portent des feuilles sans stipules, alternes ou toutes a la
base. Elles élaborent des sénevols de types variés, qui leur donnent des propriétés médicinales et

alimentaires.

Les grappes, de type indéfini, n’ont pas de bractée. Le périanthe comporte des picces non
soudées : quatre sépales et, en alternance, quatre pétales (corolle dialypétale). Six étamines forment

I’androcée, et deux carpelles le pistil qui, aprés fécondation et maturation, devient une silique.

Le plan de la fleur, son diagramme, apparait simple et peu variable dans la famille, mais cette
simplicité cache en fait une grande complexité. Des anomalies permettent diverses hypothéses : ainsi,
la fleur actuelle des brassicaceae résulterait de la contraction de plusieurs fleurs ou inflorescences

primitives ; mais cette interprétation reste discutée.

Homogénéité ne signifie pas uniformité, puisqu’on distingue 4000 especes. C’est la silique qui
offre le plus de variations, a tel point que 1’on ne peut déterminer avec certitude une brassicaceae sans

en voir le fruit.

A partir d’un fruit qui reste fondamentalement une silique, toutes les variations sont possibles ;
variations dans la taille, la forme, le gabarit, I’ornementation, la déhiscence. Il y a des siliques a
section ronde (Brassica), plate (Cardamine) ou quadrangulaire (Barbarea). 11 y en a de longues
(moutarde, chou), de courtes (Nasturtium, Aubrietia, Roripa), de trés courtes, appelées alors silicules
(Capsella, Draba, Iberis, Biscutella, etc.). Certains fruits sont poilus, diversement nervurés, d’autres
ont des ailes ou divers appendices plus ou moins ajourés ; quelques-uns sont incomplétement
déhiscents (Erucaria) et d’autres ne le sont pas du tout (Raphanus, Crambe, Cakile...). Ce sont des

formes un peu aberrantes (Encyclopaedia universalis, 1968).
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La famille comprend de nombreuses plantes comestibles importantes, avec comme plantes
alimentaires proprement dites Capparis spinosa (le caprier), Raphanus sativus (le radis), Brassica
oleracea (les choux verts, rouges, blancs, brocoli, chou-fleur, chou de Bruxelles, chou rave) et B. rapa
(le navet), et des plantes condimentaires comme Brassica juncea (la moutarde de chine), B. nigra (la
moutarde noire), Sinapis alba (la moutarde blanche) et armoracia rusticana (le raifort). La famille
renferme, aussi, un bon nombre de plantes ornementales, telles Cleome, Hesperis, Erysimum, Iberis,
Lunaria, Lobularia, Aurinia et Arabis. Les mauvaises herbes sont également fréquentes, comme

Capsella, Descurainia, Lepidium et Sisymbrium.

Les Brassicaceae constituent la plus grande famille de I’ordre des Brassicales, caractérisé par
la présence de glucosides sulfurés. Lorsque ces hétérosides sont mis en présence de myrosine
(produite dans des cellules sphériques spécialisées) ils sont hydrolysés et dégagent des essences

sulfurées a odeur caractéristique forte et désagréable (Judd W.S. et Coll, 2002).

Plusieurs plantes appartenant a cette famille ont été utilisées comme antidiabétique,
antibactérienne, antifongique, anticancéreuse, antirhumatismale et ont montré des effets insecticides

(Radwan H.M. et Coll, 2007).

4.2.2. Genre Cardaria (= Lepidium)

Le genre Lepidium est le genre le plus grand de la famille des Brassicaceae qui comprend
environ 175 espéces. C’est un genre cosmopolite regroupant de plantes herbacées annuelles ou vivaces
réparties dans le monde entier.

Le genre Lepidium L. est distribué, principalement, dans les régions tempérées et
subtropicales. Il est peu abondant dans les régions alpines et tropicales (25 espéces dans I’ Amérique
du Nord et I’Amérique Centrale, 37 espéces dans 1I’Amérique du Sud, 47 espéces dans 1’ Australie, la
nouvelle Guinée, la nouvelle Zélande, 22 espéces dans I’ Afrique et le reste dans I’Europe, 1’Asie et les
iles Hawaiennes (Munro D.B. et Small E, 1998, Bona M., 2012, Mummenhoff K. et Coll, 2001, Martinez-Nieto
M.I et Coll, 2012).

4.2.3. Espece Cardaria draba (L.) Desv.

Plante rudérale, vivace de 20 a 50 cm, poilue ou non, fortement rhizomateuse, croit dans les
décombres, les friches, les bords des chemins, les prairies ensoleillées, circum et subméditerranéenne.
Ses tiges raides hautes de 30 a 40 cm portent de nombreuses feuilles de la base, de couleur vert-
grisatre, grandes (3.7 a 7.6 cm de long), pétiolées, pointues et dentées. En mars-juin, de petites fleurs

blanches, de 5 mm, trés nombreuses couvrent 1’extrémité des tiges. Le fruit est petit, 4 mm, plus large
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que long, en cceur a la base, et porte un bec terminal court (Lemoine C., 2005, Polese J.M., 2007, Stace

C.A., 2010, Rollins R.C., 1993, Kaufman S.R. et Kaufman W., 2007).

Figure 18. Cardaria draba (L.) Desv (Source: www.ruilig.altervista.org, ar.wikipedia.org)

4.2.4. Travaux antérieurs sur I’espeéce Cardaria draba (L.) Desv.

Peu de travaux ont été menés sur la chimie et la pharmacologie de 1’espece C. draba (L.)
Desv. Afsharypuor S. et Jamali M. (2006) ont contribué a I’étude des constituants volatils de la partie
aérienne fleurie, des fruits et des racines de I’espece C. draba (L.) Desv.
Les composés volatils majoritaires des parties aériennes sont : 3- butényl isothiocyanate (80.5%), 4-
méthylsulfinylbutyl isothiocyanate (5.6%) 10. Les fruits sont caractérisés par leur richesse en 4-
méthylsulfinylbutyl isothiocyanate (72.1%), heptadécane (7.0%), hexadécane (6.8%), octadécane
(5.8%). Les racines sont riches en 4- méthylsulfinylbutyl isothiocyanate (30.0%), acide
hexadécanoique (24.1%), isobutyl isothiocyanate (14.3%), 3- butényl isothiocyanate (5.9%), et o-
pinéne (5.4%).

En 2011, Radonic A. et Coll ont analysé¢ les constituants volatils par CG/FID et CG/SM. Les
composés majoritaires sont : 4-(méthylsulfanyl) butyle isothiocyanate (28%) 11 et 5-(méthylsulfanyl)
pentanenitrile (13.8%) 12, acide hexadécanoique (10.8%), phytol (10.2%), phtalate de dibutyle
(4.5%).

L’activité antimicrobienne de ces produits volatils a été testée vis-a-vis différents
microorganismes : quatre bactéries a gram positif (Bacillus cereus, Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens), quatre bactéries a gram négatif (Enterobacter
sakazakii, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa), une levure (Candida

albicans), et deux fongis (Penicillium sp. et Rhizopus stolonifer).
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Les résultats montrent une bonne activité antimicrobienne des composés volatils de C. draba (L.)
Desv. contre toutes les souches bactériennes testées avec des diamétres de zones d’inhibition variant

entre 10.2 4 32.4 mm.

Une inhibition intéressante a été observée, principalement, avec les bactéries a gram négatif
(des concentrations minimales inhibitrices CMI entre 4 et 16 mg/ml) et la bactérie a gram positif

Staphylococcus aureus (CMI de 4.0 mg/ml) (Radonic A. et Coll, 2011).

Figure 19. Composés volatils majoritaires de 1’espéce Cardaria draba (L.) Desv.
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Chapitre 11

Partie expeérimentale

Résumé : Dans cette partie sont détaillées les expérimentations appliquées dont les objectifs ont
éte indiqués dans lintroduction en expliquant le principe de chaque méthodologie effectuée. Les

principaux points exposés sont les suivants :

o Les données géographiques et expérimentales de la récolte des plantes sélectionnées
(Page 48).

e [L’extraction des huiles essentielles des deux plantes par la méthode d’hydrodistillation
(Page 49).

e L’analyse chimique des huiles essentielles par les techniques de la chromatographie en
phase gazeuse (CPG) et la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectroscopie
de masse (CPG/SM) (Page 51).

e L’extraction solide—liquide des plantes choisies a ['aide d’un appareil de type de Soxhlet
(Page 52).

e Ledosage des polyphénols par la méthode de Folin — Ciocalteu (F-C) (Page 53).

e Ledosage des flavonoides par la méthode de chlorure d’aluminium (Page 54).

e L’évaluation de [’activité antibactérienne par le test de diffusion sur Agar (Page 55).

e La détermination de [’activité anti-radicalaire par la méthode de DPPH (Page 55).

e La recherche de [’activité antidiabétique de [’extrait aqueux de la plante A. arborescens

L. (Page 57)
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1. Cueillette et conservation des plantes

Dans un premier temps, la partie aérienne de la plante 4. arborescens L. a été récoltée de

différentes stations de la Wilaya de Tlemcen : Béni Snous, Bidar, Chetouane, Nedroma et Zenata.

Ensuite, la cueillette de la plante C. draba (L.) Desv a eu lieu a Mansourah de la Wilaya de Tlemcen.

Les coordonnées géographiques de régions sélectionnées, ainsi que les données expérimentales sont,

respectivement, cités dans les tableaux 2 et 3.

Tableau 2. Données géographiques et climatiques des zones d’étude

Régions Altitude (m) Latitude Longitude Climat

Béni Snous 853 34°38°32”N 1°33°45”0 Climat méditerranéen avec été chaud

Bidar 131 35°4°0”N 2°6°0”0 Climat semi-aride sec et chaud

Chetouane 573 34°55'14”N 1°1729”°0 Climat semi-aride sec et froid

Nedroma 356 35°0°47°N 1°44°51°0 Climat semi-aride sec et froid

Zenata 284 34°59’4’N 1°27°30”°0 Climat semi-aride sec et froid

Mansourah 821 34° 52" 16"N 1°20'21"0 Climat méditerranéen avec été chaud
Tableau 3. Données des protocoles expérimentaux des plantes sélectionnées

Plante Lieu de récolte Date de récolte Partie(s) utilisée(s) Technique expérimentale

Béni Snous Mai 2010 Partie aérienne Extraction de I’huile essentielle.
Bidar Mai 2010 Partie aérienne Caractérisation chimique de I’huile essentielle.
Chetouane Mai 2010 Partie aérienne Evaluation des activités antibactérienne et anti-radicalaire.
Nedroma Mai 2011 Partie aérienne, Feuilles,  Extraction de I’huile essentielle.
A. arborescens L. ) o o ) .
Tiges et Fleurs Caractérisation chimique de I’huile essentielle.
Zenata Avril 2012 Feuilles, Tiges Extraction solide-liquide (Soxhlet).
(Poudre) Dosage de polyphénols et de flavonoides.
Evaluation de I’activité anti-radicalaire.
Partie aérienne Evaluation de I’activité antidiabétique.
(Poudre)
Mansourah Mai 2011 Partie aérienne Extraction de I’huile essentielle.
Caractérisation chimique de I’huile essentielle.
Evaluation de ’activité anti-radicalaire.
C. draba (L.)
Desv . . . . .
Avril 2012 Feuilles, Tiges Extraction solide-liquide (Soxhlet).

(Poudre)

Dosage de polyphénols et de flavonoides.

Evaluation de I’activité anti-radicalaire.
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Toutes les biomasses récoltées, en période de la floraison, sont confirmées par le Pr.
BENABADIJI Nouri et le Dr. HASSANI Faycal de 1’Université de Tlemcen. Débarrassées de débris,

ces dernicres sont disposées dans un endroit sombre, et bien aéré afin de les sécher jusqu’a leur usage.

2. Caractérisation de la partie volatile des plantes A. arborescens L. et Cardaria

draba (L.) Desv.

2.1. Extraction de I’huile essentielle des plantes étudiées

Plusieurs techniques ont été utilisées pour produire des huiles essentielles a partir des plantes
aromatiques au niveau des laboratoires de recherche. L’appareil le plus, souvent, utilisé est 1’appareil
de la distillation basant sur la publication de Clevenger en 1928 et qui a été modifié plus tard. L’un de
ces appareils modifiés décrit par Cocking et Middleton en 1935 a été introduit dans la pharmacopée
européenne et plusieurs autres pharmacopées.

Ce montage consiste en un ballon dans lequel sont introduites la plante et I’eau, portées a ébullition.
Ce ballon est reli¢ a un condenseur vertical et un tube gradué¢ pour la détermination volumétrique de
I’huile. Dans cet appareil, I’eau peut étre recyclée dans 1’hydrodistillateur (Can Baser K.H. et Buchbauer

G., 2010).
2.1.1. Mécanisme de la distillation
L’hydrodistillation da la plante implique trois principaux processus physicochimiques.
2.1.1.1.  Hydrodiffusion

La diffusion des huiles essentielles et de 1’eau chaude a travers les membranes de la plante est
connue par 1’hydrodiffusion. Dans la distillation a la vapeur d’eau, la pénétration de la vapeur dans les
membranes cellulaires séches n’est pas réelle. Par conséquent, la plante seéche peut étre épuisée avec la
vapeur seulement quand toute 1’huile volatile a été libérée des cellules par le broyage total de la plante.
Mais, quand la plante est mélangée avec de I’eau, I’échange des vapeurs dans le tissu végétal est basé
sur leur perméabilité. Les membranes des cellules de la plante sont, presque, imperméables aux huiles
volatiles. Par conséquent, a la température d’eau bouillante, une partie d’huile volatile est dissoute
dans I’eau présente dans les glandes. Cette solution huile-eau pénétre, par ’osmose, les membranes et

arrive, finalement, a la surface externe ou I’huile est vaporisée par le passage de la vapeur.

Un autre aspect de I’hydrodiffusion est que la vitesse de la vaporisation de 1’huile n’est pas

influencée par la volatilité des constituants de 1’huile, mais par leur degré de solubilité dans 1’eau. Les
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constituants les plus volatils, les plus solubles dans ’eau distillent avant les constituants les moins

volatils, les moins solubles dans I’eau.

2.1.1.2.  Hydrolyse

L’hydrolyse peut étre définie comme une réaction chimique entre 1’eau et certains constituants
des huiles essentielles. Les esters sont des composants des huiles essentielles et, en présence d’eau,
surtout a hautes températures, ils sont capables de réagir avec de 1’eau pour former des acides et des
alcools.

Dongc, si la quantité d’eau est grande, le pourcentage des alcools et des acides sera, aussi, grand. Et
cela démontre une diminution du rendement de 1’huile essentielle. C’est 'un des inconvénients de

I’hydrodistillation.

2.1.1.3. Effet de la chaleur

Tous les composants, ou presque, des huiles essentielles sont instables a hautes températures.
Pour obtenir une huile de bonne qualité, la distillation doit étre effectuée a basses températures (Handa

S.S. et Coll, 2008).

2.1.2. Protocole d’extraction

L’extraction de I’huile essentielle des deux plantes étudiées
a été réalisée a I’aide d’un dispositif de type Clevenger. Une
quantité¢ de la plante est introduite dans un ballon de six litres
contenant presque trois litres et demi d’eau. L’ensemble est
hydrodistillé pendant cing heures. L’huile essentielle, ainsi

obtenue, est récupérée, mise dans un flacon en verre ambré,

Photo 1. Montage bien fermé et conservée au congélateur.

d’hydrodistillation de type Clevenger

Le rendement de chaque hydrodistillation est calculé en effectuant un rapport entre la masse
de I'huile essentielle recueillie et la masse de la matiére végétale séche. Le rapport ainsi obtenu est

multiplié par 100.



Partie expérimentale 51

2.2. Analyse chromatographique des huiles essentielles

Une fois ’huile essentielle extraite, I’analyse chimique permet de caractériser les molécules
qui la composent. Deux méthodes chromatographiques ont été utilisées : la chromatographie en phase
gazeuse (CPG) et la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectroscopie de masse

(CPG/SM).
2.2.1. Chromatographie en phase gazeuse (CPQG)

L’analyse quantitative a été effectuée a I’aide d’un chromatographe en phase gazeuse de type
Perkin-Elmer Clarus 600 GC (Walhton MA, USA) équipé d’un seul injecteur et deux détecteurs a
ionisation de flamme (FID) et muni de deux colonnes capillaires en silice fondue de type Rtx-1
(polydiméthylsiloxane) et Rtx-wax (polyéthyléne glycol) qui possédent les caractéristiques suivantes

(longueur : 60 m, diamétre interne : 0.22 mm, épaisseur de film : 0.25 pm).

La température de la colonne est programmée de 60 a 230°C a raison d’une montée de
2°C/min puis elle est maintenue a 230°C pendant 30 min.

La température de D’injecteur et celle de détecteur (FID) est fixée a 280°C. Le mode
d’injection est Split (rapport de division de 1 : 80). Le débit de gaz vecteur (Hélium) est fixé a

Iml/min. le volume de I’échantillon injecté est 0.1pl.

Les figures 20 et 21 représentent les chromatogrammes (CPG-FID) de I'huile essentielle

d’Artemisia arborescens L. récoltée a Bidar, respectivement, sur deux colonnes apolaire et polaire.

20.10.10 5 20-Oct-2010 + 08:41:57
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Figure 20. Chromatogramme de I’huile essentielle sur la colonne apolaire
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Figure 21. Chromatogramme de I’huile essentielle sur la colonne polaire

2.2.2. Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectroscopie de masse

(CPG/SM)

L’identification des constituants a été réalisée par couplage d’un chromatographe en phase
gazeuse de marque Perkin-Elmer Autosystem XL a un spectrometre de masse a quadripole de type
Perkin-Elmer Turbo Mass. La température de la source d’ions est fixée a 150°C. La fragmentation est
effectuée en impact ¢électronique sous un champ de 70 eV, scanning 35-350 Da. Les autres conditions

opératoires sont les mémes que celles décrites pour la CPG.

3. Dosage de polyphénols et de flavonoides des extraits de plantes

3.1. Extraction solide-liquide de plantes

3.1.1. Principe de I’extraction par Soxhlet

L’extraction par Soxhlet est, largement, utilisée

pour extraire les différents métabolites a partir de plantes

water-cooled en raison de sa commodité. La poudre de la plante est

condenser

placée dans une cartouche en cellulose ou en papier filtre

mise dans le corps de ’extracteur. Quand le ballon,

o contenant le solvant, est chauffé, les vapeurs se

upper condensent dans le réfrigérant et retombent dans le corps

reservoir
dans lequel est insérée la cartouche faisant, ainsi, extraire

tube

la plante par le solvant. Aprés I’accumulation du solvant

condensé dans l’extracteur jusqu’a atteindre le sommet
lower
reservoir

du tube siphon, le retour dans le ballon du liquide riche
. (Figure. 22)

Figure 22. Appareil de Soxhlet en substances extraites est provoqué

(Source : http://chemwiki.ucdavis.edu)
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La continuité du processus constitue le majeur avantage de cette méthode. De plus,
I’extraction par Soxhlet requiert moins de solvant et de temps que la macération ou la percolation.
Cependant, ’extrait est constamment chauffé au point d’ébullition du solvant utilisé ce qui peut
endommager les composés thermolabiles et engager la formation d’artéfacts (Handa S.S. et Coll, 2008,

Sarker D.S. et Coll, 2006).
3.1.2. Expérimentation

Environ 20 g de la poudre de chaque plante (Feuilles et Tiges) sont mis dans la cartouche en
papier filtre épais, insérée dans le corps en verre dans lequel du coton est introduit en bas du corps
pour éviter le passage de la plante dans le ballon en prenant soin que la sortie ne soit pas bloquée. Le
solvant est introduit dans le ballon. Le systéme est chauffé a reflux jusqu’a I’épuisement total de la
matiére végétale, c’est-a-dire que le liquide entourant la cartouche devient clair. Pour chaque plante,
trois solvants ont été utilisés pour 1’extraction : le dichlorométhane, 1’éthanol et I’eau distillée. Ainsi,

le solvant est éliminé et le résidu est pesé pour calculer le rendement.
Rendement (%) = (masse du résidu / masse initiale de la poudre) x 100
3.2. Dosage des polyphénols totaux
3.2.1. Principe de la méthode de Folin-Ciocalteu (F-C)

La méthode originale de Folin-Ciocalteu (F-C) a été mise au point en 1927. Son résultat :
I’oxydation des phénols par le réactif de molybdotungstate donne un produit coloré avec A ., de 745-

750 nm.

N32WO4/N azMOO4 — (phenol—MoW1 1040)_4
Mo(VI) (jaune) + e — Mo(V) (bleu)

Cette méthode est simple, sensible et précise. Mais la réaction est lente a pH acide et manque
de spécificité. Singleton V. L.et Rossi J. A. (1965) ont amélioré cette méthode en utilisant un réactif
hétéropolyanion molybdotungstophosphorique qui réduit, plus spécifiquement, les phénols et A ., du

produit est de 765 nm.
(3H,0 - P,0s5 - 13WO3 - 5Mo0O; - 10H,0 et 3H,0 - P,Os - 14WOs3 - 4MoO; - 10H,0)

IIs ont, également, déterminé des mesures et des conditions afin d’obtenir des résultats plus

fiables:
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e Le rapport volumique en base et en réactif approprié.
e Le temps et la température de la réaction optimaux pour le suivi de la couleur.
e Le suivi de la réaction a 765 nm.

e L’utilisation de I’acide gallique comme un phénol standard de référence.

(Prior R.L. et Coll, 2005, Singleton V. L. et Rossi J. A., 1965).

3.2.2. Expérimentation

L’évaluation des polyphénols totaux a été déterminée par la méthode de Folin-Ciocalteu (F-
C). Dans une fiole jaugée de 5 ml, une prise d’essai de 0.05 ml de I’extrait dilué¢ est mélangée avec 3
ml d’eau distillée et 0.25 ml de réactif de Folin-Ciocalteu (dilué dix fois). Apres 30s, nous ajoutons
0.75 ml de Na,COs (75 g/l). Ensuite, nous ajustons avec de 1’eau distillée jusqu’au trait de jauge. Le
mélange est incubé a température ambiante pendant 2h et I’absorbance est lue a 765 nm a 1’aide d’un

spectrophotométre (UV/VIS Spectrophotometer Optizen/POP).

Une gamme étalon a été établie avec 1’acide gallique pour calculer la concentration des
compos€s phénoliques dans chaque extrait. Les résultats sont exprimés en mg d’équivalent d’acide

gallique par gramme de I’extrait (Prior R.L. et Coll, 2005, Salluca T.G. et Coll, 2008).

3.3. Dosage des flavonoides totaux

3.3.1. Principe de la méthode de chlorure d’aluminium

Le principe de cette méthode colorimétrique c’est que le chlorure d’aluminium forme des
complexes acides stables avec le groupe cétone du C, et le groupe hydroxyle de C; ou Cs des flavones
et des flavonols. De plus, il forme des complexes acides labiles avec les groupes Ortho-dihydroxyles

dans les cycles A ou B des flavonoides.

Cette méthode est basée sur la nitration du cycle aromatique portant un groupe catéchol (en
présence de NaNO, en milieu alcalin). Apres 1’addition de Al (III), un complexe de couleur jaune a été
formé qui, par la suite, vire immédiatement au rouge aprés I’ajout de NaOH et 1’absorbance est

mesurée a 510 nm (Chang C.C. et Coll, 2002, Pekal A. et Pyrzynska K., 2014).

3.3.2. Expérimentation

La quantification des flavonoides dans les différents extraits a été réalisée selon la méthode de
trichlorure d’aluminium (Samatha T. et Coll, 2012). Dans une fiole jaugée de 5 ml, une prise d’essai de

0.25 ml de P’extrait est mélangée avec 1 ml d’eau distillée et 0.075 ml de NaNO, (5%). Apres 6 min,
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0.075 ml de AICI; (10%) sont ajoutés. Apres avoir incubé pendant 6 min, nous ajoutons 1 ml de NaOH
(4%) et nous ajustons avec de I’eau distillée jusqu’au trait de jauge. Aprés une incubation a

température ambiante pendant 15 min, I’absorbance est mesurée a 510 nm.

4. Evaluation des activités biologiques

4.1. Activité antibactérienne

Onze souches bactériennes, provenant de I’institut Pasteur de Paris (IPP), ont été utilisées pour
évaluer I’activité antibactérienne des huiles essentielles de la plante A. arborescens L., récoltée de
trois régions de Tlemcen : Béni Snous, Bidar et Chetouane, via la méthode d’Agar. Les bactéries a
gram positif : Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Bacillus cereus (ATCC 10876), Enterococcus
faecalis (ATCC 49452), L. monocytogenes (ATCC 15313).

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

L’activité antibactérienne a été testée par la méthode de diffusion sur Agar (Bagamboula
C.F. et Coll., 2004; Mighri H. et Coll., 2010). Les inoculums ont ét¢ ensemencés sur des plaques
de gélose Muller-Hinton (MH). Les disques ont été préparés a partir du papier filtre (papier Whatman
N° 3, 6 mm de diametre). Ces derniers sont imprégnés de 1’huile essentielle testée a raison de 10 pl.
Les boites de Pétri traitées sont laissées durant 1 a 2h a 4°C. Ensuite, elles sont incubées a 37°C
pendant 24h. L’activité antibactérienne a été évaluée par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition

autour du disque.
4.2. Activité anti-radicalaire
4.2.1. Principe de la méthode de DPPH

La stabilit¢ du radical libre 1,1-diphényl-2-picryl-hydrazyl (DPPH) résulte de Ila
délocalisation importante de 1’électron célibataire sur la totalité de la molécule empéchant, ainsi, la
dimérisation de se produire comme c¢’est souvent le cas pour les autres radicaux. Cette délocalisation
est a I’origine de la coloration violette foncée caractérisée par une bande d’absorption a environ 520

nm.

Quand une solution de DPPH est mélangée avec celle pouvant céder un atome d’hydrogene,

une diminution de la coloration violette caractéristique de ’apparition de la forme réduite du DPPH
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s’est produite. Il persiste une légére coloration jaune due au groupement picryl résiduel (Molyneux P.,

2004).
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Figure 23. Réaction entre 1°‘espéce radicalaire DPPHe et un antioxydant (AH)

4.2.2. Expérimentation

Deux méthodes différentes ont été effectuées pour 1’évaluation de 1’activité anti-radicalaire des
huiles essentielles et des extraits des plantes A. arborescens L. et C. draba (L.) Desv. La premiére
méthode est appliquée pour les huiles essentielles de la plante A. arborescens L. récoltée de trois

stations de Tlemcen : Béni Snous, Bidar et Chetouane.

Le pouvoir de piégeage du radical a ét€ mesuré selon la méthode décrite par Braca A. et Coll
(2002) et Mighri H. et Coll (2010) avec quelques modifications. Différentes concentrations de chaque
huile essentielle ont été préparées dans le méthanol (10, 20, 40, 60, 80 et 100 mg/ml). Deux millilitres
de la solution méthanolique de DPPH (24 ug/ml) sont mélangés avec 50 ul de la solution de 1’huile
essentielle pour chaque concentration testée. Toutes les solutions sont incubées a température
ambiante. La cinétique de la réaction est suivie en mesurant, pendant 3h, I’absorbance a une longueur
d’onde de 517 nm par un spectrophotométre UV/Vis (Thermo spectronic Heliosy). La méme
procédure est répétée pour les antioxydants standards: Acide ascorbique et Acide tannique L’activité
anti-radicalaire est exprimée par le pourcentage de réduction de radical libre DPPH selon I’équation

suivante : (Braca A. et Coll, 2002, Mighri H. et Coll, 2010).

Pourcentage de reduction de DPPH (%) = [(Abs o — Abs t)/Abs,] x 100
Abs  : Absorbance t = 0 min

Abs t : Absorbance de la solution testée a un temps donnée

Pour la deuxiéme méthode, quelques changements ont ét¢ mis au point: Différentes
concentrations de chaque extrait ont été préparées dans 1’éthanol. Un millilitre de la solution
¢thanolique de DPPH (137 mM) est mélangé avec un millilitre de la solution de 1’huile essentielle

pour chaque concentration testée. Toutes les solutions sont incubées a température ambiante. La

+A
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cinétique de la réaction est suivie en mesurant, pendant 3h, ’absorbance a une longueur d’onde de
517 nm par un spectrophotométre UV/Vis (OPTIZEN POP). L’acide ascorbique et ’acide gallique ont

¢été utilisés comme des antioxydants de référence (Pourmorad F. et Coll, 2006).

4.3. Activité antidiabétique

Ce travail, ayant pour objectif I’étude de I’activité antidiabétique de 1’extrait aqueux de la
partie aérienne de la plante A. arborescens L., a été réalisé au niveau de I’animalerie a la ferme

expérimentale de la faculté des sciences de la Nature et de la Vie a ['université de Mascara.

4.3.1. Préparation de I’extrait aqueux de la plante 4. arborescens L.

Aprés la récolte et le séchage de la partie
aérienne de la plante A. arborescens L., la préparation
de Dextrait aqueux a ¢été évaluée par la méthode
d’infusion du broyat dans I’eau distillée, a raison de
5% (m/v) pendant 30 min. Une fois filtré, le filtrat est
mis dans une étuve a la température de 50°C jusqu’a

I’obtention d’un résidu sec. Ce dernier est conservé

dans des flacons en verre bien fermés a une

. (Figure. 24)
Figure 24. Extrait aqueux de la plante 4. arborescens L.~ température de +4°C .

4.3.2. Préparation des animaux

Des rats adultes Wistar €% (Rattus norvegicus) de
sexe male ont été utilisés. Ces rats sont agés de 3 mois
ayant un poids initial de 250 £ 50 g.

L’¢levage constitue 1’étape la plus longue dans ce travail.
Il faut quatre mois au minimum pour obtenir le nombre de
rats suffisant. Les animaux ont été maintenus dans un
environnement controlé (température 25 a 30°C, une

alimentation de bétails ONAB).

Figure 25. Rat Wistar

Les animaux ont ét¢ divisés en cinq groupes :
Lot I : deux rats normaux pour le test de toxicité aigiie.
Lot 2 : quatre rats normaux non traités recevant le tween 80 a 5%.

Lot 3 : quatre rats normaux traités par 200 mg / kg d’extrait aqueux.
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Lot 4 : quatre rats diabétiques non traités recevant le tween 80 a 5%.

Lot 5 : quatre rats diabétiques traités par 200 mg / kg d’extrait aqueux.

4.3.3. Recherche de la toxicité aigiie de I’extrait aqueux de la plante

L’extrait aqueux de la partie aérienne de 1’espéce A. arborescens L. a été testé pour sa toxicité
aigiie. Une forte dose de 3 g/kg de I’extrait a été administrée chez deux rats femelles et I’observation
des symptomes de la toxicité (le changement de comportement, la mortalité) a été effectuée pendant

15 jours.

4.3.4. Induction du diabéte expérimental

Un diabéte expérimental a été provoqué par injection
intraveineuse de la streptozotocine a raison de 50 mg/kg a
travers la veine de la queue. L’injection se fait sur des rats
anesthésiés par une solution de chloral hydraté (4%) a une dose
de 200 mg/kg par la voie intra-péritonéale. La streptozotocine
est préparée, juste avant l’adiministration, dans un tampon
citrate (0.1M, pH 4.5) a une concentration de 50 mg/ml. Les

animaux ayant une glycémie supérieure a 1,6 g/l sont considérés

comme diabétiques et ont été impliqués dans 1’expérience.
Figure 26. Injection de la streptozotocine par

voie intraveineuse

4.3.5. Gavage de I’extrait végétal

Le résidu sec obtenu aprés extraction est solubilisé¢ dans
une solution de tween 80 a 5 % et administré chez les rats par
voie orale a raison de 200 mg/kg de poids corporal. Le
gavage est réalis¢ a l'aide d'une sonde de gavage a raison de

10 ml/kg.

Figure 27. Gavage de I’extrait
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4.3.6. Préléevement du sang

Le sang a été prélevé par ponction dans le sinus rétro-
orbital au niveau de I’eeil de 1’animal a 1’aide d’une
pipette pasteur préalablement rincée avec une solution
d’anti coagulant (EDTA a 0.1 %). Le sang a été mis dans
des tubes contenant un anticoagulant. Ces prélévements
ont été faits sur I’animal vivant (sans anesthésie) et

maintenu a jelin pendant 16h.

Figure 28. Prélevement du sang

4.3.7. Test de tolérance au glucose

A la fin de ’expérimentation, les différents groupes de rats ont été soumis au test de tolérance
au glucose réalisé, d’une part, par le gavage de 3g/kg d’une solution de glucose. D’autre part, ce test a
¢été réalis¢ par une injection péritonéale a raison de 3 g/kg de la méme solution aux rats de différents

lots. La glycémie est suivie pendant deux heures.

4.3.8. Evaluation statistique

Une étude statistique a été réalisée a fin de comparer les différents résultats : Le test de
Student de distribution bilatérale et de type hétéroscédastique (type 3) a été choisi. L’interprétation de

la différence, en fonction de P ; le degré de signification, est la suivante :

e La différence n’est pas significative (P > 0,05).

e La différence est significative * (0,05 > P).

Les résultats sont représentés sous la formule : Moyenne =+ Erreur standard.
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Chapitre III

Artemisia arborescens L. -Résultats et discussion-

Résumé : Ce chapitre traite de [’étude expérimentale avec une discussion détaillée des résultats

obtenus.

Une extraction des huiles essentielles de différentes parties de la plante Artemisia arborescens
L., réecoltée de différentes régions de Tlemcen, a été effectuce par hydrodistillation au moyen d’un
dispositif de Clevenger. Un complexe de cinquante composés a été identifié aprés une analyse
chimique par des techniques de la chromatographie en phase gazeuse (CPG) et la chromatographie
en phase gazeuse couplée a la spectroscopie de masse (CPG/SM). Les huiles essentielles, provenant
de différentes régions de Tlemcen, sont principalement composées du Camphre qui est déterminé

comme un nouveau chémotype en Algérie (Page 61).

Des extractions réalisées sur des feuilles et des tiges de ’espece Artemisia arborescens L., en
utilisant trois solvants de polarité croissante, ont été pratiquées. Les dosages de polyphénols et de
flavonoides évalués, respectivement, par la méthode de Folin-Ciocalteu (F-C) et la méthode de
chlorure d’aluminium montrent la richesse de tous les extraits en composés phénoliques et en

flavonoides (Page 71).

Enfin, une estimation des activités biologiques de la plante sélectionnée a été déterminée. Les
résultats révelent que cette espéce posséde une activité anti-radicalaire, une activité antibactérienne

et une activité antidiabétique (Page 74)
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1. Caractérisation chimique des huiles essentielles

Les différentes parties de la plante 4. arborescens L., récoltée de quatre régions de la wilaya
de Tlemcen, ont été hydrodistillées pendant 5 h en utilisant un dispositif de Clevenger. Des huiles
essentielles de couleur bleu a tendance verte, portant une odeur forte et caractéristique, ont été
obtenues. Les rendements d’hydrodistillation varient entre 0.31% et 5.71% par rapport a la matiere
seche, selon le lieu et la date de récolte et la partie de la plante utilisée. D’aprés les résultats, la partie
a¢rienne de la plante de Nedroma est plus riche en huile essentielle (1.64%) que celles des autres
régions (Béni Snous: 0.52%, Bidar: 0.31% et Chetouane 0.64%). Pour les rendements en huile
essentielle cités dans la littérature, ils sont compris entre 0.30% et 1.70%. Nous pouvons conclure que
nos résultats sont, a peu pres, conformes aux données bibliographiques. D’autre part, les fleurs de la
plante A. arborescens L. sont caractérisées par leur richesse en huile essentielle (5.71%) que les autres

parties de la plante (Partie aérienne : 1.64%, Feuilles : 1.36% et Tiges : 0.61%).

Aprés extraction par hydrodistillation, la composition chimique des huiles essentielles a été
déterminée par deux techniques : la chromatographie en phase gazeuse (CPG) et la chromatographie
en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG/SM). Les résultats sont regroupés dans le

tableau 4.

Un complexe de cinquante-deux composés a été déterminé, parmi eux cinquante composés ont
¢été identifiés constituant entre 65.51% - 90.20% de la quantité totale de I’huile essentielle. Ces
composés ont été représentés par cing groupes : les monoterpénes hydrocarbonés, les monoterpénes

oxygénés, les sesquiterpenes hydrocarbongés, les sesquiterpénes oxygénés et les phénylpropanoides.

Au vu du tableau des résultats, nous remarquons que toutes les huiles essentielles sont riches
en monoterpenes oxygénés (33.87% - 78.40%). Viennent, ensuite, les monoterpénes hydrocarbonés
pour les huiles essentielles de Béni Snous et Bidar (5.20% et 15.90%, respectivement) et les
sesquiterpenes hydrocarbonés pour les huiles essentielles de Chetouane et les différentes parties de la

plante récoltée a Nedroma (14.80% - 35.53%).

Les huiles essentielles extraites des parties aériennes de la plante A. arborescens L. provenant
de quatre régions : Béni Snous, Bidar, Chetouane et Nedroma sont composées, principalement, de
Camphre (72.20%, 50.30%, 32.80% et 33.75% respectivement). D’autres constituants majoritaires,
dont la concentration est supérieure a 4%, sont présents tels que : (Bidar : Myrcene 7.40%, Terpinen-
4-0l 6.10% ; Chetouane : Terpineén-4-ol : 8.90%, Chamazuléne 8.70% ; Nedroma : trans-Hydrate de
sabinéne 5.71%, Chamazuléne 27.41%).
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Tableau 4. Composition chimique des huiles essentielles de la plante A. arborescens L. en fonction du lieu

de récolte et de la partie étudiée

Mai 2010 Mai 2011
N°  Composés IRY,, IR® IR® S]i Zr:s Bidar Chetouane Nedroma
F’z.mie F’e'lrtie ?énie ?e.irtie Feuilles Fleurs Tiges
aérienne  aérienne aérienne aérienne
Monoterpénes hydrocarbonés 5.20% 15.90% 10.50% 3.08% 7.99% 0.33% 1.30%
1 a-Thujéne 922 922 1020 0.10 0.10 0.10 0.06 0.21 - 0.01
2 o-pinéne 931 930 1018 0.10 0.50 0.40 0.33 1.62 - 0.02
3 Camphene 943 943 1061 tr 0.50 0.60 0.46 1.93 - 0.01
4  Sabinene 964 964 1116 0.90 0.70 0.10 0.15 0.10 - 0.09
5  P-pinéne 970 969 1106 0.10 0.10 tr 0.06 0.10 - 0.02
6  Myrcéne 979 980 1154 2.00 7.40 2.70 0.02 0.03 - 0.07
7  o-Phellandréne 997 997 1158 0.10 0.10 0.10 0.02 0.07 0.01 0.23
8  a-Terpinene 1008 1009 1173 0.20 1.00 0.90 0.04 0.82 0.01 0.07
9  p-cyméne 1011 1012 1261 0.70 1.40 1.30 0.25 0.73 0.11 0.03
10  Limonene 1020 1021 1193 0.30 0.50 0.40 0.68 0.03 - 0.57
11 y-Terpinéne 1047 1048 1238 0.60 2.60 3.10 0.81 1.94 0.20 0.13
12 Terpinoléne 1078 1078 1275 0.10 0.50 0.70 0.20 0.41 - 0.05
13 1,4-Dihydro-p-menth-2-¢ne 1245 1242 2071 tr 0.50 0.10 - - - -
Monoterpénes oxygénés 78.40% 61.80% 50.90% 48.25% 47.04% 40.16%  33.87%
14 1,8-Cinéole 1020 1021 1205 0.10 0.20 0.30 0.02 0.01 - 0.06
15  trans-Hydrate de sabinene 1051 1053 1454 0.10 0.10 230 5.71 1.27 8.09 9.52
16  cis-Hydrate de sabinéne 1083 1085 1509 2.10 2.30 3.40 1.32 2.39 - 0.88
17 a-Thujone 1089 1085 1387 0.20 0.30 0.40 1.91 0.07 4.03 1.21
18  B-Thujone 1103 1097 1411 0.90 1.10 1.00 0.08 0.09 - 0.02
19  trans-Hydrate de pinéne 1110 1109 1387 0.20 0.30 0.50 0.07 0.29 0.25 0.18
20  Camphre 1123 1124 1505 72.20 50.30 32.80 33.75 36.56 23.13 18.19
21 cis-Hydrate de pinéne 1130 1132 1411 0.10 0.10 0.10 0.08 0.08 - 0.06
22 Boméol 1148 1149 1694 tr 0.30 0.40 0.32 0.23 0.67 0.57
23 Terpinén-4-ol 1161 1163 1590 2.10 6.10 8.90 3.82 4.99 2.10 2.08
24 a-Terpinéol 1179 1180 1694 tr 0.40 0.20 0.66 0.65 0.81 0.59
25  cis-Pipéritol 1181 1190 1674 0.10 0.10 0.20 0.06 0.05 - 0.10
26 trans-Pipéritol 1193 1195 1676 0.10 0.10 0.10 0.04 0.06 0.44 0.07
27  Périllaldéhyde 1248 1245 1785 0.20 0.10 0.30 0.41 0.30 0.64 0.34
Sesquiterpenes hydrocarbonés 2.60% 6.40% 14.80% 30.19% 26.38% 35.53%  26.47%
28  a-Copaéne 1379 1376 1483 tr 0.20 0.20 0.12 0.10 - 0.19
29  B-Bourbonéne 1385 1383 1509 0.10 tr 0.10 0.07 0.05 - 0.58
30  trans-Caryophylléne 1424 1414 1584 0.40 0.30 0.70 0.04 0.04 0.30 0.05
31  y-Muuroléne 1471 1468 1677 0.10 0.10 0.20 0.06 0.03 - 1.01
32 Germacréne-D 1480 1474 1694 1.50 2.10 3.50 222 1.88 1.88 3.80
33 (E,E)- a-farneséne 1498 1495 1736 0.20 0.30 0.80 0.15 1.48 0.57 0.32
34  y-Cadinéne 1507 1504 1742 0.10 0.10 0.10 0.06 0.31 0.77 0.10
35  9-Cadinéne 1516 1512 1752 0.10 0.10 0.50 0.06 0.10 - 0.10
36  Chamazuléne 1713 1707 2360 0.10 3.20 8.70 27.41 22.39 32.01 20.32
Sesquiterpénes oxygénés 3.00% 2.90% 4.10% 2.57% 2.25% 4.45% 3.43%
37  Butyrate de bornyle 1453 1449 1709 0.10 0.10 0.10 0.05 0.05 - 0.11
38  Elemol 1535 1532 2061 1.00 1.10 1.60 1.14 0.80 2.60 1.12
39  Oxyde de caryophyllene 1576 1574 1978 0.10 0.10 0.30 0.12 0.03 0.76 0.06
40  Isovalérate de géranyle 1587 1586 1893 0.50 0.20 0.30 0.51 0.31 0.53 0.89
41  Oxyde d’aromadendréne 2 1617 1616 1993 0.20 0.20 0.30 0.21 0.31 0.14 0.62
42 a-Eudesmol 1619 1620 2185 0.40 0.20 0.40 0.11 0.15 0.15 0.11
43 Tau-cadinol 1632 1630 2164 0.20 0.30 0.10 0.23 0.42 - 0.24
44  Himachalol 1644 1636 2208 0.30 0.40 0.70 0.07 0.07 0.27 0.14
45  a-Bisabolol 1672 1665 2208 0.20 0.30 0.30 0.13 0.11 - 0.14
Phénylpropanoides 0.30% 0.20% 0.40% 0.18% 0.16% - 0.36%
46  Mcéthyl eugénol 1367 1373 2007 0.20 0.20 0.30 0.14 0.14 - 0.30
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47  Isobutyrate de I’isochavicol 1541 1541 2132 0.10 tr 0.10 0.04 0.02 - 0.06
Autres 0.70% 1.00% 1.10% 0.07% 0.19% - 0.08%

48  Toluene 749 751 943 0.60 0.30 0.80 - - - -

49  6-Méthyl hept- 5-én-2-one 963 961 1327 0.10 0.50 0.10 - 0.12 - -

50  Jasmone 1364 1366 1885 tr 0.20 0.20 0.07 0.07 - 0.08
Composés non identifiés 1.60% 1.50% 3.30% 2.64% 1.99% 7.83% 4.91%

51  Inconnu 1 - 1589 2284 0.40 0.20 1.00 0.55 1.04 1.24 3.45

52 Inconnu 2 - 1997 2321 1.20 1.30 2.30 2.09 0.95 6.59 1.46
Composés détectés 91.80% 89.70% 85.10% 86.98% 86.00%  88.30%  70.42%
Composés identifiés 90.20% 88.20% 81.80% 84.34% 84.01%  80.47%  65.51%
Rendement 0.52% 0.31% 0.64% 1.64% 1.36% 5.71% 0.61%

* Indices de rétention de la littérature de la colonne apolaire rapportés par : librairie Aromes (1987-2011), Konig W.A. et Coll (2001), Adams R.P.
(2001), Velasco-Negueruela A. et Coll (2002), Dabiri M.et Sefidkon F. (2003), Bendimerad N. et Coll (2005), Cha J.D. (2007), Dib M.A. et Coll (2010),
Khamsan S. et Coll (2011).

® Indices de rétention de la colonne apolaire Rtx-1.

¢ Indices de rétentions de la colonne polaire Rtx-Wax.

tr : trace (<0.05%).

L’influence du facteur de la partie de la plante utilisée sur la composition chimique des huiles
essentielles a ét¢, également, étudiée. Pour ce faire, quatre parties de la plante 4. arborescens L.,
récoltée a Nedroma, ont ét¢ sélectionnées (Partie aérienne, Feuilles, Fleurs et Tiges). Deux composés
majoritaires différents ont été déterminés : Camphre (Partie aérienne : 33.75%, Feuilles : 36.56%) et

Chamazuléne (Fleurs : 32.01%, Tiges : 20.32%).

Le tableau 5 résume tous les travaux antérieurs effectués sur la plante 4. arborescens L.
provenant de différentes régions du monde (Italie, USA, Maroc, Liban, Turquie et Algérie - Béjaia -).
Le lieu et la date de récolte, la partie de la plante utilisée, la méthode d’extraction choisie, la

composition chimique et les pourcentages des constituants ainsi que le rendement d’extraction y sont

mentionnés.
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Figure 29. Structure chimique des constituants détectés dans les huiles essentielles de 1’espece Artemisia arborescens L.
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Tableau 5. Composition chimique des huiles essentielles de ’espéce A. arborescens L. provenant de différentes régions du monde

Italie Bejaia
C . Sicile” s Tle USA Maroc Liban Turquie Algérie-
Sicile Sardaigne Petru Diga Felice Arto Venti Sicile Calabre De Lipari g
??me Feuilles Partie aérienne Feuilles - - ?éme Pgme Pgme
’ aérienne aérienne aérienne aérienne
Composés e
Janvier Octobre . . . Printemps Mai — Juillet Perlode de .
2010 2003 Janvier 2010 Avril- Mai 2005 1999 - 2007 floraison Avril 2008
2003-2005
Distillation P .
R Hydro- . Hydrodistillation assistée par Hydro- Hydro- Hydro-
a lz,ve 'c;]?leur dist?llation Hydrodistillation Y micro-ondes " . ) dist}i/llation dist?llation dist?llation
Monoterpénes hydrocarbonés 8.32% 8.28% 7.80% 6.30% 11.30% 12.20% 15.80% 4.50% 4.00% 4.30% 16.75% 28.15% 4.50% 10.13% -
1 cis-Salvéne tr - 0.10 0.10 0.10 tr tr - - - - - - - -
2 Tricyclene - 0.19 - - - - - tr tr tr - - - - -
3 a-Thujene tr - 0.20 tr tr tr tr tr tr tr 0.35 0.31 0.70 - -
4 a-Pinéne 0.70 0.75 0.90 0.30 0.60 1.00 0.80 0.30 0.50 0.20 3.24 3.00 - 1.37 -
5 Camphéne 0.61 0.55 0.60 0.20 1.50 1.00 0.60 0.40 0.60 0.30 2.81 2.71 0.10 2.50 -
6 Sabinene 2.33 1.79 1.30 tr 1.40 2.00 3.00 0.10 tr 0.30 0.23 3.99 0.80 - -
7 B-Pin¢ne tr 0.16 tr 1.40 0.20 0.10 tr tr tr tr - - 0.10 - -
8 Myrcéne 2.03 1.13 1.60 2.50 5.10 5.40 6.80 2.00 1.00 2.10 5.05 9.10 1.10 1.49 -
9 a-Phellandréne 0.34 0.26 tr 0.20 0.10 0.20 0.20 tr 0.10 tr - - - - -
10  a-Terpinéne 0.69 0.92 0.40 0.40 0.50 0.50 1.20 0.10 0.30 - 1.11 1.65 0.40 0.68 -
11 p-cyméne 0.33 0.32 0.80 0.20 0.20 0.30 0.30 0.20 0.10 0.10 1.04 2.10 0.30 0.99 -
12 Limonene tr 0.18 tr tr 0.20 0.30 0.20 0.60 0.40 0.30 1.06 1.17 0.10 0.53 -
13 B-Phellandréne - 0.35 - - - - - - - - - - - - -
14 (Z)-B-Ocimeéne - - - - - - - - - tr - - - - -
15  (E)-p-Ocimeéne - - - - - - - - - tr - - - - -
16  y-Terpinéne 1.29 1.41 1.60 0.90 1.10 1.00 2.40 0.70 0.80 0.90 1.86 4.12 0.70 1.26 -
17  Terpinoléne tr 0.27 0.30 0.10 0.30 0.40 0.30 0.10 0.20 0.10 - - 0.20 - -
18 2-Méthyl isopentylbutanoate - - - - - - - - - - - - - 1.31 -
Monoterpénes oxygénés 56.60% 49.15% 36.60% 54.80% 64.70% 62.00% 56.80% 28.00% 46.80% 34.60% 22.47% 59.57% 76.00% 41.39% 31.30%
19  1,8-Cinéole tr - 0.40 0.20 0.20 0.20 0.20 tr tr tr - - 0.40 - -
20 Alcool thuyilique - - - - - - - - - - - - 0.10 - -
21  cis-Hydrate de sabinéne 1.65 1.21 1.30 0.90 1.20 2.30 2.60 0.30 0.90 0.80 - - 1.00 - -
22 Fenchone - - - - - - - tr tr tr - - - - -
23 Epoxymyrcéne - - - - - - - tr - - - - - - -
24 Linalol 0.22 1.48 1.50 tr tr tr tr 0.70 0.80 1.20 0.65 2.06 1.00 - -
25  trans-Hydrate de sabinéne tr - tr tr tr tr tr - - - 2.87 1.07 - - -
26  a-Thujone 0.75 1.33 0.90 1.00 1.50 0.80 0.50 tr - tr nd 1.00 0.90 1.29 0.60
27  B-Thujone 45.04 33.70 20.50 49.50 55.90 44.00 41.70 1.50 - 6.60 nd 30.06 68.50 0.13 27.80
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. 0.19 y . y . y - - - - -
tr - - - - - - - - - - -
- - tr tr 0.10 0.10 0.20 - - - - -
- - - - - - - tr tr tr - -
- - - - - - - 0.10 0.40 0.10 - -
6.78 6.71 8.40 1.30 2.30 10.70 6.50 21.40 39.50 20.10 16.71 21.67
. - - - y . . 0.10 0.10 0.10 . .
tr 0.18 tr tr 1.00 0.30 0.20 0.20 0.30 0.40 . y
2.16 3.91 1.00 1.20 1.80 1.50 3.90 2.00 3.70 3.20 2.05 3.34
- . . . y - - 0.50 0.30 0.70 - -
tr 0.44 2.50 0.50 0.70 0.50 0.70 0.30 0.50 0.30 0.19 0.37
- - - - - - - tr . 0.10 - -
- - - - - - - 0.10 . - . -
- - - - . . y 0.10 0.10 tr y y
- - - . - - - 0.50 0.20 0.50 - -
- - - - - - - - . 0.30 . -
- - - - - - - tr - - - -
. . . . - - - 0.20 . 0.20 - -
tr - 0.10 0.20 y 1.60 0.30 - - - - -
27.13% 32.12% 53.90%  30.00%  19.60%  19.30%  21.80%  47.60%  32.50%  45.60%  50.96% 4.36%
- - - - - - - - . y 0.44 0.27
0.19 0.24 0.40 . y . - 0.40 0.20 0.30 - -
tr 0.15 0.20 0.30 0.30 0.20 0.20 0.20 0.20 0.10 021 0.24
- 0.77 - - - - . . i . . .
0.89 - 0.60 0.90 0.80 0.70 0.80 3.50 2.60 4.80 3.56 0.37
- - - - - - - tr 0.10 tr - -
tr - tr tr tr tr tr 0.30 0.30 0.40 - -
. 0.15 y . . . . - - - - -
3.34 1.63 2.80 3.40 3.10 2.40 2.30 4.50 1.30 3.90 7.15 2.03
. . . . - - - 0.20 0.10 0.30 - -
- 2.54 - - - - - - - - - -
tr . tr 0.10 0.10 0.10 tr 0.20 0.10 0.20 . .
- . 0.50 0.40 0.10 0.20 tr - - - . -
- . - y - - - 0.50 0.50 1.00 - -

0.20
0.70
0.10

16.00%
0.50

0.40
0.40

0.20
0.20

0.30

23.64%

32.50%
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22.71

0.72%
tr

ir

tr

0.33%

26.64

4.42%

0.44
0.80

1.40%

tr tr tr tr tr - - - -

- - - - - 0.20 - tr -

tr tr tr tr tr - - - -
49.40 24.90 15.20 15.70 18.50 37.60 27.10 34.60 39.60

1.00% 0.70% 0.70% 0.60% 0.60% 4.90% 5.80% 2.40% -

tr 0.10 0.20 0.10 0.20 - - - -

- - - - - 0.10 0.20 - -

tr tr tr tr tr 0.20 - 0.10 -

tr tr tr tr tr - - - -

0.20 0.30 0.30 0.30 0.20 0.90 0.60 1.50 -

0.80 0.30 0.20 0.20 0.20 1.70 0.80 tr -

- - - - - - 0.70 - -

- - - - - 2.00 2.80 0.30 -

- - - - - - 0.70 0.30 -

- - - - - tr - 0.20 -

tr tr tr tr tr 0.20% 0.30% 0.20% -

- - - - - 0.10 - - -

tr tr tr tr tr 0.10 0.30 0.20 -
~0.35% - 0.30%

0.30
0.30
0.40
12.30

1.40%

1.70%

21.05

12.72%

1.20%

30.20

15.10%

0.87%

Références : Militello M. et Coll, 2011 pour la région de Sicile' ; Marongiu B.et Coll, 2006 pour la région de Sardaigne ; Militello M. et Coll, 2012 pour la région de Sicile?;
Lo. Presti M. et Coll, 2007 pour les régions de Sicile’, Sardaigne et Ile de Lipari ; Pappas R. et Sheppared-Hanger S., 2000 pour les régions des USA et du Maroc ; El
Beyrouthy M. et Coll 2011 pour la région du Liban ; Baykan Erel S. et Coll, 2012 pour la région de la Turquie ; Abderrahim A. et Coll, 2010 pour la région d’Algérie.
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En comparant le profil chimique des huiles essentielles isolées de la plante A. arborescens L. avec
celles issues de différentes origines géographiques du monde, nous observons que, seulement, trois

composés ont été caractérisés comme constituants majoritaires : B-Thujone, Camphre et Chamazuléne

(Figure.30)
Nedroma - (Tiges) 0,02 18,19 20,32
Nedroma - (Fleurs) 23,13 32,01
Algérie - Nedroma - (Feuilles) (),09 36,56 22,39
Tlemcen Nedroma - (Partie aérienne) (0,08 33,75 27,41
Chetouane - (Partie aérienne) 32,8 8,7
Bidar - (Partie aérienne) 11 50,3 3,2
Béni Snous - (Partie aérienne) (§9 72,2 0,1
Algérie - Béjaia - (Partie aérienne) 30,2
Turquie (Partie aérienne) 0} 13 33,39 21,05
Liban (Partie aérienne) ,7 12,3
Maroc 21,67 1,45
USA 16,71 39,6
Ile de Lipari (Feuilles) [IGJGH 20,1 34,6
Calabre (Feuilles) 39,5 27,1

Sicile® (Feuilles) 21,4 37,6

6,5 18,5

10,7 15,7

3 15,2

3 24,9

Venti (Partie aérienne)
Arte (Partie aérienne)
Sicile?| Felice (Partie aérienne)

Diga (Partie aérienne)

Petru (Partie aérienne) 49,4
Sardaigne (Feuilles) 26,64
Sicile! (Partie aérienne) 6,78 22,71
0 20 40 60 80 100

¥ 3-Thujone Camphre Chamazuléne

Figure 30. Les pourcentages des chémotypes des huiles essentielles de la plante A.arborescens L.

Pour les huiles essentielles de 1’espéce 4. arborescens L. provenant de différentes stations de
I’Italie, les trois chémotypes ont été enregistrés. Trois travaux ont été réalisés sur la région de Sicile
(Italie) montrant deux chémotypes différents (B-Thujone et Chamazuléne), nous pouvons conclure que
la composition chimique des huiles essentielles peut varier dans des zones géographiques trés
restreintes. Les huiles essentielles de la plante A. arborescens L. d’origine libanaise et marocaine sont
dominées par le composé PB-Thujone (68.50% et 30.06%, respectivement). Nous signalons, aussi,
I’abondance du composé Chamazuléne dans 1’huile essentielle de la plante récoltée aux USA
(39.60%). Le composé Camphre a été identifié comme un constituant majoritaire de I’huile essentielle
de la plante 4. arborescens L. d’origine turque (33.39%). En Algérie, une seule étude a été effectuée
sur I’huile essentielle de 1’espéce, récoltée de Béjaia, qui est caractérisée par sa richesse en

Chamazuléne (30.20%).
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Si on se réfeére a la notion classique de chémotype, nous pourrons définir notre plante a
majorité Camphre pour toutes les régions considérées, a I’exception de celle de Nedroma qui peut se

classer, de fagon classique, comme chémotype intermédiaire en Camphre — Chamazuléne.

A partir des résultats obtenus et en comparant avec ceux de la littérature, nous pouvons dire
qu’il y a plusieurs facteurs qui influent sur la composition chimique et le rendement des huiles
essentielles tels que : le lieu et la date de récolte, la méthode d’extraction choisie, la partie de la plante
utilisée, le stade phénologique, les facteurs écologiques et environnementaux et les facteurs

génétiques.

2. Dosage de polyphénols et de flavonoides des extraits de la plante A.

arborescens L.

Différents extraits ont été obtenus, par I’intermédiaire d’un Soxhlet, des poudres des feuilles et
des tiges de la plante A. arborescens L. récoltée de la région de Zénata - Wilaya de Tlemcen - en
utilisant trois solvants : le dichlorométhane, 1’éthanol et 1’eau. Toutes les données opératoires ont été

représentées dans le tableau 6.

Tableau 6. Données opératoires des extractions effectuées sur les feuilles et les tiges de la plante A.

arborescens L.

Partie utilisée =~ Masse Solvant utilisé Aspect. de Couleu.r de Masse .de Rendement
I’extrait I’extrait I’extrait

Feuilles 20.00g Dichlorométhane  Solide Vert foncé 1.540g 7.70%
Feuilles 20.00¢g Ethanol absolu Visqueux Marron 0.450¢g 2.25%
Feuilles 20.00g Eau distillée Visqueux Marron 6.150g 30.75%
Tiges 20.01g Dichlorométhane  Visqueux Vert foncé 0.520g 2.60%
Tiges 20.01g Ethanol absolu Visqueux Marron 1.270g 6.35%
Tiges 20.01g Eau distillée Visqueux Marron 4.600g 22.99%

Pour les feuilles et les tiges de la plante, les extractions montrent que les extraits aqueux

représentent les rendements les plus élevés (30.75% et 22.99%, respectivement). Les rendements les

plus faibles ont été obtenus par l’extrait éthanolique pour les feuilles (2.25%) et D’extrait

dichlorométhanique pour les tiges (2.60%).

Les dosages de polyphénols totaux et de flavonoides ont été¢ déterminés, respectivement, par

les méthodes de Folin — Ciocalteu (F-C) et de chlorure d’aluminium. L’acide gallique et la quercetine
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ont été utilisés comme standards. A cause de la non-solubilité des extraits aqueux dans le méthanol,
deux courbes d’étalonnage ont été tracées pour chaque dosage, en faisant solubiliser les extraits dans
deux solvants différents : les extraits dichlorométhaniques et les extraits éthanoliques dans le

. . . .1r.  (Figure. 31, Figure. 32
méthanol, alors que les extraits aqueux sont solubilisés dans I’eau distillée F'&re 31 Figure-32)

a b
0.5 15 =0,733x - 0,013 0.5 75 =0,3985x + 0,0392
0.4 R?=0,9732 . 0.4 R2=0,9788 *
0,3 > 0,3 >
0,2 0,2 /
0,1 e 0,1 +——=
& *
0 T T T 1 0 T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Figure 31. Courbe étalon de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux a) dans I’eau, b) dans le
méthanol (Absorbance = f (concentration))
a b
0.6 y=0.4613x+0,0217 0,25 y =0,1813x + 0,02
0,5 R2=0,9874 / 0.2 R2=10,9814 be
0,4
0,15
0,3 * (3
0,2 0.1
b * - *
0’1 0/‘// 0,05 «
0 T T T T T 1 0 T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Figure 32. Courbe étalon de la quercetine pour le dosage des flavonoides totaux a) dans I’eau, b) dans le

méthanol (Absorbance = f (concentration))

Les résultats du dosage des composés phénoliques et des flavonoides de différents extraits ont
¢été répertoriés dans le tableau 7. La teneur en composés phénoliques de chaque extrait de la plante est
exprimée en milligrammes équivalents en acide gallique par gramme de 1’extrait sec. La quantification

des flavonoides est exprimée en milligrammes équivalents en quercetine par gramme de I’extrait sec.
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Tableau 7. Taux de composés phénoliques et de flavonoides des extraits de la plante 4. arborescens L.

mg d’éq/g

Ex. DCM Feuilles Ex. Eth Feuilles Ex. Aq Feuilles Ex. DCM Tiges Ex. Eth Tiges Ex. Aq Tiges

Polyphénols ©  32.3779 + 0.1440 42.0380 + 0.5362 42.2206 + 0.0891 43.0578 + 0.0551 116.1281 + 0.3136 46.4896 + 0.0655

Flavonoides *  702.3496 + 2.2827 693.0007 + 3.5357 194.1019 +£10.1503  151.1554 +0.4196 529.6842 + 1.7347 174.4333 + 0.1573

? Les résultats représentent des moyennes + erreur standard de la moyenne (n=3).

8 800 -  702,3496 693,0007

g 700 - 1 T

é 600 - 529,_6242

< 500

2?’3 400 7 Polyphénol
— . A
5E 300 - 194,1019 174,4333 OYPREROR
<= = 151,1554 - Flavonoides
= 200 - = 116,1281 b}

% 100 1323779 | 42,0380 42,2206 43,0578 ‘ 46,4896

3 | ) .

= 0 ; ; . . ; ;

E DCM Ethanol Aqueux DCM Ethanol Aqueux

Feuilles Feuilles Feuilles Tiges Tiges Tiges

Type des extraits

Figure 33. Quantité de composés phénoliques et de flavonoides des extraits de la plante A. arborescens L.

Une reproductivité a été obtenue pour le dosage des polyphénols parce que I’absorbance
mesurée est, nettement, corrélée a la concentration de ’acide gallique utilisé dans la gamme étalon (R*

=0.9732 pour le solvant d’eau et R* = 0.9788 pour le solvant du méthanol).

Les teneurs en composé phénoliques de différents extraits de la plante 4. arborescens L. sont
comprises entre 32.3779 et 42.2206 mg équivalents acide gallique/g pour les feuilles et entre 43.0578
et 116.1281 mg équivalents acide gallique/g pour les tiges. L’extrait éthanolique des tiges renferme la
plus grande quantit¢ de composés phénoliques (116.1281 mg/g). Contrairement pour les feuilles,

I’extrait aqueux est plus riche en polyphénols (42.2206 mg/g).

Les résultats de la quantification des flavonoides montrent une corrélation positive entre la
concentration de la quercetine utilis¢é comme standard et 1’absorbance avec un coefficient de
corrélation de 0.9874 et 0.9814, respectivement, pour les solvants d’eau et de méthanol. Ce taux de
flavonoides varie de 194.1019 a 702.3496 mg équivalents quercetine/g pour les feuilles et de 151.1554

a 529.6842 mg/g pour les tiges. Comme pour les composés phénoliques, I’extrait éthanolique des tiges
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est, également, riche en flavonoides (529.6842 mg/g), suivi de I’extrait aqueux (174.4333 mg/g) puis
I’extrait dichlorométhanique (151.1554 mg/g). Tandis que le taux des flavonoides des extraits des
feuilles varie, inversement, que le taux des polyphénols. L’extrait dichlorométhanique, ayant la
quantité la plus faible des composés phénoliques, a montré une teneur, la plus élevée, en flavonoides

(702.3496 mg/g).

Nous pouvons conclure que I’extrait éthanolique est le meilleur solvant pour 1’extraction des
composés phénoliques et des flavonoides a partir des tiges de la plante A.arborescens L., alors que les
solvants eau et dichlorométhane sont préférables pour isoler, respectivement, les polyphénols et les
flavonoides des feuilles de la plante. La différence de taux de polyphénols et de flavonoides des
extraits de la plante A. arborescens L. peut étre attribuée a la différence de la solubilité des composés
phénoliques due a la polarité des solvants choisis et aussi de la nature chimique de ces composés. Le
choix de la méthode d’extraction et de la partie de la plante peut, également, jouer un réle important

dans I’extraction et la quantification des polyphénols et des flavonoides.

3. Activité antibactérienne des huiles essentielles

L’activité antibactérienne des huiles essentielles de la plante A. arborescens L., récoltée de
trois régions de la wilaya de Tlemcen (Béni Snous, Bidar et Chetouane), a été déterminée par la
méthode de diffusion sur agar. Pour ce faire, onze bactéries ont été utilisées : quatre souches a Gram
positif (Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus ATCC 10876, Enterococcus faecalis
ATCC 49452, L. monocytogenes ATCC 15313, sept souches a Gram négatif (Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella typhimurium ATCC 13311,
Acinetobacter baumanii ATCC 19606, Citrobacter freundii ATCC 8090, Proteus mirabilis ATCC
35659, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603. Les résultats obtenus ont été regroupés dans le tableau
8.

Apres une incubation durant 24h a 37°C, les zones d’inhibition ont été mesurées. D’aprés le
Tableau 6, les zones d’inhibition varient entre 7 et 22 mm. Toutes les huiles sont ineffectives contre L.
monocytogenes et Escherichia coli. L’huile essentielle de Bidar posséde une activité antibactérienne la
plus faible comparée aux autres huiles sélectionnées pour cette étude, le diamétre d’inhibition maximal
est de 10 mm noté sur la bactérie de Enterococcus faecalis. Pour les bactéries & Gram positif, [’huile
essentielle de Chetouane montre un effet plus fort avec un maximum de zone d’inhibition de 22 mm
de diamétre sur Enterococcus faecalis suivi de la souche Staphylococcus aureus (15 mm). L’huile
essentielle de Béni Snous est active vis-a-vis les souches Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,

Enterococcus faecalis avec des diamétres d’inhibition, respectivement, de 14, 15, 16.5 mm.
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Tableau 8. Activité antibactérienne des huiles essentielles de la plante A. arborescens L.

Diameétre de la zone d’inhibition (mm)

Microorganismes - —

HE - Bidar- HE — Béni Snous - HE — Chetouane -
Bactéries a Gram positif
Staphylococcus aureus 8.0 14.0 15.0
Bacillus cereus na 15.0 13.5
Enterococcus faecalis 10.0 16.5 22.0
L. monocytogenes na na na
Bactéries a Gram négatif
Pseudomonas aeruginosa 8.0 10.5 13.5
Escherichia coli na na na
Salmonella typhimurium na 18.0 18.0
Acinetobacter baumanii 9.0 12.0 12.0
Citrobacter freundii 8.0 15.0 15.0
Proteus mirabilis 9.0 13.5 13.5
Klebsiella pneumoniae 7.0 15.0 14.0

D’autre part, parmi les sept bactéries a Gram négative utilisées, le microorganisme Salmonella
typhimurium montre une zone d’inhibition maximale de 18 mm, suivi de Citrobacter freundii et
Klebsiella pneumoniae (15mm). Cette différence de 1’activité antibactérienne des huiles essentielles

peut étre due a la différence de la composition chimique de chaque huile et du microorganisme choisi.

Un autre paramétre important déterminant 1’activité antimicrobienne des huiles essenticlles
dépend en premier lieu du type et des caractéristiques des composants actifs, en particulier leur
propriété hydrophobe qui leur permet de pénétrer dans la double couche phospholipidique de la

membrane de la cellule bactérienne (Harkati B., 2011).

4. Activité anti-radicalaire des extraits de I’espece A.arborescens L.

Les huiles essentielles de la plante A.arborescens L. récoltée de trois stations (Béni Snous,
Bidar et Chetouane), ainsi que tous les extraits ont été testés pour leur activité anti-radicalaire en
utilisant la méthode de DPPH. Ce dernier, de couleur violette en solution, présente un maximum
d’absorption a 517 nm. La décoloration peut étre évaluée par une mesure spectroscopique de
pourcentage de réduction de radical DPPH en fonction du temps. Les figures 34 et 35 présentent
I’évolution de pourcentage de réduction de DPPH, respectivement, pour les huiles essentielles et les

extraits en fonction du temps.

L’acide ascorbique et I’acide tannique ont été utilisés comme des antioxydants de référence
pour I’estimation de pouvoir anti-radicalaire des huiles essentielles. Le meilleur pourcentage de

piégeage du radical DPPH (100% aprés 15 min d’incubation) a été observé pour les antioxydants
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synthétiques (Acide ascorbique et Acide tannique) a la dose de 40 mg/ml et 60 mg/ml. L’ activité anti-
radicalaire des huiles essentielles dépend de la concentration de celles-ci. Pour 1’huile essentielle de
Béni Snous, a la dose de 100 mg/ml et aprés 210 min d’incubation a la température ambiante, le
pourcentage de réduction de DPPH était 87.07%, alors qu’a la dose de 10 mg/ml, le pourcentage était,
seulement, 36.04%. Les huiles essentielles de Bidar et Chetouane montrent, a la dose de 20 mg/ml, un
effet anti-radicalaire plus fort (84.16 % aprés 15 min d’incubation et 80.23 % aprés 25 min

d’incubation, respectivement).

Pour D’activité anti-radicalaire des extraits de la plante, différentes concentrations ont été
testées variant de 0.23 mg/ml a 3 mg/ml. L’acide ascorbique et I’acide gallique ont été utilisés comme
standards. Les pourcentages de réduction de DPPH les plus importants ont été détectés pour les
antioxydants de référence (98.23 % pour I’acide ascorbique a la dose de 0.39 mg/ml et 98.50% pour
I’acide gallique a la concentration de 1.08 mg/ml, aprés seulement 1 min d’incubation). Concernant
I’effet anti-radicalaire des extraits, nous remarquons que les extraits des tiges sont plus actifs que les

extraits des feuilles.

Concernant les extraits isolés des tiges de la plante A. arborescens L., aprés un temps
d’incubation de 180 min, I’extrait éthanolique montre un effet anti-radicalaire plus important que les
autres extraits. En effet, le meilleur pourcentage d’inhibition de 1’extrait éthanolique était 93.32% a la
dose de 0.65 mg/ml, alors que les pourcentages d’inhibition de DPPH les plus élevés, des extraits
dichlorométhanique et aqueux, étaient, respectivement, 82.55% a la concentration de 3mg/ml et

91.17% a la dose de 1.08 mg/ml.

Pour les feuilles de la plante A. arborescens L., le plus grand pourcentage de réduction de
DPPH a ¢été détecté pour I’extrait aqueux (94.73% a la dose de 1.80 mg/ml, aprés 3h d’incubation).
Les extraits dichlorométhanique et éthanolique montrent des pouvoirs anti-radicalaires moindres avec
des pourcentages de réduction, respectivement, de 66.88% a la concentration 1.80 mg/ml et 91.28% a

la dose de 0.39 mg/ml.
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Figure 34. Pourcentage de réduction de DPPH en fonction du temps. HEBS : huile essentielle de Béni Snous,

HEBD : huile essentielle de Bidar, HECT : huile essentielle de Chetouane, AA : acide ascorbique, AT : acide

tannique.
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Figure 35. Pourcentage de réduction de DPPH en fonction du temps. AA : Acide ascorbique, AG : Acide

gallique, DCM Fe : Extrait dichlorométhane des feuilles, DCM Ti : Extrait dichlorométhane des tiges, Eth Fe :

Extrait éthanolique des feuilles, Eth Ti : Extrait éthanolique des tiges, Aq Fe : Extrait aqueux des feuilles, Aq Ti :

Extrait aqueux des tiges.
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Pour mieux comprendre la réactivité de DPPH avec un échantillon testé, le paramétre de Clsg a

été introduit. Il représente la concentration de 1’antioxydant correspondant a une réduction de 50% de

DPPH. Les figures 36 et 37 montrent les valeurs de Clsg, respectivement, des huiles essentielles et des

extraits de la plante 4. arborescens L. L’activité de piégeage de radical a été mesurée apres 60 min de

réaction.
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Figure 36. Valeurs de Cl;s, des huiles essentielles de la plante 4. arborescens L. et des antioxydants de référence
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Figure 37. Valeurs de Cls, des extraits de la plante 4. arborescens L. et des antioxydants de référence

Plus la valeur de Cls est petite, plus ’activité anti-radicalaire est élevée. Nous concluons que

I’huile essentielle de la plante récoltée a Bidar semble avoir [’effet réducteur le plus puissant sur le

radical de DPPH (Clsy= 6.26 mg/ml, proche des Cls, des antioxydants de référence Clso = 5.33 mg/ml),

suivi de I’huile essentielle de Chetouane (10.67 mg/ml), puis I’huile essentielle de Béni Snous (Clsy =

53.43 mg/ml)

qui montre un effet anti-radicalaire le plus faible. La lecture de figure 25 montre les
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valeurs de Clsq de différents extraits et des antioxydants utilisés comme standards. L.’ordre d’efficacité
est le suivant : Acide gallique > Acide ascorbique > Ex Eth Tiges > Ex Aq Tiges > Ex Eth Feuilles >
Ex Aq Feuilles > Ex DCM Tiges > Ex DCM Feuilles.

Pour mieux caractériser le pouvoir anti-radicalaire, des paramétres cinétiques sont introduits,
tels que le temps Tcysp nécessaire pour atteindre 1’équilibre a Clsy.
L’estimation de Tcyso permet d’introduire la classification suivante:
e Tciso <5 min (réaction rapide).
e 5 <Tcs0< 30 min (réaction intermédiaire).

e  Tciso > 30 min (réaction lente).

L’indice de I’efficacité anti-radicalaire [EAR =1/(Clso.T¢s0)] relie la concentration du DPPHe
et le temps Tcyso dans 1’essai avec la concentration effective Clsy de I’échantillon, et résulte dans un
paramétre constant pour chaque solution ou extrait. Les valeurs de Tciso sont déterminées,
graphiquement, en portant pour chaque échantillon le temps d’équilibre en fonction de la
concentration.

L’activité anti-radicalaire est faible pour EAR<1.107, intermédiaire entre 1.107et 5.107, élevée entre

5.107 et 10.107, trés élevée pour EAR>10.10" (Popovici C. et Coll, 2009).

Les paramétres caractéristiques de la cinétique de la réaction du DPPH sont cités dans le

tableau 9.
Tableau 9. Paramétres caractéristiques de la cinétique de réduction du radical DPPH
Extraits Clso (mgAO/ml) Clso Tegso (min) EAR (x 107) Classification
(mgAO/gDPPH)
Méthode 1
HE Béni Snous 53.43 55 656.25 193.167 0.0930 x 107 Faible
HE Bidar 6.26 6 520.83 9.509 0.0161 Faible
HE Chetouane 10.67 11 114.58 194912 0.0462 x 10 Faible
Acide ascorbique 533 5552.08 7.950 0.0226 Faible
Acide tannique 533 5552.08 7.950 0.0226 Faible
Méthode 2
Ex DCM Feuilles 1.28 23703.70 177.965 0.0237 x 1072 Faible
Ex Eth Feuilles 0.19 3518.52 150.655 0.0189 x 107! Faible
Ex Aq Feuilles 0.23 4259.26 179.000 0.0131 x 10" Faible
Ex DCM Tiges 0.55 10 185.18 177.261 0.0554 x 10 Faible
Ex Eth Tiges 0.13 2 407.41 81.939 0.0507 x 10™! Faible
Ex Aq Tiges 0.16 2 962.96 114.816 0.0294 x 10! Faible
Acide ascorbique 0.0036 66.67 0.020 749.96 Tres élevée

Acide gallique 0.0004 7.41 1.156 116.74 Tres élevée
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Pour la méthode 1, les réactions entre le DPPH et I’huile essentielle de Bidar ainsi les
antioxydants de référence sont des réactions intermédiaires. Contrairement aux huiles essentielles de
Béni Snous et Chetouane, les réactions sont assez lentes. Selon leurs indices de 1’efficacité anti-
radicalaire, toutes les huiles essentielles et les antioxydants naturels présentent un effet anti-radicalaire

faible.

Au vu des résultats de la méthode 2, toutes les réactions des extraits de la plante A.
arborescens L., sont lentes (Tcso > 30 min). Dans le cas des antioxydants standards (Acide ascorbique
et Acide gallique), les réactions avec le DPPH sont assez rapides. En se basant sur les valeurs de
I’efficacité anti-radicalaire, on obtient le classement suivant (par ordre décroissant) : Acide ascorbique
> Acide gallique > Ex Eth Tiges > Ex Aq Tiges > Ex Eth Feuilles > Ex Aq Feuilles > Ex DCM Tiges
> Ex DCM Feuilles.

La corrélation entre le contenu en polyphénols et flavonoides des extraits des feuilles et des

tiges de la plante A. arborescens L. et leur activité anti-radicalaire (Clso) a été étudiée (Figure. 38)

L’examen de ces résultats permet de mettre en évidence une corrélation remarquable
(R’=0.9976) entre le taux de polyphénols des extraits des feuilles de I’espéce A. arborescens L. et leur
activité anti-radicalaire (Clsy). En effet, les polyphénols sont reconnus comme des substances,
potentiellement, antioxydantes qui ont la capacité de piéger les radicaux libres. Cependant, dans le cas
de flavonoides des extraits des feuilles, une corrélation faible (R*=0.2360) a été obtenu entre le
contenu des flavonoides des extraits et leur pouvoir anti-radicalaire. Cette constatation pourrait
indiquer que les flavonoides ne sont pas de principaux piégeurs de radicaux libres présents dans les

extraits des feuilles de 4. arborescens L.

Pour les extraits de tiges de la plante 4. arborescens L., une corrélation faible a été mis en
évidence entre I’effet anti-radicalaire des extraits et leur contenu en polyphénols (R*=0.3464) et en
flavonoides (R’= 0.3591). Ce résultat peut étre justifi¢ par le fait que I’activité anti-radicalaire des
extraits de tiges de A. arborescens L. n’est pas, principalement, due aux composés phénoliques et

flavonoides présents dans ces extraits.
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Figure 38. Corrélation entre le taux de polyphénols et de flavonoides et I’activité anti-radicalaire (Cls) : a)

Polyphénols des feuilles, b) Flavonoides des feuilles, ¢) Polyphénols des tiges, d) Flavonoides des tiges.
5. Activité antidiabétique de I’extrait aqueux de la plante A.arborescens L.

A. arborescens L. est utilisé pour le traitement du diabéte. L’infusé de la partie aérienne
posséde une activité hypoglycémiante. Selon nos connaissances, aucune activité pharmacologique
portant sur ce théme n’a été étudiée sur cette plante. Notre expérience représente le premier travail qui

tend a investiguer ’activité antidiabétique de cette plante.
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5.1. Recherche de la toxicité aiglie de I’extrait aqueux

Une administration de D’extrait aqueux a raison de 3g/kg, aucune toxicité apparente
provoquant la mortalité des rats n’a été enregistrée. Du fait, la dose 200 mg/kg a été choisie pour la

recherche de I’activité antidiabétique de la plante.

5.2. Effet de I’extrait sur la glycémie

Une administration de I’extrait aqueux de la plante 4. arborescens L. aux différents groupes
de rats a été réalisée. Les résultats, montrant les variations de la glycémie, sont représentés dans le

tableau 10.

Tableau 10. Variations de la glycémie (g/1) des rats aprés le traitement par I’extrait aqueux a 200 mg/kg

Temps 0 1 semaine 2 semaines

Normaux témoins 0.9100 + 0.0682 0.9767 £ 0.0754 0.7233 £ 0.0546
Normaux traités 0.7733 + 0.0809 0.9033 + 0.0546 0.6933 +0.0348
Diabétiques témoins 2.9550 + 0.2964 2.8400 + 0.5852 2.6033 +0.9064

Diabétiques traités

2.3267 £0.6376

1.0800" = 0.1323

0.7600 + 0.0351

*(P<0.05) par rapport aux rats diabétiques témoins.

Pour les rats normaux (traités ou non traités), nous remarquons qu’il n’y a pas de changement
important de la glycémie. Tandis que pour les rats diabétiques traités, une diminution de la glycémie,
variant de 2.3267 4 0.7600 g/, a ét¢ enregistré. Chez les rats diabétiques non traités (témoins), le taux

de la glycémie reste stable.
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Figure 39. Effet de I’extrait sur I’évolution de la glycémie
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5.3. Effet de ’extrait sur le poids corporel des rats

Les résultats relatifs a I’évolution du poids des rats durant les deux semaines de traitement par

I’extrait aqueux de ’espéce 4. arborescens L. a la dose de 200 mg/kg sont regroupés dans le tableau

11 (Figure. 40).

Tableau 11. Evolution du poids des rats normaux et diabétiques (traités et témoins) durant les deux semaines de

traitement par 200 mg/kg de I’extrait aqueux

Temps

0 1 semaine 2 semaines

Normaux témoins
Normaux traités

Diabétiques témoins
Diabétiques traités

247.2500 £ 14.6707
239.7500 + 5.5584

267.7500 + 5.0229
221.0000 + 5.4467

237.5000 + 1.8930
211.0000 + 3.8079

264.5000 + 16.3325
239.6667 £ 41.4662

285.0000 + 18.1430
273.0000 +42.1426

260.7500 + 16.7450
260.6667 £ 35.6947

Les rats ont été pesés, réguliérement, au cours de 1’expérience. Chez les rats normaux traités,

une augmentation importante du poids a été observée. Pour les autres rats, nous observons une

augmentation du poids corporel des rats, puis une diminution de celui-ci dés la premiére semaine du

traitement.
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Figure 40. Effet de I’extrait sur le poids corporel

5.4. Test de tolérance orale au glucose

Apres le gavage du glucose a la concentration de 3g/kg, I’évolution de la glycémie de quatre

groupes de rats testés est suivie sur une durée de deux heures de traitement. Les résultats du test de

tolérance orale au glucose sont reportés dans le tableau 12 (Figure. 41)
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Tableau 12. Variations de la glycémie (g/1) des rats pendant deux heures aprés administration, par voie orale, du

glucose a la dose de 3g/kg

Temps 0 60 min 120 minutes

Normaux témoins 0.6850 + 0.0278 0.7825 + 0.0403 0.8325 +0.0477
Normaux traités 0.7625 +0.0384 0.8225 +0.0837 0.6075 = 0.0780
Diabétiques témoins 2.6033 + 0.9064 3.5733 £0.6929 3.0833 +£0.9767
Diabétiques traités , 0.8100 + 0.0800 2.2733 £ 0.5406 1.2500 + 0.3907

Nous remarquons une augmentation de la glycémie chez tous les rats. L’extrait aqueux a un
effet positif sur la réponse des rats traités (normaux ou diabétiques). Nous constatons une différence
trés significative en comparant 1’évolution de la glycémie des rats diabétiques traités avec celle des
rats diabétiques non traités. Pour les rats normaux, une forte augmentation de la glycémie des rats non

traités par rapport a celle des rats traités a été enregistrée.
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Figure 41. Effet de I’extrait sur la tolérance orale au glucose

5.5. Test de tolérance intrapéritonéale au glucose

L’évolution de la glycémie de quatre groupes de rats (normaux et diabétiques) est suivie sur
une durée de deux heures aprés administration, par voie péritonéale, d’une solution de glucose a raison
de 3g/kg du poids corporel. Les résultats du test de tolérance intrapéritonéale au glucose sont cités

dans le tableau 13 (Figvwre42),
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Tableau 13. Variations de la glycémie (g/1) des rats pendant deux heures apreés administration, par voie

péritonéale, du glucose a la dose de 3g/kg.

Temps 0 60 min 120 minutes

Normaux témoins 0.9767 + 0.0754 1.2400 + 0.0000 1.2567 +0.0186
Normaux traités 0.9033 +0.0546 1.0900 + 0.0850 1.1100 £ 0.0503
Diabétiques témoins 1.1775 £ 0.1542 2.3775+0.4877 1.5850 = 0.2230
Diabétiques traités , 1.0800 + 0.1323 3.4367 +0.8367 2.2767 £0.5109

Une heure aprés le gavage avec du glucose, nous constatons une augmentation de la glycémie
chez tous les rats diabétiques et normaux (témoins et traités). Cette élévation est trés remarquable chez
les rats diabétiques traités. Chez les rats diabétiques, une diminution progressive de la glycémie a été

observée jusqu’a la fin de ’expérience.
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Figure 42. Effet de I’extrait sur la tolérance intrapéritonéale au glucose

Plusieurs mécanismes d’action sont impliqués dans la réduction du niveau de glucose dans le
sang, dus a la présence d’une grande variété de classes chimiques des constituants hypoglycémiants

provenant des plantes.
L’activité antidiabétique des plantes peut dépendre de plusieurs mécanismes : (Jarald E. et Coll, 2008)

e Blocage du canal du potassium des cellules  pancréatiques et stimulation de I’AMP ¢ (second
messager).

e Stimulation de la sécrétion d’insuline a partir des cellules f.

e Réduction de la résistance a I’insuline.

e Apport de quelques éléments nécessaires pour les cellules B comme le Calcium, le Zinc, le

Magnésium, le Mangan¢se et le Cuivre.
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e Régénération et/ou réparation des cellules  pancréatiques.

e Augmentation du volume et du nombre de cellules dans les ilots de Langerhans.

e Stimulation de la glycogenése et de la glycolyse hépatique.

e Effet protecteur de la destruction des cellules .

e Inhibition de a-glucosidase.

e Prévention du stress oxydatif, qui peut étre impliqué dans le dysfonctionnement des cellules

observé dans le diabéte.

En conclusion, cette étude reste toujours préliminaire, nous devons, dans le futur, isoler et purifier la
ou les molécules actives vis-a-vis du diabéte sucré, et rechercher les mécanismes d’action de ces

substances pures comme de principes actifs antidiabétiques.
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Chapitre IV

Cardaria draba (L.) Desv. -Résultats et discussion-

Résumé : Comme pour le chapitre précédent, cette partie expose la démarche expérimentale avec

une discussion détaillée des résultats obtenus.

Deux huiles essentielles ont été extraites, respectivement, de la partie aérienne et des feuilles
de la plante Cardaria draba (L.) Desv. Le profil chimique a été déterminé par les techniques de la
chromatographie en phase gazeuse (CPG) et la chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectroscopie de masse (CPG/SM). Deux nouveaux chémotypes ont été obtenus : 6,10, 14-Triméthyl-2-
pentadécanone pour la partie aérienne et (E)-Phytol pour les feuilles de I’espece algérienne C. draba

(L.) Desv. (Page 89).

Les dosages de polyphénols et de flavonoides effectués, respectivement, par la méthode de
Folin-Ciocalteu (F-C) et la méthode de chlorure d’aluminium sur les différents extraits de la plante C.
draba (L.) Desv. montrent que tous ces extraits sont, remarquablement, riches en composés

phénoliques et en flavonoides (Page 93).

Enfin, le pouvoir anti-radicalaire de cette espece sélectionnée a été évalué par la méthode de
DPPH en comparant avec celui des antioxydants de référence : Acide ascorbique et Acide gallique

(Page 95)
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1. Caractérisation chimique des huiles essentielles

L’huile essentielle de cette espece récoltée en Algérie n’a été jamais étudiée et sa composition
chimique reste, toujours, inconnue. Les huiles essentielles de couleur transparente pour la partie
aérienne et jaune pale pour les feuilles de I’espéce C. draba (L.) Desv. ont été isolées par la méthode
d’hydrodistillation. Les rendements de 1’extraction sont de 1’ordre de 0.087% et 0.012% par rapport a
la matiére séche, respectivement, pour la partie aérienne et les feuilles de la plante. En comparant ce
résultat avec celui de 1’étude effectuée par Radoni¢ A. et Coll (2011) sur la partie aérienne de cette
espece récoltée de la région de la Croatie (rendement est de 0.02 %), nous remarquons que la plante C.

draba (L.) Desv. d’origine algérienne est plus riche en huile essentielle que celle de la Croatie.

La caractérisation quantitative et qualitative des huiles essentielles récupérées a été réalisée a
I’aide de deux techniques chromatographiques : la chromatographie en phase gazeuse (CPG) et la
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectroscopie de masse (CPG/SM). Les résultats
obtenus sont reportés dans le tableau 14. Trente-neuf composés ont été détectés dont trente-huit ont été
identifiés dans I’huile essentielle de la partie aérienne de la plante C. draba (L.) Desv. correspondant a
68.25% de la composition totale. La fraction des composés carbonylés constitue la majorité de la
composition de I’huile essentielle (35.24%) avec le 6,10,14-Triméthyl-2-pentadécanone comme un
composé prédominant (20.61%). Un complexe de trente-sept composés identifiés, constituant 77.63%
de la quantité totale de I’huile essentielle des feuilles de C. draba (L.) Desv., a été obtenu. Elle est,

principalement, composée de diterpenes (41.62%) avec la richesse de (E)-Phytol ( 39.67%).

La présence d’autres constituants dont la concentration est supérieure de 2%, a été¢ également
déterminée. Parmi lesquels, nous pouvons citer : pour 1’huile essentielle de la partie aérienne (o-
Cubébene: 2.28%, (E)-Phytol: 11.38%, Décanal: 7.11%, pB-lonone: 2.01%, 1,2-dihydro-1,1,6-
triméthylnaphthaléne: 2.06%, (E)-Anéthol: 2.03%, B-lonol: 2.06%), tandis que pour les feuilles (B-
Ionone: 2.57%, 6, 10,14-Triméthyl-2-pentadécanone : 11.08%, Acide décanoique: 3.19%, Acide

undécanoique : 2.36%).

A partir de cette comparaison, nous pouvons dire que le facteur du changement de la partie de
la plante utilisée joue un rdle important dans la variabilité¢ de la composition chimique et le rendement

de I’huile essentielle de la partie aérienne et des feuilles de I’espéce C. draba (L.) Desv.



Cardaria draba (L.) Desv -Résultats et discussion- 90

Tableau 14. Composition chimique des huiles essentielles de la plante C. draba (L.) Desv en fonction de la

partie étudiée

Ne Composés IR* IR® Partie aérienne Feuilles
Monoterpénes hydrocarbonés 0.81% 0.80%
1 a-Pinéne 931 1022 0.30 0.20
2 Sabinéne 964 1120 0.30 0.47
3 Myrcene 976 1159 0.21 0.13
Monoterpénes oxygénés 0.81% 0.98%
4 Linalol 1081 1544 0.64 0.76
5 B-Thujone 1103 1422 0.17 0.22
Sesquiterpenes hydrocarbonés 2.28% 0.18%
6 a-Cubébene 1350 1452 2.28 0.18
Diterpenes 13.24% 41.62%
7 Isophytol 1946 2292 1.15 1.64
8 (Z)-Phytol 2080 2572 0.71 0.31
9 (E)-Phytol 2107 2617 11.38 39.67
Composés carbonylés 35.24% 18.06%
10 (E)-2- Hexénal 830 1213 0.52 0.23
11 Benzaldéhyde 929 1525 0.72 0.60
12 Nonanal 1083 1394 0.46 0.22
13 Décanal 1185 1498 7.11 0.13
14 Néryl acétone 1410 1825 1.24 0.57
15 Géranyl acétone 1428 1851 1.09 1.48
16 B-lonone 1466 1936 2.01 2.57
17 (E, E)-farnésyl acétone 1895 2366 0.74 1.18
18 6, 10,14-Triméthyl-2-pentadécanone 1830 2117 20.61 11.08
19 6-M¢éthyl-hept-5-en-2-one 961 1327 0.74 /
Composés hydrocarbonés 6.77% 7.73%
20 Tridécane 1300 1300 0.09 0.78
21 1,2-dihydro-1, 1,6-triméthylnaphthaléne 1332 / 2.06 0.41
22 Pentadécane 1500 1500 0.32 0.19
23 Hexadécane 1600 1600 0.34 0.09
24 Octadécane 1800 1800 0.57 0.61
25 Eicosane 2000 2000 / 0.29
26 Heneicosane 2100 2100 0.85 1.75
27 Docosane 2200 2200 0.36 0.39
28 Tricosane 2300 2300 1.00 1.88
29 Pentacosane 2500 2500 1.18 1.34
Acides gras 3.64% 6.58%
30 Acide nonanoique 1269 / 0.75 /
31 Acide décanoique 1360 / 0.30 3.19
32 Acide undécanoique 1488 / 1.34 2.36
33 Acide dodécanoique 1556 / 0.62 0.47
34 Acide tridécanoique 1668 / 0.18 0.35
35 Acide tétradécanoique 1772 / 0.45 0.21
Phénylpropénes 2.03% 0.51%
36 (E)-Anéthol 1264 1828 2.03 0.51
Autres 3.43% 1.17%
37 Acétate de butyle 791 1031 0.14 0.06
38 f-Ionol 1409 1915 2.06 0.46
39 Phtalate de butyle 1909 / 1.23 0.65
Composés identifiés / / 68.25% 77.63%
Rendement / / 0.087% 0.012%

“Indices de rétention de la colonne apolaire Rtx-1.
® Indices de rétentions de la colonne polaire Rtx-Wax.
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Figure 43. Structure chimique de quelques constituants détectés dans les huiles essentielles de Cardaria draba (L.) Desv.
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La composition chimique des constituants volatils de la plante C. draba L. récoltée de la
région d’Isfahan -Iran- a été rapportée. Les parties volatiles extraites de la partie aérienne fleurie, des
fruits et des racines de 1’espéce C. draba L. ont été analysées par CPG et CPG/SM. Les composés
majoritaires de la partie aérienne fleurie sont: 3-butényl isothiocyanate (80.5%) et 4-
méthylsulfinylbutyl isothiocyanate (5.6%). Les fruits sont constitués, principalement, de 4-
méthylsulfinylbutyl isothiocyanate (72.1%), héptadécane (7.0%), héxadécane (6.8%) et octadécane
(5.8%). Alors que les racines sont caractérisées par leur richesse en 4-méthylsulfinylbutyl
isothiocyanate (30.0%), acide héxadécanoique (24.1%), isobutyl isothiocyanate (14.3%), 3-butényl
isothiocyanate (5.9%) et a-pinéne (5.4%) (Afsharypuor S. et Jamali M., 2006).

Radoni¢ A. et Coll (2011) ont analysé la fraction volatile de la partie aérienne de C. draba (L.)
Desv. provenant de la Croatie. Cette fraction, obtenue par hydrodistillation, a été caractérisée par
CPG-FID et CPG/SM. Elle est, principalement, constituée de 4-(méthylsulfanyl) butyl isothiocyanate
(28.0%) et 5-(méthylsulfanyl) pentanenitrile (13.8%), obtenus de la dégradation de la glucoérucine.
D’autres composés non azotés ou soufrés ont été également identifiés : acide héxadécanoique (10.8%),

phytol (10.2%), phtalate de dibutyle (4.5%).

En conclusion, deux nouveaux chémotypes ont été détectés durant cette étude: 6,10,14-
Triméthyl-2-pentadécanone pour la partiec aérienne et (E)-Phytol pour les feuilles de I’espéce
algérienne C. draba (L.) Desv. Cette différence de la composition chimique, en comparant avec celle
de la bibliographie, est attribuée aux plusieurs facteurs tels queles facteurs génétiques,

physiologiques, analytiques, pédologiques et climatiques.

En comparant le profil chimique des huiles essentielles isolées de la plante C. draba (L.) avec
celles issues de différentes origines géographiques du monde, nous observons que certains composés
ont été caractérisés comme constituants majoritaires : 4-(méthylsulfanyl) butyl isothiocyanate, 3-
butényl isothiocyanate, 4-méthylsulfinylbutyl isothiocyanate, 6,10,14-Triméthyl-2-pentadécanone et
(E)-Phytol.
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Figure 44. Pourcentage des chémotypes des huiles essentielles de la plante étudiée

2. Dosage des polyphénols et des flavonoides des extraits de la plante Cardaria

draba (L.) Desv.

D’autres extractions, par Soxhlet, ont été réalisées, par trois solvants de polarité croissante sur

les feuilles et les tiges de la plante C. draba (L.) Desv. les données opératoires utilisées sont

regroupées dans le tableau 15.

Tableau 15. Données opératoires des extractions effectuées sur les feuilles et les tiges de la plante C. draba (L.)

Desv.

Aspect 1 M
Partie utilisée =~ Masse Solvant utilisé , spee . de (,Iou eu.r de , asse .de Rendement

I’extrait I’extrait Iextrait
Feuilles 20.00 g Dichlorométhane Visqueux Vert foncé 0.670 g 335%
Feuilles 20.00 g Ethanol absolu Huileux Marron 2470 g 12.35%
Feuilles 20.00 g Eau distillée Visqueux Marron 5530¢g 27.65 %
Tiges 20.00 g Dichlorométhane Visqueux Vert foncé 0..360 g 1.80 %
Tiges 20.00 g Ethanol absolu Huileux Marron 1.300 g 6.50 %
Tiges 20.00 g Eau distillée Huileux Marron 4.500 g 22.50 %

A partir des résultats cités dans le tableau ci-dessus, les rendements les plus élevés ont été

obtenus avec les extraits aqueux des feuilles et des tiges de la plante C. draba (L.) Desv. (27.65% et

22.50%, respectivement). Par contre, les rendements des extraits éthanoliques sont plus faibles que

ceux des extraits aqueux (12.35% pour les feuilles et 6.50% pour les tiges). Les extraits

dichlorométhaniques des feuilles et des tiges de cette espéce donnent des rendements encore plus

faibles (3.35% et 1.80%, respectivement).
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Le rendement des extractions chimiques peut dépendre du type de solvants (différence de la
polarité), le temps et la température des extractions, la ration échantillon/ solvant, la composition

chimique et les caractéristiques physiques des extraits (Dai J. et Mumper R.J., 2010).

La teneur en polyphénols et flavonoides a été évaluée, respectivement, par les méthodes de
Folin —Ciocalteu (F-C) et de chlorure d’aluminium. L’acide gallique et la quercetine ont été utilisés
comme des références. Deux courbes d’étalonnage ont été tracées pour chaque dosage, en faisant
solubiliser les extraits dans deux solvants différents : les extraits dichlorométhaniques et les extraits
¢thanoliques dans le méthanol, alors que les extraits aqueux sont solubilisés dans 1’eau distillée (méme

. Figure. 31, Figure. 32
courbes que ceux de la plante Artemisia arborescens L.) Figwre: 31 Figure. 32)

Les taux de composés phénoliques et de flavonoides de différents extraits sont cités dans le
tableau 16. La teneur en composés phénoliques de chaque extrait de la plante est exprimée en
milligrammes équivalents en acide gallique par gramme de 1’extrait sec. La quantification des

flavonoides est exprimée en milligrammes équivalents en quercetine par gramme de 1’extrait sec.

Tableau 16. Taux de composés phénoliques et des flavonoides des extraits de la plante C.draba (L.) Desv.

mg d’éq/

d gaeas Ex. DCM Feuilles Ex. Eth Feuilles Ex. Aq Feuilles Ex. DCM Tiges Ex. Eth Tiges Ex. Aq Tiges
’extrait

Polyphénols * 19.6229 + 0.3480 57.7855 £ 0.1661 41.8234+0.1823 12.2272 £0.1230 30.4099 + 0.0000 19.3095 + 0.0606

Flavonoides * 393.5877 + 0.1445 141.2665 + 0.5578 62.5045 +0.1896 161.1455 + 0.7154 99.3265 +0.2176 50.5761 +0.1925

* Les résultats représentent des moyennes + erreur standard de la moyenne (n=3).

. 393,5877
3 400 1
S % 350 -
2 e
S E 300 -
g2 2 250 A
E:'g 200 - 141,2665 1611455 Polvohénol
o | — T B Polyphénols
=~ § 150 577855 62,5045 99,3265 50,5761 )
“Q';cf:" 100 | 19,622 i 41,8234 = 12272 30,4099 | 19,3095 Flavonoides
z 58 ! ‘ . | M—" 17

DCM Ethanol  Aqueux DCM Ethanol  Aqueux

Feuilles feuilles Feuilles Tiges Tiges Tiges

Type des extraits

Figure 45. Quantité de composés phénoliques et de flavonoides des extraits de la plante C. draba (L.) Desv.
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Au vu de résultats obtenus, nous remarquons que le contenu en composés phénoliques varie de
19.6229 a 57.7855 mg équivalents acide gallique/g pour les feuilles et de 12.2272 a 30.4099 mg
équivalents acide gallique/g pour les tiges. Les extraits éthanoliques représentent les fractions
phénoliques les mieux représentées avec 57.7855 mg/g pour les feuilles et 30.4099 mg/g pour les
tiges, suivi par des extraits aqueux (41.8234 mg/g pour les feuilles et 19.3095 mg/g pour les tiges). Les
extraits dichlorométhaniques ne contiennent que 19.6229 mg/g d’extrait pour les feuilles et 12.2272

mg/g d’extrait pour les tiges.

L’estimation quantitative des flavonoides révele que les extraits dichlorométhaniques des
feuilles et des tiges de la plante C. draba (L.) Desv. sont les extraits les plus riches en flavonoides avec
des teneurs, respectivement, de 393.5877 et 161.1455 mg/g d’extrait. Viennent, ensuite, les extraits
éthanoliques (141.2665 mg/g pour les feuilles et 99.3265 mg/g pour les tiges). Alors que les extraits
aqueux montrent les teneurs les plus faibles en flavonoides avec 62.5045 mg/g d’extrait pour les

feuilles et 50.5761 mg/g d’extrait pour les tiges.

En conclusion, I’extraction des composés phénoliques des feuilles et des tiges de la plante C.
draba (L.) Desv. se fait, préferemment, avec le solvant éthanol qui a donné des teneurs les plus élevés
en ces composés. Tandis que le solvant dichlorométhane constitue le meilleur solvant pour 1’isolation
des flavonoides des feuilles et des tiges de cette espece étudiée. Plusieurs facteurs sont responsables de
la différence de taux de composés phénoliques et de flavonoides tels que : la polarité des solvants

utilisés, la partie de la plante étudiée et la méthode d’extraction choisie.

3. Activité anti-radicalaire des extraits de ’espéce C. draba (L.) Desv.

A T’exception des extraits dichlorométhaniques, 1’évaluation de I’activité anti-radicalaire de
différents extraits des feuilles et des tiges de I’espece C. draba (L.) Desv. a ¢été déterminée ,
spectroscopiquement, par un test de DPPH en évaluant le pourcentage d’inhibition de DPPH en
fonction du temps. Les figures 46 et 47 montrent 1’évolution de pourcentage de réduction de DPPH,

respectivement, par I’huile essentielle de la partie aérienne et les extraits en fonction du temps.
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Figure 46. Pourcentage de réduction de DPPH en fonction du temps. AA : Acide ascorbique, AG : Acide

gallique, HE PA : Huile essentielle de la partie aérienne de la plante C. draba (L.) Desv
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Figure 47. Pourcentage de réduction de DPPH en fonction du temps. AA : Acide ascorbique, AG : Acide

gallique, Eth Fe : Extrait éthanolique des feuilles, Eth Ti : Extrait éthanolique des tiges, Aq Fe : Extrait aqueux

des feuilles, Aq Ti : Extrait aqueux des tiges.
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Pour I’huile essentielle de la plante, le pouvoir anti-radicalaire dépend de la concentration
testée. A la concentration de 3 mg/ml, aprés 180 min d’incubation a la température ambiante, le
pourcentage de réduction de DPPH était de 73.89 %. Mais a une dose plus basse (0.23 mg/ml), le
pourcentage était seulement de 11.21%. Comparant aux antioxydants synthétiques apres 180 min
d’incubation : I’acide ascorbique (98.15% a 0.39 mg/ml) et 1’acide gallique (99.62% a 1.08 mg/ml),
nous pouvons dire que [’huile essentielle de la partie aérienne montre un effet antioxydant
remarquable (73.89% a 3 mg/ml). Cette capacité peut étre due a la richesse de I’huile essentielle en

composés carbonylés.

Dans le cas des extraits de la plante C. draba (L.) Desv., différentes concentrations ont été
utilisées variant de 0.59 a 11.35 mg/ml. Pour les feuilles de la plante, aprés une incubation de 3h a la
température ambiante, le meilleur pourcentage d’inhibition de DPPH de I’extrait éthanolique était de
86.85% a la dose de 1.47 mg/ml, et celui de |’extrait aqueux, il était de 92.48 % a 2.45 mg/ml. Pour les
tiges, I’extrait éthanolique montre, a la concentration de 2.45 mg/ml, un pourcentage d’inhibition
important (90.61% apres 3h d’incubation). Le porcentage de piégeage de DPPH pour I’extrait aqueux
est plus élevé (94.34% a 6.81 mg/ml).

La figure 48 montre les valeurs de Cls,, respectivement, de 1’huile essenticelle et des extraits de

la plante C.draba (L.) Desv. L’activité de piégeage de radical a été mesurée aprés 60 min de réaction.

2,80
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=
= 2 1
2 s
= v 0.86 0,99
21 0,53 055
O
0,5 1 Fl | | ‘ 0,0036  0,0004
| | | {
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Figure 48. Valeurs de Cls, de ’huile essentielle et des extraits de la plante C.draba (L.) Desv. et des
antioxydants de référence

A partir de la figure 37, nous remarquons que les extraits des feuilles de I’espéce C.draba (L.)
Desv. sont plus actifs que ceux des tiges. Ce résultat permet de classer les extraits selon leurs valeurs
de ClIs par ordre croissant : Acide gallique > Acide ascorbique > Ex Eth Feuilles > Ex Aq Feuilles >

Ex Eth Tiges > Ex Aq Tiges. L’huile essenticlle de la partie aérienne de cette espéce présente une
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valeur de Cls, (Cl50=2.80 mg/ml), significativement, supérieure que celle des antioxydants naturels

(Acide gallique : Cl50=0.0004 mg/ml, Acide ascorbique : Cl5,=0.0036 mg/ml).

Pour une caractérisation plus précise de 1’activité anti-radicalaire, les parameétres de Tcyso et

EAR sont introduits. Le tableau 17 résume les paramétres de la cinétique de réduction de DPPH.

Tableau 17. Paramétres caractéristiques de la cinétique de réduction du radical DPPH

Extraits Clsy (mgAO/ml) (meA (f/IgSI.SPPH) Terso (min) EAR (x 10%) Classification
HE 2.80 51851.85 177.965 0.0108 x 10 Faible
Ex Eth Feuilles 0.53 9814.81 164.603 0.0619 x 107 Faible

Ex Aq Feuilles 0.55 10 185.18 167.299 0.0587 x 107 Faible

Ex Eth Tiges 0.86 15925.92 178.668 0.0351 x 1072 Faible

Ex Aq Tiges 0.99 18 333.33 175.972 0.0310 x 107 Faible
Acide ascorbique 0.0036 66.67 0.020 749.96 Tres élevée
Acide gallique 0.0004 7.41 1.156 116.74 Tres élevée

La lecture des résultats mentionnés dans le tableau 16 montre que, contrairement aux
antioxydants naturels, la cinétique de réactions entre les différents extraits et I’huile essentielle de la
plante C.draba (L.) Desv. avec le radical libre DPPH est trés lente (Tcis0>30min). Les valeurs de
I’efficacité anti-radicalaire permettent de classer les différents extraits selon 1’ordre décroissant
suivant : Acide ascorbique > Acide gallique > Ex Eth Feuilles > Ex Aq Feuilles > Ex Eth Tiges > Ex
Aq Tiges > HE.
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Conclusion Générale

e travail de thése s’inscrit dans le cadre des travaux de recherche de 1’équipe des Huiles
CEssentielles du Laboratoire des Substances Naturelles et Bioactives (LASNABIO) dont

I’un des objectifs est de découvrir de nouvelles molécules biologiquement actives. Dans le but de
valoriser D’efficacité des plantes de l’ouest d’Algérie, deux espéces, appartenant aux familles
différentes, ont été sélectionnées dans cette étude: Artemisia arborescens L. (famille des astéracées) et

Cardaria draba (L.) Desv (famille des brassicacées).

L’investigation chimique des huiles essentielles de différentes parties de 1’espéce Artemisia
arborescens L., récoltée de différentes stations de la Wilaya de Tlemcen, révele leur richesse en
monoterpenes oxygénées (33.87% - 78.40%). Deux composés majoritaires ont été détectés : Camphre
et Chamazuléne. En comparant avec 1’étude réalisée sur la méme plante a Bejaia (Est d’Algérie), nous
pouvons conclure que le camphre, seul constituant majoritaire, est considéré comme un nouveau

chémotype de I’espéce algérienne Artemisia arborescens L.

La caractérisation qualitative et quantitative de la partie volatile extraite de la partie aérienne
et des feuilles de la plante Cardaria draba (L.) Desv. nous a permis d’identifier deux nouveaux
chémotypes : 6, 10,14-Triméthyl-2-pentadécanone (la partie aérienne) et (E)- Phytol (les feuilles). Ces
deux constituants ont été détectés pour la premicre fois a travers le monde d’ou I’originalité de cette

étude.

Nous avons, également, réalisé des extractions solide — liquide a I’aide d’un appareil de type
de Soxhlet effectuées sur les différentes parties des deux plantes (Feuilles et Tiges) en utilisant trois
solvants de polarité croissante (Dichlorométhane, Ethanol et Eau). Les dosages des polyphénols et des
flavonoides évalués, respectivement, par la méthode de Folin- Ciocalteu (F-C) et la méthode de

chlorure d’aluminium montrent I’abondance de tous les extraits en composés phénoliques.

Une évaluation des activités biologiques des huiles essentielles et des extraits des plantes
sélectionnées a été étudiée. L activité antibactérienne de la plante Artemisia arborescens L. évaluée, in
vitro, contre onze espéces bactériennes montre I’efficacité des huiles essentielles vis-a-vis des souches
de Enterococcus faecalis et Salmonella typhimurium. Toutes les huiles essentielles ne présentent

aucun effet inhibiteur contre les souches : Escherichia coli et L. monocytogenes.

De plus, les huiles essentielles et les extraits des deux plantes choisies ont été testés pour leur
pouvoir de piégeage des radicaux libres via la méthode de DPPH. Dans cette partie, deux axes ont été

mis en place : la détermination de la concentration inhibitrice (Clso) et 1’étude cinétique de la réaction
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entre un antioxydant et le radical de DPPH afin de calculer le temps correspondant a Clsy (Tcyso) et
I’efficacité anti-radicalaire EAR. Les huiles essentielles, ainsi que les extraits sont doués d’une activité

anti-radicalaire acceptable.

Enfin, I’activité antidiabétique de I’extrait aqueux de la partie aérienne de I’espéce Artemisia
arborescens L. a ét¢ testée sur les rats Wistar rendus diabétiques par 1’injection de la streptozotocine.
Aucune toxicité de cet extrait n’a été enregistrée sur les rats. Il diminue, significativement, le taux de
la glycémie d’ou la confirmation de I'utilisation traditionnelle, par la population algérienne, de cette

plante contre le diabéte.

En définitif, ce travail s’il fixe des résultats certains, ouvre des perspectives et des pistes de
recherche, tant au niveau de la connaissance scientifique, qu’a celui d’une possibilité de valorisation

de la matiére végétale de notre région. D’autres études complémentaires pourront étre envisagées :

e L’étude de différents facteurs influant sur le rendement et la composition chimique des huiles
essentielles extraites des plantes sélectionnées au cours de cette étude tels que : le stade végétatif,

la durée de conservation de la matiére végétale...

e La détermination structurelle de tous les extraits obtenus par extraction solide — liquide des deux

plantes.

e L’évaluation de Dactivité anti-radicalaire par d’autres méthodes afin de bien comparer les

résultats.

e La recherche du (des) composé(s) responsable(s) de cette activité antidiabétique remarquable de

I’extrait aqueux de la partie aérienne d’Artemisia arborescens L.
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The aim of the present study is to investigate the chemical composition, antibacterial and antioxidant
activities of three essential oils extracted by hydrodistillation from the aerial parts of Artemisia
arborescens L., which was collected from three different regions near Tlemcen city in the West
Northern of Algeria: Beni Snous, Bidar and Chetouane. The chemical composition was investigated
using both capillary gas chromatography (GC) and gas chromatography-mass spectrometry (GC/MS)
techniques. Fifty-two compounds were detected, a total of fifty compounds, representing 81.8 to 90.2%
of the total oils were identified in the three samples of essential oils. The essential oils of A.
arborescens were rich in camphor (Beni Snous: 72.2%, Bidar: 50.3% and Chetouane: 32.8%). The
present composition of the essential oils, with camphor as the only most abundant component, was
considered as a new chemotype of A. arborescens growing in West Northern of Algeria. Antibacterial
activity of the essential oils against gram-positive and gram-negative bacteria, was tested using the
diffusion method and by determining the inhibition zone. The results showed that the oils had a great
potential antibacterial activity against some bacteria. The maximum zone of inhibition was obtained
against Enterococcus faecalis (22 mm). In contrast, the oils were ineffective on the inactivation of
Lysteria monocytogenes and Escherichia coli. Antioxidant capacity was assessed by in vitro tests
using 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) assay and significant activity was found for these A.
arborescens oils.

Key words: Artemisia arborescens L., Asteraceae, essential oil, chemical composition, chemotype, camphor,
antibacterial activity, antioxidant activity.

INTRODUCTION

The genus Artemisia (Family Asteraceae, tribe
Anthemideae) belongs to a useful group of aromatic and
medical plants comprising a variable number of species
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Tel: 213 43 28 63 08. Fax: 213 43 28 63 08.

(from 200 to over 400, depending on the authors). The
genus is wide spread on the Northern hemisphere, but
only 10 taxons were identified on Southern hemisphere
(Verdian-Rizi et al., 2008; Abou et al., 2010; Radoslaw et
al., 2007).

Referring to phytochemistry, Artemisia species are dis-
tinguished by the presence of essential oils, poly-
acetylenes as well as lignans, sesquiterpene lactones and



flavonoids (Radoslaw et al., 2007).

Various species of Artemisia have been characterized
for their biological activities. They are considered to pro-
duce most medicinally important secondary metabolites.
Several studies using Artemisia spp. showed a series of
antimicrobial and antioxidant activities (Ahameethunisa
and Hopper, 2010; Baykan et al., 2012).

Artemisia species are frequently utilized for treatment
of diseases such as inflammation, hepatitis, cancer and
infections by malaria, fungi, bacteria and viruses. They
are also reported to possess antidiabetic effect (Jeong-
Dan, 2007; Nezhadali et al., 2008).

Artemisia is one of the genera of Asteraceae family
with many important medicinally valuable essential oils
that have been widely used for a variety of medicinal
purposes for many years (Ahameethunisa and Hopper,
2010).

Artemisia arborescens L. is a medicinal and aromatic
plant from Asteraceae family. It is an evergreen shrub
which grows wild in the maritime cliffs and the bushes of
littoral hills (Lai et al., 2006; Quezel and Santa, 1962,
1963). This plant has anticatarrh, mucolytic, anti-
inflammatory, antiallergenic, antihistaminic and
choleretique (increases bile production) properties. It
indicated for bronchial cattarh and for asthma, problems
of the skin and insufficient bile production (Rosé and
Earle, 1996).

The study of Saddi et al. (2007) demonstrated the
antiviral activity of the essential oil in foto obtained from
A. arborescens L. against herpes simplex virus 1 and 2
(HSV-1 and HSV-2). The mode of action of the essential
oil as antiherpesvirus agent seems to be particularly
interesting in consideration of its ability to inactivate the
virus and to inhibit the cell-to-cell virus diffusion.

A. arborescens L. essential oil also demonstrated
pesticidal activity against Aphis gossipy (a pest of citrus
fruits), adult and young Bemisia tabaci, and Lymantria
dispar L. (pest of Quercuc suber) and was efficiently
encapsulated in cross-linked alginate beads for a
controlled release into the soil (Lai et al., 2006).

The chemical composition of A. arborescens L.
essential oil has been intensively investigated throughout
the world. The chemical composition of the essential oil
of A. arborescens L. growing in Morocco revealed the
presence of B-thujone and camphor as the main
constituents (Codignola et al., 1984; Pappas and
Sheppard-Hanger, 2000).

The essential oil of A. arborescens L. from USA was
identified and the major constituents were chamazulene
and camphor (Tucker et al, 1993; Pappas and
Sheppard-Hanger, 2000). Analysis of essential oil of this
plant collected from Italy (Sardinia) by gas chroma-
tography-ion trap-mass (GC/ITMS) was reported and the
characteristic components were camphor and B-thujone
(Lai et al., 2006). Abderrahim et al. (2010) analyzed the
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aerial part essential oil of A. arborescens L. from Bejaia
province of East of Algeria. The most abundant
components were chamazulene and 3-thujone.

Recently, Militello et al. (2011) examined the chemical
composition of A. arborescens L. essential oil growing
wild in Sicily (Italy) and the capability to inhibit some food-
borne pathogen bacteria. Oxygenated monoterpenes
(57.32%) constituted the main fraction, with B-thujone as
the main compound, followed by the sesquiterpene
hydrocarbon chamazulene. Undiluted essential oil
showed a large inhibition spectrum against strains of
Lysteria monocytogenes, whilst it was ineffective against
Enterobacteria and Salmonellas. The minimum inhibition
concentration (MIC) was evaluated for the two most
sensitive strains (L. monocéytogenes 186 and 7BO) at two
cellular concentrations (10° and 10’ CFU/mlI). The lowest
MIC (0.625 pl/ml, dilution of oil with acetone) was found
for strain L. monocytogenes 186 at 10° CFU/m.

In addition, the essential oil of A. arborescens L. from
Turkey was identified and the major constituents were
camphor and chamazulene. The essential oil was also
tested for antimicrobial activity using the disc-diffusion
method against bacteria and fungus. The oil was
significantly active against Candida albicans (18 mm)
(Baykan et al., 2012).

Reviewing the current literature, there are no previous
studies of the antioxidant activity of A. arborescens L.
essential oil using 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
method. The aim of this work was, in the first step, to in-
vestigate the chemical composition of essential oils from
aerial parts of A. arborescens L. collected near Tlemcen
(the West Northern of Algeria) during flowering stage and
the results were compared with previous reports. In the
second step, the antibacterial and antioxidant activities of
these essential oils were evaluated.

MATERIALS AND METHODS
Plant material

The aerial parts of A. arborescens L. were collected from three
regions near Tlemcen in the West Northern of Algeria: Beni Snous
(853 m, 34°38'32"N, 1°33'45"W), Bidar (131 m, 35°4’0"N, 2°6'0"W)
and Chetouane (573 m, 34°55'14’N, 1°17'29"W), during the
flowering period (May, 2010).

Botanical identification of plant was conducted by Prof. Noury
BENABADJI and a voucher specimen of the plant was deposited in
the Herbarium of the Laboratory of Botany, Department of Biology,
University of Aboubekr Belkaid, Tlemcen, Algeria.

Before extraction, plants were extended by ground, in one layer,
in an open room protected from the sun. During drying time, plants
were turned over to allow homogeneous drying.

Essential oil isolation

The essential oils were isolated by hydrodistillation from the
flowering aerial parts in Clevenger-type apparatus for 5 h.
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Dichloromethane was used to recover the oils from the extractor
apparatus. The organic phase was dried using anhydrous sodium
sulphate and then the solvent was evaporated under reduced
pressure in a rotary evaporator. The oil yield was expressed w/w
versus dry matter. The essential oils were stored in sealed vials in
the dark at +4°C before analysis and bioassays tests. The essential
oils obtained were blue with a strong odor.

Essential oil analysis
Gas chromatography (GC)

GC analysis was performed using a Perkin-Elmer Clarus 600 GC
apparatus (Walhton, MA, USA) equipped with a single injector and
two flame ionization detectors (FID). The analysis was carried out
using two fused silica capillary columns (60 m x 0.22 mm i.d.; film
thickness 0.25 pm) with different stationary phases: Ritx-1
(polydimethylsiloxane) and Rtx-Wax (polyethylene glycol). The
operating conditions were as follows: Injector and detector tempe-
ratures were maintained at 280°C. Helium was used as carrier gas
(1 ml/min), the injection volume was 0,1 pl, split ratio was adjusted
at 1:80, the oven temperature was programmed from 60 to 230°C
at the rate of 2°C/min and then held isothermally at 230°C for 30
min.

Gas chromatography-mass spectrometry (GC/MS)

The oils were investigated using a Perkin Elmer TurboMass
quadrupole analyzer, directly coupled to a Perkin Elmer Autosystem
XL equipped with two fused-silica capillary columns (60 m x 0.22
mm, film thickness 0.25 um), Rtx-1 (polydimethylsiloxane) and Ritx-
Wax (polyethylene glycol). Other GC conditions were the same as
ealier described. lon source temperature, 150°C; energy ionization,
70 eV; electron ionization mass spectra were acquired with a mass
range of 35 to 350 Da; scan mass, 1 s. Oil injected volume, 0.1 pl.

Component identification
Identification of the components was based:

1) On comparison of their GC retention indices (RI) on non-polar
and polar columns. with those of authentic compounds or literature
data (Ardbmes Library, 1987-2011; Koénig, 2001; Adams, 2001;
Velasco-Negueruela et al., 2002; Dabiri and Sefidkon, 2003;
Bendimerad et al., 2005; Cha, 2007; Dib et al., 2010; Khamsan et
al., 2011).

2) On comparison of their recorded mass spectra with those of a
computer library provided by instrument software and MS literature
data (Ardbmes Library, 1987-2011; Konig, 2001; Adams, 2001;
NIST, 1999; Mc Lafferty et al.,, 1988, 1994; Hochmuth, 2006). RI
were determined with C; to Cys alkane standards as reference,

Antibacterial activity

Bacterial strains

Antibacterial activities of A. arborescens essential oils were tested
against 11 strains of bacteria: gram-positive bacteria:
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Bacillus cereus (ATCC
10876), Enterococcus faecalis (ATCC 49452), L. monocytogenes

(ATCC
aeruginosa (ATCC
25922), Salmonella

15313) and gram-negative bacteria: Pseudomonas

27853), Escherichia coli (ATCC
typhimurium (ATCC  13311), Acinetobacter
baumanii (ATCC 19606), Citrobacter freundii (ATCC
8090), Proteus mirabilis (ATCC 35659), Klebsiella
pneumoniae (ATCC 700603). The microorganisms were obtained
from “Institut Pasteur de Paris (IPP)”.

Screening for antibacterial activity

Antibacterial activity was tested by the agar-well diffusion method
(Bagamboula et al., 2004; Mighri et al., 2010). All bacterial cultures
were first grown on Muller Hinton infusion (MHI) agar plates at 37
°C for 18 to 24 h prior to inoculation onto the nutrient agar. One or
several colonies of similar morphology of the respective bacteria
were transferred into APl suspension medium (Biomérieux) and
adjusted to 0.5 McFarland turbidity standard with a Densimat
(Biomérieux).

The inoculums of the respective bacteria were streaked onto MHI
agar plates using a sterile swab. A sterile filter disc (diameter 6 mm,
Whatman paper No. 3) was placed. The disc was impregnated by
the tested essential oils (10 pl/disc). The treated Petri dishes were
placed at 4°C for 1 to 2 h and then incubated at 37°C for 24 h.
Antibacterial activity was evaluated by measuring the zone of
growth inhibition around the discs after 24 h of incubation at 37°C.

The diameter of the zones of inhibition around each of the discs
was taken as measure of the antibacterial activity. Each experiment
was carried out in triplicate and the mean diameter of the inhibition
zone was recorded.

Antioxidant activity
DPPH radical scavenging assay

The hydrogen atoms or electron-donating ability of the
corresponding essential oils was determined from the bleaching of
purple-colored methanol solution of DPPH (Hatano et al., 1988).
This spectrophotometric assay uses the stable radical DPPH as a
reagent (Burits and Bucar, 2000; Tepe et al., 2005). Radical
scavenging activity of essential oils was measured by slightly
modified method of Mighri et al. (2010) and Braca et al. (2002) as
later described. Different concentrations of each essential oil were
prepared in methanol (10, 20, 40, 60, 80 and 100 mg/ml). A solution
of DPPH in methanol (24 pg/ml) was prepared and 2 ml of this
solution was added to 50 pl of essential oil solution in methanol at
different concentrations (10, 20, 40, 60, 80 and 100 mg/ml). The
solution of DPPH was prepared daily before measurements. The
sample solutions were kept in the dark at ambient temperature and
the absorbance was measured at 517 nm at different times using a
spectrophotometer (Thermo spectronic HeAiosy) against methanol.
The blank sample was used as 2 ml of DPPH solution (24 pg/ml in
methanol) with 50 pl of methanol. Decreasing of the absorbance of
the DPPH solution indicates an increase in DPPH radical scaven-
ging activity (% of inhibition). This activity is given as percent DPPH
radical scavenging, which is calculated with the following equation:

% DPPH radical scavenging = [(Ao — Ai)/Ag] x 100

Ao, Absorbance of blank (t = 0 min); A, absorbance of tested
sample solution at the time t.

The experiment was performed in triplicate and the average
absorbance was noted for each measure. The same procedure was



followed for the positive control: ascorbic acid (AA) and tannic acid
(TA). The methanol was used for baseline correction.

RESULTS AND DISCUSSION

Chemical composition

The essential oils were obtained by hydrodistillation using
a Clevenger apparatus, from the aerial parts of A.
arborescens, collected from different geographical origins
near Tlemcen, a city in the West Northern of Algeria. The
blue essential oils obtained (yields (w/w) in relation to the
dry weight of the plant: Beni Snous (EOBS): 0.52%, Bidar
(EOBD): 0.31% and Chetouane (EOCT): 0.64%) were
analyzed by GC and GC/MS techniques. The relative
percentages and the RI of the detected components were
shown in Table 1. From the data obtained, fifty
compounds were identified representing: EOBS: 90.2%,
EOBD: 88.2% and EOCT: 81.8% of the total oils. Among
these compounds, 13 monoterpene hydrocarbons, 14
oxygenated monoterpenes, 9 sesquiterpenes
hydrocarbons, 9 oxygenated sesquiterpenes and 2
phenylpropanoids were identified.

In addition to our results, the yields of the essential oils,
obtained from different geographical origins varied
considerably (Table 1). The highest oil yield was obtained
from A. arborescens L. harvested in EOCT (0.64%, w/w).
Baykan et al. (2012), Abderrahim et al. (2010) and Lai et
al. (2007) studied the essential oil of A. arborescens and
found that the yields were 1.20, 0.87 and 0.80%,
respectively. Comparatively, it was seen that we have
obtained low yields.

As shown in Table 1, all studied oils were dominated by
the oxygenated monoterpenes (EOBS: 78.4%, EOBD:
61.8% and EOCT: 50.9%). The camphor was found to be
the major constituent in all essential oils (EOBS: 72.2%,
EOBD: 50.3% and EOCT: 32.8%). The other main
compounds with concentrations higher than 4% were
Terpinen-4-ol (EOBD: 6.1% and EOCT: 8.9%), Myrcene
(EOBD: 7.4%) and Chamazulene (EOCT: 8.7%).

In one recent report on chemical composition of the
essential oil of A. arborescens L. collected in Bejaia (East
Northern of Algeria), [B-Thujone (27.8%) and
Chamazulene (30.2%) were determined as the
predominant constituents which were present in small
quantities in our research. By contrast, camphor,
characterized as the main constituent of our studied oils,
was not identified in the essential oil from Bejaia
(Abderrahim et al., 2010). This compound was identified,
for the first time, in the essential oil of A. arborescens L.
of Algeria. For further comparison, the camphor (35.73%)
and B-thujone (23.97%) chemotype was also found in the
essential oil of A. arborescens L. from Sardinia, Italy (Lai
et al.,, 2006), while the highest contents of B-Thujone
(45.04%) and chamazulene (22.71%) were characteristic
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of essential oil isolated from Sicily, Italy (Militello et al.,
2011). In addition, the major constituents of the essential
oil of A. arborescens L. from Turkey were camphor
(33.39%) and chamazulene (21.05%) (Baykan et al.,
2012). Moreover, the Moroccan essential oil consisted,
mainly of B-Thujone (30.06%) and camphor (21.67%)
(Codignola et al., 1984; Pappas and Sheppard-Hanger,
2000). The chamazulene (39.60%) and camphor
(16.71%) type oil was reported in USA (Tucker et al.,
1993; Pappas and Sheppard-Hanger, 2000).

The present composition of the essential oils, with
camphor as the only most abundant component (32.80 to
72.20%) was considered as a new chemotype of A.
arborescens growing in West Northern of Algeria.

In conclusion, there are considerable qualitative and
quantitative differences between the composition and the
yield of essential oils from Algerian, Italian, Turkish,
Moroccan and American (USA) origins. This variability
can be attributed to the geographical region, climatic
conditions, period of collection of the plant, state of plant
(fresh or dry) and the method of extraction of the
essential oil.

Antibacterial activity

The antibacterial activities of A. arborescens essential
oils originating from the West Northern of Algeria were
evaluated by paper disc diffusion method against 11
bacteria.

Table 2 showed that these oils have variable antibac-
terial activity against all tested strains. From our results,
the variation in quantities of different components might
be responsible for the different antibacterial activities.
The inhibition zones were in the range of 7 to 22 mm. All
bacterial strains showed less susceptibility to the EOBD.
Among all gram-positive bacteria growths, the maximum
zone of inhibition was recorded against E. faecalis: 22
mm, followed by B. cereus: 15 mm and S. aureus: 15
mm. Furthermore, the oils were ineffective against L.
monocytogenes. On the other hand, seven different
gram-negative bacterial strains were tested and among
these microorganisms, S. typhimurium showed maximum
zone of inhibition: 18 mm, followed by C. freundii: 15 mm
and K. pneumoniae: 15 mm. In contrast, the oils did not
show bacteria inhibitory effects on E. coli.

The essential oil of A. arborescens showed weak to
good bacteria inhibitory effects on the test micro-
organisms. The antibacterial activity of A. arborescens
essential oils would be related to their oxygenated
monoterpenes components which constitute more than
50.9% of the oils. Indeed, in essential oils, it was shown
that monoterpenes hydrocarbons and oxygenated mono-
terpenes are able to destroy cellular integrity resulting in
respiration inhibition and permeability alteration (Cox et
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Table 1. Chemical composition of A. arborescens L. essential oils from the West Northern of Algeria.

Essential oil®

a b c
No. Compound IR"Lit IR IR EOBS EOBD EOCT
Monoterpene hydrocarbon (5.2) (15.9) (10.5)
1 a-Thujene 922 922 1020 0.1 0.1 0.1
2 a-Pinene 931 930 1018 0.1 0.5 0.4
3 Camphene 943 943 1061 tr 0.5 0.6
4 Sabinene 964 964 1116 0.9 0.7 0.1
5 B-Pinene 970 969 1106 0.1 0.1 tr
6 Myrcene 979 980 1154 2.0 7.4 2.7
7 a-Phellandren 997 997 1158 0.1 0.1 0.1
8 a-Terpinene 1008 1009 1173 0.2 1.0 0.9
9 p-Cymene 1011 1012 1261 0.7 1.4 1.3
10 Limonene 1020 1021 1193 0.3 0.5 0.4
11 y-Terpinene 1047 1048 1238 0.6 2.6 3.1
12 Terpinolene 1078 1078 1275 0.1 0.5 0.7
13 1,4-Dihydro-p-menth-2-ene 1245 1242 2071 tr 0.5 0.1
Oxygenated monoterpene (78.4) (61.8) (50.9)
14 1,8-Cineole 1020 1021 1205 0.1 0.2 0.3
15 Trans-sabinene-hydrate 1051 1053 1454 0.1 0.1 2.3
16 Cis-sabinene-hydrate 1083 1085 1509 21 2.3 3.4
17 a-Thujone 1089 1085 1387 0.2 0.3 0.4
18 B-Thujone 1103 1097 1411 0.9 1.1 1.0
19 Trans-pinene-hydrate 1110 1109 1387 0.2 0.3 0.5
20 Camphor 1123 1124 1505 72.2 50.3 32.8
21 Cis-pinene-hydrate 1130 1132 1411 0.1 0.1 0.1
22 Borneol 1148 1149 1694 tr 0.3 0.4
23 Terpinen-4-ol 1161 1163 1590 21 6.1 8.9
24 a-Terpineol 1179 1180 1694 tr 0.4 0.2
25 Cis-piperitol 1181 1190 1674 0.1 0.1 0.2
26 Trans-piperitol 1193 1195 1676 0.1 0.1 0.1
27 Périllaldéhyde 1248 1245 1785 0.2 0.1 0.3
Sesquiterpene hydrocarbon (2.6) (6.4) (14.8)
28 a-Copaene 1379 1376 1483 tr 0.2 0.2
29 -Bourbonene 1385 1383 1509 0.1 tr 0.1
30 Trans-caryophyllene 1424 1414 1584 0.4 0.3 0.7
31 y-Muurolene 1471 1468 1677 0.1 0.1 0.2
32 Germacrene -D 1480 1474 1694 1.5 2.1 3.5
33 (E,E)-o-farnesene 1498 1495 1736 0.2 0.3 0.8
34 y-Cadinene 1507 1504 1742 0.1 0.1 0.1
35 6-Cadinene 1516 1512 1752 0.1 0.1 0.5
36 Chamazulene 1713 1707 2360 0.1 3.2 8.7

al., 2000; Zouari et al., 2010). However, it is difficult to effects would play an important role in bacterial inhibition
attribute the activity of a complex mixture to a single or and should also be taken into consideration.

particular constituent. Major or trace compounds might From these results, it is concluded that the essential
give rise to the antibacterial activity exhibited. In the oils, oils of A. arborescens have a capacity to inhibit the
the possible compounds synergistic and antagonistic growth of both gram-positive and gram-negative bacterial
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Oxygenated sesquiterpene (3.0) (2.9) (4.1)
37 Bornyl butyrate 1453 1449 1709 0.1 0.1 0.1
38 Elemol 1535 1532 2061 1.0 1.1 1.6
39 Caryophyllene oxide 1576 1574 1978 0.1 0.1 0.3
40 Geranyl isovalerate 1587 1586 1893 0.5 0.2 0.3
41 Aromadendrene oxide 2 1617 1616 1993 0.2 0.2 0.3
42 a-Eudesmol 1619 1620 2185 0.4 0.2 0.4
43 T-Cadinol 1632 1630 2164 0.2 0.3 0.1
44 Himachalol 1644 1636 2208 0.3 0.4 0.7
45 a-Bisabolol 1672 1665 2208 0.2 0.3 0.3
Phenylpropanoid (0.3) (0.2) (0.4)
46 Methyl eugenol 1367 1373 2007 0.2 0.2 0.3
47 Isochavicol isobutyrate 1541 1541 2132 0.1 Tr 0.1
Others (0.7) (1.0) (1.1)
48 Toluene 749 751 943 0.6 0.3 0.8
49 6-Methyl hept-5-en-2-one 963 961 1327 0.1 0.5 0.1
50 Jasmone 1364 1366 1885 tr 0.2 0.2
Unidentified compounds (1.6) (1.5) (3.3)
51 Unknown 1 - 1589 2284 0.4 0.2 1.0
52 Unknown 2 - 1997 2321 1.2 1.3 2.3
Total detected 91.8 89.7 85.1
Total identified 90.2 88.2 81.8
Yield (%) 0.52 0.31 0.64

®Retention indices of literature on the apolar column reported from Ardmes Library (1987-2011), Kénig (2001), Adams (2001), Velasco-
Negueruela et al. (2002), Dabiri and Sefidkon (2003), Bendimerad et al. (2005), Cha (2007), Dib et al. (2010) and Khamsan et al. (2011).
PRetention indices on the apolar Rtx-1 column. “Retention indices on the polar Rtx-Wax column. dPercen’(ages are given on the apolar
column except for components with identical Rl (percentages are given on the polar column), tr, trace (< 0.05%); EO, essential oil of aerial
part of A. arborescens, BS, Beni Snous; BD, Bidar; CT, Chetouane.

Table 2. Antibacterial activity of A. arborescens L. essential oils from the West Northern of

Algeria.

Microorganism

Inhibition zone diameter (mm)

EOBD EOBS EOCT
Gram-positive bacteria
S. aureus 8.0 14.0 15.0
B. cereus n.a 15.0 13.5
E. faecalis 10.0 16.5 22.0
L. monocytogenes n.a n.a n.a
Gram-negative bacteria
P. aeruginosa 8.0 10.5 13.5
E. coli n.a n.a n.a
S. typhimurium n.a 18.0 18.0
A. baumanii 9.0 12.0 12.0
C. freundii 8.0 15.0 15.0
P. mirabilis 9.0 13.5 13.5
K. pneumoniae 7.0 15.0 14.0

EO, Essential oil (10 pl/disc) of aerial part of A. arborescens; BD, Bidar; BS, Beni Snous; CT,

Chetouane; n.a, not active.
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strains. Further, they showed an interesting activity for
some tested strains.

Antioxidant activity

To the best of our knowledge, there are no available
reports on antioxidant activity of essential oil from A.
arborescens using DPPH method. Antioxidant properties
of essential oils were evaluated to find a new natural
source of antioxidant. The potential antioxidant activity of
the A. arborescens essential oils was determined on the
basis of the scavenging activity of the free stable radical
DPPH and their activity was compared to the synthetic
antioxidant: AA and TA which were used as antioxidant
references. The results obtained at different concentrate-
ions (10, 20, 40, 60, 80 and 100 mg/ml) are shown in
Figure 1.

The results showed that the inhibitory activity of the
most samples was higher than 50%, after 210 min of
incubation time at room temperature. It is possible to con-
clude that the essential oils isolated from A. arborescens
were able to give a proton to the stable radical DPPH that
is, the principle of this method for the determination of
antioxidant activity.

The best percentages of antioxidant activities were
observed for the synthetic antioxidants AA and TA,
generally used in food industry, more evident for low
concentrations. At 40 and 60 mg/ml, the percentages of
DPPH reduction reached 100% after 15 min of incubation
time.

For essential oils, the antioxidant capacity was
dependent on the concentrations tested. As shown in
Figure 1, the antioxidant activity of EOBS increased with
the increase of their concentrations from 10 to 100
mg/ml. For high concentration of EOBS (100 mg/ml),
after 210 min of incubation time at room temperature the
percentage of DPPH reduction reached 87.07%, while for
low concentration (10 mg/ml) the percentage was
36.04%. The EOBD and EOCT showed at 20 mg/ml, the
highest antioxidant capacity (EOBD: 84.16% after 15 min
of incubation time and EOCT: 80.23% after 25 min of
incubation time). Above this concentration (20 mg/ml),
the antioxidant activity of EOBD and EOCT decreased.
The same phenomenon was observed for the AA and TA,
that they produced at 40 and 60 mg/ml their optimum
antioxidant effect.

From these results, we can conclude that the
antioxidant activity depends to the chemical composition
of EOBS, EOBD and EOCT. The results showed that the
inhibitory activities of essential oils EOBS (87.07% at 100
mg/ml), EOBD (84.16% at 20 mg/ml) and EOCT (80.23%
at 20 mg/ml) were comparatively admirable for their
inhibition capacity when compared to the positive controls
AA (100% at 40 and 60 mg/ml) and TA (100% at 40 and
60 mg/ml).

Table 1 showed that essential oils of A. arborescens
were markedly rich in oxygenated terpenes which may
act as radical scavenging agents. It seems to be a
general trend that the essential oils which contain oxyge-
nated monoterpenes and/or sesquiterpenes have greater
antioxidative properties (Tepe et al., 2004; Zouari et al.,
2010). Furthermore, some researchers showed that
some essential oils poor in phenolic compounds also,
may have antioxidant potentials (ElI-Massry et al., 2002).
Antioxidant activities of essential oils from aroma-tic
plants are mainly attributed to the compounds present in
them. This can be due to the high percentage of main
but also to the presence of others constituents in small
quantities or to synergy among them.

While the antioxidative activity of natural compounds is
widely described, little information is reported on their
kinetic behavior in the oxidation process. This represents
however an important factor in the antioxidative activity
process. In terms of reaction kinetics, Yen and Duh
(1994) postulated that the more rapidly the absorbance
decreased, the more potent were the antioxidant activity
of the sample. Halliwell (1990) reported that the anti-
oxidant power results first from the capacity to prevent
the autoxidation of free radical mediated oxidation of the
substrate in low concentration and second, that the resul-
ting radical after scavenging must be stable. Es-Safi et al.
(2007) also showed the evolution of remaining DPPH
with time of each compound’'s family (flavonoids,
iridoids,...). It showed that the compounds have a low
kinetic behavior. Figure 1 showed the evolution of the
percentage of reduction of DPPH with time of each
sample at different concentrations (EOBS, EOBD, EOCT,
AA and TA). It showed that AA, TA and EOBD have a
rapid kinetic behavior. At 15 min, it reached the maximum
percentage of reduction. For the AA, this confirms the
result obtained by Cal et al. (2003). In contrast, others
samples of essential oils at different concentrations have
intermediate or slow kinetic behavior. According to Yen
and Duh (1994), the samples AA, TA and EOBD are the
more potents.

The free radical scavenging activity is usually ex-
pressed as percentage of DPPH inhibition but also by the
antioxidant concentration required for 50% DPPH reduc-
tion (ICso). Basically, a higher DPPH radical scavenging
activity is associated with a lower IC5, value.

ICso value was determined from plotted graph of sca-
venging activity against the different concentrations of A.
arborescens essential oils, AA and TA. The scavenging
activity was expressed by the percentage of DPPH
reduction after 60 min of reaction. The measurements
were triplicated and their scavenging effect was calcula-
ted based on the percentage of DPPH scavenged (Blois
et al., 1958; Es-Safi et al., 2007; Singh et al., 2008). The
obtained results are shown in Figure 2. The results show
that EOBD (6.26 mg/ml) was the most potent of all the
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Figure 1. Percentage of DPPH radical scavenging as a function of reaction time for essential oils extracted from the aerial parts of
A. arborescens L. and tested at different concentrations. EO, Essential oil of aerial part of A. arborescens; BS, Beni Snous; BD,

Bidar; CT, Chetouane; AA, ascorbic acid; TA, tannic acid.

essential oils. It showed similar activity to AA (5.33
mg/ml) and TA (5.33 mg/ml). EOCT (10.67 mg/ml) also
showed good activity compared to AA (5.33 mg/ml) and
TA (5.33 mg/ml), while EOBS (53.43 mg/ml) exhibits
weak activity.

Conclusion

Chemical characterization, antibacterial screening and
antioxidant activity studies on plant based essential oils
could lead to a discovery of new natural bioactive
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Figure 2. The concentration ICsy (mg/ml) of essential oils needed
to decrease by 50% the initial DPPH absorption at 517 nm. Free
radical scavenging activity was measured after 60 min of
reaction. EO, Essential oil of aerial part of A. arborescens; BS,
Beni Snous; BD, Bidar; CT, Chetouane; AA, ascorbic acid; TA,
tannic acid.

substances. This work allowed the identification of new
chemotype of A. arborescens growing in West Northern
of Algeria and confirmed the tremendous chemical
variability of the Algerian A. arborescens. The camphor
found as the only most abundant component, is not des-
cribed in the published literature. Camphor was described
for the first time in the essential oil of Algerian A.
arborescens. Our results indicated also that these essen-
tial oils have in vitro a strong antibacterial activity against
E. faecalis and S. typhimurium. In contrast, the oils were
ineffective on the inactivation of L. monocytogenes and
E. coli. The study has also shown that the essential oils
have in vitro a strong antioxidant activity when compared
to the positive control. These results could support the
use of plant by traditional healers to treat various infective
diseases. These properties indicate the possibility of
exploitation of essential oil of A. arborescens for food and
pharmaceutical industries.
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Résumé : Contribution a 1’étude chimique et biologique de deux plantes médicinales de la région ouest d’Algérie : Artemisia
arborescens L. et Cardaria draba (L.) Desv.

Dans le but de valoriser les plantes algériennes dans la recherche de nouvelles molécules biologiquement actives, deux
plantes de la région de Tlemcen : Artemisia arborescens L. et Cardaria draba (L.) Desv. ont été testées pour un criblage
chimique et biologique. Les résultats obtenus au cours de ce travail complétent et confortent une démarche scientifique de
plus en plus fréquente : I’établissement de relations entre I’utilisation empirique de plantes par les populations, et la
connaissance scientifique, et plus particulierement chimique, de ces plantes.

Une caractérisation chimique des huiles essentielles, isolées par hydrodistillation, par les techniques de CPG et CPG/SM a été
réalisée. De nouveaux chémotypes ont été identifiés (Artemisia arborescens L. : Camphre), (Cardaria draba (L.) Desv. : 6,
10,14-Triméthyl-2-pentadécanone et (E)- Phytol).

Des extractions de différentes parties des deux plantes, en utilisant trois solvants de polarité croissante, ont été effectuées. Les
dosages des polyphénols et des flavonoides évalués, respectivement, par la méthode de Folin- Ciocalteu (F-C) et la méthode
de chlorure d’aluminium montrent la richesse de tous les extraits en composés polyphénoliques.

Une évaluation des activités biologiques des huiles essentielles et des extraits des plantes sélectionnées a été étudiée. Les
résultats montrent que 1’extrait aqueux de la partie aérienne de la plante Artemisia arborescens L. posséde une activité
antidiabétique importante. D’autre part, 1’activité antibactérienne des huiles essentielles de Artemisia arborescens L a été
évaluée, in vitro, contre onze espéces bactériennes. L huile montre une activité antibactérienne remarquable vis-a-vis les
souches : Enterococcus faecalis et Salmonella typhimurium.

L’activité anti-radicalaire des huiles essentielles et des extraits des deux plantes a été déterminée par la méthode de DPPH.
Tous les échantillons testés montrent une activité anti-radicalaire acceptable, en comparant aux antioxydants de référence.

Mots clés : Artemisia arborescens L., Cardaria draba (L.) Desv., Huile essentielles, Polyphénols, activité¢ anti-radicalaire,
activité antibactérienne, activité antidiabétique.

Abstract: Contribution to the chemical and biological study of two medicinal plants of the west region of Algeria: Artemisia
arborescens L. and Cardaria draba (L.) Desv.

In order to enhance the Algerian plants in the research for new biologically active molecules, two plants of the region of
Tlemcen: Artemisia arborescens L. and Cardaria draba (L.) Desv. were tested for the chemical and biological screening. The
results obtained in this work complement and reinforce a scientific approach increasingly common: the establishment of
relations between the empirical use of plants by people and scientific knowledge, particularly chemical, of these plants.

A chemical characterization of essential oils isolated by hydrodistillation, using the techniques of GC and GC/MS was
performed. New chemotypes were identified (Artemisia arborescens L.: Camphor), (Cardaria draba (L.) Desv: 6, 10,14 —
trimethyl-2-pentadecanone and (E)- Phytol.

Extractions of two different parts of plants, using three solvents of increasing polarity, were performed. Dosages of
polyphenols and flavonoids evaluated respectively by the Folin - Ciocalteu method (F-C) and the method of the aluminum
chloride showed that all extracts are rich in polyphenolic compounds.

An evaluation of the biological activities of essential oils and extracts of selected plants was investigated. The results show
that the aqueous extract from the aerial part of Artemisia arborescens L. has a significant anti-diabetic activity. On the other
hand, the antibacterial activity of essential oils of Artemisia arborescens L. was evaluated, in vitro, against eleven bacterial
species. The oils showed a remarkable antibacterial activity against the strains: Enterococcus faecalis and Salmonella
typhimurium.

The anti-radical activity of essential oils and extracts of two plants was determined by the method of DPPH. All tested
samples showed an acceptable anti-radical activity, compared with the reference antioxidants.

Key words: Artemisia arborescens L., Cardaria draba (L.) Desv., Essential oils, Polyphenols, anti-radical activity,
antibacterian activity, antidiabetic activity..
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