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Résumé

L'examen phytochimique d’Athamanta sicula récoltée a Béniboubléne (Tlemcen) au
stade de non floraison a permis de mettre en évidence la présence des huiles
volatiles, des flavonoides, des tanins, des stérols et stéroides. L’huile obtenue par
hydrodistillation et analysee par CPG/Ir et CPG-SM contient comme composés
majoritaires la myristicine (48,1%), le bicyclogermacréne (25,4%) et 1’apiol (15,3%).
L’huile essentielle est active sur les bactéries positives mais posséde un pouvoir
antiradicalaire tres faible.

Mots-clés : Athamanta sicula, phytochimie, huile essentielle, pouvoirs antibactérien
et anti-radicalaire.

Abstract

The phytochemical examination of Athamanta sicula collected in Béniboublene
(Tlemcen) at the non-flowering stage shows the presence of volatile oils, flavonoids,
tannins, sterols and steroids. The oil obtained by hydrodistillation and analyzed by
CPG/Ri et CPG-MS contains as majority compounds myristicin (48,1%), le
bicyclogermacrene (25,4%) et apiole (15,3%).The essential oil is active on positive
bacteria but has very low anti-free radical power.

Keywords: Athamanta sicula, phytochemistry, essential oil, antibacterial and anti-
free radical powers.
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Liste des abreviations
A. sicula : Athamanta sicula.
HE : Huile essentielle.
% : Pourcentage
CPG : Chromatographie en phase gazeuse
CPG-SM : Chromatographie en phase gazeuse couplé a la spectrométrie de masse
IR : Infra rouge
mm : millimétre
mL : millilitre
ML : microlitre

DPPH : le 2,2-diphényl-1- picrylhydrazyl
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Introduction

L'utilisation des plantes médicinales et aromatiques par I'homme comme alternatif aux
médicaments est une pratique ancestrale dans le traitement des maladies infectieuses et
dans la conservation des aliments. Mais cette utilisation reste populaire et nécessite un
diagnostic scientifique. La santé des citoyens et la sécurité alimentaire sont une réelle
préoccupation pour les responsables en raison des maladies causées par les micro-
organismes de plus en plus résistants et par la toxicité des substances de synthese

utilisées comme additifs alimentaires.

Les préparations traditionnelles sous forme de macération ou de décoction des plantes
ont montré empiriquement beaucoup d’intérét comme source potentielle de substances
naturelles bioactives. C’est pourquoi, nous nous sommes intéressés a 1’évaluation du
pouvoir antibactérien et antioxydant d’Athamanta sicula L. (Keledj) qui appartient a la

famille des ombelliféres trés riches en métabolites secondaires actifs [1].

La sélection de cette plante ombellifere « Athamanta sicula L. » s'est faite sur les

critéres suivants :

- C’est une plante abondante utilisée par la population locale
- La plante est tres peu étudiée sur le plan chimique
- Comparer I’activité et la composition chimique de cette plante récoltée a

Tlemcen aux échantillons d’autres régions.
Pour cela, notre travail est structuré comme suit :

- (i) Une synthese bibliographique sur Athamanta sicula L., les huiles essentielles,
les flavonoides et les activités biologiques.

- (i) Une partie expérimental, criblage phytochimique, analyse de 1’huile
essentielle et évaluation des propriétés antibactériennes et antiradicalaires de
I’huile.

- (iii) Présentation des résultats obtenus et discussion.






Chapitre | : Etude de la plante Athamanta sicula L.

I.1. Introduction

Le genre Athamanta de la famille des ombelliferes est constitué de 9 espéces réparties
principalement dans le sud-Est d’Europe et dans le nord d’Afrique [2]. Ce sont des
plantes herbacées qui appartiennent a la famille des Apiaceae. On connait entre autres
les especes : Athamanta cretensis., Athamanta mutellinoides, Athamanta cortiana,

Athamanta densa, Athamanta macedonica, Athamanta sicula, Athamanta
turbith......... [3] (fig. 1)..
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Figure 1 : Distribution géographique de genre Athamanta [3].
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Selon le site Eflora Maghreb [4], quatre espéces d’Athamanta sp. sont rencontrées en
Afrique du nord a savoir : Athamanta cervariifolia (DC.) DC., Athamanta montana
(Webb ex Christ) Spalik, Wojew. & Downie, Athamanta vayredana (Font Quer)

C. Pardo et Athamanta sicula L.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Athamanta_cretensis
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Athamanta_mutellinoides&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Athamanta_cortiana&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Athamanta_densa&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Athamanta_macedonica&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Athamanta_sicula&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Athamanta_turbith&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Athamanta_turbith&action=edit&redlink=1
https://efloramaghreb.org/specie/223359
https://efloramaghreb.org/specie/184559
https://efloramaghreb.org/specie/184559
https://efloramaghreb.org/specie/154305
https://efloramaghreb.org/specie/154305
https://efloramaghreb.org/specie/154304

1.2. Présentation de la plante

Nom scientifique : Athamanta sicula L. (=Tinguarra sicula L. Benth et Hook.) [5].

Nom vernaculaire: keledje, Skiita dial-hjar, tafrifrane [6].

L’espéce Athamanta sicula L. est une plante vivace de 20 a 60 cm de long (fig. 2).
Entierement grisatre et tomenteuse. Ses feuilles sont tripennatisequées, molles a
division tres nombreuses, ovales, oblongues et fortement crénelées. Involucre et
involucelle a 2-5 bractées * lancéolées. Les fleurs sont disposées en ombelles a 10-20
rayons de couleur blanche. Les fruits sont trés hispides. Athamanta sicula L. est

rencontrée dans tous les types de sols (acide, neutre ou alcalin), sa partie souterraine

Figure 2 : Athamanta sicula L. [7]

1.3. Classification botanique
Selon Quézel et Santa [5], A. sicula appartient :
= Regne : végétale
= Embranchement : spermaphytes
= Sous embranchement : angiospermes
= Classe : dicotylédones
= Ordre : Apiales
= Famille : Apiaceae
= Genre : Athamanta

= Espéce : Athamanta sicula L.


https://efloramaghreb.org/specie/154304

I.4. Origine et répartition

En Algérie, on ne trouve que I’espéce Athamanta sicula L. répartie dans toute la partie

tellienne (fig.3).
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Figure 3 : Répartition géographique d’Athamanta sicula L. [4]

I.5. Usage traditionnelle

Les espéces du genre Athamanta sont utilisées dans la médecine traditionnelle comme
étant antiseptique, diurétique, nervins, emménagogue, spasmodique, contre les toux

chroniques, la flatulence, les coliques et dans la thérapie de scléroses [2,8].

Athamanta sicula L. est connue en médecine populaire sicilienne sous le nom de
« spaccapietre ». Ces racines fraiches sont indiqués comme diurétique et utilisées

comme traitement des maladies urinaires pour dissoudre les calculs rénaux [2].

Chapitre 1l : Travaux phytochimiques et biologiques antérieures

I.1. Travaux phytochimiques antérieures

En Mars 2003, Camarda et al., ont réalisé une étude sur 1’huile essentielle des feuilles
et des fruits d’un échantillon frais d’Athamanta sicula récolte dans la région de Madonie



du centre de Sicile (Italie). L’analyse par CPG/SM a révélé que I’HE des feuilles est
riche en myristicine (97.6%), alors que I’HE des fruits contient aussi la myristicine

comme composé majoritaire mais seulement 41.3% avec le 8-3-caréne (22.6%) et le

terpinoléne (20.5%) [9].

Une autre étude réalisée en 2008 par les mémes auteurs mais sur un autre échantillon
d’Athamanta sicula récolté dans la région de Monte Pellegrino a coté de Palermo
(Ttalie) a montré que I’HE de la partie aérienne (tige, feuilles et fleurs) est tres riche en
Apiol (85.2%, 80.41%, et 87.8% respectivement) accompagné de petite quantité de
myristicine (4.1%, 4.5%, et 4.8% respectivement) [2].

En Algérie, le premier travail sur Athamanta sicula date de 2008. C’est une étude
réalisée par Lamamra [1] sur la composition chimique et I’activité antimicrobienne et
antioxydant de I’huile essentielle d’un échantillon récolté au niveau des rochers
calcaires de la montagne de Gouraya (Bejaia-Algérie). L’HE contient 25 composés
chimiques dont I’Apiol est le composé majoritaire (56,8%). Une autre étude a été
effectuée en juin 2012 sur la composition chimique de I’HE d’un échantillon récolté
dans la région de Didouche Mourad (Constantine, Algérie) [10]. L’analyse
chromatographique a indiqué la présence de 14 composés chimiques dont Ile
Germacréne B est le composé majoritaire (88.5%), en plus de 1’Apiol (4.9%) et le
Germacréne D (1.7%).

El-Ouadi et al., ont rapporté la composition de 1’HE de la partie aérienne de A.
sicula récolté a Bekira (Constantine-Algérie). Les constituants identifiés sont la
myristicine (23.43%), 1’alloarmadendréne oxide (4.92%), et le germacrene D (4.49%)
[11].

Le tableau 1 résume les principaux composés identifiés de I’HE d’A. sicula



Tableau 1 : Principaux composés de I’HE d’A. sicula

La région Composé majoritaire Structure
@] _=CHz>
. . <
Madonie (ltalie) [9] Myristicine (97.6%) o
O\CH3
HSC--_O
Palermo (Italie) [12] Apiol (=84%) <o _=CHz
O
o - O
Béjaia (Algérie) [1] Apiol (56,8%) CHs

Constantine (Algérie) [10] | Germacrén B (88.5%) @/
o —_CH
Bekira (Algérie) [11] Myristicine (23.43%) <OI>N

Dans son travail de thése de 3éme cycle LMD, Bouratoua a mis en évidence quatre

composes de la fraction dichlorométhane : Stigmasterol, anthriscinol, myristicine, et
apiol. Par contre de la fraction acétate d’éthyle, elle a isolée 3 flavonoides aglycones :
Apigénine , Lutéoline, Diosmétine et un flavonoide glycosylé isolé de la fraction n-
butanol : Lutéoline 7-O-B-D-glucoside [16].

11.2. Travaux biologiques antérieures
11.2.1. Activité antimicrobienne

Stefano et al., ont testé 1’extrait acétonique d’A. sicula L., I’apiol et la myristicine in
vitro contre les souches bactériennes gram positif et gram négatif. Les résultats ont

montré qu’il n’y a aucune sensibilité des souches [12].

En effet, méme I’HE d’A. sicula riche en Apiol récolté a Béjaia par Lamamra s’est
montre inactif sur des souches bactériennes Gram positif et Gram négatif [1].
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Par contre, I’HE d’origine constantinoise riche en Germacrene B s’est montré tres active
vis-a-vis des souches Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 43300 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 [10].

11.2.2. Activité antiproliférative

Les tests réalisés sur 1’activité antiproliférative des extraits acétoniques, I’apiol et la
myristicine d’A. sicula contre des lignées cellulaires, (leucémie myéloide chronique
humain, tumeur pulmonaire humaine, et adénocarcinome du sein humain) ont montré un
effet antiprolifératif significatif. Ils ont trouvés aussi que 1’apiol et la myristicine ont

une cytotoxicité contre toutes les lignées cellulaires utilisés [12].

L’évaluation de I’activité anti cholinestérase des fractions ¢éther de pétrole et
butanolique d’A. sicula ont montré une activité modérée contre I’enzyme cholinéstérase
AChE. Alors que I’activité cytotoxique de la myristicine contre les cellules

fibrosarcomas (HT1080) a montré une activité avec une valeur d’1Csy de 45uM [16].

11.2.3. Activité antioxydant : Le seul travail realisé est celui de Lamamra sur
I’évaluation par DPPH du pouvoir antiradicalaire de I’HE d’A. sicula riche en apiol

dont elle a trouvé un pouvoir inhibiteur de 32.9% [1].

Chapitre 111 : Les huiles essentielles et les flavonoides

I11.1. Généralités sur les huiles essentielles
I11.1.1. Définition

Une huile essentielle est définie par la pharmacopée européenne comme étant un produit
odorant, volatil et de nature hydrophobe totalement soluble dans les alcools. Elle est
extraite par entrainement a la vapeur, par distillation ou par d’autre méthode

d’extraction a partir d’une matiére végétale [13].

Une huile essentielle est formée dans la cellule végétale et s’accumule dans les divers

organes de la plante (racine, rhizome, écorce, fruit, feuilles, fleur ...) [14].



[11.1.2. Composition chimique

La composition chimique d’une huile essentielle est constituée d’un mélange complexe
de constituants hétérogenes : groupe des terpenes et des terpénoides et groupe des
composés aromatiques dérivés de phénylpropane. Elle peut aussi avoir des constituants

non volatiles issus de la degradation des composeés [14].

Les composés terpéniques ont un point en commun qui est la présence dans leur
squelette 1’unité de base isoprénique (CsHg). Ces terpénes sont classés suivant leur
nombre d’unité isopréne, ils peuvent étre cycliques ou acycliques. Parmi les composés
terpéniques, il y a les monoterpenes (Cio), les sésquiterpénes (Cis), les diterpenes (Cao),

les triterpenes (Cao), les tétraterpénes (Cao), et les polyterpénes.
[11.1.3. Domaine d’utilisation

Les huiles essentielles sont des essences aromatiques qui peuvent étre utilisées dans
divers domaines industrielles, elles peuvent servir a la fabrication de plusieurs produits
d’aromathérapies a cause de la forte activité antioxydante, antivirale, et anticancéreuse

[27].

En cosmétologiques, elles sont utilisées pour la fabrication des cremes, des parfums, des
savons et méme du shampoing. En alimentation les HEs sont utilisés pour parfumé les

aliments, et a la réduire la prolifération des micro-organismes [1].
I11.1.4. Toxicité

La majorité des intoxications par les plantes sont dues a un surdosage (accumulation)
provoquant dans 1’organisme des affections dégénératives et des effets secondaires

comme le vomissement, les vertiges et les syncopese [30].



111.2. Généralités sur les flavonoides
[11.2.1. Définition

Les flavonoides sont des métabolites secondaires de la plante, ils ont un squelette de
base formés par 3cycles, dont il y a deux cycles C6 (cycle A et B) relié entre eux par

une chaine en C3 souvent fermés en un hétérocycle oxygéné (le cycle C) [15] (fig.4).

o e
[~ -
Figure 4 : structure des flavonoides

Les flavonoides représentent le groupe le plus diversifié des polyphénols. Dans I’an
2000 plus de 6500 flavonoides différents ont été identifiés. Ce sont des pigments
responsables des couleurs jaune, rouge, bleu, des fleurs et parfois méme les feuilles
[16].

111.2.2.Classification
Selon les deétails structuraux, les flavonoides peuvent étre classés comme suit [15] :

- Flavones et flavonols : deux hydroxyles phénoliques sont substitué dans le cycle

Les flavones Les flavonols

- Flavanones et hydroflavonol : Absence de la double liaison entre C2 et C3
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Les flavonones

C G

]

- Flavan-3-ols, flavan-3,4-diols et anthocyanidols : hydroxylés en C3 et absence du

groupe carboxyle en C4

¥

!

OH

Anthocyanidols

- Chalcones et aurones :

o]

Les chalcones Les aurones

[11.2.3. Intéréts thérapeutiques
Les flavonoides protégent les tissus contre les effets du rayonnement solaire

L’apéginine est un flavonoide qui a été décrit comme un composé bactéricide, et
bactériostatique tres efficace. De méme, ils ont éeté utilisés pour le traitement des

cataractes d’origine diabétique afin d’inhiber ’aldose réductase.

Concernant 1’activité des flavonoides vis-a-vis du cancer, la quercétine prévient la

cancerogenése (cancer de peau et du colon) [15].
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111.3. Activité antimicrobienne et capacité antioxydante
[11.3.1. Activité antimicrobienne

Un antimicrobien (proche de I’antibactérien) est I’ensemble de composé qui ont le
pouvoir de réduire la prolifération des microbes (les bactéries, les virus, les mycétes ou

les parasites).

D’une facon générale Dl’activité antimicrobienne des HEs est en fonction de leur
composition chimique et particulierement la nature de leurs composés volatils majeurs.
L’action des HEs sur les moisissures, et les levures est plus importante que sur les

bactéries [17].

L’activité antimicrobienne des flavonoides a démontrer de nombreuses études, elle est
due a la capacité de ces molécules d’inhiber I’expression de I’ADN et la synthese de

certaines enzymes [18].

Les flavonoides sont capables d’inhiber la croissance de plusieurs bacteries, ils

s’attaquent a un nombre de bactéries avec une intensité différente [29].

Chaque composé des flavonoides agit différemment, par exemple : I’apéginine a une
faible activité que contre Staphylococcus aureus, alors que le galangine a une tres forte

activite sur cette bactérie [19].
Généralement, le pouvoir antimicrobien est évalué par deux méthodes :
1. Technique par contact direct

C’est une méthode simple qui consiste a mettre en contact 1’extrait et les micro-

organismes et observer la croissance de ces derniers.
2. Meéthode de micro dilution

Cette méthode permet de calculer la CMI ou la CMD de I’extrait vis-a-vis de souches
testees [31].

12



[11.3.2. Capacité antioxydante

Les radicaux libres sont des especes chimiques, ayant des électrons non appariés tres
instable et avec une forte énergie, et qu’avant qu’ils soit neutralisés ils détruisent ce

qu’ils rencontrent [28].

Lorsqu’on respire, des espéces réactive de 1’oxygene vont étre générer et qui peuvent
étre a I’origine des radicaux libres. Ces derniers sont responsables de grands dommages

cellulaires [21].

Les especes réactives de I"oxygéne (ERO) se sont les espéces radicalaires les plus

actives, qui dérivent de la molécule d’oxygene par une addition d’électron.

Parmi les espéces réactives de 1’oxygeéne il y a : Anion superoxyde O, , Peroxyde

d’hydrogeéne ou eau oxygénée (H,0,), Radical libre hydroxyle : OH.... Etc [20].

Les radicaux libres, et le stress oxydatif, sont deux termes de plus en plus utilisés pour
expliquer les différentes atteintes pathologiques. Le stress oxydatif est la cause
principale de plusieurs maladies tel que : le diabéte, le rhumatisme, 1’Alzheimer,

cataracte, les inflammations gastro-intestinales... Etc [21].

On appelle un antioxydant tout composé ou substance qui ont la capacité de retarder
I’oxydation des substrats biologiques et aussi qui peuvent réagir simplement avec les
radicaux libres et les rendent sans danger [22]. Ce systéeme de protection et de défense
est parfois déborder lorsque les agressions sont multiples sous plusieurs effets parmi eux
. le stress oxydatif, et la mauvaise alimentation qui n’apporte pas une bonne quantité des

antioxydants (Fig.5).
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Figure 5 : Cibles biologiques et endommagements oxydatifs induits par les especes

oxygénees réeactives [25]

Les antioxydants ont trois origines : (i) Une origine endogene représentée par des
enzymes, exemple : les superoxyde-dismu-tases, (ii) Les protéines non enzymatiques,
exemple : albumine, (iii) L’alimentation, exemple

flavonoides... [23].

les fruits, les légumes, les

Les ¢tudes qui ont été faites sur I’activité antioxydant des flavonoides ont montré que
ces substances sont des puissants antioxydants. La catéchine est un flavonoide tres
abondant dans le thé, et qui inhibe certaines réactions d’oxydation donnant un ADN

anormale, elle a été démontrée plus active que la vitamine E sur les radicaux libres [15].

De méme, les HEs essentielles ont aussi monté une bonne activité antioxydantes, en

particulier les HEs riches en thymol et carvacrol, le linalool, et le 1,8-cinéole.... [24].

La mesure de la capacité antioxydante peut étre réalisée par plusieurs méthodes, les plus

utilisées sont :
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DPPH : Le radical DPPH* (2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl) : Ce radical présent
une couleur bleu caractéristique. Les antioxydants présents dans 1’échantillon le
réduisent  entrainant une  décoloration  facilement  mesurable par
spectrophotométrie a 517 nm.

ORAC : Oxygen Radical Absorbance Capacity : C’est une méthode qui mesure
la dégradation de la fluorescéine, induite par la décomposition thermique
d’AAPH en deux radicaux, la présence de 1’antioxydant dans 1’échantillon retarde
la degradation.

FRAP : En présence d’antioxydant, le complexe ferrique-tripyridyltriazine se
réduit et il perd sa couleur jaune pour un bleu foncé. Cette activité est donc
mesurée a 595nm, et elle sera proportionnelle a la concentration d’antioxydant
présent dans 1’échantillon.

ABTS ou TEAC : En réagissant I’ABTS + K,S,03 (persulfate de potassium), il
se forme le radical ABTS* de couleur bleue, lorsqu’on ajoute un antioxydant, ce
radical va se réduire et se decolore. Cette décoloration est mesurée a 734nm par
un spectrophotometre et cela est proportionnel a la concentration en antioxydant
[26].
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Chapitre | : Matériel et méthode

I.1. Récolte de la plante A. sicula :

L’espéce A. sicula L. a été récoltée dans la région de « Beniboublene » Mansourah,
wilaya de Tlemcen durant la premiére quinzaine de mois de Mars 2020 en période de
non floraison (tiges et feuilles). Le matériel végétal a été conditionné apres séchage dans
du papier de Kraft. L’identification botanique a été faite par monsieur le professeur

Boumedienne MEDJAHEDI du département de foresterie université de Tlemcen.

Figure 6 : Photos d’A. sicula L. avant floraison récoltée a Beniboubléne,
(Tlemcen, Mars 2020)

1.2. Préparation des extraits et tests phytochimiques

Les tests phytochimiques ont été réalisés selon les methodes décrites dans la
bibliographie [33, 34, 36, 38, 39, 40, 41, 47,48]. Ces examens sont bases sur la
solubilité des constituants, les réactions de coloration et de précipitation pour mettre en
évidence les principales familles chimiques existantes dans la plante. Pour cela, 1’espéce
A .sicula (tiges et feuilles) a été soumise a trois extractions différentes (eau, éthanol,

éther diéthylique).
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Extrait aqueux : I’utilisation d’eau comme solvant est basé sur la polarité de ce solvant
avec les différents composés présents dans la plante. 50 g de la partie de la plante
broyée a la main sont introduits dans un ballon contenant 300ml d’eau distillé.
Le mélange est soumis sous reflux pendant 60 min, puis filtrer. Le filtrat est récupéré

puis évaporer a sec.

Extrait éthanolique : 50g de matériel végétal broyé a la main sont mélangés avec 300
ml d’éthanol dans un ballon monocol surmonté d’un réfrigérant. L’ensemble est porté a
reflux pendant 60 minutes. Le mélange est filtré et I’extrait éthanolique est soumis aux

différents tests.

Extrait ethérique : 50g de matériel vegétal sont mis en contact avec 300 mL d’éther
diéthylique dans un ballon monocol surmonté d’un réfrigérant. L.’ensemble est porté a
reflux pendant 1 heure. Le mélange est filtré et I’extrait éthérique est soumis aux

différents tests.
Tests phytochimiques :

< Tests effectués sur les extraits éthanoliques et aqueux :
Les flavonoides : 5 mL de chaque extrait, on ajoute quelques gouttes d’HCI concentré
et quelques milligrammes de tournures de magnésium. La présence des flavonoides est
confirmée par I’apparition d’une couleur rouge ou orange [33].
Les tanins : Un volume de 2 mL de chacun des deux extraits, est additionné a 2 a 3
gouttes de la solution de FeCls a 1%. Aprés quelques minutes d’incubation, le chlorure
ferrigue développe une coloration verdatre qui indique la présence des tanins
catéchiques ou bleu-noiratre qui révéle I’existence des tanins galliques [33].
Saponosides : Mettre 3mL d’extrait dans un tube a essai, puis agiter fortement
pendant 30 secondes et laisser reposer 20minutes. Si la mousse persiste pendant
cette période cela signifie qu’il y a des saponosides.
-Pas de mousse = test négatif -Mousse moins de 1 cm = test faiblement positif

-Mousse de 1-2 cm = test positif -Mousse plus de 2 cm = test trés positif [34].

18



Amidon: Chauffer 5 mL de I’extrait aqueux avec 10 ml d’une solution de NaCl saturée
dans un bain marie jusqu’a 1’ébullition, puis ajouter le réactif d’amidon Un test positif

est révélé par 1’apparition d’une coloration bleue violacée [35].

Les anthraquinones: 1g du matériel végétal avec 10 mL de KOH (0,5N) et 1 mL H,0,
dilué a 5%, bouillir et refroidir le mélange, filtrer, puis acidifier le filtrat avec de 1’acide
acetique, extraire la solution acide obtenue avec 10 ml de toluéne, Agiter 1’extrait de
toluene en présence de 5 mL de NH4OH. Une réaction positive est révélée par formation

d’une couleur rouge au niveau de la couche alcaline.

Les alcaloides sels : Leur détection consiste a évaporer a sec 20 mL de I’extrait
¢thanolique puis on a ajouté¢ 5 ml d’HCI (10%) au résidu obtenu, puis chauffer dans un
bain marie, filtrer le mélange et I’alcaliniser avec quelques gouttes d’une solution de
NH;OH (10%) jusqu’au pH= 9 ; Extraction de la solution avec 1’éther diéthylique,
ensuite concentration a sec. Dissoudre le résidu dans du HCI (2%) et on a testé la
présence des alcaloides par quelques gouttes de réactif de Mayer et Wagner afin
d’obtenir un précipité blanc et un précipité brun respectivement indiquant leur présence
[36].

Les stérols et Stéroides : Deux essais ont été effectues :

Essai 1 : il consiste a I’évaporation a sec de 10 mL d’extrait éthanolique puis Traitement
du résidu obtenu avec 10 mL de chloroforme anhydre puis filtrer, on a mélangé 5 ml de
la solution chloroformique avec 5 mL d’anhydride acétique et on a ajouté quelques
gouttes d’acide sulfurique concentré, agiter, puis laisser la solution reposer. Un test
positif est révélé par ’apparition d’une coloration violacée fugace virant au vert
(maximum d’intensité en 30 minutes a 21°C).

Essai 2 : Il consiste aussi a 1’évaporation a sec I’extrait éthanolique correspondant a 10
mL, puis la Dissolution du résidu obtenu dans 0,5 mL d’anhydre acétique et 0,5 mL de
chloroforme, puis filtrer, on a traité le filtrat par la réaction de Liebermann-Burchardt.
Si cette réaction donne des colorations verte-bleue et verte-violette, elle indique la

présence des hétérosides stéroidiques et triterpeniques respectivement [37].
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Les coumarines : Evaporer a sec 5 mL d’eau chaude, puis diviser le volume en deux
parties; Prendre le demi volume comme témoin et ajouter a I’autre volume en 0,5 mL de
NH,OH (10), étre deux taches sur un papier filtre et examiner sous la lumiére UV La
présence des coumarines est indiquée par une fluorescence intense [38].

Les anthracénosides et les anthocyanosides :

Pour mettre en évidence ces composés, il faudra suivre les étapes suivantes : Ajouter 15
ml d’HCI (10%) a 25 ml de P’extrait éthanolique, porter I’ensemble a reflux pendant 30
minutes , refroidir la solution et 1’extraire 3 fois avec 15 mL d’éther , ensuite, chacune
de ces familles est détectée séparément :

o Les anthracénosides : elle est réalisee par le réactif de Borntréger, en traitant
8ml de la solution extractive éthérique par ce dernier. Un test positif est révélé par
I’apparition d’une teinte vive variant de 1’orangée-rouge au violet- pourpre.

o Les anthocyanosides : Le test effectué consiste a doser la solution aqueuse acide
avec une solution NaOH. Les anthocyanosides ont des colorations variant en fonction
du pH. De rouge stable en pH < 3, elles varient au bleu en milieu alcalin [41].

< Tests effectués sur les extraits éthériques :

Les huiles volatiles : Evaporer a sec 20 mL de I’extrait éthérique puis dissoudre le
résidu obtenu dans de 1’alcool, concentrer a sec la solution alcoolique obtenue. Un test

positif est révélé par 1’obtention d’un résidu ardbme.

Les acides gras : Concentrer a sec 20 mL de la solution éthérique , puis dissoudre le
résidu obtenu dans de 1’alcool , le traitement de la solution alcoolique avec une solution
base de soude ou de potasse , ajouter un peu d’eau et extraire la solution avec 1’éther
diéthylique, concentrer a sec la solution éthéré. Un test positif est révélé par 1’obtention

d’un résidu gras.

Les alcaloides bases: Evaporer a sec 10 mL de I’extrait éthérique, dissoudre le résidu
obtenu dans 1,5 ml d’HCl (2%), ajouter 1 a 2 gouttes de réactif de Mayer. La formation

d’un précipité blanc jaunatre indique la présence des alcaloides bases.
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1.3. Extraction des HE par hydrodistillation

L’extraction des HE a été réalisée par hydrodistillation de type Clevenger. Pour cela
510g de la partie aérienne de la plante A. sicula (tiges et feuilles) broyer a la main sont
immergés dans un ballon avec 3,75L d’eau et surchauffé par un chauffe ballon pendant
4heures. Les vapeurs d’eau chargées en huiles essentielles sont ensuite condensés et
separees par la différence de densité. Les huiles obtenues ont été déshydratées sur le

sulfate de magnésium (MgSO,) et conservées a 4 °C et a 1’abri de la lumiére (Fig. 7).

g

Figure 7: Montage d’hydrodistillation type « Clevenger » utilisé pour 1’extraction
d’huile essentielle d’Athamanta sicula L.

|.4. Analyse de la composition chimique de ’HE d’A. sicula par CPG/Ir et CPG-
SM

e Analyse par CPG/Ir : Nous avons utilisé un chromatographe de type Perkin Elmer
Autosysttem GC, équipé de deux détecteurs a ionisation de flamme (FID), et d'un
injecteur diviseur. Le chromatographe est composé des piéces suivantes :

- deux colonnes (60 m x 0,22 mm d.i ; épaisseur du film : 0,25 pum) respectivement
polaire (Rtx-Wax, polyéthyleneglycol) et apolaire (Rtx-1, polydiméthyl-siloxane)
permettant la détection des composés.

- Le gaz vecteur utilisé est I'nélium (1 mL/min) avec une pression en téte de

colonne de 25 psi.
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- La température de l'injecteur est de 250°C et celle du détecteur de 280°C. La
programmation de la température consiste en une élévation de 60 a 230°C, a 2°C/min,
puis un palier de 45 min a 230°C.

- L'injection se fait par mode split avec un rapport de division de 1/50. La quantité

d'huile injectée est de 0,2uL. La quantification a été faite par intégration électronique
directe des aires des pics.
e Analyse par couplage CPG/SM : L’analyse a été réalisée en utilisant un
chromatographe Perkin Elmer, autosysttem XL, fonctionnant en mode impact
¢lectronique avec une €nergie d’ionisation de 70 eV, et doté d'un injecteur automatique.
L’appareil est équipé :

- de deux colonnes (60 m x 0,22 mm d.i ; épaisseur du film : 0,25 um) polaire (Rtx-
Wax) et apolaire (Rtx-1), couplé a un détecteur de masse Perkin EImer TurboMass.

- Le gaz vecteur est toujours I'nélium (1 mL/min) avec une pression en téte de
colonne de 25 psi. La température de l'injecteur est de 250°C. La programmation de la
température consiste en une élévation de 60 a 230°C, a 2°C/min, puis en un palier de 35
min a 230°C.

- L'injection se fait par mode split avec un rapport de division de 1/80. La quantité
d'HE injectée est de 0,2pL.

- La détection se fait par un analyseur quadripolaire constitué d'un assemblage de
quatre électrodes paralléles de section cylindrique.

- Latempérature de la source est de 150°C
e Méthodes d’identifications : Les constituants sont identifiés :

- par comparaison de leur spectre de masse a ceux des bibliothéques informatisés
(NBS, NIST, Adams), la bibliotheque du laboratoire de Corse et les spectres de masse
publiés dans la littérature.

- Par les indices de rétention polaires et apolaires calculés a partir des temps de

rétention d'une série d'alcanes de C9 a C25 [42].
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1.5. Etude de Pactivité antibactérienne

Les souches testées : L'activité antibactérienne de I’HE a été déterminé contre quatre
souches de réference ATCC dont deux & Gram négatif (Escherichia coli ATCC 25922
(Ec) et Klebsiella pneumoniae ATCC 70603 (K;)) et deux Gram positif (Bacillus
subtilis ATCC 6633 (Bs), Staphyloccocus aureus 25923 (Sa)).

Conservation des souches : Les souches ont été conservées a 4°C dans des tubes

contenant de la gélose nutritif.

Préparation des précultures : sur une boite de Pétrie contenant le milieu gélose
nutritif, les souches sont ensemencées par stries. Apres 18h d'incubation a 37°C, 3 a 4
colonies bien isolées, sont prélevées et émulsionnées dans 10 ml d'eau physiologique
stérile a 0,9%. Bien homogénéiser au vortex. Apres, on effectue des dilutions afin de
standardiser la suspension bactérienne. L'inoculum est ajusté a 0,5 Mc Farland
correspondant a une D.O de (0,08 a 0,10) a 625 nm [49]. La concentration finale de
I'inoculum est de 108 UFC/m.

Meéthode de Vincent (Aromatogramme) : L’activité antimicrobienne de I’HE a été
réalisée par la technigue modifiée de Kirby—Bauer [50]. Des boites de pétries (9 cm de
diamétre) remplies par 15 mL de gélose Muller-Hinton sont ensemencées par
écouvillonnage a partir des suspensions standardisées (108 ufc/mL). Ensuite, des disques
en papier Whatman stériles (No. 3) (6mm) sont imprégnés par 10 uL. d’HE puis déposés
sur la surface de la gélose pré—ensemenceée. Les boites sont incubées a 37 °C pendant
24h. Apres incubation, les diametres d’inhibition sont mesurés en millimetres, disques
inclus, a 1’aide d’un pied a coulisse. Les expériences ont été realisées en trois
exemplaires. La lecture des résultats se fait par la mesure du @ de la zone d’inhibition

en mm selon la fourchette proposee par Ponse [51] comme suit :

0 <8 mm : non sensible

9 mm < <14 mm : sensible

14 mm < @ <20 mm : trés sensible
@ >20 mm : extrémement sensible.
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1.6. Etude de pouvoir antiradicalaire par méthode du piégeage du radical libre
DPPH

La méthode DPPH consiste a mesurer la capacit¢ d’un antioxydant a réduire le 2,2-
diphényl-1- picrylhydrazyl ayant une couleur violette en un composé jaune, le
diphénylpicrylhydrazine, dont I’intensité de la couleur est inversement proportionnelle a
la capacité des antioxydants présents dans le milieu. Pour cela, 50uL des extraits
méthanoliques a différentes concentrations sont ajoutés a 1,95mL de la solution
méthanolique du DPPH (0,025¢/L). Au méme temps un contrdle négatif est préparé en
mélangeant 50ul de méthanol avec 1,95mL de la solution methanolique du DPPH.
Aprés une période d’incubation de 30 minutes a la température de laboratoire,
I’absorbance est lue a 517nm. Le pourcentage de réduction du radical libre DPPH est
exprimeé par :

% d’inhibition = % X100
Abs c: Absorbance du contrble

Abs e: Absorbance de 1’échantillon testé

Pour chaque extrait, on détermine la valeur 1Cs, qui est la concentration du substrat qui
cause la perte de 50% de I’activité du DPPH [43] [44].
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Chapitre 11 : Résultats et discussion

I1.1. Tests phytochimiques : Les résultats des tests phytochimiques réalisés sur la
partie aérienne de la plante A. sicula (tiges et feuilles) épuisée par 1’eau, 1’éthanol et
1’éther di¢thylique sont consignés dans le tableau suivant :

Tableau 2 : Résultats des tests phytochimiques de la partie aérienne (tiges et feuilles)
de la plante A. sicula

Résultats
Les familles chimiques - - -
recherchées a Extrait Extrait Extrait
Agueux Ethanolique Ethérique

Les flavonoides / +++ /
Les tanins +++ / /

Les saponosides ++ / /
Stérols et stéroides / +++ /
Alcaloides sels - / /

Les coumarines / - /

Amidon - / /
Anthraquinones - - /
Anthracénosides / - /
Anthocyanosides / - /

Huiles volatils / / +++
Acides gras / ++ ++
Alcaloides bases / / -
- : Test négatif =~ ++: Test positif ~ +++ : Test fortement positif /- Non testé

Selon le tableau ci-dessus la recherche des coumarines, des anthraquinones, des
anthracénosides, des anthocyanosides, des alcaloides sels et de I’amidon s’est montrée
négative alors que celle des flavonoides, des tanins, des huiles volatils, des sterols et
stéroides s’est montrée fortement positive. Les saponosides, et les acides gras sont

faiblement présents.

Nos résultats sont en accords avec les travaux antérieurs [43, 44, 45, 46] qui ont mis en

évidence la présence des coumarines, des flavonoides et des acides gras. D’autres études
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phytochimiques sur 1’espéce A.sicula rapportent la présence des terpénes et des

flavonoides aglycones et glycosylés [16].
I1.2. Rendement et analyse partielle de I’huile essentielle par CPG/Ir et CPG/SM

Les résultats de 1’analyse par CPG/IR et CPG-SM de la composition chimique de I’'HE
d’A. sicula obtenue par hydrodistillation sont reportés dans le tableau 3 et illustré par
lafig.8 (annexe 1) :

Tableau 3 : Le rendement des différents constituants chimique identifiés d’HE
d’A. sicula

TR (min) |Constituants IRa IRb % Identification
11.48 a-Pinéne 931 1022 0.5 IR,SM
13.15 Sabinéne 966 1120 Tr IR,SM
13.39 B-Pinéne 971 1110 0.9 IR,SM
15.68 p-cymeéne 1014 1268 2.2 IR,SM
16.11 Limonéne 1020 1199 0.6 IR,SM
24.8 B-phellandréne 1020 1208 Tr IR,SM
31.17 a-Terpinéol 1181 1700 0.5 IR,SM
42.14 B-élémeéne 1389 1551 0.7 IR,SM
46.19 Myristicine 1487 2180 48.1 IR,SM
49.64 | bicyclogermacrene | 1494 1490 25.4 IR,SM
56.27 Apiol 1590 2360 15.3 IR,SM

Total 94.2
Teneurs en % (P/P) 0.9-1.0
d’HE
Monoterpénes 42
hydrocarbonés '
Monoterpéenes 05
OXYQENeEs '
sesquiterpenes
a g 25.4
hydrocarbonés
hénylpropanoides
phenyiprop 63.4
(Arylpropeénes)

IR : Indices de rétention calculés sur colonne apolaire (a) et sur colonne polaire(p).
Les abondances sont données sur colonne apolaire. TR : temps de rétention ; tr : trace < 0,1%
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Le rendement en huile essentielle de la partie aérienne d’A. sicula est de 1’ordre de 0,9-
1,0 % (P P) avec une odeur aromatique et une couleur jaune clair. Ce rendement est
comparable avec celui obtenu par Lamamra [1] qui est de 1,1%, par contre Camarda
et al., ont obtenu des rendements faibles en HE des fruits et des feuilles de la méme

espece 0,37% et 0,28% respectivement.

Cette différence des rendements en huile peut étre attribuée a plusieurs facteurs comme
I’origine du matériel végétal, le stade phrénologique, le moment de récolte, le mode de

conservation de la plante, la technique d’extraction, ...... etc [53, 54, 55, 56].

L'utilisation des indices de rétention de Kovats et le couplage CPG/SM nous a permis
d'identifier 11 composants chimiques représentant 94,2% d’huile essentielle. Les
constituants majoritaires identifiés sont des dérivés de phénylpropanoides dont la
myristicine  (48,1%), 1’apiol (15,3%) et wun sesquiterpéne hydrocarboné le
bicyclogermacrene (25,4%). Par contre la fraction monoterpene hydrocarbonée est
faiblement présente (4,2%) (fig. 9).

Limoneéne; 0,6 B-phellandréne; 0
p-c?/mfzne;

-Terpinéol; 0,5

R B-Pinene; 0,9
a-Pinene; 0,5

B-élémene; 0,7

Figure 9: Distribution en fonction du pourcentage des différents composants existant
dans I’HE d’A.sicula L.
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En comparant nos résultats avec les travaux d’EL ouadi, nous remarguons que notre
espece récoltée a Tlemcen est plus riche en myristicine (48,1%) que celle d’origine
constantinoise (Algérie) avec un pourcentage de 23,43% [11]. Le méme produit
majoritaire (myristcine) a été trouvé dans les feuilles et les fleurs d’A. sicula d’origine

italienne avec un pourcentage de 97,6 % et 41,3% respectivement [9].

Par contre I’HE de la méme espéce récoltée a Constantine en 2012 par Labed et al.,
contient le Germacréne B comme composé majoritaire (88,5%) [10]. Alors qu’un
échantillon récolté a Bejaia a fourni une HE riche en apiol avec un pourcentage de
56,8% [1]. Aussi, ’'HE des tiges, feuilles, et fleurs d’A. sicula d’origine italienne est

riche en apiol avec des pourcentages de 85.2%, 80.41%, et 87.8% respectivement [2].
11.3. Résultat de P’activité antibactérienne par la méthode de Vincent

Les résultats de ’activité antimicrobienne sont présentes dans le Tableau 4 et illustré

graphiquement par la fig.10.

Tableau 4 : Diamétres d’inhibitions en mm de I’HE et de la Gentamicine (GEN)

HE et GEN HE GEN
Souches (10uh (5pg)
Escherichia coli ATCC 25922 (Ec) 13 22
Klebsiella pneumoniae ATCC 70603 (Kp) 14 19
Bacillus subtilis ATCC 6633 (Bs) 16 20
Staphyloccocus aureus 25923 (Sa) 17 21
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Figure 10 : Représentation graphique du diamétre d’inhibition en mm vis-a-vis des
bactéries testés de I’HE d’A. sicula (tiges et feuilles) et de la Gentamicine

Selon les résultats renseigneés dans le Tableau 4 et illustrés graphiquement par la
figure 10, on observe de faibles écarts dans les diamétres des zones d’inhibition allant
de 13 2 17 mm pour un volume de 10 pL d’HE. Comparer a I’antibiotique gentamicine,
I’HE d’A. sicula exerce une légére activité sur les souches testées. De point de vu
sensibilité des souches a ’HE et au regard de 1’échelle proposé par Ponse [52], les
souches, Bacillus subtilis ATCC 6633 (Bs) et Staphyloccocus aureus 25923 (Sa) sont
trés sensibles a I’HE d’A. sicula avec 16 mm et 17 mm respectivement. Par contre, les
souches Escherichia coli ATCC 25922 (Ec), et Klebsiella pneumoniae ATCC 70603

(Kp) sont moins sensibles a I’HE soit 13 mm et 14 mm respectivement.

Lamamra dans son travail de magister rapporte que I’HE d’A. sicula récoltée a Bejaia
est dépourvue d’activité contre les bactéries : Pseudomonaea aeruginosa ATCC 27853,
Staphiloccocus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922 [1]. Par contre les
tests antibactériens de I’'HE d’A. sicula d’origine constantinoise ont montré des
diamétres de zones d’inhibitions supérieurs aux diameétres trouvés soit 18-20 mm [10].
Cette différence d’activité de 1’huile peut étre expliquée par la nature des composes de
I’huile essentielle. En effet, 1’absence de groupes fonctionnels et le manque d’action

synergique entre les composés peuvent expliquer I’inactivité¢ de I’'HE [57]. Duke,
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Stefano et al., rapportent que la myristicine et 1’apiol sont dépourvus d’activités

antibacteriennes [58, 12].

Notre HE s’est montrée active sur les bactéries Gram positif testées, ceci peut
s’expliquer par la présence du bicyclogermacréne (un dérivé du Germacréne B) actif sur
les bactéries Gram négatif et gram positif [10].

11.4. Résultat du pouvoir antiradicalaire par la méthode du piégeage de radical
libre DPPH

Les résultats du pouvoir antiradicalaire auDPPH en fonction des concentrations d’HE

et de BHT sont présentés par les figures 11 et 12.

100,000 A . iy eue
% d'inhibition

90,000 - y =15357x + 25,828
I R?=0,917
80,000 -
70,000 -
60,000 -
50,000 -
40,000 -
30,000 -
20,000 ;

10,000 - [C] mg/ml

0,000 T T T T T T T T 1
0,0000 0,0005 0,0010 0,0015 0,0020 0,0025 0,0030 0,0035 0,0040 0,0045

Figure 11: Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des concentrations de BHT
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Figure 12: Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des
concentrations d’HE d’A. sicula

D’apres les figures ci-dessus, nous observons que le pourcentage d’inhibition
d’absorbance du DPPH en présence de I’huile essentielle d’Athamanta sicula a
différentes concentrations est tres faible soit 37,7% a la concentration de 13 mg/ml. La
détermination de son ICs, était impossible. Par contre le 1Cso de BHT était expressive
soit 0,00157 mg/ml.

Le méme résultat a été obtenu par Lamamra, I’HE d’A. sicula posséde un pourcentage

d’inhibition d’environ 33% a la concentration de 10 mg/ml [1].
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Conclusion générale

Les plantes médicinales et aromatiques représentent un potentiel tres important pour la
découverte et I’isolement de différentes substances actives a divers propriétés
biologiques qui sont utilisées depuis longtemps pour le traitement des maladies

infectieuses et la conservation des aliments.

Les objectifs assignes a ce travail visent un examen phytochimique de 1’espéce A. sicula

et I’évaluation du pouvoir antibactérienne et antiradicalaire de son huile essentielle.
Les résultats du criblage phytochimique ont révélés que :

e Laplante d’A. sicula L. est riche en huile essentielle, en flavonoides et en tanins,

e L’extraction d’huile essentielle par hydrodistillation a donner un rendement

d’environ 1% (P/P),

L’analyse de I’'HE par CPG/Ir et CPG-SM a montré¢ que I’huile est riche en
phénylpropanoides notamment en myristicine (48,1%) et en apiol (15,3%) et en un

derivé sesquiterpénique le bicyclogermacrene (25,4%).

L’huile essentielle d’A. sicula s’est montrée trés active sur les bactéries Gram positif
alors que les bactéries Gram négatif étaient résistantes. Quant au pouvoir antiradicalaire,

I’HE posséde un pouvoir d’inhibition au DPPH trés faible comparé au BHT.

Ce modeste travail n’est qu’une ¢bauche sur 1’é¢tude de cette plante et nous souhaitons
comme perspectives d’approfondir son étude (stade florale) pour la mise en évidence

d’autres métabolites et d’autres propriétés biologiques.
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Figure 8 : Profil chromatographique de I’huile essentielle d’A. sicula (tiges+feuilles)

récoltée a Beniboublene, Mars 2020
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