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Introduction générale

Le stress oxydatif est couramment défini comme un déséquilibre entre les systémes
oxydants et les capacités des systetmes de défense anti-oxydantes d’une cellule ou d’un
organisme (Gilbert et al., 2013). La production d’especes réactives de I’oxygene (ERO) est utile
pour 1’organisme mais peut étre rendue inutile lors d’une production excessive et en I’absence de
mécanismes de défense (Guillouty, 2016). Ceci peut favoriser le développement des pathologies
graves (cancers, diabéte, maladies cardiovasculaires, maladies neurodégénératives, maladies
rhumatismales) et ainsi qu’un vieillissement prématuré¢ (Guillouty, 2016 ; Favier, 2003 ;
Haleng et al., 2007).

Nombreux axes de recherche antérieurs ont montré le role majeur du stress oxydant dans
I’apparition et le développement de ces maladies graves et donc dans la mortalit¢ au niveau
mondial (IThara et al, 1999 ; Baynes, 1991; Gilbert et al,2013 ; Bonnefont-Rousselot, 2014 ;
Su et al.,2008 ; Janda et al.,2012). D’autre part, les maladies infectieuses constituent ¢galement
une cause majeure dans la mortalit¢ humaine et aussi animale. Ceci est due a 1’émergence
continue de multi résistance aux médicaments, au spectre antibactérien limité et aux effets
indésirables des agents antimicrobiens disponibles (Fonkeng et al., 2015). Pour cette raison, des
recherches sur des nouveaux traitements possibles dans 1’espoir de protéger notre santé et méme
guérir ces différentes maladies se basent actuellement sur des médicaments a base de produits
naturels qui sont généralement moins ou sans effets indésirables.

Selon I’Organisation Mondiale de Sant¢ (OMS), il est estimé que 3/4 des populations de
pays en voie du développement s’orientent vers les remedes traditionnels a base des plantes
médicinales. Du fait que les plantes sont des excellentes réservoirs de principes actifs qui
peuvent étre utilisées pour soigner plusieurs maladies. Malgré la richesse et la diversité du régne
végétal, seulement une petite partie des 250 000 especes de plantes connues a été étudiée sur les
plans phytochimiques et pharmacologiques, dont chaque plante peut contenir plusieurs de
composés bioactifs (El-Haci et al., 2012).

En Algérie, plusieurs espéces de plantes sont encore peu ou pas investiguées (Bentabet et
al., 2014). C’est dans ce contexte que notre travail s’inscrit et vise a la valorisation de trois
plantes de la flore locale d’intérét thérapeutique.

Ce manuscrit est subdivisé en deux parties :

La premicre partie est bibliographique, articulée en deux chapitres. Le premier chapitre est
consacré a une présentation ethnobotanique et pharmacologique des plantes sélectionnées et le
deuxiéme chapitre expose des généralités sur les activités biologiques étudiées et les substances

bioactives responsables de ces activités.

]
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La deuxiéme partie est expérimentale, structurée aussi en deux chapitres, le premier chapitre

expose le matériel et les méthodes en expliquant les techniques et les protocoles utilisés pour

réaliser ce travail, et le deuxieéme chapitre présente les résultats obtenus et ’interprétation suivi

par une conclusion générale. Les travaux réalisés dans le cadre de cette theése sont les suivants :

Identification et récolte des plantes choisies.

Extraction des huiles essentielles des parties aériennes de plantes par la méthode
d’hydrodistillation.

Caractérisation de la composition chimique de ces huiles essentielles par la méthode
d’analyse (GC/MS).

Préparation des extraits bruts a partir des solvants de polarit¢ différente.

Détermination de la composition chimique en polyphénols totaux et en flavonoides
totaux des extraits préparés en utilisant des méthodes de dosage sur microplaque.
Evaluation in vitro des activités biologiques des huiles essentielles et des extraits bruts
(aqueux, hydro-méthanolique, acétone et dichlorométhane). Ces activités biologiques se
sont intéressées a :

= []’évaluation de Dl’activité¢ antioxydante en utilisant différentes méthodes
spectrophotométriques ; le piégeage du radical libre DPPH, le pi¢geage
des radicaux-cations ABTS, la chélation du fer, la réduction de l'ion
ferrique, le blanchissement du beta-caroténe, la réduction du cuivre
CUPRAC et la réduction de phénanthroline,

» Ja détermination de 1’activité antimicrobienne vis-a-vis de cingq souches
microbiennes selon la méthode de diffusion en milieu gélosé et la méthode
des puits (détermination de la CMI et la CMB),

» ]’¢évaluation de I’activité anti-Alzheimer en déterminant I’effet inhibiteur
vis-a-vis I’enzyme acétylcholénistérase et I’enzyme butyrylcholénistérase,

» et de Dactivité antidiabétique en déterminant I’effet inhibiteur vis-a-vis de

I’enzyme alpha-glucosidase.

)
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Chapitre 1 Monographie de plantes étudiées

1- La famille des Astéracées

1-1- Description, distribution et classification systématique
La famille des Astéracées ou des composées est une famille trés vaste de plantes
dicotylédones qui comprend environ 1000 genres, pour un nombre d’especes estimé a environ
2500. Elle est répandue dans le monde entier, principalement, dans les régions tempérées et

rarement dans les zones floristiques humides (Philippe, 2008 ; Beltrame, 2007).

Figure 1. Distribution des plantes de la famille des Astéraceae dans le monde (Filleul,
2019)

Les plantes de cette famille sont des plantes herbacées €rigées ou grimpantes, vivaces,
parfois des arbustes et trés rarement des arbres (Philippe, 2008 ; Spichiger et al., 2004). Les
feuilles sont alternes, opposées ou verticillées, simples, parfois profondément lobées ou
découpées, dépourvue de stipule, a bords entiers a diversement dentés, a nervation généralement
pennée ou palmée (Judd et al., 2002). Inflorescence en capitule formée de petites fleurs
individuelles, d’un involucre de petites bractéoles vertes et parfois d’un involucre secondaire de
bractées colorées (Philippe, 2008). Fleurs de type floral 5s/5p/5st/2c caractérisées par des
sépales profondément modifies, formant un Pappus composé de 2 a nombreuses écailles arétes
ou soies, persistantes, parfois soudées, pouvant étre capillaires, velues, courtement barbues ou
plumeuses. Pétales au nombre de cing, sont soudés entre eux et a 1’ovaire, formant soit une
corolle actinomorphe et tubulaire, soit une corolle zygomorphes bilabiée, soit une corolle
zygomorphe allongée en languette se terminant par cinq petites dents (Judd et al., 2002). En
générale a cinq étamines soudées, d’une part, a la corolle, par la base de leur filet et d’autre part,
entre elles par leurs anthéres (Raven et al., 2003; Guignard et Dupont, 2004). Ovaire infére a
placenta basale et surfaces stigmatiques couvrant la face interne ou réduite a 2 bandes marginales

(Judd et al., 2002). Fruit, appelée akene, généralement surmonté d’un Pappus prévenant du
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développement du calice aprés fécondation. Graine a embryon droit, sans albumen (Spichiger et
al., 2004).
Les plantes de la famille des Astéracées sont classées comme suit (tab.1) :

Tableau 1. Classification systématique de la famille des dstéracées (Tela botanica)

Régne FPlantae
Embranchement Epermatoplviae
Sous-embranchement Angiospermae
Classe Dicatvledonae
Sous-classe Asteridae
Ordre Asierales
Famille Asteraceae

1-2- Utilisations et intéréts économigques

La famille des Astéracées est une grande famille du monde végétal, elle est connue par sa
richesse en métabolites secondaires bioactifs, parmi les plantes appartenant a cette famille, on
retrouve des espéces cultivées pour la production d'huile (a usage alimentaire et industniel), pour
la consommation humaine et animale, 4 usage omementale et surtout i usage thérapeutique,
quelques utilisations d'espéces de cette famille sont présentées dans le tableau 2.

Tableau 2. Usages de certaines espéces de la famille des Astéracées.

Espéces Utilisations Reéferences
Artemisia herba-alba Asso. -Traitement du diabéte sucré, la Twraij et Al-badr, 1988
diarthée, les douleurs abdominales et | Gharabi et Sand, 2008
I'inflammation du tractus gastro- Houmani et al., 2004
intestinal.

-Antiseptiques, vermifuges ct
antispasmodiques.
-Alimentation animale

la marguerite, le dahiia, le zinnia, Caussen et Leroy, 1982
le cosmaos, le chrypsanthéme et -Utilisees comme plantes

laster omementales

Lactuca sativa (Laitue) Caussen et Leroy, 1982
Cynara cardunculus { Artichaut)

Cichoriwm intvius (Chicoree) -Utilisees comme plantes

Cichorium endiva {Endrve) alimentaires

Artemisia dracunculus (Estragon)
Helianthus anmuy { Tournesol)

Centaurea pungens Pomel -Traiter des maladies Yasser et all, 2018
cardiovasculaires

Pulicaria incisa - Trartement des maladies du coeur et | Elmann et af., 2012
comme un agent hypoglycemiant et
hypocholestérolémiant.
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Pulicaria dysenterica -Utilisée comme astringent et contre | El-Abed et al., 2010
la diarrhée Mohamed vall, 2009
-Utilisée dans la dysenterie, la gale et
d'autres troubles cutanés

Pulicaria odora - Utilisée comme un agent anti- Hanbali et al., 2005
inflammatoire

Pulicariaundulata -Utilisée comme inhalateur pour El-Abed et al., 2010
soulager la congestion nasale et Mohamed vall, 2009

bronchique associée avec le rhume

Pulicaria jauberti -Uutilisé comme diuritique Algabr et al., 2010
-Soigner la fiévre, antibactérienne,
antifongique, antipaludique et
insectiside

1-3-La plante Pulicaria arabica(L).Cass
1-3-1-Description botanique
Pulicaire arabique est une plante odorante, a tiges longs d’un pied et demi, plus ou moins
dressées ou ¢étalées, trés rameuses, a rameaux tres longs, étalés, divergents, et pubescents. Les
feuilles sont alternes, sessiles, amplexicaules, oblongues, molles, trés pubescentes sur les deux
faces, d’un vert pale, recourbées, pliées en goutticre, point crépues ni ondulées, a base élargie et
échancrée en cceur, a bords treés entiers ; Les calathides sont terminales, paniculées, larges
d’environ quatre a cinq lignes, hautes de trois a quatre lignes, courtement radiées, composées de
fleurs jaunes ; Au-dessous de chaque calathide terminale naissent un ou plusieurs rameaux qui
se terminent par des calathides plus tardives et se ramifient ensuite de la méme maniére.
L’ensemble forme la panicule. Celle-ci est hérissée de longs poils blancs, campanulée, un peu
supérieure aux fleurs du disque, formée de squame nombreuses, inégales, plurisériées,
imbriquées, linéaires-subulées, a partie inférieure appliquée, linéaire, sub-coriace, a partie
supérieure appendiciforme, inappliquées, mais dressée, subulée, foliacée; Les corolles de la
couronne ont le tube long, et la languette plus courte que le tube, oblongue, tridentée au sommet;
les antheres ont de longs appendices basilaires membraneux, laciniés ou divisés en longs filets
piliformes; L’aigrette extérieure est cupuliforme, dentée supérieurement et 1’intérieure est
composée de squamellules peu nombreuses, unisériées, distancées, filiformes, paraissent nues,
c’est-a-dire non barbelurées, parce que les barbelures qui garnissent les bords sont réduites a des

crénelures si peu saillantes qui ne sont visibles qu’a I’aide d’une loupe (Cuvier, 1826).

W
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1-3-2-Classification classique
La plante Pulicaria arabica est classée comme suit (tab.3).

Tableau 3. Classification systématique de 1’espeéce Pulicaria arabica (Tela botanica)

Régne Plantae - s E

Division Magnoliophyta H
Classe Magnoliopsida a

Ordre Asterales EEE o -

Famille Asteraceae ;

Genre Pulicaria !
Nom binomial Pulicaria arabica Figure 2 : Photo de la plante

Pulicaria arabica (K. Rebbas, 7.6.2017)

1-3-3-Habitat et répartition géographique

Pulicaria est le troisiéme genre le plus important dans la tribu lnuleae, il renferme 85
especes distribuées en Europe, nord d’Afrique et I’ Asie (Coutinho et al., 2011).

Pulicaria arabica est une espece endémique saharienne, répandue en Afrique (Algérie,
Maroc, Tunisie, Libye et Soudan) et en Asie (Afghanistan, Cyrus, Egypte, Iran, Irak, Palestine,
Jordanie, Liban, Syrie, Turquie, Turkménistan et Pakistan) (Cuvier, 1826 ; Boulos, 1999 ;
Rechinger, 1963).

1-3-4-Propriétés et Utilisation
La poudre de Pulicaria, appelée tanetfirt ou tanteterf au sud Algérien, est utilisée
traditionnellement comme sternutatoire, par prise nasale, dans les traitements de certaines
maladies O.R.L et des céphalées (Bellakhdar, 1997). Elle est également utilisée pour traiter les
troubles digestifs (Mossa et al., 1987). De plus, une étude menée par Yusufoglu (2014) a montré
que cette plante a des propriétés analgésique, antipyrétique, anti-inflammatoire, hépato

protecteur et néphrétique.

1-3-5-Composition chimique
Des ¢études phytochimiques antérieurs, réalisées sur I’espece Pulicaria arabica, ont permis
d’isoler et d’identifier des composés flavonoiques (El-Negoumy et al., 1982, Malek et al.,
1988), des composés terpéniques (Hafez et al., 1987,Al1-Hazimi,1992) et des huiles essentielles
(Djermane et al., 2016).Ces composés et leurs structures sont représentés dans le tableau 4 et les

figure 3 et 4.

-
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Tableaud. Structure des Flavonoides extraits de Pulicaria arabica.

Composé R1 R2 R3 R4 R5 R6 Structure

Quercetagetin3,7-diméthyl CH3 H H CH3 H -
éther

/
méthyl éther ( )T
Quercetin3-glucoside Glu H H H H - a_\ / .

0R5

Quercetagetin3,5,7-trimethyl CH3 | CH3 H CH3 H -
éther OR, /L(_)j/\
Quercetagetin3,5,7,3’-tetra CH3 CH3 H CH3 | CH3 - Hk

Quercetin-3-glucuronide Gluc H H H H -
Quercetagetin3’,4’-diméthyl H H H H CH3 | CH3
éther

Quercetagetin3, 5, 6, 7,3°- CH3 | CH3 | CH3 | CH3 | CH3 H
pentamethylether

Quercetagetin,3,5,6,7,4’- CH3 CH3 | CH3 | CH3 H CH3
pentamethylether

R | p-OH.H [ p-oCcH3H [ p-OCH3.H [ «-OCH3,H | OH

R’ OH OH OAc OAc OH
R H|] H | OH | OAc | OAc OAc OAc
RI |HJ| Ac | Ac H Ac H CH3

R21]O]J O] O O O |o-OHH] O

Dérivés de Caryophyllene (Diterpéne)

MI (Triterpéne)

Figure 3. Structure des terpénes extraits de Pulicaria arabica

o ¢
“ ')\\
2-Isopropyl-5-methyl-9-methylene- o- cadinene
Bicyclo (4.4.0) Dec-1-ene.
. H

I
/

p- Bourbonene o-Murolene p-Ocimene

Figure 4. Structure des composés majoritaires des huiles essentielles de Pulicaria arabica
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2-La famille des Brassicaceae

2-1-Description, distribution et classification systématique

La famille des Brassicaceae, appelée aussi Cruciferes (Crucifereae), est une famille de
plantes dicotylédones qui regroupe un nombre important d’espéces estimé environ 4000,
appartenant a 400 genres, distribués dans le monde entier, mais la majorit¢ de ces especes
préferent les régions froides principalement les régions de I’hémisphére nord, et certaines sont
parfaitement adaptées dans des milieux particuliers comme le désert et les montagnes (Ozenda,
1977 ; Quezel et Santa, 1963 ; Rafael et Elena, 2005 ; Al-Shehbaz et al., 2006 ; Avato et al.,
2013, Dupont et Guignard, 2007).

[ =

Figure 5. Distribution des plantes de la famille des Brassicaceae dans le monde.
(https://www.plantes-botanique.org/famille_brassicaceae,2006)

Les plantes de la famille des Brassicaceae sont essentiellement des plantes herbacées, tres
rarement sous-arbrisseaux ou arbustes a racine pivotante. Les Feuilles sans stipules, souvent
alternes ou toutes a la base, rarement ligneuses, parfois succulentes ou €pineuses. Cette famille a
une importante homogénéité dans le genre de fleur et le modele de fruit. Les fleurs comportent
des pieéces non soudées : quatre sépales libres, en alternance, quatre pétales libres (corolle
dialypétale). Le nombre et la disposition de ces pieces sont tellement constants et remarquables
que I’on avait donné le nom de cruciféres a la famille. Les fruits du type de la silique
comprennent deux loges séparées par une cloison médiane qui porte les graines. Les grappes
florales, de type indéfini, n’ont pas de bractée. Elles sont souvent odorantes de couleur vive,

attractifs pour les insectes (Ozenda, 1977 ; Quezel et Santa, 1963).
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La position taxonomique de la famille des Brassicaceae est comme suit

Tableau 5. Classification systématique de la famille des Brassicaceae (Tela botanica)

Régne Plantae
Embranchement Spermataphyice
Sous embranchement Angiospermae
Classe Dicorpledonae
Sous-classe Gamopeiales
Ordre Brassicales
Famille Brassicaceae

2.2~ Utilisation et intéréts économigues

De nombreuses espéces de la famille des Brassicaceae possédent une valeur économigue
importante, & la fois omementale, horticole, oléagineuse, condiment et comme fourrages ou
aliments fourrages (Al-Shehbaz al., 2006).

Tableauh. Usages de certaines espéces de la famille des Brassicaceae.

Espéces Usages Références

Brassica oleracea -Utilisée en cataplasme contre toutes les Bellakhdar, 1997
maladies des reins

Chudneva africana -Tranter des maladies de la peau en usage | Bellakhdar, 1997

xi clange 'eC Lawsani

exteme {me angée avee Lawsonia Smadi, 2006
inermis (Henne)).
-Traiter les maladies de l'intestin

Ervzimum cheranthoides -Soulager les figvres Lei et al., 1998
-Traiter les maladies cardiagques

Lepidium sativum -Traiter la sténlité. Bellakhdar, 1997

Sinapis alba

Lepidiuwm sativem L. -Traiter des maladies respiratoires Yasser et al., 2018

Savignya fongisivia

Moretia canescens

Erysimum officinalis -Utilisées comme plantes fourragéres Laugme, 196

Diplotaris acris (paturage des dromadaires)

Farestra ramosizssima

Zilla spinosa

Brassica nigra Troyver, 2001

Brassica juncea

Sinapis alba, -Utilisées comme condiments

Armaoracia rusticana

Diplataxis harra

Enirema wasabi

Les alyssons {Alvssum ou Lobularia) -Utilisées comme plantes omementales, Skandrani, 2007

Les girofles ( Evpsimum) ({zatis finctoria)
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2-3-La plante Erucaria uncata (Boiss.) Asch. & Schweinf.
2-3-1-Description botanique
Herbe annuelle trés rameuse, feuilles pennatiséquées, fleurs violet pale assez grandes
(10-15mm), siliques longues de 1-3 cm, cylindriques, £ courbées en crochet. article
inférieur cylindrique, a 1-4 graines pendantes et subdéhiscents ; le supérieur a 2-4 graines
dressées et indéhiscent, 2-3 fois plus long, progressivement rétréci et récurvé. Plante est

assez rare des paturages désertiques (Quezel et Santa, 1963).

2-3-2-Classification classique
La plante Erucaria uncata est classée comme suit (tab.7) :

Tableau 7. Classification systématique de ’espece Erucaria uncata (Tela botanica)

Régne Plantae
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida

Ordre Brassicales

Famille Brassicaceae

Genre Erucaria

Nom binomial Erucari auncata

Erucaria uncata(K.Rebbas 6.3.2017)

2-3-3-Habitat et répartition géographique
Erucaria est un genre appartenant a la famille des Brassicaceae qui pousse
principalement dans les régions tempérées et comprenant les mauvaises herbes, les 1égumes, les
plantes de jardin et les fleurs sauvages (Abdelshafeek et al., 2011). C’est une espece treés rare

poussant dans les paturages désertiques (Quezel et Santa, 1962).

2-3-4-Propriétés et Utilisations
Les plantes de la famille des Brassicaceae sont généralement utilis€ées pour le traitement
de plusieurs maladies en raison de leurs divers effets pharmacologiques anticancéreux,
antibactérien, antifongique, antirhumatismale et antidiabétique (Marzouk et al., 2016).
Selon la bibliographie, seulement trois espéces appartenant au genre Erucaria ont été
décrits pour ces effets pharmacologiques : Erucaria hispanica, Erucaria microcarpa et Erucaria
pinnata (Hashem et al., 1999 ; Marzouk, 2016 ; Zakhary et al., 2020). Cependant, les travaux

concernant I’espéce Erucaria uncata sont rares.
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2-3-5-Composition chimique
Selon la bibliographie, la plante Erucaria uncata est citée comme une plante fourragere.
Son caractérisation chimique n’a pas encore été étudiée. Il existe en fait que 4 études chimiques
qui ont été réalisées sur trois espéces du méme genre de cette espece.
Une étude, réalisée sur 1’extrait méthanolique de la partie aérienne de I’espéce Erucaria

hispanica (L.) Druce, a décrit 1'isolement de 13 composés de flavonoides (fig. 7) (Marzouk,

2016).
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Figure 7 : Structure des flavonoides extraits de 1’espéce Erucaria hispanica

Une autre étude sur les huiles essentielles de la partie aérienne de 1’espece Erucaria
hispanica (L.) a permis d’identifier 13 composés dont les composants majoritaires sont : acide
palmitique (36,7%), cyclohexanoldodecyl (11,2%), 11,14,17-Eicosatrienoic acid, methyl ester
(9,1%), acide linoléique (7,5%) et phytol (5,6%) (Al-Mazroa et al., 2015).
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Acide linoléique Methyl 11,14,17-eicosatrienoate
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Figure 8. Structure des composés majoritaires des huiles essentielles de I’espéce Erucaria microcarpa

Une troisiéme ¢étude faite sur la partie aérienne d'Erucaria microcarpa a démontrée
I’isolement de: quatre flavonoides (Quercétine-3-O-galactoside, lucénine-1, robinetine et
isorhamnetin-3-O-galactoside), deux stéroides (Lanostérol et stigmasta-5, 22-dién-3-o0l acétate),
ainsi que deux coumarines (Corylidin et 2,3-dihydroxy-dihydrosubrosin) (fig. 9) (Hashem,
2007).
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Lanostérol Stigmasta-5, 22-dién-3-o0l acétate

Corylidin 2,3-dihydroxy-dihydrosubrosin

Figure 9. Structure des métabolites secondaires extraits de 1’espéce Erucaria microcarpa

Une quatrieme étude réalisée sur I’extrait de méthanol 70% de la partie aérienne de
I’espéce Erucaria pinnata a permis d’isoler et d’identifier 20 composés de flavonoides (tab. 8)

(Zakhary et al., 2020).

Tableau 8. Le contenu en flavonoide (mg/100gm) isolé de I’extrait Méthanol (70%) d’Erucaria pinnata

Flavonoides Concentration
Luteo.6-arabinose8-glucose 490.9
Luteo.6-glucose8-arabinose 25.038
Apig.6-arabinose 8-glactose 38.76
6-rhamnose8-glucose 72.499
Apig.6-glucose8-rhamnose 198.69
Luteo.7-glucose 7.3636
Narengin 25.557
Rutin 2412
Hespiridin 75.066
Apig.7-o-neohespiroside 5.7446
Kamp.3,7-dithamnoside 7.5999
Apig.7-glucose 2.1073
Quercetrin 34.823
Quercetin 49.671
Naringenin 2.4948
Hespirtin, 5.9607
Kampferol 4.2185
Rhamnetin 0.8569
Apegnin 2.3036
Acacetin 19.11
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3-La famille des Thymelaeaceae
3-1- Description, distribution et classification systématique
La famille des Thymelaeaceae est une petite famille de plantes dicotylédones qui regroupe
environ 1200 espéces (Ferrari, 2002), appartenant a 67 genres, répandus dans les régions
tropicales et tempérées de la planéte, en particulier en Afrique, alors elles sont absentes dans les

zones froides (Van der Bank et al., 2002 ; Borris et al., 1988 ; Galicia-Herbada, 2006).

=, AV
e o hk

Figure 10. Distribution des plantes de la famille des Thymelaeaceae dans le monde.

(https://www.plantes-botanique.org/famille Thymelaeaceae, 2016)

Les plantes de la famille des Thymelaeaceae sont des arbustes ou plantes herbacées a des
feuilles alternes ou opposées, souvent coriaces et persistantes. Inflorescences trés variables.
Fleurs hermaphrodites dioiques ou polygames, 4-5 meéres, a calice tubuleux. Etamines 8-10
insérées sur 2 rangs. Ovaire uniloculaire en général uniovulé. Fruit sec ou drupacé monosperme
(Quezel et santa, 1993).

Dans les zones au climat méditerranéen, les Thymelaeaceae sont représentées par deux
genres Thymelaea et Daphne dont le genre Thymelaea comprend une trentaine d’espéces
d’arbustes (Kadri et al., 2011 ; Bruneton, 1999). Thymelaea hirsuta constitue 1’espece la plus
typique du genre Thymelaea (Ressigle et al., 1987). Les plantes de la famille des Thymelaeaceae
sont calcées comme suit :

Tableau 9. Classification systématique de la famille des Thymelaeaceae (Tela botanica)

Reégne Plantae
Embranchement Phanérogames
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Equisetopsida
Sous-classe Rosidae

Ordre Malvales
Famille Thymelaeaceae

=
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3-2-Utilisation et intéréts économiques
En phytothérapie, les plantes de la famille de Thymelaeaceae sont largement indiquées
dans la médecine traditionnelle. Quelques utilisations d’especes de cette famille sont présentées

dans le tableau 10.

Tableau 10. Usage de certaines espéces de la famille des Thymelaeaceae

Espéces

Utilisation

Références

Thymelaea
microphylla

-Traiter des blessures et de diverses dermatoses
: érysipele, cancer de la peau, boutons et abceés.
-Traiter la stérilité et 1’ictére

Boukef, 1986

Thymelaea lythroides

- utilisée contre le mal de vessie et des reins,

le froid, les rhumatismes et le mal de dos,

les migraines et la fiévre, les enflures et les
fractures, l’inflammation des yeux et de la
prostate, le diabéte, les abces, diverses douleurs
comme celles de I’estomac, de I’intestin gréle et
du gros intestin et les otites.

-utiliser en cosmétologie pour les soins des
cheveux.

Dohou et al.,2004

Daphne gnidium

-Traiter des leucémies, des tumeurs, contre la
scléroseenplaque et le sida

- Utilisée comme purgatif,
antiseptique et cicatrisante
-Traiter de la syphilis et des affections
dartreuses.

-Indiquée pour soigner les maux de dents et
contre 1’hépatite

diurétique,

Vidal et al., 2012
Chaabane et al.,2014
Botineau, 2015
Bruneton, 1987
Bellakhdar et al., 1991
Borris et al., 1998
Nowik, 2005

Ziyyat et al., 1997

-Utilisée comme hypoglycémiant et pour le
traitement des maladies de la peau surtout
d’origine vénériennes, dans les avortements,
dans les teintures pour textiles et les cheveux et
dans les soins capillaires

3-3- La plante Thymelaea hirsuta Endl.

3-3-1-Description botanique
Plante vivace a Feuilles pubescentes en entier ou au moins sur une de leur face,
trés petites densément imbriquées, coriaces ovoides aigués, glabres en dessous, pubescentes-
laineuses en dessus ainsi que les tiges. Fleurs 2-5 au sommet des rameaux a calice
rapidement caduc, jaunatre, polygame. Périanthe a 4-5 divisions en général persistant, verdatre
ou jaunatre. Etamines 8-10 sur 2 rangs. Ovaire uniloculaire a 1 style. Fruit sec ou charnu,
monosperme. Plante des Sables et paturages. Elle est trés commune en Algérie (Quezel et

Santa, 1962-1963).

-
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3-3-2-Classification classique
La plante Thymelaea hirsuta est classée comme suit :

Tableau 11. Classification systématique de I’espéce Thymelaea hirsuta (Tela botanica)

Régne Plantae

Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Malvales

Famille Thymelaeaceae
Genre Thymelaea

Nom binomial Thymelaea hirsuta

Figure 11:Photo de la plante
Thymelaea hirsuta (K.Rebbas, 3.3.2017)

3-3-3-Habitat et répartition géographique
Thymelaea est un genre comprenant environ 30 especes appartenant a la famille des
Thymelaeaceae, distribués dans les 1les Canaries, la région méditerranéenne, le nord de I’Europe
centrale et I’est de 1’Asie centrale, dont 1’espéce Thymelaea hirsuta est d’origine du nord
d’Afrique (Kawano et al., 2007, Trigui et al., 2013). En Algérie, cette espéce est répartie dans

les régions semi-arides (Ziani et al., 2015).

3-3-4-Propriétés et Utilisations

Thymelaea hirsuta est une plante vivace et fait partie de la famille des Thymelaeaceae,
appelée «Methnane» en Algérie, cette plante posséde une valeur économique importante en tant
que plante médicinale et source des fibres (El-Keblawy et al., 1997). En médecine
traditionnelle, la décoction de la partie aérienne de Thymelaea hirsuta est utilisée dans le
traitement de la maladie de diabete, elle est utilisée également comme antiseptique et pour le
traitement de 1'hypertension, la toux et des problémes respiratoires (Le Floc’h, 1983 ; Kawano
et al.,2007; Amari et al., 2014 ; Azaizeh et al., 2003). De plus cette espece est indiquée comme
purgatif dans le traitement des maladies de peau (Said et al., 2002). En outre, nombreuses
études scientifiques ont montré que 1’espéce Thymelaea hirsuta a des propriétés biologiques a
savoir : anti-mélanogénése, hypoglycémique, anti-diabétique, anti-tumorale, antioxydante, anti-
inflammatoire, anti-hémolitique et antimicrobienne (Kawano et al., 2007; El Amrani et al.,
2010; Ziani et al., 2015, Djeridane et al, 2006 ;Miyamae et al., 2009 ; Zohra & Fawzia.,
2014 ; Trigui et al., 2013).

|
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3-3-5-Composition chimique
D’aprés la littérature, nombreuses recherches phytochimiques ont été effectuées sur la
plante Thymelaea hirsuta. Les principales métabolites secondaires ont été isolés et identifiés
dans les différents organes de cette plante comme les flavonoides (Nawwar et al, 1977 ;
Garcia-Granados et Saenz de Buruaga, 1980), les terpénoides (Brooks et al., 1990), les
coumarines (Saleh et al., 1965 ; Rizk et al, 1975 ; Garcia-Granados et Saenz de Buruaga,

1980) et les tanins (El-Beheiry, 2000) (fig. 12, 13 et 14).

HO” HO = ;
Stigmasterol B-Sitosterol Thymelol (Daphnorti)
p L ! |l
Campesterol Umbelliferone Scopoletin
| | 0'\“ 070
"“'-~,.| - CH}Q[;
i I-,::\ Ay
o HO P 0 O
Esculétine (Aesculetin) Daphnin Daphnorétine
Figurel2. Structure de quelques coumarines extraites de Thymelaea hirsuta.
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Figure 13. Structure de flavonoides extraits de Thymelaea hirsuta.
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Figure 14. Structure de terpénoides extraits de Thymelaea hirsuta.
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1-Activité antioxydante
L’activité¢ antioxydante d’une molécule pure ou des extraits est déduite de ses efficacités a

piéger les radicaux libres et donc a ralentir ou inhiber les processus de I’oxydation (Marec et al.,

2004).

1-1- Les radicaux libres

Les radicaux libres sont définis comme des espéces chimiques, un atome, parti de
molécule ou molécule qui portent un ou plusieurs électron (s) célibataire (s) non appariés sur leur
couche électronique externe (Goudable et Favier, 1999). Cela leur confére une grande
instabilité énergétique et une grande réactivité et donc une durée de demi-vie trés courte de
’ordre de 107°-107° secondes. En effet, ces radicaux auront toujours I’aptitude a remplir ses
orbitales par des électrons pour devenir plus stabilisés et donc ils vont se réduire en oxydant des
autres compos¢€s (Tessier et Marconnet, 1995 ; Koechlin-Ramonatxo, 2006).

Les radicaux libres sont produits naturellement au sein de notre organisme au cours des
fonctions physiologiques normales. Cependant, leur production peut étre augmenté sous 1’effet
d’autres facteurs extérieurs tels que les microorganismes, les polluants de l'air (N, NO,), les
métaux lourds, les pesticides, la fumée de cigarettes, 1’exposition prolongée au soleil (les rayons
ultra-violets), les rayonnements ionisants ainsi que les solvants organiques, les anesthésiques et
les xénobiotiques (Desmier, 2016 ; De et al,, 2002 ; Feinendegen et al., 1996 ; Foyer et al,
1994 ; Baribeau, 2010 ; Tessier et Marconnet, 1995). Deux grands groupes d’espéces réactives
dérivées d’oxygene moléculaire sont distingués et impliqués dans le stress oxydant : les espéces

radicalaires et les especes non-radicalaires (tab. 12).

Tableau 12. Les principaux types d’espéces réactives (Mercan, 2010)

Espéces radicalaires Espéces non radicalaires
Hydroxyle *OH Peroxynitrite ONOO
Alkoxyle L(R) O* | Hypochlorite “0Cl1
Hydroperoxyle HOO*® Hydroperoxide L(R) OOH
Peroxyle L(R) OO°* | Oxygene singulet 'AO,
Oxide nitrique NO* Peroxyde d’hydrogene H,0,
Anion superoxide 0, -
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1-2- Le stress oxydant

Le stress oxydatif correspond a ’incapacité de 1’organisme a résister aux attaques des
especes réactives de 1’oxygeéne (ROS) ou de I’azote (ERA) qui sont causées par le déséquilibre
entre la surproduction de ces especes et la capacité du systéme de défense antioxydant.
(Kcechlin-Ramonatxo, 2006 ; Halliwell, 2001).

Les dommages oxydatifs cellulaires causés par le stress oxydatif dans I'ADN, les protéines
et les lipides sont associés au développement de diverses pathologies graves, telles que le cancer,
le diabéte, la maladie d'Alzheimer, la maladie de Parkinson, les rhumatismes et les maladies

cardiovasculaires. (Favier, 2003-2006 ; Haleng et al., 2007).

1-3- Systeme de défense antioxydant
Un antioxydant est défini comme une substance capable de ralentir ou d’inhiber

I’oxydation d’un substrat oxydable: protéines, hydrocarbures, acides gras (Dekkers et al, 1996).

1-4-Principaux systémes antioxydants
Le systéme antioxydant comporte un ensemble de composants qui interagissent entre eux,
a différents niveaux : plasma, membrane ou cellule (Piquet et Hébuterne, 2007). 1l existe deux
classes de systémes antioxydants :
1-4-1-Systémes antioxydants enzymatiques (les endogénes)
Les systémes antioxydants enzymatiques comportent principalement les enzymes super
oxyde dismutase, catalase et glutathion peroxydase.
a-Superoxyde dismutase (SOD)
Les superoxydes dismutases sont des enzymes métalloprotéines qui représentent une des
premiers maillons dans la lutte contre le stress oxydant, permettant par une réaction de

dismutation de convertir ’anion super-oxyde (0,*) en oxygéne et en eau oxygénée.

(20, +2H'— 0, + H,0,)

Il existe seulement trois formes de I’enzyme SOD chez I’homme selon le métal contenu
dans sa structure : la SOD a cuivre et a zinc (Cu/Zn-SODI1) présente dans le cytosol et les
¢ythrocytes, la SOD a manganese (Mn-SOD2) dans la mitochondrie et la Cu/Zn-SOD3
extracellulaire, qui est sécrétée par les cellules musculaires lisses et constitue le systeme de
défonce antioxydant majeur de la paroi artérielle. Ce systéme est différent selon la localisation
chromosomique des génes, le contenu métallique, la structure quaternaire et la localisation

cellulaire (Johnson et Giulivi, 2005 ; Haleng et al.,2007; Goudable et Favier, 1997).
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b-Catalase
La catalase est une enzyme intracellulaire, localisée dans le cytoplasme et les
peroxysomes, synthétisée surtout au niveau des globules rouges et du foie. Elle permet de réduire
le peroxyde d’hydrogene (H,0O,) généralement produit par la SOD en molécule d’eau (H,O) et
en O, (Grune, 2002 ; Bouguerne, 2012).

2 HzOz — 2 Hzo + 02

c-Glutathion peroxydase (GPx)
Les glutathion peroxydases sont des enzymes tétramériques, présentes au niveau du
cytoplasme et des mitochondries dont la structure comporte du sélénium (Sélénoprotéine). Elles
permettent de réduire le peroxyde d’hydrogene (H,O,) en eau (H,O), en utilisant le couple

glutathion/ glutathion disulfure.

2 GSH + H,0, — GSSG +2 H,O

Elles permettent aussi de limiter des réactions radicalaires en chaine en réduisant les
peroxydes lipidiques instables en acides gras hydroxylés. Ce systeme ne fonctionne que si le
glutathion sulfide formé est d’une manicre continuelle réduit en glutathion, ce qui est assuré par
la déshydrogénation du glutathion par la glutathion réductase en présence de NADPH,H qui est
utilis¢ comme donneur d’électrons, ce dernier pouvant étre lui-méme régénéré par
I’intermédiaire d’un couplage métabolique avec la voie des pentoses phosphates.

La glutathion super oxydase est diminuée en cas de carence en sélénium. Leur dosage est
donc ne peut étre utilisé comme un marqueur d’une intoxication. Le facteur limitant sa synthése
est donc la teneur intracellulaire en sélénium. D’autres facteurs pouvant étre agir sur sa teneur
tels que I’insuffisance rénale et la cytolyse hépatique, car elle est surtout synthétisée au niveau

des reins et du foie (Lacolley et al., 2007 ; Haleng et al., 2007 ; Goudable et Favier, 1997).

1-4-2-Systémes antioxydants non enzymatiques (Les exogénes)
Les systemes antioxydants non enzymatiques sont apportés de 1’extérieur par exemple par

la nutrition.

a-Les vitamines
Les vitamines sont des substances organiques actives a trés faible dose, sans valeur
énergétique propre, notre organisme ¢étant incapable de les produire en quantité suffisante, elles

doivent étre apportées par 1’alimentation sauf certaines qui sont synthétisées par la flore
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digestives avec des quantités quelquefois suffisantes pour satisfaire les besoins quotidiens.
(Larbier et Leclercq, 1992 ; Ferry, 2013). Les vitamines sont classées en deux groupes selon
leur solubilité : les vitamines hydrosolubles et les vitamines liposolubles.
e Les vitamines hydrosolubles : sont solubles dans 1’eau, comportent les vitamines du
groupe B (B1 et B12) et la vitamine C, elles sont principalement des coenzymes.
e Les vitamines liposolubles : sont solubles dans les lipides, regroupent les vitamines A,
D, E et K, elles ont des modes d’action tres vari€s, plus complexes et moins connus que

pour les vitamines hydrosolubles (Dupin et al., 1992 ; Berruex, 1998).

b-Les caroténoides
Les caroténoides sont des substances synthétisés par des végétaux. Il existe plusieurs types
dans le groupe des caroténoides (plus de 600), mais les plus importants sont le béta-caroténoides,
I’alpha-caroténoides, la lutéine, la zéaxanthine et le lycopene, présentent particulie¢rement dans
les fruits et les 1égumes colorés en rouge ou orangés (Causse, 2004). Ces substances sont
bénéfiques pour la santé globale, notamment, pour améliorer le systéme immunitaire et I’activité

antioxydant (Fink et Mikesky, 2018).

c-Les oligoéléments
Les oligoéléments sont des minéraux, qui n’ingérent qu’a treés faible concentration pour les
réactions métaboliques des €tres vivants et ne sont présents dans notre organisme qu’en tres
faibles teneurs. Il s’agit des éléments qui doivent étre fournies par 1’alimentation, les plus
importants pour le corps humain sont le fer, le zinc, le cuivre, le sélénium, I’iode, le fluor et le
chrome. Ils sont indispensables a son fonctionnement normal. La déficience en oligoéléments a

des conséquences biologiques et cliniques (Razafimbelo, 2018 ; Ferry, 2013).

d-Les polyphénols
Les polyphénols, appelés ¢également composés phénoliques, sont des substances
proviennent spécifiquement des végétaux, regroupent un vaste ensemble d’especes (plus de
8000),aux structures variées, dont 1’élément structural de base est un cycle aromatique a 6
carbones, qui porte d’'un nombre variable du groupements hydroxyles (OH), libres ou engagés
dans une autre groupe chimique (glucide, ester, etherméthélique,...) (Vercauteren et al., 1998 ;

Hennebelle et al.,2004).

®
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Les polyphénols sont les antioxydants les plus présents dans la nature et aussi dans nos
assiettes (Menat, 2006). Ces composés sont classés en plusieurs familles selon le nombre et la
position des atomes de carbone du composé, la nature de leur squelette carboné et la
longueur de la chaine aliphatique attachée au noyau aromatique (Chira et al., 2008).

v Les flavonoides :

Les flavonoides sont des pigments naturels responsables de couleurs variées des plantes,
réparties en plusieurs familles (plus de 6000 composés), dont les plus intéressantes sont les
flavones et les isoflavones. Ils sont retrouvés dans les plantes trés colorées telles que les fruits
rouges (notamment du genre Citrus) et les 1égumes verts foncés, des boissons telles que le vin
rouge, le thé, le café et la biere et aussi dans plusieurs plantes médicinales (Causse, 2004 ;

Derbel et Ghedira, 2005).

Figure 15. Structure de base des flavonoides

Les flavonoides sont composés de cycles benzo-y-pyrone présentant plusieurs fonctions
hydroxyles et pour cela sont aussi nommés polyphénols. Ils peuvent étre classés en douze
groupes variés en fonction de la nature des différents substituant présents sur les cycles du
composé et en fonction du degré de saturation du noyau puranique central (Descheemaeker et

Provoost, 1999 ; Hopkins, 2003 ; Ghedira, 2005).

O EL
L]
Flavonol \
SO
T—

Anthocyvanidime Flavan-3-ol

Flavamnone

Figure 16. Structures de base des principaux flavonoides (Chira et al. ,2008).
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v Les Tanins :

Les tanins végétaux sont des substances poly phénoliques de structures variées, possédant
des poids moléculaires varis entre 500 et 3000.Ils ont en commun la propriété de tanner la peau
en cuir. En outre, ces substances ont certaines propriétés spéciales comme 1’aptitude de se
combiner avec les alcaloides, la gélatine et autres protéines (Catier et Roux, 2007 ; Sereme et
al., 2011). Les tanins sont trés abondants dans le régne végétal, on les trouve dans divers organes
mais particuliecrement sont plus accumulés dans les tissus agés ou d’origine pathologique
(Catier et Roux, 2007). Les tanins sont classés selon la nature des assemblages moléculaires en
deux grandes catégories : les tanins hydrolysables et les tanins condensés (Sereme et al., 2011).

= Les Tannins hydrolysables

Les tannins hydrolysables, appelés également les acides tanniques, sont des polymeéres de
I’acide gallique ou de 1’acide éllagique, ayant un poids moléculaire compris de 500 a 3000. Ces
composés peuvent étre dégradés par hydrolyse chimique ou enzymatique, libérant alors deux
parties, une partie non phénoliques qui peut étre un glucose ou un acide quinique et une partie
phénolique qui peut étre un acide gallique (cas des gallo tannins) ou un acide ellagique (cas des
ellagitannins).

Les tannins hydrolysables sont répondus chez les dicotylédones des parairies naturelles,
notamment, dans les jeunes feuilles d’arbres ou d’arbustes comme les tannins de Quercus
méditerranéens et tropicaux et les tannins d’Acacia, qui sont indiqués comme plantes
fourrageres. Cependant, ils sont présents avec des quantités faibles ou nulles chez les especes
fourrageres herbacées (Jarrige et Ruckebusch, 1995 ; Macheix et al., 2005).

* Les Tannins condensés

Les tannins condensés ou proanthocyanidols sont des polymeéres d’unités de flavan-3-ols
reliées entre elles par des liaisons carboniques fortes (C-C) le plus souvent 4->8 ou 4->6.
(Bruneton, 2009). Ces composés sont résistants a 1’hydrolyse contrairement aux tannins
hydrolysables, mais ils peuvent étre dégradés par les acides forts libérant des pigments des
anthocyanidines (Hopkins, 2003).

Les tannins condensés sont trés répondus dans certains végétaux consommeés ou indiqués
par I’homme, comme des fruits (pomme, prune, fraise ...) ou des boissons fermentées ou non
(thé, vin, cidre). On peut aussi les trouver dans certains mutants de mais des pigments rougeatres
ou phlopbaphénes qui sont des polymeres proches des tannins condensés mais dérivent dans ce

cas de flavane-4-ols. (Macheix et al., 2005).

x
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v" Les acides phénoliques

= Les acides benzoiques : les acides benzoiques sont les plus connus, ils sont trés

répandus dans le régne végétal (Charnay et Tourmeau, 2006), leurs structures différent

selon les hydroxylations et les méthylations sur le cycle benzoiques (Collin et Crouzet,

les végétaux,

2011).
= Les acides cinnamiques: ils sont trés abondants
particuliérement: 1’acide p-coumarique, D’acide caféique, [’acide férulique, I’acide

sinapique et ’acide 3, 4, 5 trihydroxycinnamique (Charnay et Tourmeau, 2006).

v"  Les stilbenes :

Ce sont des composés phénoliques ayant une structure de base composée de deux noyaux

benzéniques joints par un pont méthylene (C6-C2-C6) (fig. 17). Plus de 30 stilbénes et

glucosides de stilbénes sont abondants naturellement dans le régne végétal, Ils sont fabriqués par

les plantes en réponse a des attaques microbiennes (fongiques, bactériennes ou virales) (Collin et

Crouz, 2011 ; Chira et al.,2008).

Figure 17. Structure de base de stilbene

Les activités antioxydants de quelques exemples de composés phénoliques, isolés chez

certaines plantes et recensées dans la littérature, sont résumées dans le tableau 13.

Tableau 13. Exemples des composés phénoliques pourvus d’une activité antioxydant

Composés phénoliques Formule Exemple origine Références
d’antioxydant
| Isolé de Siintar et
Flavonoide | Flavone C;5 Hi¢Os5 Helichrysum al.,2013
I8 graveolens (Bieb.)
Apigénine
Ho. o J’ . Isolé de Aderogba et
Flavonone | C,;H,,0, L § ” Bauhinia monandra al., 2006
iu o " (Kurz)
Quercetin
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Isolé de Zhao et al.,
Flavanol Ci5 H 1406 "1 Camellia sinensis 2014
Flavonoide
OH ‘C’J
AN I Isolé de
Flavanone | C;s Ho,«*\”;*:!‘*'\o, Eriobotrya japonica Rashed et
H,,05 2o Butnariu,
~ OH
Naringenin 2014
E/‘ii ”
: "Yg‘.h Isolé de
*-vf%ri..« VU
Tannin CyHp O | M J ':E]IVJLV,&/-N Eucalyptus rostrata Okamura et
L I
Y e al.,1993
1,2,6-Tri-O-galloyl-
p-D-glucopyranose
o~
| Isolé de Senol et
Oy
Coumarine Ci» HgO,4 Angelica officinalis L. al.,2011
Xanthotoxin
M| Isolé de Abbas et
Stilbene 14 Hi205 - - Morus nigra L. al.,2014
wo—![ ))—
- oH
Resveratrol

2-Activité antimicrobienne
L'activité antimicrobienne in vitro est une mesure de I'efficacité d'un agent antibactérien
dans une solution. Elle exprime la sensibilit¢ d'un microorganisme a des principes actifs
(médicaments) de concentrations connues (Jawetz et al., 1973).
2-1-Les microorganismes étudiés
2-1-1-Bactéries
a-Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus (S.aureus), appelée également Staphylococcus doré, est une
bactérie pathogéne majeure pour ’homme. Elle est responsable de pathologies nosocomiales et

épidémiques contractés en milieu hospitalier. Elle est retrouvée de facon constante sur la peau et
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des muqueuses de I’homme et des animaux a sang chaud. Elle est donc aux premier loges pour
provoquer des toxémies telles que le syndrome de choc toxique, I’intoxications alimentaires et
les infections opportunistes (par exemple, un simple furoncle, endocardite et septicémie). Ce
large panel d’infection est li¢ au facteur de virulence de cette bactérie (Le Loir et Gantier,

2009 ; Bisognano, 2001).

b-Bacillus cereus

Bacillus cereus (B.cereus) est une bactérie de forme batonnet a Gram positive, sporulée et
aérobie-anaérobie facultatif, elle est fréquemment responsable d'intoxications alimentaires qui se
caractérisent par des symptomes diarrhéiques et des symptdmes émétiques (Anese, 2011). Elle
est rencontrée fréquemment dans le sol et dans les denrées alimentaires (céréales et d'autres
aliments). La conservation prolongée d'aliments cuits et chauds favorise, en milieu humide, la
croissance et la division de ces germes qui se propagent et produisent ensuite des toxines en
quantité suffisante pour déclencher une infection. Ainsi, Bacillus cereus est un germe qui peut
déterminer deux manifestions cliniques d'une méme toxi-infection alimentaire dont 1'une
ressemble a la maladie provoquée par Clostridium perfringens et l'autre a la toxi-infection

provoquée par le staphylocoque (Jacob, 1990).

c-Escherichia coli
Escherichia coli (E.coli) est un germe trés courant dans le tube digestif de I’homme et des
organismes a sang chaud. La majorité des souches sont inoffensives, contrairement a d’autres
sont pathogeénes, comme E.coli producteur de shigatoxines qui peuvent provoquer des maladies
graves causés par des intoxications alimentaires comme le syndrome hémolytique et urémique
(SHU). La contamination chez I’homme se fait principalement lors de ’ingestion des aliments
contamings tels que la viande hachée crue ou pas assez cuite, le lait cru, les 1égumes crus et les

graines germées contaminés (OMS, 2018).

d-Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa (P.aeruginosa) est considéré comme un germe pathogene
opportuniste, peu ou pas virulente chez les personnes sains, il provoque préférentiellement des
infections chez les personnes hospitalisés immunodéficientes ou fragilisées (malades sous
assistance respiratoire, hémopathies malignes, briilés, greffés, dge extréme de la vie, cancéreux,
malades en réanimation, dialysés, mucoviscidose...) (Hamze et al, 2004 ; Amine et al, 2008).

Apres Staphylococcus aureus et Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa présente le troisieme
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germe responsable d’infection nosocomiale (Berthelot et al, 2005). Il est trés répandu
notamment dans les milieux hospitaliers, elle peut également survivre et se multiplier dans des
environnements humides méme en absence de nutriments (par exemple, Siphons, éviers et
certaines solutions antiseptiques).

Les souches de Pseudomonas aeruginosa sont connus par leur résistance aux antibiotiques
anti-Pseudomonas (pénicillines/céphalosporines/monobactames, aminosides carbapénémes et
fluoroquinolones). La colistine (polymyxine E) présente fréquemment la dernieére thérapie
disponible vis-a-vis de P.aeruginosa, mais avec un risque non négligeable de la néphrotoxicité.
Cependant, 1'émergence actuelle d'isolats résistants a la colistine a accru les inquiétudes au

développement d'une pandémie de résistance (Barbier et Wolff, 2010).

2-1-2-Champignons
a-Candida albicans
Candida albicans (C.albicans) est I’espece de levure la plus fréquemment isolée et la plus
¢tudiée parmi le genre Candida. Elle est responsable d’environ 50% des candidémies. Cette
espeéce est commensale des tubes digestifs et peut coloniser également les voies génito-urinaires
et respiratoires. FElle provoque des infections mortelles notamment chez les sujets

immunodéprimés (Sabra, 2013 ; Kitahara et al., 2015).

b-Fusarium oxysporumf. Splycopersici
Fusarium oxysporum f. splycopersici (F.oxysporum) ¢’est une espeéce fongique largement
répandue dans le monde. Elle est ubiquitaire, présente dans tous les types des sols et sous des
divers climats (Blancard, 2009, Si Mohamed, 2017). Ce champignon cause des dégats
principalement au systéme racinaire de la tomate. Les formes infectieuses de ce champignon sont
les spores qui pénetrent et envahissent les tissus des racines. Ils se transforment en mycélium et
perturbent I’absorption d’eau et de minéraux par la plante. Le tissu vasculaire de la plante

affectée est d’apparence rouge brun et les feuilles jaunissent, flétrissent et meurent.

2-2-Les antimicrobiens
Les antimicrobiens font partie des médicaments qui sont utilisés pour détruire ou ralentir la

croissance des microorganismes.

®
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2-2-1-Les antibiotiques

Les antibiotiques ont la capacit¢ d’inhiber la croissance de microorganismes
(bactériostatiques) ou les tuer (bactércides) et que 1’on peut administrer par voie générales sans
affecter 1’hdte (Contrepois, 2006). L’action des antibiotiques peut s’effectuer selon différents
mécanismes qui dépendent de leur classe chimique (tab.17).

Les antibiotiques sont principalement fabriqués naturellement par les champignons, mais
parfois également par les bactéries. Cependant, la plupart qui sont utilisables en clinique

aujourd’hui sont semi-synthétiques (Hnich, 2007). Les antibiotiques sont classés en fonction de

leur structure chimique ou leur mode d'action.

Tableau 14. Les principales familles d’antibiotiques

Famille Sous famille Exemple Spectre d’activité Mode
d’action
Pénicilline M | Méticilline Staphylocoques
Pénicilline — — - -
Pénicilline G et | Pénicilline G Bacteries a G (+) et cocci
\Y Pénicilline V aG(-)
Beta- Pénicilline A Amoxiciline Bacteries a G (+), G (-) et
lactamines coceid G (-) Inhibiteurs de
Céphalosporine | Céfatrizine Cocci a G (+) et quelques | Ia
PGl Bacilles a G (-) transpeptidase
Céphalosporine | Céphalosporine | Cefuroxime Bacteries 4 G (+) et a G (-
PG2 )
Céphalosporine | Ceftazidine Bactéries a G (+) eta G (-
PG3 ) y compris Pseudomonas
Tetra- Tetracyclines Oxytetracycline | Nombreuses Bactéries a Inhibition de
cyclines G(+) la synthése des
etaG(-) protéines au
Chlamydia niveau des
Mycoplasmes ribosomes.
Bactéries a G (+) (sauf Inducteur
Aminosides Netilmicine streptocoques) et d’erreurs de
Aminosides Bactéries a G (-) decodage
Macrolides Erythromycine | Bactéries a G (+) et (-)
Macrolides - - - - sauf Enterobacter et Inhibition de
Lincosamides Lincomycine Pseudomonas I’elongation
Synergistines Dalfapristine par le site P
Bloquer la
Quinolones Quinolones Péfloxacine Bacilles a G (-) synthese
StaphylococcusNeisseria, | d’ADN
P .aéruginosa
2-2-2-Phytomolécules antimicrobiennes
Actuellement, plusieurs phytomolécules antimicrobiennes (composés phénoliques,

alcaloides, huiles essentielles) ont été décrites. Mais la plupart des études ont démontrées que les

huiles essentielles représentent les phytomolécules antimicrobiennes par excellence.

.
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v" Composés phénoliques et alcaloides :
De nombreuses études ont montré que les composés phénoliques et les alcaloides présentes
un potentiel significatif en tant qu’agent antimicrobiens. Le tableau 15 illustre quelques
exemples isolés chez certaines plantes ayant une activité antimicrobienne.

Tableaul5. Exemples des composés phénoliques et alcaloides a activité antimicrobienne

Composés Formule Exemple origine Références
d’antimicrobien
Antibactérien Cottigli et al,
7 et antifongique
Flavone CigHOs |- Isolé de 2001
Daphne gnidium L.
Flavonoide Anti’parasitaire
Isolé de
Flavonone Morinda Cimanga et al,
Cis Hi00 morindoides
2006
'/; oo Antimicrobien
'lWL\ \ Isolé de Aderogba et al.,
Flavonol C21H20012 ”U“I)\= ° o Croton 2013
WJ/L“ menyharthii
Myricetrin-3-O-
rhamnoside
OH ﬁ)
PPN Antimicrobien
‘ ‘ Isolé de Rashed et
Flavanone | C;sH;;0s |, “«o/“« Eriobotrya Butnariu, 2014
Jjaponica
Naringenin
A~ OH
| Antibactérien
HO._~_O_ols A :
T"“T SN0 | isolé de
Tannin C30Hy6012 Sy 21| Vaccinium Ho et al., 2001
OH A o G M vitis-idaealL
HO-T e A \OH
P!
NN Vo
OH
Procyanidin B2
o Antibactérien et Cottigli et
Coumarine CoHiO,4 Ho\\ilj‘:;j? antifongique al.,2001
— : 4
isolé de
Daphne gnidium L.
Daphnetin

.
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Alcaloides Antibactérien Karou et al.,
Cis Hio Isolé de 2005
Sida acuta

Quindoline

v" Les huiles essentielles :

Les huiles essentielles, appelées également essences, sont un mélange de substances
odorantes et trés volatiles synthétisées par des plantes aromatiques. Elles sont présentes en
petites quantités sous forme de minuscules gouttelettes dans différents organes végétaux : fleurs,
feuilles, peau des fruits, écorces, racines, rhizomes, graines et bois (Padrini et Lucheroni,
1996 ; Bruneton, 1999).

Les principales familles des plantes capables de produire des huiles essentielles sont : les
Abiétacees, les Cupressacées, les Lamiacées, les Myrtacées, les Lauracées, les Rutacées, les
Ericacées, les Astéracées, les Poacées et les Rosacées (Milpied, 2009). Elles sont souvent
localisées sur ou a la proximit¢ de la surface de la plante: cellules (Lauraceae ou
Zingibéraceae), poils sécréteur (Lamiaceae), poches sécrétrices (Myrtaceae ou Rutaceae),
canaux sécréteurs (Apiaceae ou Asteraceae).

Les huiles essentielles renferment deux groupes : les terpénes et les composés aromatiques
beaucoup moins fréquents. Elles peuvent aussi renfermer des composés divers non volatils. Les
monoterpenes et les sesquiterpénes représentent les terpenes les plus volatils et les principaux
constituants des huiles essentielles (Bruenton, 1999). Les huiles essentielles ont de nombreuses
propriétés : antiseptiques, antinflammatoires, antihistaminique, circulatoires, antihématomes,
cicatrisantes, antalgiques, relaxantes ...etc. (Amand et Langlois, 2009). L’activité
antimicrobienne est la propriété la plus spécifique, elles ont un large spectre d’action vis-a-vis
des virus, des mycoplasmes et chlamydiae, des bactéries, des champignons y compris leurs
spores, les protozoaires, les mites et les insectes. Cependant, il a été noté que la forte activité est
exercée spécifiquement vis-a-vis des champignons filamenteux, les protozoaires et les mites en
comparaison a celle des bactéries et des levures (Inoye et Abe, 2007). Les composés des huiles
essentielles avec la plus grande efficacité et le plus large spectre antibactérien sont des phénols
comme le thymol, le carvacrol et I’eugénol, suivi par les alcools avec 10 atomes de carbone (ou
monoterpénols) dont les plus connus et les plus utiles dans de nombreuses infections
bactériennes sont les géraniols, linalool, thujanol, myrcénol, terpinéol, menthol et pipéritol. Les

aldéhydes sont aussi faiblement bactéricides, les plus fréquents utilisés sont le néral, le géranial,
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le citronnellal et le cuminal. Les principales activités des huiles essentielles (terpénes) collectées

de la littérature figurent dans le tableau 16.

Tableaul6. Exemple des terpénes a activité antimicrobienne

Terpeéne

Formule

Exemple
d’antimicrobien

Origine

Références

Mono terpéne

CioH 140

©OH

Thymol (phénol)

Antibactérien
isolé de

Thymus
kotschyanus Boiss.

Mohammed et al,
2009
Al-Bayati, 2009

CIOHISO

Citronellal (Aldehyde)

Antibactérien

isolé de

Eucalyptus globulus
Labill

Mulyaningsih et al.,
2011

C IOHZOO

oH

Menthol (Alcool)

Antimicrobien
Isolé de
Mentha longifolia L.

Al-Bayati, 2009

Diterpene

CZOHSOO

™
p [CD]
|

—

Ferruginol

Antibactérien
isolé de
Cryptomeria
Jjaponicabark

Li et al., 2008

Triterpene

C30H5002

on

o™

Betulin

Antibactérien et

anti- fongique

isolé de

Croton macrostachys

Tene et al., 2009

Sésquiterpene

Cis H»O

Curcuphenol

Antibactérien

Isolé de
Pseudopterogorgia
rigida

McEnroe et Fenical,
1978

:
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3-Activité anti-Alzheimer
3-1-La maladie d’alzheimer
La maladie d’Alzheimer est définie comme une pathologie multifactorielle neuro-
dégénérative du systeme nerveux central qui entraine une perte progressive des fonctions
mentales comme la mémoire, les compétences cognitives et comportementales (Jia et al, 2009 ;

Goshadrou et al., 2018).

3-2- Diagnostic
3-2-1-Diagnostic clinique
Le diagnostique clinique de la maladie d’Alzheimer (MA) ne pouvait étre que probable, il
repose sur des critéres cliniques du NINCDS-ADRDA (National Institute of Neurologic and
Communicative Disorders and Stroke-Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association).
I1 est généralement établi qu’a un stade évolué de la maladie (stade de démence) (Tillement et

al., 2012).

3-2-2-Examens paracliniques
» [’Imagerie par Résonnance Magnétique (IRM) :

Il s’agit d’une imagerie structurale, qui permet de voir le cerveau et donc une évaluation
d’une maniere plus sensible de la zone temporale interne appelée «hippocampe», qui est la zone
la plus séverement touchée dans la MA, elle permet également d’évaluer l'implication des
vaisseaux sanguins aux déficiences psychointelectuelles et de visualiser ces changements, en
outre, pour la matiére blanche est trés spécifique, sa signification sera envisager plus loin.
(Laterre, 2008 ; Selmeés et Derouesné, 2004).

* La Tomographie par émission de positons (TEP) :

Il s’agit d’'une imagerie fonctionnelle qui présente un excellent outil d’observation de
processus métaboliques du cerveau (Laterre, 2008). Elle consiste en réalit¢ a 1’injection des
substances biologiques radioactives chez le patient (glucose par exemple marquée par le fluore
18) (Selmeés et Derouesné, 2004 ; Marieb et Hoehn, 2014). Elle permet de mettre en évidence
un hypo-métabolisme et de visualiser des dépots amyloides. Ce marquage 1ésionnel montre une
avancée intéressante dans le diagnostique de la MA. (Selmes et Derouesné, 2004 ;Tillement et

al., 2012).

X
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» [’analyse du Liquide Céphalo rachidien (LCR) :

C’est une analyse réalisée par la méthode de dosage ELISA (Enzyme Linked Immuno-
sorbent Assay) a partir d’un prélévement de la ponction lombaire. Cette méthode permet de
mesurer la concentration du peptide AB42, la protéine T-tau et la protéine P-tau en position 18.
(Sarazin et al., 2011).

= Examen de laboratoire :

Un bilan d’examen biologique simple est recommand¢ a réaliser : un dosage de la TSH, un
ionogramme sanguin, une calcémie, une créatinine, et une numération formulaire sanguine
(FNS).Ce bilan peut étre compléter par d’autres examens selon le contexte clinique, il s’agit de
I’albumine plasmatique, le dosage de la vitamine B12 et vitamine B9, sérologie syphilitique et

sérologie VIH. (Belmin et al., 2016).

3-3-Traitement médicamenteux de la maladie d’ Alzheimer
3-3-1-Traitements actuels
Les anti-cholinestérasiques ou inhibiteurs des cholinestérases (Acétyl- cholinestérase et
butyrylcholinestérase) représentés par le donépézil, la rivastigmine et la galantamine et les
antagonistes des récepteurs de la N-méthyl-D-aspartate (NMDA) représentés par la mémantine
sont les seules médicaments qui ont été actuellement approuvés pour un traitement
symptomatique de la maladie d'Alzheimer, ils ont été étudiés dans de nombreux essais cliniques

(Parnetti et al, 2007 ; Hommet et al, 2016).

a-Les anticholinestérasiques

L’Alzheimer c¢’est une maladie qui se caractérise par des l€sions au niveau du cerveau
(plaques amyloides et dégénérescences neurofibrillaires). Ces I€sions s'accompagnent par une
diminution de [D’acétylcholine. L’acétylcholine est un neurotransmetteur, son rdle est de
permettre aux neurones de la mémoire de communiquer.

Les substances anticholinestérasiques sont pour action d’inhiber de cette molécule (tab.17).
Elles sont utilisées chez les patients dans les formes légeéres a modérément séveres, elles ont
montré leur efficacit¢ dans le domaine de la cognition. L’entourage du patient remarque
généralement une amélioration globale du comportement et des gestes quotidiens. En revanche,
il n’ya pas d’amélioration significative de la mémoire. Cependant, les médicaments anti
cholinestérases ont souvent des effets indésirables sur le systeme digestif (nausées, perte

d'appétit, diarrhée) (Brugman et Cotard, 2016).

*



Chapitre 2 Activités biologiques et Substances bioactives

Tableau 17. Anticholinésrérasiques utilisés dans le traitement de la maladie d’ Alzheimer (Afect, 2011).

Anticholinésrérasiques Identification/Prppriétes chimiques

2-[(1benzylpipéridin-4-yl)]-5,6-diméthoxy-2-3-
dihydro-1H-inden-1-one

Base:C24H29NO3

M,:379,5 g/mol

CAS: RN:[120014-06-4]

Ethylméthylcarbamate de 3-[(1S)-1
(diméthylamino) éthyl] phényle
Base ZC14H22N202

M;:250,3 g/mol

CAS RN:[123441-03-2]

4aS,6R,8aS)- 5,6,9,10,11,12- hexahydro- 3-
méthoxy-11-méthyl- 4aH-[1]benzofuro[3a,3,2-ef]
[2] benzazépin- 6-0l
Base ZC]7H21NO3
g M;:287.35 g/mol

Galantamine CAS RN: [357-70-0]

b-Les Antiglutamates

Cette catégorie thérapeutique est apparue en 2002 et ne contient qu’un seul médicament :
la mémantine, Ils sont utilisés chez les patients agés au stade modérément sévere de la maladie
d’Alzheimer, et visent a ploquer les récepteurs du glutamate, molécule responsable de la
stimulation toxique du systeme nerveux. Ils ont pour effet de retarder la perte de la fonction
cognitive et parfois méme d'améliorer la fonction cognitive de certains patients. Ils ont
également un effet positif sur les activités quotidiennes et les troubles du comportement. La
mémantine est également bien tolérée par les patients (Brugman et Cotard, 2016).

Tableaul8: Antagoniste utilisée dans la maladie d’ Alzheimer (Afect, 2011).

Antagoniste Identification/Propriété
™~ - I-amino-3,5-diméthyladamantane
Base :C12H21N

M;: 179,3018 mol/l
CAS RN:[19982-08-2]

Mémantine

3-3-2- Phytomolécules
La plupart des médicaments utilisés actuellement dans le traitement symptomatique de la
maladie d’Alzheimer peuvent avoir des effets secondaires indésirables et étre potentiellement
toxiques (Gali et Badjou, 2019). Pour cette raison, des recherches sur des nouveaux traitements

pour la MA se basent actuellement sur des inhibiteurs naturels soit de la BChE et/ou de ’AChE a
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qui sont généralement moins ou sans effets indésirables (Oh et al., 2004 ; Eldeen et al., 2005 ;

Mukherjee et al., 2007 ; Kivrak et al., 2009 ; Bekir et al., 2013).

a-Les alcaloides

Les alcaloides sont les premiers produits naturels d’origine végétale, utilisés comme
inhibiteurs de ’AChE telles que la galanthamine (isol¢ a partir de plantes appartenant a la
famille des Amaryllidaceae) et I'huperzine A (isolé¢ a partir du Clubmoss Huperzia serrata,
Lycopodiaceae) qui fait actuellement 1'objet d'essais cliniques pour le traitement de la maladie
d’Alzheimer (Briihlmann et al., 2004). Ces produits naturels agissent en inhibant I'AchE, ce qui
corrigera la carence en acétylcholine et améliorera ses niveaux dans le cerveau. Par conséquent,
le niveau d'acétylcholine augmente, ce qui est le premier signe du traitement de la maladie

d'Alzheimer (Heinrich et Theoh, 2004).

b-Les polyphénols
Nombreuses ¢tudes bibliographiques ont montrés que des produits naturels non alcaloides,
il s’agit des polyphénols et en particulier les flavonoides isolés a partir des extraits des plantes et
des algues ont des effets inhibiteurs efficaces vis-vis 1’acétylcholinestérase (AChE) et
butyrylcholinestérase (BChE). Le tableau 19 résume les principaux résultats obtenus dans ce
domaine.

Tableau 19. Exemples des poly phénols a activité anti-Alzheimer

Composés Sources L’enzyme cible Références

50-géranyl-5,7,20, 40-tétra- hydroxyflavone
Kuwanon U Isolé de
Kuwanon E Morus lhou L
Morusine
Morusinol
Néocyclomorusine
kuwanon C

I’acétylcholinestérase
la butyrylcholinestérase

Kim et al.,2011

Xanthones Isolé de
Qercetine Plantes
Gossypetine
Myricetine
Epicatechin-3-gallate

Briihlmann et
al., 2004

I’acétylcholinestérase

Sophoflavescenol

Isolé de
Sophora flavescens

I’acétylcholinestérase
la butyrylcholinestérase

Jung etal.,2010

Hisperdine

Hespertine

Narengine

Rutine

Lutéoline
Rosmarinique
Quercétine/ Apégénine

Kampférol/7-hydroxy flavone

Isolé de
Taonia atomaria

I’acétylcholinestérase
la butyrylcholinestérase

Aly et al.,2016
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4 -Activité anti-diabete

4-1- Le diabete sucré

Le diabéte sucré est une maladie définie comme une situation hyperglycémie chronique.
Elle est due a une déficience absolue de la sécrétion d’insuline ou a des effets insuliniques
insuffisants. Malgré les progres de son traitement, elle provoque des complications tels que les
Iésions dégénératives qui peuvent affecter de nombreux tissus, les gros et petits vaisseaux
artériels, les reins, 1’ceil, le systéme nerveux et le systtme immunitaire (Hennen, 2001 ; Dupin,
1992). Selon I’OMS, le diagnostique de diabéte peut étre retenu dans trois situations :

- Présence des symptomes de diabéte (polyurie, polydipsie et amaigrissement) et glycémie
mesurée a n’importe quel moment de la journée > 2g/1 ;

- Glycémie a jeun >1,26 g/l ;

- Glycémie deux heures apres ingestion de 75g de Glu >2¢g/1 (Philippe, 2014).

I1 existe deux principales catégories de diabete sucré, le type 1 et le type 2 :

4-1-1- Le diabéte de type 1(DT1) : il est également appelée diabete insulinodépendant ou
diabete juvénile. Il touche surtout les sujets jeunes (avant 20 ans). C’est une maladie d’origine
auto-immune qui représente environ 10% des cas de diabete. Elle se caractérise par une
hyperglycémie assez élevée, associée avec d’autre signes ; une glycosurie, une soif intense, une
diurése importante et un amaigrissement malgré une hyperphagie (Artigou et al, 2007 ;
Camelot et al, 2012). Dans ce type de diabete, les cellules B des ilots de Langerhans
productrices d’insuline sont détruites totalement ou partiellement par le systéme immunitaire
(Opsomer et de Leval, 2011 ; Camelot et al, 2012). Le traitement se base donc sur des
injections réguliéres d’insuline avec des doses devant étre adaptées au régime alimentaire et a
I’activité physique du malade afin d’assurer une glycémie normale (Camelot et al., 2012).

4-1-2- Le diabéte de type 2 (DT2) : il est également appelée diabéte non insulinodépendant
ou insulino résistant ou diabéte de la maturité. Il touche surtout les sujets adultes (apres 40 ans)
en situation de surpoids dans la plupart des cas de la maladie. C’est le type du diabéte le plus
fréquent, représente environ 90% des cas de diabétiques. Il se caractérise par une hyperglycémie
n’est pas chronique au début de la maladie, mais elle va le devenir avec le temps. Autre signes
sont aussi fréquemment observés; une hypertension artérielle et une hypertriglycéridemie
(Camelot et al.,2012; Artigou et al, 2007). Dans ce type du diabéte la cause majeure de la
maladie est la résistance des cellules cibles des tissus et organes périphériques a 1’insuline a
cause de ’absence ou I’insuffisance de récepteurs membranaires a I’hormone. Donc, la quantité

d’insuline produite par les cellules B-pancréatique n’est pas en cause (Camelot et al., 2012). En




Chapitre 2 Activités biologiques et Substances bioactives

plus, ce type du diabéte est trés souvent associé a 1’obésité (Vaccine et Licensed, 2010). Le
traitement ne peut donc compter sur des injections d’insuline, mais il consiste en une adaptation
du régime éventuellement assistée d’un traitement médicamenteux afin d’obtenir une glycémie

normale (Camelot et al., 2012).

4-2-Diagnostic du diabete sucré

Le diabete est jusqu'a présent défini par une glycémie a jeun a 1,4 g/l (7,7mmol/l) ou une
glycémie a n’importe quel moment de la journée supérieur a 2g/1 (11,1mmol/l) et ce a 2 reprises
ou une glycémie a la 2° heure de I’hyperglycémie provoquée orale (HGPO) >2g/l. Cette
définition a été remise en question en 1997. Des nouveaux critéres de diagnostic ont été proposés
par les experts de I'American Diabétes Association (I’ADA) :
- Glycémie a jeun > 1,26 g /1 (7 mmol / 1) et mesuré deux fois.
- Symptomes du diabete (polyurie, polydipsie, perte de pois inexpliqué) + glycémie quelle que
soit I’heure du prélevement compris post-prandiale >2g/1 (11,1mmol/l).
- Glycémie 2 h apres 75g de Glu per os >2g/1.
- L'hémoglobine glycosylée (HbAlc) n'est pas officiellement reconnue comme un indicateur de

dépistage du diabéte (Kotzki et al., 2001).

4-3-Traitements du diabete sucré
Le traitement médicamenteux du diabéte sucré dépend du type du diabéte et du degré de
déficience d’insuline.
4-3-1-Traitements médicamenteux
a-L’insulinothérapie
Le traitement du diabéte sucré de type 1 est basé sur I’insuline en administration
strictement controlée (Thiebauld et Sprumont, 2012). Le but de l'insulinothérapie est d’ajuster
la glycémie dans des valeurs normales afin de minimiser ou retarder les complications nocives
de la maladie sur les tissus et les organes cibles. Souvent, de nombreux ajustements sont
nécessaires pour trouver un équilibre entre la glycémie optimale et I'hypoglycémie D’autres
effets, métaboliques ou non, sont contribuent aussi aux bénéfices cliniques de I’insulinothérapie
(Ingels et al, 2006). L’insuline a un role majeur dans le maintien de 1’homéostasie du
métabolisme; il active la glycogéneése, la glycolyse, la lipogenése et la synthése protéique, et il

inhibe la gluconéogenése et la lipolyse (Zerriouh, 2015).

*
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b-Les antidiabétiques oraux

Les antidiabétiques oraux sont le plus fréquemment responsable au traitement des maladies
diabétiques de type 2. Ce traitement est basé sur quatre supports qui doivent étre mis a jour via
une plateforme éducative (hygiéne alimentaire, exercice physique, antidiabétiques oraux,
insuline et correction des facteurs de risque vasculaire) (Hirszowski et al, 2001). Les classes
médicamenteuses disponibles dans le monde sont :
- Les biguanides avec un seul principe actif, la metformine
- Les insulinosécreteurs avec deux classes : Les sulfamides hypoglycémiants et les glindines
- Les inhibiteurs des alphaglucosidases : Acarbose et Miglitol
- Les thiazolidinediones (glitazones)

- Les Inhibiteurs des DPP-4 (Gliptines)

4-3-2-Phytothérapie antidiabétique.

Selon I'Organisation mondiale de la sant¢ (OMS), on estime plus de 425 millions de
personnes atteintes de diabéte dans le monde en 2014. La prévalence de cette maladie progresse
trés rapidement dans les pays a revenu faible ou intermédiaire. L’OMS prévoit qu’en 2030, le
diabéte sera la 7e cause de décés dans le monde (OMS, 2020).

En Algérie, le nombre de malades diabétiques dépasse un million en 1993, plus de 2,5
millions en 2007 et peut atteindre 4.2 millions de la population en 2025 (Mesbah, 2010 ; Dali-
Sahi et al, 2012).

Un régime alimentaire sain, 1’activité physique, des médicaments, un dépistage régulier et
le traitement des complications permettent de traiter le diabéte et d’éviter ou de retarder les
conséquences qu’il peut avoir (OMS, 2020). Cependant, les colts ¢levés des soins pour la
population des pays pauvres, qui accedent difficilement aux médicaments modernes, orientent
les malades vers les remedes traditionnels a base des plantes médicinales (Benkhnigue et al.,
2014).

Nombreuses recherches ethnobotaniques ont été menées a travers le monde sur les plantes
médicinales utilisées dans le traitement traditionnel de la maladie du diabete. De méme beaucoup
des travaux ont été réalisés sur des substances bioactives purifiées issues de plantes a activité
antidiabétique. Dans le tableau 19 et les figures 18, 19 et 20 sont résumés les activités

antidaibétique de quelques substances bioactives.

X
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Tableau 20. Quelques plantes utilisées dans le traitement du diabéte

Daphne gnidium L.

Feuilles

Mon scientifigues Famille Partie utilisé Références

Ajugaiva (L.) Schrebr. Lamiaceas Plante sans racine | Rebbas et af, 2012
Calamintha afficinalis Moench (CO) Parties agriennes Eddouks et al, 2017
Artemizia herba-alba Astéraceae Partic a¢ricnne El Amrani et af, 2000
Cynara cardunculis

Thymelaea hirsuta Thymelacaceas Partic a¢ticnne El Amrani et al, 20010

Eddouks et al, 2017

Anabasiz articulata {Forssk)y Mog,
Chenopodium ambrosoides L.

Chenopodiaceas

Feuilles

Feuilles, fleurs

kambouche et al 2009
Eddouks et al, 2017

Mkhinza

Momardica charaniia L Cucurhitacear Fruits Rammal et al, 2009
Citrullus colocynihis (L.) Schrad Eddouks et al 2017
Lepidium sativam L. Brassicaceae Girame El Amrani et al, 2000
Erruca Sativa Mill. Parties acriennes Eddouks et al, 2017
Allium cepa Liliaceae Bulbes Goetzr & Ghedira.2012
Allim sativiam

Lingiber afficinale L. Lingiberaceae Rhizomes Akhani et af,, 2004
Citrus fimon L. Rutaceae Partie aénienne, Eddouks et al, 2017
Ruta gravealens Racines

Hammada scaparia Amaranthaceae La partie acnenne | Zerriouh, 2015

=
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Les composés sont isolées de : (1,2)Oriciopsis glaberrima ENGL, (3) Buthusmartensii Karsch, (4,5)
Pipersarmentosu oldhamiana,(7-8)Murrayakoenigii.

Figure 18. Exemples des alcaloides a activité antidiabétique (Yin et al., 2014)
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(8)Epicatechin OFL  (9)Epicatechin-(4/,8)-epicatechingallate oH

Les composés sont isolés de : (1) plusieurs espéces, (2) Terminaliasuperb, (3)green tea, (4)
P. madagascariensis, (5,6,7) Dioscorea opposita, (8,9)Rhodiolacrenulata
Figure 19: Exemples des phénols a activité antidiabétique (Yin et al., 2014)
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Figure 20. Exemples des flavonoides a activité antidiabétique (Yin et al, 2014)
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Chapitre 1 Matériel et Méthodes

1-Rappel des objectifs
Au cours de cette étude, nous nous sommes intéressés a étudier trois plantes médicinales et
fourrageres en réalisant une extraction des huiles essentielles et son caractérisation par GC/MS et
une préparation des extraits a 1’aide des solvants aqueux et organiques ainsi que des dosages des
polyphénols et des flavonoides de ces extraits. Ensuite, nous avons évalué ses activités

biologiques in vitro : activité antioxydante, antimicrobienne, anti-Alzheimer et antidiabétique.

2-Matériel
2-1-Matériel végétal
Le matériel végétal retenu dans le présent travail est représenté par trois plantes
médicinales et fourrageres récoltées pendant la période de floraison au Nord-Sud algérien par le
professeur Rebbas de I'université de M’sila : la plante Pulicaria arabica a été récoltée le 7 juin
2018, en amont du village Ghafsitaine (Nord de Maadid, Bordj Bou Arreridj) a 1049 m
d’altitude ; la plante Erucaria uncata a été collectée dans la région de Bou Saada (M’sila) le 6
mars 2018 et la troisieme plante Thymelaea hirsuta a été récoltée dans la région de Hammam
Dalaa (M’sila) le 3 mars 2018. Les plantes fraichement récoltées sont séchées pendant plusieurs
jours dans un endroit sec, aéré a I’abri de la lumiére et & température ambiante puis coupées en

petits morceaux et broyées finement et conservées jusqu’a ’utilisation.

2-2-Appareillage et produits chimiques
Les principaux appareils et produits utilisés au cours de notre travail sont :
= Appareils
Hydrodistillateur de type Clevenger, Rotavapeur de type (BUCHI, R215, Switzerland),
Lyophilisateur de type CHRIST alpha 1-4 LD PLUS, Lecteur de microplaque (Perkin Elmer,
Enspire), Etuve, Balance de précision, Vortex, Balance, Autoclave, Appareil de GC/MS (Agilent
7890A GC/5975C MSD).

=  Produits chimiques
Les produits chimiques utilisés dans ce travail proviennent de plusieurs firmes : les sels et
les réactifs de grade analytique proviennent tous de Sigma alors que les solvants sont obtenus
aupres de Biochem, Fluka, pharmacia, Merck, Panreac et prolabo : Méthanol, Dichlorométhane,
acétone, ¢thanol, FCR, Na,COs, acide gallique, (AI(NOs);, 9H,0),(CH;COOK), quercetin, DPPH,
a-tocopherol, BHA, BHT, K,S,0s, ABTS, FeCl,, ferrozine, EDTA, TCA, K3Fe(CN), FeCls,

N
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Chloroforme, B-caroténe, linoleic acid, Tween 40, Acétate d’ammonium, (Cu CI2, 2H20),
Neocupronin, (Na2HPO4,2H20), NaHCO3, NaOH, DTNB, ACI (Acetylthiocholineiodide),
BuCl (S-Butyrylthiocholineiodide), AChE, BChE, Galantamine, alpha-glucosidase, Acarbose.

2-3-Les souches testées
Les souches microbiennes ciblées pour évaluer I’activité antimicrobienne sont fournies par
I’institut Pasteur (Alger) et le laboratoire de mycologie du centre de recherche en biotechnologie
(Crbt) de Constantine. Elles sont choisies pour leur résistance a différents types d’agents
antimicrobiens, pour leur grande capacité a contaminer les denrées alimentaires et pour leur
pathogénicité.

» Bactérie a Gram positif: Staphylococcus aureus (ATCC 25923) et Bacillus cereus
(ATCC 10876)
» Bactérie a Gram négatif : Escherichia coli (ATCC 25922) et Pseudomonas aeruginosa

(ATCC 27853)
» Champignons: Candida albicans (ATCC 10231) et Fusarium oxysporum f.sp lycopersici

2-4-Les milieux de cultures utilisés
* Bouillon nutritif pour la réactivation des souches conservées a 4°C

= [’eau physiologique stérile pour préparer les suspensions bactériennes

Bouillon Mueller-Hinton pour déterminer la CMI

G¢élose nutritive pour 1’isolement et 1’entretien des souches bactériennes

G¢élose Mueller-Hinton pour tester la sensibilité¢ des bactéries aux différents extraits de

plantes

G¢élose sabouraud pour tester la sensibilité de levure aux différents extraits de plantes

G¢élose PDA pour tester la sensibilit¢ du champignon aux différents extraits de plantes

3-Méthodes

3-1-Préparation des extraits bruts et des huiles essentielles
3-1-1-Préparation des extraits bruts
20 g de la maticre végétale de chaque plante sont mises en contact de 200 ml du solvant.
Les solvants utilisés sont : dichlorométhane, acétone, eau/méthanol (30 :70) et eau. L’extraction
est réalisée par macération sous agitation pendant trois jours a I’abri de la lumicre et a
température ambiante. Les extraits obtenus sont filtrés sur papier filtre et sous pression. Les

différents filtrats obtenus sont concentrés a sec par évaporation rotative dans un rotavapeur et

|
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lyophilisés dans un lyophilisateur de type CHRIST alpha 1-4 LD PLUS. Les résidus obtenus sont

conservés a 4°C dans des flacons en verre fumé pour une utilisation ultérieure.

Figure 23. Les différents extraits de plantes obtenus.

E
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3-1-2-Extraction des huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles des plantes est faite par la méthode d’hydrodistillation
dans un appareil de type Clevenger. 100 g de la matieére végétale est introduit dans un ballon en
verre et imprégné avec une quantit¢ d’eau distillée suffisante pour recouvrir la maticre,
I’ensemble est porté a 1’ébullition pendant 4 heures a 1’aide d’un chauffe ballon. Les vapeurs
chargées des huiles essentielles traversent le réfrigérant se condensent puis elles sont récupérées
dans une ampoule a décanter. L’eau et I’huile sont séparées par différence de densité. Les huiles
essentielles obtenues sont déshydratées par le sulfate de magnésium (MgSQO,) et conservées a

4°C dans des flacons en verre opaques, hermétiquement fermés.

Figure24. Appareil de Clevenger.

3-2-Préparation des concentrations des extraits
Les concentrations des extraits sont préparées a partir d’une solution mere de 8mg/ml
pour I’activité antioxydant et 4mg/ml pour I’activité enzymatique. Le solvant est choisi selon
I’extrait ; Le méthanol pour les extraits organiques (EMeOH/H20, EACT, EDCM), I’eau
distillée pour les extraits aqueux (EH20) et le DMSO pour les huiles essentielles (EHEs). Une
série de 7 dilutions ont été préparés comme suit :
(1/1) >3 mg ou 4mg (extrait) + 1000ul du solvant
(1/2) ———=> 500ul solvant+ 500ul de (1/1)
(1/4) — 1> 500ul solvant+ 500ul de (1/2)
(1/8) —— 1> 500pl solvant+ 500l de (1/4)
(1/16) ———= 500pl solvant+ 500ul1 de (1/8)
(1/32)___—=> 500ul solvant+ 500ul de (1/16)
(1/64) ———> 500ul solvant+ 500ul de (1/32)

)
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(1/64) (1/32) (1/16)

Figure 25. Préparation des dilutions des extraits

3-3-Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides totaux
3-3-1-Dosage des polyphénols totaux
La teneur en composés phénoliques totaux est déterminée par une méthode de dosage sur

microplaque décrite par Muller et al. (2010). La méthode consiste a déposer 20ul de 1’extrait
(Une masse de 1 mg d’extrait dissoute dans un volume de 1 ml de 1’eau distillée ou méthanol)
dans une microplaque a 96 puits, ensuite 75 pul de la solution de carbonate de sodium (Na,COs3)
a 7,5% et 100ul du réactif de Folin-Ciocalteu dilué (1: 10) sont respectivement ajoutés. Le
mélange obtenu est incubé a température ambiante et a 1’abri de la lumicre pendant 2 heures.
L’absorbance est ensuite mesurée a 765 nm dans un lecteur de microplaque. Un blanc est préparé
de la méme maniere en remplagant 1’extrait par le solvant utilisé¢ (méthanol). Une courbe étalon
est réalisé en parallele dans les mémes conditions opératoires en utilisant 1’acide gallique comme
standard a différentes concentrations (25ug/ml, 50 pg/ml, 75pg/ml, 100pg/ml, 125pg /ml, 150ug
/ml, 175 pg /ml et 200ug /ml). Les résultats sont exprimés en mg d’équivalent d’acide gallique
(EAQG) par gramme d’extrait.

3-3-2-Dosage des flavonoides totaux
La teneur en flavonoides totaux est évaluée selon la procédure de dosage sur microplaque
décrite par Topgu et al. (2007) avec quelques modifications. La méthode consiste a transférer
50ul d’extrait de plante (1 mg d’extrait dissoute dans 1 ml d’eau distillée ou de méthanol), 130
ul de méthanol (MeOH), 10ul d’acétate de potassium 1M (CH3COOK) et 10ul de nitrate
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d’aluminium 10% (AI(NOs),, 9H,0) respectivement dans une microplaque 96 puits. Le mélange
obtenu est incubé a température ambiante et a I’abri de la lumiére pendant 40 min. L’absorbance
est ensuite mesurée a 415 nm dans un lecteur de microplaque. Une courbe étalon est réalisé en
paralléle dans les mémes conditions expérimentales en utilisant la quercetine comme standard a
différentes concentrations (25ug/ml, 50 pg /ml, 75pg/ml, 100pg/ml, 125pg /ml, 150pg /ml, 175
png /ml et 200pg /ml). Les résultats sont exprimés en mg d’équivalent de quercitine (EQ) par

gramme d’extrait.

Figure 26. Lecteur de microplaque (Perkin Elmer, Enspire).

3-4-Analyse des huiles essentielles par GC/MS

La caractérisation chimique des huiles essentielles est réalisée par chromatographie en
phase gazeuse couplée a la spectrophotométrie de masse (GC/MS).

Les analyses en CPG couplée a la spectrométrie de masse sont faites avec un
chromatographe de type GC 7890 B (HP Agilent Technologies), équipé d’une colonne capillaire
de type HP 5-MS (30 m x 250um x 0,25um) couplé a un spectrométre de masse de type MS-
5977 A (HP Agilent Technologies) avec un détecteur scan a impact d’¢électrons. Les conditions
d’analyse sont les suivants : le gaz vecteur utilisé est 1’hélium dont le débit est réglé a Iml/mn, la
température de 1’injecteur est de 250°C. L’Injection, effectuée en mode split (1/100), est de 0,2
pL d’huile essentielle pour la plante Erucaria uncata et de 1 uL pour la plante Pulicaria arabica
et la plante Thymeleae hirsita. La température du détecteur est de 250°C. La température du four
est programmée comme suit : pour la plante Erucaria uncata, la température initiale a été fixée a
50°C pendant 10 min, puis progressivement augmentée a 260°C avec un gradient de 5°C/min,
pour la plante Thymeleae hirsuta, la température initiale a été fixée a 35°C pendant 3 min, puis
¢levée avec un gradient de 5°C/min a 250°C pendant 10 min. Tandis que pour la plante Pulicaria
arabica, la température initiale est programmée a 60°C pendant 4 min puis élevée avec un

gradient de 4°C / min a 260°C .

|
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L’identification des composés des huiles essentielles est effectuée par la comparaison des
indices de rétention des composés inconnus et de leurs spectres de masse a ceux des composés

fournis par la base de données NIST11 et wiley 9 et la littérature Adams (2007).

Figure 27. Appareil de GC/MS (Agilent 7890A GC/5975C MSD)

3-5-Evaluation de ’activité antioxydante
Dans la présente étude, le pouvoir antioxydant in vitro des extraits (dichlorométhanique,
acétonique, hydrométhanolique et aqueux) et des huiles essentielles des trois plantes est évalué
selon 7 procédés : piégeage du radical libre DPPH, piégeage des radicaux-cation ABTS,
chélation du fer, réduction de 1'ion ferrique, blanchissement du beta-caroténe/acide linoléique,

réduction du cuivre CUPRAC et réduction du ligand phénanthroline.

3-5-1-Méthode de piégeage du radical libre DPPH
= Principe
Le principe de cette méthode est basé sur la mesure du piégeage des radicaux libres DPPH.
Le a-diphényl-B-picrylhydrazyl (DPPH) est un radical libre stable, de couleur violette. Ce radical
est capable de réagir en présence d’un composé antioxydant donneur d’atome d’hydrogéne, il se
réduit et devient jaune. Le changement et ’intensité de la coloration du violet au jaune est

inversement proportionnel a I’activité antioxydante.

51
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I:I/O + Antioxydant-OH ; O\N ,@ + Antioxydant-O°
Ne NH

o)
N NO, ON Y | NO,
XN
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Figure 28. Réaction du DPPHe avec un antioxydant (Kouamé et al., 2009 ; Olajire, 2011).

= Protocole d’expérience

L'activité antioxydant des extraits des plantes par dosage du radical libre DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl) est déterminée selon la méthode de Blois (1958). La méthode
consiste a déposer 40 pul des dilutions d’extrait de plante dans une microplaque a 96 puits de
capacité de 200 pl pour chaque puit, ensuite 160ul de solution méthanolique de DPPH (0,004%)
est ajouté. Le mélange obtenu est incubé a température ambiante et a I’obscurité pendant 30 min.
L’absorbance est ensuite mesurée a 517 nm dans un lecteur de microplaque. Le BHT et le BHA
sont utilisés comme standards antioxydants. Les valeurs obtenues sont transformées ensuite en
pourcentages d’inhibition en utilisant la formule suivante :

[%= [(Abs contrdle — Abs test)/ Abs contrdle] x 100
La valeur IC50 correspondant a la concentration en extrait entrainant une inhibition de

50% est déterminée a partir de la courbe d'inhibition.

Figure 29. Résultat du test DPPH sur microplaque
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3-5-2-Méthode de réduction des radicaux-Cation ABTS
= Principe
Le principe de cette méthode est basé sur la mesure de la réduction des radicaux-cations
ABTS. L’acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) ABTS est un cation
radicalaire stable prend la couleur bleue verte. Lorsqu’il est en présence d’un antioxydant
classique de type phénols et thiols mais aussi avec tout composé donneur d’hydrogeéne ou
d’électron, il se réduit et donne un composé incolore ABTS-H' (Re et al.,1999 ; Rice-Evans et

Miller, 1994; Rice-Evans et al.,1995 ; Antolovich et al., 2002).

TH4N+03S s ABTS s FH4N+03S
\C[ >:NN— :< ﬁ
N /N
CH; \2H5 CoHjs
HO
co
HsC CH3
CH,
Antioxydant a tester donneur de H'
+ - v
FH4N+"03S S S HAN+038 °
>:NN— :<
/N \ABTSH Hic
H C2Hs CoHjs CH;

Figure 30. Réduction du radical ABTS avec un antioxydant donneur de H'
(Marc et al., 2004)
= Protocole expérimentale

L’activité antioxydant des extraits des plantes par la réduction des radicaux- Cation ABTS
(2,2’-azinobis (3-éthylbenzothiazoline)-6-sulfonique) est déterminée par la méthode décrite par
Re et al. (1999). Un volume de 160 pl de la solution d’ABTS est ajouté a 20 ul d’extrait de
plante a différentes concentrations dans une microplaque a 96 puits. L’absorbance est ensuite lue
a 734 nm apres 10 min d’incubation a I’obscurité dans un lecteur de microplaque. Le BHA et le
BHT sont utilisés comme des standards antioxydants. Le pourcentage de 1’activité scavenger du
radical d’ABTS" est exprimé en pourcentage et calculée par I'équation suivante :

I (%) = (ACOntrole - Atest/ AControle)X 100

2
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Figure 31. Résultat du test ABTS sur microplaque.

3-5-3-Méthode de réduction de I'ion ferrique
= Principe

Le principe de cette méthode est bas¢ sur la mesure de la capacité d’un composé réducteur
dans Dextrait test¢ a réduire le fer ferrique (Fe”) présent dans le complexe ferricyanure
(KsFe(CN)g) ou le complexe 2,4,6-tri (2-pyridyl)-1,2,5-triazine (TPTZ) (fig. 33) en fer ferreux
(Fe™) (Thaipong et al., 2006 ; Bentabet et al., 2014). Dans un milieu acide, le ferricyanure de
potassium qui prend la couleur jaune forme des complexes ferreux verts apres sa réduction et le
TPTZ forme des complexes ferreux bleus dont I’intensité de la couleur dépend de la capacité de
réduction des antioxydants présents dans le milieu. Cette méthode est simple, rapide, peu
coliteux, robuste et ne nécessite pas un équipement spécial. Elle peut étre effectuée

manuellement (Prior et al., 2005).

e o E; e

P /\E& /\E‘%

N |\1 S
N

=

Fe*’-TPTZ + reducing antioxidant » Fe’*-TPTZ (intense blue at 595 nm)

Figure 32. Réduction de I’ion ferrique par un antioxydant (Prior et al., 2005 ; Nadal, 2009).
= Protocole expérimentale
Le pouvoir réducteur du fer (Fe*") des extraits des plantes est déterminé selon la méthode
décrite par Oyaiz (1986) avec des légeres modifications. Un volume de 10 ul d’extrait de plante
a différentes dilutions est mélangé avec 40 pl d’une solution tampon phosphate (pH=6,6) et 50 pl
d’une solution de ferricyanure de potassium (K3;Fe(CN)s) a 1% (1 g de KsFe(CN)g dans 100 ml

3
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H,0). L’ensemble est incubé a I’étuve a 50°C pendant 20mn. Aprés I’incubation, 50 pl d’acide
trichloroacetique (TCA) a 10% (1 g de TCA dans 10 ml H,O) sont ajoutés avec 40 pl de I’eau
distillée et 10 pl d’une solution aqueuse de chlorure ferrique (FeCls) a 0,1% (0,1 g de FeCl; dans
100 ml H,O). La lecture des absorbances du mélange sont enregistrées a 700 nm dans un lecteur
de microplaque. Le standard est représenté par I’antioxydant BHA dont I'absorbance est estimée
dans les mémes conditions expérimentales que les extraits. Une augmentation de 1'absorbance du
mélange réactionnel correspond a une augmentation de la capacité de réduction des extraits

testés.

Figure 33. Résultat du test du pouvoir réducteur sur microplaque.

3-5-4-Méthode de blanchissement du beta-carotene/acide linoléique

= Principe

Le principe de cette technique consiste a mesurer le blanchissement du B-caroténe par
un systeme d’émulsion contenant 1’acide linol¢ique. Ce dernier génére des radicaux
peroxydes qui vont par la suite oxyder le B-caroténe hautement insaturé, ce qui entraine la
perte de sa couleur jaune. La présence des antioxydants standards ou d’extraits de plantes
réduit la cinétique de réaction en neutralisant les radicaux libres dérivés d’hydroperoxydes et
permet donc la prévention de I’oxydation et la décoloration du B-caroténe (Unten et al.,

1997 ; Bourkhiss et al., 2010).

= Protocole expérimentale
L’évaluation de la capacité¢ des extraits des plantes a inhiber le blanchissement de
I’émulsion du B-caroténe/acide linoléique est réalisé par la méthode de Marco (1968). Une
émulsion du B-caroténe/acide linoléique est préparée en dissolvant une masse de 0,5 mg de B-
caroténe dans 1 ml de chloroforme, cette solution est additionnée a 20 pl d'acide linoléique et

200 pl de Tween 40. Apres 1’élimination du chloroforme par évaporation dans un évaporateur
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rotatif, un volume de 50 ml d’eau oxygéné H,O, sont ajoutées avec agitation vigoureuse et
I’absorbance est ajustée a 0,8-0,9 a 470 nm. Ensuite, 160 pl de cette émulsion sont mélangés a
un volume de 40 pl de chaque extrait de plante pour les différentes concentrations dans une
microplaque. La lecture de 1'absorbance est estimé en utilisant un lecteur de microplaque a 470
nm a 0 min. Apres la microplaque est incubée dans une étuve a 45°C et les valeurs d'absorbance
sont enregistrées aprés 120 min. Le BHA et le BHT sont utilisés comme standards. Le
pourcentage d'inhibition I (%) des extraits testés est déterminé selon la formule suivante:

I % =1—(A=0-A=120/A0i=~A0=129) x100
Ou:
I (%): Pourcentage d’inhibition
A et A120: Valeur des Absorbances des échantillons testés a Omn et 120mn respectivement

A0 et A0z : Valeur des Absorbances du control positif a 0mn et 120mn respectivement

Figure 34. Résultat du test du beta-caroténe sur microplaque

3-5-5-Méthode de réduction du cuivre CUPRAC
= Principe
Le principe de cette méthode est basé sur la réduction de Cu (II)—Cu (I) en présence d’un
agent antioxydant donneur d’¢lectron. En effet, le complexe cuivre-neocuproéne (Cu(Il)-Nc) est
réduit en un complexe chromogéne de couleur jaune orangé (Amax= 450 nm) par réception d'un
¢lectron des antioxydants de type polyphénols, thiols ou vitamines. Cette méthode est largement
utilisée actuellement dans les principaux centres de recherche mondiaux en sciences alimentaires

et pour des recherches sur les antioxydants (Bensouci, 2014 ; Apak et al, 2018).
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Figure 35. Réduction de I’ion cuivrique (Cu*?) par un antioxydant. (Apak et al, 2018).

= Protocole expérimentale

Le pouvoir réducteur des ions de cuivre (Cu™?) par les extraits des plantes est évalué par la
méthode CUPRAC décrite par Apak et al. (2004). Un volume de 40ul d’extrait de plante a
différentes concentrations est dépos¢ dans une microplaque de 96 puits. Par la suite, un volume
de 50 pl de CuCl, (10 mM), 50 ul de Neocuprine (7,5 mM), et 60 ul de solution tampon
CH3;COONHq4 (1 M, pH = 7,0) sont ajoutés. Les microplaques sont a I’abri de la lumiére pendant
lh. Apres incubation, l'absorbance est mesuré a 450 nm dans un lecteur de microplaque. La
capacité de réduction du cuivre par les extraits est comparée a celles des antioxydants standards
BHA et BHT dont les absorbances sont estimés en suivant le méme protocole. Les résultats sont

calculés a titre de A0,5 (ug / ml) correspondant a la concentration indiquant 0,50 d’absorbance.
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Figure 36. Résultat du test du CUPRAC sur microplaque

3-5-6-Méthode de chélation du fer
= Principe
Le principe de cette méthode est basée sur I'inhibition de la formation du complexe Fe(Il)-

Ferrosine aprés le traitement des échantillons avec les ions Fe*'(Le et al., 2007).
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= Protocole expérimentale

L’activité de chélation du fer par les extraits des plantes est déterminée selon la méthode
de Decker et Welch. (1990). Le protocole consiste a ajouter 40 uL de méthanol a 40 ul d’extrait
de plante a différentes dilutions dans une microplaque a 96 puits auxquels sont ajoutés 40 ul de
la solution de chlorure de fer (0,2 mM) et 80 pul de Ferene (0,5mM). La réaction nécessite 10 min
d’incubation a I’obscurité et a température ambiante. La lecture de 1’absorbance est faite a 593
nm dans un lecteur des microplaques. Le control est le mélange de FeCl, et de Ferene. L’activité
de chélation des extraits est comparée a un standard de chélation ; Ethyléne diamine tétra
acétique(EDTA). L’effet de I’alkylation des ions de fer est évalué par 1’équation suivante :

1(%) = [(As-AcyAc]+100

Ag : Absorbance du control blanc

Ac : Absorbance des solutions d’extrait

Figure 37. Résultat du test de chélation du ferre sur microplaque.

3-5-7-Méthode de réduction du ligand phénanthroline

La capacit¢ de réduction du ligand phenanthroline par les extraits des plantes est
déterminée par la méthode de Szydlowska-Czerniaka (2008). La méthode consiste a mélanger
10ul d’extrait de plante a différentes concentration (de 12,5ug/ml a 800ug/ml) ou de BHT
comme standard avec 50 pl de chlorure ferrique FeCls (0,2%), 30 ul de phenanthroline (0,5%) et
110pul de MeOH et en mesurant les absorbances a 510 nm aprés I’incubation a 1’obscurité

pendant 20 min a 30°C. Les valeurs A0,5 sont estimées a partir des courbes d'absorbance.
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Figure 38. Résultat du test phénanthroline sur microplaque.

3-6-Evaluation de I’activité antimicrobienne
Dans la présente étude, 1’évaluation de 1’activité antimicrobienne de nos extraits est
déterminée par la méthode de diffusion en milieu gélosé ou méthode des disques, la méthode des

puits, la méthode de dilution en milieu liquide et la méthode de contacte direct.

3-6-1- Méthode de diffusion en milieu gélosé
= Préparation des suspensions bactériennes

Chaque espece bactérienne conservée est d’abord inoculée dans un bouillon nutritif a 37°C
pendant 24 h pour enrichissement, ensuite un repiquage par stries est réalisé dans des boites de
Pétri contenant de la gélose nutritive pour obtenir des cultures jeunes de 18h a 37°C. A partir de
ces cultures jeunes et a 1’aide d’une anse de platine 4 a 5 colonies bien isolées et parfaitement
identiques sont chargées dans des tubes contenant 9 ml de 1’eau physiologique stérile Nacl a
0,9%. La densité des suspensions bactériennes obtenues doit étre équivalente a la densité du
standard Mac Farland 0,5 (DO comprise entre 0,08 et 0,10 lu a 625 nm équivalent a environ

10°UFC/ml) (SFM, 2012-2013).

= Protocole expérimentale
La technique utilisée est celle décrite par Rios et al., (1988) avec des modifications. Les
boites de Pétri de 9 cm de diamétres sont coulées aseptiquement par la gélose de Muller Hinton a
une épaisseur de 4 mm par boite. Apres solidification et a I’aide d’un écouvillon stérile, 100ul de
suspension bactérienne de concentration d’environ 10UFC/ml sont inoculés sur la totalité de la
surface de la gélose séchée. Ensuite des disques du papier Wattman N°4 sont déposés stérilement
a I’aide d’une pince sur la surface de la gélose inoculée, puis imprégnés a 1’aide d’une

micropipette par 15ul de chaque extrait de plante a concentration de 8mg/ml. Les boites de pétri

E
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sont ensuite fermées et laissées diffuser a température ambiante pendant 15 min puis incubées a
I’étuve pendant 24h a 37°C. L’expérience est répétée en triplet pour chaque extrait et pour
chaque bactérie pour minimiser les erreurs expérimentales. La lecture des résultats est faite par la
mesure du diameétre des halos d’inhibitions autour des disques. D’aprés De Billerbeck (2007),
les résultats sont exprimés selon trois niveaux d’activité :

- résistant (-) (@ < 6mm),

- intermédiaire (+) (bmm < @ < 13mm),

- et sensible (++) (@ > 13mm).

3-6-2-Méthode des puits

Le principe et le mode opératoire de cette méthode sont les mémes que ceux de la méthode
de diffusion sur milieu gélosé. Elle est réalisée selon la méthodologie mentionnée par Berghe et
Vlietinck (1991) avec certaines modifications. D’abord, des boites de Pétri, coulées avec la
gélose de Muller Hinton a une épaisseur de 6mm, sont ensemencées par écouvillonnage en
utilisant un volume de 100ul d’une suspension de concentration d’environ (10%ufc/ml) du
microorganisme a tester. Par la suite, des puits de 6mm de diametre sont réalisés dans la gélose
inoculée a I’aide d’une pipette Pasteur stérile (6 puits par boites). Apres, un volume de 50 pl de
chaque extrait (8 mg diluée dans 1 ml de DMSO) est introduit dans chaque puits pour chaque
bactérie. Un puit contenant le DMSO est utilisé comme control négatif. Enfin, les boites de Pétri
sont laissées a une température ambiante sous la hote pendant 30 min afin que ’extrait diffuse
dans la gélose puis incubées dans une étuve a 37°C pendant 24 heures. L’activité
antimicrobienne est évaluée par la mesure du diametre de la zone d’inhibition autour des puits.
Les tests sont été¢ effectués en triple et les valeurs estimées sont les moyennes de ces trois

répétitions.

3-6-3-Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La méthode de dilution en milieu liquide en microplaque est utilisée par la détermination
de la concentration minimale inhibitrice (CMI). Les différents extraits de plantes étudiées sont
dissous dans le diméthylsulfoxyde (DMSO). Par la suite des dilutions de moitié¢ sont préparées
dans une microplaque stérile a 96 puits en utilisant le bouillon Muller Hinton comme diluant. Un
volume de 50ul de la suspension bactérienne a 10’ UFC/ml est ajouté dans chaque puits
contenant 50ul de chaque dilution de chaque extrait testé. La concentration bactérienne dans le
volume final est de 5x10° UFC/ml. Enfin, la microplaque est couverte et incubée a 37°C pendant

24h. La CMI est définie par la plus faible concentration de 1’extrait a laquelle le microorganisme
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ne présente pas une croissance visible par rapport au controle (réduction de la croissance a 80%).
La croissance bactérienne est révélée par la formation d’un culot blanc au fond des cupules. Un
controle ne contenant pas 1’échantillon testé est réalisé. La gentamicine est utilisée comme

compos¢ de référence. Chaque extrait est également testé en triplet.

3-6-4-Détermination de la concentration minimale Bactéricide (CMB)

Des spots de chaque bactérie a partir des puits positives de la CMI de chaque extrait testé
sont déposés sur des boites de Pétri coulés par la gélose Muller Hinton. Les boites sont ensuite
portées a I'incubation a 37°C pendant 24 heures. L’absence de croissance aprés 24 heures

d’incubation présente un effet bactéricide.

3-6-5-Méthode de contact direct

L'activité¢ antifongique de différents extraits vis-a-vis du champignon phytopathogéne
F.oxysporum est déterminée par la méthode de contact direct en mesurant la croissance
mycélienne du champignon sur le milieu PDA contenant 1’extrait testé. Ainsi, un volume de 1 ml
de solution de DMSO contenant 5 mg de I’extrait est ajout¢ a 100 ml de milieu PDA a 60°C,
préalablement stérilisé puis distribué en 3 boites de Pétri. De méme, 1 ml de DMSO est ajouté a
100 ml de milieu PDA et considéré comme un contrdle positif. Le contrdle négatif contient
seulement le milieu PDA (Song et al., 2004).Un disque de 5 mm de diamétre est prélevé d’une
culture jeune de champignon est déposé aseptiquement au centre de la boite de Pétri contenant le
milieu PDA et I’extrait a tester. L'expérience est répétée 4 fois pour chaque extrait. Apres 7 jours
d'incubation a 28°C, la croissance mycélienne de l'agent phytopathogene est mesurée a I'échelle
millimétrique. Les résultats sont exprimés en pourcentage d'inhibition de la croissance de
champignon par chaque extrait. Ainsi, l'activité d'inhibition est exprimée en pourcentage et
calculée selon la formule de Dennis et al. (1971) :

[=(C-T/C)x 100

Ou : I : Taux d'inhibition en%
C : Croissance radiale du champignon en mm sur le milieu PDA avec DMSO (contréle)

T : Croissance radiale du champignon en mm sur le milieu PDA contenant I’extrait a tester.

3-7-Evaluation de I’activité enzymatique
3-7-1-Activité anti-Alzheimer
L’activité inhibitrice d’acétylcholinestérase et de butyrylcholinestérase des extraits est

effectuée par une méthode spectrophotométrique décrite par Ellman et al. (1961) avec certaines
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modifications. Elle consiste a mélanger 150 ul de tampon phosphate de sodium (0,1M, pH=8) a
10 pl d'une solution méthanolique d'extrait de plante a différentes concentrations et 20 pl de
solution de I’enzyme acétylcholinestérase (5,32 x 10™ UI) ou de I’enzyme butyrylcholinestérase
(6,85 x 10~ UI) dans une microplaque de 96 puits. La microplaque est ensuite incubée dans une
étuve a 25°C pendant 15 min puis un volume de 10 pl de solution de DTNB [5,5-dithio-bis (2-
nitrobenzoique)] (0,5 mM) et 20 ul d’iodure d’acétylthiocholine (0,71 mM) ou de chlorure de
butyrylthiocholine (0,2 mM) sont additionnés. Les réactions de ces substrats sont suivies par
lecture de 1’absorbance a 412 nm pendant 20 min a un intervalle de 5 min. La galantamine est
utilisée comme standard.

Le pourcentage d'inhibition de I'AChE ou de la BChE est évalué par comparaison des
vitesses de réaction des extraits par rapport au témoin (méthanol au lieu d'enzyme dans du
tampon phosphate, pH 8) en utilisant la formule suivante :

(E-S)/E x100
Ou : E : Activité de I'enzyme sans extrait

S : Activité de l'enzyme avec 1’extrait

Figure 39. Résultat de I’effet inhibiteur de I'AChE ou BChE sur microplaque.

3-7-2-Activité antidiabétique

L’activité inhibitrice de 1’alpha-glucosidase des est déterminée in vitro selon la méthode de
Lordan et al., (2013). Le test est réalisé dans une plaque multi-puits en mélangeant dans chaque
puits 50ul de solution de substrat de p-nitrophényl-a-D-glucopyranoside (SmM) a 50ul d'extrait
de plante ou de solvant comme un témoin. Ensuite, le mélange est incubé dans une étuve a 37°C
pendant 10 min. Aprés I’incubation, un volume de 100 ul de solution de I’enzyme préparée dans
du tampon phosphate (100 mM, pH =6,9) est chargé dans chaque puit et I'absorbance est lue a
405 nm par un lecteur de microplaques de 96 puits. L'acarbose est utilisée comme contrdle
positif en surveillant le méme protocole de dosage de 1’a-glucosidase ci-dessus. Pour chaque

extrait l'activité inhibitrice a été calculée comme suit :
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% d’inhibition = (Abs de I’extrait-Abs de Blanc)/Abs de control x 100
Ou : Control : Enzyme + Substrat + Solvant de I’extrait.

Blanc : Substrat + Extrait + Tampon de I’enzyme.

Figure 40. Résultat de I’effet inhibiteur de 1’alpha-glucosidase sur microplaque

3-8-Analyse statistique
Une analyse descriptive des résultats obtenus est réalisée a 1’aide du logiciel Microsoft
Office Excel 2007 en déterminant les moyennes et les écartypes. De plus, une analyse de la
variance (ANOVA) a un seul facteur est réalisée. Les groupes homogenes sont caractérisés par le
test de Tukey. Les résultats sont considérés différents pour un seuil o =5%. Les calculs sont
réalisés a ’aide du logiciel GraphPad Prism version 5 (GraphPad Software Inc, San Diego, CA,
USA).
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1-Etude chimique des huiles essentielles
1-1- Rendement d’extraction
L’extraction des huiles essentielles de plantes est réalisée par la méthode
d’hydrodistillation et le rendement en huiles essentielles est estimé par rapport a 100 g de la
matiere végétale seche de la partie aérienne de la plante utilisée. Les résultats de rendement

obtenus sont illustrés dans la figure 41.
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Figure 41. Rendement en huiles essentielles de plante.

Les rendements en huiles essentielles obtenus varient de 0,1 et 0,69%. Le rendement en HE
de Pulicaria arabica est de I’ordre de 0,69%. Ce taux est plus élevé a celui obtenu pour la méme
espeéce mais récoltée d’une région différente de la notre (M’sila) (0,30%) (Djermane et al,
2016) et pour d’autres especes du genre Pulicaria telles que Pulicaria gnaphalodes (0,10%)
(Kazemi et al, 2013), Pulicaria dysenterica (0,40%) (Mumivand et al, 2010), Pulicaria
vulgaris (0,22%) (Casiglia et al., 2016) et Pulicaria undulata (0,50%) (Rav et al., 2011). La
partie aérienne de Thymelaea hirsuta a fourni un rendement de 0,30%, ce rendement est
légerement supérieur a celui trouvé par Kadri et al (2011) (0,26%) pour la méme espece
cultivée dans la Tunisie. L’extraction des huiles essentielles d’Erucaria uncata est réalisée pour
la premiére fois, elle a révélé un rendement de 0,1%, cette teneur est différente par rapport a
celle d’autres especes d’Erucaria telles que Erucaria microcarpa (0,15%) (Hashem et Saleh,
1999) et Erucaria hispanica (0,04%) (Marzouk, 2016). Cette différence en rendement
d’extraction des huiles essentielles de nos espéces entre-elles et avec d’autres especes
appartenant au méme genre peut étre expliquée par la différence de la nature de I’espéce, les

conditions climatiques de la région de récolte, la période de séchage et la méthode d’extraction.

=
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1-2-Composition chimigue des huiles essentielles

La détermination de la composition chimique des huiles essentielles est realisée par

CGMS.

1-2-1-Huile essentielle de Pulficaria arabica
Le chromatogramme de 'huile essentielle de Pulicaria arabica est représenté dans la
figure 42 et les résultats d'identification de la composition chimique de cette huile sont

consigneés dans le tableau 21 et la figure 42.
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Figure 42. Chromatogramme de I"huile essenuelle de P. arabica.

Tableau 21. Composition chimique de Ihuile essentielle de 'espéce Pulicaria arabica

N Composé Formule IR IR" TR (min) | %
| Germacrane-D | C15H30 1483 1485 1360 437
2 a-Muurolene C15H24 1501 1500 3301 592
3 r-Cadinenc C15H24 1512 1513 35.56 437
4 &-Cadinene C15H24 1521 15213 1572 | 2253
5 t-Cadinol C15H260 1640 ] 4618 | 1178
3 t-Muurolol C15H260 1641 1642 4656 12.62
7 a-Muurolol C15H260 1644 1646 46.79 331
8 a-Cadinol C15H260 1633 1654 4762 | 3505
Total 99,95
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Figure 43. Les composés majoritaires de I’huile essentielle de Pulicaria arabica

Cette analyse a permis d’identifier 8 composés représentant 99,95% de 1’hydrodistillat
total. Deux classes de composés sesquiterpéniques sont distinguées dont les sesquiterpenes
oxygénés (4 composes, 62,76%) et les sesquiterpeénes non oxygénés (4 composés, 37,19%). a-
Cadinol (35,05%), Delta.-Cadinene (22,53%), tT-Muurolol (12,62%) et t-Cadinol (11,78) sont les
constituants majeurs.

Ces résultats sont différents de ceux rapportés dans nos travaux antérieurs dans lesquels 24
composés sont identifiés et les composés principaux sont représentés par le Bicyclo (4,4%) Dec-
l-ene.2-Isopropyl-5-methyl-9-methylene  (17%), o-cadinene (13%), 1H-Indene, 1-
ethylideneoctahydro (13,24%), B-Bourbonene (7,34%), a-Murolene (5,94%) et P-Ocimene
(5,89%) (Djermane et al., 2016). Cette variation quantitative et qualitative pourrait étre due a la
perte des autres composés volatils en raison de la période longue entre la collecte et I’extraction
et aux conditions d’analyse chromatographique de 1’huile et aussi a la région de la récolte. Le
phénomene de variation de la composition chimique des huiles essentielles en fonction de la
période de séchage a été¢ déja signalé dans la littérature (Baritaux et al., 1992 ; Dabire et al.,
2011). Moussa et al. (1987) ont pu identifier dans I’huile essentielle de Pulicaria arabica récolté
en Arabie saoudite 71 composés essentiellement des sésquiterpéniques (41,9%). De méme, une
autre ¢étude menée par El-Abed et al. (2010) sur I’huile essentielle de Pulicaria arabica
originaire de la Tunisie a permis d'identifier 95 composés dont les sesquiterpénes constituent
aussi les composés majoritaires. Ce qui corrobore parfaitement avec les résultats de notre

analyse. En plus, une différence de la composition chimique entre ces huiles est notée pour
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presque la plupart des constituants. Cela prouve que la composition chimique de I’'HE de la

méme espece varie également selon I’origine géographique (Fakhfakh et al., 2012).

1-2-2-Huile essentielle d’Erucaria uncata

Le chromatogramme de 1’analyse de 1’huile essentielle de la partie aérienne d’Erucaria uncata

obtenue par hydrodistillation est représenté dans la figure 44. L’identification de la composition

chimique de cette huile volatile est indiquée dans le tableau 22.
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Figure 44. Chromatogramme de I’huile essentielle d’Erucaria uncata

Tableau 22. Composition chimique de I’huile essentielle de I’espéce Erucaria uncata.

No | Composé Formule IR* IR" TR(min) %

1 B-Cubebene C15H24 1390 1397 20.40 3.62

2 B-Gurjunene(Calarene) C15H24 1423 1428 20.55 1.71

3 Cis-thujopsene C15H24 1429 1432 23.77 0.89

4 a-Amorphene C15H24 1485 1489 24.20 3.01

5 a-Muurolene C15H24 1499 1501 25.78 3.48

6 Gamma-Cadinene C15H24 1513 1515 26.11 3.85

7 Delta-Cadinene C15H24 1530 1535 27.33 18.39
8 Ledol C15H260 1565 1569 28.75 2.13

9 Spathulenol C15H240 1575 1580 29.61 4.21

10 | Butylphosphonic acid, 1-adamantylmethyl C21H3903P 1601 1605 30.99 1.23

hexyl ester

11 | tau.-Muurolol C15H260 1608 1611 32.06 18.28
12 | B-Eudesmol C15H260 1649 1655 34.27 1.89

13 | a-Cadinol C15H260 1652 1658 36.36 24.69
14 | 4-(2-Nitrophenylimino))-2-pentanone CI11HI2N203 1690 1695 38.06 1.52

15 | E-Phytol C20H400 1949 1955 40.45 1.20
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16 | Palmitic acid C16H3202 1984 1988 41.61 7.92
17 | Linoelaidic Acid C18H3202 2152 2155 43.77 0.77
18 | Methyl 11,14,17-eicosatrienoate C21H3602 2290 2295 4493 0.16
19 | Methyl 8,11,14-heptadecatrienoate C18H3002 2525 2527 45.89 1.04
Total 99.99
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Figure 45. Les composés majoritaires de 1’huile essentielle d’Erucaria uncata

Les résultats de 1’analyse de 1’huile essentielle de la partie aérienne d’Erucaria uncata ont
montré 19 composés représentant 99,99% de ’essence totale dont les sesquiterpenes oxygénés
enregistrent le pourcentage le plus élevé (51,2%) suivis par les sesquiterpénes hydrocarbonés
(33,95%). 11 est a noter également 1’absence totale des composés monoterpéniques. Cette huile
essentielle est caractérisée par la présence majoritaire du a-Cadinol (24,69%), de Delta.-
Cadinene (18,39 %) et de tau.-Muurolol (18,28 %), acide palmitique (7,92%) suivis par
Spathulenol (4,21%). Les autres composés tels que 1’a-Amorphene (3,48%), B-Cubebene
(3,62%), a-Muurolene (3,48%), Gamma-Cadinene (3,85%) et le reste représente les composés
minoritaires et totalise environ 30,71% de la composition chimique totale. D’apres ces résultats,
cette huile est caractérisée par la dominance des sesquiterpenes.

Selon la bibliographie, aucune étude n’a été réalisée sur la composition chimique des
huiles essentielles d’Erucaria uncata. Cependant, des études réalisées sur des especes de la
méme famille et genre d’Erucaria ont été publiés comme celles de 1’huile essentielle de la partie
aérienne d’Erucaria hispanica récolté en Arabie saoudite qui a montré que cette huile a une

teneur notable en acide palmitique (36,7%), cyclohexanoldodecyl (11,2%), 1, 14, 17-
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Eicosatrienoic acidmethyl ester (9,1%), suivis d’acide linoléique (7,5%), d’acide myristique
(6,4%) et de phytol (5,6%), ce qui signifie la dominance des acides gras dans cette HE (Al-
Mazroa et al., 2015). En outre, I’analyse chimique des huiles essentielles extraites a partir de la
partie aérienne d’Erucaria microcarpa poussant en Egypte met en évidence que 1’Isopropyl
isothiocyanate (26,49%), le Butenyl isothiocyanate (26,87 %), I’ Anethole (11,34%) et limonéne
(6,88%) sont les constituants majeurs (Hashem et Saleh, 1999). Cette différence de la
composition peut étre due au variation des conditions géographiques qui peuvent influencer sur

la composition de 'HE (Tounsi et al., 2011).

1-2-3-Huile essentielle de Thymelaea hirsuta
La composition en huiles essentielles de la partie aérienne de la plante Thymelaea hirsuta

et les composés identifiés sont présentés dans les figures 46,47 et le tableau 23.
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Figure 46. Chromatogramme de I’huile essentielle de Thymelaea hirsuta

Tableau 23. Composition chimique de I’huile essentielle de 1’espéce Thymelaea hirsuta

No Composé Formule IR* IR® TR (min) %

01 cis1,2-Cyclododecanediol C12H2402 1156 1161 20.26 1.95
02 Carvone C10H140 1242 1245 30.33 1.70
03 Tetradecane C14H30 1399 1401 30.89 1.67
04 Dodecanal C12H240 1407 1410 33.75 221
05 a-Terpinyl propionate C13H2202 1431 1437 34.04 2.21
06 Aromadendrene C15H24 1439 1442 35.56 1.84
07 Geraniol vinyl ether C12H200 1490 1497 35.73 1.93
08 Tridecanal C13H260 1511 1516 36.44 8.64
09 a-Cadinene C15H24 1538 1542 37.02 1.20
10 Caryophyllene oxide C15H240 1581 1585 42.01 3.66
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11 Tetradecanal C14H280 1615 1620 44.84 12.83
12 §-Cadinol C15H260 1636 1641 46.18 3.64
13 Deisopropylatrazine C5H8CINS 1647 1652 47.80 2.70
14 7-Methyl-Z-tetradecen-1-ol C17H3202 1785 1789 48.54 1.43

acetate

15 Pentadecanoic acid C15H3002 1851 1855 49.75 2.47
16 Hexadecadienoic acid, methyl C17H3002 1926 1931 50.64 0.93

ester
17 | Triethylene glycol monododecyl C18H3804 1957 1959 51.95 1.91

ether
18 Palmitic acid C16H3202 1984 1987 52.56 9.97
19 | 2,5-Octadecadiynoicacid, methyl C19H3402 2092 2095 55.13 5.90

ester
20 | 24,25-Dihydroxycholecalciferol C27H4403 2098 2110 57.05 6.33
21 Dodecyltetraglycol C20H4005 2121 2129 60.77 7.77
22 6, 9,12-Octadecatrienoic acid, C19H3202 2199 2210 62.63 4.71

methyl ester
23 Tetraneurin-a-diol C15H2005 2494 2497 64.74 3.99
24 15,15-Bi-1, 4, 7, 10, 13- C22H42010 2504 2507 65.76 4.61
pentaoxacyclohexadecane
25 2,2'Bis[1,4,7,10,13- C20H38010 2543 2549 66.83 3.79
pentaoxacyclopentadecane]
Total 99.99
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Figure 47. Les composés majoritaires de 1’huile essentielle de Thymelaea hirsuta.
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L'analyse spectrale des huiles essentielles de la partie aérienne de Thymelaea hirsuta
provenant de la région de Hammam Dalaa (M’sila) a permis d’identifier 25 composants qui
représentent 99,99% de la composition chimique globale (tab. 26). Cette huile est caractérisée
par un mélange de composés; éthers, esters, monoterpénes, sesquiterpenes, acides gras,
aldéhydes et alcanes avec des proportions différentes dont le Tetradécanal (12,83%), acide
palmitique (9,97%), Tridicanal (8,64%) et Dodécyltétraglycol (7,77%) et 5-Cadinol (3,64%) sont
des composés dominants. Alors que les autres composés ne sont présents qu’avec des faibles
teneurs.

La composition chimique de I'HE de Thymeleae hirsuta a été déja rapportée par la
littérature, une investigation menée par kadri et al. (2011) a démontré que les huiles essentielles
de la partie aérienne de Thymelaea hirsuta poussant en Tunisie est constituée principalement des
composeés sésquiterpéniques (40,73%) avec 1’heptane (28,34%), Germacrene D (12,98%), Béta-
eudesmol (11,81%) et formiate de citronellyle (9,98%) suivi du trans caryophylléne (3,25%)
cyclopentasiloxanedécaméthyle (2,59%), alpha-cadinéne (2,55%) et borbonéne (2,43%) comme
constituants majoritaires. L’examen de ces résultats montre qu’il ya une variation qualitative et
quantitative entre I’HE de Thymelaea hirsuta cultivée en Tunisie et I’HE de notre étude. En effet,
nous notons la présence seulement un composé commun et avec un pourcentage différent
(Aromandendrene 0,36%). D'autre part, Bounab et al. (2019) ont rapporté la composition de
I'huile essentielle de Thymelaea hirsuta collectée de différents sites en Algérie. L'huile est
principalement composée d'aldéhydes et d'acides avec une moyenne de 23,25 + 9,67% et 20,25 +
5,12%, respectivement. Cette différence de composition peut étre attribuée a l'emplacement
géographique de la plante qui peut grandement influencer sur la composition de I'HE ainsi que
d'autres facteurs tels que la période de récolte, la méthode d'extraction et la procédure
d'identification par GC/MS (Tounsi et al, 2011). De plus, Bounab et al. (2019) ont rapporté la
présence de monoterpenes dans l'huile essentielle de Thymelaea hirsuta récoltée de différents
sites de la région de M'sila avec des pourcentages compris entre 13,16 et 16,83% alors qu'un seul
composé de cette classe (carvone 1,7%) est identifiée dans I'huile essentielle de notre étude. Cela

peut étre expliqué par leur perte lors de la procédure d'extraction ou lors de l'analyse par GC/MS.

2-Rendement d’extraits bruts et teneurs en PT et FT

Dans notre étude, 1’extraction est effectuée par macération des parties aériennes des plantes
dans des différents solvants (eau, méthanol, acétone et dichlorométhane). Le rendement de ces
extraits est exprimé en pourcentage (R(%) = Masse en g de l'extrait sec résultant (M)/Masse en

g du matériel végétal utilisé (Mp) x 100).

&
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Les teneurs en phénols totaux de nos extraits sont déduites de 1’équation de la régression

linéaire : y =0,003x+0,104 et R* = 0,997 (fig. 48). Tandis que, les concentrations en flavonoides

totaux sont calculées a partir de la courbe d’étalonnage : y=0,004x et R* =0,997 (fig. 49).

1,20
1,00
0,80
0,60
0,40
0,20

0,00

y = 0,0048x
T R?=0,997
0 50 100 150 200

250

Figure 48. La courbe d’étalonnage de la quercetine.
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Figure 49. La courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.

Les résultats de rendement d’extraction ainsi que les teneurs en polyphénols et flavonoides
totaux de nos extraits de trois plantes sont présentés dans le tableau 27. Il ressort que les
composés phénoliques sont mieux extraits par les solvants organiques que I'eau distillée et que le
rendement d’extraction est augmenté avec la polarit¢ du solvant organique utilisé. Les

rendements d’extraction de trois plantes avec le méthanol 70% sont supérieurs a ceux de

I’acétone et de DCM. Selon Seidel (2005), les solvants alcooliques sont capables de faciliter la

perméabilité des composés a travers les parois cellulaires en augmentant ainsi I’extraction d’un

plus grand nombre de composés polaires, de moyenne et de faible polarité. Nos résultats sont en

accord avec ceux rapportés par Akowuah et al. (2005) et Lapornik et al. (2005).
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Tableau 24. Rendement d’extraction, teneurs en polyphénols et flavonoides totaux des extraits de

Pulicaria arabica, Erucaria uncata et Thymelaea hirsuta

Extrait Rendement Polyphénols totaux Flavonoides totaux
% pg EAG/mg ng EQ/mg
Pulicaria arabica
Extraitaqueux 8.2 98.74+3 44° 30.41+1,76°
ExtraitMeOH/H20 13.88 185.91+3,11° 62.86+1,98"
Extrait Acetone 3.9 128.7+3,32° 60.52+1,94°
Extrait DCM 2.27 83.63+1.14¢ 24.68+1.62¢
Euricaria uncata
Extraitaqueux 8.35 44.36+3.01° 42.81 +2.50°
ExtraitMeOH/H20 7.96 51.5+3.53 35.52+2.79°
Extrait Acetone 2.5 38.85+1.87° 9.58 £2.06°
Extrait DCM 2.35 60.61+0.62% 4.64+0.37¢
Thymelaea hirsuta
Extraitaqueux 8.20 286.5+0.62° 29.11+1.69°
ExtraitMeOH/H20 14,89 326.27+2.80° 54.68+£3.97%
Extrait Acetone 4.98 163.11+0.41°¢ 24.14+1.14°
Extrait DCM 3.35 25.69+3.84° 6.25+0.00°

Les valeurs sont exprimées en moyenne += SD. Les valeurs notées sur la méme ligne avec différentes lettres en
minuscule (a-d) sont significativement différentes a p < 0,05 selon le test Tukey. EGA: Equivalent Acide galique,
EQ: Equivalent Quercetine. DCM:Dichloromethane, MeOH: Méthanol.

Les quantités en phénols totaux des extraits de la partie aérienne de la plante Pulicaria
arabica varient entre 83,63+1,14ug EAG/mg et 185,91+3,11 pg EAG/mg respectivement pour
les extraits aqueux et hydro-méthanolique. Par contre, le dosage des flavonoides a montré que
I’extrait dichlorométhane contient la teneur la plus faible (24,68+1,62 pg EQ/mg) et celui du
méthanol/eau donne la valeur la plus élevée (62,86+1,98ug EQ/mg extrait). Ces résultats sont
supérieurs a ceux rapportés par d’autres autres pour le genre Pulicaria (Gherib et al., 2016 ;
Touati et al., 2018).

Pour la plante Erucaria uncata, l'extrait DCM a donné la teneur la plus élevée en
composés phénoliques avec une valeur de 60,61+0,62 ng EAG/mg, suivi par I’extrait MeOH/eau
avec une valeur de 51,5+3,53 ng EAG/mg. Les teneurs en flavonoides d’Erucaria uncata varient
de 4,64 + 0,37 pg EQ/mg (extrait DCM) et 42,81+ 2,50 ug EQ/mg (extrait aqueux). L'extrait
MeOH/eau a également donné une valeur importante en flavonoides (35,52+2,79ug EQ/mg).
Selon la littérature, aucune étude n’a été signalée sur la composition phénolique des extraits
d’Erucaria uncata. Cependant, de nombreux flavonoides ont été isolés et identifiés dans d'autres
especes du genre Erucaria. Quatre composés de flavonoides ont été isolés de la plante Erucaria
microcarpa (Hashem, 1999) et 13 composés ont été isolés de la partie aérienne de la plante
Erucaria hispanica (Marzouk, 2016).

La plante Thymelaea hirsuta présente des teneurs élevées en phénols totaux et en

flavonoides totaux par rapport a la plante Erucaria uncata. Les teneurs totales en phénols totaux
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des extraits de Thymelaea hirsuta varient entre 25,69+3,84 ng EAG/mg pour I’extrait DCM et
326,27+2,80 ng EAG/mg pour l'extrait MeOH/eau. Tandis que les teneurs en flavonoides varient
de 6,25+0,00 ug EQ/mg et 54,68+3,97 ng EQ/mg respectivement pour les extraits DCM et
MeOH/eau. La concentration en PT de nos extraits de Thymelaea hirsuta est supérieure a celle
notée par Djeridane et al. (2006). Ces auteurs ont enregistré des teneurs faibles en phénols
totaux et en flavonoides totaux (6,81£0,40 pg EAG/mg et 4,95+0,81 pg EQ/mg,
respectivement). En revanche, elles sont comparables a celles notées par Trigui et al. (2013) ;
Amari et al. (2014) et ; Ziani et al. (2015). Néanmoins, des teneurs faibles en flavonoides ont
¢été obtenues avec différents organes de la plante (2,61%0,13 et 5,70 + 0,06 ug EQ/mg) (Amari et
al.,2014).

D’apres les résultats obtenus, on peut conclure que le rendement et le taux en composés
phénoliques varient selon le solvant utilisé. Plusieurs études ont montré 1’effet du solvant sur le
rendement d’extraction et la composition chimique d’extrait. Do et al. (2014) ont rapporté que
I’utilisation de [’éthanol (100%) donne les meilleurs teneurs en polyphénols totaux et
flavonoides totaux tandis que le rendement le plus important est obtenu avec de I’acétone 50%.

Le rendement d’extraction ainsi que le taux en composé€s phénoliques peuvent étre
¢galement influencés par d’autres facteurs, notamment, la température, le temps, la méthode
d’extraction utilisée et le ratio matiére végétale/solvant (Stalikas, 2007 ; Cuji¢ et al., 2016).
Cependant et dans notre cas, 1’extraction des composés phénoliques totaux est meilleure en
présence de DCM peut étre expliquer par l'interférence des chlorophylles et d'autres composés
avec le réactif de Folin-Ciocalteu. En outre, la teneur en flavonoides la plus élevée de I'extrait
aqueux peut étre attribuée a la structure des flavonoides qui peuvent étre sous la forme de

glycosides et ainsi plus solubles dans I'eau.

3-Activités biologiques
3-1-Activité antioxydante
Les huiles essentielles et les différents extraits bruts de la partie aérienne de nos plantes ont
été évalués pour leur activité antioxydant en utilisant sept tests différents procédés : DPPH,
ABTS, pouvoir réducteur, métalchélate, blanchissement de B-caroténe, CUPRAC et la réduction
de phénanthroline. Les résultats obtenus sont exprimés en terme de concentration inhibitrice de
50% des radicaux (IC50) ou de concentration indiquant 0,5 d’absorbance d’échantillon (Ag5s) et
sont illustrés dans le tableau 25. Il indique que le pouvoir antioxydant exercé par les différents

extraits de trois plantes varie selon 1’extrait ainsi que le test utilisé
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Plusieurs mécanismes d’action peuvent étre exercés par les antioxydants comme 1’activité anti-

radicalaire, fixation des ions de transition comme le fer, rupture de la chaine de soustraction

d’hydrogene, etc... De ce fait, ’étude de I’effet antioxydant d’un extrait contenant plusieurs

composés nécessite 1’utilisation de plusieurs méthodes pour élucider le mécanisme d’action exercé

par chaque composé¢ (Li et al., 2008).

Tableau 25. Activité antioxydante des extraits de Pulicaria arabica, Erucaria uncata et Thymelaea

hirsuta
Extraits DPPH ABTS Pouvoir Metalchelate B-caroténe CUPRAC Phenanthroline
ICsy(ng/mL) ICsp(ng/mL) réducteur ICsy(ng/mL) | ICso(pg/mL) | ICsp(pg/mL) Ags(pg/mL)
Ay s(ng/mL)
Pulicaria arabica
EH20 64.84+0.06" 87.23+0.64° >200 41.88+1.77° | 195.81+3.46* | 71.40+0.28° 278.82+2.75°
MeOH/H20 | 53.97+0.71° 33.63+2.03° 158.14+1.09° 38.22+2.30° | 516.60£4.86° | 17.61+1.50° 216.67+5.35°
EACT 10.37+0.15 6.42+0.86° >200 127.59+0.21¢ | 312.67+3.45° | 40.70+3.29° 194.17+8.25°
EDCM 49.43+2.0° 75.59+1.8° 198.17£2.59° | 265.25£1.57° | 258.06+2.24° | 71.13+0.58° 599.86+0.99¢
EHEs >800 >800 >200 72.89+1.38° >800 >800 >800
Erucaria uncata
EH20 436,04+2.78° | 27.35+1.39° >200 83.35£0.60° 2.67£0.11° | 230.58+1.82° >800
MeOH/H20 | 51,88+3.02° 48.45+1.30° | 158.14+1.09° 389.78+3.64° | 67.85+3.04° | 113.18+0.94° 491,83+6,84°
EACT 792,88+2.71% | 49.57+2.94° >200 583.55+0.19% | 236.71£0.12° | 139.06+4.65° >800
EDCM 187,04+0.19° 49.6+0.10¢ 198.17+2.59° >800 280.48+4.86% | 52.83+5.16° 573,50+0,71°
EHEs >800 >800 >200 369.96+0.72° >800 526.93+4.75° >800
Thymelaea hirsuta
EH20 70.82+3.31° 18.69+ 1.97* | 160.42+4.36 80.12+3.25 | 14.46+3.09° 34.39+0.27° 206,92+0,50°
MeOH/H20 | 47.02+1.82° 2445 £1.93° >200 97.20+1.49° | 38.32+1.76° 48.85+1.37° 143,233 86"
EACT 233.81£8.52¢ | 87.76 £2.92° >200 >800 36.93+1.45° 96.86+5.94° 507,00+1,41¢
EDCM 645.61£3.32° | 179.43x2.17¢ >200 >800 30.25+1.89° | 118.09+2.46¢ 426,77+5,57°
EHEs 126.28+2.34° >800 >200 >800 >800 >800 >800
Standards

BHA 6.14+0.41 1.8120.10 9.29 +0.22 NT 1.05+0.03 5.35+0.71 NT
BHT 12.99+0.41 1.29+0.30 NT NT 0.91=0.01 8.97+3.94 5.28+0.34
EDTA NT NT NT 8.57+0.14 NT NT NT

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SD. Les valeurs notées sur la méme ligne avec différentes lettres en minuscule (a-e)
sont significativement différentes a p < 0.05 selon le test Tukey. MeOH:Methanol, ACT :Acetone, DCM: Dichloromethane, HEs: Huile
essentielle. NT: Non testé.

3-1-1-La plante Pulicaria arabica

Les extraits bruts de Pulicaria arabica ont montré que I’extrait acétone est plus efficace

dans la neutralisation des radicaux DPPH et ABTS avec des valeurs ICsode 10,37+£0.15 ug/ml et

E
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6,42+0.86ug/ml respectivement. Tandis que, I’extrait MeOH/H,O a montré 1’effet le plus élevé
dans la chélation du fer (ICs(:38,22+2.30 ug/ml) et dans la réduction des ions du fer, du cuivre,
et de la phenanthroline avec des valeurs Agsde 158,14 £1.09ug/ml, 17,61£1.50 pg/ml et
194,17+£8.25ug/ml, respectivement. En revanche, il a une activité trés faible pour 1’oxydation de
la B-caroténe. L’extrait aqueux se distingue par sa capacité élevée a prévenir 1’oxydation du B-
caroténe (ICs :195,81+£3.46pug/ml).

L’huile essentielle de Pulicaria arabica montre une activité antioxydant faible avec
presque tous les tests utilisés comparativement aux autres extraits. Toutefois, cet extrait exerce
une activité remarquable dans la chélation du fer avec une valeur ICsy de 72,89 pg/ml.

En général, I’extrait acétone et 1’extrait méthanol/eau exercent I’effet antioxydant le plus
important ce qui peut étre liée a leurs teneurs en composés phénoliques. Plusieurs études ont montré
une forte corrélation entre le taux des polyphénols et I’activité antioxydant (Abdille et al, 2005 ;
Gali et Bedjou, 2019).

L’effet antioxydant faible de I’huile essentielle pourrait étre di & sa composition chimique
pauvre en constituants phénoliques comme le thymol et le carvacrol qui ont été rapportés auparavant
d’avoir une intéressante capacité antioxydant (Aeschbach et al., 1994 ; Ruberto et Baratta, 2000 ;
Kulisic et al., 2004; Amarti et al.,2011).

Des études antérieures ont montré également un effet antioxydant modéré de 1’huile essentielle
issue de différentes especes du genre Pulicaria. Pulicaria jaubertii a donné une valeur ICsy de 280
ug/ml avec le radical DPPH (Al-Fatimi et al., 2015). Pulicaria gnaphalodes exerce un effet anti-
radicalaire contre le DPPH avec une valeur d’ICsy de 147 pg/ml et protége 1’oxydation du B-caroténe
avec une valeur ICsy de 50,11 pg/ml (Shariatifar et al, 2014). Cet effet est li¢ a la présence des
monoterpénes oxygénés tel que le chrysanthenone et le borneol qui sont aussi connus par leur

potentiel antioxydant (Al-Fatimi et al., 2015).

3-1-2-La plante Erucaria uncata

Les extraits bruts d'Erucaria uncata ont montré une activité importante de piégeage du
radical ABTS avec des valeurs IC50 de 27,35+1,39 pg/ml et 49,6+0,10 pg/ml enregistrés
respectivement avec les extraits aqueux et DCM. Cependant, une activité de piégeage faible est
obtenue contre le radical DPPH.

Les extraits MeOH/eau et DCM ont montrés des effets les plus efficaces dans la réduction
des ions du fer avec des valeurs AO0,5 de 158,14+1,09 pg/ml et 198,17£2,59ug/ml
respectivement. Ces extraits ont également donné les valeurs A0,5 les plus faibles dans la

réduction des ions du cuivre (113,18 £ 0,94 ng / ml pour l'extrait MeOH/eau et 52,83+5,16
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ng/ml enregistrés avec l'extrait DCM). L'extrait aqueux a montré une activité chélatante
intéressante avec une valeur IC50 de 83,35 + 0,60ug / ml suivi par l'extrait de I’'HE qui a donné
une valeur IC50 de 369,96+0,72 pg/ml. Tandis que I'extrait DCM a présenté 1'activité chélatante
la plus faible (IC50>800pg/mL).

La forte inhibition du blanchissement de B-caroténe par les extraits d'Erucaria uncata est
enregistrée par l'extrait aqueux avec une valeur IC50 de 2,67+0,11 pg/ml suivi par l'extrait
MeOH/eau avec une valeur IC50 de 67,85+3,04ug/ml. HE a montré la plus faible inhibition
(IC50> 800 pg/ml).

3-1-3-La plante Thymelaea hirsuta

Les extraits bruts de Thymelaea hirsuta ont également montré une activité antiradicalaire
remarquable contre le radical ABTS avec des valeurs IC50 comprises entre 18,69+ 1,97 pg/ml et
179,43+2,17 pg/ml. Cependant, un effet intéressant de la neutralisation du radical DPPH et de la
chélation des ions du fer a été observé avec les extraits aqueux et MeOH/eau présentant des
valeurs IC50 comprises entre 47,02+1,82 ug/ml et 97,20+1,49 pg/ml.

Tous les extraits de Thymelaea hirsuta ont montré une faible capacité a réduire les ions du
fer. Cependant, ils ont été plus efficaces dans la protection de l'oxydation du B-caroténe et dans
la réduction des ions du cuivre. La valeur IC50 la plus basse est enregistrée avec 1'extrait aqueux
(14,46+3,09 png/ml) dans le test de blanchissement du B-caroténe. Dans ce cas aussi, ’'HE a
montré une faible activité (CI50>800 pg/ml). L'extrait aqueux est plus efficace dans la réduction
des ions du cuivre avec une valeur A0,5 de 34,39 £+ 0,27 pg /ml suivi par l'extrait MeOH/eau
(A0,5 de 48,85+1,37 pg/ml). Ces résultats corroborent parfaitement avec d’autres études
précédentes réalisées pour évaluer l'activité antioxydant des extraits de Thymelaea hirsuta. Ainsi,
les extraits de chloroforme et d'acétone ont donné une activité élevée dans la protection de
I’oxydation du blanchissement du [-caroténe (IC50:1,7+0,1 pg/mL et 4,9+0,1 pg/mL
respectivement). Cependant, des valeurs ¢élevées d’IC50 ont été obtenues avec le test DPPH
(Trigui et al., 2013). De plus, une faible activité antioxydant des extraits d'éthanol a 50%
évaluée par le test de DPPH, le pouvoir réducteur et le blanchissement du B-caroténe a été
signalée par Akrout et al.(2011) ; Ziani et al. ( 2015). En outre, une étude rapportée par Kadri
et al.(2011) a montré que I'huile essentielle de la plante Thymelaea hirsuta présente une activité
antioxydant importante réalisée par le test de DPPH, le test de blanchissement du -carotene et le
test du pouvoir réducteur avec des valeurs IC50 de 80,75 pg/ml, 20,30 pg/ml et 58,50 pg/ml,

respectivement.

.l



Chapitre 2 Résultats et Discussion

En général, les extraits bruts de trois plantes ont montré une meilleure activité antioxydante
par rapport aux huiles essentielles. Cette activité est due a la présence des composés phénoliques
dans ces extraits qui contribuent a leur effet antioxydant. Alors que les huiles essentielles
possedent une composition chimique caractérisée par la présence de composants non
phénoliques. Ces derniers sont des composés issus du métabolisme secondaire des plantes et qui
assurent plusieurs fonctions chez la plante. Ces composés sont considérés comme molécules
bioactives (effets thérapeutiques) pour leurs activités: anti-inflammatoire, anti-cancéreuse,
antibactérienne, et antioxydant. En effet, la plupart des effets pharmacologiques exercés par les
polyphénols sont liées a leur potentiel antioxydant agissant comme des agents scavenger des
radicaux libres, des chélateurs des ions de transition et des agents réducteurs puissants (Jang et al.,

2007).

3-2-Activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne des différents extraits de nos plantes est évaluée en utilisant
deux types d’antibiogramme de diffusion: la méthode des disques et la méthode des puits. La
sensibilité des souches testées est estimée par la mesure des diamétres des zones d’inhibition de
chaque extrait. Les valeurs de la concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration
minimale bactéricides (CMB) sont également estimées pour confirmer 1’effet antimicrobien et
déterminer les niveaux d’efficacit¢ des extraits des plantes étudiées. Cependant, 1’activité
antifongique vis-a-vis le champignon phytopathogene Fusarium est évaluée en utilisant la

méthode de contact direct.

3-2-1-La plante Pulicaria arabica
Les résultats des tests d’évaluation de 1’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle et
des extraits bruts de la partie aérienne de la plante Pulicaria arabica sont présentés dans la

figure 50 et les tableaux 26 et 27.
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Figure50. Effet de différents extraits de Pulicaria arabica sur les souches microbiennes testées

Tableau 26. Diamétre des zones d’inhibition des extraits de la plante Pulicaria arabica

Souches Diamétre de la zone d’inhibition en mm

microbiennes EH20 EM/H20 EACT EDCM HEs
D P D D P D P D P

E.coli - - - - - - - 9.33+0.57 12+1.00
ATCC 25922
P.aeruginosa | 10£0.0 | 12+1.00 - - - 9+0.00 9+0.00 10+1.00 10.33£0.58
ATCC 27853
B.cereus - - 11.16+0.28 940.00 10+0.58 7+1.00 10+1.00 13.3+£0.26 24+1.00
ATCC 10876
S.aureus - - 8+0.00 - 8+0.00 8.33+£0.58 | 10.66+1.15 13+0.00 12+0.57
ATCC 25923
C.albicans - - 10.66+0.57 | 9.33+£.0.58 | 11.66+0.57 | 11.33£0.57 | 10,33+0.57 10£1.00 19.33+0.57 | 14.75+0.53
ATCC 10231

(-) : pas de zone d’inhibition, chaque valeur représente la moyenne de trois essaistécart-type(SD), D : Disque, P : Puits,
(-) : pas de CMI ou pas de CMB

Tableau 27. CMI et CMB de I’activité antimicrobienne des extraits de la plante Pulicaria arabica

Souches microbiennes CMI (mg/ml) CMB (mg/ml

EH20 | EM/H20 | EACT | EDCM | HEs | EH20 | EM/H20 | EACT | EDCM | HEs
E.coli - - - - C/2 - - - - C
ATCC 25922
P.aeruginosa C/64 - - C/16 C/16 C - - C C
ATCC 27853
B.cereus - C/2 C/4 C/2 C/32 - - - - C/16
ATCC 10876
S.aureus - C/2 C/2 - C/16 - - C - C/2
ATCC 25923
C.albicans - C/2 C/4 C/2 C/4 - - - - -
ATCC 10231

I1 ressort dans la figure 50 et le tableau 26 que toutes les souches microbiennes testées soit

par la méthode des disques ou la méthode des puits sont sensibles a 1’huile essentielle de

Pulicaria arabica dont le diamétre de la zone d’inhibition est variable selon le germe ciblé. Le

spectre d’inhibition est plus important contre les souches Candida albicans, Staphylococcus

aureus et Bacillus cereus avec des diamétres d’inhibition de 12 a 24 mm, et intermédiaire contre

les souches Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa avec des diamétres de 9 a 12 mm. En

ce qui concerne les extraits brut, 1’extrait dichlorométhanique est modérément actif contre les
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germes testés suivi par les extraits acétonique et hydrométhanolique qui sont moins actifs. Par
contre, ["extrait aqueux est inactif vis-a-vis de toutes les souches testées sauf la bacténe P
aeruginosa (zone d'inhibition del( mm). Cela signifie que I'effet antimicrobien des extraits
varie d"un solvant i un autre et d'une souche i une autre.

Nos résultats sont en accord avec ceux trouvés par Djermane et al. (2016). Ces auteurs
ont évalué 'effet antimicrobien de "huile essentielle et des extraits organiques (méthanolique,
chloroformique et héxanique) de la partie aérienne de la méme espéce et ils ont trouve des
diamétres des zones d’inhibition variables selon la souche cible et le solvant d’extraction utilisé.

Les résultats du tablean 27 montrent les concentrations minimales inhibitrices et les
concentrations minimales bactéricides de 1'huile essentielle et des extraits bruts de Puficaria
arabica en présence de cing souches de références. Il est 4 noter que toutes les souches testées
sont sensibles a 1"action antimicrobienne de I"huile et des dilutions différentes. Ainsi, on peut
relever que Bacillus cereus présente la souche la plus sensible. L'huile essentielle montre une
efficacité antimicrobienne vis-a-vis de cette espéce avec une CMI a une dilution de C/32 et CMB
a une dilution de C/16. Cependant pour les extraits bruts, certaines souches sont résistantes a
I"action antimicrobienne et autres sont sensibles. La souche Escherichia coli est la plus résistante
vis=i=vis de tous les extraits.

Lactivité inhibitrice de 'huile essentielle et des extraits bruts de la plante Puwlicara
arabica vis-d-vis le champignon Fusarium oxysporum est représenté dans la figure 51 et le
tableau 28. Les résultats montrent que 1'activité inhibitrice de I"huile essentielle de Puficaria
arabica est plus importante que les autres extraits (EH; 0, EMeOH/H,0, EACT et EDCM) avec
un taux d’inhibition de 48,21%.

11 a été signalé que la forte activité des huiles essentielles est exercée spécifiquement vis=d=
vis les champignons filamenteux, les protozoaires et les mites en comparaison a celle des
bactéries et des levures (Inoye et Abe, 2007). Cette hypothése est confirmée par notre résultat et
par plusieurs investigations qui relient le pouvoir antifongique par des huiles essentielles. Il est a
mentionner particuliérement [*activité antifongique contre le champignon Fusarium oxysporum,
comme, par exemple, 'HE d'Artimesia herba alba (Kolai et al, 2012), I'HE 4" Ocimum
gratissimum (Soro et al, 2011), 'HE J'Oviganum syriagewm L. (Daouk et al,1995), I'HE de
Thymus vulgaris et Cvmbopogon citratus (Lee et al., 2007), et I'HE de Xyvlopia aethiopica (Soro
et al,, 2010).
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Figure 51. Effet de différents extraits de Pulicaria arabica sur Fusarium oxysporum

Tableau 28. Résultats de ’activité inhibitrice de Fusarium oxysporum par les extraits de Pulicaria

arabica
Extrait EH20 EMeOH /H20 EACT EDCM HEs
%d’inhibition 19,64 -1,78 5,35 -14,28 48,21

De plus et selon Zhiri (2006), les composés avec les plus puissantes activités
antibactériennes principalement les phénols comme le thymol, le carvacrol et 1’eugénol suivi par
les alcools avec 10 atomes de C (ou monoterpénols) sont également des antifongiques efficaces
mais ils doivent étre utilisés sur de plus longues périodes. Les alcools et les lactones
sesquiterpéniques ayant également une activité antifungique. En revanche, une étude réalisée par
Chang et al. (2008) a montré que les composés sesquiterpéniques de I’'HE de Calocedrus
macrolepis sont plus efficaces contres les champignons phytopathogenes (Rhizoctonia solani,
Fusarium oxysporum, Colletotrichum gloeosporioides, Pestalotiopsis funerea, Ganoderma
australe et Fusarium solani.) comparativement aux composés monoterpeniques , en particulier,
les deux composés T-muurolol et 1’alpha-cadinol. Cela signifie que le sesquiterpéne alcoolique
alpha-cadinol (35.05%) qui est le composé majoritaire de notre HE est responsable de 1’activité

antifongique enregistrée vis-a-vis de 1’espece fongique Fusarium oxysporum.
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3-2-2-La plante Erucaria uncata
Les résultats du test antimicrobien de "huile essentielle d’Erucaria uncata et des différents

extraits bruts sont regroupés dans la figure 52 et les tableaux 29 et 30.

EMeOII/H2O
-
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Figure 52. Effet de différents extraits d’Erucaria uncata sur les souches microbiennes testées

Tableau 29. Diamétre des zones d’inhibition des extraits de la plante Erucaria uncata

Souches Diameétre de la zone d’inhibition en mm
microbiennes

EH20 EM/H20 EACT EDCM HEs

D P D P D P D P D P
E.coli - - - - - - - - - -
ATCC 25922
P.aeruginosa 8+0.00 | - - - - - 10+0.00 - 9.66+1.15 -
ATCC 27853
B.cereus - - | 8.16+£0.28 | - | 10.66+0.57 - 9.00+0.00 - 9.66+0.58 11.00+0.00
ATCC 10876
S.aureus - - - - - - 9.66+0.58 10.33+1.15 | 10.66+1.15 10.33+0.58
ATCC 25923
C.albicans - - - - | 11.33+0.58 | 10.33+1.15 | 10.66+1.15 10+0.00 10.33+0.57 10+0.00
ATCC 10231

(-) : pas d’inhibition, chaque valeur représente la moyenne de trois essaistécart-type(SD), D : Disque, P : Puits

Tableau 30. CMI et CMB de ’activité antimicrobienne des extraits de la plante Erucaria uncata

Souches CMI CMB
microbiennes EH20 | EM/H20 | EACT | EDCM | HEs | EH20 | EM/H20 | EACT | EDCM | HEs

E.coli - - - - - - - - - -
ATCC 25922
P.aeruginosa C/2 - - C/16 C/8 - - - - C
ATCC 27853
B.cereus C2 C/2 C/4 C/8 - - - C
ATCC 10876
S.aureus - - - C/4 C2 - - C C2
ATCC 25923
C.albicans - - C/4 C/4 C/4 - - C/4 - C/4
ATCC 10231

Les tests des activités antimicrobiennes de I’huile essentielle et des différents extraits bruts
de la plante Erucaria uncata vis-a-vis des souches : E.coli, B.cereus, P.aeruginosa, S.aureus et
C.albicans sont évalués par la présence ou 1’absence de zones d’inhibition et la détermination

des valeurs de la CMI et la CMB. Selon les résultats obtenus, les extraits de la plante Erucaria
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uncata présentent une activité antimicrobienne intermédiaire contre les souches testées par la
méthode des disques ou la méthode des puits (Les zones d'inhibition situées entre 8 et 11,33mm).

Tous les extraits sont inactifs vis-a-vis de la bactérie Escherichia coli. Cependant, Bacillus
cereus représente la bactérie la plus sensible. Les concentrations minimales inhibitrices sont
observées surtout avec I’HE et I’extrait DCM. Les valeurs les plus faibles sont enregistrées
contre Pseudomonas aeruginosa (C/16 pg/ml de I’extrait DCM et C/8ug/ml de I’HE). Les
concentrations minimales bactéricides sont enegistrées essentiellement avec I’HE et la valeur la
plus faible est notée contre Candida albicans (C/4pug/ml). Il est également a signaler que
I’efficacité inhibitrice des extraits vis-a-vis des souches testées est observée enregistrée contre
les Gram positif plus que les Gram négatif.

L’activité inhibitrice de ’huile essentielle et les extraits de la plante Erucaria uncata vis-a-

vis le champignon Fusarium oxysporum est représenté dans la figure 53 et le tableau 31.

Figure 53. Effet de différents extraits d’ Erucaria uncata sur Fusarium oxysporum

8
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Tableau 31. Résultats de 1’activité inhibitrice de Fusarium oxysporum par les extraits d’Erucaria uncata

Extrait EH20 | EMeOH /H20 | EACT EDCM HEs
%d’inhibition 28,57 41,07 23,21 60,71 30,35

Les résultats montrent que tous les extraits testés d’'Erucaria uncata ont un pouvoir
inhibiteur sur la croissance mycélienne de 1’espece fongique Fusarium oxysporum. L’activité
inhibitrice de 1’extrait DCM est plus importante que les autres extraits. Le taux d’inhibition le
plus élevé est de 60,71%, suivi par 1’extrait hydrométhanolique avec un pourcentage de 41,07%,
puis I’huile essentielle avec un pourcentage d’inhibition de 30,35% et en dernier 1’extrait aqueux
et acétonique avec un pourcentage d’inhibition de 28,57% et 23,21% respectivement. Ce qui
montre que ’activité antifongique mise en évidence dépend du solvant d’extraction utilisé.

D’apres une étude réalisée par Kamelé et al. (2019) dans le but de rechercher d’autres
alternatives de lutte biologique contre les champignons responsables de la pourriture des fruits
tropicaux (papaye et tomate). Ces auteurs ont effectué des tests du pouvoir antifongique des
extraits de trois solvants de polarit¢ différente de cinq espeéces de plantes (Nesogordonia
papaverifera, Cola gigantea, Triplochiton scleroxylon, Trichilia heudelotii et Celtis mildbraedii)
vis-a-vis trois especes fongiques (Colletotrichum higginsianum, Fusarium oxysporum et
Rhizopus stolonifer). Leurs résultats ont révélé que Fusarium oxysporum est la souche la plus
sensible des souches sélectionnées aux extraits dichlorométhanes, méthanoliques suivis par les
extraits aqueux des organes de toutes les plantes. Cela confirme notre résultat. De plus, Il est a
noté que la présence de I’alpha-cadinol et T-muurolol dans la composition d’une HE confirme
I’activité antifongique de celle-ci et en particulier contre le champignon phytopathogene
Fusarium oxysporum (Chang et al, 2008). Ainsi, le a-Cadinol (24,69%) et le T-Muurolol
(18,28 %) qui sont parmi les composés majoritaires de I’HE d’Erucaria uncata sont

probablement responsables de leur activité antifongique vis-a-vis ce champignon.

3-2-3-La plante Thymelaea hirsuta
Les résultats des tests de 1’activité antimicrobienne de I’huile essentielle et des extraits
(eau, méthanol/Eau, acétone et dichlorométhane) de la partie aérienne de Thymelaea hirsuta vis-

a-vis des cing souches de références sont présentés dans la figure 54 et les tableaux 32 et 33.
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Candida albicans ATCC 10231

EHESs

Figure 54. Effet des différents extraits de Thymelaea hirsuta sur les souches microbiennes testées

Tableau 32. Diamétre des zones d’inhibition des extraits de la plante Thymelaea hirsuta

Souches Diamétre de la zone d’inhibition en mm
microbiennes EH20 EM/H20 EACT EDCM HEs

D P D P D P D P D P
E.coli - - - - - - - - 10+0.00 -
ATCC 25922
P.aeruginosa 7+0.00 | - 8+0.00 - 7+0.00 - - - 9+0.00 -
ATCC 27853
B.cereus 7+0.00 | - 7+0.00 - | 10.33+0.58 - 9.33+0.58 | 9+0.00 | 23.16+1.04 | 27.50+0.57
ATCC 10876
S.aureus - - - - - - - - 11.66+0.58 8+0.00
ATCC 25923
C.albicans - - | 7.66£0.57 | - | 10.66+0.58 | 9+0.00 | 11+0.00 | 11+0.00 13+0.00 10.33£0.58
ATCC 10231

(-) : pas de zone d’inhibition, chaque valeur représente la moyenne de trois essaistécart-type(SD), D : Disque, P : Puits

Tableau 33. CMI et CMB de I’activité antimicrobienne des extraits de la plante Thymelaea hirsuta

Souches microbiennes CMI CMB
EH20 | EM/H20 | EACT | EDCM | HEs | EH20 | EM/H20 | EACT | EDCM | HEs

E.coli - - - - C/4 - - - - C
ATCC 25922

P.aeruginosa C/8 C/8 C2 - C/8 - - - - -
ATCC 27853

B.cereus C C C2 C/4 C/4 - - - - -
ATCC 10876

S.aureus - - - - C2 - - - - C
ATCC 25923

C.albicans - C2 C2 C/2 C/4 - - - - -
ATCC 10231

L’¢étude de la sensibilité des bactéries et de la levure testées aux huiles essentielles et aux
différents extraits bruts de la partie aérienne de la plante Thymelaeahirsuta a montré une absence
du pouvoir inhibiteur sur la croissance de la bactérie Escherichia coli. Cependant, 1’efficacité
d’action antimicrobien de ces extraits est positif sur les autres souches testées (Bacillu cereus,

Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus et Candida albicans), avec des diamétres des
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zones d’inhibition qui varient entre 7 et 27,5 mm, selon la méthode d’antibiogramme utilisée,
I’extrait testé et la souche ciblée.

Sur les 5 souches testées, I’activité antimicrobienne est enregistrée pour tous les types
d’extraits sur I’espéce Bacillus cereus dont I’huile essentielle a présenté 1’inhibition la plus
importante (23,16 = 1,04 et 27,50 + 1,15) respectivement pour la méthode des disques et la
méthode des puits. Cette efficacité antimicrobienne vis-a-vis des souches citées est inversement
proportionnelle aux concentrations minimales inhibitrices (CMI). Cette observation apparait
clairement avec I’huile essentielle ; Elle a enregistrée une zone d’inhibition de 23,16 = 1,04 et
27,50 £ 1,15 et une CMI a une dilution de C/4 vis-a-vis la souche Bacillus cereus, cependant,
elle a montrée une zone d’inhibition de 9 + 0.00 mm de diamétre et une CMI a une dilution de
C/8 vis-a-vis la souche Pseudomonas aeruginosa. 1l est également a noter que parmi les extraits
testés, excepté 1’huile essentielle a un effet bactéricide contre deux souches : Escherichia coli et
Staphylococcus aureus. Selon De Billerbeck (2007), les extraits de Thymelaea hirsuta ont
montré une activité antimicrobienne modérée avec la concentration utilisée (8 mg/ml). En outre,
une ¢tude sur l'activité antimicrobienne de différents extraits de Thymelaea hirsuta montre un
effet intermédiaire contre certaines souches bactériennes et fongiques (Trigui et al. 2013).
Cependant, (Felhi et al. 2017) ont signalé une forte activité enregistrée par I'HE de Thymeleae
hirsuta avec des zones d'inhibition allant de 14 mm a 27 mm contre certaines souches
bactériennes E.coli, S.aureus, B.cereus et d'autres. Ces différences peuvent étre attribuées a la
variation de la composition chimique de 1'huile essentielle.

Les résultats des tests de ’activité antifongique de 1’huile essentielles et des différents
extraits (eau, méthanol/Eau, acétone et dichlorométhane) de la partie aérienne de Thymelaea
hirsuta vis-a-vis le champignon Fusarium oxusporum sont mentionnés dans la figure 55 et le

tableau 34.

=



Chapitre 2

Résultats et Discussion

Figure 55. Effet de différents extraits de Thymelaea hirsuta sur fusarium oxysporum.

Tableau 34. Résultats de 1’activité inhibitrice de fusarium oxysporum par les extraits de Thymelaea

hirsuta
Extrait EH20 EMeOH /H20 EACT EDCM HEs
%d’inhibition 3,57 -5,35 1,78 -12,5 -3,57

Les résultats obtenus ont révélé que D’activité antifongique de différents extraits de
Thymelaea hirsuta vis-a-vis de I’espece fongique Fusarium oxisporum est tres faible ou nulle. Le
taux d’inhibition de la croissance mycélienne de ce champignon a été enregistré seulement avec
deux extraits et avec des pourcentages trés faibles, ’extrait aqueux (3,57%) et I’extrait
dichloroformique (1,78%). La nature des composés chimiques présente dans 1’huile essentielle et
les extraits organiques de cette plante expliquerait ce résultat. Comme par exemple, 1’huile
essentielle est pauvre en monoterpinols comme le thymol et le carvacrol, et en alcools
sésquiterpéniques comme 1’alpha-cadinol et T-murrolol. Ces derniers sont signalés déja comme
des composés responsables de 1’activité antifongique et, particulierement, 1’activité contre le

champignon phytopathogeéne Fusarium oxysporum. Ce qui concorde avec les résultats de notre

résultat.
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3-3-Activité enzymatique

L’impact de I’huile essentielle et des extraits bruts de la partie aérienne de Pulicaria

arabica, Erucaria uncata et Thymeleae hirsuta a été examiné in vitro sur les activités de I’AChE,

BChE et a-Glucosidase sur la base de tests colorimétriques en systéme de microplaques. Les

résultats obtenus sont exprimés en termes d’ICs et sont représentés dans le tableau 35.

Tableau 35. Effet de I’huile essentielle et des extraits bruts de Pulicaria arabica, Erucaria uncata et

Thymelaea hirsuta sur les activités de I’AChE, BChE et a-glucosidase.

Extraits AChE ICs, (ng/mL) BChE ICs¢ (ng/mL) a-glucosidase ICs, (ug/ml)
Pulicaria Arabica
EH20 NA 117.27+0.14 >1000
MeOH/H20 NA 21.71+1.09 42.45+4.67
EACT NA 5.53+0.66 >1000
EDCM NA 0.97+0.34 >1000
EHEs NA 20.22+0.67 39.74+1.91
Erucaria uncata
EH20 NA 20.81+3.02° NA
MeOH/H20 NA 14.85+0.98° 820.14+8.68°
EACT NA 12.81+1.18° NA
EDCM NA 2.98+0.86" NA
EHEs NA 78.26+4.71° 77.45+0.22°
Thymelaea hirsute
EH20 NA 37.89+1.91° 312.02+1.42¢
MeOH/H20 NA 86.372.44° 33.1143.54°
EACT NA 71.95+1.43° 908.31+0.35°
EDCM NA 14.29+1.86" >1000
EHEs NA 13.57+1.70° 15.42+£2.77°
Standards
Galanthamine 6.27£1.15 34.75+1.99%° NT
Acarbose NT NT 275.43+1.59>¢

Les valeurs sont exprimées en moyenne = SD. Les valeurs notées sur la méme ligne avec différentes lettres en

minuscule (a-e) sont significativement différentes a p < 0.05 selon le test Tukey. MeOH:Methanol, ACT :Acetone,

DCM: Dichloromethane, HEs: Huile essentielle. NA: Non actif.
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3-3-1-La plante Pulicaria arabica

Comme précédemment, I"effet inhibiteur des extraits de Pulicaria arabica est examiné contre
l'acétylcholinestérase, la butyrylcholinestérase, impliquées respectivement dans les maladies
d"Alzheimer et de diabéte de type 2. Les résultats obtenus sont rapportés dans le tableau 35. Il en
ressort que tous les extraits de la plante sont inactifs contre I'AChE alors qu'ils exercent une activité
inhibitrice importante contre la BChE. Cet effet est plus prononcé pour I'extrait de Dichlorométhane
(1Csq de 0,97 £ 0,34pg/ml) suivi par I'extrait acétone, ["huile essentielle et 1"extrait de méthanol/eau
(ICsp :5,53 + 0,66pg/ml, 2022 £ 0,67pg/ml et 11727 £ (,14pp/ml respectivement). Les effets des
différents extraits sont plus efficaces que le standard (galanthamine, IC50= 3475 = 1 99ug/ml). De
méme, un effet inhibiteur remarquable de I"o-glucosidase est observé avec 1"huile essentielle (ICso =
3974 £ 1 91pg/ml) et "extrait méthanol/ean (IC50 = 4245 £ 4 6Tpg/ml) comparativemnent a celu
noté pour "acarbose utilisé comme standard (IC;; = 275,43 £ 1.5%ug/ml). En revanche, les autres
exftraits sont mactifs.

D’aprés les résultats obtenus, les extraits testés ont montré une sélectivité vis-d-vis de la BChE
que I’ AChE. Ces observations corroborent avec celles de la littérature qui montre que 1"AChE et la
BChE sont complétement inhibées par les alcaloides et les composés terpéniques (Murray et al.,
2013). Ainsi, I'activité inhibitrice élevée de |"extrait de dichlorométhane contre la BChE pourrait
étre liée a la présence des composeés terpéniques étant donné que les alcaloides n'ont pas été
rapportés dans cette espéce. D'autre part, 1"huile essentielle a montré un effet inférieur a celu de
I"extrait de dichlorométhane qui pourrait étre expliqué par la nature des composés terpéniques
présents dans cette huile.

L'inhibition de I"a-glucosidase, constatée pour "huile essentielle et "extrait méthanol/eau,
n'a pas été décrite auparavant pour la palnte Pulicaria arabica. Néanmoins, des travaux
antérieurs ont décnt 'effet inhibiteur de I"o-glucosidase par d’autres extraits d'espéces du genre
Pulicaria ; L'HE des feuilles de Pulicaria inuloides et celle de la partie aérienne de Pulicaria
incisa, et 'extrait méthanolique des feuilles de Pulicaria wightinia sont avérés trés efficaces
dans I'inhibition de 1"enzyme a-glucosidase avec des valeurs d'ICs, égales 4 : 140,49, 21832 et
| 40ug/ml respectivement pour Al-Hajj et al. (2016) ; Chaib, (2017) ; Alluri et Satla (2017).

3-3-2-La plante Erucaria uncata

Tous les extraits d’Erucaria wncata s'avérent plus efficaces contre BChE. Cet effet
inhibiteur varie entre IC50 = 2,98 £+ 0,86 pg/ml et 78.26 £ 4,71 pg/ml enregistrée respectivernent
avec 'extrait de DCM et I'HE. Alors gu'un effet inhibiteur modéré de l'w-glucosidase est
enregistrée pour 1"huile essentielle (IC50 = 77.45 = 0,22 pg/ml) et I'extrait MeOH/eau (IC50 =

@
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glucosidase est enregistrée pour I’huile essentielle (IC50 = 77,45 + 0,22 pg/ml) et I'extrait
MeOH/eau (IC50 = 820,14 + 8,68 ug/ml). Cependant, les extraits aqueux, DCM et acétone sont
inactifs vis-a-vis de la méme enzyme. Une méme tendance a été signalée pour une autre espeéce
du méme genre d’Erucaria (Erucaria hispanica) pour laquelle aucun effet sur [’a-glucosidase

n’a été enregistré (Hamdan et Afifi, 2008).

3-3-3-La plante Thymelaea hirsuta

Tous les extraits testés de la palnte Thymelaea hirsuta ont montré une activité inhibitrice
importante vis-a-vis de la BChE alors qu’ils sont inactifs vis-a-vis ’AChE. Les valeurs d’IC50
enregistrées varient de 13,57+1,70 pg/ml avec 1'HEs et 86,37+£2,44 ng/ml avec l'extrait de
MeOH/eau. L'inhibition de l'a-glucosidase est observée pour les différents extraits de Thymeleae
hirsuta, notamment, les huiles essentielles avec une valeur d’IC50 de 15,42+2,77 ug/ml suivi par
l'extrait MeOH/ eau (IC50 = 33,11 + 3,54pug/ml).Tandis que l'extrait de DCM a présenté 1’effet
inhibiteur le plus faible (IC50>1000 pg/ml). Cette activité antidiabétique de Thymeleae hirsuta a
été signalée antérieurement dans la littérature pour 1’extrait méthanolique. En effet, dans leurs
travaux in vivo sur des rats diabétiques hypertendus Bnouham et al. (2007 ; 2010 ; 2012) ont
montré que cet extrait méthanolique possede un effet antidiabétique en diminuant les niveaux de
glucose dans le sang. L'un des mécanismes propos¢ pour illustrer cette inhibition (effet anti-
hyperglycémique) est 1’inactivation de I'a-glucosidase et de 1'a-amylase dans l'intestin gréle, ce

qui bloque la dégradation des glucides complexes et donc leur absorption.
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L'approche vers les substances naturelles d’origine végétale comme alternatives aux
médicaments et agents chimiques reste une solution de premier choix dans le contrdle et
dans le traitement de différentes pathologies qui affectent I’homme, I’animal ou la plante
elle-méme. Ainsi, les vertus médicinales de plusieurs plantes ont étudié€s. Dans cette optique,
cette étude a visé la caractérisation phytochimique et biologique de trois plantes
médicinales et fourrageres présentes et collectées dans la région Nord-Sud de I’Algérie. A
travers cette étude, nous avons tenté d’¢lucider surtout les activités biologiques des
métabolites secondaires (huiles essentielles et extraits bruts) de ces plantes a savoir : activité
antioxydant, antimicrobienne, anti-Alzheimer et antidiabétique et de les lier (activité
biologique) a la composition chimique en phénols totaux, flavonoides et huiles essentielles

Les résultats de ce présent travail indiquent des teneurs élevées en polyphénols et
flavonoides totaux des extraits des trois plantes, en particulier, les extraits hydro-
méthanoliques et aqueux. La composition chimique des huiles essentielles révele une
différence quantitative et qualitative entre les plante sélectionnées ; L’huile essentielle de
Pulicaria arabica (8 composés) montre la prédominance de sesquiterpénes : a-Cadinol, &-
Cadinene, t-Muurolol et t-Cadinol, I’huile essentielle de Thymeleae hirsuta (25 composés)
est riche : Tetradécanal, Acide palmitique, Tridicanal, Dodecyltetraglycol et 6-Cadinol.
Alors que I’huile essentielle d’Erucaria uncata (19 composés) est caractérisée par la
présence majoritaire du a-Cadinol, 3-Cadinene, tau.-Muurolol, et acide palmitique.

L’activité antioxydant des extraits des trois plantes, déterminée par des tests différents
(DPPH, ABTS, pouvoir réducteur, chélation du fer, blanchissement du p-Caroténe,
CUPRAC et Phénanthroline), indique que 1’extraits hydro-méthanolique représente 1’activité
la plus élevée comparativement aux autres extraits pour toutes les plantes et les différents
tests réalisés.

En ce qui concerne I’activité enzymatique, 1’évaluation des effets inhibiteurs de nos
extraits vis-a-vis de 1’acétylcholinestérase, la butyrylcholinesterase et I’alpha-glucosidase
montre que les différents extraits sont inactifs vis-a-vis de I’enzyme AChE. Cependant,
I’activité des enzyme BChE et I’a-Glucosidase est modulée les différents extraits ; La plus
forte inhibition est observée en présence des huiles essentielles. En outre dans le volet
caractérisation biologique, 1’activité antimicrobienne des différents extraits et des huiles
essentielles a été recherchée in vitro pour 4 bactéries, une levure et un champignon
phythopatogene. Les résultats montent que les différents extraits inhibent la croissance de
toutes les bactéries excepté la souche Escherichia coli, de la levure (Candida albicans) et du

champignon (Fusarium oxysporum).
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De ce qui précede, I'usage traditionnel des trois plantes étudiées est confirmé. En
outre, il est important de signaler leur capacité dans la prise en charge de diverses
pathologies infectieuses liées au stress oxydant. Mais, ces résultats devraient étre confortés
par d’autres études complémentaires et plus approfondie. Ainsi et en perspective, il faut
envisager de :

- séparer, isoler et identifier les substances bioactives de ces espéces qui sont responsables
des activités biologiques réalisées par usage de différentes techniques de séparation et
d’analyse,

- évaluer la toxicité de ces substances,

- mener d’autres travaux in vivo et in vitro sur les activités biologiques comme les activités :
anti-méthanogenes, anti inflammatoire, et autres.

- et chercher un effet de synergie entre les extraits de ces espeéces pour confectionner un

complément alimentaire ou un phytomédicament.
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Resume

Le présent travail a pour objectif la caractérisation phytochimique et biologique
(activités biologiques) de trois plantes médicinales et fourragéres: Pulicaria arabica,
Erucaria uncata et Thymelaea hirsuta. Dans un premier temps, une analyse chimique
quantitative des extraits bruts des parties aériennes, préparés a partir de différents solvants, a
été réalisée par la détermination des teneurs en composés phénoliques et des flavonoides
totaux. Les tests de dosage ont montré que les extraits aqueux et hydro-méthanoliques
représentent les extraits les plus riches. Dans une seconde partie, 1’analyse chimique des
huiles essentielles par GC/MS indique que I’'HE de Pulicaria arabica est caractérisé (8
composés) par la prédominance des sesquiterpenes. L’'HE de Thymelaea hirsuta (25
composés) est riche en : Tetradécanal, acide palmitique, Tridicanal et Dodécyltétraglycol.
Cependant, I'HE d’Erucaria uncata est caractérisé par la présence majoritaire du a-Cadinol,
de Delta-Cadinene, et de tau-Muurolol et ’acide palmitique. Les activités biologiques ont
concerné I’activité antioxydante, anti-Alzheimer et antidiabétique. Elles montrent que le
pouvoir antioxydant de 1’extrait méthanolique est le plus €levé pour les différents tests et,
comparativement, aux différents extraits. Pour les activités enzymatiques, il est a noter que les
HE se distinguent par leur capacité d’inhiber les enzymes BChE ou I’a-Glucosidase avec des
valeurs d’IC50 supérieurs a celles des standards (galanthamine, acarbose). En revanche, tous
les extraits s’averent inactifs vis-a-vis de 1’acétylcholinestérase. L activité antimicrobienne des extraits
et des huiles essentielles, effectuée sur des souches de référence (Escherichia coli ATCC 25922,
Bacillus cereus ATCC 10876, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Candida albicans ATCC 10231 et Fusarium oxysporum), fait
ressortir que la souche Escherichia coli est résistante vis-a-vis des différents extraits a
I’exception des HE de Pulicaria arabica et de Thymelaea hirsuta. Les autres souches
s’aveérent sensibles avec des zones d’inhibition variant entre 7 et 27,5 mm. Cette inhibition est
variable en fonction de 1’extrait et de la plante étudiée. Les meilleures valeurs de la CMI et de
la CMB sont enregistrées avec les huiles essentielles. De ce qui précede, nous pouvons
conclure que ces plantes possédent un potentiel phytochimique et pharmacologique pour des
applications thérapeutiques dans le stress oxydant, la maladie d’ Alzheimer, le diabéte sucré et
quelques cas d’infections.

Mots clés : Pulicaria arabica, Erucaria uncata, Thymelaea hirsuta, huiles essentielles,

extraits phénoliques, flavonoides, acétylcholinestérase, butyrylcholinestérase, a-glucosidase.




Abstract

The objective of this work is the phytochemical and biological characterization
(biological activities) of three medicinal and fodder plants: Pulicaria arabica, Erucaria uncata and
Thymelaea hirsuta. First, quantitative chemical analysis of the crude extracts of the aerial parts,
prepared from different solvents, was carried out by determining the contents of phenolic
compounds and total flavonoids. The dosage tests have shown that the aqueous and hydro-
methanolic extracts represent the richest extract. In a second part, the chemical analysis of essential
oils by GC / MS indicates that the EO of Pulicaria arabica (8 compounds) is characterized by the
predominance of sesquiterpenes. Thymelaea hirsuta (25 compounds) EO is rich in: Tetradecanal,
palmitic acid, Tridicanal and Dodecyltetraglycol. However, Erucaria uncata EO is characterized by the
predominant presence of a-Cadinol, Delta-Cadinene, tau-Muurolol and palmitic acid. The biological
activities concerned the antioxidant, anti-Alzheimer and anti-diabetic activities. They show that the
antioxidant power of the methanolic extract is the highest for the different tests and, in comparison,
with the different extracts. For enzymatic activities, it should be noted that EOs are distinguished by
their ability to inhibit BChE or a-Glucosidase enzymes with IC50 values higher than those of the
standards (galanthamine, acarbose). In contrast, all extracts are found to be inactive against
acetylcholinesterase. The antimicrobial activity of extracts and essential oils, carried out on reference
strains (Escherichia coli ATCC 25922, Bacillus cereus ATCC 10876, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Candida albicans ATCC 10231 and Fusarium oxysporum),
shows that the Escherichia coli strain is resistant to the various extracts except for the EO of
Pulicaria arabica and Thymelaea hirsuta. The other strains are found to be sensitive with zones of
inhibition varying between 7 and 27.5-mm. This inhibition is variable depending on the extract and
the plant studied. The best MIC and CMB values are recorded with essential oils. From the above
results, we can conclude that these plants have phytochemical and pharmacological potential for
therapeutic applications in oxidative stress, Alzheimer's disease, diabetes and some cases of
infections.
Key words: Pulicaria arabica, Erucaria uncata, Thymelaea hirsuta, essential oils, Phenolic

extracts, flavonoids, acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase , a-glucosidase.
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Annexe

Annexel : Composition de différents milieux de culture utilisés

1-Eau physiologique stérile :

Chlorure de sodium (NaCl) 9g +Eau distillée1000ml

2-Gélose nutritive (GN) (en g /1 d’eau distillée) :

Peptonel0g+ Extrait de viande3g+Extrait de levure 3g +Chlorure de sodium 5g +Agar 18¢g
+PH=74.

3-Gélose Muller Hinton (MH)(en g /1 d’eau distillée) :

Extrait de viande 3g+Hydrolysa de caséine 17,5g +Amidon 1,5g+Agar 10g

4-Gélose saboraud(en g /1 d’eau distillée) :

Peptone de caséine et de viandel0g+ Glucose monohydraté 40g +AgarlSg +pH final : 5,6
a25°C

5- PDA (Potato Dextrose Agar):

L’eau de la pomme de terre (340g de pomme de terre épluché etdécoupé en petits
morceaux+1700ml d’eau distill¢, bouillir a 100°) +34g de glucose + 34g d’agar.

Annexe 2 :Les étapes de manipulation de 1’activité antimicrobienne

Annexe 2.1.Méthodes des disques et des puits

Ecoulement de MH dans les boites de pétri  Ensemencement des bactéries sur MH Dépot des disques

Préparation des puits Application des différentes dilutions des Exts Application des différents dilutions des

sur les disques Exts sur les puits




Diffusion des extraits 2 T° ambiante pendant Incubation des echantillons a 37C°

15min

Annexe 2.2. Détermination de la CMI et la CMB

Détermination des concentrations minimales bactéricides (CMB)

Annexe 2.3 : Activité antifongique vis-a-vis le champignon Fusariumo xysporum f. splycopersici

Coulage de (I’extrait + PDA) dans les Dépot des disques de champignon

Boites de pétri.




Annexe 3.Pulicaria arabica

Annexe 3.1. Test de DPPH

Extraits 12,5png/ml 25pg/ml 50pg/ml 100pg/ml 200pg/ml 400pg/ml 800pg/ml 1Cs
EH20 10,68+0,00 | 23,25+0,00 | 37,70+2,60 | 68,98+0,76 | 80,11+0,33 | 80,61+0,93 | 82,11+0,29 | 64,84+0,06
EH20-MeOH 13,87+0,94 | 27,01£1,46 | 52,62+1,46 | 76,67+1,32 | 82,24+0,78 | 82,99+1,03 | 83,93+0,47 | 53,97+0,71
EACT 32,64+2,92 | 50,09+0,56 | 67,91£1,17 | 74,73£1,25 | 76,61£1,78 | 79,67£1,15 | 82,36+0,38 | 10,37+0,15
EDCM 33,0742,20 | 41,64£1,60 | 50,09+0,98 | 55,59+1,62 | 68,41£1,57 | 74,54+2,91 | 78,80+1,17 | 49,43+2,01
HEs NA NA NA NA NA NA NA NA
BHA 76,55+0,48 | 79,89+0,26 | 81,73+0,10 | 84,18+0,10 | 87,13+0,17 | 89,36+0,19 | 90,14+0,00 | 6.14+0.41
BHT 49,09+0,76 | 72,63+2,06 | 88.73+0,89 | 94.00+0,31 | 94.974+0,08 | 95.3840,41 | 95.02+0,23 | 12.99+0.41

Annexe 3.2. Test I’ABTS
Extraits 12,5ng/ml 25ug/ml 50pg/ml 100pg/ml 200pg/ml 400ug/ml 800ug/ml | ICsp (ug/ml)
EH20 10,37+£2,26 | 17,57+£3,01 | 29,43+0,87 | 66,32+1,84 | 90,13+ 1,94 | 91,61+0,45 | 91,91£0,41 | 87,23+0,64
EH20-MeOH | 12,30+3,69 | 19,72+2.,63 | 48,01£1,55 | 74,12+1,84 | 89,78+0,72 | 90,07+1,00 | 91,08+0,37 | 33,63 +2,03
EACT 13,24+1,13 | 49,86+0,12 | 80,09 £1,70 | 85,91+1,70 | 89,42 +1,90 | 91,67+0,47 | 92,38+0,31 6,42+0,86
EDCM 10,68+1,88 | 22,2842,88 | 35,84+1,84 | 65,60+0,63 | 68,33+1,74 | 83,25+2,38 | 87,71+1,38 | 75,59+1,84
HEs 1,47+1,93 2,96+2,11 5,39+1,80 6,30+2,32 7,39+1,82 10,06+2,11 | 17,1240,90 >800
BHT 69.21+£0,40 | 78.23£1,34 | 88.12+1,28 | 88,76+3,07 | 90.85£1,74 | 90.95+0,51 | 96.68+0.39 1.2940.30
BHA 92.83+1,42 | 94.68+0,42 | 94.95+0,90 | 95.32+0,25 | 95.59+0,47 | 95.83+0,15 | 95,86+0,10 1.81+0.10
Annexe 3.3. Test du Pouvoir réducteur
Extraits 3,125pg/ml | 6,25pg/ml | 12,5pg/ml | 25pg/ml S0pg/ml | 100pg/ml | 200pg/ml Aoso
EH20 0,16+0,01 0,16+£0,01 | 0,19+0,01 | 0,22+0,01 | 0,26+0,02 | 0,31£0,03 | 0,45+0,01 >200
EH20-MeOH 0,18+0,02 0,18+0,01 | 0,20+0,02 | 0,22+0,01 | 0,29+0,01 | 0,35+0,05 | 0,58+0,04 | 158,14+1,09
EACT 0,12+0,06 0,1240,07 | 0,16+0,00 | 0,18+0,01 | 0,19+0,01 | 0,20+0,01 | 0,21+0,01 >200
EDCM 0,17+0,01 0,19+0,01 | 0,21+0,01 | 0,22+0,02 | 0,29+0,01 | 0,37+0,02 | 0,50+0,04 | 198,17+2,59
HEs 0,11+0,01 0,11+0,01 | 0,11+0,01 | 0,13£0,01 | 0,17+0,03 | 0,17+0,02 | 0,20+0,01 >200
BHA 0,37+0,01 0,64+0,01 | 1,09+0,01 | 1,90+0,08 | 3,21+0,04 | 3,84+0,03 | 4,01+0,09 9,29+0,22
Annexe 3.4.Test de Chélation du fer

Extraits 12,5pg/ml 25pg/ml 50pg/ml 100pg/ml 200pg/ml 400pg/ml 800pg/ml ICso
EH20 20,87+0,11 | 48,26+4,78 | 54,05+2,55 | 58,32+2,14 | 78,09£1,01 | 79,44+2,91 | 80,40+3,46 | 41,88+1,77
EH20-MeOH | 31,47+£2.48 | 35,53+0,72 | 59,04+4,14 | 70,91+£2,79 | 75,30+4,94 | 76,81+4,85 | 79,81+£3,40 | 38,2242,30
EACT 14,73+1,37 | 23,81+2,05 | 29,72+3,07 | 45,36+2,79 | 51,70+2,26 | 58,25+1,37 | 65,68+2,84 | 127,59+0,21
EDCM 17,66£3,54 | 25,25+2,48 | 37,21£6,99 | 45,50£1,12 | 49,56+0,40 | 53,14+0,48 | 57,29+£2,66 | 265,25+1,57
HEs 39,62+3,76 | 42,24+1,58 | 45,18+3,68 | 54,42£1,27 | 76,05+£2,69 | 78,14+2,69 | 79,47£1,19 | 72,89+1,38
EDTA 73,55+0,45 | 78,89+0,25 | 82,73+0,11 | 85,18+0,11 | 88,13+0,16 | 89,36+0,18 | 91,14+0,00 | 8.57 +0.14

Annexe 3.5.Test du blanchiment du B-caroténe

Extraits 6,25ng/ml 12,5ng/ml 25pg/ml S0pg/ml 100pg/ml 200pg/ml 400pg/ml ICs
EH20 12,3342,19 | 24,32+0,97 | 27,70+2,18 | 36,99+2,65 | 50,23+0,22 | 59,21+2,99 | 81,32+1,55 | 195,81+3,46
EH20-MeOH | 6,13£1,87 6,72+522 | 11,69+0,62 | 27,1743,22 | 41,67+0,91 | 45,10+1,25 | 58,59+0,99 | 516,60+4,86
EACT 15,63+£2,00 | 20,27+£3,47 | 20,37+0,85 | 27,89+0,20 | 43,64+2,59 | 57,91+0,86 | 66,27+3,09 | 312,67+3,45
EDCM 14,66+4,69 | 17,17+2,35 | 26,61+4,62 | 36,53+0,52 | 49,96+1,98 | 59,93+1,26 | 72,48+3,29 | 258,06+2,24
HEs NA NA NA NA NA NA NA NA
BHT 88.29+0.10 | 91.70+0.36 | 93.65+0.30 | 93.68+0.46 | 94.49+0.07 | 94.88+0.10 | 95.58+0.19 | 0.91+0.01
BHA 93.48+0.44 | 95.52+0.33 | 96.34+0.55 | 97.56+0.19 | 97.64+2.22 | 97.85+0.32 | 99.66:+0.52 1.05+0.03




Annexe 3.6. Test de CUPRAC

Extraits 12,5ng/ml | 25pg/ml 50pg/ml 100pg/ml 200pg/ml | 400pg/ml | 800pg/ml | Agso
EH20 0,40+0.00 | 0,69+0.01 1,09+£0.06 | 1,86+0.30 2,59+0.03 | 3,70+0.18 | 4,31+0.22 | 71,40+0,28
EH20-MeOH 0,19+0.01 | 0,27+0.07 0,44+0.01 | 0,69+0.0.05 | 1,12+0.02 | 1,63+0.02 | 2,31+0.06 | 17,61+1,50
EACT 0,21+0.17 | 0,29+0.01 0,45+0.14 | 0,71%0.05 1,14+0.08 1,72+£0.04 | 2,69+0.05 | 40,70+3,29
EDCM 0,25+0,0.2 | 0,38+0,0.13 | 0,64+0,0.6 | 1,13+0,13 2,04+0,0.4 | 2,77+0,17 | 4,15+0.15 | 71,13+0,58
HEs NA NA NA NA NA NA NA NA
BHA 1,12+0,05 1,95+0,31 3,14+0,46 | 3,58+0,42 3,35+0,20 | 3,77+0,19 | 3,924+0,13 | 5,35+0,71
BHT 1.41+£0.03 | 2.2240.05 2.42+0.02 | 2.50+0.01 2.56+0.05 | 2.86+0.07 | 3.3840.13 | 8.97+3.94
Annexe 3.7. Test de Phénantroline
Extraits 12,5pg/ml | 25pg/ml S50pg/ml | 100pg/ml | 200pg/ml | 400pg/ml | 800pg/ml Ags
EH20 0,19+0,01 | 0,21£0,01 | 0,23+0,02 | 0,27+0,01 | 0,41+0,04 | 0,56+0,05 | 0,98+0,04 278,82+2,75
EH20-MeOH | 0,22+0,02 | 0,23£0,02 | 0,27+£0,01 | 0,33+0,01 | 0,45+0,01 | 0,73+0,01 | 1,25+0,21 216,67+5,35
EACT 0,23+0,03 | 0,24+0,01 | 0,28+0,01 | 0,35+0,03 | 0,48+0,03 | 0,75+0,05 | 1,25+0,07 194,17+8,25
EDCM 0,21£0,13 | 0,22+0,01 | 0,24+0,01 | 0,27+0,02 | 0,34+0,02 | 0,45+0,00 | 0,65+0,04 599,86+0,99
HEs 0,22+0,02 | 0,21+0,01 | 0,21+0,01 | 0,21+0,01 | 0,22+0,01 | 0,23+0,01 | 0,27+0,03 >800
BHA 0,63+£0,01 | 1,19+0,06 | 2,27+0,07 | 3,50+0,14 | 3,85+0,04 | 3,84+0,02 | 3,96+0,03 5.28 £ 0.34
Annexe 3.8.Activité inhibitrice de I’a-glucosidase
Extraits 15,625png/ml | 31,25pug/ml | 62,5ug/ml | 125pg/ml 250ug/ml | 500ug/ml | 1000pg/ml 1Cso (ng/ml)
EH20 3,89+2,23 5,30+2,85 7,22+1,98 4,91+£1,73 5,77+1,37 2,89+£2,70 | 24,23+0,72 >1000
EH20-MeOH | 20,63+1,83 46,50+1,34 | 47,0742,92 | 57,68+2,11 | 63,14+0,05 | 68,24+2,32 | 73,25+2,12 42,45+4,67
EACT 3,931,76 4,49+231 5,60+1,63 8,36+0,70 | 15,05+4,91 | 15,90+1,11 | 17,97+1,83 >1000
EDCM 2,45+0,41 4,94+7,38 7,50+£6,58 6,20+6,36 9,27+1,63 9,41+1,12 10,94+1,46 >1000
HEs 32,60+4,84 3591£2,10 | 44,78+£2,10 | 53,11£2,10 | 63,30+0,56 | 66,98+1,49 | 78,65+3,30 39,74+1,91
Acarbose 27,43+£2,18 38,91+£3,20 | 54,86+1,79 | 67,29+2,63 | 80,19+1,66 | 85,54+0,45 | 91,05+0,72 275,43£1,59
Annexe 3.9. Activité inhibitrice de Butyrylcholinesterase
Extracts Butyrylcholinesterase inhibitory activity
6,25ng 12,5ung 25ug S0pg 100pg 200 ug 400 ng ICso pg/mL
EH20 33,92+2,38 43,46+4,20 | 48,52+1,73 | 47,03£0,44 | 48,69+1,05 | 54,19£148 | 61,26+£3,46 | 117,27+0,14
EH20-MeOH | 42,84+ 1,36 | 4599+5,31 | 54,45+ 1,05 | 58,81+3,95 | 61,26+0,49 | 63,23+4,44 | 75,04+ 3,95 21,71+1,09
EACT 50,19+0,09 59,25¢2,10 | 73,07+1,02 | 76,61+4,94 | 79,93+3,49 | 87,96+4,53 | 94,85+1,85 5,53+0,66
EDCM 50,26+0,01 63,70+0,25 | 65,91+0,53 | 72,43+4,82 | 73,36+4,21 | 74,87£3,70 | 78,27+0,12 0,97+0,34
HEs 3531+3,53 | 40,31=4,84 | 53,66= 1,31 | 56,20£2,71 | 69,11 1,43 | 71,38+ 0,49 | 7491£3,15 | 20,22£0,67
Galantamine” | 3,26+ 0,62 | 6,93+ 0,62 | 24,03+2,94 | 45,13+2,60 | 63,87+2,85 | 73,57+0,77 | 78,95+ 0,58 | 34.75+1.99
Annexe 3.10. Activité inhibitrice de I’ Acetylcholinesterase
Extracts Acetylcholinesterase inhibitory activity
6,25ng 12,5pg 25pg S0pg 100pg 200 pg 400 pg ICso pg/mL
EACT NA NA NA NA NA NA NA >400
EDCM NA NA NA NA NA NA NA >400
EH20 NA NA NA NA NA NA NA >400
EH20-MeOH NA NA NA NA NA NA NA >400
HEs NA NA NA NA NA NA NA >400
Galantamine® | 35,93+2,28 | 43,77 +0.00 | 68,50 +0,31 | 80,69 +0,41 | 85,78 +1,63 | 91,80 £0,20 | 94,77 0,34 6.27£1.15




Annexe 4 : Erucaria uncata

Annexe 4.1. Test de DPPH
Extraits 12,5pg/ml | 25pg/ml 50pg/ml 100png/ml 200pg/ml 400pg/ml 800ug/ml ICso
EH20 5,48+1,43 7,17+1,38 11,2940,89 | 14,29+0,76 | 26,41+£0,47 | 53,71£1,96 | 76,01£0,19 | 436,04+2,78
EH20-MeOH | 7,11+0,47 10,04+1,04 | 17,54+0,80 | 25,47+1,62 | 47,96+043 | 76,45+0,11 | 77,45+1,15 | 51,88+3,02
EAcet 3,39+2,25 5,36+0,00 | 7,36+3,19 | 7,70+0,40 16,14+0,40 | 28,32+0,66 | 50,00+0,00 | 792,88+2,71
EDCM 6,39+1,72 12,67+1,67 | 21,48+228 | 3572+2,09 | 59,15+2,70 | 63,89+1,15 | 73,58+1,50 | 187,04+0,19
HEs NA NA NA NA NA NA NA >800
BHA 76,55+0,48 | 79,89+0,26 | 81,73+0,10 | 84,18+0,10 | 87,13+0,17 | 89,36+0,19 | 90,14+0,00 | 6.14+0.41
BHT 49,09+0,76 | 72,63+£2,06 | 88.73+0,89 | 94.00+0,31 | 94.9740,08 | 95.3840,41 | 95.02+0,23 | 12.99+0.41
Annexe 4.2.Test d’ABTS
Extraits 12,5ng/ml 25ug/ml 50pg/ml 100pg/ml | 200pg/ml | 400pg/ml 800ug/ml | ICs (ng/ml)
EH20 12,33+1,63 | 22,48+1,60 | 33,32+1,97 | 50,46+0,66 | 75,51+£0,94 | 90,99+0,22 | 91,30+0,19 | 27,35+1,39
EH20-MeOH | 18,13+342 | 37,22+0,66 | 49,99+3,08 | 79,71+0,76 | 90,73+£0,66 | 91,18+0,72 | 91,62+0,11 | 48,45+1,30
EAcet 11,04+0,94 | 25,69+1,87 | 45,92+1,97 | 63,36+0,20 | 78,35+0,67 | 82,10+1,69 | 85,25+1,32 | 49,57+2,94
EDCM 17,81£1,76 | 34,20+2,48 | 53,01+1,47 | 74,03+£1,42 | 75,80+0,27 | 87,46+3,08 | 88,21+2,40 | 49,6+0,10
HEs 539+1,80 | 9,35+1,80 | 9,75+0,26 | 13,82+0,74 | 20,97+1,47 | 25,04+4,12 | 42,41+0,90 >800
BHT 69.21+0,40 | 78.23+1,34 | 88.12+1,28 | 88,76+3,07 | 90.85+1,74 | 90.95+0,51 | 96.68+0.39 1.2940.30
BHA 92.83+1,42 | 94.68+0,42 | 94.95+0,90 | 95.32+0,25 | 95.59+0,47 | 95.83+0,15 | 95,86+0,10 1.81+0.10
Annexe 4.3. Test de Pouvoir réducteur
Extraits 3,125pg/ml | 6,25pg/ml | 12,5pg/ml | 2S5pg/ml S50pg/ml | 100pg/ml | 200pg/ml Agso
EH20 0,16+0,01 0,16+0,01 | 0,19+0,01 | 0,22+0,01 | 0,26+0,02 | 0,31+0,03 | 0,45+0,01 >200
EH20-MeOH 0,18+0,02 0,18+0,01 | 0,20+0,02 | 0,22+0,01 | 0,29+0,01 | 0,35+0,05 | 0,58+0,04 158,14+1,09
EAcet 0,12+0,06 0,12+0,07 | 0,16+0,00 | 0,18+0,01 | 0,19+0,01 | 0,20+0,01 | 0,21+0,01 >200
EDCM 0,17+0,01 0,19+0,01 | 0,21+0,01 | 0,22+0,02 | 0,29+0,01 | 0,37+0,02 | 0,50+0,04 198,17+2,59
HEs 0,10+0,02 | 0,11£0,01 | 0,11+0,01 | 0,11+0,01 | 0,11+0,02 | 0,11+0,02 | 0,13+0,01 >200
BHA 0,37+0,01 0,64+0,01 | 1,09+0,01 | 1,90+0,08 | 3,21+0,04 | 3,84+0,03 | 4,01+0,09 9,29+0,22
Annexe 4.4.Test de Chélation du fer
Extraits 12,5pg/ml 25pg/ml 50pg/ml 100pg/ml 200pg/ml 400pg/ml 800pg/ml ICso
EH20 16,5843,40 | 40,25+3,32 | 41,1543,00 | 55,32+1,15 | 56,4743,62 | 60,58+0,88 | 64,69+0,31 | 83,35+0,60
EH20-MeOH | 14,73+4,58 | 15,00+3,43 | 25,52+4,54 | 28,15+4,80 | 37,96+4,99 | 50,43+4,99 | 63,84+2,54 | 389,78+3,64
EAcet 9,33£1,31 | 10,10+3,27 | 19,36+0,44 | 21,36+1,37 | 27,68+4,01 | 50,50+3,05 | 57,29+4,01 | 583,55+0,19
EDCM NA NA NA NA NA NA NA >800
HEs 11,41£3,75 | 19,9444,10 | 20,60+0,06 | 38,29+3,38 | 45,48+3,80 | 52,40+2,24 | 56,97+1,61 | 369,96+0,72
EDTA 73,55+0,45 | 78,89+0,25 | 82,73+0,11 | 85,18+0,11 | 88,13+0,16 | 89,36+0,18 | 91,14+0,00 | 8.57 +0.14
Annexe 4.5.Test du blanchiment du p-caroténe
Extraits 12,5pg/ml 25pg/ml 50pg/ml 100pg/ml 200pg/ml 400pg/ml 800pg/ml 1Cs
EH20 47,50+£1,17 | 54,7840,33 | 58,31+1,19 | 61,3940,90 | 62,8342,18 | 63,56+2,54 | 66,01+1,89 | 2,67+0,11
EH20-MeOH | 24,31+2,68 | 37,58+0,82 | 47,79+2,28 | 58,56+2,90 | 63,09+1,64 | 65,08+2,53 | 67,84+0,72 | 67,85+3,04
EAcet 23,59+2,64 | 27,64+2,07 | 31,23£1,91 | 40,86+2,48 | 48,10+£2,32 | 62,14+1,33 | 73,92+2,53 | 236,71+0,12
EDCM 6,47+0,79 | 12,9941,70 | 21,80+0,97 | 34,35+1,87 | 48,28+1,51 | 55,09+0,88 | 63,66+0,33 | 280,48+4,86
HEs NA NA NA NA NA NA NA >800
BHT 88.29+0.10 | 91.70+0.36 | 93.65+0.30 | 93.68+0.46 | 94.49+0.07 | 94.88+0.10 | 95.58+0.19 | 0.91+0.01
BHA 93.48+0.44 | 95.52+0.33 | 96.34+0.55 | 97.56+0.19 | 97.64+2.22 | 97.85+0.32 | 99.66+0.52 1.05+0.03
Annexe 4.6. Test de CUPRAC
Extraits 12,5ng/ml | 25pg/ml S0pg/ml 100pg/ml | 200pg/ml | 400pg/ml | 800ug/ml | Agso
EH20 0,14+0,00 | 0,20+0,01 | 0,21+0,01 | 0,32+0,01 | 0,46+0,04 | 0,66+0,07 | 1,02+0,14 | 230,58+11,82
EH20-MeOH 0,18+0,02 | 0,23+0,02 | 0,31+0,02 | 0,48+0,01 | 0,75+0,02 | 1,21+0,07 | 2,01+0,10 | 113,18+0,94
EAcet 0,20+0,01 | 0,21+0,01 | 0,43+0,02 | 0,45+0,01 | 0,61+0,09 | 0,90+0,07 | 1,26+0,08 | 139,06+40,65
EDCM 0,27+0,01 | 0,32+0,01 | 0,484+0,04 | 0,744+0,03 | 1,26+0,01 | 1,70+0,25 | 2,62+0,15 | 52,83+5,16
HEs 0,08+0,00 | 0,09+0,00 | 0,09+0,09 | 0,09+0,00 | 0,09+0,01 | 0,11+0,01 | 0,12+0,00 >800
BHA 1,1240,05 | 1,95+0,31 | 3,14+0,46 | 3,58+0,42 | 3,35+0,20 | 3,77+0,19 | 3,92+0,13 | 5,35+0,71
BHT 1.41+£0.03 | 2.224+0.05 | 2.42+0.02 | 2.50+0.01 | 2.56+0.05 | 2.86+0.07 | 3.38+0.13 | 8.97+3.94




Annexe 4.7.Test de Phénoltroline

Extraits 12,5pg/ml 25pg/ml 50pg/ml 100pg/ml | 200pg/ml | 400pg/ml 800ug/ml Ags
EH20 0,22+0,00 | 0,22+0,00 | 0,23+0,00 | 0,25+0,01 | 0,29 +0,02 | 0,37+0,00 0,43+0,06 >800
EH20-MeOH 0,24 +0,01 | 0,24+0,01 | 0,25+0,01 | 0,27+£0,02 | 0,33+0,01 | 0,45+0,03 | 0,63 +0,02 | 491,83+6,84
EAcet 0,25+0,03 | 0,25+0,03 | 0,25+0,02 | 0,26 +0,02 | 0,27+0,02 | 0,30+=0,01 | 0,36 +0,01 >800
EDCM 0,22 +0,01 | 0,23 40,00 | 0,25+0,01 | 0,27 +0,01 | 0,31 0,01 | 0,4140,02 0,61£0,02 | 573,50+0,71
HEs 0,22+0,01 0,21+£0,01 | 0,21+£0,01 | 0,21+0,01 | 0,22+0,03 | 0,22+0,01 0,23+0,02 >800
BHA 0,63+0,01 1,19+£0,06 | 2,27+0,07 | 3,50+0,14 | 3,85+0,04 | 3,84+0,02 | 3,96+0,03 5.28 +0.34
Annexe4.8.Activité inhibitrice de I’a-glucosidase
Extraits 15,625png/ml | 31,25pug/ml | 62,5ug/ml | 125pg/ml 250pg/ml 500pg/ml | 1000pg/ml 1Cso (ng/ml)
EH20 NA NA NA NA NA NA NA NA
EH20-MeOH 14,28+5,61 24,11+£5,61 | 28,59+£7,79 | 34,54+3,61 | 37,01+1,22 | 38,69+1,75 | 49,85+0,66 820,14+8,68
EAcet NA NA NA NA NA NA NA NA
EDCM NA NA NA NA NA NA NA NA
HEs 13,11£1,76 18,93+0,19 | 29,76+0,32 | 75,23+0,45 | 77,47+1,32 | 81,61+1,06 | 82,21+0,84 77,45+0,22
Acarbose 27,43+£2,18 38,91+£3,20 | 54,86+1,79 | 67,29+2,63 | 80,19+1,66 | 85,54+0,45 | 91,05+0,72 275,43£1,59
Annexe 4.9. Activité inhibitrice de Butyrylcholinesterase
Extracts Butyrylcholinesterase inhibitory activity
6,25ug 12,5ng 25ug 50ug 100pg 200 pg 400 pg 1Cs0 pg/mL
EH20 44,85+3,09 | 47,64+1,43 | 50,96+0,52 | 54,28+1,97 | 55,41+1,11 57,18+0,27 | 65,79+£3,21 | 20,81+3,02
EH20-MeOH | 47,64+0,49 | 48,21+£0,56 | 50,09+2,71 52,76+2,11 | 53,81+2,38 | 58,87+2,82 | 66,49+1,33 | 14,85+0,98
EAcet 38,48+0,12 | 53,66+0,37 | 54,45+0,00 | 60,12+0,62 | 62,30+1,97 | 63,48+0,97 | 69,34+1,66 | 12,81+1,18
EDCM 49,23+1,01 | 56,95+4,63 | 65,62+1,73 | 67,02+1,22 | 68,53+1,29 | 70,55+0,93 | 95,03+1,31 | 2,98+0,86
HEs 24.6121,60 | 36,82+0,74 | 41,391,444 | 45,7522,64 | 553243,84 | 57,2943.39 | 64,7743,73 | 78,26 +4,71
Galantamine | 3,26+ 0,62 | 6,93+ 0,62 | 24,03=£2,94 | 45,13+£2,60 | 63,87+2,85 | 73,57+0,77 | 78,95+ 0,58 | 34.75+1.99
Annexe4.10.Activité inhibitrice de I’ Acetylcholinesterase
Extracts Acetylcholinesterase inhibitory activity
6,25ng 12,5ng 25ug 50ug 100pg 200 pg 400 pg 1Cso pg/mL
EAcet NA NA NA NA NA NA NA >400
EDCM NA NA NA NA NA NA NA >400
EH20 NA NA NA NA NA NA NA >400
EH20-MeOH NA NA NA NA NA NA NA >400
HEs NA NA NA NA NA NA NA >400
Galantamine® | 35,93+2,28 | 43,77 +0.00 | 68,50 +0,31 | 80,69 +0,41 | 85,78 +1,63 | 91,80 £0,20 | 94,77 0,34 6.27£1.15




Annexe 5. Thymeleae hirsuta

Annexe 5.1. : Test de DPPH

Extraits 12,5pg/ml 25pg/ml 50pg/ml 100pg/ml 200pg/ml 400pug/ml 800ug/ml 1Cso
EH20 7,40+1,61 | 22,89+1,97 | 37,26+0,84 | 67,59+2,47 | 82,0942,36 | 70,55+5,48 | 57,04+6,05 | 70,82+3,31
EH20-MeOH | 20,91+2,63 | 31,94+0,32 | 52,49+1,58 | 76,07£1,52 | 83,20+0,23 | 82,854+0,55 | 79,91+0,35 | 47,02+1,82
EAcet 2,89+2,72 | 3.82+1,12 | 848+1,12 24,7242 .38 | 42,45+1,26 | 64,71+0,46 | 70,16+0,99 | 233,81+8,52
EDCM 7,26+3,83 | 10,2442,05 | 13,7846,44 | 24,66+11,79 | 42,27+1,62 | 46,37+0,53 | 52,03+0,26 | 645,61+3,32
HEs 9,11+0,34 | 12,89+1,28 | 20,67+0,43 | 43,86+1,71 | 75,3942,99 | 78,694+2,49 | 82,63+1,88 | 126,28+2,34
BHA 76,55+0,48 | 79,89+0,26 | 81,73+0,10 | 84,184+0,10 | 87,13+0,17 | 89,36+0,19 | 90,14:+0,00 6.14+0.41
BHT 49,09+0,76 | 72,63+£2,06 | 88.73£0,89 | 94.00+0,31 | 94.97£0,08 | 95.38+0,41 | 95.02+0,23 | 12.99+0.41

Annexe 5.2. Test I’ABTS

Extraits 12,5ng/ml 25ug/ml 50pg/ml 100pg/ml 200pg/ml 400pg/ml | 800pg/ml | ICs (ng/ml)
EH20 18,18+3,23 | 28,90+1,18 | 46,72 +0,62 | 83,93+0,44 | 86,62 +0,40 | 90,98+0,86 | 91,79+0,66 | 18,69+ 1,97
EH20-MeOH | 26,70+0,43 | 43,46+1,26 | 72,22 +4,41 | 85,81£3,86 | 87,99 +5,40 | 89,05£5,80 | 91,48+2,25 | 24,45 +1,93
EACT 15,3742,26 | 24,57+£3,01 | 34,05£0,18 | 48,04+0,97 | 67,25+2,59 | 84,4440,70 | 84,79+3,04 | 87,76 £2,92
EDCM 18,56£1,18 | 25,78+1,45 | 37,2442,02 | 41,5542,99 | 51,94+0,53 | 69,03+0,93 | 74,45+2,37 | 179,43+2,17
HEs NA NA NA NA NA NA NA >800
BHT 69.21+0,40 | 78.23+1,34 | 88.12+1,28 | 88,76+3,07 | 90.85+1,74 | 90.95+0,51 | 96.68+0.39 1.29+0.30
BHA 92.83+1,42 | 94.68+0,42 | 94.95+0,90 | 95.32+0,25 | 95.59+0,47 | 95.83+0,15 | 95,86+0,10 1.81+0.10

Annexe 5.3. Test du Pouvoir réducteur
Extraits 3,125pg/ml | 6,25pg/ml | 12,5pg/ml | 25pg/ml S50pg/ml | 100pg/ml | 200pg/ml Agso
EH20 0,16+0,02 0,19+0,00 | 0,24+0,01 | 0,26+0,03 | 0,39+0,04 | 0,44+0,04 | 0,53+0,06 | 160,42+4,36
EH20-MeOH | 0,15+0,01 0,15+0,03 | 0,19+0,02 | 0,27+0,03 | 0,34+0,02 | 0,39+0,05 | 0,49+0,03 >200
EACT 0,15+0,01 0,15+0,01 | 0,16+0,01 | 0,1840,02 | 0,20+0,03 | 0,25+0,06 | 0,34+0,07 >200
EDCM 0,16+0,01 0,14+0,00 | 0,17+0,04 | 0,16+0,02 | 0,19+0,01 | 0,21+0,01 | 0,25+0,03 >200
HEs 0,13+0,01 0,14+0,01 | 0,15+0,03 | 0,17+0,01 | 0,18+0,02 | 0,23+£0,03 | 0,29+0,05 >200
BHA 0,37+0,01 0,64+0,01 | 1,09+0,01 | 1,90+0,08 | 3,21+0,04 | 3,84+0,03 | 4,01+0,09 9,29+0,22
Annexe 5.4.Test de Chélation du fer
Extraits 12,5pg/ml 25pg/ml 50pg/ml 100pg/ml 200pg/ml 400pg/ml 800ug/ml ICso
EH20 13,03+£2,46 | 24,04+0,35 | 35,46+3,46 | 57,90£1,94 | 74,29+3,35 | 74,33+£3,93 | 75,75+2,30 | 80,12+3,25
EH20-MeOH | 12,88+2,19 | 26,33+1,10 | 31,03+4,43 | 51,36+1,15 | 68,48+2,55 | 69,05+2,42 | 70,33+0,84 | 97,20+1,49
EACT NA NA NA NA NA NA NA >800
EDCM NA NA NA NA NA NA NA >800
HEs NA NA NA NA NA NA NA >800
EDTA 73,55+0,45 | 78,89+0,25 | 82,73+0,11 | 85,18+0,11 | 88,13+0,16 | 89,36+0,18 | 91,14+0,00 | 8.57 +0.14
Annexe 5.5.Test du blanchiment du B-caroténe

Extraits 6,25ng/ml | 12,5pg/ml 25pg/ml 50pg/ml 100png/ml 200pg/ml 400pg/ml 1Cso
EH20 45,06+1,30 | 56,77+0,35 | 72,7540,55 | 82,7042,24 | 97,114£2,74 | 99,62+3,40 | 103,21+0,98 | 14,46+3,09
EH20-MeOH | 33,10+0,62 | 39,83+1,31 | 50,92+2,34 | 55,81+1,71 | 75,62+2,91 | 83,10+1,86 | 86,18+0,33 | 38,32+1,76
EAcet 12,90£1,52 | 25,60+2,20 | 38,78+2,60 | 56,85+2,63 | 71,09+3,83 | 85,32+0,44 | 97,24+1,56 | 36,93+1,45
EDCM 32,56+3,34 | 46,65+1,53 | 55,64+5,39 | 68,15+0,88 | 83,79+0,61 | 94,28+0,67 | 101,59+0,48 | 30,25+1,89
HEs NA NA NA NA NA NA NA NA
BHT 88.29+0.10 | 91.70+0.36 | 93.65+0.30 | 93.68+0.46 | 94.49+0.07 | 94.88+0.10 | 95.58+0.19 0.91+0.01
BHA 93.48+0.44 | 95.52+0.33 | 96.34+0.55 | 97.56+0.19 | 97.64+2.22 | 97.85+0.32 | 99.66+0.52 1.05+0.03




Annexe 5.6. Test de CUPRAC

Extraits 12,5pg/ml | 2S5pg/ml S50pg/ml | 100pg/ml | 200pg/ml | 400pg/ml | 800pg/ml Agso
EH20 0,284+0,01 | 0,42+0,01 | 0,65+0,02 | 1,07+0,04 | 1,59+0,04 | 2,294+0,13 | 2,79+0,03 34,39+0,27
EH20-MeOH 0,24+0,01 | 0,31+0,01 | 0,51+0,01 | 0,86+0,04 | 1,45+0,04 | 2,56+0,08 | 3,73+0,05 48,85+1,37
EAcet 0,17+0,01 | 0,22+0,01 | 0,31+0,02 | 0,51+0,04 | 0,81+0,06 | 1,35+0,14 | 2,21+0,16 96,86+5,94
EDCM 0,17+0,00 | 0,21+0,00 | 0,30+0,00 | 0,45+0,00 | 0,75+0,02 | 1,26+0,06 | 2,10+0,13 118,09+2,46
HEs NA NA NA NA NA NA NA NA
BHA 0,63+0,01 | 1,19+0,06 | 2,27+0,07 | 3,50+0,14 | 3,85+0,04 | 3,84+0,02 | 3,96+0,03 5.28 £ 0.34
Annexe 5.7.Test de Phénantroline
Extraits 12,5pg/ml 25pg/ml 50pg/ml 100pg/ml | 200pg/ml | 400pg/ml | 800pg/ml Aos
EH20 0,23 +0,01 | 0,24+0,01 | 0,25+0,01 | 0,36+0,04 | 0,43 +0,01 | 0,77 +0,06 | 1,07+0,03 206,92+0,50
EH20-MeOH | 0,26+0,02 | 0,28 +0,02 | 0,30+0,02 | 0,40+0,03 | 0,58 £0,05 | 0,85+0,04 | 1,42 +0,08 143,23+3,86
EAcet 0,25+0,03 | 0,26 +0,02 | 0,28+0,03 | 0,30+0,02 | 0,34+0,02 | 0,42 +0,03 | 0,62+0,01 507,00+1,41
EDCM 0,22+0,00 | 0,22 +0,00 | 0,23+0,01 | 0,26 +0,01 | 0,33+0,02 | 0,49 +0,02 | 0,70 +0,06 426,77+5,57
HEs NA NA NA NA NA NA NA >800
BHA 1,12+0,05 1,95+0,31 3,14+0,46 | 3,58+0,42 | 3,35+0,20 | 3,77+0,19 | 3,92+0,13 5,35+0,71
BHT 1.41+0.03 | 2.224+0.05 | 2.42+0.02 | 2.50+0.01 | 2.56+0.05 | 2.86+0.07 | 3.38+0.13 8.97+3.94
Annexe 5.8.Activité inhibitrice de I’a-glucosidase
Extraits 15,625pg/ml | 31,25pg/ml | 62,5pg/ml 125pg/ml 250pg/ml 500ug/ml 1000pg/ml | 1Csp (ng/ml)
EH20 15,93+5,53 18,06+0,05 20,09+2,35 34,84+1,29 | 49,03+£3,30 | 53,76£3,13 | 54,71+1,47 | 312,02+1,42
EH20-MeOH | 31,45+4,71 42,12+1,92 63,36+0,42 79,40£2,94 | 83,83+1,20 | 85,18+1,58 | 86,47+0,72 33,11+3,54
EAcet 5,33+0,80 7,60+0,17 10,25 +1,49 | 24,77£7,68 | 28,3843,13 | 46,25+2,07 | 47,33+2,49 | 908,31+0,35
EDCM 4,50+0,32 6,5243,10 8,54+1,91 11,30+£3,90 | 14,0843,92 | 21,30+5,03 | 24,494+4,74 >1000
HEs 51,46+3,71 62,13+1,82 73,36+0,42 92,40+2,84 | 96,85+1,22 | 98,18+1,68 | 98,49+0,75 15.42+2.77
Acarbose 27,43+2,18 38,91£3,20 54,86+1,79 67,29+2,63 | 80,19+1,66 | 85,54+0,45 | 91,05+0,72 | 275,43+1,59
Annexe 5.9.Activité inhibitrice de Butyrylcholinesterase
Extraits 6,25ng 12,5ng 25ug 50ug 100pg 200 pg 400 pg ICsong/mL
EAcet NA NA NA NA NA NA NA >400
EDCM NA NA NA NA NA NA NA >400
EH20 NA NA NA NA NA NA NA >400
EH20-MeOH NA NA NA NA NA NA NA >400
HEs NA NA NA NA NA NA NA >400
Galantamine | 3,26% 0,62 | 6,93 0,62 | 24,03 2,94 | 4513+2,60 | 63,872,85 | 73,57=0,77 | 78,95 0,58 | 34.75£1.99
Annexe 5.10.Activité inhibitrice de I’Acetyl cholinesterase
Extraits 6,25ng 12,5ng 25ug 50ug 100pg 200 pg 400 pg 1Cso pg/mL
EH20 34,21£1,69 | 37,3840,12 | 45,76+1,43 | 54,80£2,56 | 56,98+1,02 | 58,90+1,89 | 63,29+1,22 37,89+1,91
EH20-MeOH | 38,80+1,75 | 44,04+1,83 | 45,0842,22 | 49,16+£2,64 | 51,56+1,04 | 53,75£2,46 | 55,31£2,01 86,37+ 2,44
EAcet 34,15+1,85 | 40,37+1,80 | 41,92+3,80 | 43,34+1,05 | 56,54+0,87 | 62,33+0,38 | 67,19+1,80 71,95+1,43
EDCM 47,57+0,92 | 49,76+1,55 | 53,20+1,83 | 54,88+3,66 | 59,31+0,86 | 62,10+1,85 | 66,52+4,24 14,29+1,86
HEs 44,59+0,72 | 48,66+1,59 | 51,10£1,75 | 53,89+3,88 | 57,21+0,85 | 61,11£1,86 | 65,52+3,20 13.57+1.70
Galantamine | 3,26% 0,62 | 6,93 0,62 | 24,03£2,94 | 45,13£2,60 | 63,87£2,85 | 73,57=0,77 | 78,95% 0,58 34.75+1.99
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