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TAC : Capacité antioxydant total.
TNFa: Tumor Necrosis Factor alpha.
tr/min : Tour par minutes

UV : Ultraviolet.

V/V : Volume sur volume.

Liste des abréviations =
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Introduction générale

Les plantes ont constitué le premier et principal outil thérapeutique a la disposition de
I’homme, et ce, pendent de nombreux siecle. Dans de nombreuses civilisations et sur tous les
continents, les pharmacopées végétales se sont développées et enrichies grace aux pratiques
empiriques. Avec un don d’observation inégalé, les anciens ont pu mettre en évidence des
propriétés des plantes médicinales qui n’ont jamais ét¢ démenties par 1’'usage (Carillon., 2009).
Celles-ci demeurent encore une source de soins medicaux dans les pays en voie de développement,
en I’absence d’un systeme médical moderne (Tabuti et al., 2011). L’utilisation de la médecine
traditionnelle ne se limite pas aux seuls pays en développement, méme dans les pays industrialisés
I’application de thérapies alternatives a considérablement augmente durant ces derniéres décennies
(Richard et al., 2009 ; Iris et al., 2011).

Selon L’OMS (Organisation Mondiale de la Santé). Prés de 6377 espéces de plantes sont
utilisées en Afrique, dont plus de 400 sont des plantes médicinales qui constituent 90% de la
médecine traditionnelle. En 2004, prés de 75% de la population africaine a eu recours aux plantes
pour se soigner et n’a pas acces aux médicaments dits modernes, par ailleurs 1’industrie
pharmaceutique elle-méme s’appuie encore largement sur la diversité des métabolites secondaires
végétaux pour trouver de nouvelles molécules aux propriétés biologiques inédites (Hostettman et
al., 1998).

Par la richesse et la diversité originelle de sa flore, 1’ Algérie constitue un veéritable réservoir
des plantes médicinales avec environ 3150 espéces de plantes vasculaires avec un taux,
d’endémisme a 10% environ du nombre total des especes (Greuter et al., 1991). Cependant, ce
potentiel floristique reste trés peu exploré d’un point de vue phytochimique et biologique. D’autre
part, les plantes médicinales constituent un potentiel prometteur dans les domaines scientifique et
économique du pays.

Dans le cadre de la valorisation de la flore algérienne on s’est intéressé a la famille des
caprifoliacées, notre choix pour cette famille est justifié par le fait qu’elle est riche en huile
essentielle et composés phénoliques notamment les flavonoides connus pour leur activités
biologiques diverses.

Notre travail est devisé en deux parties, dont la premiére partie est Basé principalement sur
I’étude bibliographique, cette partie comprend trois chapitre ; le premier est une étude botanique
du genre Lonicera ; le second est un rappel sur les principaux métabolites secondaires, et enfin un

chapitre sur les activités biologiques.
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La deuxiéme partie, est consacrée a 1’étude phytochimique des différents extraits de la partie
aérienne de la plante Lonicera et I’évaluation de [D’activité antioxydante et [’activité
antibactérienne, enfin 1’activité anti-inflammatoire des extraits afin de déterminer leur efficacités
biologiques.

Enfin, notre travail est achevé par une conclusion générale dans laquelle sont récapitulés les
principaux résultats obtenus de cette étude, et des perspectives de recherche pour la suite afin

d’approfondir dans cette étude.
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I-Etude botanique de la plante

I-1-La phytothérapie
Pourquoi se soigner par les plantes ? Intuitivement nous sommes tous capables de répondre a
cette question. parce que ce soigner par les plantes, c’est se soigner de manicre naturelle, en
respectant son corps et surtout son cerveau ; parce que cela est plus doux et plus profond a la fois.
La phytothérapie, du grec phyto et therapeia, est 1’art de se soigner par les plantes ; mais pas
n’importe quelles plantes, les plantes médicinales. Ce sont toutes les plantes qui contiennent une
ou des substances pouvant étre utilisées a des fins thérapeutiques ou qui sont des précurseurs dans
la synthése de drogues utiles. Une telle définition devrait inclure, d’aprés (sofowora., 2010), les
cas suivent :
e Plantes ou parties de plantes a usage médicinal dans des préparations galéniques
(décoctions, infusions, etc.), comme 1’écorce de bourdaine.
¢ Plantes utilisées pour I’extraction des substances pures soit pour usage médicinal direct ou
pour 1’hémi-synthese de composés médicinaux (par exemple hémi-synthése d’hormones
sexuelles a partir de la diosgénine obtenue de tubercules de dioscorea).
e Aliments, épices et plantes de parfumerie a usage médicinal, comme le gingembre.
e Plantes a fibres (comme le coton, le lin, le jute) utilisées pour la préparation de pansements

chirurgicaux.
I-2-Monographie de la plante étudiées

I -2-1-La famille des caprifoliacees

Cette famille largement distribuée se compose des herbes, annuelles, bisannuelles, vivaces ou
des arbustes, parfois lianescents (Dupont et Guignard., 2012). Son nom provenant du latin
caprifolium, qui signifie « feuille de chevre/ de bouc », car les tiges volubiles de certains chevre
feuille rappellent la forme des cornes de bouc.

Dans la classification APGIV (angiosperm phylogeny group) (2016), les caprifoliaceae
comprennent toutes les especes des Dipsacaceae et caprifoliaceae de la classification
traditionnelle, a I’exception des genres sambucus et viburnum.

Environ 900 espéces dans le monde, réparties dans 36 genres, dont les principaux sont :
Lonicera (150 esp.) et Scabiosa (80 esp.). Elle fait partie de I’ordre des Dipsacales qui comprend
des especes dont les fleurs ont un périanthe différencié en calice et en corolle, celle-ci a pétales

soudés entre eux (Dupont et Guignard., 2012).
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I-2-2- Caractéristique des plantes de la famille Caprifoliaceae
Les caractéristiques générales permettant de reconnaitre une plante appartenant a cette famille :

- Les plantes de la famille des caprifoliaceae concernent des arbustes et des petits arbres,
quelques lianes et herbacées surtout présente dans 1’hémisphére boréal, son feuillage est
démuni de stipules ou de tailles si réduites qu’ils sont a peine visibles.

- Des feuilles opposées et pennées arborant des bords lobées ou dentées et souvent parsemées
de poils glanduleux, son inflorescence est regroupée en cyme.

- Des fleurs de teinte allant du blanc, jaune a rouge, elles sont hermaphrodites actinomorphe
ou zygomorphe avec un calice a cing dents, son fruit est une baie charnue renfermant des
graines.

- Calice souvent petit et composé de 5 sépales, dont la base est soudée en tube, lui-méme
soudé a I’ovaire.

- 5 étamines soudées au tube de la corolle ;

- Ovaire inféere, a 2-5 loges, surmonté d’un style terminé par 2-5 stigmates ;

- Fruit : baie ou drupe (Dupont et Guignard., 2012).

corolle a 5 lobes

calice

ovaire

étamines

Corolle en roue Corolle campanulée

Figure 1 : Dessin explicatif des caractéristiques des fleurs et fruits de la famille des
Caprifoliaceae (Dupont et Guignard., 2012).

I-2-3- Le genre Lonicera
I-2-3-1- Description botanique
Le nom de genre Lonicera vient d’Adam Lonitzer, médecin et botaniste allemand du xvie

siecle. Arborea, du latin arbor, signifiant arbre, indique le caractére arborescent de cette espéce.
Etrusca fait référence a I’Etrurie, ancienne région du centre de I’Italie.
L’espece Lonicera etrusca est un Sous-arbrisseau de 1 & 3 metres, volubile, & rameaux glabres ou
pubescents

- Feuilles caduques, un peu coriaces, obovales, obtuses, sans bordure transparente, glabres

ou pubescentes, les moyennes sessiles, les supérieures connées
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- Les fleurs, tres parfumées, ont une couleur de blanc a jaune péle, souvent teintées de rose
foncé a I’extérieur, sessiles, verticillées en tétes terminales longuement pédonculées

- Calice a dents subaigués

- Corolle glabre a tube plus long que le limbe

- Style glabre

- Baies ovoides, rouges. (Julve., 2021)

I-2-3-2- Répartition de la plante Lonicera

La répartition du Chévrefeuille arborescent est réduite en Europe meéridionale ; Asie
occidentale ; Afrique septentrionale. (Nord-ouest de 1’ Afrique).
La plupart des especes de chevrefeuilles est la lisiére des foréts et, par extension, les haies, bords
de chemins creux.
En Algérie, on le trouve rarement, dans les foréts et les paturages des hautes montagnes.

Le Chévrefeuille d’Etrurie est une espéce exclusivement méditerranéenne, En Algérie, elle

est assez rare dans le Tell et pousse dans les foréts claires, les broussailles et les haies (Marouf .,
2011).

Figure 2 : Fleure et Feuille de la plante Lonicera.

1-2-3-3- Classification botanique de la plante
Selon (quezel et santa., 1962). La plante suit la classification suivante :
<+ Régne : plantae
<+ Sous-régne : viridaeplantae
+ Classe : equisetopsida
+ Sous-classe : magnoliidae
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+ Ordre : dipsacales

+ Famille : caprifoliaceae
+ Genre : Lonicera

+ Espece : Lonicera etrusca

En Francais : Chévrefeuille ; En arabe : Soltane el ghaba, Chahnet el atrous (Marouf., 2011).

I-2-3-4- Utilisation en médecine traditionnelle

Les fleurs et les feuilles du Cheévrefeuille d’Etrurie, utilisées pour prévenir les infections,
augmentent la sécrétion urinaire en agissant sur les reins et favorisent la transpiration (comme
celles du Lonicera implexa Aiton). Les fruits du Lonicera implexa sont toxiques, tandis que ses
fleurs sont utilisées pour activer la circulation sanguine et stimuler les fonctions digestives.
(Marouf., 2011).

I-2-3-5- Principaux constituants de la plante lonicera

L’¢tude phytochimique des espéces de Lonicera a résulté I’isolement des iridoides, saponines,
et les terpénes, flavonoides, coumarines, 1’acide phénolique, anthocyanes et glycosides alcaloides
(Matsuda and Kikuchi et al., 1995, Katano et al., 2001, Kumar et al., 2005, Li-Mei et al.,
2008, Zhilong et al., 2008).

Une précédente étude phytochimique de Lonicera estrusca a abouti dans I’isolement des
glucosides secoiridoides lonicéroside, morroniside, sweroside, acide sécologanique,
sécoxyloganine, et sécologanoside en plus de la loganine et de I’acide loganique sous forme de
glucosides iridoides (Basaran et al., 1988).

Selon (Saleh et al., 2009), I’étude phytochimique des parties aériennes de Lonicera etrusca a
permis d’isoler trois iridoides dont deux aglycones, la loganine aglycone (log-1) et la lonicérine
(log-2) et le commun connu glycoside loganine. L’étude a également fourni un dérivé de la

coumarine, la 7-hydroxycoumarine (3), et un flavonoide glycoside, lutéoline 7-O- 3-D-glycoside.
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I1- Etude chimique des métabolites secondaires

Il -1- Généralités

Tous les étres vivants ont un métabolisme primaire qui fournit les molécules de base (acides
nucléiques, lipides, protéines, acides aminés et glucides) (Ferrari., 2002). Les plantes produisent,
en plus, un grand nombre de composés qui ne sont pas issus directement lors de la photosynthése,
mais résultent des réactions chimiques ultérieures. Ces composés sont appelés : métabolites
secondaires. Ils constituent un groupe de produits naturels qui sont explorés pour des propriétés
tres diverses : antioxydantes, antimicrobiennes, anti-inflammatoires, anticancéreuses etc....
(Epifano et al., 2007).

Les produits du métabolisme secondaire sont en tres grand nombre, plus de 200.000
structures définies et sont d’une variété structurale extraordinaire mais sont produits en faible
quantité (Hartman., 2007). lls sont classés en plusieurs composants chimiques dont les plus

répandus sont : les polyphénols, les alcaloides, les terpénes (Cuendet., 1999 ; Vermerris., 2006).
11-2- Les composés phénoliques

11-2-1- Définition

Les polyphénols constituent une famille de molécules trés largement répandues dans le régne
vegétal. On les trouve dans les plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits, ce qui signifie qu’ils
n’exercent pas de fonctions directes au niveau des activités fondamentales de 1’organisme végétal.
Les polyphénols sont des groupes de molécules de structures variées, I’élément structural
fondamental qui les caractérise est la présence d’au moins un noyau benzénique auquel est
directement lié des groupements hydroxyles, ces molécules représentent une famille de plus de
8000 composés, parmi les composés phénoliques les plus séparés et identifiés dans les plantes, on

trouve les flavonoides et les tanins (Abadio et al., 2012).
11-2-2- Origine

Les polyphénols sont des alcools aromatiques qui proviennent des vegétaux. Ils sont présents
partout dans les racines, les tiges, les fleurs, les feuilles de tous les végétaux. Les phénols simples,
déchets du métabolisme végétal, sont assemblés en polyphénols comme la lignine (Bruneton.,
1987 ; 1999).
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11-2-3- Classification

On peut distinguer les catégories suivantes : les non flavonoides (qui regroupent les acides
phenoliques, les stilbenes, les lignines, les lignanes, les coumarines...) et les flavonoides (qui
regroupent : les flavones, les flavonols, les flavanols, les isoflavones...) sans oublier les tannins

qui sont des polyphénols complexes.

11-2-3-1- Les non flavonoides

On peut citer les familles de composés les plus importants :
11-2-3-1-1- Les acides phénoliques

Ce sont les formes phénoliques les plus simples et ils inclurent deux majors sous-groupes :
les acides hydroxybenzoiques et les acides hydroxycinnamiques. Les acides phénoliques sont

présents généralement sous forme libre ou liés (Andjelkovic et al., 2006).

+ Les acides hydroxybenzoiques dérivent par hydroxylation de I’acide benzoique avec une
structure de base de type C6-C1. Les OH de ces hydroxyde phénoliques peuvent étre
méthylés (Skerget et al., 2005).

Rs
R, R, R1=R2=R3=R4=H : acide benzoique (non phénolique)
R1=R2=R4= H, R3=0H : acide p-hydroxy benzoique
R, R1=R4=H, R2=R3=0H : acide protocatéchique
R1=R4=H, R2=0CHs, R3 =OH : acide vanillique
COOH

R1=H, R2=R3=R4=0H : acide gallique

Figure 3 : structures chimiques des acides hydroxybenzoiques.

+ Les dérivés de l'acide cinnamique (acides hydroxycinnamiques) ont une structure de base
de type C6-C3. lIs appartiennent a la grande famille des phénylpropanoides. Les acides
hydroxycinnamiques sont les plus abondants des composés phénoliques simples. Ces
acides sont rarement trouvés dans la forme libre, sauf dans les aliments transformés qui
ont subi une congélation, stérilisation, ou une fermentation. Les formes liées sont les
dérivés glycosylés ou esters de l'acide quinique, acide shikimique, et acide tartrique
(Mattila and Hallstrém., 2007 ; Chira et al., 2008).
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R1=R2=R3=R4=H : acide cinnamique (non phénolique)

Q R1=R3=R4=H, R2=0H : acide p-coumarique
Ry X R1=R2=0H, R3=R4=H : acide caféique
o R1=0CHzs, R2=0OH, R3=R4=H : acide ferulique
RS R1=R3=0CHs, R2=0H, R4=H : acide sinapique
Rs R1=R2=0H, R3=H, R4=acide quinique : acide

chlorogénique

Figure 4 : structures chimiques des acides hydroxycinnamique.

11-2-3-1-2- Les stilbenes

Les stilbenes sont des composés phénoliques issus du métabolisme secondaire végétal, et
qui dérivent de la voie des phénylpropanoides. Les stilbenes (1,2-diphényléthylene) sont composés
de deux noyaux phényles reliés entre eux par un double pont éthéne pouvant exister sous deux
formes : la forme trans (E) et la forme cis (Z), cette derniére étant obtenue par photo isomérisation
ou par I’action de la chaleur. La forme trans-stilbene étant la forme la plus stable et bioactive
(Mérillon et al., 1997), elle est retrouvee en général plus abondamment dans les différentes

espéces vegetales productrices de stilbenes (Hart., 1981).

Trans-stilbéne cis-stilbéne

Figure 5: structures chimiques des formes trans- et cis-stilbénes.

11-2-3-1-3- Les coumarines

Présentes dans de nombreux végétaux, les coumarines sont des 2H-1-benzopyran-2-ones que
1’on peut considérer, en premiére approximation, comme étant les lactones des acides 2-hydroxy-
Z-cinnamiques (bruneton., 2009). Elles sont produites en grande quantité en réponse a une attaque
biotique ou abiotique et semblent constituer un moyen de défense de type phytoalexine (Vivas de
Gaulejac., 2001). La figure 8 présente la structure de quelques coumarines (ex : aesculine,
scopoline, ...). Ces composés sont connus pour leurs propriétés anticoagulantes (Vivas de
Gaulejac., 2001).
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R R1=R2=H : umbelliférone (hydroxy-7-coumarine)

R4 AN R1=0H, R2=H : aesculétine (dihydroxy-6 ,7-coumarine)
R1=0CHjs, R2=H : scopolétine (hydroxy-7-méthoxy-4-

HO o o coumarine)

R1=R2=H :skimmine(hydroxy-7-coumarine-B-D-

Ro monoglucoside)
R, R1=0H, R2=H :aesculine (dihydroxy-6 ,7-coumarine-B-D-
\ monoglucoside)
glocose\o S . R1=0CHs3, R2=H :scopoline (hydroxy-7-méthoxy-6-coumarine-

B-D-monoglucoside)
R1=0H, R2=0CHjs: Hydroxy-7-méthoxy-4-coumarine-B-D-

monoglucoside

psoraléne

Figure 6 : structures chimiques de quelques coumarines (vivas de Gaulejac, 2001).
11-2-3-1-4- Les lignanes
Le terme Lignane a été inventé par Haworth en 1936 pour décrire une groupe de dimeres de
phénylpropanoides (Umezawa., 2003 ; Willfor., 2006). Les lignanes sont des composés naturels
diméres dont le squelette résulte de 1’établissement d’une liaison entre les carbones  des chaines

latérales de deux unités dérivées du 1-phényl propane (liaison 8-8).

P«
5 6 8
G

B =N

(1) (2)

Figure 7 : structure et numérotation des atomes de carbone du phenylpropane(1) et des lignanes
(2) (Moss., 2000).
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11-2-3-2- Les flavonoides

11-2-3-2-1- Deéfinition et structure

Les flavonoides représentent une classe de métabolites secondaires largement répandus dans
le régne végétal. Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux qui sont en partie
responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles.

Les flavonoides sont des composés possédant un squelette de base a quinze atomes de carbone,
constitués de deux noyaux aromatiques et d'un hétérocycle central de type pyrane, formant une
structure C6-C3-C6. (Ghedira., 2005) La structure de base de ces différents flavonoides peut subir
de nombreuses substitutions, les groupements hydroxyles étant généralement en positions 4, 5 et

7. Ces substances existent généralement sous forme de glycosides (Chira et al., 2008).

Figure 8 : Structure de base des flavonoides.

On attribue a ces flavonoides des propriétés variées : Antitumorales, Anticarcinogéenes, Anti-
inflammatoires Hypotenseurs et Antioxydantes (Ren et al., 2003). Ils sont également connus pour
moduler I’activité de plusieurs enzymes ou de récepteurs cellulaires. Le terme flavonoide regroupe

une trés large gamme de composés naturels polyphénoliques.

11-2-3-2-2- Classification
Il existe plusieurs classes de flavonoides, dont les principales sont les flavones, les flavonols,
les flavan-3-ols, les isoflavones, les flavanones, les anthocyanidines, les chalcones et les aurones.
+ Les Flavones :
Les flavones sont des sous familles des flavonoides dont la structure est bassée sur la
présence de la fonction carbonyle en C4. lls ont une structure semblable a celle des flavonols sans

le groupement hydroxyle en C3. (Cabrera et al., 2007).

Figure 9 : structure chimique d’un flavone.
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+ Les Flavonols :

Les flavonols possedant un hydroxyle phénolique en C3 et une fonction carbonyle en C4. lls
sont dispersés dans tout le régne végeétal, a I'exception des champignons et des algues. La
répartition et les variations structurales des flavonols sont tres vastes (Fabre et al., 2001;
Mollavali et al., 2016). Les flavonols tels que la myricétine, la quercétine, l'isorhamnétine et le
kaempfeérol sont le plus souvent sous forme de O-glycosides (Strack et al., 1992). La liaison
glycosidique se produit le plus souvent en position 3 du cycle C, mais des substitutions peuvent

également se produire en positions 5, 7, 4°, 3’et 5°du cycle carbone. (Crozier et al., 1997).

-,
=

i
" .

/[’F
. = o

Figure 10 : structure chimique d’un flavonol.

+ Les Flavan-3-ols :
Les flavan-3-ols se caractérisent par leurs structures reconnaissables par la saturation des

liaisons sur le cycle C et la présence d’un groupement hydroxyle en position 3 de ce cycle.

(Haslam., 1982, 1975).

Figure 11 : structure chimique d’un flavan-3-ol.

+ Lesisoflavones :
Les isoflavones sont considérées comme des dérivés des flavones. Contrairement a la plupart
des autres flavonoides, les isoflavones sont caractérisées par la présence d’un cycle B fixé a C3

plutdt que la position C2. Ils ont une distribution trés limitée dans le regne végétal (Fraga., 2009).

..-"'-d- Q-'H"-:-C"_‘-\-\. .-"'-d-- E\""\-\..
“ HI ﬂ
e . -
—— 1(f e
T

Figure 12 : structure chimique d’un isoflavone.
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+ Les Flavonones :
Les flavanones ont une structure similaire a celle des flavones mais sans la double liaison
entre les carbones 2 et 3 du cycle C (Lee et al., 2004; Zhishen et al., 1999). C'est la classe qui a
plus grand nombre de composés dans la catégorie des « flavonoides mineurs ». Les flavanones
sont tres réactives et peuvent subir des réactions d'hydroxylation, de glycosylation et d'O-
méthylation. Les flavanones sont des composants alimentaires présents dans les agrumes. La
flavanone glycosylée la plus courante est I'nespérétine-7-o-rutinoside (hespéridine) qui se trouve

dans les écorces d'agrumes (Crozier et al., 2008).

Figure 13 : structure chimique d’un flavonone.

+ Les Anthocyanidines :

Les anthocyanes sont des flavonoides qui portent une charge sur I’oxygéne de 1’hétérocycle
central C. Ce sont des composés responsables de la plus grande partie des couleurs rouge, violette
et bleue observées dans la nature. Les anthocyanes interviennent directement dans les interactions
plantes-animaux et surtout dans 1’attraction des pollinisateurs par la couleur des fleurs (Buchanan

et al., 2000).

Figure 14 : structure chimique d’un anthocyanidine.
+ Les Chalcones et aurones :

Les chalcones sont différent des autres types de flavonoides par I'absence de (cycle C) de la
structure de base du squelette flavonoide et la présence d'un chainon tri-carboné cétonique o, B-
insaturé. Les substitutions sur le noyau A sont le plus souvent identique a celle des autres
flavonoides tandis que le noyau B est assez fréquemment non substitué (Bruneton., 1993).

Les aurones sont des flavonoides mineurs tricycliques caractérisés par une structure de 2-

benzylidenecoumaranone (Bruneton., 1993).
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Chalcones aurones

Figure 15 : structure chimique d’un chalcone et d’un aurone.

+ Les Tannins
Les tanins sont un groupe de polyphénols a haut poids moléculaire et qui existent dans
presque chaque partie de la plante : écorce, bois, feuilles et racines (Cowan., 1999). Ces
composés sont des molécules fortement hydroxylés et peuvent former des complexes insolubles
lorsqu’ils sont associés aux glucides, aux protéines et aux enzymes digestives, réduisant ainsi la
digestibilité des aliments (Ref’at et al., 2008).
Selon leurs structures biochimiques, on distingue deux classes de tannins : les tannins

Hydrolysables et les tannins condenses.

v" Les tanins hydrolysables
Ce sont des oligo ou des polyesters de glucides et d’un nombre variable d’acides phénols.
Le sucre est tres généralement le D-glucose et I’acide phénol est soit I’acide gallique dans le
Cas des gallotannins, soit 1’acide ellagique dans le cas des tanins classiquement dénommés

ellagitanins (Bruneton., 1999 ; Cowan., 1999).

v" Les tanins condensés
Appelés aussi proanthocyanidines, les tanins condensés sont des polyphénols de masse
molaire élevée. lIs résultent de la polymérisation autooxydative ou enzymatique des unités de
flavan-3,4-diols liees majoritairement par les liaisons C4-C8 (parfois C4-C6) des unités
adjacentes, et se nomment ainsi proanthocyanidines de type B. Lorsque la condensation se produit
entre les unités adjacentes par la liaison C4-C8 et par une liaison d’ether additionnelle
entre C2 et C7, les proanthocyanidines sont dits de type A (Wollgast et al., 2000).

OH

OH

Tanins condensés Tanins hydrolysables
Figures 16 : Structures chimiques des tanins (Achat., 2013).
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11-2-4- Polyphénols dans les plantes : Localisation et intérét.

A I’échelle de la cellule, les composés phénoliques sont principalement répartis dans deux
compartiments : les vacuoles et la paroi. Dans les vacuoles, les polyphéenols sont conjugues, avec
des sucres ou des acides organiques, ce qui permet d'augmenter leur solubilité et de limiter leur
toxicité pour la cellule. Au niveau de la paroi, on trouve surtout de la lignine et des flavonoides
liés aux structures pariétales. Les composés phénoliques sont synthétisés dans le cytosol (Bénard.,
2009).

Au niveau tissulaire, la localisation des polyphénols est liée a leur role dans la plante et peut
étre trés caractéristique. Au sein méme des feuilles la répartition des composés est variable, par
exemple les anthocyanes et les flavonoides sont majoritairement présents dans 1’épiderme. Au
niveau de la plante entiére, il faut noter que certains composés ne sont accumulés que dans des
organes bien définis. Chez la pomme par exemple, les composés phénoliques interviennent au
niveau de la coloration de la peau via les anthocyanes, et dans la qualité organoleptique de la chair,
notamment pour I’amertume ou 1’astringence (Bénard., 2009).

Les composés phénoliques jouent un réle important dans le métabolisme de la plante mais
aussi peuvent reagir dans les interactions des plantes avec leur environnement biologique et
physique (relations avec les bactéries, les champignons, les insectes, résistance aux UV).

Toutes les catégories de composés phénoliques sont impliquées dans les mécanismes de
résistance (Dicko et al., 2006). Ils assurent la communication entres cellules, entre végétaux, entre

vegétaux et animaux (Robert et Catesson., 2000).

11-2-5- Effets biologiques et intéréts pharmacologiques des polyphénols
Les polyphénols ont une multitude d’activités biologiques dépendant de leur structure

chimique. Ils constituent une importante famille d’antioxydants dans les plantes, les fruits et les
légumes puisqu’elles comprennent plus de 6000 molécules, contrairement aux antioxydants
synthétiques comme le butylhydroxyanisole (BHA) et le butylhydroxytoluéne (BHT).

Les polyphénols n’ont aucun effet nuisible sur la santé humaine (Bounatirou et al., 2007).
Ces composés montrent des activités antioxydants, anti-carcinogénes, anti-inflammatoires,
antiathérogénes, anti-thrombotiques, analgésiques, antibactériens, antiviraux, anticancéreux
(Babar Ali et al., 2007), anti-allergenes, vasodilatateurs (Falleh et al., 2008),(Gomez-Caravaca
et al., 2007).

Les polyphénols sont également utilisés dans 1’industrie agro-alimentaire comme additif,
colorant, arme ou agent de conservation (Bruneton., 1999). Les principales activités sont

résumées dans le tableau suivant :
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Tableau 01

Composeés
phénoliques

Acides Phénoliques

Tanins

Flavonoides

Coumarines

11-3- Les alcaloides
11-3-1- Définition

Chapitre 11 : Etude chimique des métabolites secondaires |

: Activités biologiques de quelques composés phénoliques
(Bruneton., 1999 ; Hannebelle., 2006).

Exemples

Acide Caféique
Acide Salicylique

Tanin gallique
Proanthocyanidine

Lutéoléine
Catéchine
Hespéridine
Quercetine
Naringénine

Dicoumarol

Activité biologique

Antibactérienne Antifongique,
antioxydant

Effet stabilisant sur le collagene,
antioxydant, anti-diarrhéique, effet
antiseptique, effet vasoconstricteu

Antitumorale, anticarcinogene,
antiinflammatoire, antioxydant,
antiallergique,

antiulcéreuse, antivirale,
antimicrobienne,

hypotenseur diurétique.

Anticoagulant, antioxydant, protectrice
vasculaire et anticedémateuse

Les alcaloides sont des substances organiques azotées, le plus souvent, d'origine végétale,

pour la plupart de série cyclique, basique, donnant des réactions de précipitation avec certains

réactifs appelés "réactifs généraux des alcaloides” et données a faibles doses, des propriétés

physiologiques et pharmacodynamiques marquées (Hurabielle., 1981 ; Meltzer., 1997).

11-3-2- Structure et classification

Nous nous bernerons a donner ici la classification chimique des alcaloides d'apres la

nature de leur noyau fondamental (Hurabielle., 1981, Adlerl et Wink., 2001).
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Tableau 02 : Classification chimique des alcaloides d'apres la nature de leur noyau

Fondamental.

Noyau fondamental Exemple La structure

{ N } 3
" Pyrole Hygrines de COCA OM

HsC
@
N/ Pyridi S \
yridine Nicotine de Tabac \
= CH,
N
\ B
HO
= N
N .. . .
o Quinine de quinquina A0 =
Quinoléine NP
H,;CO i = I
\ H5;CO ~-N
N Papavérine de Pavot O oct,
OCH
Iso quinoléine 3

11-3-3- Activités biologiques et intéréts pharmacologiques des alcaloides
Les alcaloides sont des substances particulierement intéressantes pour leurs activités
pharmacologiques qui s’exercent dans les domaines les plus variés :
- Au niveau du systéme nerveux central comme antidépresseurs (morphine, scopolamine)
ou stimulants (strychnine, caféine),
- Au niveau du systéme nerveux autonome : sympathomimétiques (éphédrine) ou
sympatholytiques, parasympathomimétiques, anticholinergiques et ganglioplégiques.
On notera aussi I’existence de curarisants, d’anesthésiques locaux, d’anti-fibrillants, d’anti-

tumoraux, et d’antipaludiques (Bruneton., 1999).
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I1-4- Huiles essentielles
11-4-1- Définition

Les huiles essentielles, essences ou huiles volatiles, sont un extrait pur et naturel provenant
de plantes aromatiques (Wegrzyn et Lamendinh ., 2005). Elles sont le produit de la distillation
d'une plante ou d'une partie de plante. Il s’agit de substances odorantes, volatiles, résinoides, de
consistance huileuse mais sans corps gras, plus ou moins fluides, trés concentrées, souvent

colorées, offrant une forte concentration en principes actifs (Solene., 2012 ; Lorrain., 2013).

11-4-2- Localisation dans les plantes
Les huiles essentielles peuvent étre stockées dans tous les organes aériens de la plante (fleurs,

fruits, feuilles, graines).Dans une méme plante, elles peuvent étre présentées a la fois dans
différents organes, pour cela la composition des essences peut varier d'un organe a l'autre (huile
essentielle de fleurs, de feuilles et de fruits...). Elles sont particulierement riches dans certaines
familles (Bruneton., 1993) :

e Moyrtacées, Rytacées : elles sont localisées dans des poches sécrétrices schizogénese.

e Coniferes, Ombelliferes : elles sont localisées dans des canaux sécréteurs.

e Labiees, Composées : elles sont localisées dans des poils sécréteurs.
11-4-3- caractéristiques physico-chimiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont liquides aux températures ambiantes généralement incolores ou
faiblement colorées lorsqu'elles sont fraichement extraites, & I'exception des essences renfermant
de l'azuléne qui sont bleues (ex : Matricaria chamomillaL).

- Elles se caractérisent par une odeur aromatique et une volatilité trés remarquable.

- Elles ont généralement une densité inférieure a celle de I'eau (0,85 a 0,95) et sont entrainables
a la vapeur d'eau. Seules trois huiles essentielles ont une densité supérieure a celle de l'eau
(les huiles de Cinnamomum zeylanicum L., d'Eugenia cariophyllata L.et de Sassafras
albidum), elles possedent un indice de réfraction souvent élevé et sont douées de pouvoir
rotatoire (Hurabielle., 1981, Duraffourd., 1990, Salle et Pelletier., 1991).

- Elles s'oxydent facilement et donnent des produits résiniferes par fixation de I'oxygéne de l'air
sous l'action de la lumiére en méme temps que leur odeur se modifie, leur point d'ébullition
augmente, leur solubilité diminue.

Aussi, devrait-on conserver les huiles essentielles dans des flacons bien bouchés, a I'abri de

la lumiére et a une température de I'ordre de 4°C.
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11-4-4- Activités biologiques des huiles essentielles

Le réle physiologique des huiles pour le réle vegétal est encore inconnu. Cependant, la
diversit¢ moléculaire des métabolites qu’elles contiennent, leur confére des roles et propriétés
biologiques.

- Un effet anti-inflammatoire a été décrit pour les huiles essentielles de Pretium strumosum,
Pretium lewellyni, Pretium grandifolium (Siani et al., 1999).

- Les activités antifongiques de nombreuses huiles essentielles incluant les huiles de thym, de
citronnelle, de cannelle et de Melaleuca alternifolia (Burt., 2004) ont été décrites.

- Certaines huiles essentielles présentent des activités anti-tumorales et sont utilisées dans le
traitement préventif de certains types de cancers. L’huile essentielle isolée des graines de
Nigella sativa L., démontre une activité cytotoxique in vitro contre différents lignees
tumorales. In vivo, elle limite la prolifération des métastases hépatiques et retarde la mort
des souris ayant développé la tumeur P815 (Mbarek et al., 2007).

- D’autres applications médicales ont fait I’objet d’études. Les travaux réalisés par (Oussou.,
2009), ont prouvé la capacité de I’huile essentielle d’Ocimum canum a limiter la formation
d’ulcéres gastriques induits par 1’éthanol. Ceux de (Monti et al., 2002) ont montré que les
huiles essentielles facilitent la pénétration transdermique de substances médicamenteuses
lipophiles, comme I’cestradiol. Des travaux tentent également d’analyser les effets des huiles
essentielles sur le comportement (Umezu., 1999) ou d’évaluer la possibilité de les utiliser

dans la lutte contre 1’addiction de certaines drogues, comme la nicotine (Zhao et al., 2005).

11-4-5- composition chimiques des huiles essentielles
Les constituants des huiles essentielles appartiennent de fagon quasi exclusive a deux
groupes ; le groupe des terpénoides (Principalement des monoterpenes et sesquiterpenes) et le

groupe des composés aromatiques dérivés du phénylpropane (Bruneton., 1999).

11-4-5-1- Les composés terpéniques
IIs constituent la grande majorité d’entre d’elles. Les terpeénes rencontrés dans les huiles
essentielles sont les plus volatils, ¢’est-a-dire ceux dont la masse moléculaire n’est pas trop élevée,

les mono-et les sesquiterpenes (Bruneton., 1993).

11-4-5-1-1- Les monoterpénes
Les monoterpénes sont les plus simples constituants des terpenes dont la majorité est
rencontrée dans les huiles essentielles (90%) (Paduaet et al., 1999). Ils comportent deux unités

isoprene (CsHg), selon le mode de couplage «téte-queue ». Ils peuvent étre acycliques,
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monocycliques ou bicycliques. A ces terpenes se rattachent un certain nombre de produits naturels

a fonctions chimiques spéciales.

CH3
i H3C CHg3 F 3

Mycénes a—terpinene Limoneéne

Figurel? : Exemple de quelques structures des monoterpénes.

11-4-5-1-2- Les sesquiterpenes

Ce sont des dérivés d’hydrocarbures en CisH12 (assemblage de trois unités isoprenes). Il
s’agit de la classe la plus diversifiée des terpenes qui se divisent en plusieurs catégories. Ils se
trouvent sous forme d’hydrocarbures ou sous forme d’hydrocarbures oxygénés comme les alcools,

les cétones, les aldéhydes, les acides et les lactones dans la nature (Kurkin., 2003).

H,C CH,

CH, CHj,

B O

CHs
-l INNNN/
S CH,
o L. CH Chy (Hy
(+)-nootkatone B-bisabolene Trans, Trans-farnésol

Figure 18 : Exemples de quelques structures des sesquiterpénes

11-4-5-2- Les composes aromatiques

Une autre classe de composés volatils fréquemment rencontrés est celle des composés
aromatiques dérivés du phénylpropane (Kurkin., 2003). Cette classe comporte des composes
odorants bien connus comme la vanilline, I’eugénol, I’anéthol, I’estragole et bien d’autres. Ils sont
davantage fréquents dans les huiles essentielles des Apiacées (persil, anis, fenouil, etc.) et sont
caractéristiques de celles du clou de girofle, de la vanille, de la cannelle, du basilic, de 1’estragon,

etc. (bruneton., 1993).

CGH2 o H

e

CH, —
H;CO OH OH

E-anéthol Eugénol Vaniline

Figure 19 : Exemple de quelques structures des composés aromatiques.
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11-4-6- Domaines d’utilisation des huiles essentielles

11-4-6-1- Phytothérapie

L’ aromathérapie est une branche de la phytothérapie qui utilise les HE pour traiter un certain
nombre de maladies.

Les HE sont largement utilisés pour traiter certaines maladies internes et externes (infections
d’origine bactérienne ou virale, troubles humoraux ou nerveux). En médecine dentaire, plusieurs
HE ont donné des résultats cliniques trés satisfaisants dans la désinfection de la pulpe dentaire,

ainsi que dans le traitement et la prévention des caries (Khadidja., 2002).

11-4-6-2- Parfumerie et cosmétologie
L’utilisation des HE dans les crémes et les gels permet de préserver ces cosmétiques grace a

leur activité antiseptique et antioxydant, tout en leur assurant leur odeur agréable (Roulier., 1992).

11-4-6-3- Industrie alimentaire

En industrie alimentaire, on cherche toujours a avoir une conservation saine et de longue
durée pour les produits consommés ainsi qu’une qualité organoleptique meilleure.
Une nouvelle technique pour réduire la prolifération des micro-organismes réside dans I’utilisation
des HE. Les plantes aromatiques et leur HE sont utilisés dans la conservation des denrées

alimentaires (Hammer., 1999).
11-4-7- Techniques d’extraction des huiles essentielles & partir de plantes

11-4-7-1- Techniques d’extractions classiques

Parmi les techniques classiques on trouve 1’extraction par Soxhlet, I’hydro-distillation et la
Macération. Ces techniques sont basées sur le choix du solvant, la température et I'agitation.
L’extraction par solvant organique volatil reste la méthode la plus pratiquée. Les solvants les plus
utilisés a 1’heure actuelle pour extraire les huiles essentielles sont I’hexane, le cyclohexane,

I’éthanol et moins fréquemment le dichlorométhane et I’acétone (Dapkevicius et al., 1998).

11-4-7-2- Techniques d’extractions modernes
11-4-7-2-1- Extraction par fluide supercritique (EFS)

L'extraction de fluide supercritique représente une technique alternative a l'extraction
conventionnelle des liquides solides avec une consommation de solvant plus faible et une
température de travail plus basse. C'est une forme d'extraction liquide ou la phase solvant liquide

habituelle a été remplacée par un fluide supercritique - une substance qui est au-dessus de son

Page | 21



Chapitre 11 : Etude chimique des métabolites secondaires |

point critique. Parmi une grande variété de fluides supercritiques, le dioxyde de carbone est
essentiellement le seul solvant d'extraction supercritique pratique utiliser en raison de son degré
critique relativement faible température (31.1°C) et pression (73.8 bar /7.38MPa) (Patel et al.,
2019).

11-4-7-2-2- Extraction par fluide pressurisé (EFP)

L’extraction par fluide pressurisé est une technique d’extraction solide-liquide automatisée,
qui utilise des solvants sous haute pression et a une température élevée située au-dessus du point
d’¢ébullition des solvants (Renaud et de Lorgeril, 1992 ; Garcia-Salas et al., 2010). Il s'agit d’une
nouvelle méthode pour l'isolement des analytes a partir d'échantillons solides (Klejdusa et al.,
2009).
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I11- Activité biologique
I11-1- Activité antioxydante
I11-1-1- Les radicaux libres

Les radicaux libres peuvent étre définis comme des molécules ou des fragments de molécules
contenant des électrons libres. La présence d'électrons inutilisés confére un degré de réactivité
considérable sur un radical libre (Valko et al., 2006). La production de radicaux libres peut-étre
endogene. En effet la formation de radicaux libres dans I’organisme est constante et nécessaire a
la vie, mais les excés dépendent des facteurs extérieurs tels que le stress, la fatigue et les exercices
physiques intensifs (Bakasso., 2009).

IIs sont également générées sous 1’effet d’oxydants environnementaux, tels que, le tabac, la
pollution, le soleil, les rayons ultra-violets, les radiations ionisantes, un effort physique intense,

Le stress, une mauvaise alimentation, la consommation d’alcool, les fibres d’amiante, les
pesticides, etc. (Afonso et al., 2007).

Dans les phénomenes de stress oxydant prenant place dans les milieux biologiques, les
radicaux libres qui interviennent, partagent pour caractéristique celle d’avoir un électron
célibataire sur un atome d’oxygene ou d’azote. Ceci leur confére la dénomination d’especes
réactives de 1’oxygeéne ou de I’azote (ERA). Les composés chimiques dérivés de 1'oxygene

représentent la classe la plus importante de ces especes générées dans les systémes vivants.

I11-1-1-1- Espéces réactives a I’oxygéne
Les organismes aérobies puisent leur énergie en oxydant de la matiére organique via la
chaine respiratoire. L’oxygéne est indispensable comme substrat majeur, mais peut-étre egalement

une source d’agression pour ces organismes.

Les ERO sont soit des radicaux libres comme 1’anion superoxyde (O2"), le radical hydroxyle
(OH"), le peroxyle ROO" et alkyle RO" ; soit des molécules comme le peroxyde d’hydrogéne
(H202) ou I’oxygene singulet (102) (Saffidine., 2015).

L'anion superoxyde (O2") est la forme primaire des ERO structuré par I'addition d'un électron
a l'oxygene moléculaire (O2). Il peut ensuite &tre converti en ERO secondaires tels-que le radical
hydroxyle (OH), le radical peroxyle (ROQO") ou le peroxyde d’hydrogéne (H202), ce dernier n’étant

toutefois pas un radical libre puisqu'il ne contient pas d’électrons non paires.
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I11-1-1-2- Especes réactives a I’azote

Le monoxyde d'azote (NO°) et le péroxynitrite (ONOQ®) sont deux espéces réactives bien
connues issues de I’azote. Le monoxyde d’azote est produit de maniére endogéne lors du
métabolisme de 1’arginine par les nitrique oxyde synthases (NOS) dans des conditions
physiologiques. Il est caractérisé par une réactivité limitée et une demi-vie de quelques secondes.
(Blanc et al., 2005).

Le monoxyde d’azote se combine aisément avec 1’0% pour former le peroxynitrite.

NO'+0,"" ___, ONOO".

Ces derniers ont une demi-vie plus prolongée, il peut donc causer des dommages cellulaires
des lipides, composant les membranes mitochondriales, altérer les canaux sodiques et favoriser la
perméabilité vasculaire et la formation d’oedéme.

Malgré son role protecteur vis-a-vis du stress oxydant en limitant la lipoperoxydation et ses
effets anti-inflammatoires, le monoxyde d’azote (NO®) est paradoxalement impliqué dans de
nombreuses pathologies telles que le diabéte, I’athérosclérose, le cancer et les 1ésions neuronales

dégénératives (Bouchouka., 2016).
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Réaction aboutissant a des ROS +iGSH
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Figure 20 : Origine des différents radicaux oxygénés et espéces réactives de I’oxygene

impliqué en biologie (Favier, 2003).

I11-1-2- Le stress oxydatif

Le stress oxydant se définit comme étant un déséquilibre entre la balance des prooxydants
ERO ou ROS et les systemes de défense (antioxydants), en faveur des premiers avec comme
conséquence I’apparition de dégats irréversibles pour la cellule. (Favier., 1997). A concentrations
plus élevées, les ROS (dont font partie les radicaux libres) peuvent en effet engendrer des
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dommages importants sur la structure et le métabolisme cellulaire qui se traduisent par diverses
altérations biochimiques intracellulaires telles que 1’oxydation de ’ADN et de protéines, la
peroxydation des lipides.

Cette situation de surproduction d’espéces radicalaires est également associée a de
nombreuses pathologies comme le diabete, les cancers, les maladies cardiovasculaires, ou des
troubles neurologiques comme la maladie d'Alzheimer ou la maladie de Parkinson (Valko et al.,
2007).

ey

STRESS OXYDANT

Figure 21 : schéma de stress oxydatif désequilibre.

I11-1-3- Les antioxydants

Les antioxydants sont I'ensemble des molécules susceptibles dinhiber directement la
production, de limiter la propagation ou de détruire les espéces réactives de I'oxygene. Ils peuvent
agir en réduisant ou en dismutant ces espéces, en les piégeant pour former un composé stable, en

séquestrant le fer libre ou en générant du glutathion (Favier., 2003).

I11-1-4- Classification des antioxydants
Les antioxydants sont un groupe hétérogene composeé de systemes antioxydants endogenes,
enzymatiques ou non enzymatiques, de vitamines, d’oligo-éléments ou encore de polyphénols
(Thomas., 2016). Classiqguement, on répertorie les antioxydants selon leur origine, les
antioxydants endogenes de type enzymatique sont plutdt impliqués dans la neutralisation des ERO
alors que les antioxydants non enzymatiques et ceux d’origine exogene sont des donneurs de
proton ou d’électron (Denys et al., 2013).
I11-1-4-1- Les antioxydants endogenes (enzymatiques)
Ce sont des enzymes ou protéines antioxydants (Superoxydedismutase, Catalase et
Glutathion peroxydase) ¢laborés par notre organisme avec I’aide de certains minéraux. Elles sont

présentes en permanence dans 1’organisme mais leur quantité diminue avec 1’age.
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I11-1-4-2- Les antioxydants exogénes (non enzymatiques)

Ce sont des molécules exogenes. Contrairement aux enzymes antioxydant. Les
antioxydants exogenes, vu leur efficacité, leur faible co(t et leur disponibilité, sont largement
utilisés dans les aliments comme additifs dans le but de prévenir la rancidité. Cependant, leur
sécurité est tres discutée car ils générent un besoin de recherche comme matiéres de substitution
d’apreés des sources naturelles comme antioxydants de la nourriture (Ryma., 2016).

I11-1-4-3- Antioxydants naturels

Les plantes contiennent des concentrations elevées de nombreux antioxydants redox-actifs,
tels-que les polyphénols, les caroténoides, les tocophérols, le glutathion, I'acide ascorbique et les
enzymes ayant une activité antioxydant, qui combattent les dommages oxydatifs dangereux des

composants des cellules végétales (Pisoschi et al., 2009).

+ Les composées phénoliques

Les polyphénols constituent le groupe de métabolites le plus large et le plus répandu du régne
végétal et font partie intégrante de 1’alimentation humaine et animale (Martin et
Andriantsitohaina., 2002). D'un point de vue thérapeutique, ces molécules constituent la base des
principes actifs que I'on trouve dans les plantes médicinales (Macheix et al., 2005).

+ Vitamine C (acide ascorbique)

La vitamine C est un antioxydant hydrosoluble présent sous sa forme ascorbate anionique
(ASCH") a pH physiologique. Elle agit directement sur les ERO notamment les O~ et limite la
peroxydation lipidique en piégeant les radicaux peroxyles.

La vitamine C permet également la régénération de la vitamine E par réduction spontanée
du radical tocophéryl issu de 1’oxydation de I’a-tocophérol (Dreher & Junod., 1996).

e Vitamine E

La vitamine E, terme générique utilisé pour un ensemble de 8 molécules organiques, 4
tocophérols et 4 tocotriénols, est un puissant antioxydant liposoluble. L'a-tocophérol est sa forme
la plus active et le y-tocophérol sa forme la plus abondante. La vitamine E s’incorpore facilement

aux membranes cellulaires grace a son caractere lipophile et le protégent contre la peroxydation
lipidigue en neutralisant les radicaux ROO’, ROet LOO" (Dreher et Junod., 1996).

+ Les oligo-éléments
Les oligo-éléments interviennent comme co-facteurs d’enzymes indispensables dans la lutte
contre les radicaux libres. Parmi ces oligo-éléments on cite ; le zinc, le sélénium et le manganése
(Pastre., 2005).
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111-1-4-4- Les antioxydants synthétiques

Parmi les antioxydants synthétiques qui sont autorisés pour la conservation des produits
alimentaires et pharmaceutiques : le butylhydroxytoluéne (BHT), du butylhydroxyanisole (BHA).
Ces deux additifs sont insolubles dans I'eau, résistants a la chaleur, mais ont une bonne solubilité
dans les milieux lipidiques. Ils présentent 1’inconvénient d’avoir une odeur désagréable et
s’évaporent rapidement. IlIs peuvent également causer des effets secondaires, comme prouvé par
des études récentes. En particulier, le BHT, lorsqu'il est appliqué sur la peau, endommagerait les
tissus pulmonaires. L’utilisation du BHT et le BHA sont actuellement remis en question pour

raison toxicologique (Salvador & Chisvert., 2007).

I11-1-5- Les maladies lies aux stress oxydatifs

Des concentrations élevées en ERO peuvent étre un important mediateur de dommages des
structures cellulaires, des acides nucléiques, des lipides et des protéines (Valko et al., 2006). Stress
oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maladies comme le cancer, syndrome de
détresse respiratoire aigiie, cedéme pulmonaire, vieillissement accéléré...etc. Est aussi 'un des
facteurs potentialisant I'apparition des maladies plurifactorielles tel que le diabéte, la maladie

d'Alzheimer, les rhumatismes et les maladies cardiovasculaires (Favier., 2003).

111-2- Activité antibactérienne

I11-2-1- Les infections microbiennes

Les maladies infectieuses sont provoquées par des micro-organismes pathogénes comme des
bactéries, des virus, des parasites ou encore des champignons qui envahissent le corps humain et
s’y multiplient. Ces micro-organismes (vivants microscopiques), invisibles a 1’ceil nu peuvent nous
infecter par différentes voies, soit dans I’air, I’eau ou les aliments...etc. Découverte de antibiotique
était un élément essentiel dans la lutte contre les bactéries infections en particulier lorsque les

maladies sont restées en tant que principale cause de mortalité (Alwash et al., 2003).

111-2-2- Rappel sur les bactéries
Une bactérie est un microbe formé d’une seule cellule, visible au microscope, appartenant a
une zone de transition entre le régne animal et le régne végétal.
Comme toute cellule, les bactéries sont constituées d’un noyau, isolé ou diffus, un
protoplasme contenant des granulations et des vacuoles, une paroi parfois d’une capsule.
Certaines bactéries sont mobiles grace a des cils vibratiles. Selon leur mode de nutrition et

leur comportement vis-a-vis de 1I’oxygene, les bactéries sont classées en aérobies et en anaérobies.
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Pour croitre, les bactéries doivent trouver dans le milieu extérieur des conditions
physicochimiques favorables qui leur sont nécessaires et les aliments couvrant leurs besoins
énergétiques élémentaires et spécifiques. Sur le plan pratique, ces besoins sont satisfaits dans des
milieux élaborés par I’homme en vue d’étudier les bactéries et sont appelés de ce fait, milieux de

culture (Leclerc et al., 1995 ; Madigan et al., 1997 ; Marc et al., 2001).

111-2-3- Caractéristiques des souches bactériennes utilisées
111-2-3-1- Escherichia coli

Le genre Escherichia comprend plusieurs espéces, dont seul E. coli (colibacille) est
potentiellement pathogéne pour I’homme. E. coli est une entérobactérie Gram négative, les cellules
sont isolées ou par paires, mobile (flagellées), aérobie ou anaérobie, commensale du tube digestif,
capable de fermenter le glucose et le lactose. Il représente 1’espéce dominante de la flore
intestinale. La colonisation du tube digestif commence dés les premieres heures apreés la naissance
et le rythme de division d’E. Coli lui permet de garder pendant toute la vie de I’individu sa place
dominante dans la flore (une division toutes les 20min a 37 °c et en condition favorable). Cette
bactérie se trouve dans la microflore de I’intestin de I’homme et d’autres animaux, dans le sol,
I’eau et/ou les aliments. On considere que sa présence rend 1’eau et les aliments impropres a

I’utilisation ou a la consommation (Singleton., 1999 ; Carip., 2008).

Figure 22 : Observation microscopique d’Escherichia coli.

I11-2-3-2- Pseudomonas aeruginosa

Les bactéries du genre Pseudomonas sont des bacilles Gram négatifs aérobies ou anaérobies
facultatifs, non capsulés, non sporulés, mobiles pourvus de plusieurs flagelles polaires,
producteurs de pigments fluorescents ou pas. Chez les mammiferes la principale souche rencontrée
est Pseudomonas aeruginosa, il existe aussi des souches phytopathogénes. Dans la nature, les
Pseudomonas vivent en saprophyte dans le sol, I’eau et les milieux humides, dans les robinetteries

ou les réservoirs d’eau de pluie. Le germe est trés souvent retrouvé dans les hopitaux et du fait de
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sa résistance aux antibiotiques, est souvent incriminé dans les infections nosocomiales. Dans
I’industrie agroalimentaire, les Pseudomonas peuvent entrainer des altérations des aliments par

protéolyse ou par lipolyse. (Singleton, 1999 ; Carip, 2008).

Figure 23 : Observation microscopique de Pseudomonas aeruginosa (Bioquell).

111-2-3-3- Staphylococcus aureus

Les staphylococcus sont des coques Gram positifs, non capsulés et non sporulés, aérobies
ou anaérobies facultatifs. Plusieurs especes de staphylocoques peuvent coloniser 1’organisme
humain : Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis et Staphylococcus saprophyticus.
Le staphylocoque doré (S. aureus) forme des colonies reconnaissables par leur coloration jaune
or. Ce germe presente une forte résistance aux agents désinfectants et antiseptiques ; il résiste
notamment aux produits a base d’iode, de chlore et aux peroxydes. Il est commensal de la peau et
des muqueuses de nombreux mammiferes, y compris I’homme. On le trouve surtout dans les fosses
nasales et le pharynx (20 a 50% des individus), dans le tube digestif et sur les téguments des grands
plis et du périnée. Il se trouve aussi comme saprophyte dans I’environnement. La transmission de
ce germe peut survenir d’homme a homme, d’animal a homme mais aussi par les objets
contaminés, la poussiere, les vétements, les squames et les aliments. Elle développe souvent des
résistances aux antibiotiques, ce qui en fait actuellement I’un des germes les plus résistants et I’'un
des vecteurs les plus dangereux d’infections nosocomiales. Par ailleurs, S. aureus est responsable
de toxi-infections alimentaires, provoquées par son antérotoxine (Singleton., 1999 ; Carip.,
2008).
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Figure 24 : Observation microscopique de Staphylococcus aureus (Institut Pasteur.,
2012).

111-2-3-4- Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae est une entérobactérie appartenant au genre Klebsiella. Il s’agit d’un
bacille a Gram-négatif immobile et souvent capsulé, fréguemment rencontré en pathologie
humaine. Il cause des infections nosocomiales, il peut aussi étre a l’origine des infections
communautaires, surtout chez les patients présentant des facteurs de comorbidité tels que la

cirrhose hépatique et le diabéte sucré (Kassis-Chikhani., 2012).

Figure 25 : Observation microscopique de Klebsiella pneumoniae.

111-2-4- Les antibiotiques
Les antibiotiques sont des produits élaborés par des micro-organismes, des dérivés semi-
synthétiques ou des produits entierement synthétiques capables d’inhiber sélectivement certaines

voies métaboliques des bactéries, sans exercer d'effets toxiques pour les organismes Supérieurs

(Sanchez., 2015).
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I11-2-5- Activité antimicrobienne des composés phénoliques

L’activit¢ antimicrobienne des composés phénoliques des végétaux et des plantes
médicinales est largement étudiée contre un large éventail de micro-organismes. Parmi les
polyphénols, les flavan-3-ols, les flavonols et les tanins ont recu plus d'attention en raison de leur
large spectre et leur forte activité antimicrobienne en comparaison avec d'autres polyphénols et au
fait que la plupart d'entre eux sont capables de supprimer le facteur de virulence de certain nombre
de microbes telles que l'inhibition de la formation de biofilm, la réduction de I'néte ligands
adhérence et la neutralisation des toxines bactériennes et montrent une synergie avec des
antibiotiques (Daglia., 2012).

Les propriétés antimicrobiennes de certains types de polyphénols ont été proposés pour
développer de nouveaux conservateurs alimentaires et d’éviter les conservateurs de synthése ou
pour développer des thérapies innovantes pour le traitement de diverses infections microbiennes,
compte tenu de l'augmentation de la résistance microbienne contre la conventionnelle
antibiothérapie (Daglia., 2012).

111-2-6- Antibiogrammes

L’aromatogramme est basée sur une technique utilisée en bactériologie médicale, appelée
antibiogramme. Cette méthode a 1’avantage de s’appliquer a un grand nombre d’especes
bactériennes et d’avoir été largement évaluée par 50 ans d’utilisation mondiale.
L’aromatogramme se référe a la diffusion d’un agent antimicrobien d’une concentration
spécifique a partir de disques dans le milieu de culture solide, qui a été ensemencé avec
I’inoculum. La méthode est basée sur la détermination d’une zone d’inhibition proportionnelle a
la sensibilit¢ bactérienne a 1’antibiotique présent dans le disque. La diffusion de I’agent
antimicrobien dans le milieu de culture ensemencé résulte d’un gradient de 1’antimicrobien.
Quand la concentration de I’antimicrobien devient diluée qu’il ne peut plus inhiber la croissance
de la bactérie testée, la zone d’inhibition est démarquée. Plus le diamétre de cette zone est grand,
plus la souche est sensible a I’antibiotique. Plus il est petit, plus la bactérie est résistante (pibiri.,

2006).

I11- 3- Activité anti-inflammatoire

I11-3-1- Définition

L’inflammation est un ensemble de phénoménes réactionnels se produisant au point irrité
par un agent pathogeéne. Elle se traduit par quatre symptémes cardinaux : chaleur, douleur, rougeur
et cedéme. L’inflammation est un ensemble de réactions dont la finalité peut étre :
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+ Utile : réaction de défense de I’organisme pour faire face a une agression.
+ Nocive : inflammation secondaire a un processus auto-immune (Moulin., 1998).
On distingue :
- I’inflammation localisée ou primaire ;
- D’inflammation généralisée ou secondaire (chronique) : c’est le cas dans

I’inflammation rhumatismale (Moulin., 1998).

111-3-2- Les causes de I’inflammation

Les causes de la réaction inflammatoire sont multiples et représentent les agents pathogenes
d’origine biologique, les agents physiques et les agents chimiques. Ces causes déterminent des
lesions cellulaires et tissulaires qui vont déclencher 1’inflammation (IM., 2008) :

e L’infection par des agents pathogénes : contamination par des micro-organismes (bactéries,
virus, parasites, champignons).
e Les agents physiques : chaleur, froid, traumatisme et les irradiations par les rayons UV.

e Lesagents chimiques : acides, bases, caustiques, toxines, venins.

111-3-3- Mécanismes de I’inflammation
Le déroulement du processus inflammatoire est toujours le méme, la réaction
inflammatoire est une des réponses normales de 1’organisme a des agressions d’origine
immunitaire ou non.
Les réactions inflammatoires se déroulent en trois (3) phases :
+ La phase précoce ou phase vasculaire qui aboutit a la dilatation et la perméabilité des
vaisseaux responsable de quatre phénomenes (la tétrade) : cedéme, douleur, rougeur, chaleur.
+ La phase secondaire ou phase cellulaire (phase productive) qui est marquée par un afflux
de polynucléaires (notamment neutrophiles) et de macrophages tissulaires aboutissant a la
formation d’un granulome.

+ La phase terminale ou phase de régénérescence qui aboutit a la cicatrisation. (Moulin.,
1998)

I11-3-4- Les anti-inflammatoires

Les anti-inflammatoire sont des médicaments capables d’atténuer ou de supprimer le
processus inflammatoires. On en distingue deux grands groupes les anti-inflammatoires non
stéroidiens (AINS) et les anti-inflammatoire stéroidiens (AIS), dont les cibles

pharmacodynamiques sont différents.
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111-3-4-1- Anti-inflammatoires non stéroidiens

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) ont été utilisés avec succes pour le
soulagement de la douleur, la fiévre et I’inflammation et ils sont toujours utilisés quotidiennement
par des millions de patients a travers le monde. Ce sont des médicaments a propriétés anti-
inflammatoires, antipyrétiques et analgésiques. Ils présentent une grande hétérogénéité chimique
mais ils ont en commun I’inhibition non sélective de 1’enzyme cyclooxygénase. Cependant, leur
utilisation thérapeutique & long terme est souvent associée a des effets indésirables tels que les
ulcéres gastro-intestinaux et I’insuffisance rénale (Takeuchi., 2012 ; Cannon et al., 2012).

Ces effets indésirables sont généralement liés a I’inhibition des deux iso enzymes
cyclooxygénases (COX-1 et COX-2).

Cyclo-oxygénase 1 (COX-1) : est constitutive et joue un réle physiologique en maintenant
I’intégrité des tissus.

Cyclo-oxygénase 2 (COX-2) : est inductible, sa synthése est stimulée par le TNFa et
I’interleukinel. L’apparition des AINS sélectifs du COX-2 appelé coxibs vient réduire les effets
secondaires gastro-intestinaux, mais ils induisent un risque cardiovasculaire (Day et Graham.,
2016).

Tableau 03 : Classification des médicaments non stéroidien

Familles Chimiques

Acides acétylsalicylique
_ Acétylsalicylate de lysine
Salicyles Carbosalate

Diflunisal

Ibuproféne
Fenoprofene

o Naproxéne
Propioniques Kétoproféne
Acide tiaprofénique

Alminifene

Non-Sélectifs (Classiques)

Acide niflumique

Fenamates . e .
Acide méfénamique

Arylacetates Diclofénac
Indométacine

Indoliques Sulindac
Etodolac
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111-3-4-2- Anti-inflammatoires stéroidiens

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) ou les glucocorticoides constituent une vaste
famille de médicaments dérivés du cortisol. Ils représentent le traitement le plus efficace utilisé
pour les maladies inflammatoires chroniques tels que 1’asthme, 1’arthrite rhumatoide, les maladies
inflammatoires de I’intestin et les maladies auto-immunes. Comme pour les AINS, 1’usage des
glucocorticoides est associé a de nombreux effets indésirables. Le risque d'apparition de ces effets
indésirables s’accroit avec le prolongement de la durée du traitement et l'augmentation de la
posologie (Kessel et al., 2014).

Divers troubles peuvent étre observés. Ces troubles peuvent étre aigués tels que
I’hypertension artérielle, la dérégulation de la syntheése naturelle de glucocorticoides a la fin du
traitement, 1’euphorie avec insomnie allant jusqu’a une psychose aigué et I’apparition d’ulceres
gastro-duodénaux. Des troubles chroniques peuvent aussi se manifester tels que 1’ostéoporose, les
cataractes et la prise de poids (Ramamoorthy et Cidlowski., 2016).

Tableau 04 : Classification des médicaments stéroidien

Glucocorticoides Temps de demi-vie Effets secondaires

Complications aigues

Cori. - Décompensation d’un diabéte
Cortisone sucré preexistant-
Courte _ _

Prednisolone -hypertension artérielle
Methylprednisolone (rétention hydro sodée)

- euphorie, insomnie

- suppression de 1’axe HHSR

- aménorrhée

- acné

Complications chroniques
triamcinolone Moyenne - Osteoporose

-Suppression de I’axe HHSR
Bétaméthasone - Prise pondérale
dexaméthasone Longue - Glaucome

- immunosuppression
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I11-3-4-3- Anti-inflammatoires d’origine végétale

Les plantes anti-inflammatoires regroupent des especes de diverses familles dont les
principes actifs présumés responsables de ’activité anti-inflammatoire sont de nature chimique
variée (polyphénols, flavonoides, saponines, alcaloides ...). La plupart de ces métabolites agissent
en bloquant les voies de la cyclooxygénase et la lipoxygénase ainsi que par d'autres mécanismes.

Plusieurs études expérimentales ont rapporté les effets immun modulateurs sur I'immunité
humorale et cellulaire des composes phénoliques (Martin et Bolling, 2017 ; Thomas et al., 2017),
flavonoides (Kim et al., 2004 ; Moore et al., 2017), saponines (Thao et al., 2017 ; Zhou et al.,
2017 ; Wu et al., 2017), alcaloides (Li et al., 2017).

Le tableau regroupe quelques exemples de plantes douées de propriétés anti-
inflammatoires

Tableau 05 : Exemples de plantes médicinales douées d’activités anti-inflammatoires (Banes,
1998).

Nom scientifique famille drogue Nom utilisation
commun

Arthrose,
migraine,
douleur
rhumatismales

(Edémes,
Ranunculaceae Racines Lenten-rose douleurs
rhumatismales
Rhinite
allergique,
Ortie eczéma goutte,
douleurs
rhumatismales
Fievre,
pharyngite,
Rosaceae Feuilles Laurie douleurs,
d’estomac,
hémorroides
Douleurs
rhumatismales,
lupus,
Curcumalonga  Zingiberaceae Rhizome Curcuma systémique,
psoriasis,
infections
rénales
Douleurs, maux
de téte

Zingiber

officinale Zingiberaceae Rhizome Gingembre

Helleborus
orientalis

Feuille,

Urtica dioica Urticaceae )
Racines

Laurocerasus
officinalis R.

Nerium oleander

L Apocynaceae Fleure Laurier rose
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IV- Matériels et méthodes

IV-1- Etude chimique de la plante
IV-1-1- Matériel végétal

La plante Lonicera Provenant de la région de Texenna située a 23,3Km de Jijel. Cette plante
a été récoltée au mois de mars-avril 2021, les travaux pratiques ont été réalises au laboratoire de
chimie (département de chimie) et labo de recherche de pharmacologie et phytochimie, Université
de Mohammed Seddik Ben Yahia, Jijel.

Figure 26 : Localisation de la commune de Texenna dans le cadre géographique d’Algérie et de
la wilaya de Jijel.

Le matériel végétal de la partie aérienne (feuilles, fleurs) de la plante a été séché, durant une
semaine dans un endroit bien aéré, a une température ambiante et a 1’abri de la lumiére et de
I’humidité, pour préserver le maximum d’intégrité des molécules. Le matériel végétal a été coupé
en petits morceaux avant son utilisation et broyé finement a 1’aide d’un broyeur jusqu’a I’obtention

d’une poudre végétale.

I\V-1-2- Extraction des polyphénols

Les polyphénols ont été extraits de la partie aérienne de cette plante par deux différentes

méthodes : extraction par macération et extraction par soxhlet.
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IV-1-2-1-Extraction par macération

+ Principe

La macération est un procédé qui consiste a laisser séjourner une plante dans un solvant a
froid pour en extraire les composeés solubles (ardmes, principes actifs). La macération peut se faire
dans une solution alcoolique, ou dans l'eau ...

Les solvants alcooliques sont capables d’augmenter la perméabilité des parois cellulaires en
facilitant 1’extraction d’un plus grand nombre de molécules polaires, de moyenne et de faible
polarite.

+ Extraction type solide/liquide (Extraction par macération dans I’éthanol)

Aprés séchage et le broyage de la partie aérienne nous avons pris une quantité de 200g est
mise a macerer dans un melange éthanol-eau (70/30 : v/v), a I’ombre et a la température ambiante
pendant 24 a 48 heures. Ce procédé est répété 3 fois avec renouvellement du solvant. Le macérat
est ensuite filtré sur papier filtre puis soumis a une évaporation a 40°C en utilisant un évaporateur
rotatif de type BUCHI R-210. Le résidu (I’extrait brut hydro-alcoolique sec d’une coloration vert
foncé) est repris par 300ml d’eau tiede et laisser a décanter a froid pour debarrasser les cires et les
graisses.

+ Préparation des extraits

L’extraction est poursuivre par passage de quatre solvants différents de polarité croissante,
on commengant par 1’éther de pétrole pour ¢liminer la chlorophylle, chloroforme, acétate d’éthyle
et le n-butanol afin d’extraire les flavonoides en fractions aglycones, mono glycosides et di et tri
glycosides. Pour cela la phase aqueuse est épuisee trois fois par le chloroforme, apres 1’agitation
et le repos dans une ampoule a décanter, deux phases sont obtenus, une phase organique et une
phase aqueuse, Cette derniére est subit a son tour trois extractions avec ’acétate d’éthyle afin de
récupérer certains flavonoides aglycones et mono glycosides, puis par le n-butanol pour récupérer
les flavonoides di et tri glycosides. Les différentes fractions récoltées sont ensuite séchés par
MgSO4 pour éliminer toutes traces d’eau puis évaporer a sec a 40°C dans le rotavapeur avec la

pesé de la masse des extraits.
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[ Matéeriel Végétale ]

- (3x24h) Macération dans un mélange
éthanol/eau (70/30 ; vIV) &

[ Solution éthanolique ]

- Filtration :
- Evaporation a40°C <

Extrait brut ]

- Dilution avec 1’eau distillée

l

Extrait de [’éther de
pétrole

- Ether de pétrole
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Phase aqueuse

\ 4

[ Solution de CHCIs ]

+ | Evaporateur a sec
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- AcOEt (3fois)
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- Décantation

Phase aqueuse

Figure 27 : Protocole d’extraction des polyphénols.

Page | 38



Chapitre VI : Matériels et méthodes =

IV-1-2-2- Extraction par soxhlet
+ Principe

L’extracteur de soxhlet est une piéce de verrerie permettant d’effectuer une extraction solide-
liquide. L’appareil porte le nom de son inventeur : Franz Von Soxhlet.

L’extraction par 1’appareil soxhlet (nous allons I’appeler simplement soxhlet) est une
méthode simple et convenable nous permettant de répéter infiniment le cycle d’extraction avec du
solvant frais jusqu'a épuisement complet du soluté dans la matiére premiére.

<+ Mode opératoire

Dans un ballon de 250 ml nous avons introduit : 250 ml de solvant d’extraction (éthanol).
D’autre part, nous avons introduit 15g de la matiére végétale séche dans une cartouche en cellulose,
que I’on a mise dans I’extracteur. Une fois le chauffage du systéme de réfrigération a commencé,
on observe des vapeurs de solvant qui se condensent au niveau de réfrigérent puis tombent goutte
a goutte sur la cartouche. Au bout d’un certain temps, le solvant entame son extraction et forme
un cycle fermé d’extraction que nous pouvons décomposer en plusieurs étapes : (ébullition,
vaporisation, condensation, extraction). Lorsque le solvant d’extraction atteint le niveau supérieur
du siphon, le siphon s’amorce et la solution retombe dans le ballon a travers le tube de siphonage
et se concentre. Pour cela, nous avons réalisé plusieurs siphonages.

Apres refroidissement, nous avons enlevé la cartouche et récupéré la concrete que nous
avons mis dans le rotavapeur pour la séparation du solvant de la concrete laquelle a été pesée.

L’extraction a été répétée plusieurs fois de la matiere végétale restant.

Figure 28 : Montage d’extraction par le soxhlet.
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+ Calcule du Rendement
Le rendement désigne la masse de I’extrait déterminée aprés évaporation du solvant, il
est exprimé en pourcentage par rapport a la masse initiale de la plante soumise a 1’extraction.

Le rendement a été calculé par la formule suivante :

[ R (%) = (Mext / MS) x 100 ]

> R (%) : Rendement exprimé en %.
> Mext : la masse en gramme de 1’extrait sec résultant

> MS : la masse initiale en gramme de la plante seche.

IV-1-3- Extraction des huiles essentielles
Dans cette étude nous avons utilisé la technique d’extraction : I’hydrodistillation.

+ Principe

C’est I’'une des méthodes les plus utilisées, elle permet d’isoler les huiles essentielles a 1’état
pur.

Cette technique consiste a immerger directement le matériel végeétal a traiter dans un alambic
rempli d’eau qui est ensuite portée a ébullition a reflux. L’HE forme avec la vapeur d’eau un
mélange azéotropique. Les vapeurs sont condensées sur une surface froide et I’huile essentielle se
sépare par différence de densité (bruneton., 1999).

+ Mode opératoire

L’opération consiste a immerger une quantit¢ de la masse végétale (80g) dans un ballon
monocol en verre de 1000ml contenant une quantité suffisante d’eau distillée sans le remplir
completement (Le volume de 1’eau est environ les deux trieres de volume du ballon) pour éviter
le débordement au cours de 1’ébullition. Ce dernier est porté a 1’ébullition a 1’aide d’un chauffe-
ballon, pendant 2h30. Le chauffage permet I’éclatement des glandes contenant ’huile essentielle
dans la structure végétale puis la libération des molécules volatiles qui est évaporée sous 1’action
de la chaleur pour former un melange eau/huile essentielle.

La vapeur chargée de I’huile essentielle passe a travers le tube vertical, puis a travers le
réfrigérant (condensateur) ou aura lieu de la condensation. Les gouttelettes ainsi produites
s’accumulent dans un collecteur. L’huile obtenue est récupérée par décantation (hydrodistillat +
cyclohexane) puis traité par un déshydratant, le sulfate de magnésium (MgSOa), pour éliminer les
traces d’eau susceptible d’avoir été retenue dans 1’huile.

La conservation de I’huile essentielle €tre a 4° C dans I’obscurité pour éviter la dégradation,

due a I’action de 1’air ou de la lumiére.

Page | 40



Chapitre VI : Matériels et méthodes |l

Figure 29 : Montage d’hydrodistillation.

+ Détermination des rendements en huiles essentielles
Les résultats sont exprimés sous forme d’un rendement calculés de la méme manicre que

précédemment.

IV-1-4- Screening phytochimiques des métabolites secondaires
Les tests préliminaires sont des tests qualitatifs qui permettent de détecter la présence des
principaux métabolites secondaires dans le matériel végétal. Le criblage phytochimiques de

différents métabolites secondaires a été effectué sur I’extrait €thanolique.

+ Préparation d’extraits éthanolique
On a mis 5 g de matériel végétal dans un mélange de 20 ml (éthanol / eau) et on a laisse a
macérer a température ambiante pendant 24 h. une fois I’extrait prét on a filtré ce dernier par papier

filtre, afin de I’utiliser apres.

- Test des mucilages
On a introduit 1 ml d’extrait éthanolique dans un tube a essai, on a ajouté 5 ml d’alcool
absolu (éthanol absolu), et en attendant 10 min. ’obtention d’un précipité floconneux aprés

agitation, indique la présence de mucilage (Belfekih et al., 2011).

- Test des polyphénols
On a introduit 1 ml d’extrait éthanolique dans un tube a essai, on a ajouté 3 goutte de
solution alcoolique de chlorure ferrique a 2%. L’apparition d’un précipité bleu-noiratre ou verte

plus ou moins fonceée fut le signe de la présence de polyphénols (N’Guessan et al., 2009).
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-Test des Tanins
La présence des Tanins est confirmé par mis en évidence en ajoutant, a 1ml de I’extrait, 1
ml d’eau et 2 gouttes de solution de FeClsdiluée 5 fois, I’apparition d’une coloration verte foncée

ou bleue verte indique la présence des tanins (Sabri et al., 2012).

-Test des Coumarines

1,5 ml d’hydroxyde de sodium NaOH a 10% ajouter a 1 ml d’extrait éthanolique la formation

d’une couleur jaune indique la présence de coumarines (Savithramma et al., 2011).

-Test des Stérols et des Terpénoides

On a pris 1 ml de I’extrait avec 1 ml de I’acide acétique glacial puis on a ajouté 2 ml d’acide
sulfurique H2SO4 concentré de co6té sans perturber la solution. L’apparition d’un anneau violet a
la jonction de deux couches indique la présence de terpénes. Une couche verte sur la haut de la

solution indique la présence de stérols (Senhaji et al., 2005).

-Test des flavonoides

Environ 1,5 ml de D’extrait éthanolique du matériel végétal ont ¢été traités avec 0,5 ml
d’ammoniaque dilué (10%), puis avec 0,5 ml d’acide sulfurique H2SO4 concentré.

L’apparition de couleur jaune apres I’ajout d’ammoniac et la disparition de couleur jaune

apres ’ajout d’acide sulfurique concentré indique la présence de flavonoides (Joshi et al., 2013).

-Test des Saponines
Les saponosides sont caractérisés par un indice de mousse. Leur détection est réalisée en
ajoutant un peu d’eau a 2 ml de I’extrait éthanolique, aprés 1’agitation, le mélange est abandonné
pendant 20 min et la teneur en saponosides est évaluée :
Pas de mousse = test négatif (-) ; Mousse plus de 1 cm = test faiblement positif (+) ;
Mousse de 1-2 cm = test positif (++) ; Mousse plus de 2 cm = test trés positif (+++)
(Harborne, 1998).

-Test des glycosides cardiaque (test de Keller-Killam)
0,5 ml d’extrait éthanolique est dilué par 5 ml d’eau distillé. On a traité cette solution avec
2 ml d’acide acétique glacial contenant quelque goutte de chlorure de fer FeCls. Celui-ci était
¢talé avec 0,5 ml de I’acide sulfurique H2SOs concentré. L’apparence d’un anneau brun a

I’interface indique la présence de glycosides cardiaque (Coolborn et Bolatito., 2010).
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-Test des carbohydrates
On a mis 1 ml d’extrait éthanolique dans un tube a essai avec 10 goutte de liqueur de
Fehling (A et B) le mélange a été chauffé au bain-marie environ 15-30 min. 1’apparition d’un

précipité rouge brick indique la présence des carbohydrates (Joshi et al., 2013).

- Test des alcaloides
On a introduit 15 ml de I’extrait dans un tube a essai puis on a ajouté¢ 2 ml de NaOH 10%,
apres on a ajouté quelque gouttes du réactif de Mayer. La formation d’un précipité blanc ou un

trouble blanc indique la présence d’alcaloides (Bruneton., 1999).

-Recherche des acides organique
Mettre quelques gouttes de bleu de bromothymol dans un tube a essai contenant 2 ml de
I’extrait, si la couleur change au jaune canari, cela indique que l’extrait contient des acides

organiques (Senhaji et al., 2005).

IV-1-5- Analyse quantitative des extraits

IV-1-5-1- Dosage des flavonoides totaux
+ Principe
La quantification de la teneur totale en flavonoides a été réalisée par la méthode de
trichlorure d’aluminium décrite par (Turkoglu et al., 2007).
En présence de trichlorure d’aluminium, les flavonoides sont capables de former un complexe
acide stable de couleur jaunatre. Ce complexe est dosé spectrophotométriqguement a 430 nm. Des

mesures multipliées ont été prises et des valeurs moyennes calculées.

+ Mode opératoire
1 ml d’une solution méthanolique d’AlCls (2% dans le méthanol) est ajouté a 1 ml des
extraits a testés (chloroforme, Acétate, n-butanol, extrait hydroalcoolique par macération et extrait
hydroalcoolique par soxhlet), le mélange ainsi obtenu a été vigoureusement agité. Apres 30
minutes d’incubation a température ambiante, 1’absorbance du mélange est lue a 430 nm par un
UV-VIS spectrophotometre SHIMADZU 1240 contre le blanc. Des mesures multipliées ont été

prises et des valeurs moyennes calculées. (Turkoglu et al., 2007).

+ Expression des résultats
La quercétine (0.781 - 100 pg / ml) a été utilisée pour établir la courbe d'étalonnage afin
d'estimer la concentration de flavonoides et utilisée comme standard. Les résultats ont été exprimés

en milligrammes équivalents de quercétine par gramme d'extrait (mg EQ/g d'extrait).
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IV-1-5-2- Dosage des polyphénols totaux
+ Principe

Le dosage des phénols totaux par le réactif de Folin-Ciocalteu a été décrit des 1965 par
Singleton et Rossi.

Le réactif est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide
phosphomolybdique (HsPMo012040). 11 est réduit, lors de 1’oxydation des phénols, en un mélange
d’oxydes bleus de tungsténe (WgO23) et de molybdéne (MogO23). La coloration produite, dont
I’absorption maximum est comprise entre 725 et 765 nm est proportionnelle a la quantité de

polyphénols présents dans les extraits végétaux. (Boizot et Charpentier., 2006).

+ Mode opératoire
Un volume de 200 pl de chaque extrait méthanolique est introduit dans des tubes a essai,
puis I’ajoute de 1ml du réactif de Folin-Ciocalteu (dilué 10 fois dans I’eau distillée). Aprés 4 min,
0,8 ml de carbonate de sodium a 7.5% est additionné. Aprés 2 h d’incubation a température
ambiante [’absorbance est mesurée a 765 nm contre un blanc a I’aide d’un spectrophotometre. Des
mesures multipliées ont été prises et des valeurs moyennes calculées.
+ Expression des résultats
Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions opératoires en
utilisant I’acide galliqgue comme contrdle positif (0,781-100pug/ml). Les résultats sont exprimés en

milligramme (mg) équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait (mg EAG/g d’extrait).

IV-1-6- Analyse qualitative par CCM
+ Principe

La chromatographie sur couche mince est une technique d’analyse qualitative. Cette
méthode repose sur la séparation des différents constituants d’un extrait selon leur force de
migration dans la phase mobile qui est en générale un mélange de solvant ; adapté au type de
séparation recherche, et leur affinité vis-a-vis de la phase stationnaire qui peut étre un gel de
polyamide ou de silice. Elle nous permet d’avoir les empreintes du contenu polyphénolique et
flavonoique de I’extrait.

La chromatographie sur couche mince a éte realisée sur des plaques pré-étalées de gel de

silice et sur des plaques de polyamide. (Ferrari., 2002 ; Ekoumou., 2003 ; Debete., 2005).
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+ Protocole de CCM sur gel de silice

Les trois extraits obtenus de matériel végétal ont été analysés qualitativement par
chromatographie sur couche mince. Les plaques de silice utilisées sont de dimensions 10 X 6 cm.
Des dép06ts de chaque extrait (préparé dans le méethanol) ont été effectues.

Phase stationnaire : c’est une couche solide de gel de silice contenant un indicateur inerte
émet une fluorescence lorsqu’il est soumis a des UV (254) (gel de silice GF254)

Phase mobile : est un mélange de solvant, qui caractérisé par sa polarité.

La plaque de silice st placée dans une cuve contenant, 1’¢luant, cela deux systémes ont été

essayés pour définir ceux qui donnent les meilleures séparations.

Tableau 06 : Systeme utilisés pour CCM.

Systémes L’éluant utilisé Volume (V/V)
1 Chloroforme / Acétate d’éthyle / Acide formique 50/40/10
2 Chloroforme / Méthanol / Eau distillée 80/20/2

Extraits : chloroforme, acétate d’éthyle et n-butanol.

Témoins : Quercétine.

Révélation : une fois le développement du chromatogramme est effectué, la plaque est
séchée a température ambiante puis la visualisation des plaques est faite par deux méthodes

Physiques : sous une lampe UV en utilisant deux longueur d’onde : 254nm et 365nm.

Chimiques : par la suite les plaques sont pulvérisées avec une solution de chlorure
d’aluminium (AICI3) suive d’une deuxiéme visualisation sous la lumiére UV aux deux longueurs
d’ondes précédentes.

+ Calcul du rapport frontal (Rf)

Pour chaque espece chimique révélée, on peut quantifier 1’¢lution en calculant le rapport

frontal Rf défini par :
Rf=d/D
Ou : d : est la distance entre la ligne de dép6t et le centre de la tache.
D : la distance entre la ligne de dépdt et le front de 1’éluant.

Les Rf obtenus sont comparés au Rf obtenus pour la référence.
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IVV-2- Evaluation de I’activité biologique
IV-2-1- Evaluation de I’activité antioxydante

De nombreuses méthodes sont utilisées pour évaluer 1’activité antioxydant des composés
phénoliques des extraits. La plupart de ces méthodes sont basées sur la coloration ou la
décoloration d’un réactif dans le milieu réactionnel. Ces méthodes ont porté sur la détermination
du pouvoir antiradicalaire en utilisant les radicaux « DPPH », « ABTS » et pouvoir réducteur du
Fer « FRAP » et « TAC ».

IV-2-1-1- Test de piégeage du radical DPPH’

+ Principe
Le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH), est un radical libre stable, violet en solution, il

présente une absorbance caractéristique dans un intervalle compris entre 512 et 517 nm, cette
couleur disparait rapidement lorsque le DPPH est réduit en 2.2 Diphényl-1-picrylhydrazine par un
composé a propriété antiradicalaire, entrainant ainsi une décoloration. L’intensité de la couleur est
proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des protons

(Benslama et Harrar, 2016).

Figure 30 : piégeage du radical DPPH avec I’antioxydant(AH).

+ Mode opératoire :
L’activité du balayage du radical DPPH a été mesurée selon le protocole décrit par (Ohinishi
M et al.,, 1994). Dans des tubes a essai on introduit 1ml de chaque extrait a différentes
concentration (1 — 0.00781 mg/ml) et 1 ml de la solution méthanoliques au DPPH (0,2mM) un
blanc est préparé dans les mémes conditions, en paralléle, en mélangeant 1ml du méthanol avec 1
ml de la solution méthanolique de DPPH.
Aprées I’incubation a I’ obscurité pendant 30 minutes a une température ambiante, la réduction

du DPPH s’accompagne par le passage de la couleur violette a la couleur jaune de la solution.
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La lecture des absorbances est effectuée a 517 nm a 1’aide d’un UV-vis spectrophotometre
SHIMADZU 1240. L’acide ascorbique est utilis¢é comme standard dans les mémes conditions des
extraits.

+ Expression des résultats
Calcul des pourcentages d'inhibition
Les résultats peuvent étre exprimés en tant qu'activité anti-radicalaire ou l'inhibition des

radicaux libres en pourcentages (1%) en utilisant la formule suivante :

%= [(AC-AT)/AC]*100

> | : pourcentage inhibition.
> AC : Absorbance du contrble.
> AT : Absorbance du test effectué.

Calcul des I1C50 :

ICs0 ou concentration inhibitrice de 50% (aussi appelée ECso pour Efficient concentration
50), est la concentration de I'échantillon testé nécessaire pour réduire 50% de radical DPPH.
(Fabri et al., 2009).

IV-2-1-2- Test de piégeage par le cation radicalaire ABTS **
+ Principe
L’activité antiradicalaire des extraits eSt déterminée par une méthode basee sur la réduction
du radical ABTS "« 2,2’-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) » qui est utilisé
comme un radical libre pour évaluer 1’activité antioxydant des échantillons. Ce radical cationique
est facilement formé par oxydation en présence de persulfate de potassium pour donner une
solution colorée en vert-bleue (Prouillac., 2006). L’addition d’un antioxydant a une solution de

ce radical cationique entraine la réduction de ce radical. (Re et al., 1999).

¢

ABTS
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Figure 31 : Formation du radical cation ABTS ™ a partir de I’ABTS.
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+ Mode opératoire :

L'activité réductrice de PABTS™ des extraits préparés est déterminée selon la méthode
décrite par (Re et al., 1999) avec de mineurs modifications. Le radical cation ABTS" a été formé
par la réaction entre (7 mM) ABTS dans I'eau et (2,45 mM) de persulfate de potassium (1: 1),
conservée a l'obscurité pendant 12 & 16 h avant Iutilisation. La solution ABTS* a ensuite été
diluée avec de I'éthanol pour obtenir une absorbance de 0,700 a 734 nm.

Apres I'addition de 100 ul de chaque extrait et I’acide ascorbique comme controle positif a
différentes concentrations (1 - 0,00781 mg/ml) a 900 pl de la solution ABTS " diluée, I'absorbance
a été mesurée aprés 10 min d'incubation a température ambiante. Le blanc est préparé dans les
mémes conditions en paralléle, en mélangeant 100ul du méthanol avec 900ul d’ABTS. Chaque
essai est répéte trois fois.

+ Expression des résultats :

La capacité a piéger le radical ABTS a été calculée a l'aide de I'équation suivante :
Activité de piégeage des radicaux ABTS (%)= [1- (Aex/ Ac)] x100

> Aex : Absorbance de l'extrait.

> Ac: Absorbance de contréle.

IV-2-1-3- Test du pouvoir réducteur FRAP
+ Principe
Le pouvoir réducteur d’un extrait est associ€ a son pouvoir antioxydant, cette technique est

développée pour mesuré la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique (Fe3*) présent dans

le complexe KsFe(CN)s en fer ferreux (Fe?*) d’une couleur bleu cyanée. En effet, le Fe>* participe

a la formation du radical hydroxyle par la réaction de Fenton. L’absorbance de milieu réactionnel
est déterminé a 700nm (Hubert., 2006).

@f“

Fe ‘\} + antioxidant _

R aors

Figure 32 : Schéma de la réaction de FRAP.
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+ Mode opératoire :

Un volume égal 1 ml de I’extrait a différentes concentrations (1- 0,00781 mg/ml) est mélangé
avec 2,5 ml d’une solution tampon phosphate 0,2 M (PH 6,6) et 2,5 ml d’une solution de
ferricyanure de potassium KzFe(CN)s a 1 %. L’ensemble est incubé au bain-marie a 50 °C pendant
30 min. Ensuite, 2,5ml d’acide trichloracétique (TCA) a 10% sont ajoutés pour stopper la réaction.
Un aliquote (2,5 ml) de surnageant est combinée avec 2,5ml d’eau distillée et 0,5 ml d’une solution
aqueuse de FeCls (Chlorure ferrique) a 0,1 % (Oyaizu, 1986).

La lecture des absorbances se fait contre un blanc a 700 nm a 1’aide d’un spectrophotometre.
Le contrble positif est représenté par un standard, I’acide ascorbique dont 1’absorbance a été
mesuré dans les mémes concentrations choisies et dans les mémes conditions expérimentales

+ Expression des résultats

Pour explorer les résultats obtenus, les histogrammes des absorbances obtenues sont tracés
en fonction des différentes concentrations utilisées. L’augmentation de I’absorbance correspond a

une augmentation de la capacité a réduire les fractions testées.

IV-2-1-4- Test de I’activité antioxydant totale (CAT)

+ Principe

Au cours de test PPM (PhosphoMolybdate), I’hydrogéne et I’électron sont transférés du
compose réducteur (extrait-antioxydant) vers le complexe oxydant (TAC).

Le test est basé sur la réduction du molybdéne de 1’état d’oxydation (VI) a 1’état d’oxydation
(V). Cette réduction se matérialise par la formation d’un complexe verdatre (phosphate/ Mo (V))
a un PH acide. On voit la diminution de la coloration du complexe molybdene (V1) en présence
d’antioxydant.

A la différence des autres tests, ce test permet non seulement de quantifier I’apport de
I’activité antioxydant des polyphénols mais aussi d’autres composés antioxydants tel que les

vitamines (C, E...) (Xin-hua chen et al., 2010).

+ Mode opératoire
Un volume de 0,15 ml de chaque extrait a la concentration 0,1 mg/ml est mélangé avec 1,5
ml de solution du réactif (acide sulfurique, phosphate de sodium et molybdate d’ammonium). Les
tubes sont vissés et incubés a 95°C pendant 90 min. Apres refroidissement, 1’absorbance des
solutions est mesurée a 695 nm contre le blanc qui contient 1.5 ml de la solution du réactif et 0.15
ml du méthanol et il est incubé dans les mémes conditions que les extraits. Le contrble positif est

représenté par un standard d’un antioxydant, I’acide ascorbique dont I’absorbance a ét¢ mesuré
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dans les mémes concentrations choisies et dans les mémes conditions expérimentales. (Xin-hua
chen et al., 2010).
+ Expression des résultats
Une courbe d’étalonnage est réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires en
utilisant 1’acide ascorbique comme contréle positif (0.781-100ug/ml). La capacité antioxydant
totale est exprimée en milligramme (mg) équivalent d’acide ascorbique par gramme d’extrait (mg

EAG/g d’extrait).

IV-2-2- Evaluation de I’activité antibactérienne
Les travaux pratiques ont eté réalisés au laboratoire des analyses Dr. Boukrouche Oussama.
L'activité antibactérienne des quatre extraits (chloroforme, acétate d'éthyle, n-butanol et Extrait
brut) et I'nuile essentielle de la plante étudiée a été évaluee par la méthode de diffusion sur gélose.
+ Souches bactériennes testées
Les souches bactériennes pour cette étude, sont des bactéries non pathogenes, qui sont

mentionné dans le tableau suivant :

Tableau 07 : Les souches bactériennes utilisées.

Nom de la souche et code de référence Gram Famille
Staphylococcus aureus Positif Micrococcaceae
Escherichia coli Négatif Enterobacteriaceae
Pseudomonas aeruginosa Négatif Pseudomonadaceae
Klebsiella pneumoniae SPP Négatif Enterobacteriaceae

+ Repiquage et purification des souches
Afin d'évaluer l'activité antibactérienne des extraits des repiquages ont été effectués pour
chaque souche bactérienne par la méthode des stries dans des boites de pétri content de la gélose

nutritive, puis incubées pendant 24 h a 37 °C afin d'obtenir des colonies isolées.

+ Préparation de I'inoculum
A partir des cultures jeunes, des colonies pures sont isolées pour préparer I'inoculum
bactérien. Chaque colonie est mise en suspension dans 10 ml d'eau distillée stérile. La turbidité de

la suspension est mesurée a lI'aide d'un densitometre et ajustée a 0,5 Mc Farland.
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+ Préparation des milieux de culture
La gélose de Muller Hinton est coulée et répartie dans des boites de pétri stériles de 9
cm de diametre. Ces derniéres sont séchées pendant 30 min a une température ambiante avant leur

emploi.

+ Ensemencement
L'ensemencement de 1’inoculum est réalis¢€ par I’inondation verser la suspension bactérienne
dans une boite de pétri contenant le milieu de culture (Mueller Hinton) laisser pendant 2min.
L’ensemencement s'effectue de telle sorte a assurer une distribution homogéne des bactéries

sur la gélose.

+ Préparation des disques

Des disques sont met sur la gélose molle déja inoculée avec les microorganismes a tester.

+ Préparation des dilutions des extraits

Afin d'évaluer I'activité antibactérienne des différentes fractions des extraits (Chloroforme,
Acétate d'éthyle, n-butanol, Extrait brut et huile essentielle), des différentes concentrations, ont été
préparées dans le Diméthylsulfoxyde (DMSO) pour chaque extrait (test négatif avec les souches
bactériennes utilisé).

Elles correspondent respectivement aux concentrations de 8 mg/ml, 4mg/ml, 2mg/ml,
1mg/ml, 0,5mg/ml, 0,25mg/ml pour les extraits et 30mg/ml, 15mg/ml et 1mg/ml pour I’huile.
A l'aide d'une micropipette stérile, Un volume de 10 pl a été mis sur les disques qui sont met sur
la gélose molle déja inoculée avec les microorganismes a tester. Les boites de pétri ont été incubées
a 37°C pendant 24 h.

L'activité antibactérienne est déterminée en termes de diametre de la zone d'inhibition
produite autour des disques apres 24 h d'incubation a 37 °C.

L'échelle d'estimation de l'activité antibactérienne a classe le diamétre des zones d'inhibition
D de la croissance bactérienne comme suit :

£  (-) souche résistante (D < 8 mm)

+  (+) souche sensible (9mm < D < 14mm)

%+  (++) souche trés sensible (15mm < D < 19 mm)
*

(+ + +) dextrement sensible (D >20 mm) (Ponce et al., 2003).
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IV-2-3- Evaluation de I’activité anti-inflammatoire

+ Méthode de stabilisation de la membrane des globules rouges humains

+ Principe
La méthode HRBC a été utilisée pour 1’estimation de I’activité anti-inflammatoire in vitro. Le
principe de cette méthode est basé sur la capacité des composés a empécher I’hémolyse des globules
rouges humaine (GR), induite par I’hypotonie et donc prévenir la libération de I’hémoglobine. Ce test
a été réalisé selon la méthode décrite par (Sadique et al., 1989 ; Oyedapo et al., 2004). Le sang a éte
préleve chez un donneur humain en bonne santé ne consommant aucun médicament stéroidien depuis

deux semaines.

+ Mode opératoire

1- Echantillons de sang humain

Des échantillons de sang frais (environ 10ml) ont été récupérés dans des tubes
héparinisés, a partir du laboratoire d’analyse médicales étatique de la région de Jijel, ou la prise
de sang a été effectuée, sur des volontaires n’ayant pas pris de médicaments anti-

inflammatoires, durant les deux dernieres semaines avant le prélevement.

2- Preéparation de la suspension des globules rouges humains (HRBC)

Le sang recueilli su des volontaires sains a été mélangé avec un volume égal de solution
d’Alsevers stérilisée. Cette solution sanguine a été centrifugée a 3000 tr/min pendant 10 min. le
surnageant est, par la suite, ¢liminé et le culot de globules rouges a été lavé avec de I’eau
physiologique (une solution isosaline (0,85%, PH=7,2). Le volume de globules rouges a été
mesuré afin de préparer une suspension de 10% (v/v) de globules rouges humains, avec de 1’eau

physiologique. (Kar et al., 2012).

3- Evaluation de I'activité de stabilisation de la membrane

Le test se base sur I’effet des extraits de la plante étudiée sur la stabilisation de la membrane
des globules rouges humains (les €rythrocytes), aprés induction de 1’hémolyse par une solution
hypotonique associée a une, température de 37°C, selon le protocole de (Kar et al., 2012),
(Govindappa et al., 2011).

Dans des tubes a hémolyse, 0,5ml des extraits a tester a différentes des concentrations 1000
pg/ml et 100 pg/ml, 1 ml du tampon phosphate (0,5M, PH 7,4) et 2 ml de la solution hyposaline
(NaCl a 0,36%), et un volume de 0,5ml de la suspension des érythrocytes (10%) a été rajouté pour

chaque tube.
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Les tubes ont été mélangés et incubés, a 37°C pendant 30 min, puis centrifugé, & 3000 rpm
pendant 20 min. la lecture d’absorbance du surnageant est faite a 560 nm, a I’aide d’un
spectrophotometre,

e Le contrdle consiste en un mélange de 1 ml du tampon phosphate, 2,5 ml de 1’eau distillée,

0,5 ml de la suspension de globules rouges humains 10% v/v.

e Le diclofénac est utilise comme molécule de traitement anti-inflammatoire, il est utilisé

comme un standard avec les mémes concentrations que les extraits testés (1000 pg/ml, 500

pg/ml et 100pg/ml).

Le pourcentage de stabilisation ou de protection de la membrane HRBC a été calculé en
utilisant la formule suivante :

[ %d’inhibition de I’hémolyse = [(Ac-At) / Ac] *100 ]

v Ac : absorbance de control

4 At : absorbance de 1’échantillon (test)
Le Protocole de stabilisation membranaire (HRBC) est schématisé dans la figure33.

1ml tampon
phosphate
(pH 7.,4)

2ml
solution
hyposaline

0,5ml
suspension
des globules

0,5 ml
produit a
tester

Centrifugé a 3000
tr/min pendant20 min

Surnageant obtenus
lire a 560nm

Figure 33 : Protocole de stabilisation membranaire HRBC.
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V- Résultats et discussion

V-1- Rendement

V -1-1- Rendement des extraits brut

Les extraits bruts sont obtenus par I’extraction par macération et soxhlet. Les rendements

sont calculés par rapport a 200g de la matiere végétale séche.

Le tableau suivant représente le rendement exprimé en pourcentage massique obtenues par les

deux techniques : macération et soxhlet. (Tableau 08 et figure34).

Tableau 08 : Rendement, aspect et couleur des extraits brut par deux méthodes.

Extraits

Extrait brut

maceération

Extrait brut
soxhlet

RENDEMENT%

d’extrait (g)

20

15

10

Rendement(%)  Aspect Couleur
19,3 Pateux Vert foncé
6.17 Pateux Vert foncé

Rendement des extraits brut

19,3

extrait brut macération extrait brut soxhlet

EXTRAIT

Figure 34 : Rendement des extraits bruts.

En comparant les rendements des deux extraits brut par les deux méthodes, on remarque

qu’ll y a un grand écart entre le rendement des deux extraits avec une valeur de 19,3 % pour

I’extrait brut extrait par macération et 6.17 % pour 1’extrait brut extrait par soxhlet respectivement

, celaest due peut étre a la durée d’extraction des deux méthodes et la quantité du solvant utilisé

, la premiére méthode (la macération) a été réalisée en quelques jours et avec un renouvellement

du solvant a chaque fois, pour extraire le maximum des métabolites secondaires par contre la

deuxiéme méthode (soxhlet) qui a été effectuée a une durée du temps de quelques heures (six

heures) avec une seule quantité du solvant.
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D’apres ces résultats on peut dire que 1’extraction par macération est plus efficace que

I’extraction par soxhlet.

V -1-2- Rendement des phases

Les trois extraits de polarité croissantes (chloroforme, acétate d’éthyle, n-butanol)
obtenus aprés 1’évaporation du solvant a sec, ont été pesés pour déterminer les masses seches
résultant. Le rendement est exprimé en pourcentage par rapport a 200g de matériel végétal sec.
Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau ci- dessous :

Tableau 09 : Rendement, aspect et couleur des extraits de la plante étudiée.

Méthode Extraitsdes Masse () Rendement(%o) Aspects Couleur
plantes
chloroforme 0,53 0,27 pateux Vert foncé
e Acétate A Jaune
Macération oy cre 1,64 0,82 pateux marron
n-butanol 8,72 4,36 pateux  Marron miel

Rendement des extraits

4,36
4,5
4
3,5
E 3
Z 2,5
L
(S I 0,27
P
0
chloroforme acétate d'éthyle n-butanol

EXTRAITS

Figure 35 : Rendement des extraits.

D’apres les résultats, nous remarquons que le rendement d’extraction de I’extrait n-
butanol est le plus élevée avec une valeur 4.36% par rapport aux autres phases, suivi par 1’acétate
d’¢éthyle avec 0.82%, tandis que le plus faible est celui de chloroforme avec 0.27%.

On conclut que, il est difficile de comparer les resultats du rendement avec ceux de la
littérature, car le rendement n'est que relatif et dépend de la méthode de séchage et d’extraction, le

temps de la récolte et les conditions dans lesquelles 1' extraction a été effectuée la nature du solvant
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utilisé pour faire I'extraction et aussi la période et la région de la récolte et lI'organe utilisé dans

I'extraction de la plante étudiee.

V-1-3- Rendement de I’huile essentielle

L’huile essentielle de la partie aérienne de la plante étudiée a été extraite par la méthode
d’hydrodistillation. L’huile essentielle est récupérée, puis conservé au réfrigérateur a 4°C.

Le rendement de I’huile essentielle a ét¢ exprimé par rapport au poids de la matiére séche
végétale Nous avons trouvé que le rendement d’extraction de 1’huile essentielle est égal a 0.037%,
c’est un rendement passable en comparant avec la quantité utilisé pour faire 1’extraction qui est
égale a 80g.

Le rendement et les caractéristiques organoleptiques de 1’huile essentielle de la plante sont
représentés dans le tableau 10.

Tableau 10 : Rendements, aspects, odeur et couleurs de 1’huile essentielle.

Meéthode Masse (g) Rendement(%b) Aspect Odeur Couleur
Hydrodistillation RN

De I’huile 80g 0.037% Huileuse  Aromatique ale

essentielle P

Généralement, le rendement des huiles essentielles dépend de plusieurs facteurs tels : la
région géographique de ’espéce végétale, de la saison de collecte et de 1’organe végétatif utilisé

pour I’extraction des huiles essentielles.

V-2- Résultats de screening phytochimique
Le screening phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence de métabolites
secondaires au niveau des tissus végétaux de notre plante, les tests ont été réalisés sur 1’extrait
éthanolique préparé. La détection de ces composés chimiques en utilisant des réactifs spécifiques
basée sur des réactions de précipitation et d’un changement de couleur spécifique. Les résultats
obtenus sont présentés dans le tableau 11.
Les résultats ont été évalués comme suit :
+ +:Présence en quantité moyenne.
+ ++: Présence en quantité maximale.

+ - Absence de substance chimique.
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Tableau 11 : Résultats de screening phytochimique.
Résultats de

Métabolites Reactif Couleur résulte ou  la présence Photographié
éactifs
testés précipité résulte des des résultats
métabolites

) Ammoniaque .
Flavonoides o Coloration orange ++
dilué + H2SO4

FeCladiluée 5 Coloration vert

Tannins . ) ++
fois foncé

Acide acétique

Glycosides ]
) glacial + FeCls Anneau brun ++
cardiaques
+ H2S04
_ Formation d’une
Saponosides = Test de mousse +
mousse
L’absence d’un
Mucilages  Ethanol absolu précipité -
floconneux
Coumarines NaOH Coloration jaune ++
Coloration mauve +
. Acide acétique
Stérols et )
o glacial +
Terpénoides
H2504 Pas de coloration
verte
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) Formation d’un
Carbohydra Liqueur de

} précipité rouge ++
tes Fehling (A+B) )
brique
) . Précipite bleu

Polyphénols FeClz a 1% o ++

noiratre

Acides Bleu de Coloration jaune

++

organiques  bromothymol canari
Alcaloides Meyer Précipité blanc ++

D’aprés les résultats de tableau 11, on remarque que les métabolites secondaires : les
flavonoides, les polyphénols les Tannins, les glycosides cardiaques, les coumarines, les
carbohydrates, les alcaloides et les acides organiques sont des classes de familles chimiques qui
présentent en quantité maximale dans 1’extrait éthanolique, ce qui indique la richesse de cette
plante en métabolites secondaires dans la partie aérienne étudiée.

Les terpénoides ont été détectés par 1’ apparition d’un anneau violet a la jonction de deux
couches indique la présence de terpenes et I’absence des stérols.

Le test de saponoside a été detecté la présence des saponosides en quantité moyenne, dans
I'extrait éthanolique de notre plante.

D’autre part le test des mucilages était négatif ce qui indique 1’absence de ces composés
dans ’extrait éthanolique de notre plante.

On ne peut pas comparer ces résultats avec les travaux de la littérature parce que les tests de
screening phytochimique dépendent de la partie de I’espéce étudié, de la région de la période on

peut dire que ce sont des tests relatifs a chaque espéce.

V-3- Etude chimique des extraits
V-3-1- Analyse quantitatives des extraits
L'étude quantitative des extraits phénoliques au moyen des dosages spectrophotométries,

avait pour objectif de déterminer la teneur totale des polyphénols et des flavonoides.
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V-3-1-1- Dosage des Flavonoides totaux

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode de trichlorure d’aluminium (AICl3),
la quercétine a été utilis€ comme standard. L’absorbance a été lue dans une longueur d’onde de
430 nm. Les résultats obtenus sont représentés dans une courbe d’étalonnage, ayant 1’équation : Y
= 37,513x + 0,1291 sachant que R? = 0,9886 (Fig. 36).

La quantité des flavonoides a été rapportée en milligramme équivalent de la quercétine par

gramme d’extrait (Mg EQ/g de I’extrait).

QUERCETINE

y =37,513x + 0,1291

1,5 R2 = 0,0886
1
0,5
0
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

ABSORBANCE(430NM)

CONCENTRATIONS

Figure 36 : Courbe d’étalonnage de la Quercétine.

Teneur en flavonoides des extraits

=
£ 100 81
Q 66,3
b )
W 80
2
= 60 ’ 42,8
2
8 40 284 '
j .
)
g 20
(&)
S %’
)
chloroforme Acétat N-butanol E-brut E-soxhlet

Les extraits

Figure 37 : Teneurs en flavonoides totaux en milligramme équivalent de la quercétine par

gramme d’extrait.

D’apres ces résultats, on peut constater que tous les extraits de notre plante étudiée, sont
riches en flavonoides mais avec des quantités différentes. La figure 37 montre que l'extrait de
I’acétate d’éthyle posséde la teneur la plus élevée en flavonoides (81 mg EQ/g EXS), suivi par
I'extrait Brut (66,3 mg EQ/g EXS), suivi par I’extrait brut (Soxhlet) (42,8 mg EQ/g EXS), et
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I’extrait n-butanol (28,4 mg EQ/g EXS) respectivement, tandis que la plus faible teneur est celui
de l'extrait chloroforme (3,43 mg EQ/g EXS).
Donc, on peut dire que la teneur en flavonoides totaux varie d’un extrait a un autre et d’une

plante médicinale a une autre.

V-3-1-2- Dosage des polyphénols totaux

Les polyphénols totaux ont été déterminés par la méthode de Folin-Ciocalteu. L’acide
gallique a été utilisé comme standard. L’absorbance a été lue dans une longueur d’onde de 765
nm. Les résultats obtenus sont représentés dans une courbe d’étalonnage, ayant 1’équation :

Y =30,678 x + 0,2253 sachant que R2 = 0,9671 (Fig. 38).

La quantité des polyphénols a été rapportée en milligramme d’équivalent de I’acide gallique

par gramme de ’extrait (Mg EAG/g de I’extrait).

ACIDE GALLIQUE
4
=35 *
Z
8 3
N~
T 25
O
Z 2
Z y = 30,678x + 0,2253
g 1> R?=0,9671
O 1
&3 0,5
Qo
0
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
CONCENTRATION
Figure 38 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.
Teneur en polyphénols des extraits
£ 122,79
U
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(@]
2 100
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Extraits

Figure 39 : Teneur en polyphénols totaux dans les 5 phases de 1’extrait.
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D’apres les résultats, on peut déduire que tous les extraits de la plante étudiés, sont riches en
polyphénols avec des différentes quantités. La teneur la plus élevée est constatée dans 1’extrait
Acétate d’éthyle (122,79 mg EAG/g EXS), suivi par l'extrait n-butanol (44,88 mg EAG/g EXS),
ensuite par le chloroforme (34,12 mg EAG/mg EXS), tandis que les plus faibles sont les extraits
Brut (20,11 mg EAG/g EXS) et soxhlet (15,87 mg EAG/g EXS) respectivement.

Les teneurs des polyphénols totaux déterminées ne sont pas des mesures absolues des
quantités des polyphénols du matériel de départ, elles sont en fait, basées sur la capacité réductrice
relative a une équivalente a l'acide gallique (EAG). Les valeurs obtenues par la méthode
colorimétrique fournie des informations directes sur le nombre des groupes polyphénoliques
antioxydant de l'extrait qui dépend essentiellement du nombre des groupes hydroxyles de ce
dernier (Balasunderam et al., 2006).

Le profil polyphénolique des extraits d’une plante peut varier sous l'influence de divers
facteurs parmi lesquels la variété des espéces, le climat et la localisation géographique, les solvants
et les méthodes d’extraction etc...

L’examen de ces résultats permet de mettre en évidence une corrélation entre la teneur des
extraits en flavonoides et en composés phenoliques. Ceci est logique étant donné que les

flavonoides représentent les composés majoritaires des polyphénols.
V-3-2- Analyse qualitative des extraits par CCM

+ Résultats de chromatographie sur couche mince (CCM)
Pour un essai d'analyse qualitative du contenu phénolique de nos différents extraits on a eu
recours a l'utilisation de la chromatographie sur couche mince (CCM) puisqu'elle est I'une des
méthodes habituelles pour la séparation et la purification des différents constituants d'un extrait

végétal et qui est plutot simple a mettre en ceuvre.

+ Révélation (visualisation des taches)

Dans notre étude, nous avons réalisé la séparation des extraits brut (chloroforme, acétate
d’¢éthyle, n-butanol) sur gel de silice, en utilisant deux systemes de solvants moyennement polaires.
Sous lumiere UV les différentes taches se présentent sur les chromatogrammes ont été délimitées.
Les couleurs des spots et leurs Rf observés sous UV a 254 nm et apres la révélation par AICI3 sont
représentés dans la figure 40, 41, et le tableau 12.

D’apres le premier chromatogramme, le systéme 1 présente une meilleure séparation de I’extrait
chloroformique, et d’aprés le deuxiéme chromatogramme, la meilleure séparation des extraits

acétate d’éthyle et n-butanol a été observée par le systeme 2.
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Figure 40 : Plaque CCM de I’extrait chloroformique avec le systéme 1 sous la lompe UV a une

longueur d'onde 254 nm avant et apres révélation par la solution AICls.

Figure 41 : Plaque CCM des extraits acétate d’éthyle et n-butanol avec le systéme 2 sous la

lompe UV a longueur d'onde 254 nm avant et apres révélation par la solution AICls.

Page | 62



Chapitre V : Résultats et discussion |

Tableau 12 : Résultats de plague CCM des extraits avec le premier systéme et le deuxieme

systéme apres la révélation.

Systeme Phase Rapport frontale ~ Couleur des taches
0,58 Vert claire

0,63 Jaune

chloroforme 0,73 Marron claire

0,88 Marron claire

1 0,93 Marron claire
Quercétine 0,63 Jaune

0,27 Marron claire

, 5z 0,45 Marron orange

AAGHIELE AHEI 0,70 Marron claire
0,78 jaune

0,27 Marron claire

n-butanol 0,45 Marron orange
2 0,78 jaune
Querceétine 0,78 Jaune

D'apres les résultats montrés dans la figure 40, le systeme 1 (chloroforme et quercétine) a
permis de séparer cing composes pour I'extrait de chloroforme, et d’aprés les résultats de la figure
41, le systéeme 2 a permis de séparer quatre composés pour I’extrait d’acétate d’éthyle et trois
composés pour I’extrait n-butanol .

Selon le tableau 12 le systeme 1 présente la valeur de Rf =0,63 de la deuxiéme tache de
I’extrait chloroformique, cette derniére est la méme pour la valeur de Rf de la quercétine qui égale
a 0,63 de couleur jaune ce qui indique la présence de ce dernier dans 1’extrait chloroformique.

Et pour le systeme 2 on trouve que la valeur Rf de la derniére tache et la méme pour les
extraits d’acétate d’éthyle et n-butanol qui égale a 0.78 de couleur jaune, cette derniere est
identique a celle de la quercétine ce qui indigue sa présence dans les deux extraits précedents.

Et on trouve aussi que les autres valeurs Rf sont les mémes pour les deux extraits acétate d’éthyle
et n-butanol qui sont égales a 0.78, 0.27 et 0.45 respectivement de couleur marron claire, marron
orange et marron claire, ce qui indique la présence ces trois composés dans les deux extraits.

Selon N'gaman Kohué et Békro (2009), la coloration jaune et violet des spots obtenues sur
le chromatogramme sous la lampe UV ou avec les révélateurs (NHs, I2, AICls...) indique la
présence des flavonoides, on peut dire que la plante étudié suspecte la présence des flavonols
(jaune), flavones (violet), coumarines (bleu), terpénoides et stéroides (marron orange), en plus des

flavonols ou flavonones (vert).
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V-4- Résultats de ’activité biologique
V-4-1- Activité antioxydante

Il existe plusieurs méthodes pour déterminer I'activité antioxydante. Dans cette étude les
propriétés antioxydants des extraits de chloroforme, acétate d’éthyle, n-butanol, brut et soxhlet,
ont été déterminées par quatre méthodes différentes : DPPH, ABTS, FRAP, TAC.

V-4-1-1- Test de piégeage du radical DPPH'

L'activité antioxydante de nos extraits a été évaluée par le test DPPH ; le DPPH est un radical
libre, stable, employ¢ pour évaluer I’activité antioxydante des composés polyphénoliques, chaque
extrait a une gamme de concentration (1- 0.00781mg/ml). Le changement de couleur de la solution
méthanolique de DPPH en présence de chacun des extraits a tester et I’absorbance a été mesuré a
517nm, Dans ce test on utilise 1’acide ascorbique comme standard.

D’apres les résultats obtenus (Fig.42), nous avons enregistré une augmentation des
pourcentages d’inhibition de DPPH, en fonction des concentrations des extraits étudiés. La
réalisation de la cinétique de cette activité permet d’une part de déterminer les pourcentages

d’inhibition maximale et d’autre part de déterminer la concentration qui correspond a 50%

d’inhibition (1C50).

Test de DPPH
100
90 3
- 80
L2 70 g
S 60
E 50
= 40
% 30
= 20
§ 10
2 0
o 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Concentration en mg/ml
—@— chloroforme acétat —@&— N-butanol
~@— E-Brut —@—E-Soxhlet —®— A-Ascorbiq

Figure 42 : Les courbes représentent les pourcentages d’inhibition du radicale DPPH de la

référence et des extraits testés.
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pourcentage d'inhibition DPPH
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Figure 43 : Histogrammes représentent les pourcentages d’inhibition du radical DPPH: Par la

référence et les extraits testés pour une concentration 1mg/ml.
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Extrait et référence

Figure 44 : Histogrammes représentent les IC50 des extraits et de la référence testés pour la
concentration Img/ml.

D’aprés les histogrammes on a remarqué que le pourcentage d'inhibition du radical libre
pour les extraits était inférieur a celui de référence pour toutes les concentrations utilisées. Pour
une concentration de 1mg/ml le standard (l'acide ascorbique) a révelé un pourcentage d'inhibition
de DPPH de 94,62%. Concernant les Cinque extraits, et pour une concentration de 1 mg/ml, le
pourcentage d'inhibition de DPPH est égale a 90,92% pour l'extrait acétate d’éthyle suivi par les
extraits n-butanol et brut sont de I’ordre de 86,44% et 85,49% respectivement, tandis que 1’extraits
soxhlet et I'extrait chloroforme sont de l'ordre de 82,37% et 76,10% respectivement. Ces
pourcentages correspondent a une inhibition totale du DPPH reflétée par la décoloration complete
du DPPH du violet en jaune pale.
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La capacité antioxydante des différents extraits a été déterminée a partir de I'lC50, c'est la
concentration nécessaire pour réduire 50 % du radicale DPPH. Plus la valeur d'IC50 est basse, plus
I'activité antioxydante d'un composé est grande.

A partir des équations des courbes, Nous avons determinés pour chaque extrait, la
concentration nécessaire pour réduire 50 % du radical libre DPPH (IC50). Les valeurs sont
représentées dans le tableau 13 suivant :

Tableau 13 : Le pouvoir antioxydant des extraits avec la référence vis-a-vis au radical DPPH.

Les extraits Pourcentage d’inhibition 1C50 (mg/ml)
Extrait chloroforme 76,10 0,4736
Extrait d’acétate d’éthyle 90,92 0,0137
Extrait n-butanol 86,44 0,2248
Extrait brut 85,49 0,2487
Extrait soxhlet 82,37 0,3524
Référence (acide ascorbique) 94,62 0,0097

D'apreés les résultats représentes dans le tableau 13, la valeur de I'lC50 obtenu pour l'acide
ascorbique est de I’ordre (0.0097mg /ml) qui est utilise comme une molécule de référence, elle
est inférieur a celles des extraits, et selon la définition de 1C50 ; Plus la valeur de I'lC50 est petite,
plus I'extrait possede une bonne activité antioxydante : I'extrait d’acétate d’éthyle qui présente une
IC50 (d'ordre de 0,0137 mg /ml) inférieur a celle d'extrait n-butanol (0,2248 mg/ml) et extrait brut
(0,2487mg/ml) et I’extrait soxhlet (0.3524 mg/ml) enfin 1’extrait chloroformique avec une valeur
(0,4736mg/ml) respectivement, ce dernier est moins efficace en tant que inhibiteur en comparaison
aux autres extraits.

L’observation de ces résultats, nous a permis de conclure que tous les extraits présentent un
pouvoir anti radicalaire avec le DPPH. Les deux extraits acétate d'éthyle et n-butanol sont riches
en flavonoides, ceci suggére un lien entre l'activité antioxydante des deux extraits et ces
composants nous constatons que les extraits de la plante possedent une activité antioxydante trés
intéressante, par rapport aux données de la littérature a cause de leurs richesses structurelles en

polyphénols.
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V-4-1-2- Test de piégeage de cation radicalaire ABTS™

Le piégeage du radical ABTS est une excellente méthode pour déterminer [l'activité
antioxydante pour une large diversité de substances, comme antioxydants donneurs d’hydrogéne
ou piégeurs de radicaux. Ce test est basé sur la capacité d'un antioxydant a stabiliser le radical
cationique ABTS " de coloration bleu-vert en le transformant en ABTS incolore, par piégeage d'un
proton par l'antioxydant.

L’activité antioxydante des différents extraits est déduite de leur capacité a inhiber le radical
ABTS™ obtenue a partir de ABTS (Sel d’Ammonium de [D’acide 2,2’-azinobis-(3-
éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)) comparativement au produit de référence 1’acide ascorbique.

Les valeurs des absorbances enregistré au cours de I'expérimentation ont permis de calculer
les pourcentages d'inhibition du radical ABTS. Ces pourcentages augmentent de facon
proportionnelle en fonction des concentrations des extraits. Ces résultats ont permis de tracer les
différentes courbes (figure45).
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Figure 45 : Les courbes représentent les pourcentages d'inhibition du radical ABTS " de la
Reférence et des extraits testés.
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Extraits et la référence

Figure 46 : Les histogrammes représentent les pourcentages d’inhibition d’ABTS™ de la

référence et les extraits testés pour une concentration 1mg/ml.
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Figure 47 : Histogrammes représentent les valeurs d’IC50 de la référence et les extraits testes

pour une concentration 1Img/mi.

Daprés les résultats représentés dans les (figures 46 et 47), il semble que le pourcentage
d'inhibition du radical augmente avec I'augmentation de la concentration soit pour le standard
(I'acide ascorbique) ou pour les différents extraits de la plante étudiée.

On remarque que le pourcentage d'inhibition du radical pour les extraits était inférieur a celui
du standard pour toutes les concentrations utilisées. Pour une concentration 1mg/ml de la référence
(acide ascorbique) a révélé un pourcentage d'inhibition d'ABTS tres élevé d'ordre 93,75 %.
Concernant les cinque extraits, pour la méme concentration, le pourcentage d'inhibition d'ABTS

est d'ordre de 87,12 % pour l'extrait d'acétate d'éthyle suivi par I'extrait n-butanol est égale a

Page | 68



Chapitre V : Résultats et discussion |

85,57% ensuite les extraits chloroforme et soxhlet par des valeurs ordre égale a 84,72% et 84,53%
respectivement et enfin l'extrait brut réveéle une valeur d’ordre de 82,78%. Ces pourcentages
correspondent & une inhibition totale de I'ABTS reflétée par la disparition de la coloration, ce qui
nous conduit a dire que I'extrait d'acétate d'éthyle est plus efficace que celui de n- butanol et de
chloroforme, brut et soxhlet.

A partir des équations des courbes, nous avons déterminé pour chaque extrait, la
concentration nécessaire pour réduire 50 % du radical ABTS (1C50).

Les valeurs sont représentées dans le tableau 14 suivant :

Tableau 14 : Le pouvoir antioxydant des extraits avec la référence vis-a-vis au radical ABTS.

Les extraits Pourcentage d’inhibition IC50 en (mg/ml)
Extrait chloroforme 84,72 0,3293
Extrait acétate d’éthyle 87,12 0,0199
Extrait n-butanol 85,57 0,2364
Extrait brut 82,78 0,3473
Extrait soxhlet 84,53 0,2737
Acide ascorbique 93,75 0,00592

Selon les résultats présentés dans le tableau 14, Les valeurs des IC50 des différents extraits ont
permis de donner une idée sur leurs efficacités. La plupart de nos extraits présente une IC50
acceptable comprise entre 0,0199 et 0,3473 mg/ml. Tandis que L'IC50 obtenu pour l'acide
ascorbique qui est utilisé comme référence est égale a 0,00592mg /ml. Cette valeur est inférieur a
celles des extraits donc la référence posséde une activite antioxydante tres élevé (selon la définition de
I'IC50). L'extrait acétate d'éthyle présente une 1C50 de I'ordre de 0,0199 mg /ml inférieur a celles des
autres extraits : n-butanol (0,2364mg/ml) et extrait soxhlet (0,2737mg/ml) et chloroforme
(0,3293mg/ml) et extrait brut (0,3473mg/ml), donc on constate que l'efficacité inhibitrice est plus
élevé dans I'extrait d'acétate par rapport aux autres extraits n-butanol, soxhlet, extrait chloroforme,

extrait brut.

V-4-1-3-Test du pouvoir réducteur : FRAP
En utilisant la méthode de FRAP pour évaluer l'activité antioxydante des extraits de la plante
étudiée. Cette méthode est facile, simple et reproductible, pour cela elle est trés utilisée pour

distinguer les extraits les plus actifs chez les plantes Le test de réduction du fer a été effectue pour
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mesurer l'activité antioxydante des différents extraits. La présence des réducteurs dans les extraits
a donc provoqué la réduction de l'ion Fe** en ion Fe?". La relation proportionnelle entre
I’augmentation de la réduction du fer et celle de la concentration a été observée a 1’ceil nu par une

modification du couleur jaune vers le bleu vert.
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Figure 48 : Les courbes représentent l'activité antioxydante des extraits et de I'acide
Ascorbique par la méthode de FRAP.
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Figure 49 : Les histogrammes représentent l'activité antioxydante des extraits et l'acide

ascorbique par la méthode de FRAP.

D’aprés les figures 48 et 49 nous avons observé une proportionnalité de I’absorbance en
fonction de concentration mais ce dernier différent entre les cing extraits, donc on a remarqué que

le pouvoir réducteur des extraits de la plante dépond tout d'abord de la concentration utilisé.
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Les résultats obtenus montrent aussi que la capacité de la réduction du fer est dépond aussi
de type d'extrait a tester, donc on remarque que la capacité de I'extrait d'acétate d'éthyle pour
réduire le Fer est plus élevé a celles des autres extraits n-butanol, chloroforme, brut et soxhlet, en
comparaison avec l'acide ascorbique comme reférence qui révele une efficacité tres élevé.

On constate que le pouvoir réducteur est plus important dans la phase acétate d'éthyle dans
toute la gamme des concentrations par rapport a les autres phases n-butanol, et chloroforme, brut
et soxhlet respectivement.

Par exemple Dans la concentration 1mg/ml 1’absorbance d’acétate d’éthyle est d’ordre de
3,055 suivie par I’extrait n-butanol avec une valeur d’absorbance 1,899 inférieur par apport a la
référence qui a enregistré une absorbance plus élevée d’ordre de 3,105.

Le pouvoir réducteur des extraits de la plante est probablement di a la présence de
groupement hydroxyle dans les composés phénoliques et les flavonoides qui peuvent servir comme
donneur d'électron. Par conséquent, les antioxydants sont considérés comme des réducteurs et

inactivateurs des oxydants (Bougandoura et Bendimerad., 2012).

V-4-1-4- Test de la capacité Antioxydante totale (CAT) :

Afin de continuer I'évaluation de I'efficacité antioxydante des extraits obtenus précédemment
nous avons suivi notre étude par le quatriéme test de CAT.
L’activité antioxydante totale des extraits (chloroforme, acétate d’éthyle, n-butanol, brut et
soxhlet) a été évaluée par la transformation de Mo (V1) en Mo (V) pour obtenir un complexe
phosphomolybdéne qui peut étre suivis spectrophotométriquement. C’est un test direct employé
principalement pour mesurer la possibilité et la puissance des antioxydants non enzymatiques. La
capacité antioxydante totale des extraits de la plante étudiée et le standard I’acide ascorbique ont
caractérisé par une augmentation de 1’absorbance avec 1’augmentation de la concentration.
Les résultats obtenue sont représentés dans a courbe d’étalonnage de 1’acide ascorbique, ayant
I’équation : Y = 3,5051 x + 0,0876 sachant que R? = 0,9974.
Les valeurs sont exprimees en milligrammes équivalents d’acide ascorbique par gramme de

I'extrait sec (mg EAA/g d'extrait).
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Figure 50 : Courbe d’étalonnage de 1’acide ascorbique.

Les résultats de la capacité antioxydante totale des extraits sont regroupés dans la figure 51

et les valeurs sont exprimées en milligrammes équivalents d’acide ascorbique par gramme de

I'extrait sec (mg EAA/g d'extrait).
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Figure 51 : Les histogrammes représentent lI'activité antioxydante des extraits et I'acide

ascorbique par la méthode de CAT.

Les résultats obtenus (Tableau 15) indiquent que les extraits d’acétate d’éthyle et n-butanol

ont une capacité antioxydante totale d’ordre de 797,1 mg EAA/g d’extrait et 566,03 mg EAA/g

d’extrait respectivement supérieure a celles des autres extraits; le brut et

le soxhlet et le

chloroforme avec des valeurs d’ordre de 180,87 mg EAA/g d’extrait et 160,9 mg EAA/g d’extrait

et 132,3 mg EAA/g d’extrait respectivement.
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Ces résultats montrent aussi que la capacité de la réduction du molybdéne est dépond de type
d'extrait a tester, donc on remarque que la capacité de I'extrait d'acétate d'éthyle est plus élevé a
celles des autres extraits n-butanol, chloroforme, brut et soxhlet, en comparaison avec l'acide
ascorbique comme référence qui révele une efficacité tres élevé.

Tableau 15 : Résultats de la teneur en polyphénol et flavonoide des extraits exprimés en

équivalent gramme de I’acide ascorbique par gramme d’extrait.

Extraits TAE,&:?;SA/Q fg’r{‘)en‘j;.;; Teneur en polyphénols
chloroforme 132.3 3,43 38,1
Acétate d’éthyle 797.1 81 122,79
n-butanol 566.03 28,4 44,88
Extrait brut 180.87 66,3 20,11
Extrait soxhlet 160.90 42,8 15,87

L’examen de ces résultats permet de mettre en évidence une corrélation entre la teneur en
flavonoides totaux et en composés phénoliques totaux et la capacité antioxydante des extraits. Ceci
est logique étant donné que les flavonoides représentent les composés majoritaires des
polyphénols. Le tableau suivant montre que la capacité antioxydante des extraits étudiés est due a
la quantité totale en polyphénols et en flavonoides donc la capacité antioxydante des extraits
augmente avec I’augmentation de la teneur des polyphénols et flavonoides et I’extrait d’acétate
possede une capacité antioxydante plus élevé que les autres extraits.

Selon la littérature, les polyphénols possédent des propriétés redox les plus élevées, ils
agissent comme des agents réducteurs, donneur d’hydrogene en piégeant les radicaux libres et en
chélatant les ions (Sylvie et al., 2014). Ces composés sont doués d’une capacité réductrice, donc
ils peuvent réduire les intermédiaires oxydées lors des processus de peroxydation lipidique, de
sorte qu'ils puissent agir en tant qu'antioxydant. Les composés présents dans nos extraits jouent le

role de réducteurs induisant la réduction du complexe Fe®* en Fe?* (Habibatni, 2018).

V-4-2- Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne de I'HE et des extraits de la partie aérienne de la plante a été évalué
in vitro vis- a- vis de quatre souches bactériennes par la méthode de diffusion sur disque en milieu
gélosé.
L’activité antibactérienne des extraits et de I’HE a été estimée en termes de diameétre de la zone

d'inhibition autour des disques contenant les échantillons a tester vis-a-vis les quatre (4) germes ;
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Staphylococcus aureus de gram + et Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Klebseille
Pneumoniae SPP de gram -.
Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau et les figures ci-dessous.

Tableau 16 : Résultats du test antibactérien des quatre extraits et huile essentielle.

Diamétre de la zone d’inhibition des Souches

Les ) bactériennes (mm)
Concentration — .
phases Staphylococcus ~ Escherichia ~ Pseudomonas Klebseille
aureus coli . .
aeruginosa Pneumoniae
8mg/mi 14,52 12,33 13,45 8,35
o 4mg/ml 13,75 11,26 - -
£
E 2mg/ml 11,23 9,83 - -
= 1mg/ml : 9,70 - -
<
© 0,5mg/ml - - - -
0,25mg/mi - - - -
8mg/mi 10,45 11,84 13,23 -
= 4mg/ml - 11,29 - -
<
S 2mg/ml - 10,23 - -
=
D
3 1mg/ml - - - -
3 0,5mg/ml - - - -
0,25mg/ml - - - -
8mg/mi 12,74 - - 9,40
4mg/ml - - - -
2 2mg/ml
g mg/m - - - -
3 1mg/ml - - - -
z
0,5mg/ml - - - -
0,25mg/mi - - - -
- 8mg/mi 23,84 18,96 11,87 9,9
>
o 2mg/mi 16,31 9,70 11,66 8,54
L 1mg/ml - - 9,50 -
@ 30mg/ml 23,77 13,17 13,38 11,77
° =
=k= 15mg/ml i i 12,71 10,20
T3
a 1mg/ml - - 12,31 -

)
<

(-) absence d'action inhibitrice
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Figure 52: Photos montrant la sensibilité des bactéries avec les quatre extraits et I’huile

Essentielle.
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D’aprés les résultats présentent dans le tableau 16, La méthode de diffusion sur disques a
montré la présence d’une faible, moyenne et tres sensible activité pour nos extraits sur la plupart
des souches bactériennes utilisees (Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa et KlebseillePneumoniae.

On constate que I'extrait chloroforme a la concentration 8, 4 et 2 mg/ml montre une activité
antibactérienne (sensible) contre Staph.aureus avec une zone d'inhibition de 14,52 ,13,75 et 11,23
mm respectivement, I’extrait chloroformique montre aussi une activité contre E.coli avec une zone
d’inhibition de 12,33, 11,26 et 9,83 mm respectivement toujours dans les méme concentrations (8,
4 et 2 mg/ml), pour les souches Pseud.aeruginosa et Kleb.Pneumoniae, on remarque qu’il y a une
seule sensibilité de ces souches avec I’extrait chloroformique a la concentration 8mg/ml avec une
zone d’inhibition de 13,45 et 8,35 mm respectivement. Par contre aucune activité n'a été observée
contre Pseud.aeruginosa et Kleb.Pneumoniae avec les autres différentes concentrations de méme
extrait (chloroforme).

L'extrait d’acétate d'éthyle a une concentration de 8 mg/ml montre la présence d’une activité
antibactérienne contre staph.aureus avec une zone d'inhibition de 10,45mm, et il montre aussi la
présence d’une sensibilité contre E.coli avec une zone d’inhibition de 11,84, 11,29 et 10,93mm
respectivement avec les concentrations suivants 8, 4 et 2 mg/ml, Pour Pseud.aeruginosa la
sensibilité¢ ou la zone d’inhibition a été observé uniquement avec la concentration 8mg/ml avec
une zone d’inhibition de 13,23mm, par contre aucune activité n'a été observée contre
Kleb.Pneumoniae dans les différentes concentrations de méme extrait.

L’extrait n-butanol a une concentration de 8mg/ml montre une activité antibactérienne contre
la souche staph. Aureus avec une zone d’inhibition de 12,74mm, par contre aucune activité n'a été
observée contre E.coli, Pseud.aeruginosa et Kleb. Pneumoniae avec les différentes
concentrations de méme extrait, sauf pour Kleb. Pneumoniae, il y’a une faible sensibilité avec la
concentration 8mg/ml avec une zone d’inhibition de 9,40 mm.

L’extrait brut a la concentrations de 8 et 2mg/ml respectivement, montre la présence d’une
sensibilité antibactérienne contre les quatre souches étudiés, pour la staphylococcus aureus la
zone d’inhibition de 23,84mm et 16,31mm , et pour 1’ E.coli la zone d’inhibition de 18,96 et
9,70mm et enfin Kleb.Pneumoniae avec une zone d’inhibition de 9,9mm et 8,54 mm. La méme
remarque a été observée pour la souche Pseud. aeruginosa avec des zone d’inhibition de 11,87
mm et 11,66 mm et 9,50mm, pour les trois concentrations 8mg/ml, 2 mg/ml et 1 mg/ml
respectivement.

L’huile essentielle a une concentration de 30mg/ml montre une activité antibactérienne

contre les quatre souches staph.aureus, E.coli, Pseud.aeruginosa et Kleb.Pneumoniae avec des
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zones d’inhibitions de 23,77 mm et 13,17 mm et 13,38 mm et 11,77mm respectivement, Par contre
a la concentration 15mg/ml on remarque que la sensibilité a été observé sauf avec Pseud.
Aeruginosa et Kleb.Pneumoniae avec une zone d’inhibition de 12,71 mm et 10,20mm
respectivement. Pour Pseud. aeruginosa, on remarque qu’il y’a une sensibilit¢ avec I’huile
essentielle & la concentration de 1mg/ml avec une zone d’inhibition de 12,3 Imm.

Enfin on peut dire que I’extrait brut posséde une activité antibactérienne classé comme trés
sensible avec la plupart des souches étudiés a la concentration 8mg/ml, la méme remarque pour
I’huile essentielle qui posséde une sensibilité trés élevé vis - a- vis les souches étudiés

L’activité biologique des huiles essentielles sont généralement liés a leur profile chimique
et leur potentiel a inhiber la croissance microbienne peut étre partiellement expliqué par la
variation de leur composition chimique.

I’activité antimicrobienne ne dépend pas seulement de la présence des composés
phénoliques, mais également de la présence de divers métabolites secondaires (Kil et al., 2009),

Bien que, 1’éthanol et le méthanol fussent les meilleurs solvants que d'autres en extrayant
les composés phénoliques, en raison de leur polarité et de leur bonne solubilité pour ces composés,
les résultats ont prouvé que I'éthanol était le meilleur solvant pour extraire les composés
phénoliques, suivi du méthanol et finalement par de 1’eau (Mohsen et Ammar., 2009).

Certains auteurs avancent que plusieurs parameétres peuvent influencer la détermination de
I'activité antibactérienne comme : le type des micro-organismes ciblés (Gram+ ou Gram-), la
concentration (la résistance des souches bactériennes peut étre attribué a la capacité de l'agent
antibactérien de diffusé uniformément dans la gélose et aussi la charge du disques par l'agent
antibactérien) le type de I'extrait utilisé, et aussi le solvant (s) utilisé pour l'extraction, enfin la

partie de la plante utilisée.

V-4-3- Activité anti-inflammatoire

Afin d’évaluer I’effet anti-inflammatoire des extraits (chloroforme, acétate d’éthyle, n-
butanol, brut) de la plante, un test de stabilisation membranaire de globules rouges humains a été
réalisé. Ce test consiste a incuber une suspension de globules rouges humains, traitée avec une
solution hypotonique, avec la référence (le dichlofenac comme anti-inflammatoire). Les resultats

sont représentés dans le tableau suivant :
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Tableau 17 : Résultats de test anti-inflammatoire des extraits

Les extraits Concentration Pourcentage d’inhibition
(%)

Chloroforme 1mg/mi 90,04
0,1mg/ml 94,05
Acétate d’éthyle Img/ml 93,20
0,1mg/ml 94,17
N-butanol 1mg/mi 92,11
0,1mg/ml 93,93
Brut 1mg/mi 92,11
0,1mg/ml 92,83
Dichlofénac 1mg/ml 94,29
0,1mg/ml 93,44

L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire par la méthode de stabilisation membranaire
HRBC, les extraits sont comparait avec le diclofénac, médicament de référence. D’apres les résultats
de tableau on remarque que lorsque la concentration diminue, le pourcentage d’inhibition
augmente pour tous les extraits, contrairement a le diclofénac (référence) car ce dernier est

augmenté en fonction de concentration.

Test anti-inflammatoire
95 P
-dilduN

Extraits

Pourcentage d'inhibition

H1mg/ml ®0,1mg/ml

Figure 53 : Les histogrammes représentent 1’activité anti-inflammatoire des extraits et le
diclofénac.
D’aprés le tableau le pourcentage d’inhibition élevé pour le diclofénac a une valeur de 94,29 %
pour la concentration de 1mg/ml suivi par 93,44% pour la concentration de 0,1mg/ml.
Contrairement, pour les extraits, on remarque que 1’acétate d’éthyle a un pourcentage d’inhibition
d’ordre 93,20% et 94,17% a la concentration de 1mg/ml et 0,2mg/ml respectivement, la méme
remarque pour 1’extrait n-butanol, 1’extrait chloroformique et 1’extrait brut qui sont présenté un

effet de stabilisation membranaire avec un pourcentage de 92,11%, 90,04% et 92,11% pour une
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concentration de 1mg/ml respectivement, le pourcentage d’inhibition pour les mémes extraits a
la concentration 0,1mg/ml sont 93,93%, 94,05% et 92,83% respectivement, toujours par rapport
au diclofénac.

Dans cette enquéte, I’activité anti-inflammatoire des extraits de la plante Lonicera pourrait étre
due a un ou combinaison des constituants chimiques précités dont les irridoides dont deux
aglycones, la loganine aglycone (log-1) et la lonicérine (log-2) et le commun connu glycoside
loganine. L’étude a également fourni un dérivé de la coumarine, la 7-hydroxycoumarine (3), et un
flavonoide glycoside, lutéoline-7-O- B-D-glucoside, les flavonoides, les acides phénoliques, les
coumarines...et les alcaloides (Saleh et al, 2009), et d’aprés les résultats du screening
phytochimique de la plante on a trouvé la richesse des extraits que cette derniere par ces
métabolites secondaires tels que les flavonoides, les acides phénoliques, les coumarines, et les

alcaloides.

(Dinda at al., 2007) ont été rapporté que ces classes de composés (les flavonoides, les acides
phenoliques, les coumarines) possédaient diverses activités pharmacologiques importantes, y

compris I’activité anti-inflammatoire.

Les études antérieures ont rapporté que les glycosides iridoides et ses dérivés posseédent une
forte activité anti-inflammatoire par 1’action synergique des iridoides, flavonoides.... et les

alcaloides (Tundis et al., 2008).

Donc on peut dire d’aprés ces résultats que la stabilisation des membranes des globules
rouges enregistré par les extraits testes semble étre due a la capacité de stabiliser les membranes
lysosomales et I’inhibition de la libération de leurs constituants. Ces résultats suggérent que ces
extraits possédent une activité anti-inflammatoire par I’inhibition de 1’hémolyse des globules
rouges a faible concentration.

La plante lonicera, comme toutes les plantes utilisées a des fins thérapeutiques, peuvent a
fortes doses présenter une menace pour la santé de I’homme. Pour déterminer ces doses, un test de

cytotoxicité a été réalisé sur les globules rouges humains.
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Conclusion

Les plantes aromatiques et médicinales sont la source de la majorité des antioxydants
naturels et elles restent encore sous exploitées dans le domaine médicale. Dans 1’industrie
pharmaceutique, sachant que les antioxydants contribuent de maniere significative a la prévention
des maladies, le développement de nouveaux médicaments a base d’antioxydants d’origine
naturelle doit étre a I’ordre du jour.

C’est dans ce contexte que nous avons entrepris notre étude qui vise ; caractérisation
phytochimique des extraits d’une plante médicinales de ’espéce Lonicera, et la recherche de
’activité biologique et des potentialités que peuvent avoir ces extraits, a savoir les activités
antioxydante, antibactérienne, anti-inflammatoire et I’identification des composés phénoliques par
chromatographie sur couche mince.

Pour I'étude phytochimique, on a réalisé une extraction (liquide-liquide) des principes actifs
de la plante par des solvants a différentes polarités (Ether de pétrole, chloroforme, acétate d’éthyle
et n-butanol), on a trouvé que I’extrait n-butanol a un bon rendement avec un pourcentage de
4,36%.

Sur le plan screening phytochimique des parties aériennes de cette espece pour déterminer
la nature des métabolites secondaires qu’elle accumule. Cette étude a montré essentiellement la
présence de coumarines, triterpenes, tanins, flavonoides et saponines.

L’¢évaluation quantitative des polyphénols totaux par la méthode de Folin-Ciocalteu a révéle
la présence de quantités importantes de polyphénols dans les extraits de la plante étudiée.
Cependant, I’extrait acétate d’éthyle (122,79ug EAG/g d’extrait) est le plus riche en polyphénols
suivi par 1’extrait n-butanol (44,88 ng EAG/g d’extrait), et I’extrait chloroforme (34,12 ug EAG/g
d’extrait).

En parallele, la quantification des flavonoides a été effectuée par la méthode de trichlorure
d’aluminium. Les résultats obtenus par ce dosage nous ont permis de conclure que 1’extrait acétate
d’éthyle (81 pg EQ/g d’extrait) est le plus riches en flavonoides, suivi par 1’extrait brut (66,3 ug
EQ/mg d’extrait), et I’extrait brut soxhlet (42,8 ug EQ/g d’extrait), I’extrait n-butanol (28,4g EQ
/g d’extrait), I’extrait chloroforme (3,43ug EQ/g d’extrait).

L’activité antioxydante a été évaluée par quatre tests différents : 1’inhibition du radical DPPH
et ’ABTS, le pouvoir réducteur FRAP et la capacité antioxydante totale (TAC). Les résultats ont
montré que les extraits possedent une activité antioxydante et antiradicalaire importante, grace a
leurs constituants (composés polyphénoliques), et on observe que cette activité est élevée dans

l'extrait acétate d’éthyle, par rapport a les autres extraits.
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Les potentialités antibactériennes de différents extraits et I’huile essentielle sont évaluées
par la méthode de diffusion par la gélose sur 4 souches bactériennes : Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Klebseille Pneumoniae SPP.

Pseudomonas aeruginosa, est sensible avec 1’extrait brut et I’huile essentielle dans les
différentes concentrations.

L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire des extraits de la plante étudiée in vitro a été
réalisée par I'utilisation de la méthode de I’inhibition de 1’hémolyse des membranes des globules
rouges dans le sang humain. Les résultats de cette étude ont été comparés par apport a la référence
(diclofénac). Les résultats obtenus indiquent que nos extraits ont un pourcentage d’inhibition
important a faible concentration avec différents extraits, contrairement pour le diclofénac qui a un
pourcentage d’inhibition important & une concentration élevé.

Enfin ce travail va nous ouvrir des horizons de recherche ciblés dans le domaine des plantes
utilisées en médecine traditionnelle, notamment en termes de mise en évidence des principes actifs
et évaluation de leurs activités biologiques.

Sachant que notre pays possede une biodiversité immense dont chaque plante se caractérise
par un reservoir assez important de métabolites secondaires avec des caractéristiques
thérapeutiques et pharmacologiques particuliéres qui demandent d’étre exploitées par des
recherches plus approfondies. A cet effet, il est important de :

+ Déterminer de nouvelles substances bioactives naturelles pouvant répondre aux
différents problémes de la santé et d’étre un alternatif de médicaments synthétiques.

+ Développer des médicaments antibactériens a base des plantes.

+ Orienter les recherches scientifiques vers la réalisation des études approfondies et
complémentaires qui seront nécessaires et devront pouvoir confirmer les performances mises

en évidence.
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Résumé

Le genre Lonicera appartient a la famille caprifoliaceae est une plante riche en métabolite secondaire tel que les
huiles essentielles et composés phénoliques
Notre étude a été axée sur I’étude phytochimique de cette plante : 1’évaluation de la teneur en polyphénol et
flavonoide totaux de cette plante, et ’étude de leur activité biologique tel que activité antioxydante, Iactivité
antibactérienne et ’activité anti-inflammatoire.

La teneur en polyphénol et en flavonoide ont été réalisée grace a la réaction de colorimétrie. On a trouvé que
I’extrait le plus riche est celui de 1’acétate d’éthyle avec une valeur de (122,79ug EAG/g d’extrait) pour les
polyphénols, et (81 pg EQ/g d’extrait) pour les flavonoides respectivement. L’activité antioxydant a été évaluée
par les méthodes suivantes (DPPH, ABTS, FRAP et TAC), Les résultats ont montré que les extraits ont un pouvoir
antioxydant important, grace a leurs richesse en constituants polyphénoliques, on a trouvé que I'extrait acétate
d’éthyle est le plus puissant par rapport aux autres extraits. L’évaluation de I’activité antibactérienne a été réalisée
par la méthode de diffusion sur la gélose, les résultats obtenus montrent que les huiles essentielles et I’extrait brut
ont une activité antibactérienne trés intéressante avec des zone d’inhibition d’ordre 23,84mm et 23,77mm pour la
staph aureus a la concentration 8 mg/ml et 30mg/ml respectivement. L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire
des extraits de la plante étudiée in vitro a été réalisée par I'utilisation de la méthode de I’inhibition de I’hémolyse
des membranes des globules rouges dans le sang humain on a trouvé que les extraits de notre plante ont une
activité anti-inflammatoire a faible concentration.

Mots clés : caprifoliaceae, polyphénols, activité antioxydante, activité antibactérienne, huiles essentielles.

Abstract

The genus Lonicera belongs to the caprifoliaceae family is a plant rich in secondary metabolite.such as essential
oils and phenolic compounds.

Our study focused on the phytochemical study of this plant: the evaluation of the total polyphenol and flavonoid
content of this plant, and the study of their biological activity such as antioxidant activity, antibacterial activity and
lanti-inflammatory activity. The polyphenol and flavonoid content were determined using colorimetry reaction.
It was found that the richest extract is that of ethyl acetate with a value of (122.79ug EAG/g of extract) for
polyphenols, and (81pg EQ/g of extract) for flavonoids respectively. The antioxidant activity was evaluated by the
following methods (DPPH, ABTS, FRAP and TAC), The results showed that the extracts have a significant
antioxidant power, thanks to their richness in polyphenolic constituents, it was found that the acetate extract ethyl
is the most potent compared to other extracts. The evaluation of the antibacterial activity was carried out by the
method of diffusion on the agar, the results obtained show That the essential oils and the crude extract have a very
interesting antibacterial activity with zones of inhibation of order 23,84 mm and 23,77 mm for staph aureus at the
concentration of 8mg/ml and 30mg/ml respectively. The evaluation of the anti-inflammatory activity of the
extracts of the plant studied in vitro was carried out using the method of inhibition of hemolysis of the membranes
of red Blood celles in humain blood it was found that the extracts from our plant have anti-inflammatory activity at
low concentrations.

Key word : caprifoliaceae, polyphenols, antioxidant activity, antibacterial activity, essentials oils.
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