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Summary:

The main objective of this work is to establish a phytochemical study of three plants of
the family of Euphorbiaceae namely: Euphorbia biumbelatta, Euphorbia dendroides and

Euphorbia terracina.

The dosage of the various phenolic compounds was realized and the found values showed the
wealth of these plants in polyphenols, flavonoids and tannins.

In a second part of our work, we proceeded to the identification of the chemical
composition of the extracts of the aerial part and of the fixed oils from seeds by using liquid
chromatography (LC MS) and gas chromatography (CG-MS) respectively. The results
showed the presence of ascorbic acids, chlorogenic acids and ellagic acids in the different
extracts. The species that contains the more standards were euphorbia biumbelatta. On the
other hand, the GC-MS analyses revealed that the oil of three species contain mainly the
hexadecanoic acids, eicosatrienoic acids and linoleic acids. The oil of euphorbia terracina
also contained a rare compound which is the 1-(+)-Ascorbic acid 2,6-dihexadecanoate.

The last part concerns the valuation of the various extracts of plants. At first, the
antioxidant activity of the extracts of three species is measured by three different methods
(test of the ABTS, test of the DPPH and the test of the PPM). Then, all the extracts underwent
a study of their antibacterial and antifungal activities. The hydro-méthanoliques extracts (7/3:
MeOH/H,0) showed a very remarkable antibacterial and antifungal activities on different

strains.

Keywords:
Euphorbiaceae - Secondary metabolites - Antioxydant — ABTS - DPPH - PPM -

Antibacterial - Flavonoids.



Résumé :

L'objectif principal de ce travail de recherche est d’établir une étude phytochimique
de trois plantes de la famille des Euphorbiacées a savoir : Euphorbia biumbelatta, Euphorbia
dendroides et Euphorbia terracina.

Le dosage des différents composés phénoliques a été réalisé et les valeurs trouvées
ont montré la richesse de ces plantes en polyphénols, flavonoides et tanins.

Dans une deuxiéme partie, on a procédé a I’identification des compositions chimiques
des extraits de la partie aérienne et des huiles fixes issues des graines en utilisant
respectivement la chromatographie liquide (LC MS) et la chromatographie gazeuse (CG-
MS). Les résultats montrent la présence des acides ascorbique, chlorogénique et ellagique
dans les différents extraits. L’espéce qui renferme le plus de standards était 1’euporbia
biumbelatta. D’autre part, les résultats de la CG-MS, montrent que les huiles des trois
especes sont formées essentiellement d’acide hexadécanoique, d’acide eicosatriénoique et
d’acide linoléique. L’huile fixe de I’euphorbia terracina contient également un composé rare
qui est le 1-(+) acide ascorbique 2,6-dihexadecanoate,

La derniére partie porte sur la valorisation des différents extraits des plantes. Dans un
premier temps, I’activité anti-oxydante des extraits des trois espeéces est mesurée par trois
méthodes différentes (ABTS, DPPH et PPM). Ensuite, tous les extraits ont subi une étude de
leurs activités antibactérienne et antifongique. Les extraits hydro-méthanoliques (7/3:
MeOH/H,0) ont manifesté des activités antibactériennes et antifongiques trés remarquables

sur différentes souches.

Mots clés :
Euphorbiacées — Métabolites secondaires —antioxydant — ABTS — DPPH — PPM -

Antibactérien — Flavonoides —
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INTRODUCTION ET OBJECTIFS

INTRODUCTION GENERALE

La nature dans toutes ces mitoyennetés, est prédominée par la couleur verte des
plantes. Ces plantes ont une fascination pour I’homme et les animaux [1].

De tous les temps, les plantes ont occupé une place prééminente dans la vie de
I'Homme. Toutes les civilisations connues ont utilisé les plantes soit sauvages soit cultivées
pour se nourrir, se défendre, se vétir ou se soigner. L’utilisation thérapeutique des extra
ordinaires vertus des plantes, pour le traitement des maladies de ’'Homme est trés vielle et a
progressé avec I’histoire de I’humanité.

Les connaissances empiriques accumulées ont permis aux différentes civilisations de

0°™ siecle,

prendre les plantes comme source principale de médicaments. Jusqu'au début du 2
presque tous les médicaments étaient a base de plantes et on estime que deux tiers des
médicaments actuels ont une origine naturelle.

Aujourd’hui, Les plantes médicinales restent encore le premier réservoir de nouveaux
médicaments. Elles sont considérées comme source de matiére premiere essentielle pour la
découverte de nouvelles molécules indispensables a la mise au point de futurs médicaments
[2]. Sachant que plus de 25% des médicaments ordonnés dans les pays industrialisés tirent
directement ou indirectement leurs origines des plantes [3,4]. Dans le monde, prés de 80% de
la population a recours aux plantes médicinales par insuffisance d’acceés aux médicaments
prescrits mais aussi parce que les plantes ont pu prouver une réelle efficacité, Une majorité de
la population mondiale, plus particulierement dans les pays en voie de développement, se
soigne strictement avec des remedes traditionnels a base de plantes [5].

Les plantes sont capables de produire une grande diversité de produits ne participant

pas a leur métabolisme de base, mais représentant plutdt des produits du métabolisme



INTRODUCTION ET OBJECTIFS

secondaire parmi lesquels on distingue les terpénoides, les alcaloides et les composés
phénoliques. Avec leur diversité structurale remarquable, ces derniers, également appelés
polyphénols, représentent 1’un des groupes les plus importants du fait qu’ils aient une faible
toxicité et de nombreux avantages biologiques, notamment thérapeutiques, pharmaceutiques,
cosmétologiques et alimentaires. Ils sont présents dans toutes les parties des végétaux
supérieurs (racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois) et sont impliqués
dans de nombreux processus physiologiques comme la croissance cellulaire, la germination
des graines ou la maturation des fruits. Les plus représentés sont les anthocyanes, les
flavonoides et les tannins [6].

Du fait de la diversité de son climat "Méditerranéen, continental et aride ", 1’ Algérie
posséde une flore végétale riche et diversifiée, avec plus de 3000 plantes dont 15% sont
endémiques et appartenant a plusieurs familles botaniques [7]. Pour cela, 1’industrie
pharmaceutique, les médecins, les biologistes et les chimistes cherchent & mieux connaitre le
patrimoine des espeéces spontanées utilisées en médecine traditionnelle. Leurs modes
d'utilisation, leurs indications dans diverses pathologies ainsi les principes actifs sont étudiés
depuis une vingtaine d'années [8-10].

C’est dans le cadre de la valorisation des substances naturelles des plantes de la flore
Algérienne jouissant d’activités biologiques, que s’inscrit notre travail. Et dans le but de
poursuivre ce programme de recherche, nous nous sommes intéressés a I’étude phytochimique
de trois genres de I’ Euphorbia a savoir :

» Euphorbia biumbelleta
» Euphorbia dendroides L.

» Euphorbia terracina



INTRODUCTION ET OBJECTIFS

La premiere partie de ce travail de recherche porte sur une synthése d’une recherche
bibliographique. D’abord, une étude sur les métabolites secondaires, en 1’occurrence les
composes phénoliques et les compose terpéniques puis sur quelques activités biologiques
(activité antioxydante et antibactérienne).

La seconde partie, purement expérimentale, s’articule autour de trois contributions
majeures :

La premicre est consacrée d’une part au criblage phytochimique et d’autre part aux
dosages des différents composés phénoliques (polyphénols totaux, flavonoides totaux et tanins
condensés) présents au niveau des différentes parties des trois plantes étudiées.

La deuxieéme est destinée a l’extraction des métabolites secondaires, en suite a
I’isolement et I’identification des composés phénoliques par chromatographie en phase liquide
couplée a la spectroscopie de masse (LC-MS) et a 1’étude de la composition chimique des
huiles fixes par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectroscopie de masse (CG-
MS).

La derni¢ére porte sur la valorisation des différents extraits des plantes. Dans un
premier temps, l’activité anti-oxydante des extraits des trois espéces est mesurée par trois
méthodes différentes (test de I’ABTS, test du DPPH et test du PPM). Ensuite, tous les extraits
testés ont subi une étude de leurs activités antibactérienne et antifongique.

On termine notre travail par une conclusion générale et perspective.

Notons enfin que les extractions des flavonoides et des polyphénols ainsi que les
évaluations des activités antibactérienne et antioxydante ont été réalisées au Laboratoire de
Synthése et Biocatalyse Organique (LSBO), Université BADJI Mokhtar —Annaba-, alors que les
analyses chromatographiques sont réalisées au laboratoire du professeur A. Dicko (LCME),

Metz — France.
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I. LES METABOLITES SECONDAIRES
I.1. Introduction

La plante est le siege d’une intense activité métabolique aboutissant a la synthése de
principes actifs les plus divers. Ce processus métabolique est li€ aux conditions mémes de vie
de la plante. On congoit donc que la plante puisse développer un métabolisme particulier lui
permettant de synthétiser des substances trés diverses : les métabolites primaires et les

métabolites secondaires [11].

Les métabolites primaires sont des molécules organiques qui se trouvent dans toutes
les cellules de I’organisme d’une plante pour y assurer sa survie. Ils sont divisés en quatre
grandes familles : les glucides, les lipides, les acides aminés et les acides nucléiques.

Les métabolites secondaires sont des produits, a structure chimique souvent complexe,
tres dispersés et trés différents selon les especes [12]. Ils représentent une grande source
potentielle d’agents thérapeutiques [13].

IIs pourraient jouer un rdle dans la défense contre les herbivores, et dans les relations
entre les plantes et leur environnement : plusieurs composés phénoliques participent a la
filtration des UV, les pigments floraux sont essentiels aux processus de pollinisation [14].

L.2. Définition

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées et
accumulées en petites quantités par les plantes, ces produits sont en trés grand nombre, plus
de 200.000 structures définies et sont d’une variété structurale extraordinaire.

Ces molécules marquent de maniere originale, une espéce, un genre ou une famille de
plante ils sont classés selon leur appartenance chimique en I’occurrence, les terpénes, les

alcaloides, les composés acétyléniques, les cires, et les composés phénoliques [12,15].
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1.3. Classification

A travers 1’étude bibliographique, il est clair et évident que les métabolites secondaires
constituent un groupe de produits naturels qu’il convient d’explorer pour des propriétés
antioxydantes, antimicrobiennes, anti-inflammatoires et anticancéreuses [16]. Ils sont divisés
principalement en trois grandes familles : Les polyphénols, les terpénes, les alcaloides
[17,18].
1.3.1. Les polyphénols

Les polyphénols sont des molécules synthétisées par les végétaux et appartenant a leur
métabolisme secondaire. Ils participent a la défense des plantes contre les agressions
environnementales. Ils sont caractérisés par la présence de plusieurs groupements phénoliques
associés en structures plus ou moins complexes, généralement de hauts poids moléculaire.
1.3.2. Les alcaloides

Les alcaloides sont un groupe de composés qui ont la particularité de renfermer au
moins un atome d'azote. De ce fait, ce sont des bases qui existent le plus souvent dans la
plante sous forme de sels. A I'exception de ceux qu’on appelle parfois des pseudo-alcaloides
(ex. : solanine, conine).
1.3.3. Les terpenes

Les Terpenes sont des hydrocarbures qui contiennent habituellement un ou plusieurs
liens doubles de C=C, ils sont compleétement distribués dans le régne végétal, mais on peut les
rencontrer aussi chez les animaux [19,20]. Les terpénes sont formés par la condensation

d’unités de base a 5 carbones de type isoprene.
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II. LES COMPOSES PHENOLIQUES

Les composés phénoliques ou les polyphénols ont regu ces derniéres années un intérét
particulier dans la recherche médicale et nutritionnelle ainsi que dans I’industrie alimentaire.

Les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire des végétaux,
caractérisés par la présence d’au moins d’un noyau benzénique auquel est directement lié au
moins un groupement hydroxyle libre, ou engagé dans une autre fonction tels que : éther,
ester, hétéroside.. .etc. [21.22].

En effet les composés phénoliques, constituent le groupe le plus nombreux et le plus
largement distribué dans le royaume des végétaux, avec plus de 8000 structures phénoliques
connus [22]. IIs sont localisés dans différentes parties des plantes selon I’espece végétale et le
groupe polyphénolique considérés.

Comme définition, nous pouvons dire que les polyphénols sont des composés
phénoliques hydrosolubles, de poids moléculaire compris entre 500 et 3000 Dalton, et ayant,
outre les propriétés habituelles des phénols, la capacité de précipiter les alcaloides, la gélatine
et autres protéines [23-25].

Ils peuvent aller de molécules simples, comme les acides phénoliques, a des composés
hautement polymérisés comme les tannins [24,25].

I1.1. Biosynthese
La biosynthese des polyphénols se fait par trois voies principales qui sont :
A. La voie de Shikimate
C’est souvent la voie de biosynthése des composés aromatiques, elle joue un role

critique pour contrdler le métabolisme de la voie de phénylpropanoide [26].
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B. La voie de phénylpropanocide

La voie de phénylpropanoide commence par la phénylalanine qui fournit en plus des
principaux acides phénoliques simples, coumarines, isoflavonoides, flavonoides, acide
salicylique, des précurseurs de lignine, qui est quantitativement le second bio-polymeére le
plus important apres la cellulose.

I1.2. Activité biologiques des polyphénols

Les polyphénols sont connus pour leurs activités biologiques nombreuses qui sont en
relation directe avec la santé de I’étre humain.

I1.2.1. Chez les humains

Selon les résultats de certaines études conduites chez I’Homme ces dernieres années,
les composés phénoliques seraient impliqués dans la prévention des maladies
cardiovasculaires et peut-étre également d’autres pathologies telles que les maladies
neurodégénératives, le diabete, I’ostéoporose et les cancers.

La principale caractéristique des polyphénols est qu’ils sont des agents antioxydants
trés puissants [27-29]. En effet, ils sont capables de piéger les radicaux libres et d'activer les
autres antioxydants présents dans le corps.

Ces composés sont ainsi devenus les molécules préférées des nutritionnistes, des
épidémiologistes, des industriels de 1’agroalimentaire et des laboratoires pharmaceutiques et
cosmétiques.

Les composés phénoliques présentent d’autres activités anti-inflammatoire [30] et
antivirale et en particulier anti-HIV [31].

Ils sont largement utilisés en thérapeutique comme vasculoprotecteurs [32],

antiinflammatoires [33,34 ], antiradicalaires et antioxydants [35], analgésiques [36,37].
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Figure 1: Effets biologiques des polyphénols [38].
I1.2.2. Chez les végétaux

Les polyphénols sont partiellement responsables des qualités sensorielles et
alimentaires des aliments végétaux (couleur, astringence, qualités nutritionnelles...).

La capacit¢ d’une espéce végétale a résister a I’attaque des insectes et des
microorganismes est souvent corrélée avec la teneur en composés phénoliques [39]. Ces
composés représentent un systéme de défense pour les plantes contre les micro-organismes
pathogenes [40].

Les composés phénoliques peuvent intervenir dans certains aspects de la physiologie
de la plante (lignification, régulation de la croissance, interactions moléculaires avec certains
microorganismes symbiotiques ou parasites...), dans les interactions des plantes avec leur

environnement biologique et physique (relations avec les bactéries, les champignons, les

insectes, résistance aux UV).
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I1.3. Classification des polyphénols

Les principales classes de composants phénoliques sont : les acides phénoliques (acide
caféique, acide hydroxycinnamique, acide chlorogénique), les flavonoides qui représentent
plus de la moitié des polyphénols, les tanins, et les coumarines [41,42]. Les polyphénols sont
présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs : racine, tiges, feuilles, fleurs, fruits
[7].

I1.3.1. Acides phénoliques

Les acides phénols, ou acides phénoliques, sont rares dans la nature. Ce sont des
composés organiques possédant au moins une fonction carboxylique et un hydroxyle
phénolique. Ils présentent des propriétés biologiques intéressantes : antiinflammatoires,
antiseptiques urinaire, antiradicalaires, cholagogues, hépatoprotecteurs, cholérétiques,
immunostimulants [43]. Ces composés sont représentés par deux sous-classes : les dérivés de
I’acide hydroxybenzoique et de 1’acide hydroxycinnamique [44].

A. Dérivés de I’acide hydroxybenzoique (C6-C1)

Les acides benzoiques sont formés d'un squelette a sept atomes de carbones. Ils sont
trés communs aussi bien sous forme libre que sous forme combinée a 1’état d’esters ou
hétérosides [44,45]. Cette catégorie est abondante dans les végétaux et les aliments,
notamment les épices, les fraises, certains fruits rouges et l'oignon dans lesquels les
concentrations peuvent atteindre plusieurs dizaines de milligrammes par kilogramme de fruits
frais [46]. Ils sont principalement représentés par les acides p-hydroxybenzoiques,
protocatéchiques, vanilliques, galliques, syringiques, salicyliques, o-hydroxybenzoiques et

gentisiques.
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B. Dérivés de I’acide hydroxycinnamique (C6-C3)

Ces acides possedent une structure du type C6-C3, ils ont une distribution trés large.
Rarement libres, ils sont souvent estérifiés [45] et peuvent également Etre amidifiés ou
combinés avec des sucres (O-acylglucosides, Oarylglucosides) ou des polyols tels que 1’acide
quinique [44]. Les composés les plus fréquents sont l'acide p-coumarinique, 1'acide caféique
(Il représente 75 a 100% de la teneur totale en acides hydroxycinnamiques de la majorité des

fruits) (figure 2) [15], 1'acide tartrique et I'acide cinnamique [47].

Acidebenzoioue Acide hydroxyvcinnamique
0
|| 0 H
OH I OH
HO
HO | =
OH H
#™0H
OH
Acide gallique Acide caféique

Figure 2: dérivés d’acide phénolique.

I1.3.2. Coumarines

Les coumarines sont parmi les composes phénoliques les plus connus. Elles sont
substituées en C-7 par un hydroxyle. La 7-hydroxycoumarine, connue sous le nom
d’ombelliférone, est le précurseur des coumarines 6,7-di-et 6, 7,8-trihydroxylées.

A présent plus de 1000 composés coumariniques sont isolés dont plus de 800 sont
issus des plantes et des micro-organismes.

Les coumarines de différents types, se trouvent dans de nombreuses espéces végétales,

ils ont fréquemment un role écologique ou biologique, ils sont capables de prévenir la

10



COMPOSES

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE | PHENOLIQUES

peroxydation des lipides membranaires et de capter les radicaux hydroxyles, superoxydes et
peroxyles [48,49].

Les coumarines sont connues par leurs activités cytotoxiques, antivirales,
tranquillisantes, vasodilatatrices, anticoagulantes (au niveau du cceur), hypotensives ; elles
sont également bénéfiques en cas d’affections cutanées [50].

I1.3.3. Tanins

On appelle communément « Tanins » des substances d’origine végétale, non azotées,
de structure polyphénolique, soluble dans I’eau, 1’alcool, 1’acétone, peu soluble dans 1’éther.

Les tanins (ou tannins) représentent une classe trés importante de polyphénols utilisés
pour tanner les peaux. Ils ont la propriété de se combiner aux protéines, ces combinaisons
varient d’une protéine a une autre selon les degrés d’affinités [51]. Les tanins sont localisés
dans les vacuoles [52], Leur poids moléculaire est compris entre 500 et 3000 Da [53].

Les tanins sont des macromolécules de structure variée, on les retrouve dans de
nombreux végétaux tels que les écorces d'arbre et les fruits (raisin, datte, café, cacao...). Leur
structure complexe est formée d'unités répétitives monomériques qui varient par leurs centres
asymétriques et leur degré d’oxydation [54].

Comme les autres types de polyphénols, les tannins sont aussi répandus pour leurs
nombreuses activités thérapeutiques notamment ; anti-infectieuses [55,56], cardiovasculaires
[57,58], hormonodépendantes et anticancéreuses [59,60].

On distingue habituellement chez les végétaux supérieurs, deux groupes de tanins
différents par leur structure aussi bien que par leur origine biogénétiques: Les tanins

hydrolysables et les tanins condensés [27].

11
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A. Les tannins hydrolysables
Ces tannins sont des esters du D-glucose et de I’acide gallique ou de ses dérivés, en
particulier I’acide ellagique (Fig. 3). Ces composés donnent aprés hydrolyse a chaud a I’aide
de solutions acides étendues une fraction glucidique (glucose) et une fraction polyphénolique
[61]. Ces substances sont facilement hydrolysables par voie chimique ou enzymatique

(tannase) [47].

OH

OH

OH

OH

(A) (B)

Figure 3: Structure chimique des acides gallique (A) et acide ellagique (B).
B. Les tannins condensés

Ces composés sont appelés aussi proanthocyanidines. Ils possédent comme structure
de base le flavan-3-ol ou le flavan-3,4-diol [43]. Ces tannins ne renferment pas de sucres dans
leurs molécules. Ils ne sont pas hydrolysés par les acides comme c’est le cas des tannins
hydrolysables. Ils se transforment en présence d’acide fort ou d’agents d’oxydation en
substances rouges qui sont les phlobaphénes [62].

En raison de leur complexation avec les protéines salivaires, les tanins condensés sont
responsables de l'astringence caractéristique des fruits avant maturité (raisin, péche, pomme,

poire, etc...) et de certaines boissons (cidre, thé, etc...) et de I'amertume du chocolat.

12
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Figure 4: Structure de base des tanins condensés.
I1.3.4. Flavonoides
I1.3.4.1. Structure et origine

Le nom flavonoide proviendrait du terme flavedo, désignant la couche externe des
écorces d'orange [63], cependant d'autres auteurs supposaient que le terme flavonoide a été
plutdt prété du flavus ; (flavus = jaune) [64].

Les flavonoides sont des molécules trés répandues dans le régne végétal. Ils
constituent la plus vaste classe de composés phénoliques principaux métabolites secondaires
des plantes. Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux qui sont en partie
responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles.

On les trouve dissous dans la vacuole des cellules a 1'état d'hétérosides ou comme
constituants de plastes particuliers, les chromoplastes [65].

Ces composés ont une structure de base formé de 2 noyaux benzéniques A et B reliés
par un noyau C qui est un hétérocycle pyranique [66].

Généralement, la structure des flavonoides est représentée selon le systéme C6-C3-C6

[67], en formant une structure de type diphényle propane dont des groupements hydroxyles,
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oxygenes, méthyles, ou des sucres peuvent étre attachés sur les noyaux de cette molécule

[68,69].

Figure 5: Squelette de base des flavonoides et numérotation adoptée.

11.3.4.2. Biosynthese

Depuis plusieurs décennies, 1’analyse et la compréhension du métabolisme
phénolique, plus particulierement celui des flavonoides, constitue un réel défi pour un grand
nombre d’équipes scientifiques.

Les flavonoides ont une origine biosynthétique commune dérivant de la voie de
I’acide shikimique. La biosynthése de ces molécules se fait a partir d’un précurseur commun
qui est la 4,2’,4’,6’-tétrahydroxychalcone [43].

Tableau 1: Molécules impliquées dans la biosynthese des flavonoides.

Enzymes Intermédiaires synthétisés
Chalcone synthase (CHS) Chalcone

Chalcone Isomérase (CHI) Flavanone

Flavone Synthase (FS) Flavone
Flavanone-3-Hydroxylase (F3H) Dihydroflavonol

Flavonol Synthase (FLS) Flavonol

Chaine enzymatique (FNR, ANS, GT) Dérivés anthocyaniques

14
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La figure 6 donne le schéma des réactions qui permettant d’interpréter la formation des

principaux flavonoides a partir des chalcones.

p-coumaroyl CoA + 3 acstyl CoA
CHS

HO *o \.GW n:s/( O OH
)

Tannins condensés

(Catéchines)

Abbréviations: CHS= Chalcone Synthase; CHI= Chakone Isomérase
FS= Flavone Synthase; IFS=Isoflavone Synthase; FNR= Flavanone réductase;

F3H= Flavanone-3-Hydroxylase; FLS= Flavonol Synthase; DFR= DihydroFlavonol Réductase;
ANS= Anthocyanidine Synthase; GT= GlucosylTransférase

Figure 6: Schéma simplifié de la biosynthése des flavonoides [70].
Le passage de chalcone en flavonoide se fait par plusieurs étapes comme la

méthoxylation, la glycosylation et I’acylation (Figure 6). L’enzyme clé de la biosynthése c’est
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la chalcone synthase (CHS) qui catalyse la condensation de trois unités acétate a partir de
malonyl-COA avec la 4-coumaroyl-COA. L’isomérisation des chalcones par la chalchone
isomérase (CHI) conduit a la formation des flavanones. Ces derniers vont subir soit une
oxydation par la flavone synthase (FS) et donnent les flavones. Tandis que I’hydroxylation
des flavanones par la flavanone-3-hydroxylase (F3H) donne des dihydroflavonols qui peuvent
s’oxyder en flavonols par la flavonol synthase (FLS) [71,72].

Plusieurs enzymes (synthase, réductase, hydroxylase) contribuent a 1’apparition des
différentes classes de flavonoides. Des étapes ultérieures surtout de glycosylation et acylation
amenent les flavonoides a la forme définitive dans laquelle elles se trouvent in vivo [72].
I1.3.4.3. Classification

Les flavonoides constituent le principal groupe de polyphénols, avec prés de 6500
composés différents identifiés dans le régne végétal (soit environ 50% des polyphénols), et
leur nombre ne cesse d’accroitre.

Ces molécules se divisent en plusieurs sous-classes qui se distinguent par une diversité

fonctionnelle au niveau des positions 2, 3 et 4 du cycle C (Figure 7).

Cc6 C3 Cc6 13
12N 14

J SHe
8 3 1115

O 16

9 5N\ 3
10 4
Squelette1,3-diphénylpropane Structure tricyclique commune aux flavonoides

Figure 7: Structure de base des flavonoides avec numérotation.
Pour chaque classe de flavonoide, les molécules diffeérent entre elles par le nombre et

la position des groupements hydroxyle, la présence de substituant sur la génine (flavonoide
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non substitué) et le degré de polymérisation.

Dans une méme sous-classe, les possibilités de substitution des cycles A et B sont
multiples : les carbones du squelette flavonoide peuvent porter un substituant de type
hydroxyle, méthoxyle, méthyle, isoprényle ou benzyle.

Les flavonoides sont divisés en plusieurs classes dont les plus importantes sont les
flavanones, les flavonols, les flavones, les flavanols, les isoflavones et les anthocyanes
[19,74,75]. Ces composés sont fréquemment attachés a des sucres (glycosides), ce qui leur
confere un caractere plus hydrosoluble. Occasionnellement, on peut les retrouver sous forme
d’aglycones.

Les propriétés chimiques de ces composés varient suivant leur classe, mais également en
fonction de leur degré d’hydroxylation, de leur degré de méthoxylation, de leur degré de
glycosylation et du degré de polymérisation autour de la structure commune Ce-C3-Cs [76-78]

A. Les flavones

Les flavones sont caractérisés par une structure C6-C3-C6 avec une double liaison entre
les carbones 2 et 3 de I’hétérocycle du squelette flavane et une fonction cétone en position 4
(4- oxo). Le cycle aromatique B est attaché a la position 2 (figure 8).

Ces composés sont présents principalement dans les céréales et certains 1égumes.

O

O

Figure 8: structure de base des flavones.
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Les flavonols
Les flavonols sont des flavones qui se caractérisent par la présence d’un groupement

hydroxyle (OH) en position C-3 [79], de I’'hétérocycle central C et d’une double-liaison en C,- Cs
(Figure9).

OH

O

Figure 9: Structure de base des flavonols.
B. Flavanones et dihydroflavonols
Les flavanones présentent des structures uniques qui différent des autres flavonoides,
par I’absence de la double liaison entre le C, et le C; et par la présence des centres

d’asymétrie en position 2 [80,81] (Figure 10).

Figure 10: Structure de base des flavanones.
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C. Isoflavones
Les isoflavonoides constituent une spécifique classe des flavonoides, qui différent des
autres par la position C; sur I’hétérocycle pyranique central C du noyau aromatique B. (Figure
11). C’est une classe de composés trés variés ; on peut distinguer : les isoflavones, les
1soflavanones, les isoflavanes, etc.
Jusqu’a présent, plus de 1600 isoflavonoides aglycones et glycosides ont été identifiés,
leurs dérivés posseédent beaucoup de propriétés pharmacologiques [82]. La principale source

alimentaire est le soja.

O

O

Figure 11 : Structure de base des isoflavones.
D. Les anthocyanes

Les anthocyanes sont des flavonoides qui portent une charge sur ’oxygeéne de
I’hétérocycle central C (Figure 12). Ils représentent les pigments les plus importants des
plantes. Leur nombre trouvé jusqu’a présent, dépasse les 400 [83-84].

Ces composés interviennent directement dans les interactions plantes animaux et

surtout dans 1’attraction des pollinisateurs par la couleur des fleurs [85].
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Figure 12 : Structure de base des anthocyanes avec un exemple.

I1.3.5. Relation structure-activité antioxydante des flavonoides :

Les éléments structuraux nécessaires a 1’obtention d’une activité antioxydante
optimale ont été établis par plusieurs auteurs (figure 13).

En résumé, les flavonoides les plus actifs sont ceux qui combinent les trois critéres
suivants : [86-88].
1. La présence d’une fonction catéchol (structure ortho-dihydroxy) sur le cycle B, La
configuration des hydroxyles du noyau B est le paramétre structural le plus significatif de
I’activité antioxydante des flavonoides possédant un hétérocycle saturé.
2. La présence d’une double liaison entre C, et C3 en conjugaison avec la fonction 4-oxo
permet une délocalisation électronique stabilisante du radical phénoxy.
3. La présence de groupement hydroxyle en position 3 en combinaison avec la double liaison
Cy-Cs.

A titre d'exemple ; la quercétine et la myricétine répondent a tous ces critéres

nécessaires pour avoir une activité antiradicalaire efficace et importante [89].
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Figure 13: Eléments essentiels pour avoir une bonne activité antioxydante des flavonoides
[90].
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III. COMPOSES TERPENIQUES

Issus de plantes, de bactéries ou des champignons, les terpénes constituent un groupe
de lipides présentant une grande diversité structurale.

Dans le régne végétal, les composés terpéniques sont classés dans la catégorie des
métabolites secondaires. Plus de 30 000 molécules différents ont été répertories, ces composés
forment un groupe de produits naturels largement représenté et d’un intérét chimique
considérable, tres diversifiés.

Toutes ces substances dérivent en effet d’une molécule simple a 5 atomes de carbone
de type isopréne [91]. On parle également de composés terpéniques ou terpenoides. Ils
regroupent a la fois des molécules de faibles poids moléculaires, volatiles et composants
principaux d’huiles essentielles, et des molécules hautement polymérisées comme par
exemple le caoutchouc.

Dans la plante, les terpeénes se répartissent dans tous les organes : fleurs [92,93],
feuilles [94,95], écorces [91,96] et fruits [97] ou graines [91], ils sont en grande partie
responsable de 1'odeur suave des plantes et des fleurs et dont quelques-unes sont employées en
parfumerie.

Les composés terpéniques posseédent des propriétés pharmacodynamiques tres variées,
en relation avec les différentes fonctions liées au squelette terpénique. Par exemples [91] : Les
Pinénes sont utilisés comme Rubéfiant ; le Azulénes comme Anti-inflammatoire ; le Géraniol,
Linalol et Cinéol comme Antiseptique.

I11.2. Classification des composés terpéniques

Leur classification est basée sur le nombre de répétitions de 1’unité de base isopréne

[98-100]. Bien que de structures parfois tres différentes, ces molécules contiennent toutes un

nombre d’atomes de carbone multiple de cing. Ces squelettes peuvent étre arrangés de fagon
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linéaire ou bien former des anneaux, certains sont grands, d’autres petits, certains sont des
hydrocarbures alors que d’autres contiennent aussi de I’oxygene ou de I’azote. Les différentes
classes de terpeénes sont :

» Pour n =2 : les monoterpénes (C10)

Les monoterpénes sont les plus simples constituants des terpeénes dont la majorité est
rencontrée dans les huiles essentielles (90%), I’unité monoterpéne est formée a partir de deux
unités isoprenes (Figure 16).

Ces composés contiennent plus de 900 composés connus se trouvent dans trois
catégories structurelles : les monoterpénes linéaires (acyclique), les monoterpénes avec un
cycle unique (monocycliques) et ceux avec deux cycles (bicycliques) [101]. A ces terpeénes se

rattachent un certain nombre de produits naturels a fonctions chimiques spéciales.

Figure 14 : Menthol.
» Pour n =3 : les sesquiterpénes (C15)
Les sesquiterpeénes, molécules en C15 (trois unités isopréne) et comme formule
moléculaire C;sHy4. Ils se trouvent principalement dans les parties ariennes des plantes. Ils se
rencontrent aussi dans les huiles essentielles ; les huiles essentielles de sarriette, cannelle, ou

lavande.
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Il s’agit de la classe la plus diversifiée des terpénes qui se divisent en plusieurs
catégories structurelles, acycliques, monocycliques, bicycliques, tricycliques, polycycliques

(Figure 17). Ces molécules ont des propriétés antiseptiques et antifongiques.

OH

N

Farnesol caryophylene

Figure 15: Exemples des sesquiterpénes.

» Pour n =4 : les diterpenes (C20)
Les diterpenes sont des substances avec 20 atomes de carbone (quatre unités isopréne).
Ces composés présentent une treés grande variété structurale avec plus de 2700 diterpénes dans
la nature, Ils peuvent étre acycliques (Le rétinol et le rétinal), ou bi- ou tri-cycliques( la

vitamine A) (Figure 18).

Les diterpénes tricycliques a noyau taxane, qui sont les plus intéressants sur le plan
pharmacologique, sont issus de différentes especes d'ifs, ils sont utilisés dans le traitement des
tumeurs de I’ovaire résistant aux autres thérapeutiques et dans celui des cancers du poumon et

du sein.
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Figure 16 : Vitamine A.

» Pour n =6 : les triterpénes (C30)
Les triterpénes sont des composés en C30 (six unités isopréne) issus de la cyclisation
de 1'époxysqualéne ou du squaléne [98-100]. Ils sont presque toujours hydroxylés en position

Cs.

Ils contiennent plus de 4000 composés construits sur plus de 40 squelettes
hydrocarbonés différents. Les stéroides peuvent étre considérés comme des triterpénes
tétracycliques ayant perdu au moins trois méthyles. IlIs possédent des propriétés

pharmacodynamiques variées : des anabolisants et des anti-inflammatoires.

O

@)

Figure 17 : Vitamine K1.
» Pour n = 8 : les tetraterpenes (C40)
Les tetraterpénes constituées de l'enchainement de 8 unités isopréniques, Les
caroténoides sont des tetraterpénes, les plus typiques étant les apocaroténoides, les

diapocaroténoides et les mégastigmanes.
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Lycopéne

Figure 18: Exemples des tetratrpenes.
» Pour n >8 : les polyterpenes

Les polyterpénes ou polyisoprénes se composent de plus de 8 unités d’isopréne. Ces
terpénes hautement polymérisés (500 a 5000 unités isoprénes), ce sont les composants des
latex ou le caoutchouc naturel, ils se trouvent souvent sous deux formes isomeriques cis- et
trans. Parmi eux, on rencontre les vitamines E, K1 et K2.
I11.3. Importance des composés terpéniques

Dans le regne végétal, alors que certains terpénoides exercent des fonctions
métaboliques primaires essentielles pour la croissance et la reproduction, la majorité
fonctionne comme des métabolites secondaires et contribue a I’adaptation des espéces a leur
niche écologique [102].

Depuis I’antiquité, les terpénes fournissent une gamme de produits commercialement
utiles pour I’homme et certaines épices ont été utilisées pour leurs particularités de parfum,

leur saveur et leur effet de conservateur [103,104].
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Aujourd’hui, les tétrpénoides ont plusieurs usages dans différents secteurs. Ils sont
largement utilisés dans le secteur de la nutrition humaine (des ardmes ou saveur ex : menthol
extrait de la menthe) et I’industrie du parfum (ex : santalols) [105].

La grande diversité des structures et des fonctions des terpénoides a provoqué un
intérét pour leur utilisation en médicine traditionnelle et moderne.

Avec la découverte des propriétés antimicrobiennes, antifongiques, antiparasitaires,
antivirales, antioxydantes, antiallergénes, antispasmodiques, antihyperglycémiques et
antiinflammatoires des terpeénes [106], et aussi des caractéristiques anticancéreuses de certains

monoterpenes [107], leur importance dans le secteur pharmaceutique a été renforcée.
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IV- LES LIPIDES
IV.1. Généralités sur les lipides

Les lipides (du grec lipos), communément appelés « graisses », sont un ensemble
hétérogene de composés dont les structures chimiques et les propriétés physico-chimiques
sont trés différentes, contrairement aux autres familles de composés biogénes comme les
protéines ou les sucres, relativement homogeénes d’un point de vue chimique.

Les graisses constituent, avec les protéines et les glucides, une des trois grandes
familles de macronutriments (un des constituants des aliments qui contribuent a 1’apport
énergétique).

Les lipides sont caractérisés par leur solubilité. Ce sont des substances insolubles dans
I’eau, mais solubles dans les solvants organiques (alcool a chaud, éther, chloroforme,
benzéne).

Les huiles végétales sont issues de culture oléagineuse et sont composées a 98% d’un
mélange de triglycérides et d’acides gras libres (figure 21). La structure de base est I’acide
gras composé d’une chaine hydrocarbonée de diverses longueurs, terminée par un radical
d’acide (COOH) [108].

On différencie généralement les huiles des graisses par leur état physique (liquide ou
solide) a température ambiante. Les huiles sont des corps gras liquides a la température de

15°C alors que les graisses sont plus ou moins solides a cette température [109].

— o—1ll R
O

o—L-r’
oL R?

Figure 19: Formule générale d'un triglycéride d'acides gras.

28



LES
SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE LIPIDES

IV.2. Role des lipides
Les lipides naturels jouent de nombreux rdles dans 1’organisme :

* réserves intracellulaires d'énergie ; Ils sont utilisés par les organismes comme source
ou réserve de carbone et d’énergie : les lipides fournissent la plus forte valeur énergétique (9
Kcal/g = 37,7 KJ/g), contre (4 Kcal/g = 16,7 KJ/g) pour les protides et les glucides. Ce sont
les acides gras qui conférent cette forte quantité d'énergie lors de I'oxydation des lipides.

* matériaux de structure, dans ce cas, ils sont sous forme de phospholipides, notamment
comme couches de protection des cellules mais aussi comme composants essentiels des
membranes cellulaires [110].

* précurseurs d'activité biologique (en faible concentration) : hormones stéroides,
médiateurs extracellulaires et messagers intracellulaires, ils servent a transporter des
vitamines (liposolubles), et jouent un rdle essentiel dans plusieurs fonctions vitales (vision,
reproduction, inflammation, coagulation...).

» IIs peuvent également jouer un role d’isolation thermique (graisses) chez les animaux
supérieurs ou d’isolation mécanique dans les cellules.

IV.3. Constituants d’un lipide

Les différentes classes de lipides ont des origines et des fonctions différentes au sein
des organismes vivants (les lipides de réserve, les lipides structuraux, et les lipides du
métabolisme) [111].

D’une maniére générale, on classe les lipides en deux grandes catégories : les lipides a
base d’acides gras et les lipides a base d’isopréne (lipides polyisopréniques).

On peut ainsi parler de deux fractions dans les corps gras [112] :

» Une fraction saponifiable (constituants majeurs) : représentant un pourcentage

massique de 98 a 99%.
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» Une fraction insaponifiable (constituants mineurs) : représentant un pourcentage

massiq

ue de 1 a2%.

La composition de chacune de ces deux fractions est mentionnée dans la figure 20.

Huiles végétales

/"\

Fraction saponifiable | Fraction mnsaponifiable
Phospholipides Acides gras libres - Stérols
- Alcools Terpénique
Glycérides - Hydrocarbures
?H;-O-C OR
- i Triglycérides ICH 0-COR
CH,- O-COR
|CH;- OH IC H,- O-COR
> [ Diglycérides CHx- O-COR CH.- OH
[ Dgbeendes - |
CH,- O-COR CH;- O-COR
?H;- O-COR |C H,-O-H
| - i Monoglycérides (ISH:-O-H ICH:- O-COR
CH,-O-H CH,-O-H

Figure 20: Constituants des huiles végétales.



LES
SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE LIPIDES

IV.3.1. Constituants majeurs

Les lipides sont majoritairement constitués d’acides gras et de triglycérides ou
triacylglycérols (95 a 99% des huiles).

A. Les acides gras [113,114]

Les acides gras (AG) peuvent exister a I'état libre dans la nature. Ce sont les lipides les
plus simples, les acides gras sont des composés organiques a base de carbone, d'hydrogene et
d'oxygene. Ils sont formés d’un monoacide aliphatique R-COOH dont le radical R est une
chaine aliphatique de type hydrocarbure de longueur variable qui donne a la molécule son

caractere hydrophobe (gras). Les AG sont classés selon leur degré de saturation.

» Certains acides contiennent autant d'atomes d'hydrogénes que la chaine peut en
supporter, ils n'ont que des liaisons simples, ils sont saturés(AGS) :
CH3 - (CH2)n - COOH
Exemple : I’acide stéarique ou I’acide palmitique.
> D'autres ont une double liaison, ils sont mono-insaturés (AGMI) :
CH3 - (CCH2)n - CH=CH - (CH2)n - COOH
Exemple : I’acide oléique.
» D'autres, enfin, ont deux, trois, quatre, ou plus de doubles liaisons. Ils sont
polyinsaturés(AGPI) :
CH3 - (CH2)n - CH=CH - (CH2)n - CH=CH - (CH2)n - COOH
Exemple : I’acide linoléique.
A température ordinaire, les acides gras insaturés sont liquides (huiles) et les acides
gras saturés sont solides (graisses), a I’exception des acides a chaines carbonées courtes.

Les acides gras insaturés représentent plus de la moitié€ des acides gras des plantes.
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B. Les triglycérols d’acides gras (TAG):
Les TAG sont des triesters résultant de la combinaison de 3 molécules d'AG par leur
fonction carboxyle avec les fonctions alcooliques du glycérol (figure 21). On peut obtenir des

mono-glycérides, des diglycérides, des triglycérides qui sont les plus répandus.

/ / /

@) o) @)

HO  OH

R Ro Rs
Figure 21: Glycérol et Triglycéride.

Les triglycérides sont les constituants majeurs des lipides de réserve, Ils sont
considérés comme chimiquement inertes et non toxiques. Leur intérét est tout autant lié a la
nature des acides gras qu’ils renferment.

IV.3.2. Constituants mineurs

Représente I’ensemble des composants d'un corps gras qui, aprés saponification, sont

peu solubles dans I'eau et solubles dans les solvants des graisses. Ils représentant environ 1 a

5% de l'huile, ces composés dits « mineurs » en raison de leur faible proportion dans la
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composition chimique de I'huile, mais qui lui apportent une valeur biologique d'une grande
richesse [115], tels que des phospholipides, des alcools aliphatiques et triterpéniques, des
cires, des pigments, des tocophérols et des stérols [116].
A. Les hydrocarbures
Ce sont quantitativement les principaux composants de la fraction insaponifiable. Le
composant majeur est le squaléne qui constitue 30 a 50 % de cette fraction. C'est un
hydrocarbure polyénique dont la teneur est plus élevée que dans n'importe quelle autre huile
végétale ou animale [117].
B. Les stérols [118]
Ce sont des composés tétracycliques représentent environ 15 % de la fraction

insaponifiable, le plus représentatif est le cholestérol (Figure. 22).

HO
Figure 22: Cholestérol.
C. Les alcools terpéniques [115]
IIs sont présents dans I'huile a 1'état libre ou bien estérifiés avec les acides gras. Parmi
eux, le cycloarténol revét un intérét particulier : il augmente 1'excrétion des acides biliaires,
favorisant ainsi 1'élimination fécale du cholestérol.

D. Les tocophérols [119]
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Ce sont des vitamines liposolubles. Les tocophérols sont des composés importants de
I’huile en raison de leur contribution a la stabilité oxydative et aux qualités nutritionnelles de
I'huile. Ce sont de puissants agents antioxydants.

E. Les composés phénoliques [120]

Présents en assez grande quantité (20 a 500 mg pour 100 g), ils exercent une activité
antioxydante importante.

F. Les phospholipides

Constituants essentiels des cellules vivantes, ils sont présents en trés petite quantité : 5
a 15 mg pour 100 g. Ce sont des esters d’acides gras et d’acide phosphorique avec du glycérol
ou d’autres alcools.

G. Les pigments [121]
» La chlorophylle : sa présence est visible car c’est elle qui donne la couleur verte de
I'huile. Sa teneur est de I'ordre de 0,1 a 1 mg pour 100 g.
» Les caroténoides : ce sont également des pigments naturels mais a structure
d'hydrocarbure. Parmi eux, on trouve le caroténe (provitamine A).
1V .4. Propriétés physico-chimiques des lipides
IV .4.1. Propriétés physiques
Elles dépendent de la longueur de la chaine carbonée et de la présence d’insaturations.
Les principales caractéristiques physiques des lipides végétales sont :
» Point d’ébullition
Le point d’ébullition correspond a la température a partir de laquelle un composé passe
de I’état liquide a 1’état gazeux.
* Le point d’ébullition augmente lorsque le nombre de carbones augmente.

* Le point d’ébullition ne varie pratiquement pas en fonction du nombre d’insaturations.
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» Densité
La densité correspond au rapport de la masse volumique du composé sur la masse
volumique de 1’eau dans des conditions définies. Les acides gras sont moins denses que
I’eau, la densité ou poids spécifiques est de 0,915 a 0,964.
> Point de fusion
Le point de fusion correspond a la température a partir de laquelle un composé passe de
I’état solide a I’état liquide. Ils permettent d’apprécier le degré de pureté des huiles, le point
de fusion augmente lorsque le nombre de carbones augmente et diminue lorsque que le
nombre d’insaturations augmente.
» Solubilité
La solubilité correspond a la capacité d’un composé a se dissoudre dans un solvant.
a. Dans I’eau : Les AG sont amphiphiles (chaine aliphatique apolaire, extrémité carboxylique
polaire). Seuls les AG a courte chaine (C4, C6) sont solubles dans 1’eau. Pour un nombre
supérieur de carbones, ils ne sont pas solubles dans 1’eau, ils flottent sur 1’eau.
b. Dans les solvants organiques : Les AG sont solubles dans les solvants organiques comme
I’éther, 1’éthanol, le benzeéne,...
» quelques indices physiques (réfraction, absorption dans UV, viscosité, pouvoir
rotatoire...).
IV.4.2. Propriétés chimiques
Des indices chimiques caractérisent les corps gras :
» Indice d’acide
L’indice d’acide correspond a la masse de KOH (en mg) nécessaire pour neutraliser

I’acidité libre contenue dans 1 g de matiere grasse [122-124]. La qualité d’une huile est
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définie par sa quantité en acides gras libres, plus cette quantité est faible, plus la qualité de
I’huile est importante.
» Indice de saponification
L’indice de saponification est le nombre en milligrammes de potasse caustique (KOH),
nécessaire pour transformer en savon les acides gras libres et les triglycérides de un gramme
du corps gras [124].
» Indice d’iode
L’indice d’iode correspond a la masse de d’iode I, (en mg) nécessaire a la saturation de
toutes les doubles liaisons de 1 g de matiére grasse, il permet de déterminer le degré
d’insaturation d’un acide gras [125].
» Indice de péroxyde
L’indice de péroxyde indique la quantité d’oxygene actif capable de libérer 1’iode des
iodures. La détermination de cet indice est basée sur l'oxydation des iodures en iode par
l'oxygene actif du peroxyde. Les résultats sont exprimés en milliéquivalents d'oxygeéne actif

par kg de corps gras.
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V- ACTIVITES BIOLOGIQUES
V.1. Activité antioxydante

Depuis de nombreuses années 1'un des soucis majeurs de 'homme est porté sur son
vieillissement et sa santé. Nos cellules ne fonctionnent de maniére optimale que dans des
conditions bien précises de température, de pH et de concentration en oxygene et autres
substrats.

L’oxygene est I’accepteur terminal d’électrons au cours de la respiration cellulaire des
organismes aérobies. Il est un élément essentiel pour les organismes multicellulaires parce
qu’il permet de produire de I’énergie en oxydant de la matiére organique, mais il peut étre
également une source d’agression pour ces organismes [126]. En conditions physiologiques,
le dioxygeéne produit au niveau de la mitochondrie des espéces oxygénées réactives (EOR)
potentiellement toxiques pour ’intégrité cellulaire [127].

Ces ERO peuvent apparaitre au cours des réactions enzymatiques ou sous 1’effet des
rayons UV, des radiations ionisantes et de métaux de transition [126].

V.1.1. Les radicaux libres

Un radical libre est une entité chimique (atome ou molécule), possédant un ou
plusieurs électrons non appariés sur sa couche périphérique. Cette propriété rend ces éléments
tres réactifs du fait de la tendance de cet électron a se ré-apparier, déstabilisant ainsi d’autres
molécules. Les radicaux libres peuvent étre considérés comme des déchets du métabolisme
cellulaire. Ce sont des atomes et des molécules dotés d’une forte énergie et qui, avant d’étre
neutralisés détruisent ce qu’ils rencontrent. Ils ont donc la propriété d’étre extrémement
réactifs vis-a-vis des autres molécules, possédant un temps de demi-vie extrémement court (de

la nano- a la milliseconde) [128].
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Les molécules ainsi transformées deviennent a leur tour d’autres radicaux libres et
initient ainsi une réaction en chaine. C’est typiquement ce qui se passe lors de la peroxydation
lipidique [129,130]. Les radicaux libres sont produits dans toutes les cellules de I’organisme
tout a fait normalement et en faible quantité dans les mitochondries.

V.1.2. Espéces hautement réactives

Les radicaux libres sont produits par divers mécanismes physiologiques car ils sont
utiles pour 'organisme a dose raisonnable. Du fait de leur courte durée de vie, la plupart des
radicaux libres réagissent instantanément avec d'autres molécules voisines Cette production
physiologique est parfaitement maitrisée par des systemes de défense. Dans les circonstances
normales, on dit que la balance antioxydants / prooxydants est en équilibre. Le stress oxydatif
est défini comme étant le déséquilibre entre la génération des espéces réactives de 1’oxygene
et la capacité du corps a neutraliser et a réparer les dommages oxydatifs [131,133].

L’exposition chronique au stress oxydant peut favoriser 1’apparition de cancers et des

maladies cardiovasculaires.

Antioxydant

Pro-oxydants

Figure 23: Déséquilibre de la balance entre antioxydants et pro-oxydants.
Il existe deux types de molécules réactives (les espéces réactives de I’oxygene ERO et
les especes réactives de l'azote ERN) impliquées dans le stress oxydant: les especes

radicalaires et les espéces non-radicalaires.
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La réactivit¢ d’un radical libre varie d’un radical a un autre et dépend de
I’environnement ou ils se trouvent [133].

L’organisme a besoin de O, pour produire de 1’énergie, via une réduction tétravalente
séquentielle de O, en eau au cours du processus dit de respiration mitochondriale [134]. La
génération des especes réactives de I’oxygene dénommées ROS se produit naturellement au
cours de la respiration cellulaire [135]. Comme ils peuvent apparaitre sous 1’effet des rayons
U.V, des radiations ionisantes et de métaux de transition.

Le principal danger des ERO vient des dommages qu’ils peuvent provoquer lorsqu’ils
réagissent avec (lipides, protéines [136], ADN [137], glucose, ...).

Cette oxydation provoque la dégradation des biomolécules [138], accélérant le
vieillissement (maladies cardiovasculaires et neuro-dégénératives, cancer, diabéte...) [139].

Les espéeces réactives de I’oxygene incluent non seulement des radicaux libres dérivés
de I'oxygéne dont les plus courants : ’anion superoxyde (0,"), radical hydroxyle (OH") ,
radical hydroperoxyle (HO",), radical peroxyde (ROQ") , radical alcoxyle (RO") , mais aussi
des dérivés oxygénés réactifs non radicalaires dont la toxicité est importante 1'oxygene
singulet (O ou "0-0°), peroxyde d’hydrogéne (H,0,), peroxynitrite (ONOO~) qui ne sont
pas réactives mais peuvent étre des précurseurs de radicaux [140].

Tous les radicaux libres ne sont pas seulement des dérivés de 1’oxygene (figure 24),
Les especes radicalaires azotées sont apparu au cours de la derniére décennie, par exemple le
monoxyde d’azote (NO') a pris une place considérable en biologie [129,132,141], il est
paradoxalement impliqué dans de nombreuses pathologies telles que le diabete,
I’athérosclérose, le cancer et les 1€sions neuronales dégénératives.

L’espéce non radicalaire azotée est caractérisée par sa grande faculté de diffusion dans

les membranes cellulaires et sa réactivité moyenne (de I’ordre de quelques secondes in vivo),
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le monoxyde d’azote radicalaire peut aisément réagir avec la plupart des espéces oxygénées.
La forme protonnée du radical peroxynitrite (ONOOH) est un puissant agent oxydant causant

des dommages importants similaires a ceux observés avec OH" [142].

Lumiere UV Oxydases
'0; |« 0, > | H,0,

Oxygene singulet Oxygene Peroxyde d’hydrogénes
Arginine Cycle redox Superoxyde
NADPH o.“wdase dismutase Myéloperoxydase
mitochondrie v
- HOCI
NO (07
Monoxyde d’azote Anion superoxyde

- 34

\ 4

4
ONOO' | one |

Radical hydroxyle

Peroxynitrite

Activation de la

. Oxydation des
cascade des kinases

Nitration des

t Peroxydation Oxydation de
protéines

protéines lipidique I'ADN

Figure 24 :Formation des différentes especes réactives ; ERO et ERN. [128].
V.1.3. Les antioxydants

Beaucoup d’espeéces oxydantes sont produites et bien qu’elles soient souvent
indispensables a I’organisme, elles ne sont pas moins responsables de dégats importants.

Pour lutter contre les produits oxydants déléteres, le corps humain posséde tout un
arsenal de défenses que I’on qualifie d’antioxydants.

On désigne par antioxydant toute substance qui, lorsqu’elle est présente en faible
concentration comparée a celle du substrat oxydable, retarde ou prévient de maniére
significative I’oxydation de ce substrat [143,144]. L’antioxydant peut agir en supprimant les
ERO ou en empéchant leur formation ou encore en réparant les dommages causés par ceux-ci

[145].
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D’un point de vue biologique les composés antioxydants sont la stratégie préventive la
plus prometteuse contre la formation des cataractes [146].

V.1.3.1. Principaux antioxydants

Notre organisme réagit de facon constante a la production permanente de radicaux
libres, il possede des systeémes de défense treés efficaces, de deux types : les antioxydants
endogénes ou enzymatiques et les antioxydants exogénes ou non enzymatiques.

Ces antioxydants sont d’autant plus importants que certains peuvent étre utilisés en
thérapeutique pour tenter de prévenir le stress oxydatif [147].

A. Antioxydants endogénes

La production physiologique d’ERO, est régulée par des systemes de défense
composés d’enzymes. L’organisme humain posséde un systéme enzymatique, constitué
principalement de trois enzymes pour la destruction des especes réactives de I’oxygene [148].
Ils sont considérés comme la premiére ligne de défense de notre organisme contre les ERO.

Les enzymes les plus efficaces chez les mammiféres ainsi que chez les plantes sont la
superxoyde dismutase, la catalase et le glutathion peroxydase [149,151].

Ces enzymes ont une action complémentaire sur la cascade radicalaire au niveau du
superoxyde et du peroxyde d’hydrogene, conduisant finalement a la formation d’eau et
d’oxygeéne moléculaire [72].

1. Les superoxydes dismutases

Le role majeur du superoxyde dismutase ou SOD est de catalyser la dismutation des
ions superoxydes en peroxyde d’hydrogeéne et en oxygéne moléculaire [151]. Ils sont des
métalloprotéines dont le site actif contient du cuivre, du zinc, du manganése, du fer ou du
nickel. Ils catalysent la dismutation de I’anion superoxyde en peroxyde d’hydrogene [152-

155].
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2. La catalase
La catalase, transforme le peroxyde d’hydrogéne (présent a haute concentration) en
simple molécule d’eau permettant 1’élimination de celui-ci [156-158].
3. Les glutathions peroxydases
La glutathion peroxydase posseéde une forte affinité pour le peroxyde d'hydrogene et,
par conséquent, catalyse 1'élimination de H,O, méme présent a de trés faibles concentrations

[158].

superoxyde dismutase

20,-+2 H* - H,0,+0,

catalase

2 H,0

,0, = 2 H,0+0,

glutathione peroxydase

H,0, +2 GSH > 2 H,0 + GSSG

B. Les antioxydants exogenes
De nombreuses molécules issues de notre alimentation sont considérées comme des
antioxydants. On peut citer les plus connus et les plus importants ci-dessous :
1. Les médicaments
Ils constituent une source importante d’antioxydants. Actuellement, les classes
thérapeutiques comme les béta-bloquants, les anti-inflammatoires non stéroidiens, les
antihyperlipoprotéinémiques, montré des propriétés antioxydantes [159].
Certains médicaments (exemple du probucol (lurselle)) fait diminuer le taux du
cholestérol dans le sang.

La N- acétylcystéine agit dans la régénération du glutathion en pénétrant les cellules.
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Le Captopril, I’Hydralazine, et le Terazosin sont des médicaments utilisés contre
I’hypertension artérielle, favoriseraient dans certaines conditions la production d’enzymes
antioxydantes.

2. Les vitamines

A. La vitamine C
La vitamine C ou acide ascorbique (figure 25) est un cofacteur d’enzymes, elle fut
découverte en 1924 par Szent-Gyorgyi et sa synthése fut réalisée en 1934, a partir du glucose.
C’est un antioxydant hydrosoluble [134], sensible a la chaleur, aux ultraviolets et a I’oxygene.
La vitamine C est un puissant réducteur. Elle peut réduire le radical a-tocophérol et
ainsi permettre une meilleure efficacité de la vitamine E [160-162]. Elle se trouve dans les

1égumes, les choux, le poivron, le persil, les agrumes et le kiwi [163].

Figure 25: Structure de la vitamine C.
B. La vitamine E
La vitamine E désigne un groupe de nombreux composants présents dans la nature :
les a-, B-, v- et 8-tocophérols et tocotriénols (figure 26) [162].
C’est un antioxydant liposoluble, elle se localise entre les chaines d'acides gras des
phospholipides qui constituent les membranes et les lipoprotéines. Elle semble devoir fixer le
radical hydroxyle avec formation d’une molécule d’ouverture de cycle. Le tocophérol est

considéré comme étant le plus important inhibiteur de la peroxydation lipidique.
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La vitamine E est rencontrée surtout dans les huiles végétales, (arachides, soja,
chardon, tournesol, mais, olive pressé a froid), les amandes, les noix, les graines, le lait, les

ceufs, les poissons, les 1égumes a feuilles vertes [163-166].
Elle a été largement étudiée comme complément alimentaire potentiellement

préventive dans les maladies cardiovasculaires et les maladies neurodégénératives (maladie

d'Alzheimer) [167].

1
R
2

HO R

R O
Ri=R:=R;=CH; o- Tocophérol
Ri=R;=CH;. R:=H p- Tocophérol
R;=R;=CH;.R;,=H v- Tocophérol
Ri=R:=H.R;=CH; 6- Tocophérol

Figure 26: Structures des tocophérols.

C. B-carotene

Parmi les photo-protecteurs actifs, le B-caroténe (figure 27) apparait comme un
piégeur tres efficace. Il est doué de plusieurs capacités :

Il est précurseur de la vitamine A [168,169], posséde la capacité de capter (d’inactiver)
I’oxygeéne singulet [164]. Il protége aussi les structures cellulaires contre 1’agression

oxydante : s’oppose a la génotoxicité de nombreux agents [170].
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La présence de nombreuses doubles liaisons au sein de leurs structures en fait des
antioxydants reconnus, notamment par leur effet protecteur vis-a-vis des radiations solaires
[171].

Il est présent dans les 1égumes verts, la salade, les carottes, 1’abricot, le melon, les

épinards, le potiron et d’autres fruits jaunes [172,163].

Figure 27: structure de B-carotene.
3. Antioxydants naturel
Plusieurs molécules a propriétés antioxydantes sont isolées des plantes [173,174]. Ils
sont présents dans toutes les parties des plantes supérieures. Ce sont des composés
phénoliques, les plus représentés sont les coumarines, les flavonoides, les tanins dérivés
d’acide phénolique [7].
A. Les coumarines
Ils sont capables d’avertir la peroxydation des lipides membranaires comme ils ont la
capacité de capter les radicaux hydroxyles, superoxydes, et peroxydes. [171].
B. Les flavonoides
Les flavonoides constituent la classe la plus étudiée, Les relations structure-activités
anti-oxydantes des flavonoides et des composés phénoliques ont montré que I’activité anti-

oxydante était déterminée par la position et le degré d’hydroxylation.
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IIs agissent par deux mécanismes d’action : soit par chélation des métaux (quercétine,
catéchine), soit par capture des radicaux hydroxyles, superoxydes, alkoxyles et peroxydes
[175]. On les retrouve dans les fruits, les 1égumes et le thé [163].

C. Les tanins

Les tanins sont des donneurs de protons aux radicaux libres lipidiques produits au
cours de la peroxydation.

Les tanins hydrolysables et procyanidines présentent des propriétés antioxydantes
remarquables. IIs inhibent également I’autooxydation de 1’acide ascorbique et du linoléate ; et
la péroxydation lipidique des mitochondries du foie et des microsomes. Ces tanins sont de trés
bons capteurs de radicaux libres. Ils sont donneurs de protons aux radicaux lipidiques produits
lors de la péroxydation, des radicaux tanniques plus stables sont alors formés [176].

D. Les phénols

Les acides phénoliques, comme I’acide rosmarinique, sont fortement antioxydants et

anti-inflammatoires et peuvent avoir des propriétés antivirales [143].
V.1.3.2. Mécanismes d’action des antioxydants

Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, un antioxydant peut agir contre un
radical libre par défirent maniéres, Leur mécanismes d’action sont divers :

» le captage de I’oxygene singulier

» la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente,

» laréduction de radicaux ou de peroxydes,

» la chélation des métaux de transition ce qui a pour effet de ralentir les réactions de

Fenton [177,178].
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V.1.3.3. Evaluation de la capacité antioxydante par des tests in vitro

Les antioxydants peuvent réduire les radicaux primaires par deux mécanismes : par
transfert d’électron singulet ou par transfert d’atomes d’hydrogeéne. Les méthodes ABTS,
DPPH et PPM jouent sur le transfert d’électron singulet, alors que la méthode ORAC joue sur
le transfert d’un atome d’hydrogene issu de phénomenes d’oxydations [179].

Les méthodes les plus utilisées, en particulier pour les tests in vitro chimiques, pour
analyser les extraits des plantes et de fruits sont la méthode ABTS et la méthode DPPH.

Les résultats de 1’activité antioxydante sont généralement exprimés en fonction d’une
molécule de référence possédant de forte propriété antioxydante connue sous le nom de
Trolox qui est un analogue hydrosoluble de la vitamine E et la vitamine C.

V.2. Activité antimicrobienne

Une des approches courantes pour la recherche des substances biologiquement actives
est le criblage systématique des micro-organismes ou les plantes, qui sont des sources de
beaucoup d'agents thérapeutiques utiles.

Dés la naissance, L’homme se trouve dans un entourage qui est plein de petits étres
vivants (micro-organismes ou microbes), qui vont progressivement coloniser son revétement
cutanéomuqueux. Pour résister a ces micro-organismes de nombreux moyens sont mis en jeu.
On peut schématiquement en distinguer 3 groupes : les barriéres anatomiques, les mécanismes
de résistance naturelle (ou innés) et I'immunité acquise [180].

Ces dernieres années, il y a eu un grand intérét pour la découverte de nouveaux agents
antimicrobiens, due a une augmentation alarmante du taux des infections avec les micro-
organismes résistant aux antibiotiques. Vu leurs petite taille, ils sont échappé de 1’observation,
ils ne sont donc visible qu’au microscope. Les micro-organismes peuvent étre divisés en

quatre grands groupes [181] :
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» Les bactéries
» Les virus
» Les levures et les champignons « mycoses »
» Les protozoaires [182].
V.2.1. Les bactéries

Les bactéries sont définis historiquement comme des micro-organismes vivants
unicellulaires (formé d’une seule cellule).visible au microscope (de 0,5 um a 1pm de largeur
et de 0,5 4 0,8 um de longueur) et appartenant a une zone de transition entre le régne animal et
le regne végétal.

Parmi les organismes unicellulaires, nous trouvons des procaryotes (les
archéobactéries et les eubactéries) et des eucaryotes (les protistes et certains champignons
dont les levures). Elles sont présents un peu partout ; I’air, I’eau, les sols, la peau, etc. Elles
peuvent survivre de facon indépendante, se nourrie et se multiplier comme elles sont dotées
d’un grand pouvoir d’adaptation [181].

La plupart des bactéries se nourrissent de déchet organique en décomposition (plantes
mortes animaux), ce sont les saprophytes ou les mangeurs de déchet.

La majorité des bactéries présentes naturellement chez I'homme ne causent pas
d’effets néfastes a la santé. Certaines sont méme essentielles autant a 1’organisme humain
qu’a I’environnement, comme les bactéries présentent dans les intestins qui aident a digérer.
D’autres bactéries, par contre, sont bel et bien des véritables agents pathogénes qui
provoquent toujours une maladie [183].

V.2.2. Les antibiotiques
La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur 1’usage des

antibiotiques. Ces derniers sont des substances qui en faible quantité ont la capacité soit de
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détruire les bactéries (effet bactéricide), ou d’inhiber leur croissance (effet bactériostatique)
[184]. Au sens strict, les antibiotiques sont des produits élaborés par des micro-organismes,
mais on inclut généralement parmi eux les dérivés semi-synthétiques et les produits
entierement synthétiques.

Un antibiotique possede les caractéristiques suivantes :

» Toxicité sélective pour les bactéries ou les mycoses.

» Mécanisme d’action précis avec une cible spécifique dont il bloque la fonction
physiologique.

» Actif en milieu organique et capable de diffuser.

La prescription a grande échelle et parfois inappropriée de ces agents peut entrainer la
sélection de souches multi-résistantes d’ou 1’importance d’orienter les recherches vers la
découverte de nouvelles voies qui constituent une source d’inspiration de nouveaux
médicaments a base des plantes (les polyphénols notamment les flavonoides et les tannins)
[185,186].

V.2.3. Les bactéries étudiées
A.  Pseudomona aeruginosa

Le genre pseudomonas est fait de bacilles mobiles aérobies stricts, se cultive
facilement sur les milieux usuels. C'est une bactérie gram-négative, ces bacilles fins sont de
1.5 2 3 um de long et 0.5 a 0.8 um de large et droits. Ce germe est ubiquitaire du sol, de 1’air
de l'eau ou sur les végétaux. On le trouve souvent dans l'environnement hospitalier, surtout
dans les endroits humides. Pseudomona aeruginosa (ou bacille pyocyanique) se caractérise
par la pigmentation bleu-vert de ses colonies [187]. Il s’agit de bactéries résistantes pour

plusieurs antibiotiques [188].
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Elle est responsable de 10 % de I’ensemble des infections nosocomiales, occupant le

3" rang aprés E. coli et S. aureus, mais le 1° rang pour les infections pulmonaires basses et

le 3°™ rang pour les infections urinaires [189].
B.  Salmonella typhimurium
Salmonella (bacille a Gram négatif) est la premiére cause de toxi-infections
alimentaires collectives bactérienne dans le monde, elle est I’une des préoccupations majeures
des laboratoires de contrdle de qualité alimentaire. S. Typhimurium est largement répandue
dans les différents réservoirs animaux (porcs, bovins, volailles...) et dans certaines denrées
destinées a I’homme [190].
C.  Escherichia coli

C’est une bactérie a gram négatif [191], apparentant a la famille des Entérobactérie,
souvent mobiles, mais parfois immobiles, isolées pour la premicre fois par Thomas Escherich
en 1855. C’est I’espeéce dominante de la flore aérobie du tube digestif.

Sa longueur varie de 2 a 6 um, alors que sa largeur est de 1,1 a 1,5 pm [192]. E. coli
est la bactérie la plus fréquemment impliquée dans les infections urinaires. Elle peut aussi
provoquer des diarrhées par des mécanismes trés divers, ainsi que diverses infections
communautaires ou nosocomiales [193].

Escherichia coli (E. coli) se développe sur gélose ordinaire, fermente le glucose, le
mannitol et le lactose avec production importante de gaz. La présence d'E. coli dans
I'environnement est le témoin d'une contamination fécale. C’est pour quoi on procede
systématiquement a sa détection dans les eaux d’alimentation [194].

D. Lalevure Candida albicans

Les levures sont typiquement unicellulaires, quoique trés souvent les cellules restent

collées les unes aux autres apres la division cellulaire [195].
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Candida albicans est 1'espéce de levure la plus connue du genre Candida. Au
laboratoire médical, la culture en boite pétri donne des colonies qui sont grandes, rondes, de
couleur blanche ou créme. Le genre Candida comprend 81 espéces de champignons
lévuriformes. Candida albicans est la plus souvent a I’origine de la plupart des manifestations
pathologiques chez ’homme. C’est un champignon fréquemment retrouvé au niveau de la
bouche, sur la peau, et du tractus gastro-intestinal de plusieurs personnes normales.

Parmi les conditions favorisant une infection a candida, notons le diabéte, la grossesse,
les antibiotiques, les cortico- stéroides et toute maladie pouvant affecter 1’état général d’un
individu. La nystatine (Mycostatin) est tres efficace dans le contrdle des infections muco-
cutanées [196]. Cette espece est responsable de plus de 80 % des infections connues sous le
terme de candidose, comme les infections superficielles cutanées, infections superficielles
muco- cutanées [197].

E.  Staphylocoques aureus

Les espéeces Staphylococcus aureus sont des cocci a Gram positif, de forme sphérique,
avec un diamétre de 0.8 a 1 um. Elles sont regroupées en diplocoques ou en petits amas
(grappe de raisin) [198]. Ce type de bactéries sont immobiles, sporulés, habituellement sans
capsule. De nombreuses souches de Staphylococcus aureus produisent un pigment jaune doré
[187]. Elles sont la cause de la méningite, 1’ostéomyélite et la diarrhée [188].

Staphylococcus aureus est un germe aérobie - anaérobie facultatif [198], doit son nom
d’espece a I’aspect pigmenté de ses colonies. Il développe rapidement des résistances aux
antibiotiques et les souches hospitaliéres ne sont souvent sensibles qu’aux glycopeptides [18].
Cette espece (staphylocoque doré), tient une place trés importante dans les infections
communautaires et nosocomiales [199]. Elle représente 1’agent commun des infections

postopératoires de blessures, endocardite aigue, intoxication alimentaire [200].
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Les symptomes de 1'intoxication a staphylocoques sont :

A\

Altération de 1'état général et Ficvre élevée,
> Nausées ou vomissements,
> Douleurs abdominales et musculaires,
» Mal de gorge, Diarrhée et Céphalées (maux de téte),
» Apparition d'une plaque rouge caractéristique, apparaissant dans les deux jours apres
le début de la maladie et susceptible de se généraliser. Quelquefois, elle est confinée a une
seule zone

F. Klebsiella pneumoniae

Les Klebsiella sont des Enterobacteriaceae bacilles gram négatif, immobiles et
capsulées qui fermentent le glucose. Ce sont des bactéries ubiquitaires présentes dans le tube
digestif et dans l'appareil respiratoire des Hommes et des animaux en tant que bactéries
commensales. Elles sont fréquentes dans les selles et peuvent étre un indicateur d'une
contamination fécale. Elles sont abondantes dans le sol, les eaux et sont des fixateurs de
'azote atmosphérique.

Klebsiella pneumoniae détermine des infections respiratoires (pneumonies, abces
pulmonaires, pleurésies), des infections intestinales. Elle est également responsable
d'infections nosocomiales.

G. Enterobacter

Enterobacter est un genre de bactérie appartenant a la famille des Enterobacteriaceae.
Il s'agit d'un bacille a coloration de Gram négatif, mobiles, mesurant 0,6 a 1 pm de diameétre et
1,2 2 3 um de longueur, leur température optimale de croissance est de 30°C. L’ Enterobacter

est reconnue par sa résistance aux agents antibactériens.
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La famille des Enterobacteraceae, comprenant de nombreuses especes, IIs peuvent
étre isolés a partir d’infections urinaires ou de plaies, et pouvant étre pathogénes pour
I’homme. Les souches du genre Enterobacter sont souvent responsables d’infections
nosocomiales (I’'une des bactéries les plus fréquemment impliquées dans les infections
respiratoires et urinaires nosocomiale).

V.2.4. Méthodes d’étude de I’activité antibactérienne

L'antibiogramme (ATB) a pour but de déterminer les Concentrations Minimales
Inhibitrices (CMI) d'une souche bactérienne vis-a-vis des divers antibiotiques. Par définition
(O.M.S), la CMI est la plus faible concentration d'antibiotique capable de provoquer une
inhibition compléte de la croissance d'une bactérie donnée, appréciable a 1'ceil nu [201], apres
une période d'incubation donnée. La détermination de cette valeur est peu précise mais elle est
consacrée par l'usage et elle bénéficie d'une masse importante d'informations recueillies a son
sujet [202].

Les méthodes utilisées pour évaluer l'activité antimicrobienne in vitro sont nombreuses
et donnent parfois des résultats différents selon les conditions expérimentales adoptées par
chaque manipulateur. Deux genres de techniques sont utilisables :

A. Méthode de diffusion

Les disques de papier buvard imprégnés d’une quantité définie d’antibiotique sont
déposés a la surface d’un milieu gélosé (milieu de Miiller Hinton) préalablement ensemencé
avec une suspension de bactéries. A partir du disque, I’antibiotique diffuse dans la gélose, sa
concentration étant d’autant plus faible qu’on s’éloigne de la source (gradient de
concentration). Aprés incubation du milieu de culture (18 h a 37 °C), on constate que chaque

disque est entouré d’une zone d’inhibition de la croissance bactérienne : la multiplication des
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microorganismes s’arréte la ou il existe dans la gélose une concentration d’antibiotique
supérieure ou égale a la concentration minimale inhibitrice (CMI) [203].

On mesure le diametre d’inhibition de la croissance bactérienne et on en déduit la valeur
approchée de la CMI de 1’agent antimicrobien vis a vis de la souche étudiée (I’aire circulaire
qui entoure le disque et qui ne montre aucune culture visible permet de mesurer le diameétre
d’inhibition qui indique le degré de sensibilité de la bactérie) [204].

B. Méthode de dilution

C’est la méthode de référence, qui peut étre pratiquée en milieu solide et liquide,
lorsque la mesure de la CMI est effectuée selon une technique en milieu liquide, on distribue
dans un premier temps, dans une série de tubes a hémolyse stériles (ou dans les capsules
d’une plaque), sous un méme volume, des concentrations décroissantes d’antibiotique que
I’on ensemence avec un inoculum calibré de la souche étudiée. Aprés 18 a 24 h d’incubation a
37°C, la plus faible concentration de la gamme produisant I’inhibition de la culture
microbienne est qualifiée de CMI.

Le principe de la technique en milieu solide est identique, différentes concentrations
d’antibiotiques sont incorporées dans une série de boites qui contiennent un milieu nutritif
solide par la présence de gélose. L’intérét de cette technique en milieu solide réside dans la

possibilité d’étudier un grand nombre de souches bactériennes [203].
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VI- ETUDE PHYTOCHIMIQUE DES ESPECES ETUDIEES
VI.1. La famille des Euphorbiacées
VI.1.1. Position systématique de la famille des Euphorbiacées

Les Euphorbiacées sont I’une des familles les plus vastes et les plus cosmopolites, cette
famille de plantes a fleurs comprend environ 300 genres pour environ 10 000 espéces [204-
207].

C’est la 4°™ famille par ordre d'importance au plan mondial aprés les Astéracées, les
Fabacées et les Orchidacées. Ce sont des plantes cosmopolites, mais essentiellement
tropicales, subtropicales [208]. Elles possédent généralement dans leurs tissus une substance
laiteuse caractéristique de la famille.

La famille Euphorbiacée et plus spécifiquement le genre Euphorbia L. n’est pas assez
connue sur le plan systématique. Des tendances a la division se manifestent souvent. Par
exemple Webster [209] a élaboré la classification botanique suivante :

Taxon : Rhizophytes
Embranchement : Spermaphytes
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Sous-classe : Dialypétales

Série : Thalamiflores

Sous-série : Méristémones

Ordre : Tricoques

Famille : Euphorbiaceae

Sous-famille : Euphorbiadeae.
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VI.1.2. Caracteres morphologiques généraux de la famille des Euphorbiacées

La famille des Euphorbiacées comprend des arbres, des plantes arborescentes, des
buissons, des lianes, et des plantes herbacées annuelles ou vivaces [210,208].

Cette famille possede généralement dans leurs tissus une matiere visqueuse de couleur
blanche, lait perlant a la cassure appelée latex, irritant pour les yeux et provoquant des
rougeurs sur la peau.

L’ Euphorbiacée pousse partout, sauf dans les régions antarctiques et les sommets des
hautes montagnes [211]. Cette famille est trés hétérogeéne, les plantes qui la constituent varient
a la fois par leur appareil végétatif ainsi que par la structure de leurs fleurs [204,211].

Les fleurs sont déclines et rarement isolées, chez certains genres réunies en
inflorescences appelées cyathes (une fleur femelle entourée de quelques fleurs males) comme
dans le genre Euphorbia.

La fleur est cyclique, achlamyde ou haplochlamyde et dans ce cas, actinomorphe et
sépaloide, trimére ou pentameére, hypogyne et unisexuée. Les sépales, lorsqu’ils sont présents,
sont libres ou soudés par la base. Fleurs males peut compter de 0 a un nombre indéfini de
sépales et avec une a plusieurs étamines, fleurs femelles elles aussi généralement dépourvue
de pétales, compte de 0 a un nombre indéfini de sépales, et a ovaire surmonté de 3 styles et
triloculaire (d’ou le nom de tri-coques donné aussi a cette famille).

Les feuilles, de formes trés variables, sont généralement alternées et simples, opposées
ou verticillées, entiéres ou finement dentées [204,208], souvent tres réduites chez les especes
succulentes. Certains genres et espéces possedent cependant des feuilles opposées et palmées.
Des glandes sécrétrices sont généralement présentes sur le pétiole, le limbe et la marge du

limbe.
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Les fruits tiennent une place importante dans la classification générique de la famille,
Ils se présentent généralement sous forme d’une capsule a 2 ou 3 loges tri-coque, & un
schizocarpe a déhiscence explosive. La graine est albuminée et caronculée [204,208].

VI.1.3. Présentation du genre Euphorbia

L’Euphorbia vient du latin Euphorbia, plus avant de Euphorbus, nom du médecin grec
du roi Juba IT de Mauritanie, au 1" siécle avant Jésus Christ, et conservé par Linné [212].

Les plantes du genre Euphorbia sont connue par leur noms vernaculaires « bouhliba »,
qui signifie plante a séve laiteuse [213], ce genre constitue un groupe numériquement tres
important. C’est le genre le plus représentatif de la famille des Euphorbiacées avec presque
2000 especes connues [204, 208, 212].

Les Euphorbes qui s’inscrivent dans le genre Fuphorbia L, sont des végétaux de forme
et de taille trés variable, caractérisés par une inflorescence trés particuliére (cyathium), et par
la présence d’un suc laiteux (liquide blanc) collant et irritant appelée latex (Figures 28 et 29).
Elles sont présentes dans pratiquement tous les milieux écologiques sauf dans les sommets

des hautes montagnes.
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Figure 28: Schéma d'un cyathium.
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Figure 29: Latex.

Chez les especes du genre Euphorbia des caractéristiques générales permettant de

reconnaitre une plante appartenant a cette famille : [27,206, 214,215].

Plantes herbacées, arbustes et de nombreuses plantes succulentes ressemblent a
premiére vue a des cactées.
* Les tiges : courtes, couchées, trés ramifiées, étalées en cercle sur le sol.
* Les feuilles : simples et opposées, rarement stipulées.
* Les fleurs: ont une structure quasiment identique, des mercuriales disposées en
grappes plus ou moins allongées se limitant a un stigmate et une étamine, toujours vert vif.
* Les fruits : capsule a 2-3 coques (tricoque) explosif, chacune renfermant une graine
[216].
VIL.1.4. La toxicité du genre Euphorbia
Un grand nombre d’espéces d’Euphorbiacées, sont toxiques pour I'homme et les
animaux aussi [19].
Les plantes du genre Euphorbia exsudent un latex blanc depuis toutes leurs parties qui
apparait a la cassure (tiges, feuilles, fruit et racines). Ce latex voisin du caoutchouc,

I'euphorbone (C1sHp40) [217] est toxique : corrosif, purgatif et provoque des rougeurs sur la
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peau, des érythémes ou des phlycténes [213]. Egalement trés irritant pour les yeux, il entraine
par simple contact, réputé pour faire disparaitre les verrues. Une fois absorbé, le latex entraine
des symptdmes plus ou moins séveres de gastro-entérite et d’inflammation des muqueuses du
tube digestif [213].

Cette grande toxicité est liée a la présence d’esters diterpéniques (des esters de
phorbol) de structure complexe (tiglianes, daphnanes, ingénanes) [218,219].
VI.1.5. Utilisation en médecine traditionnelle

Du fait de l’origine polygénétique des Euphorbiacée et leur grande diversité tant
botanique que chimique [220] les plantes Euphorbiacées sont largement et universellement
utilisées dans le traitement d’un bon nombre de maladies [213,221].

Le genre Euphorbia a fait I’objet de nombreux travaux scientifiques mettant en
évidence des activités variées: anti-tumoral, apoptotique, cytotoxique, antivirale,

antibactérienne, antifongique (Tableau 2).
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Tableau 2: Activités biologiques du genre Euphorbia.

Nom scientifique parties utilisées Activités références
E. myrsinites Latex Anthelminthique 222-223
E. heteradena Jaub. | Latex Anti-constipation 224
Euphorbia sp latex, tiges Anti-constipation 225

E. peplus Latex Antibactérienne 226

E. chamaesyce partie aérienne anti-tumorale 227

E. tirucalli anti-arthrite 228

E. thymifolia Antivirale 229

E. wallichii Racines cytotoxique et antibactérienne | 230

E. hirta partie aérienne antalgique et anti-inflammatoire | 231

E. guyoniana Boiss | Latex Antivirale 213

E. polyacantha ige anti- inflammatoire 232

E. helioscopia Latex Antiscorbutique 233

E. milii partie aérienne Analgésique 234

E. pulcherrima L Latex Allergique 235
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VI.2. ESPECES ETUDIEES
VI1.2.1. Euphorbia biumbelleta
1. Taxonomie
La classification botanique d’Euphorbia biumbelatta Poir est résumée sous forme

d’arbre phylogénique [236].

REGNE

Plantaes

FAMILLE

Euphorbiacee

GENEE

Bupharbia

ESPECE

Euphorbia birenbellata
Poir

Figure 30: Classification de I’espece Euphorbia biumbelatta.
2. Nomenclature
Le nom scientifique de 1’espéce est Euphorbia biumbellata Poir [237], et appelé

également Euphorbe a double ombelle en francais, et Clustered Spurge en anglais.
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3. Présentation et description
Cette euphorbe se rencontre partout dans la région méditerranéenne (Sables et coteaux
du littoral méditerranéen). C'est une espece vivace de 30-80 cm, glabre, a souche épaisse avec
des feuilles étroitement lancéolées, tiges droites, simples, herbacées, dressées, raides,
terminées par 2 ou 3 ombelles semblables, superposées séparées par un espace nu et bien

définies dans la partie supérieure de la tige. Il fleurit en Avril - juin [237]

Figure 31: Euphorbia biumbelatta (photo prise par F.Zeghad, 2014).
4. Données phytochimiques

Contrairement a d’autres espéces similaires du genre Euphorbia (E. helioscopia, E.
hirta.) qui ont fait I’objet de nombreuses études, Fuphorbia biumbellata est I’'une des espéces
les moins étudiées. Cette plante n’a jamais fait ’objet d’une étude ou investigation chimique
ou biologique préalable.

Par contre, plusieurs études phytochmiques ont été réalisées pour identifier les
différents composés chimiques chez Euphorbia hirta .Ces analyses ont montré la présence des

flavonoides, tannins, triterpénes, huiles essentiels et phytosterols [238-242].
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Cette plante est utilisée en médicine traditionnelle en raison de ses différentes
propriétés pharmacologiques : cytotoxique, pro-apoptotique [243], antitumorale [239],
antimicrobienne [244,245], et antioxydante [246]

L’étude phytochimique et biologique réalisée par Ogbulie en 2007 [247], a montré que
I’extrait éthanolique d’Euphorbia hirta présente une bonne activité antibactérienne et
toxicologique.

E. hirta est une plante médicinale qui a été traditionnellement utilisée dans le
traitement de nombreuses maladies : la plante enticre a été utilisée pour lutter contre la fievre,
la bronchite [248], et la diarrhée [249]. Les feuilles fraiches ont été utilisées dans le traitement
des affections de la peau [247].

E. helioscopia .L a été intensivement étudiée, différents types de métabolites
secondaires, tels que triterpéneoides , diterpénoides, des flavonoides, des tanins et des lipides
ont été isolés de cette espece [250-252].

Basé sur des enquétes ethnobotaniques ; il a été enregistré que E. helioscopia est
utilisé comme vermifuge et purgative [253].

En outre, le suc laiteux des feuilles et tiges fraiches sont utilisées pour libérer le pus
[254]. Ainsi comme un antiscorbutique et diaphorétique [255]

La plante entiére a une grande importance médicinale, souvent utilisé pour traiter
l'ascite, I'cedéme, la tuberculose pulmonaire, la teigne, le paludisme, la dysenterie bacillaire et
I'ostéomyélite lymphoide tuberculeuse cervicale [256-259].

Les graines mélangées avec poivrons rotis ont été utilisés dans le traitement du choléra
[260].

Cette plante aussi connu comme especes toxiques qui causent la diarrhée, la fatigue

générale, la dysenterie, le vertige et 1'anoxie [261].
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VI1.2.2. Euphorbia dendroides L.
1. Taxonomie
La figure 34 donne la classification botanique d’Euphorbia dendroides, cette

classification est présentée sous forme d’arbre phylogénique [262].
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Figure 32: Classification de 1’espéce Euphorbia dendroides.
2. Nomenclature
Le nom scientifique donné a 1’espéce est Euphorbia dendroides L. il est parfois

nommé Euphorbe arborescente ou arbustive en frangais, et Tree Spurge en anglais [262].
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3. Présentation et description
La plante se présente comme un arbuste d'une taille de l'ordre du meétre, pouvant
atteindre exceptionnellement 2 a 3 metres. Les rameaux ne sont feuillés qu'a I'extrémité, le
long de la pousse de I'année.
La floraison se produit en mars-avril. Sa distribution est strictement
eu-méditerranéenne.
D'une maniere trés générale, la plante se rencontre sur des roches calcaires, les graines

murissent jusqu’en aout, ou les fruits secs explosent en projetant les graines.

Figure 33: Euphorbia dendroides.

4. Données phytochimiques
Plusieurs études phytochmiques ont été réalisées sur les différentes parties de
I’Euphorbia dendroides pour identifier les différents composés chimiques chez ce genre.
Ces analyses ont montrés la présence des n-alcanes, cire d’esters, des aldéhydes, des
acides gras, des alcools primaires, des triterpenes et des esters de ’acide benzoique. Ces

composés ont été isolés a partir des feuilles par Giilz [263].
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Les travaux de Corea [264], puis Barile [265] ont montré que le latex d’Euphorbia
dendroides est riche en composés terpéniques (di-terpénes a squelette jatrophane, jatrophanes
modifies et des di-terpénes), et qu’il posséde un pouvoir cytotoxique important.

D’autres analyses ont monté aussi que le latex de I’Euphorbia dendroides est une
source riche des Protéases, et qu’il a une activité proteolytique [266].

une autre étude réalisée par Bankovic [267] sur les ditepénes lactones isolés
d’Euphorbia dendroides a montré qu’ils ont une activité anti-tumorale significative.

Plus récemment, il a ét€ mentionné que les terpénes du genre dendroides possédent
une modeste in-Vitro activités anti-tumoral, pro-apoptotique [244], et une bonne activité anti-
P-glycoproteine [268].

Les extraits éthanoliques des feuilles, des tiges et des racines d’Euphorbia dendroides
ont manifesté une activité antibactérienne sur les souches a Gram +, Gram - et les souches
fongiques [269].

En ce qui concerne les graines, elles sont riches en acides gras; Myristique,
Palmitique, Stearique, Oleique, Linoleique, Linolenique, Arachidique, Behenique, -
Tocopherol et ¥-Tocopherol [270].

VI1.2.3. Euphorbia terracina
1. Taxonomie
La classification botanique d’Euphorbia terracina peut €tre résumée sous forme

d’arbre phylogénique.
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Figure 34: Classification de I’espece Euphorbia terracina [271]

2. Nomenclature
Le nom scientifique de la plante est Euphorbia terracina .et appelé aussi Euphorbe de
Terracine en francais, et Coastal Spurge en anglais [272].
3. Présentation et description
Plante vivace de 10-50 cm, glabre, a souche épaisse ; tiges nombreuses, dressées ou

couchées-diffuses, simples ou a quelques rameaux floriféres sous 1’ombelle ; feuilles
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nombreuses, ovales, ombelle a 2-5 rayons plusieurs fois bifurques ; capsule de 3-4 mm,
trigone, glabre et lisse ; graines ovoides-tronquées, blanchétres, lisses.

Elle se rencontre dans la région méditerranéenne, Il fleurit en Avril a septembre [273]

Figure 35: Euphorbia terracina.

4. Données phytochimiques
Les travaux phytochimiques effectuées sur ’espéce Euphorbia terracina ont montré
que les extraits des feuilles et de la plante entiére contiennent : des tannins, des saponines, des
traces des alcaloides [274] et des coumarines [275].
Cette plante contient également des composés terpéniques [275]. Parmi les composés
terpéniques isolés, nous citerons une étude effectuée sur les parties aériennes de 1’espece F.

terracina. [276] qui a permis d’isoler et de caractériser des diterpénes lactones (Figure 36).
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Figure 36: Composés terpéniques isolés d'Euphorbia terracina.

1: 13a-hydroxyterracinolide B; 2: 13a-hydroxyterracinolide G ; 3 : 15-O-deacétyl-13a
hydroxy-terracinolide A; 4: 13a-hydroxyterracinolide I; 5: isoterracinolide A; 6:
isoterracinolide B

Des extraits réalisés avec différentes parties d’Euphorbia terracina ont montré des
propriétés pharmacologiques significatives (cytotoxique, pro-apoptotique, et antitumorale)
[244, 277, 278].

En ce qui concerne l’activité antibacterienne 1’extrait méthanolique des feuilles
d’Euphorbia terracina a manifesté une activité antibactérienne sur les Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Candida albicans, Klebsiella pneumoniae, et

Bacillus cereus [274].
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I. MATERIELS ET METODES
I.1. Matériels végétaux

La cueillette des plantes a eu lieu durant le printemps 2014, auprés du parc national
d'El Kala, dans le nord-est Algérien [279]. Les matériels végétaux utilisés au cours de notre
étude sont: Euphorbia biumbellata (Spécimen herbier 005_48), [’Euphorbia dendroides
(Spécimen herbier 005_49) et Euphorbia terracina (Spécimen herbier 006_04). Ces plantes
ont été authentifiées par le Docteur T. Hamel, botaniste du Département de Biologie,
Université Badji Mokhtar-Annaba, 1’ Algérie. La partie aérienne (graines et feuilles) de chaque
plante a fait I’objet de notre investigation.

Une fois récoltées, les plantes sont lavées séparément et séchées a la température
ambiante dans un endroit sec et aéré, a I’abri de la lumiére pour éviter la perte des substances
actives.

Apres séchage les différents organes sont finement broyés et mise en poudre a I’aide
d’un broyeur a marteaux. La poudre obtenue pour chaque espece est stockée dans des bocaux
fermés et conservée a I’ombre.

I.2. Réactifs chimiques et appareillage

Tous les produits chimiques et les solvants sont de qualité analytique, généralement
achetés aupres de Sigma-Aldrich ou Fluka (Allemagne). Les standards purs utilisés lors de
I’identification par GC-MS et LC-MS ont été obtenus chez Sigma-Aldrich (Allemagne),
Pyrant Bertrand (France) ou Roth (Allemagne).

Les différents appareils utilisés pour nos analyses sont les suivants :

» un spectrophotometre UV-Vis (Varian Cary 50 scan).
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» un appareil LC-MS Shimadzu de modele LCMS-2020 équipé d’une chaine HPLC
couplée a un détecteur en masse de type quadripdle.
» un chromatographe en phase gazeuse couplé a un spectrophotomeétre de masse (GC—
MS).
I.3. Screening phytochimique
Le screening phytochimique est une technique qui permet de mettre en évidence la
présence ou l'absence d’un certain nombre de groupes chimiques contenus dans un organe
végétal.
Dans notre travail, les essais phytochimiques ont été réalisés selon les techniques
classiques décrites par Harborne [280]. Les résultats seront classés selon :

e testtres positif : (+ + +).

test positif : (+ +).

test faiblement positif : (+).
e test négatif : (-).

Les groupes phytochimiques majeurs qui ont été déterminés sont les suivants :
Les alcaloides, les flavonoides, les tannins, les saponines, les cardénolides, les anthocynes, les
stérols et les terpenes.

Les différents protocoles sont décrits ci-dessous.

1) Test des Alcaloides
Nous avons procédé a une macération sous agitation pendant 2 h de 2 g de la poudre

végétale dans 40 ml de HC1 dilué a 1%, Ce mélange est ensuite filtré. Dans un tube a essai,
introduire Sml de filtrat et ajouter quelques gouttes de réactif de Mayer. L’apparition d’une

turbidité ou d’un précipité blanc jaunatre indique la présence des alcaloides.
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2) Test des Flavonoides
Macérer 2g poudre pulvérisée de la maticre végétale dans 40ml de HCI dilué 1%
pendant 24h. Apres avoir filtré le mélange, prendre 2 ml du filtrat, le rendre basique par
I’ajout NH,OH.
L’apparition d’une couleur jaune claire dans la partie supérieur du tube indique la
présence des flavonoides.
3) Test des Tanins
La présence des tanins est mise en évidence en prenant 2g de poudre végétal, les
macérer dans 20 ml d’une solution hydro-alcoolique chaude de C;HsOH a 1% pendant 2
heures, le mélange est filtré sur papier filtre puis tester le filtrat avec quelques gouttes d'une
solution de FeCl; a 2% (2g FeCl; dans100ml de C,HsOH). En présence de tanins, il se
développe une coloration verdatre (tanins cathéchiques) ou bleu — noir (tanins galliques).
4) Test des Saponines
Test de mousse : On introduit 2g de matériel végétal dans une fiole renfermant S0ml
de H,O, on maintient a I’ébullition pendant 5 minutes puis on filtre le mélange et on laisse
refroidir.
Quelques millilitres du filtrat sont mis dans un tube a essais puis la solution est fortement
agitée pendant environ 30 secondes puis on laisse reposer quelques secondes. L'apparition

d'une mousse indique la présence des saponines.

. Pas de mousse = test négatif

. Mousse moins de 1 cm = test faiblement positif
. Mousse de 1-2 cm = test positif

. Mousse plus de 2 cm = test tres positif.
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5) Test des Cardénolides
Macérer 2g de la poudre pulvérisées dans 40ml d’eau distillée pendant 2h.
Filtrer et prélever 10 ml du filtrat, I’extraire avec un mélange de 10 ml de CHCl; et de
C,HsOH.
Evaporer la phase organique et dissoudre le précipité dans 3ml de CH;COOH. Ajouter
3 a 4 gouttes de FeCls a 2% suivi de 0,5ml de HSO4 concentré sur les parois du tube a essai.
L’apparition d’une couleur vert-bleu dans la quantité d’acide indique la présence des
cardénolides.
6) Test des Anthocyanes
Ce test repose sur le changement de la couleur de I’infusé a 10% avec changement du
pH. On ajoute a 1 ml de I'infusion quelques gouttes de HCI pur, On a un changement de la
couleur (I’apparition d’une coloration rose- rouge). On rajoute quelques gouttes de NH,OH, le
changement de la couleur une deuxiéme fois (bleu violacé) indique la présence des
anthocynes.
7) Stérols et terpénes
1 g de drogue séche est mis a macérer en flacon bouché avec 20ml d’éther de pétrole
ou du toluéne pendant 24 h. Le résidu obtenu apres filtration et évaporation est dissous dans
I’anhydride acétique. L’addition d’une goutte de H,SO, pur développe, en présence de
produits stéroliques ou terpeniques, une coloration mauve ou marron virant au vert.
8) Lipides
On met 50 ml d’hexane sur 3g de poudre. On laisse le mélange au repos pendant 24
heures. Apres filtration, Le solvant est évaporé sous pression réduite a 40°C. L’extrait obtenu

est un extrait lipidique brut (huile).
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1.4. Dosages des composes phénoliques

L’étude quantitative des extraits bruts au moyen des dosages spectrophotométriques
avaient pour objectif la détermination de la teneur totale des polyphénols totaux, des
flavonoides, et des tanins. Trois courbes d’étalonnages ont été tracées pour cet objectif et
réalisées pour chaque type de dosage (figures 1, 2 et 3). Les résultats en équivalent acide
gallique, catéchine ou quercétine selon le cas, sont exprimés en g/100g de matic¢re seéche.
1.4.1. Dosage des polyphénols totaux (PPT)

Pour le dosage des polyphénols totaux, nous avons utilisé la méthode de Folin-
Ciocalteau [281].

A. Préparation des extraits

1 g de poudre de matiere végétale est extrait avec 10 ml d’eau distillé, éthanol,
méthanol, et de méthanol-eau (7:3) pendant 24 heures dans 1’obscurité. Le filtrat obtenu est
utilisé pour I’analyse.

B. Principe

Le réactif utilisé « Folin - Ciocalteu » est constitué par un mélange de complexes des
acides phosphotungstique (H3PW2049) et phosphomolybdique (H3PMo0;2049) de couleur
jaune.

Le principe de la méthode est basé sur 1’oxydation des composés phénoliques par ce
réactif et la formation d’un nouveau complexe de tungsteéne (W30O,3) et de molybdene
(MogOy3) [282], de couleur bleu. Cette coloration bleue dont I’intensité est proportionnelle
aux taux de composés phénoliques présents dans le milieu donne un maximum d’absorption a
750 nm. [7]. Le dosage de PPT se fait par la comparaison de 1’absorbance de la solution

étudiée a celle obtenue par un étalon de concentration connue qui est I’acide gallique.
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C. Mode opératoire

Le protocole utilisé au laboratoire est basé sur celui décrit par Kim et al, [283] en y
apportant quelques modifications :

Iml d’extrait de plante convenablement dilué ou la solution d’acide gallique (10, 20,
40, 60, 80, 100 mg/L) est introduit dans une fiole jaugée de 25 ml contenant initialement 9 ml
d’eau distillée. On ajoute ensuite 1 ml du réactif de Folin et on agite. Aprés 5 min, une
solution de Nay,CO3 a 7 % (10 ml) est ajoutée tout en agitant. La solution est immédiatement
diluée et ajustée au trait de jauge avec de l'eau distillée et le mélange est agité
vigoureusement.

Aprées une incubation de 90 min a 23°C et a I’abri de la lumicre, I’absorbance est lue a
750 nm avec un blanc fait a partir d’eau distillée a I’aide d’un spectrophotométre.

La teneur des composés phénoliques est exprimée en g équivalent d’acide gallique
EAG /100 g du poids sec de matiere séche. Tous les essais sont réalisés en triplicata.

La teneur en polyphénols des échantillons analysés sont déterminées par la relation
suivante :
Teneur en polyphénols (mg /100 g) =100 (C V) / m.

C : Concentration de I’extrait.

V : Volume de solvant utilisé pour I’extraction (en litres).

m : Masse en grammes de la prise d’essai.
1.4.2. Dosage des flavonoides totaux (FVT)

L’estimation de la teneur en flavonoides totaux des extraits par la méthode
colorimétrique est faite selon la méthode utilisée par Kim et al [283] avec quelques

modifications.
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A. Préparation des extraits

1 g de poudre de matiere végétale est extrait avec 10 ml d’eau distillé, éthanol,
méthanol, et de méthanol-eau (7:3) pendant 24 heures dans I’obscurité. Le filtrat obtenu est
utilisé pour I’analyse.

B. Principe
Les flavonoides possédent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5 qui est
susceptible de donner avec le groupement CO, un complexe coloré avec le chlorure
d’aluminium en présence de la soude.

Le principe de la méthode est basé sur 1’oxydation des flavonoides par ces réactifs,
elle entraine la formation d’un complexe brunatre qui absorbe dans le visible a 510 nm. La
comparaison de la D.O (densité optique) observée a celle obtenue par un étalon de catéchine
de concentration connue permet d’évaluer la teneur totale en flavonoides.

C. Mode opératoire

Les flavonoides totaux sont évalués par colorimétrie. La méthode consiste a placer
d’une maniére successive dans des fioles jaugées de 10 ml contenant au préalable 4 ml d’eau
distillée, I’extrait convenablement dilué¢ (1ml) ou la solution du composé étalon, quercétine
(20, 40, 60, 80, 100 mg/1).

A T’instant t = 0, on y introduit 0,3 ml de NaNO; a 5 % (p/v). A t =5 mn on y ajoute
0,3 ml de AICI; a 10 % ; 6 minutes apres, on y ajoute 2 ml de NaOH a 1M. Immédiatement le
mélange réactionnel est dilué avec 2,4 ml d’eau distillée et agiter vigoureusement.
L’absorbance de la solution rose est déterminée a 510 nm contre un blanc (contenant du
méthanol) a I’aide d’un spectrophotomeétre. La teneur en flavonoides totaux des différentes

parties des trois plantes est exprimée en équivalents de g de quercétine par 100 gramme de
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plante séche ( g EQ/ 100g Ms ). Tous les essais sont reproduits au moins trois fois dans les
mémes conditions.
La teneur en flavonoides des échantillons analysés sont déterminées par la relation suivante :

Teneur en flavonoides totaux (mg /100 g) =100 (C V) / m.

1.4.3. Dosage des tannins condensés (TC)
A. Principe
Les tanins condensés sont estimées en utilisant la méthode de vanilline en milieu acide
[284,285]. Cette méthode est basée sur la capacité de la vanilline a réagir avec les unités des
tanins condensés en présence d’acide. Les tanins condensés réagissent avec la vanilline pour
produire un complexe coloré (vert) mesuré a 500 nm.
B. Mode opératoire
Pour évaluer ces tanins condensés, 5 g de matiére seéche ont été lixiviés dans le n-
hexane, le résidu obtenu est séché a température ambiante. Ensuite, un mélange formé de 0,5
g de résidu avec 15 ml d’une solution de méthanol-HCI (1 %) est préparé dans un tube a essai.
Le mélange obtenu est vortexé puis placé dans un bain-marie a 35°C pendant 20 minutes sous
agitation.
Apres incubation et centrifugation, le surnageant est récupéré. 1 ml du filtrat est
prélevé et mélangé avec 3 ml d’une solution de la vanilline/méthanol-HCI (4%, m/v). Cette
derniére est formée de 4 g de vanilline et 100 ml de méthanol-HCI (8%).

Toutes les solutions ainsi que les blancs sont préparés dans les mémes conditions.
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Les tubes obtenus sont de nouveau incubés et laissés réagir a 35°C pendant 20
minutes. Aprés la deuxieme incubation 1’absorbance de chaque solution obtenue est
directement mesurée a 500 nm.

Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions
opératoires en utilisant la catéchine comme contrdle positif. Ce qui permet d’exprimer la
concentration des tannins condensés en g équivalent de catéchine par 100 g de matiere séche
(g EC/100g MS).

L.5. Identification des composés phénoliques (LC-MS)

La LC-MS est une méthode d’analyse qui permet de combiner les qualités de
séparation de la chromatographie liquide avec les capacités de détection de la spectrométrie
de masse. Ceci permet de faciliter I’identification et/ou la quantification de nombreuses
substances.

A. Préparation des extraits

La méthode consiste a macérer la maticre végétale (1g) dans le méthanol/H,O :7/3. Le
mélange est mis en agitation pendant 24 heures puis centrifugé et filtré a travers un filtre
(PTFE) de 0,45 pum. L’extrait hydro-méthanolique obtenu est conservé a 4°C jusqu’a
I’ utilisation.

B. Parametres de séparation

L’appareil LC-MS Shimadzu de modele LCMS-2020 est équipé d’un chaine HPLC
couplée a un détecteur en masse de type quadripdle. La colonne Gemini C18 phase inverse
utilisée possede les caractéristiques suivantes : diametre de particules 3 um, diamétre interne
4.6 mm, longueur de colonne 150 mm.

Parametres de séparation en chromatographie :
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Volume d’injection : 20 pL

Débit : 0,6 mL/min

Colonne thermostatée a 30°C

Phase mobile a deux voies (A) eau acidifiée a 0.5% avec de I’acide
formique et (B) acétonitrile.
C. Gradient d’élution

Le gradient d’élution mis en place est le suivant :

0-15 min : gradient linéaire 90:10 a 50:50

15-16 min : gradient linéaire 50:50 a 10:90

16-20 min : élution maintenue a 10:90

20-21 min : gradient linéaire 10 :90 a 90 :1021-25 min : élution maintenue a
90:10
Ce gradient permet d’obtenir une bonne séparation des composés étudiés. Il comprend en
outre une phase de rincage puis une phase de rééquilibrage de la colonne. Les composés sont
€lués par degré de polarité décroissante.
D. Parametre d’ionisation et de détection

e température de source : 350 °C

* température de la ligne de désolvatation : 250 °C

e tension de spray : -4 kV

e gaz de nébulisation : 1,5 L/min

e gaz de séchage : 10 L/min
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La détection est réalisée en mode négatif en full scan de 0 a 1000 Da. Apres identification des
composés, la quantification est faite en mode SIM (Selected Ion Monitoring) afin
d’augmenter la sensibilité.

I.6. Etude de la composition chimique des huiles fixes (GC-MS)

La GC-MS (Chromatographie en phase Gazeuse couplée a la Spectrométrie de Masse)
est une technique d’analyse qui permet d’une part de séparer des composés d’un échantillon
en phase gaz puis de les détecter et de les identifier en fonction de leur rapport m/z.

Pour réaliser 1’étude de la composition chimique des huiles nous avons utilisé un
GCMS de type Perkin Elmer-MS Clarus 500. La phase stationnaire est formée de 5% de
diphényle et 95% de diméthyle polysiloxane. Le gaz vecteur utilisé est ’hélium dont le débit
est de 0,75 ml/min. Le gradient de température du four varie de 150 °C a 300 °C avec une
augmentation de 10 °C par minute.

Le détecteur utilisé pour I’enregistrement des spectres est couplé a un spectrométre de
masse quadrip6le avec une gamme qui varie entre 40 et 600 m/z avec 0,1 scan/s et une
énergie d’ionisation d’électrons de 70 eV. La température de la source, de la ligne de transfert
et du détecteur est de 250 °C.

e Parametres de séparation

La GC-MS Shimadzu utilisée est de modele GC-2010 Plus constitué d’un détecteur de
type quadripdle.

La colonne ZB-5MS apolaire utilisée a les caractéristiques suivantes : 30 meétres de
longueur, 0,25 mm de diamétre interne et 0,25 mm d’épaisseur de film.

* Les conditions d’analyse GC-MS sont les suivantes :

* débit du gaz vecteur (hélium) : 1 mL/min
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* volume injecté : 2 uL

* injection en mode split

* température de I’injecteur : 300 °C

» gradient de température : 60 °C pendant 3 min ; rampe de 10 °C/min jusqu’a 300 °C
maintenue pendant 3 min (30 min au total)

* ionisation par impact électronique (IE) a 70 eV

* température de source : 200 °C.

Les composés détectés au sein des huiles ont été identifiés grace a une bibliotheque de
spectres de masse basée sur la fragmentation de composés de référence (base de données
NIST 11). Pour les hypotheéses d’identification des pics, les spectres avec les taux de
similitude les plus élevés sont retenus puis comparés avec les données disponibles dans la

littérature pour les plantes étudiées.

I.6.1. Extraction de I’huile fixe

L’extraction des huiles fixes est réalisée avec de 1’hexane comme solvant. 50g de
graines pulvérisées mises en macération dans 200 ml d’hexane pendant 24 h. Apres filtration,
le solvant est évaporé au Rotavapeur sous pression réduite a 40 °C. L’huile résiduelle qui va
étre conservée au frais (+4°C) dans de petits piluliers en verre et utilisée pour le reste du

travail analytique.
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Materiel végetal sec pulverise

Macération 24 h dans le hexane

Marc

M

Solution organique

Evaporation

Huile fixe

Figure 37: Extraction des huiles fixes.

> Détermination du rendement

Le rendement d’huile fixe obtenu (figure 38) est le rapport entre le poids de I’huile

extraite et le poids de la plante a traiter. Le rendement, exprimé en pourcentage est calculé par

la formule suivante :

Rdt = (Py/ P, ) x 100

¢ Rdt : Rendement (%).

* Pg: Poids de I’huile en grammes.

* P, : Poids de la mati¢re végétale en grammes.
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Figure 38: Huile issue des graines.
1.6.2. Préparation des FAME (Fatty Acids Methyl Esters) des huiles
» Trans-estérification
La méthode d'analyse des acides gras appelés encore triglycérides, repose sur la
réaction de saponification de la fraction lipidique.
De par leur point d’ébullition trop élevé, les Acides Gras (AG) sont des composés non
volatiles, alors ils ne peuvent pas étre analysés directement par la GC.
Pour pallier cet inconvénient ils sont décomposés et dérivatisés en leurs esters
méthyliques par la méthode FAME, ce qui les rend plus volatils.
Dans notre étude, les acides gras méthyles esters (FAME) sont préparés selon la méthode de
Kuksis, A et al, [286] avec quelques modifications.
* Principe
Saponification des glycérides du corps gras, puis estérification des acides gras libérés
en présence de tri-fluorure de bore.
* Mode opératoire
Introduire la prise d’essai dans un ballon approprié (+350mg). Ajouter 6 ml de la

solution méthanoliques d’hydroxyde de sodium a 0.5 N et un régulateur d’ébullition. Adapter
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le réfrigérant sur le ballon. Porter a 1’ébullition a reflux jusqu’a disparition des gouttelettes de
matieére graisse (cette opération dure en général 5 a 10 minutes, mais dans certains cas
exceptionnels peut demander plus de temps).

Dans le mélange maintenu a 1’ébullition, ajouter 7 ml de la solution méthanolique de tri-
fluorure de bore a 15 % par le haut du réfrigérant. Poursuivre 1’ébullition pendant 2 minutes.
Ajouter ensuite au mélange bouillant 5 ml d’hexane, et poursuivre I’ébullition pendant 1
minute.

Arréter le chauffage puis débrancher le réfrigérant. Ajouter un peu de solution saturée
de chlorure de sodium et agiter doucement le ballon plusieurs fois par rotation. Continuer a
ajouter de la solution saturée de chlorure de sodium pour amener la hauteur du liquide au
niveau du col du ballon.

Laisser décanter et transférer environ 1 ml de la couche supérieure (solution
hexanoique) dans un tube a essai et ajouter du sulfate de sodium anhydre pour éliminer les
traces d’eau. La solution est préte pour étre injecté directement a la GC-MS.

L’essai a été répété 3 fois.

1.6.3. Parameétres physico-chimiques de I’huile extraite
Les méthodes utilisées pour déterminer ces paramétres sont des méthodes classiques
AOCS méthodes (American Oil Chemists Society).
1. Indice d’acide
La qualité d’une huile est définie par sa quantité en acides gras libres, plus cette
quantité est faible, plus la qualité de I’huile est importante.
La mesure de I’indice d’acide permet de déterminer cette quantité d’acides gras libres

présents dans une huile.
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Cet indice correspond a le nombre de mg d'’hydroxyde de potassium (KOH) nécessaire
pour neutraliser les acides gras libres (AGL) contenus dans 1 g de matiere grasse.

Un exces connu de potasse alcoolique est ajouté a une solution de corps gras :

R—/<O + HO —— o:<R_ + H0
OH O
La potasse en exces est alors dosée en retour par une solution d’acide chlorhydrique.
* Mode opératoire

Peser dans un ballon ou un erlenmeyer 0,4 g de I’huile. Ajouter 20 ml d'alcool (EtOH)
préalablement neutralisé, on le fait tiédir 1égérement en le trempant dans un bain-marie, puis
ajouter 10ml de solution de potasse alcoolique a 0,2 mol/l et 2 gouttes d'indicateur coloré.
Enfin, on le titre avec 1’acide chlorhydrique a 0,2 mol/l jusqu’a décoloration.

Un témoin doit étre réalisé dans les mémes conditions avec 20 ml d’éthanol et 10 ml
d’une solution de potasse alcoolique a 0,2 mol/l , on ajoute 2 gouttes de phénolphtaléine et on
le titre avec I’acide chlorhydrique 0,2 mol/l jusqu’a décoloration.

L'indice d'acide est donné par la formule suivante :

L=(V’-V)xC x56.1/m.
1, : Indice d’acide
V’: Volume en millilitres de I’acide chlorhydrique pour le témoin.
V : Volume en millilitres de I’acide chlorhydrique utilisé pour I’essai.
C : Concentration d’acide chlorhydrique.

m : Masse en grammes de la prise d’essai.
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2. Indice de saponification
L’indice de saponification correspond a la masse de potasse (KOH) en mg nécessaire
pour neutraliser les acides gras libres et pour saponifier les acides gras combinés dans un
gramme de corps gras.
* Mode opératoire
Dans un ballon, on introduit : une masse de 0,4g d’huile, on ajout 20 ml d’éthanol, et
20 ml de potasse alcoolique 0,2 mol/l. On porte a ébullition au bain-marie pendant 40 min en
agitant fréquemment et en veillant a ce que les vapeurs se condensent dans la partie inférieure
du réfrigérant. On laisse refroidir le ballon puis on dose le contenu par I'acide chlorhydrique
0,2 mol/l en présence de la phénolphtaléine. On réalise dans les mémes conditions un témoin.

Enfin, on détermine I’indice de saponification selon la formule suivante :

L= (V-V)xCx561
=

m

I : I'indice de saponification.
V’, V, C, N et m sont définis préalablement.
3. Indice d’iode
L'indice d'iode d'un lipide est la masse de diiode (I;) (exprimée en mg) capable de se
fixer sur les insaturations des acides gras de 1g de matiére grasse.
La méthode de Wijs nous permet de déterminer le degré d’insaturations d’un corps gras.
*  Mode opératoire :
Dans l'erlenmeyer, on introduit 0,2g de corps gras, 20ml de chloroforme et 20ml de
réactif de Wijs (0.1M), on ferme la fiole et on agite énergiquement puis on la laisse reposer

durant 45 min a 1’abri de lumiére.
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On ajoute ensuite 100ml de I’eau distillé, 20ml de solution d’iodure de potassium KI
(10%). On bouche et on agite vigoureusement pendant 5 minutes ; Puis on titre avec la
solution standard de thiosulfate de sodium (0,1 M), jusqu’a ce que la coloration jaune ne soit
presque plus visible. On ajoute quelques gouttes de la solution d’amidon (1%) et on poursuit
le titrage sous agitation intense jusqu’a disparition de la coloration bleue.

On réalise dans les mémes conditions un témoin en utilisant les mémes réactifs mais

sans corps gras. L’indice d’iode en mg d’iode absorbé est :

_ (V-V)xCx12,69
- m

L

I; : Indice d’iode.
V’ : Volume en millilitre de thiosulfate de sodium pour titrer le témoin.
V : Volume de thiosulfate de sodium en ml pour titrer I’essai. .
C : Concentration exacte de la solution thiosulfate de sodium (Na;S,03. SH,0).
m : Masse en grammes de la prise d’essai
1.7. Etude des activités anti-oxydantes
1.7.1. DPPH test
A. Macération
1g de matiére seéche est extrait avec 20 ml de (MeOH/H,0 ; 7:3; V/V) pendant 24
heures dans I’obscurité. Le filtrat obtenu est utilisé pour I’analyse.
B. Principe
Le DPPH (1,1-diphenyl-2-picryl-hydrayl), un radical libre de couleur violette, est

réduit en présence de composés anti-radicalaires [287].
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Le test DPPH consiste en la réduction d’une solution alcoolique de I’espéce radicalaire
DPPH?® en présence d’un antioxydant donneur d’hydrogéne (AH), qui aboutit a la formation
d’une forme non radicalaire DPPH-H. cette réduction se traduit par un changement de couleur
de la solution qui vire du violet au jaune. La réaction est alors quantifiée en mesurant

I’absorbance de la solution par spectrophotométrie a 517 nm.

NO:
©\ N-
7~
NO:

Figure 39: Structure chimique du radical libre DPPH" (2,2 DiPhenyle-1-Picryl-Hydrazyle).

NO, NO;
. H
ogN’Q—N—N D OZN’Q—N—N
N02 @ NO2 @
Figure 40: Mécanisme d’action de DPPH

C. Mode opératoire
Le test (DPPH) est réalisé par la méthode décrite par Kim et al [283] avec quelques
modifications.
D’abord, une solution méthanolique de DPPH a 0,004% (P/V) (100 uM)) dans du

méthanol-eau (7 : 3) a été préparée a chaque fois et maintenue dans 1’ obscurité.
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A 2,90 ml de la solution de méthanol (100 uM DPPH) est ajouté 100 pl de I’extrait a
étudier. La solution est mélangée puis incubée a 37 C° pendant 30 minutes a labri de la
lumieére. L'acide ascorbique (vitamine C) est utilisé comme étalon. La solution radicalaire est
préparée fraichement.

Une courbe d’étalonnage est réalisée en projetant 1’absorbance en fonction des
différentes concentrations de vitamine C. L’absorbance est mesurée a 517 nm contre un blanc
formé de 2,90 ml de la solution méthanolique de DPPH (100 uM) et 100 pl de méthanol.

Ensuite le pourcentage d’inhibition sera calculé a partir de la formulle suivante :

Abs blanc - Abs échantillon) 100
Abs blanc X

% inhibition= (

Les échantillons a étudier et le témoin sont préparés dans les mémes conditions
opératoires et toutes les opérations sont réalisées en triplicata.

La mesure de la décroissance de la coloration violette au cours du temps permettra de
déterminer I’IC50 qui correspond au temps au bout duquel 50% de coloration est perdue.

Une autre mode d’expression du résultat consiste a construire une gamme d’étalon
avec la vitamine C puis de reporter 1I’absorbance des échantillons sur la courbe d’étalonnage.
Cela permet d’exprimer le résultat en g d’équivalent de vitamine C par 100 gramme de
matiere seche (gEVC/100g MS).

I.7.2. ABTS test
A. Préparation des extraits

0,1 g de poudre ont été introduites dans un pilulier contenant 20 ml d’un mélange

méthanol/eau (70/30) (V/V) et ont été macérées durant toute une nuit dans 1’obscurité. Le

filtrat obtenu est utilisé pour I’analyse.

B. Principe
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Ce test est basé sur la capacité d’un antioxydant a réduire le radical cationique
ABTSe+ (sel d’ammonium de 1’acide 2, 2°- azino bis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)
en solution qui donne une couleur bleu-vert.

Au cours de ce test le sel d’ABTS perd un électron pour former un radical cation
(ABTSe+) de couleur sombre en solution. La réaction se déroule en deux étapes : au cours de
la premiére étape le radical ABTS®" est formé par arrachement d’un électron 2 un atome
d’azote de I’ABTS. La deuxiéme se déroule en présence de vitamine C (ou d’antioxydant
donneur de H®), le radical d’azote concerné piége un H®, conduisant 2 I’ABTS+, ce qui

entraine la décoloration de la solution.
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Figure 41: Acide 2,2-azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique (ABTS).
C. Mode opératoire
La méthode utilisée est celle décrite par Roberta et al. [288] avec quelques
modifications. Ainsi, Une solution de 7 mmol d'ABTS (Acide 2,2-azino-bis-3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonique) réagit avec 2,45 mmol de K,S,03, Le mélange des deux
solutions est incubé a température ambiante pendant 12 & 16 heures dans 1’obscurité pour

avoir une couleur sombre contenant les radicaux ABTS®.

90



MATERIELS
ET
PARTIE EXPERIMENTALE | METODES

L'absorbance est mesurée a une longueur d'onde maximale de 734 nm. L’absorbance
de la solution mére obtenue est réglée avec du méthanol jusqu’a avoir une absorbance finale
de 0,7+0,02.

L'extrait de plante (0,1ml) est ajouté a 4,9 ml de la solution radicalaire d'ABTS. Le
mélange est incubé a 37 °C dans un bain-marie a 1'abri de la lumiére pendant 20 mn a 37°C.
Un contrdle constitue de 0,1ml de méthanol et de 4,9 ml de la solution d'ABTS est lu avec
chaque série d'extrait a 734 nm.

Une droite d’étalonnage est établie avec des solutions d’acide ascorbique (vitamine C)
préparées a différentes concentrations.

1.7.3. PPM test

Le test du PPM (PhosPhoMolybdate) permet non seulement de quantifier 1’apport de
I’activité antioxydante des polyphénols mais aussi d’autres composés antioxydants tel que les
vitamines (C, E...) [289].

A. Préparation des extraits

1g de matiére seche est extrait avec 20 ml de (MeOH/H,O ; 7:3; V/V) pendant 24

heures dans 1’obscurité. Le filtrat obtenu est utilisé pour I’analyse.
B. Principe

Le test est basé sur la réduction du molybdeéne de 1’état d’oxydation (VI) a I’état
d’oxydation (V). Cette réduction se traduit par la formation d’un complexe verdatre
(phosphate/ Mo(VI)) a un pH acide. En présence d’antioxydant, on mesure la diminution de la

coloration du complexe molybdene (VI) en présence d’antioxydant.
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C. Mode opératoire

La méthode consiste a introduire 0,1 ml de 1'extrait de plante avec 1 ml de la solution du
réactif (0,6 M H,SO4 + 28 mM Na,HPO,4 + 4 mM de molybdate d’ammonium) dans un tube
Eppeundorff.

Les tubes sont bien fermés avec du papier aluminium puis incuber a 95 °C pendant
1h30 min. Apres les avoir refroidis a une température ambiante, I’absorbance est mesurée a
695 nm. Le témoin est constitué de 0,1 ml de méthanol mélangé avec 1 ml de réactif
mentionné ci-dessus.

Une courbe d’étalonnage est réalisée a partir des absorbances en fonction des
différentes concentrations de vitamine C, les résultats obtenus sont exprimés en g équivalent
vitamine C par gramme de matiére seche (g VCE/100g MS).

La préparation des échantillons et du témoin est réalisée dans les mémes conditions

opératoires, et tous les tests sont reproduits au moins trois fois.
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I.8. Etude de I’activité antimicrobienne

L’étude de I’activité antibactérienne in vitro a été réalisée au laboratoire de Biologie et

Physiologie Animale de 1'Université BADJI Mokhtar —Annaba.

I.8.1.Souches utilisées

Sept souches bactériennes ont été testées : Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Klebsiella
pneumoniae sp, Salmonella enteritidis, Entérobacter et Candida albicans.
1.8.2. Méthode utilisée

L’activité antimicrobienne des extraits a été déterminée par la méthode de diffusion en
milieu gélosé [290-292].
1.8.3. Stérilisation du matériel

Les tubes a essai utilisés dans la préparation des solutions bactériennes et les disques
en papier Wattman (6 mm de diamétre) enrobés dans du papier aluminium ont été stérilisés a
I’autoclave a 121°C pendant 20 minutes.
1.8.4. Préparation de I’inoculum bactérien

Chaque souche a été repiquée par la méthode des stries sur une gélose non inhibitrice
(gélose nutritive) pour obtenir des colonies isolées et incubées a 37°C pendant 18 a 24 h, pour
obtenir une culture jeune. Aprés incubation, on a choisi 4 a 5 colonies bien isolées avec une
anse de platine et les transférer dans des tubes contenant de 1’eau distillée stérile afin d’avoir
des suspensions microbiennes ayant une turbidité voisine a celle de McFarland 0.5 ou a une
DO de 0.08 2 0.10 a 625 nm. Cette comparaison est mesurée a I’aide d’un densitometre.
1.8.5. Ensemencement et dépot des disques

L’ensemencement est réalisé par écouvillonnage sur boites Pétri. Apres 1’ajustement

de la turbidité de la suspension servant d’inoculum, on a trempé un écouvillon dans la
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suspension bactérienne, puis I’essorer en pressant fermement sur la paroi interne du tube, et
on a étalé la surface entiere avec la gélose Mueller Hinton a trois reprises en tournant la boite
a environ 60°C aprés chaque application dont le but d’avoir une distribution égale de
I’inoculum. Enfin, on a écouvillonné partout autour du bord de la surface de la gélose.
L’écouvillon est rechargé a chaque fois qu’on ensemence plusieurs boites de Pétri avec la
méme souche.

Des disques de papier Wathman stériles (6 mm de diameétre) stériles imprégnés de
concentrations croissantes d’extraits repris avec le diméthyle sulfoxyde (DMSO) a raison de
10 pl par disque, ont été déposés délicatement a 1’aide d’une pince stérile sur la surface de la

gélose. Des témoins imbibés seulement par le DMSO ont été réalisés.

Figure 42: dépot des disques dans la boite de pétri
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Incubation
Les bactéries ont été incubées 24 heures a 37°C par contre, les levures ont été incubées
pendant 48h a 37°C.
1.8.6. Expression des résultats
L’activité antibactérienne a été faite en mesurant a I’aide d’une régle le diametre de la
zone d’inhibition, autour des disques.
* Préparation de la gamme de concentration des extraits végétaux
La gamme de concentration de I’extrait végétal a été préparée dans sept tubes a essais
numérotés de 1 a 7 par la méthode de la double dilution selon une progression géométrique de
raison 1/2.
* Inoculation
Dans une série de huit tubes a hémolyse numérotées de C1 a C8, on a introduit ImL de
I’inoculum pur. Ensuite, on a ajouté dans les tubes, 1ml d’extrait végétal selon la gamme de
concentration préparée. Cette répartition d’extrait végétal a été faite de sorte que 1ml d’extrait
végétal de 200 mg/ml soit transféré dans le tube C1, le tube C2 a recu 1 ml de 100 mg/ml
ainsi de suite jusqu’au tube C7 qui a recu 1ml de la solution a 3,1 mg/ml. Le tube C8 a re¢u en
lieu et place de I’extrait végétal, 1 ml de BMH stérile qui a servi de témoin de croissance. Du
fait de la dilution volume/volume ainsi réalisée, la concentration dans les tubes a été réduite
de moitié. Ces tubes ont été incubés a 37 °C pendant 24 h.
Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)
La CMI est la plus faible concentration de la substance pour laquelle il n’y a pas de
croissance visible a 1’ceil nu aprés un temps d’incubation de 18 a 24 h. Sa détermination a été

faite par observation du trouble induit par la croissance des germes étudiés dans chaque tube.
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La CMI a été la plus petite concentration pour laquelle il n’y a pas eu de trouble observé a
I’ ceil nu.
¢ Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

La concentration minimale bactéricide (CMB) est la plus faible concentration de
substance qui laisse au plus 0,01% de germes survivants. A I’aide d’une anse calibrée a 2 pl,
les contenus des tubes dans lesquels aucun trouble n’a été observé ont été prélevés et
ensemencés sur une gélose Mueller-Hinton en commencant par le tube de la CML.

L’ensemencement a été fait par stries paralléles de 5 cm de long a la surface de la gélose
(boite B). Apres 24 h d’incubation a I’étuve a 37 °C, le nombre de colonies sur les stries a été
comparé a celles de la boite de numération de I’inoculum (boite A). Ainsi, le premier tube
expérimental dont le nombre de germes présents sur sa strie est inférieur ou égal a celui de la

dilution correspondra a la CMB.
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II- RESULTATS ET DISCUSSION
I1.1. Screening Phytochimique
Les Résultats des tests phytochimiques réalisés sur les différentes plantes sont

récapitulés dans le tableau 3 :

Tableau 3: Screening phytochimique de la partie aérienne des espéces étudiées.

Alcaloides - - -
Flavonoides +++ +++ +++
Tannins +++ +++ +++
Cardenolides ++ ++ -
Sterols et terpénes +++ ++ ++
Saponines + + +
Lipides ++ ++ +
Anthocyanes - - ++

+++: forte abondant; ++: présence; - : non détecté.

Les résultats du criblage phytochimique montrent une forte présence des tanins, des
flavonoides et des terpenes et stérols et une présence, en quantité minime, des saponines dans
les trois plantes étudiées. La présence des anthocyanes n’est observée que dans I’ Euphorbia
terracina.

On s’apercoit aussi que les deux plantes E. biumbelatta et E. dendroides sont riches en

cardénolides a I’inverse de I’E. terracina (aucune trace détectée).
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Notons enfin, 1’absence totale des alcaloides de toute la partie aérienne des trois
especes d’ Euphorbia étudiées.
I1.2. Dosage des composés polyphénoliques totaux (PPT)

Une courbe d’étalonnage (figure 43) est établie en utilisant I’acide gallique comme
référence et les résultats sont exprimés en g équivalent d’acide gallique par 100 grammes de
matiere végétale seche (g EGA/ 100g Ms). Elle est obtenue avec un coefficient de corrélation

de I’ordre de 0,998.

y =0.0023x + 0.0245
0.6 R*=0.997
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Figure 43: Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.

Les résultats de 1'analyse spectrophotométrique des composés phénoliques totaux sont
résumés dans le tableau 4 et sont représentés par la figure 44 ou la teneur est exprimée en

grammes équivalents a I’acide gallique (g GAE / 100g Ms).
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Tableau 4: Teneurs en polyphénols totaux des déférents extraits (g EAG /100g Ms).
MeOH / H,O

Plante

EBF
EBG
EDF
EDG
ETF
ETG

S

MeOH
15,13 £0,43
3,71 £0,11
6,93 £0,27
3,03 £0,09
5,47 £0,28
2,30 0,08

H,O

14,33 £ 0,39

3,13£0,15
5,39 + 0,30
2,95 +0,12
4,00 £ 0,28
2,5 +0,09

(773)
15,79 £ 0,52

3,88 £0,21
7,55 %0,33
3,21 £0,19
5,52 0,26
3,18+0,14

ETOH
12,69 +0,35
2,43 + 0,08
5,99 £ 0,32
1,84 0,06
3,77 £ 0,29
2,09 £ 0,12

EBF : E. biumbellata feuilles ; EBG : E. biumbellata graines ; EDF : E. dendroides feuilles ; EDG : E.

dendroides graines 5 ETF : E. terracina feuilles 3 ETG : E. terracina graines.

18
16
14 -
12
B MeOH
10
mH20

8

3:7/eau:MeOH
Hm ETOH

mgEAG/100 G Ms

EBF EBG EDF EDG ETF ETG

Figure 44: Teneur en composés phénoliques totaux.
EBF : E. biumbellata feuilles ; EBG : E. biumbellata graines ; EDF : E. dendroides feuilles ; EDG : E.
dendroides graines ; ETF : E. terracina feuilles 3 ETG : E. terracina graines.

A partir de ces résultats, on s'apercoit que la quantité de composés phénoliques totaux

variée a travers les deux parties des trois genres étudiées :

Les extraits des feuilles de 1’Euphorbia biumbelatta donnent les teneurs les plus
élevées en polyphénol totaux avec des valeurs comprises entre 15,79 et 12,69 g GAE/100g

Ms.
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L’examen de ces résultats, montrent aussi que I'extrait hydro-alcoolique (7/3:
MeOH/H;0) présente la teneur la plus élevée en polyphénols et cela avec toutes les plantes
tandis que les teneurs les plus faibles sont enregistrés avec les extraits éthanoliques.

I1.3. Dosage des flavonoides totaux (FVT)

La quercitine est considérée comme composé de référence utilisé pour le dosage des

flavonoides totaux. Une courbe d’étalonnage de 1’absorbance en fonction de la concentration

en quercétine a été donc réalisée (figure 45) avec un R? de I’ordre de 0,99.

y =0.0035x + 0.0112
R2=0.998

& abs

——Linear (abs)

Absorbance
© © o o o o o o
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o

Figure 45: Courbe d’étalonnage de la quercetine.
Les résultats de 1'analyse spectrophotométrique des flavonoides totaux sont résumés

dans le tableau 5 et sont représentés par la figure 46 ou les concentrations sont exprimées en g
équivalent quercétine (QE) par 100 gramme de matiere séche

(2 EQ /100g Ms).
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Tableau 5: Teneurs en flavonoides totaux des déférents extraits (g QE/100g Ms)

Plantes MeOH/ H,0

EBF
EBG
EDF
EDG
ETF
ETG

MeOH
5,29 £0,22
2,97 £0,09
5,13+£0,23
2,84 +0,11
4,85+0,18
2,30 +0,11

H,O0
5,00 £ 0,24
2,79 +£0,13
4,72 £ 0,20
2,26 =0,09
3,71 0,17
1,91 + 0,05

(7/73)
7,06 £ 0,36

3,09 £ 0,12
6,75 + 0,32
2,98 £ 0,10
4,95 +0,21
2,68 0,11

ETOH
3,99 £0,16
2,08 + 0,09
3,62+0,17
1,92 £0,08
3,09 +0,13
1,52 + 0,04

EBF : E. biumbellata feuilles ; EBG : E. biumbellata graines ; EDF : E. dendroides feuilles EDG : E.

dendroides graines ; ETF : E. terracina feuilles ; ETG : E. terracina graines.

® MeOH

mH20

MeOH/H20: 7/3

— METOH

EBF EBG EDF EDG ETF ETG

Tableau 46: Teneur en flavonoides totaux.

EBF : E. biumbellata feuilles ; EBG : E. biumbellata graines ; EDF : E. dendroides feuilles ; EDG : E.
dendroides graines ; ETF : E. terracina feuilles 3 ETG : E. terracina graines.

Comme on peut le voir, d’apres ces résultats, les teneurs les plus élevées sont obtenues
avec les extraits hydro-méthanoliques des feuilles de 1’ Euphorbia biumbelatta suivie des
feuilles de I’ Euphorbia dendroides (7.06 et 6,75 g EQ/100g Ms, respectivement).

En examinons ces résultats, il ressort aussi que les feuilles des trois plantes sont

toujours plus riches en flavonoides que les graines.
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I1.4. Dosage des tanins condensés (TC)

Une courbe d’étalonnage est établie en utilisant la catéchine comme référence (figure

47).
y =0.006x + 0.0423
R? = 0.9986
0.0436
0.0434 /
0.0432
3
c
-,é 0.043 ¢ Abs
§ 0.0428 Linear (Abs )
<
0.0426
0.0424 -
0.0422 T T T T 1
0 50 100 150 200 250
Concentration ( mg/L)

Figure 47 : Courbe d’étalonnage pour le dosage des tanins totaux.
Les résultats d’analyse consignés dans le tableau 6 sont exprimés en g équivalent

catéchine par 100 gramme de matiére seche (g EC/100 g Ms) :

Tableau 6 : Teneurs en tanins totaux des déférents plantes.

g CE/100gMs 6.41+0,13 731+£0,33 15.54+0,56

EB : Euphorbia biumbellata ; ED : Euphorbia dendroides ; ET : Euphorbia terracina.

L’examen de ces résultats, montre que 1|"Euphorbia terracina est

plus riche en tanins que les deux autres espéces: FEuphorbia dendroides et

Euphorbia biumbellata.
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Sur I'ensemble des résultats obtenus, il ressort que la quantité en composés
phénoliques totaux, en flavonoides totaux et en tanins, variées a travers les différents extraits
et parties des trois especes étudiées de 1’ Euphorbia. On remarque aussi que les feuilles sont
toujours plus riches en composés polyphénoliques que les graines.

I1.5. Analyses chromatographiques des extraits par LC-MS

Les figures 48 et 49 présentent les profils chromatographiques du mélange de
standards enregistrées a deux longueurs d’ondes différentes : 280 et 360 nm. Sachant que les
étalons sont préparés séparément dans des solutions méthanol-eau 50:50 (v/v) avec une
concentration de 0.5 mg/ ml.

Le mélange de la solution injecté est composé de 10 étalons, a savoir : 1’acide
ascorbique, I’acide chlorogénique , I’acide gallique, la rutine , 1’acide syringique , 1’acide

ellagique , I’acide furelique , la colchicine , la quercitine et 1’acide cinnamique.

T T rrref rrrrrrrr Ty rrrr LIS UL B S BN N B B (N N B e N I o A B AN B B A [N BNE N RN

]
L] 5 b ] L4 ] 23 | ] X b Zb T %

Figure 48: Profil chromatographique du mélange des étalons a 280 nm.
1: acide ascorbique; 2: acide gallique; 3: acide chlorogénique; 4: acide syringique; 5: rutine;

6: acide ellagique; 7: acide furelique; 8: colchicine; 9: quercitine; 10: acide cinnamique.
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Figure 49: Profil chromatographique du mélange des étalons a 360 nm.
1: acide ascorbique; 2: acide gallique; 3: acide chlorogénique; 4: acide syringique; 5: rutine;
6: acide ellagique; 7: acide furelique; 8: colchicine; 9: quercitine; 10: acide cinnamique.
L’identification des composés présents dans les extraits testés est réalisée par
comparaison de leurs temps de rétention et des masses moléculaires des pics avec ceux des
étalons.
Les valeurs du temps de rétention des standards sont regroupées dans le tableau 7 :

Tableau 7: Temps de rétention des standards.

Standards Temps de rétention

(min)
acide ascorbique 3
acide gallique 4,7
acide chlorogénique 8,7
acide syringique 10,55
Rutine 12,53
acide ellagique 13,35
acide furelique 13,85
Colchecine 17,3
Quercitine 19,9
acide cinnamique 20,7
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Les profils chromatographiques des différents extraits de 1’ Euphorbia sont rapportés
en annexes.

Nous regroupons dans le tableau suivant, les résultats d’analyses chromatographiques
des différents extraits des trois especes de 1’Euporbia étudiées.

Tableau 8: Tableau récapitulatif des résultats de 1’analyse chromatographique.

Euphorbia biumbelatta Euphorbia dendroides Euphorbia terracina

Standards
Feuilles graines feuilles graines Feuilles graines

Acide ascorbique + + + + + +
Acide gallique + + - + - +
Acide chlorogénique + + + + + +
Acide syringique - + + + + =
Rutine + + - - + +
Acide ellagique + + + + + +
Acide férulique + + + + + =
Colchicine + + - - + -
Quercitine + + - - - -

Acide cinnamique - - - - = -

105



RESULTATS ET
PARTIE EXPERIMENTALE | DISCUSSION

Comme on peut le voir, I’acide ascorbique, 1’acide chlorogénique et 1’acide ellagique,
sont les composés les plus représentatifs. Notons qu'on n’a pas pu identifier tous les
composés par manque d’étalons adéquats.

De plus, on constate que 1’acide gallique, I’acide syringique, la rutune et I’acide
férulique sont des produits abondants dans nos extraits, tandis que la quercétine et la
colchicine sont les moins détectés. D’autre part, on remarque 1’absence totale de I’acide
cinnamique des différents extraits étudiés.

On s’apercoit aussi que 1’ Euporbia biumbelatta est 1’espéce qui renferme le plus de
standards par rapport aux deux autres especes.

I1.6. Etude des huiles fixes

I1.6.1 Rendements des extractions

Pour les analyses, I’huile est obtenue par macération a froid des graines dans I’hexane
pendant 24 heures. Aprés séchage par le sulfate de sodium anhydre et évaporation du solvant
sous pression réduite.

Les valeurs des rendements des extractions obtenus sont reportées dans le tableau 9.

Tableau 9: Rendement de I’huile fixe issue des trois plantes.
Huile fixe Rdt (%)

E. biumbelatta 18.5
E. dendroides 20.05

E. terracina 17.48

I1.6.2. Etude de la composition chimique des huiles fixes par GC-MS
Aprés transestérification, les huiles fixes des trois especes de 1’ Euphorbia ont été
analysées par GC-MS. Les résultats obtenus sont représentés par les chromatogrammes 60 a

62 ainsi que par les tableaux 10 a 12.
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A. Huiles fixes de ’E. biumbelatta :
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Figure 50: Chromatogramme d’analyse GC-MS d’huile des graines d’Euphorbia biumbelatta.

Tableau 10: Compositions chimiques d’huile des graines de 1’ Euphorbia biumbelatta.

Temps de
Masse
N°: Nom rétention Formule
molaire
(min)
Hexadecanoic acid, methyl o
i i 1935 W
ester AN
8,11-Octadecadienoic acid, : N\ VA
02 294 21.22
methyl ester N

11,14,17-Eicosatrienoic
03 320 21.64
acid, methyl ester
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B. Huiles fixes de ’E. dendroides:

R

i g ]
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Figure 51: Chromatogramme d’analyse GC-MS d’huile des graines d’ Euphorbia dendroides.

Tableau 11: Compositions chimiques d’ huile des graines de I’ Euphorbia dendroides .

Mass
N°: Nom Temps de
. rétention Formule

molaire .
(min)

0.
01 Hexadecanoic acid, methyl ester 270 19.5 Y\MNVW

0,
9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-, methyl
02 ester 294 21.19

(Linoleic acid, methyl ester)

AN

[
i\v\\‘f\i
\O
9,12,15-Octadecatrienoic acid, methyl ester T N

03 292 21.27
((Z,Z,Z)-linolenic acid methyl ester)

=
W

Octadecanoic acid, methyl ester
04 298 21.47
(Stearic acid methyl ester)
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C. Huiles fixes de I’E. terrracina :

Figure 52: Chromatogramme d’analyse GC-MS d’huile des graines d’ Euphorbia terracina.

Tableau 12: Compositions chimiques d’ huile des graines de 1’ Euphorbia terracina.

N°:

01

02

03

04

Temps de

Nom Masse . . Formule
. rétention
molaire .
(min)
Hexadecanoic acid,
270 19.51
methyl ester N

o ol
1-(+)-Ascorbic acid )
652 19.92 ol P—on
2,6-dihexadecanoate w

Linoleic acid, methyl
294 21.18
ester

11,14,17-Eicosatrienoic / "
320 21.86
acid, methyl ester !
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On peut remarquer que les profils GC-MS des trois plantes sont assez proches
Puisque les trois huiles analysées renferment les composés d’acides gras
habituellement rencontrés dans les huiles végétales, a savoir 1’acide hexadécanoique, 1’acide
eicosatriénoique et l'acide linoléique.

Ce n’est pas le cas pour le 1-(+)-ascorbic acid 2,6-dihexadecanoate, identifié dans
I’huile fixe de 1’euphorbia terracina. Sachant que ce composé, rarement trouvé, est trés
intéressant dans le domaine pharmaceutique.

I1.6.3. Indices caractéristiques des différentes huiles

Nous représentons dans le figure suivante les valeurs déterminées des quelques indices

caractéristiques des huiles fixes extraites des graines des trois especes d’ Euphorbia :

300

266.47

250

210.3

200
150 162.32
100

50

E. biumbelatta

E. dendroides /

E. terracina

Hla HIi Mls

Figure 53: Caractéristiques physico-chimiques des huiles fixes des graines.

La mesure de I’indice d’acide permet de déterminer la quantité d’acides gras libres
présents dans une huile. Une huile (comestible ou alimentaire) de bonne qualité doit présenter
une acidité faible ou nulle. Cependant, aucun échantillon analysé ne présente une acidité

nulle. Nous avons obtenus un indice d'acide moyennement grand (varie de 5,83 pour I’huile

110



RESULTATS ET
PARTIE EXPERIMENTALE | DISCUSSION

des graines d’euphorbia biumbelatta a 10,99 pour I’huile des graines d’euphorbia terracina),
cela veut dire qu'il y a un bon nombre d'acides gras libres dans les lipides.

Les valeurs de I’indice de saponification Is, permettent de faire quelques estimations
sur les masses moléculaires moyennes des acides gras et des triglycérides. Plus la masse
molaire (MM) est élevée, plus l'indice de saponification est faible. Ceci rend compte que Ig
varie inversement avec le MM des lipides.

La grande valeur de l'indice de saponification des trois huiles (182 a 266) indique que
la masse moléculaire des acides gras de ces lipides n'est pas élevée.

La détermination de I'indice d’iode Ii permet de déterminer le degré d’instauration
global des huiles. En outre, il est possible d'établir une relation entre I’indice d’iode et la
siccativité d’une huile :

e huiles non siccatives avec: 0 < Ii < 110 comme 1’huile d’olive (Ii = 80-88), 1’huile

d’arachide (Ii = 90-98).

e huiles semi-siccatives avec : 110 < Ii < 150 comme I’huile de mais (Ii = 110-128), I’huile

de tournesol (Ii = 120-136).

e huiles siccatives avec : Ii > 150 comme I’huile de lin (Ii = 180-190), I’huile de chanvre

(Ii = 145-170).

L’examen de nos résultats montre que les valeurs de 1’indice d’iode obtenues pour nos
trois échantillons sont faibles (elles varient entre 47,58 et 90,41), nos huiles sont donc des
huiles non siccatives.

I1.7. Etude de I’activité anti-oxydante

Les figures suivantes présentent les courbes d’étalonnage de la vitamine C réalisées

pour les différents tests (DPPH, ABTS et PPM) :

111



RESULTATS ET
PARTIE EXPERIMENTALE | DISCUSSION

y =-0.0026x + 0.683

R?=0.9911

©c o o o
[E I )

I
>

Absorbance
o
w

o
[N

o
i

o

20

T T

40 60

Concentration (mg/L)

80 100

Figure 54: Courbe d’étalonnage de la vitamine C en utilisant le test DPPH.
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Figure 55: Courbe d’étalonnage de la vitamine C en utilisant le test ABTS.
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Figure 56: Courbe d’étalonnage de la vitamine C en utilisant le test PPM.

Sur la base des valeurs d'absorbance des solutions d'extrait ayant réagi, et comparées a
la solution étalon en vitamine C, on peut déterminer I’activité antioxydantes des trois plantes
(tableau 13 et figure 57). Sachant que D’activité antioxydante est exprimée en gramme
équivalents a la vitamine C (g VCE). Ces résultats se rapportent a 100 gramme de matiére

séche et les valeurs représentent les moyennes de trois mesures = déviation standard.

Tableau 13: Résultats de 1’activité antioxydante (EVC g/100g Ms).

Test EB ED ET
DPPH ©1,065+0,008  1,044£0,025 0,728 +0,034 |
ABTS 1,403 + 0,008 0,725 £0,017 0,640 + 0,043
PPM 0,905 £ 0,017 0,817 + 0,025 0,875 + 0,066
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Figure 57: Capacité antioxydante exprimée en vitamine C selon les tests d’ABTS, DPPH
et de PPM.

A partir de ces résultats, on s'apercoit que tous les extraits des différentes plantes,
exhibent une activité antioxydante remarquable. La plus grande valeur est observée avec
I’extrait méthanolique de la partie aérienne de I’euphorbia biumbelatta en utilisant le test
d’ABTS (1403 mg/100g de matiére séche).

Sur I'ensemble des résultats, on constate aussi que 1I’euphorbia biumbelatta présente
les plus grandes valeurs d’activité antioxydante par rapport aux deux autres especes.

Ces résultats sont confirmés par les valeurs du pourcentage d’inhibition et du ICs

déterminées pour le test DPPH (tableau 14).

Tableau 14: Valeur de PI et ICsy de 1’activité antioxydante pour le test DPPH.
E. biumbelatta | E. dendroides | E. terracina

PI (%) 77.57 69.27 57.6

ICso (mg/ml) 49 64 84

Comme on peut le voir, I’extrait méthanolique de I’ euphorbia biumbelatta donne une
activité antioxydante élevée ce qui s’est manifesté par la faible valeur de son ICsy (49 mg/ml)

et par la grande valeur de son pourcentage d’inhibition PI (77.57%).
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Cela est dii certainement aux teneurs élevées en polyphénols totaux et en flavonoides

totaux déterminées antérieurement par colorimétrie.

I1.8. Etude de P’activité antimicrobienne

Au cours de cette étude, nous avons testé 1’action des extraits méthanolique de trois

especes de I’ Euphorbia vis-a-vis de sept souches bactériennes et fongique.

Les bactéries seront classées dans 1’une des catégories : résistance, sensibilité limité,

sensibilité moyenne, trés sensible, selon leur diamétre d’inhibition (tableau 58)

Tableau 15: Sensibilité et degré d’activité selon le diametre d’inhibition [293].

Diameétre Inférieura8 mm | De8a 14 mm | De 14 a 20 mm Supérieur ou
d’inhibition égale a 20 mm
Sensibilité du Résistante Sensibilité Sensibilité Tres sensible
germe limitée moyenne
Degré d’activité (-) (+) (++) (+++)

Tous les résultats de I’activité antibactérienne sont condensés dans le tableau 16 :
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Tableau 16:

Résultats de I’activité antibactérienne in vitro des extraits méthanolique en
utilisant la méthode de diffusion du disque.

Extrait de la partie

Diametre d’inhibition en mm

XU Gram - Gram - Levure
aérienne (mg/ml) Escherich | Klebsiella Pseudomon | Salmonell | Entérobact | Staphylococ | Candida
ia coli pneumoniae | “ a  ler cus aureus | qglbicans
aeruginosa enteritidis

200 19 16 14 20 14 22 18

50 11 12 11 16 11 18 11

25 9 10 10 13 9 15 10

200 15 19 12 20 15 23 16

E. dendroides 100 15 16 11 15 12 21 13

50 12 12 8 15 10 19 10

25 10 11 8 12 10 18 10

200 14 18 15 16 12 21 19

E. terracina 100 13 17 13 13 12 18 16

50 11 13 12 10 10 14 14

25 7 11 10 10 8 10 10
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En examinons ces résultats, il ressort que, méme pour la plus faible concentration a
savoir 25 mg/ml, tous les extraits sont révélés actifs envers tous les micro-organismes testés

mais avec des degrés de sensibilité différents (figure 58).

P.a. S.e. S.t.

E. coli K.p.

e e =
o N B O

Diamétre d'inhibition en mm

o N B~ O

Entéro C.a.

MEB MED MET

Figure 58: Diametre de la zone d’inhibition des extraits méthanoliques des trois
plantes pour la concentration de 25 mg/ml.

De plus, on s'apercoit que pour la deuxiéme concentration (50 mg/ml), tous les micro-
organismes testés présentent des sensibilités limitée et des sensibilités moyenne avec des
zones d’inhibition comprises entre 10 et 18 mm a l'exception de I’extrait méthanolique de E.
dendroides, qui présente une activité inhibitrice trés faible pour la pseudomonas aeruginosa
avec une zone d’inhibition égale 4 § mm .

Pour des concentrations plus élevées (100 et 200 mg/ml), La sensibilité des bactéries
augmente et devient méme trés sensible pour Staphylococcus aureus et salmonella enteritidis

(zone d’inhibition supérieure a 20 mm) comme le montre la figure suivante :
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Figure 59: Diametre de la zone d’inhibition des extraits méthanoliques des trois plantes pour
la concentration de 200 mg/ml.

Globalement, le Candida albicans, qui est la seule levure testée, présente une
sensibilité modérée vis a vis des trois extraits (diamétre d’inhibition varie entre 10 et 19 mm).

Sur I’ensemble des résultats obtenus, la souche Staphylococcus aureus apparaisse la
souche la plus sensible. A I'inverse, la souche Entérobacter semble la souche la plus
résistante. Cela est probablement dii a la différence de la structure de la paroi cellulaire entre
les bactéries gram (-) et les bactéries gram (+). En effet, Les bactéries Gram (-),
indépendamment de la membrane des cellules, possédent une couche additionnelle : la
membrane externe, qui se compose des phospholipides, des protéines et des
lipopolysaccharides, cette membrane est imperméable a la plupart des molécules.

Quelques observations sont illustrées par les figures suivantes 60 et 61.
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Figure 60: Effet inhibiteur de I’extrait de I’ E. biumbelatta sur Staphylococcus epidermidis et
Entérobactere.

Figure 61: Effet inhibiteur de I’extrait de 1’ E. dendroides sur Staphylococcus epidermidis et
Klebsiella pneumoniae.

Nous avons également déterminé La CMI pour la souche la plus sensible a savoir le
Staphylococcus aureus. L’extrait méthanolique de 1’euphorbia biumbelatta a montré un
pouvoir antibactérien élevé avec une CMI de I’ordre de 100 mg/ml. Les deux autres extraits
(euphorbia dendroides et euphorbia terracina) semblent moins actifs avec des CMI qui sont
supérieures ou égales a 200 mg/ml. Cela concorde bien avec les résultats de l’activité

antioxydante déterminés antérieurement.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Ce travail de thése réalisé au Laboratoire de Synthése et Biocatalyse Organique, a
été mené dans le cadre de la valorisation des substances naturelles de la flore Algérienne.
L’objectif principal a porté sur 1I’étude phytochimique de trois espéces de la famille des
euphorbiacées a savoir : Euphorbia biumbelatta, Euphorbia dendroides et Euphorbia
terracina. Sachant que 1’étude bibliographique réalisée a montré que 1’on ne disposait que
de peu d’informations de nature chimique ou biologique sur ces espéces. Nous avons donc
cherché quelques propriétés pharmacologiques et identifier quelques composés chimiques
ou métabolites secondaires présents dans la partie aérienne (feuilles et graines) de ces
plantes.

Dans une premicre partie, le screening phytochimique effectué, nous a permis de
mettre en évidence que :

o ces plantes sont riches en tanins, flavonoides, terpénes et stérols.

o elles sont dépourvues d'alcaloides.

o les anthocyanes ne sont présents que dans I’ euphorbia terracina.

En outre, les résultats de la quantification par des méthodes spectrophotométriques
des polyphénols totaux, flavonoides totaux et tannins condensés ont révélé que :

o l'extrait hydro-alcoolique (7/3 : MeOH/H,0) des feuilles de 1’euphorbia
biumbelatta présente les teneurs les plus élevées en polyphénols totaux (valeurs
comprises entre 15,79 et 12,69 g GAE/100g Ms) et en flavonoides totaux (valeurs
comprises entre 7,06 et 3,99 g QE/100g Ms) tandis que les teneurs les plus faibles
sont enregistrés avec les extraits éthanoliques.

o Veuphorbia terracina est plus riche en tanins que les deux autres especes.
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o les feuilles sont toujours plus riches en composés polyphénoliques que les
graines.

Dans une deuxiéme partie, I’évaluation de la capacité antioxydante a été¢ déterminée
en utilisant trois tests différents (ABTS, DPPH et PPM). Les résultats montrent que toutes
ces plantes manifestent une activité importante, et en particulier les extraits de 1’euphorbia
biumbelatta. De plus, une corrélation positive entre I’activité antioxydante et la teneur en
composés poly-phénoliques a été établie.

Par ailleurs, les résultats obtenus pour la mesure de I’activité antimicrobienne, en
utilisant la méthode de diffusion du disque, indiquent que tous les extraits méthanoliques
manifestent une activité contre tous les micro-organismes testés. Les souches
staphylococcus aureus et Salmonella enteritidis semblent étre les plus sensibles avec des
zones d’inhibition supérieures a 20 mm pour les concentrations élevées. De plus I’extrait
méthanolique de I’ euphorbia biumbelatta a montré un pouvoir antibactérien élevé avec une
CMI de I’ordre de 100 mg/ml.

Cette étude confirme bien la concordance entre 1’activité antimicrobienne et
I’activité antioxydante d’un co6té et le contenu en polyphénols des extraits méthanoliques
d’un autre coté.

Dans une derniére partie, I’analyse de la composition chimique des extraits par LC
MS a permis de faire plusieurs constatations :

o T’acide ascorbique, I’acide chlorogénique et 1’acide ellagique, sont les composés les
plus représentatifs.

o la quercetine et la colchicine sont les composés les moins détectés.

o absence totale de I’acide cinnamique

o TD’espéce qui renferme le plus de standards est 1’ euporbia biumbelatta.

121



CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Sachant que par manque d’étalons, on n’a pas pu identifier tous les composés.

En outre, I’étude de la composition chimique des huiles fixes des graines par CG-
MS a montré que les huiles des trois especes sont formées essentiellement d’acide
hexadécanoique, acide eicosatriénoique et acide linoléique. L’huile fixe de I'euphorbia
terracina contient également un composé rare qui est le 1-(+) acide ascorbique 2,6-
dihexadecanoate, utilisé dans le domaine pharmaceutique.

Sur I’ensemble des résultats obtenus, on pourrait conclure que ces plantes peuvent
étre des sources naturelles de composés antioxydants et antimicrobiens d’importance
élevée.

Pour la suite, Il est souhaitable de mener une étude plus approfondie pour isoler et
caractériser les principes actifs responsables de ces propriétés pharmacologiques et afin
d’évaluer d’autres activités biologiques in vitro et in vivo de chacun de ces composés pris

séparément.
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Annexe 1 : Analyse des extraits de I’ Euphorbia biumbellata LC-MS
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Figure 1: Chromatogramme de 1’extrait des feuilles de I’ Euphorbia biumbellata a 280 nm.
1:acide ascorbique ; 2: acide gallique ; 3: acide chlorogénique ; 5: rutine ; 6: acide ellagique ;

7: acide furelique ; 8: colchicine ; 9: quercitine.

Figure 2: Chromatogramme de 1’extrait des graines de I’ Euphorbia Biumbelatta a 280 nm.
1: acide ascorbique ; 2: acide gallique ; 3: acide chlorogénique ; 4: acide syringique ; 5: rutine ;

6: acide ellagique ; 7: acide furelique ; 8: colchicine ; 9: quercitine.
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Annexe 2 Analyse des extraits de I’ Euphorbia dendroides par LC-MS

Figurel: Chromatogramme de I’extrait des feuilles de I’ Euphorbia dendroides a 280 nm.
1: acide ascorbique ; 3: acide chlorogénique ; 4: acide syringique ; 6: acide ellagique ; 7: acide

furelique.
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Figure 2: Chromatogramme de 1’extrait des graines de 1’ Euphorbia Dendroides a 280 nm.
1: acide ascorbique ; 2: acide gallique ; 3: acide chlorogénique ; 4: acide syringique ; 6: acide

ellagique ; 7: acide furelique.
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Annexe 3 : Analyse desextraits de I’ Euphorbia terracina par LC-MS

Figure 1: Chromatogramme de 1’extrait des feuilles de I’ Euphorbia terracina a 280 nm.
1: acide ascorbique ; 3: acide chlorogénique ; 4: acide syringique ; 5: rutine ; 6: acide

ellagique ; 7: acide furelique ; 8: colchicine.
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Figure 2: Chromatogramme de 1’extrait des graines de I’ Euphorbia terracina a 280 nm.

1: acide ascorbique ; 2: acide gallique ; 3: acide chlorogénique ; 5: rutine ; 6: acide ellagique.
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