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Résumé

Cinq plantes de deux régions différentes (aride et semi-aride) ont été choisies dans ce travail, il s'agit de
Pistacia atlantica et Lavandula antineae de la wilaya de Biskra et Thymus algeriensis, Marrubium alysson
et Jasminum fruticans de la wilaya de Batna. Tout d'abord, une extraction des huiles essentielles des deux
especes L. antineae et T. algeriensis et une préparation des extraits hydro-méthanoliques, acétate d'éthyle
et n-butanol ont été effectuées a partir de toutes les plantes étudiées. Les deux huiles essentielles ont été
analysées par CPG/SM, le profile chromatographique a montré une richesse de 1’huile essentielle de L.
antineae en sesquiterpenes hydrocarbonés comme le B-bisaboléne tandisque 1’huile essentielle de T.
algeriensis était riche en sesquiterpénes oxygénés comme 1’elemol

Par la suite, un screening phytochimique puis une analyse par HPLC/UV ont été réalisé sur 1'extrait hydro-
méthanolique de la partie aérienne des différentes plantes, suivis par la détermination des taux en composés
phénoliques totaux, des flavonoides et des tanins condensés. Les résultats du screening phytochimique ont
indiqué la présence de plusieurs familles chimiques telles que les polyphénols, les flavonoides, les tanins
et les alcaloides. L'analyse par HPLC/UV a révélé l'existence en commun de la quercétine et de la catéchine
dans tous les extraits hydro-méthanoliques. P. atlantica a ét€ noté par les taux en composés phénoliques
totaux, en flavonoides et en tanins condensés les plus élevés. Ensuite, 1'effet antioxydant des extraits hydro-
méthanoliques a été testé par différentes méthodes: piégeage des radicaux libres (DPPH et ABTS), tests de
réduction de fer (test FRAP, méthode a phenanthroline, méthode a Ferrozine), test de réduction de cuivre
(test CUPRAC) et test de blanchissement du -carotene. Différents tests pour évaluer le pouvoir inhibiteur
de l'extrait hydro-méthanolique des plantes étudiées sur l'activité enzymatique de l'acétylcholinestérase, la
butyrylcholinestérase, 1'a-glucosidase et la tyrosinase ont été utilisés. Une activité antioxydante importante
a été observée pour tous les extraits notamment de P. atlantica et des effets antidiabétiques, anti-Alzheimer
et anti-tyrosinase remarquables ont été enregistrés pour la plupart des especes. P. atlantica a donné une
inhibition de 1' I'a-glucosidase considérablement élevé que l'acarbose. Un effet anti-butyrylcholinestérase
supérieur que la galantamine a été enregistré pour l'extrait hydro-méthanolique de L. antineae. Les deux
especes M. alysson et J. fruticans sont caractérisées par une inhibition de la tyrosinase plus remarquable
que l'acide kojique. Le test de 1a détermination de SPF a été opéré en mesurant les absorbances des extraits
hydro-méthanoliques dans une gamme allant de 290 a 320 chaque 5 nm, J. fruticans a fournit la valeur
SPF la plus grande. Finalement, La technique de diffusion sur ’agar a ét¢ procédée pour 1'évaluation de
l'activité antimicrobienne des deux extraits acétate d’éthyle (AcEth) et n-Butanol (But) de nos cinq plantes
sur Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa et
Candida albicans ATCC 2071. Les deux extraits AcEth et But des différentes especes ont fournit un
potentiel antimicrobien modeste envers les microbes testés.

Mots clés: Plantes, Huiles essentielles, Extraits, CPG/SM, HPLC/UV, Activité antioxydante, Activité anti-
enzymatique, Activité anti-microbienne.



Abstract

Five plants from two different regions (arid and semi-arid) were selected in this work: Pistacia atlantica
and L. antineae from Biskra town and Thymus algeriensis algeriensis, Marrubium alysson and Jasminum
fruticans of Batna town. First, an extraction of two species Lavandula antineae and Thymus algeriensis
essential oils and a preparation of hydro-methanolic, ethyl acetate and n-butanol extracts were carried out
from all the studied plants. Both essential oils were analyzed by GC / MS, the chromatographic profile
showed a richness of L. antineae essential oil in hydrocarbon sesquiterpenes such as -bisabolene while the
essential oil of T. algeriensis was rich in oxygenated sesquiterpenes such as elemol. Subsequently, a
phytochemical screening followed by an HPLC / UV analysis were performed on hydro-methanolic extract
of the aerial part of the various plants, followed by the determination of the total phenol compounds,
flavonoids and condensed tannins. Results from the phytochemical screening indicated the presence of
several chemical families such as polyphenols, flavonoids, tannins and alkaloids. HPLC / UV analysis
revealed the common existence of quercetin and catechin in all hydro-methanolic extracts. P. atlantica was
noted by the highest levels of total phenolic compounds, flavonoids and condensed tannins. Then, the
antioxidant effect of the hydro-methanolic extract was tested by various methods: free radical scavenging
(DPPH and ABTYS), iron reduction tests (FRAP test, phenanthroline method, Ferrozin method), copper
reduction test (CUPRAC test) and B-carotene bleaching test. Various tests to evaluate the inhibitory power
of the plants hydro-methanolic extract on enzymatic activity of acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase,
a-glucosidase and tyrosinase were used. Significant antioxidant activity was observed for all extracts
especially P. atlantica and remarkable antidiabetic, anti-Alzheimer and anti-tyrosinase effects were
recorded for most species. P. atlantica gave a significantly higher a-glucosidase inhibition than acarbose.
A higher anti-butyrylcholinesterase effect than galantamine was recorded for hydro-methanolic extract of
L. antineae. Both species M. alysson and J. fruticans are characterized by a tyrosinase inhibition more
remarkable than kojic acid. The SPF determination test was performed by measuring the absorbances of
hydro-methanolic extracts in a range of 290 to 320 every 5 nm, J. fruticans provided the highest SPF value.
Finally, the agar diffusion technique was carried out to evaluate the antimicrobial activity of two extracts
ethyl acetate (AcEth) and n-butanol (But) of our five plants on Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa and Candida albicans. ATCC 2071. Both AcEth
and But extracts of different species provided modest antimicrobial potential for the microbes tested.

Key words: Plants, Essential oils, Extracts, GC/MS, HPLC/UV, Antioxidant activity, Anti-enzymatic
activity, Anti-microbial activity.
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Liste des abréviations

8-OHdG 8-hydroxydésoxyguanosine

AB Amyloide béta

Abs Absorbance

ABTS Acide 2, 2'- azino bis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique
ADN Acide désoxyribonunucléique
ACh Acétylcholine

AChE Acétylcholinestérase

ACP Analyse de Composante Principale
AGPI Acide gras polyinsaturés

ANOVA Analysis of variance

ATCC American Type Culture Collection
BChE Butyrylcholinestérase

BHA Hydroxyanisole butylé

BHT Hydroxytoluene butyle

CAT Catalase

CF Correction Factor

COA Coenzyme A

CPG/SM Chromatographie phase gazeuse a spectrophotometre de masse
CUPRAC Cupric ion Reducing Antioxidant Capacity
DMAPP Diméthylallylpyrophosphate
DMSO Diméthylsulfoxyde

DPPH 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl
DTNB 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid
E AcEth Extrait Acetate d'éthyle

EAG Equivalent Acide Gallique

E But Extrait Butanol

EC Equivalent Catéchine

EDTA Ethylénediaminetétraacétique

EE Erythemal Effect spectrum

EQ Equivalent Quercétine

Gnt Gentamicine

GPx Glutathion Péroxydase

GR Glutathion Réductase

GSSG Glutathion oxydé

GSH Glutathion réduit

ICso Concentration Inhibitrice de 50%
Ir Indice de rétention

LCR Liquide Chéphalorachidien
L-DOPA L-Dihydroxyphénylalanine

MA Maladie d'Alzheimer

MEP 2-C-methyl-D-erythritol 4-phosphate
MVA Acide mévalonique

NOS Nitric oxyde synthase

PAL Phénylalanine Ammonium Lyase
PEP Phosphoénolpyruvate

PRos Pouvoir réducteur a 0.5

ROS Reactive Oxygen Species



SOD Superoxyde Dismutase
SPF Sunburn Protection Factor
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Introduction

Le métabolisme de I'oxygene moléculaire (O2) par la cellule entraine la production de ROS
(reactive oxygen species), notamment le peroxyde d'hydrogene (H202), le radical hydroxyle
(OH ) et le radical superoxyde (O2 *°), qui peuvent tous &tre toxiques en réagissant avec des
macromolécules cellulaires. Pour cette raison, les organismes ont développé des systemes de
défense antioxydants pour éliminer les ROS. Ceux-ci incluent des enzymes, telles que la SOD
et les peroxydases, et des antioxydants de faible poids moléculaire (vitamine E, vitamine C et
GSH) Un déséquilibre entre les systemes de production et d'élimination des especes a oxygene
actif et la dominance du systeme de production conduit a une surproduction de ROS et la
constitution du stress oxydatif.

Le stress oxydatif joue un rdle crucial dans le développement de maladies connexes telles que
l'arthrite, le diabete, la démence, le cancer, I'athérosclérose, les maladies vasculaires, 1'obésité,
l'ostéoporose et les syndromes métaboliques, le vieillissement, la maladie d’Alzheimer et la
maladie de Parkinson (Tan et al., 2018).

Le role étiologique du stress oxydant dans les mécanismes de mort cellulaire au cours des
maladies neurodégénératives est évoqué depuis plusieurs années. Parmi ces affections, la
maladie d’Alzheimer. Selon I’OMS (2020), la maladie d’Alzheimer est la forme la plus
commune de déménce (60-70%), cette derniere touche environ 50 millions de personnes dans
le monde. C’est une maladie associé a I'dge et qui peut etre définie comme un trouble affectant
les principales zones du cerveau, et se caractérise par un déclin progressif de la mémoire
(Villaflores et al., 2012). L'acteylcholinesterase (AChE) est une enzyme qui hydrolyse de
I’acétylcholine (ACh), un neurotransmetteur considéré comme jouer un role dans la maladie
d’Alzheimer. Un des plus approches importantes pour le traitement de cette maladie implique
I'augmentation du niveau d'acétylcholine dans le cerveau a l'aide d'inhibiteurs de I'AChE (Lane
et al., 2006).

De nombreuses preuves provenant d'expériences ont établi un lien entre le diabete de type 2 et
le stress oxydatif en mesurant divers biomarqueurs, notamment les biomarqueurs de dommages
a I'ADN et les produits de peroxydation lipidique (Inoguchi et al., 2000). Le diabete est un
trouble métabolique caractérisé par la présence d une hyperglycémie attribuable a un défaut de
la sécrétion d’insuline ou de I’action de I’insuline, ou des deux (Gbekley et al., 2007).
L’¢lévation rapide du taux de glucose sanguin peut étre contrdlée par l'inhibition de ’a-
glucosidase, une enzyme responsable de I'hydrolyse des liaisons a-glucosidiques
d'oligosaccharides libérant des unités monosaccharidiques contribuant a I'élévation de niveau

de sucre dans le sang.
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Le stress oxydatif provoqué par une quantité excessive de ROS est 1i¢ de facon simple aux
troubles dermatologiques comme lhyperpigmentation. La tyrosinase est une enzyme
importante dans la mélanogenese, un processus qui détermine la couleur de la peau et des
cheveux ainsi qu’une protection contre le rayonnement UV nocif. La surproduction et
I'accumulation de pigments mélaniques dans la peau conduit au développement de diverses
troubles dermatologiques (Zeitoun et al., 2016).

Certaines pathologies survenant au cours de l'infection par des microorganismes peuvent €tre
attribuées au stress oxydatif. Les réponses adaptatives microbiennes aux stress oxydatifs dans
le microenvironnement de 1'hote peuvent offrir I'avantage supplémentaire de faciliter la survie
pendant I'exposition aux antibiotiques (Pohanka, 2013).

Récemment, les études présentent un grand intérét a trouver des anti-oxydants naturels a partir
de matieres végétales pour remplacer les synthétiques. Les composés antioxydants naturels qui
sont largement distribués dans les plantes sont capables d'arréter une réaction d'oxydation
induite par un radical libre et aurait des activités bénéfiques dans la protection du corps humain
de plusieurs maladies.

L'utilisation d'extraits de plantes et de leurs phytoconstituants dérivés a un avenir probable pour

contrdler diverses pathologies.

Dans le présent travail nous sommes incités a la recherche de nouvelles sources de molécules
naturelles disposées d’activités biologiques. Notre choix pour ces fins s'est concentré sur cinq
plantes issues de deux régions (aride et semi-aride) de 1'Algérie, en vue de valoriser leurs
extraits. Il s'agit de Pistacia atlantica, Lavandula antineae, Thymus algeriensis, Marrubium

alysson et Jasminum fruticans, qui sont connues par leur utilisation en médecine traditionnelle.

Les objectifs assignés dans cette étude sont les suivants:

-Screening phytochimique puis un dosage des polyphénols, des flavonoides et des tanins suivi

par une analyse par HPLC/UV des extraits méthanoliques des plantes choisies.
-Analyse par CPG/SM des huiles essentielles de L. antineae et T. algeriensis.

-Evaluation de l'activité antioxydante de l'extrait méthanolique des plantes étudiées par
différentes méthodes: piégeage des radicaux libres (DPPH et ABTS), tests de réduction de fer
(test FRAP, méthode a Phenanthroline, méthode a Ferrozine), test de réduction de cuivre (test

CUPRAUQC) et test de blanchissement du B-caroténe.
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-Tester le pouvoir de ces extraits a inhiber quelques enzymes (l'acétylcholinestérase, le
butyrylcholinestérase, 1'a-glucosidase et la tyrosinase) impliquées dans des maladies séveres

comme la maladie d'Alzheimer, le diabete type 2 et I'hyperpigmentation de la peau.

-Estimation de l'effet antimicrobien des deux extraits acétate d'éthyle et n-butanol des

différentes plantes concernées.
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1.1 Stress oxydatif et quelques maladies et complications liées

1.1.1 Définition du stress oxydatif

Le stress oxydatif peut étre définit comme un déséquilibre entre les systemes prooxydants et
antioxydants en faveur des premier et impliquant la production des especes réactives de
I’oxygeéne (radicaux libres) (Ichai, 2011). La formation incontrolée d’especes réactives de
I’oxygene aura des conséquences souvent lourdes pour I’organisme mais elle n’est pas toujours
synonyme de la toxicité. En effet certaines espeéces réactives de ’oxygéne sont des
intermédiaires de processus physiologiques normaux (Pelletier et al., 2004) d’un part les
globules blancs utilisent les radicaux libres pour éliminer bactéries et virus, ils leurs injectent
un radical superoxyde, dans 1’autre part les radicaux libres sont utilisés pour éliminer les
cellules anciennes ou défectueuses qui sont par suite remplacées par des cellules neuves
(Causse, 2005).

Les radiaux libres ont un role fondamental dans le signale apoptotique, il apparait que la
fonction physiologique fondamentale de 1’apoptose est la protection de tissu contre le stress
oxydatif en éliminant les cellules productrices des radicaux libres. Au niveau de la
mitochondrie, la perméabilisation de la membrane (permettant 1’entrée des protéines pro-
apoptotique) et les altérations secondaires de la chaine respiratoire augmentent la production
de radicaux libres : les radicaux libres ainsi produits par la mitochondrie sont les médiateurs
actifs de la régulation de 1’apoptose (Martin et al., 2006).

Ce n’est que lorsque les systémes de défenses sont dépassés et ne suffisent plus a neutraliser la
surproduction de ces especes que la toxicité est apparait (Pelletier et al., 2004) (Figure 1).

Oxidative stress 10> Physiological levels oo lacking

p— |

Figure 1: Déséquilibre entre le systéme anti-oxydant et les ROS (Garrido et al., 2004)
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1.1.2 Radicaux libres

Un radical libre se définit comme tout atome, groupe d’atomes ou une molécule possédant un
¢lectron non appariée (célibataire) sur leur orbitale externe. Il s’agit d’especes chimiques tres
réactives qui cherchent dans leur environnement pour s’apparier (c'est-a-dire pour former une
liaison chimique) (Jadot, 1994). La premiere source de radicaux libres est naturelle, la
transformation des aliments en énergie et en eau génere environ 2% de molécules d’oxygene
auxquelles il manque un électron. Ils sont aussi produits au cour des inflammations, du stress
chronique (Edeas, 2005) et ils augmentent en cas de diabete (Varvarovska et al., 2003). La
deuxiéme source des radicaux libres est externe, lors de 1’exposition au soleil, avaler des
légumes traités par des pesticides, ’exposition aux polluants, les additifs alimentaires, certains
médicaments, les solvants... et par une mauvaise hygiéne de vie (tabac, alcool) (Causse, 2005 ;
Chegrani, 2010).

1.1.2.1 Différent radicaux libres et peroxyde d’hydrogéne
Les différents radicaux libres et le peroxyde d’hydrogene interviennent dans la voie univalente
de I’oxygene, il s’agit de :

e Radical superoxyde (O2%)

e Peroxyde d’hydrogene (H20>)

e Radical hydroxyle (OH®)

e L’oxygene singulet (O2*)

e Des radicaux alcoxy (RO-) et peroxy (ROO-)

-Le radical superoxyde (0>”) il est produit par I’autooxydation de nombreuses molécules
intracellulaires, soit au cours de réactions enzymatiques survenant dans la chaine respiratoire,
soit comme conséquence de 1’action de différents facteurs exogenes, radiations ou produits
chimiques toxiques.

-Le peroxyde d’hydrogene (H202) le peroxyde d’hydrogeéne, n’est pas un radical libre, il est
formé secondairement a la dismutasion de (O2°") par la peroxyde dismutase ou produit par
réduction bivalente de 1’oxygeéne grace a un grand nombre de déshydrogénase, notamment
I’acyl CoA déshydrogénase, la NADH déshydrogénase, la xanthine oxydase, 1’uricase, la
mono-amine-oxydase...

O + H30+2 H,O+HO»
superoxyde Hydroperoxyl radical
HO2 + H;0* H>O,+H,O

Peroxyde d’hydrogéne (BaSkin et Salem, 1997)

-Le radical hydroxyle (OH®) ¢’est un puissant oxydant capable de réagir avec une multitude
de molécules par perte d’un hydrogene, addition ou transfert d’un électron. Sa formation peut
se faire a partir de I’eau oxygénée en présence de minimes quantités de fer. Dans la cellule
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I’apparition de (OH°) résulte de I’activit¢ de la xanthine oxydase, 1’action de certains
médicaments antinéoplasiques entraine aussi sa formation.

H>O; + Fe™"— OH + OH° + Fe**"

Radicale

hydroxyle (Huet et Duranteau, 2008)

-L’oxygene singulet (02*) c’est la forme excitée de 1’oxygene moléculaire, il est formé en
moindre quantité que les radicaux libres précédents mais il est important car il apparait lors de
la peroxydation lipidique, il est inhibé par la vitamine C qui intervient directement en diminuant
la lipidoperoxydation.

-Les radicaux alcoxy (RO-) et peroxy (ROO-) ils peuvent étre générés par 1’action de O»°-, OH®
et de I’oxygene singulet sur des acides gras.

1.1.2.2 Mode d'action des radicaux libres sur les molécules de la cellule

L’apparition dans un milieu quelconque d’un radical avide d’un ¢électron pour s’apparier crée
une réaction en chaine, en effet 1’électron perdu fait de la molécule, de 1’atome ou du groupe
de molécules dont il a été enlevé un nouveau radical libre, ainsi se propage les dommages qui
alterent tout les constituant de la cellule : lipides, protéines, vitamines et ADN et conduisent a
la maladie (Jadot, 1994 ; Causse, 2005).

Tableau 1: Mode d'action des radicaux libres sur les principales molécules constituant la
cellule (Jadot, 1994)

Les molécules altérées par les radicaux libres | Mode d’action

Les lipides Agissent sur les acides gras insaturés
Modification de la fluidité membranaire
Lipidoperoxydation et la lyse des
membranes cellulaires

Les protéines Agissent sur les protéines porteuses des
groupements sulfhydriles

Modification du collagene et de ’acide
hyaluronique

Fibrose et sclérose

Les acides nucléiques Dénaturation de I’ADN

Des perturbations sur la réplication

1.1.3 Systeme de défense antioxydant

Il existe une formation physiologique de radicaux libres au cours de différents processus
métaboliques : la chaine oxydative mitochondriale, la synthese de prostaglandine, la
phagocytose, ces radicaux libres sont toxiques pour 1’organisme directement ou indirectement
(Greft, 2012).

Pour faire face a ces attaques, les organismes ont développés des systémes d’action
antioxydante, dont le siege est cytoplasmique ou membranaire (Greff, 2012), ils visent a : 1) a
éliminer les especes réactives et les catalyseurs de leurs formation, 2) a induire la syntheése des
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antioxydants et 3) a augmenter 1’activité des systemes de réparation et d’éliminer les molécules
endommagées (Pelletier et al., 2004).

La ligne de défense comporte des molécules non enzymatiques et des enzymes. Les
antioxydants non enzymatiques sont constitués de vitamines (C, E et bétacaroteénes), d’oligo-
éléments (Zinc et sélénium), et de glutathion. Les enzymes antioxydantes sont le superoxyde
dismutase (SOD), la catalase et la peroxydase (Papazian et Rosh, 2008).

1.1.3.1 Systemes non enzymatiques

-La vitamine C : elle comprend I’acide ascorbique et I’acide déhydroascorbique, c’est un
réducteur susceptible d’influencer la peroxydation lipidique. Hydrosoluble, elle joue un role
antioxydant dans le plasma.

-La vitamine E (le tocophérol) : il agit comme antioxydant au niveau des radicaux
hydroperoxydes.

-Bétacaroteénes et caroténoides : ils ont un effet antioxydant lié principalement a une réaction
avec les radicaux peroxyles. Le bétacarotene utilise I’énergie du radical pour changer de
conformation (passage de la forme cis a la forme trans).

-Oligoéléments : le zinc et le sélénium : le zinc exerce une action antioxydante par le biais de
plusieurs mécanismes : il protege de 1’oxydation les groupes sulfihydryls de certaines protéines
(enzymes), il peut avoir un effet antioxydant direct en captant les radicaux OH®, il a une action
antioxydante indirect en rentrant en compétition avec le fer et le cuivre. Le zinc a une action
stabilisante au niveau des membranes ayant subit une peroxydation, il joue aussi un role
fondamentale dans la structure des enzymes antioxydantes. Le sélénium intervient dans d’autres
enzymes antioxydantes telles que la glutathion peroxydase sélénium dépendantes et les
transférases sélénium dépendantes (Piquet et Hébuterne, 2007).

-La glutathion (tripeptide glutamyl-cystéinyl-glycine) : il agit comme donneur des électrons
permettant d’éliminer les especes réactives comme OH° mais surtout comme substrat des
glutathion peroxydases pour la réduction des peroxydes (Pelletier et al., 2004).

1.1.3.2 Systémes enzymatiques
-Les peroxydases : elles catalysent la réduction conjointe d’un hydro-peroxyde et d’un
peroxyde organique, le glutathion (GSH) suivant la réaction suivante :

ROOH + 2 GSH = ROH + GSSG + H,0

Le maintien d’activité peroxydase implique le recyclage du NADPH-dépendant du glutathion
réduit par une glutathion réductase, le NADPH étant produit par la voie des pentoses
phosphates :

GSSG + NADPH H*¢&* 2GSH + NADP*

-Les superoxydes dismutases: métaloenzyme capable de dismuter I’anion superoxyde en
peroxyde d’hydrogeéne, moins réactif suivant la réaction :
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20,y +2 HY & H20: + 0,

-Les catalases : qui catalysent la réduction du peroxyde d’hydrogene en eau et en oxygene
moléculaire :

2 H,O» <:> 0: + 2 H,O

(Pelletier et al., 2004)

Un systéme de défense secondaire composé d’enzymes, dont le role consiste a empécher
I’accumulation dans la cellule et de protéines ou d’ADN oxydés et a dégrader leurs fragments
toxiques, complete la panoplie des moyens de protection (Piquet et Hébuterne, 2007).

A NADP*
ONOO- 0’))0) \/ NADPH
e &
e, I - ‘_‘-: g
o-

L-Cit
GSH NADPH
H,0, + [O] _———

/_ +2GSH dan
SOD = Superoxide Dismutase NADP+

CAT = Catalase
GPl = Glutathione Peroxidase
GR = Glutathione Reductase
L-Arg = L-Arginine
9 9 H,0 GSSG

L-Cit = L - Gitrulline
‘ ONOO™ = Peroxynitrite
*ON = Nitric Oxide
H,O + O, O, = Superoxide
H,O, = Hydrogen Peroxide

Figure 2: Especes oxygénées actives et réseau antioxydant

1.1.4 Quelques maladies et complications liées au stress oxydatif
L’exces de radicaux libres non neutralisés par les défenses est trés dommageable pour les

macromolécules essentielles de nos cellules, entrainant anomalies d’expression des génes et
des récepteurs membranaires, prolifération ou mort cellulaire, troubles immunitaires,
mutagenese, dépdts de protéines ou de lipofuschine dans les tissus. Dans plusieurs maladies
graves, notamment celles liées au vieillissement, le stress oxydant est le facteur déclenchant
originel. C’est le cas des cancers, des pathologies oculaires (cataracte et dégénérescence
maculaire), des maladies neurodégénératives (ataxies, sclérose latérale, maladie d’ Alzheimer).

La sclérose latérale amyotrophique familiale est I’exemple le plus démonstratif, puisque cette

10
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maladie génétique est due a un défaut sur le géne de ’enzyme antioxydant superoxyde

dismutase. Dans de nombreuses autres maladies, le stress oxydant est secondaire a

I’établissement de la pathologie, mais participe a ses complications immunitaires ou

vasculaires. C’est le cas de maladies infectieuses comme le sida ou le choc septique, le diabete,

la maladie de Parkinson ou I’insuffisance rénale (Favier, 2006) (Figure 3).

Poumons:
Asthme

Branchopneumopathie
chronique

Articulations:
Arthrite

Rhumatisme

Reins:
Glomérulonéphrite

Insuffisance rénal chronique

Feetus:
Prééclampsie

Retard de croissance
intra-utérin

pr— Stress Oxydatif

Yeux:
Cataracte

Maladies de la
rétine

/7
N\

Cerveau:
Alzheimer
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Ictus amnésique
Dépression

Attaque cérébral

Multi- Organes:
Cancer
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Inflammation

Infection

Vaisseaux
cardiaques:

Artériosclérose
Hypertension
Cardiomyopathie

Insuffisance
cardiaque

Ischémie

Figure 3: Maladies induites par le stress oxydatif (Pham-Huy et al., 2008)
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1.1.4.1 Maladie d'Alzheimer

La maladie d'Alzheimer (MA) se caractérise par un déclin progressif de la fonction cognitive.
Cette maladie est considérablement accrue chez les personnes agées de 65 ans et plus, avec un
déclin progressif de la mémoire, de la pensée, de la langue et de la capacité d’apprentissage. La
MA devrait étre différenciée du déclin normal de la fonction cognitive li¢ a 1’age, qui est plus
graduel et associ¢ a moins d’incapacité (Mattson, 2008). La maladie commence souvent par des
symptomes bénins et se termine par de graves 1ésions cérébrales. Les personnes atteintes de

démence perdent leurs capacités a des rythmes différents (Gross et al., 2012; Shaffer et al.,

2012; Honjo et al., 2012; Braak et Del Tredici, 2012 ; Revett et al., 2013).

La maladie d’Alzheimer est une maladie neurodégénérative chronique caractérisée par des
mécanismes physiopathologiques bien définis, touchant principalement le lobe temporal interne
et les structures néocorticales associatives. Les plaques neuritiques et les enchevétrements
neurofibrillaires représentent les caractéristiques pathologiques de la MA et sont
respectivement liés a I'accumulation du peptide béta-amyloide (AB) dans les tissus cérébraux et
aux modifications cytosquelettiques résultant de 1'hyperphosphorylation de la protéine Tau

associée aux microtubules dans les neurones (De-Paula et al., 2012).

Dans 95 % des cas, la MA est de forme sporadique, sans antécédents familiaux et a I’étiologie
inconnue (Rocchi et al., 2003). Comme c’est le cas dans la plupart des autres maladies liées a
I’age (diabéte, maladie de Parkinson, maladie cardiovasculaire.....), I’age, I’environnement et

d’autres facteurs s’y rattachant jouent un réle non négligeable.

Le cerveau est riche en phospholipides, qui sont essentiels aux processus de neurotransmission
et a la base des interactions neuronales et de la cognition. Les phospholipides du cerveau
contiennent une proportion élevée d’acides gras polyinsaturés (AGPI), notamment ’acide
docosahexaénoique et 1’acide arachidonique. Il a été constaté que lorsque la production de
radicaux libres augmente, le contenu en AGPI dans le cerveau diminue progressivement. En
outre 1’augmentation du taux de protéine carbonyle, marqueur des dommages oxydatifs des
protéines, a été démontrée dans le cerveau atteint de la maladie d'Alzheimer (Soderberg et al.,

1991; Keller et al., 2005 ; Skoumalova et Hort, 2012).

L'oxydation de I'ADN peut conduire a la formation de 8-hydroxydésoxyguanosine (8-OHdG).
Le niveau de 8-OHdG dans I'ADN mitochondrial isolé du cortex pariétal de patients atteints de

MA est considérablement augmenté (trois fois) par rapport aux sujets témoins (Mecocci, 1994).

12
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La modification oxydative de I'ARN est également augmentée dans le cerveau atteint de MA

(Nunomura et al., 1999).

Les ROS peuvent étre produites par la perturbation de la phosphorylation oxydative dans les
mitochondries ou par d'autres réactions. Par exemple, un dysfonctionnement de la chaine
respiratoire peut conduire a la libération de radicaux libres, y compris de ROS (Yan et al., 2013,
Zhao et al., 2013). Pour éliminer ces radicaux libres, les neurones peuvent initier des
mécanismes de prévention des dommages oxydatifs. Il est intéressant de noter que certaines
¢tudes suggerent qu'Af est initialement une compensation pour les concentrations écrasantes
de ROS (Paola et al., 2000, Castegna et al., 2002). AP a une activité antioxydante et protége les

lipoprotéines de I'oxydation dans le LCR et le plasma (Nunomura, 2000).

L'Acétylcholine est le neurotransmetteur utilisé par tous les neurones cholinergiques, qui joue
un role treés important dans les systemes nerveux périphérique et central. Tous les neurones
parasympathiques pré- et post-ganglionnaires et tous les neurones sympathiques pré-
ganglionnaires utilisent 'ACh comme neurotransmetteur. De plus, une partie des neurones
sympathiques post-ganglionnaires utilise également I’ACh comme neurotransmetteur
(Ferreira-Vieira, 2016). Compte tenu de sa large distribution dans le cerveau, il n’est pas
surprenant que la neurotransmission cholinergique soit responsable de la modulation de
fonctions neurales importantes. Le systeme cholinergique est impliqué dans des processus
physiologiques critiques, tels que l'attention, 'apprentissage, la mémoire, la réponse au stress,
la veille et le sommeil et les informations sensorielles. Des données expérimentales utilisant
des primates non humain et des rongeurs ont démontré que les 1ésions introduites dans les
neurones cholinergiques basaux du cerveau antérieur qui innervent le cortex entrainent un
déficit de l'attention (Voytko et al., 1994 ; Bucci et al., 1998). De plus, les données publiées
indiquent que ACh est impliqué dans la mémoire (Dunnett et al., 1991 ; Sarter et al., 1996).
L’importance des neurones cholinergiques du noyau basal de Meynert sur la mémoire est mise
en évidence par le fait que la dégénérescence spécifique de ces neurones se produit dans la
maladie d’ Alzheimer et contribue a la perte de mémoire manifestée par les patients atteints de
MA (Whitehouse et al., 1981 ; Whitehouse et al., 1982). L'enzyme choline acétyltransférase
peut synthétiser I'ACh a partir de la choline et de I'acétyl-coenzyme A (acétyl-CoA). Apres cela,
le neurotransmetteur est transporté par le transporteur vésiculaire d'acétylcholine du cytosol
dans les vésicules synaptiques (Nachmansohn et al., 1943 ; Potter et al., 1970). Lorsque les
neurones cholinergiques sont dépolarisés, I'ACh est exocytée des vésicules synaptiques et

libérée dans la fente synaptique, ou elle peut activer a la fois les récepteurs muscariniques et

13
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nicotiniques. L'ACh présent a la fente synaptique est rapidement inactivé par l'enzyme

acétylcholinestérase (AChE), libérant de la choline et de 1'acétate.

Plus récemment, une corrélation inverse a été trouvée entre l'activité de la choline
acétyltransférase et le dépot d'amyloide B dans le gyrus temporal inférieur de personnes, a
I'autopsie, qui avaient une fonction cognitive normale (Beach et al., 2000). La stratégie
thérapeutique prédominante dans la prise en charge de la maladie d’Alzheimer repose sur le
rétablissement de la fonction cholinergique au moyen de composés bloquant les enzymes qui
dégradent 1’acétylcholine (Lovestone et Howard, 1995; Massoud et Gauthier, 2010) comme la
tacrine, le donepezil, la galantamine. Les inhibiteurs de I’activité¢ cholinestérase induisent
malheureusement aussi des états dépressifs, ainsi des effets secondaires toxiques (Bachurin,

2003).

1.1.4.2 Diabete type 2
Le diabete de type 2 a été diagnostiqué chez environ 2,5 a 7% de la population mondiale (Abo
et al., 2008). 1l s'agit d'un trouble métabolique caractérisé par la présence d'une hyperglycémie

due a un manque de sécrétion d'insuline ou a un manque d'action de l'insuline, ou aux deux

(Gbekley et al., 2007).

Le diabete de type 2 a toujours été considéré comme une maladie des personnes agées, mais de
nos jours il est de plus en plus diagnostiqué chez les jeunes. Le développement de ce trouble
chez les personnes de jeune age semble €tre le résultat des changements sociaux, ainsi que

l'urbanisation croissante, qui ont abouti a des modes de vie malsains (Vermunt et al., 2013).

Des preuves convaincantes montrent que le stress oxydatif joue un role clé non seulement dans
la pathogenese du prédiabete et du diabete, mais aussi dans le développement de complications
tardives (Giacco et Brownlee, 2010). 11 a été observé chez les patients diabétiques que 1'état
hyperglycémique est associ¢ a la génération des ROS, soumettant ainsi les cellules B du
pancréas dans un environnement pro-oxydant (Dias et al., 2016). Comparativement aux autres
tissus, les cellules B ont un faible abondance en enzymes de défense antioxydant, telles que
SOD, CAT et GPx (Lenzen et al., 1996). Par conséquent, la faible capacité antioxydante
inhérente aux cellules productrices d'insuline, les rend tres susceptibles au dysfonctionnement
par action des ROS (Evans et al., 2012). L'exces de sucres dans le sang ainsi que de graisses,
peut initier une série de perturbations métaboliques, telles que Il'inflammation, le
dysfonctionnement endothélial, le durcissement des arteres et 1'athérosclérose subclinique (Rao,

2019). Une approche thérapeutique importante dans le traitement du diabete de type 2 consiste
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a diminuer I'hyperglycémie post-prandiale en retardant 1'absorption du glucose par I'inhibition
des enzymes a-amylase et a-glucosidase dans le tube digestif. Les inhibiteurs d'enzymes
retardent le taux d'absorption du glucose en empéchant la digestion des glucides et par
conséquent atténuer I’augmentation du glucose plasmatique postprandiale (Asgar, 2013). En
général, les cliniciens gerent le diabete en administrant des anti-glycémiques et ne prétent que
tres peu d'attention aux risques métaboliques associés. L’acarbose par exemple, un anti-
diabétique tres utilisé, peut développer plusieurs problémes comme ’acuité visuelle, 1’iléus et
subileus, la colite lymphocytaire, la thrombocytopénie, 1’érythéme, 1’exantheme, ’urticaire,

I’hépatite et I’ictere (Rao, 2019 ; Shabaz et al., 2019).

1.1.4.3 Vieillissement de la peau et mélanogénese

Le vieillissement de la peau est un processus dynamique provoqué par le vieillissement
chronologique et le photovieillissement causés par I’influence de facteurs externes, notamment
les rayons ultraviolets (UV). Le stress oxydatif cumulatif, la formation de radicaux libres et
leurs effets néfastes sur les systemes biologiques des cellules de la peau sont un mécanisme
courant des processus de vieillissement de la peau. Les especes d’oxygene réactif formées
peuvent conduire a I’oxydation des molécules de construction de la cellule. L'un des
mécanismes de défense de la peau est la défense anti-oxydante dans laquelle les enzymes et
autres substances antioxydantes réagissent directement avec les ROS, les empéchant ainsi
d'atteindre leur cible biologique. Les substances antioxydantes ont la capacité de lier les
radicaux libres, causés par le stress oxydatif, et peuvent avoir une importance dans la prévention
et / ou le traitement de diverses maladies de la peau, ainsi que dans le ralentissement du
processus de vieillissement de la peau. De nombreuses études sur le photovieillissement cutané
da a I’oxydation fournissent de nombreuses informations sur la diminution du niveau d’activité
des enzymes antioxydantes et de la capacité de défense des antioxydants, qui conduisent toutes
ensemble a 1’accumulation de dommages oxydatifs et de produits oxydants, a
I’immunomodulation, a la stimulation de la mélanogénese et de la carcinogenese (Peres et al.,
2011). Le processus de mélanogenese détermine la couleur de la peau et des cheveux ainsi
qu’une protection contre le rayonnement UV nocif. La surproduction et l'accumulation de
pigment mélanique dans la peau conduit au développement dhyperpigmentation
dermatologique (Zeitoun et al., 2016). La tyrosinase est 1'une des enzymes importantes qui
jouent un role clé dans le processus de pigmentation (Lei et al., 2002), elle synthétise la
mélanine en utilisant la L-tyrosine, la dihydroxyphénylalanine (L-DOPA) et le 5,6-

dihydroxyindole comme substrats. Tout d'abord, la L-tyrosine est hydroxylée pour former la L-
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DOPA, qui est ensuite oxydée en L-DOPAquinone, qui sera ensuite transformée en eumélanine
(pigment noir ou brun) et en phacomélanine (pigment jaune ou rouge) (Costin et Hearing,
2007). Comme la mélanogénése consiste en une séquence de réactions d’oxydation, il en résulte
une génération continue de ROS tout au long de ce processus: H202 a ses débuts (Mastore et
al., 2005), mais également lors du cycle redox d'indoles en quinones (Nappi et Vass, 1996), de
radicaux hydroxyle et d'anion superoxyde en raison de l'activité catalytique de la tyrosinase
(Koga et al., 1992; Sander et al., 2004). De plus, des intermédiaires oxydants comprenant des
quinones réactives, cytotoxiques vis-a-vis des protéines et de I'ADN dans les cellules, sont

générés au cours de la mélanogenese (Ito et Wakamatsu, 2008).

1.1.4.4 Maladies infectieuses

Le stress oxydatif joue un rdle dans les infections. Les radicaux libres peuvent endommager
les tissus pendant 1'inflammation. Au cours du processus d'infection, il y a génération d'especes
réactives par la myéloperoxydase, la NADPH oxydase et '0xyde nitrique synthase. D'autre part,
des especes réactives peuvent étre générées entre autres, par le cytochrome P450, certains
métaux et la xanthine oxydase. Certaines pathologies survenant au cours de I'infection peuvent
étre attribuées au stress oxydatif et la génération d'especes réactives lors de l'infection peut

méme avoir des conséquences fatales (Pohanka, 2013).

Les altérations de l'organisme infecté ont pour conséquences des modifications anatomiques,
chimiques, biologiques et physiologiques qui forment le syndrome infectieux (la fievre, des
hypertrophies des ganglions lymphatiques, des signes variés: cardiologiques, urinaires,
respiratoires, digestifs, neuropsychiques, cutanéo-muqueux). (Pebret, 2003 ; Brugere-Picoux

et Rey, 2010).

Il n'existe pas de vaccins contre toutes les maladies, de plus certains ne sont pas assez fréquents
ou graves pour justifier une vaccination de toute la population. C'est pourquoi la guerre contre
les microbes nécessite un autre type d'armes, les agents anti-infectieux. Alors que les vaccins
sont destinés a des personnes chez lesquels il s'agit d'induire une immunité protectrice, les
agents anti-infectieux sont au contraire destinés a des personnes déja infectés (Schwartz et

Rodhain, 2008).

Il existe différentes classes d’agents antimicrobiens : chimiques (oxydants, alcools, aldéhydes
et gaz), physiques (température et rayonnement) et chimiothérapeutiques (antibiotiques). Les
antibiotiques sont des substances antibactériennes d'origine naturelle (fabriquées par des

champignons ou des bactéries), ou d'origine synthétique.
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Un antibiotique peut agir a différents niveaux:

-Au niveau de la paroi en inhibant la synthese de peptidoglycane.
-Au niveau cytoplasmique.

-En inhibant la synthese de ' ADN bactérien.

-En agissant sur la syntheése des ARN des ribosomes.

La résistance aux antibiotiques se définit par 1'inefficacité de la dose d'antibiotique au niveau
du site infectieux. Essayer de maitriser la résistance c'est d'abord comprendre les mécanismes
qui la déterminent (Michel-Briand, 2012). Elle est génétique, soit secondaire a une mutation

chromosomique, soit due a l'acquisition de genes étrangers (plasmides, transposons).

Les bactéries résistent aux antibiotiques par plusieurs mécanismes distincts qui peuvent se

cumuler:

-Interférence avec le transport; la pénétration et le maintien de l'antibiotique dans la bactérie:

accélération de 1'efflux systeme (exemple les porines de bacilles a Gram négatif).

-Détoxification enzymatique de l'antibiotique (exemple bétalactamases, enzymes inactivant les

aminiglycisides).

-Altération de la cible (bétalactamines).

-Substitution de la cible (exemple sulfamides, triméthoptrime).

-Genes de résistances multiples aux antibiotiques.

Les souches résistantes viennent de patients eux mémes ou de leur environnement.

Les facteurs favorisant I'émergence de bactéries résistantes sont I'espece bactérienne (exemple
Staphylocoques; Pseudomonas, mycobactéries) et l'antibiotique utilisé: certains antibiotiques

sont l'objet d'une fréquence de mutation élevé vers la résistance (Skurnik et Andremon, 2006).

1.2 Meétabolites secondaires

Les produits de métabolismes des plantes sont classés en métabolites primaires et secondaires.
Les métabolites primaires comme les protéines, les lipides, les glucides et les acides nucleiques
constituent la machinerie métabolique de base de toute cellule. Au contraire les métabolites

secondaires peuvent ne se rencontrer que dans des tissus spécifiques, ou a des stades particuliers
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de développement, ils ne jouent pas un role dans le développement ni dans la survie de

I'organisme (Hopkins, 2003).

Les produits du métabolisme secondaire sont en treés grand nombre, plus de 200.000 structures
définies (Hartmann, 2007) et sont d’une variété structurale extraordinaire mais sont produits en
faible quantité. Des milliers d'entre eux ont été identifié dans plusieurs classes de plante.
Chaque famille de plantes, genre, et espece produisent un mélange caractéristique de ces
produits chimiques, et ils peuvent parfois €tre utilisés comme marqueurs taxonomiques dans la
classification des plantes (Thrane, 2001). Dans la plupart des références, il est indiqué que les
métabolites secondaires extraits de plantes sont subdivisés en trois classes principales:
polyphénols, terpénoides, alcaloides. Ils contiennent de nombreux produits naturels avec

activités pharmacologique intéressantes (Verpoorte, 1998; Savithramma et al., 2011).

1.2.1 Les composés phénoliques

Les polyphenols (environ 8000 composés connus) représentent un groupe de métabolites
secondaires complexe exclusivement synthétisés dans le regne végétal, ils sont tres abondant
dans les fruits et les aliments dérivés des plantes (jus des fruits, le thé, le café, le chocolat, les
céréales...) (Scalbert et al., 2005). Ces composés sont responsables, d’un grand part, des
caractéristiques organoleptiques de I’alimentation d’origine végétale et plus particulierement le
golit et la couleur (Cheynier, 2005), comme ils jouent un rdle dans la protection des plantes
contre les stresses biotiques et abiotiques et rentre dans la structure de certains tissus végétaux
(Cheynier et al., 2012).

Les molécules phénoliques sont des composés qui contiennent un groupe phénol (anneau
aromatique avec un groupe hydroxyle). Ils peuvent avoir des substituant différents (Buchanan
et al., 2000), on y trouve :

-Les flavonoides (flavanols, chalcones, aurones, dihydrochalcones, anthocyanidines et

flavones, flavanones, flavanes, isoflavones) ;

-Les acides phénoliques de type benzoique ou cinnamique et les tannins hydrolysables (gallo et

ellagitannins) ;
-Les stilbenes et les coumarines;

-Les lignines et suberines et lignanes (Collin et Crouzet, 2011).
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1.2.1.1 Biosynthese

Il existe deux voies de biosynthese des polyphenols : la voie de phénylpropanoide et

phenylpropanoide acétate et la voie des shikimates.

-Voie de phénylpropanoide et phenylpropanoide acétate

La plupart des composés phénoliques dérivent de cette voie, elle se départ par la tyrosine et la

phénylalanine, L’étape d’engagement de la voie est catalysée par I’enzyme PAL (phénylalanine

ammonium lyase) qui catalyse les réactions de convertissement de la tyrosine en acide p-

coumarique et de la phénylalanine en acide cinnamique (Figure 4) et (Figure 5).

COOH

H\NHz
OH

Tyrosine \

COOH COOH COOH

NH, F/ =
OH

Phénylalanine Acide cinnamique Acide p-coumarique

Figure 5 : Conversion de la tyrosine en

acide cinnamique
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Figure 4 : Squelettes carbonés des
dérivés du métabolisme des
phénylpropanoides, A Squelette
phénylpropane : C6 — C3, dérivant du

squelette carboné de la Phe, a ’origine
des phénylpropanoides simples. B
Squelette phénylpropane - acétate
C6C3- C6, issu de la liaison entre un
dérivé phénylpropane, le p-coumaroyl-
CoA (bleu, B), et de la condensation de
trois molécules de malonyl-CoA (noyau
aromatique en rouge, A)
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Figure 6: Voie de 1'acide shikimique (Buchanan, 2000)

L’acide p-coumarique est le précurseur de centains produits secondaires: lignines, lignanes,

suberines, flavonoides et coumarines.

-Voie des shikimates

L'acide shikimique se forme par une série de conversions biologiques dont la premiere étape
est une condensation aldolique stéréospéciflque entre le phosphoénolpyruvate (PEP) et
I'érythrose-4-phosphate pour former un composé en C, dont la cyclisation conduit a 1'acide
déhydroquinique, qui se déshydrate pour donner l'acide déhydroshikimique qui a son tour
conduit a 'acide shikimique par une réaction de réduction. L’acide shikimique qui résulte des

molécules intermédiaires de la glycolyse ou de la voie des pentoses phosphate est utilisé pour

la synthese de la tyrosine et la phénylalanine (Figure 6).
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A 1’échelle cellulaire, les composés phénoliques ayant un caractére hydrophile sont présents
dans la vacuole tandis que la lignine et les différentes formes liées a des structures lipidiques

sont retrouvées au niveau de la paroi (Macheix et al. 2005).

1.2.1.2 Classification des polyphénols
Les polyphenols sont classés selon le nombre des cycles phénoliques et la structure de chaque

cycle (Manach et al., 2004).

1.2.1.2.1 Flavonoides
Les flavonoide sont les polyphénols les plus abondants (Packer, 2001), ce groupe rassemble

de nombreux composés naturels répartis en plusieurs familles dont les plus importants sont les
flavones et les isoflavones, ce sont des pigments naturels qui donnent leurs couleurs aux plantes
(Causse, 2005), presque toujours solubles, ils sont entre autres et pour certains responsables de
la coloration des fleurs dont le pouvoir attracteur conditionne la pollinisation, ils sont localisés
dans la cuticule foliaire et dans les cellules épidermiques des feuilles assurant ainsi la protection
des tissus contre les effets nocifs des rayonnements ultraviolet B (ils absorbent dans la région
280-315 nm), comme ils peuvent participer a la résistance des végétaux aux maladies
(exemple : isoflavanes antifongique), voire jouer un role dans la relation plante-animal (insecte

phytophage) (Bruneton, 2009) (Figure 7).

R
R1=H, R2=H: Kaempferol
OH
R1=0H, R2=H: Qercetine
HO o Ry R1=0OH, R2=0OH: myrisetine

R1=0OCH3, R2=H: Isorhamnetine

OH

OH (@]

Figure 7: Structure de base des flavonoides

1.2.1.2.2 Acides phénoliques
Parmi les acides phénoliques, on distingue les dérivés de I’acide hydroxybenzoique (C6-C1),

ceux de I’acide hydroxycinnamique (plusieurs dérivés estérifiés) et des coumarines, tout

possédant une structure du type (C6-C3) (Figure 8).
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OH

OH Ry

R4 R3

(A) (B)

Figure 8: Structure de quelques acides phénoliques, (A): acide hydroxybenzoique, (B):
acide hydroxycinnamique

1.2.1.2.3 Stibénes
Plus de 30 stibénes et glygosides de stibénes sont présent naturellement dans le regne végétal,

la structure chimique de base est composé de 2 cycles aromatiques joints par un pont méthylene
(Figure 9). Les 2 formes isomeres des stibénes (cis et trans) ont des propriétés chimiques et

biologiques différentes.

R3 —

J N\ _/

Rs
Figure 9: Structure de base des stibénes

1.2.1.2.4 Lignines et subérines
Les lignines et subérines sont des précurseurs de polymeres pariétaux des plantes constituant

des facteurs de défense contre les agents pathogenes. Chimiquement, les lignines sont des
polymeres d’alcools coniferyfique, sinapylique et p-coumarylique (dérivant respectivement des
acides ferulique, sinapylique et p-coumarique) (Figure 10). Par contre les subérines des

polyesters des acides feruliques et p-coumariques avec des acides aliphatiques.
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N H3CO N
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OCH; OCHs
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Figure 10: Structure de base des lignines, (A): alcool coumarylique, (B): alcool
coniférylique, (C): alcool sinapylique

1.2.1.2.5 Tannins

Sont des polymeres phénoliques complexes solubles dans 1'eau, et ils peuvent précipiter les
protéines. On distingue deux groupes selon leur structure et la voie de leur synthese: les tannins
condensés et les tannins hydrolysables, qu'on peut séparer par le méthanol qui n'extrait que ces
derniers (Jarrige, 1995).

-Tannins hydrolysables plus de 1000 tannins hydrolysables sont décrits actuellement, ce sont
des esters de glucose et d'acides phénols qui sont soit 1'acide gallique (Gallotannins), soit 'acide
ellagique (ellagitannins), qui est un dimere de l'acide gallique (Figure 11) (Gazengel et

Orecchioni, 2013).

HO HO

OH
HO
HO

OH

HO OH

(A) (B)

Figure 11: Exemple de Tannins hydrolysables, (A): acide gallique, (B): acide ellagique
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-Tannins condensés connus aussi par les proanthocyanidines, sont des oligomeres et des
polymeres de flavane-3-ol (Figure 12) et constitue la classe de polyphénols la plus abondante
apres la lignine. 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 (vin, cidre, thé, etc...) et de 'amertume du

chocolat (Cirillio et Lemma, 2012).

OH

Figure 12: Structure de flavane-3-ol

1.2.1.3 Role et bienfaits
Au niveau de la plante, ils ont plusieurs roles : Défense contre les pathogenes, molécules de

dissuasion alimentaire, attraction des pollinisateurs, protections des rayonnements UV,
molécules qui donnent couleur, ardbmes, parfums aux plantes, role structurel (exemple : lignine,

constituante du bois) (Buchanan et al. , 2000).

Plusieurs études suggerent qu’il existe une corrélation négative entre la consommation des

polyphénols et la prévention de plusieurs maladies (De Meester, 2010).

Les polyphénols diminuent la perméabilité des capillaires et augmentent leurs résistances, elles
ont aussi une action anti-oedémateuse. Atoxiques, elles sont préconisées dans le traitement de
certaines maladies vasculaires : fragilité capillaire, insuffisance veineuse et symptomatologie
hémorroidaire. Elles favorisent la régénération du pourpre rétinien et peuvent étre utilisé dans
certains troubles circulatoires au niveau de la rétine et améliorer la vision crépusculaire. Ce sont

aussi des colorants végétaux autorisé€s (alimentation, pharmacie).

En cas des tannins par exemple, ils ont un effet antidiarrhéique, favorisent la régénération des
tissus en cas des blessures ou de brulures et ils ont aussi un effet vasoconstricteur (Roux et

Catier, 2007).
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1.2.2 Terpenes

Les terpenes forment une classe d'hydrocarbures insaturés non méthanique produits par de
nombreuses plantes (Blierfert et Perraud, 2007). Les terpénes sont des dimeres de 1'isopréne
CsHs (Figure 13) et ont pour formule de base des multiples de celle-ci (C5sHg)n. Leur squelette
de carbone est constitué¢ d'unités isopreniques reliées entre eu. Ces squelettes peuvent étre

arrangés de fagon linéaire ou bien former des cycles.

CH,

H20/
CHs

Figure 13: Unité isoprene

1.2.2.1 Biosynthese
-Voie des mévalonates

L’acide mévalonique est obtenu a partir du métabolisme des sucres apres formation de I’acétyl
coenzyme A. L'acide mévalonique ou le mévalonate est considéré comme précurseur universel
des terpenes. L'acide mévalonique est formé par condensations successives de 3 molécules
d'acétyl-coenzyme A. La conversion de I’acide mévalonique en structures hémiterpéniques
débute par une double phosphorylation : I'acide mévalonique-5-phosphate formé subit ensuite
une décarboxylation et une déshydratation pour donner l'isopenténylpyrophosphate (IPP)
(Figure 14). Le pyrophosphate d'isopentényle est isomérisé en diméthylallylpyrophosphate
(DMAPP) qui, par additions séquentielles de I’IPP, aboutit a la formation des précurseurs des

différentes classes des terpenes (Seigler, 2012).
-Voie de Shikimate

A partir de cet important précurseur se forment, par des réactions, d’éliminations, de

réarrangements intramoléculaires, etc..., les dérivés aromatiques (Figure 06) (Mann, 1987).
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Acide
mévalonique
0
M
N\ Diméthylallyl PP
HO OH —» OPP methylafly
- PP
\ \ OPP Geranyl PP
Monoterpénes <———— IPP
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Sesquiterpenes; <¢——— OPP Farnesyl PP
Triterpenes (C15)
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Diterpénes;
Tlerpenes; Geranylgeranyl
Tétarterpénes PP
(C20)

Figure 14: Biosynthese des terpenes par la voie de mévalonate

1.2.2.2 Classification
En fonction du nombre n (entier) d'unités, on peut distinguer pour; n = 2 : les monoterpenes

(C10) (Figure 15), qui présentent une structure simple et sont tres volatils, sont les principaux
constituants des huiles essentielles (Collet, 2002), n = 3: les sesquiterpenes (C15) (Figure 17),
qui sont l'objet de nombreuses cyclisations, de réarrangement et d'oxydation conduisant a un
tres grand nombre de structure ( Milpied-Homsi, 2009), n = 4: les diterpenes (C20) (Figure 16),
n = 5: les sesterpenes (C25), n = 6: les triterpenes (C30) (Figurel8). Le carotene est un
tétraterpene (C40He4), il joue le rdle de pigment en photosynthese végétale. Des matieres aussi

diverses comme le caoutchouc, la vitamine A ou le cholestérol sont construites essentiellement
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des «briques» d'isoprénes. Parmi les terpenes les plus importants on trouve: le pinéne (résine
de coniferes), le camphre, le bornéol, le farnésol, le B-cadinene, le cadalene, le limonene, le

phytol....

Il s'ajoute a la classe des terpenes, les saponines (Edreva et al., 2008). Ce sont des triglucosides
d'aglycones (acide médicagénique et hédéragenique et de leurs dérivés). La fixation des oses se
fait sur le carbone 3 (Larbier et Leclercq, 1992). Cette combinaison d'éléments structuraux
polaires et non polaires explique leur comportement moussant en solution aqueuse.
Les saponines sont souvent divisées en deux classes principales, les saponines triterpéniques et
les saponines stéroidiennes selon la nature de 1'aglycone (Sahu et Achari, 2001 ; Petra, 2012)

(Figure 19).

-Les saponines triterpéniques: Les saponines triterpénique sont les plus courantes. Elles
possedent un squelette a 30 carbones et peuvent étre classées en 10 sous-groupes selon la
structure du triterpéne: les dammaranes, tricullanes, cucurbitanes et lanostanes sont
tétracycliques, tandis que les lupanes, hopanes, ol€ananes, taraxastéranes, ursanes et
cycloartanes sont pentacycliques. (Vincken et al., 2007 ; Bruneton, 2009).

-Les saponines stéroidiennes: sont des composés stéroidiens a C27 comportant des sucres.
L'aglycone d'une saponine stéroidienne est généralement un spirostanol ou un furostanol. Les
parties glyconiques de ces composés sont principalement des oligosaccharides, disposés de
maniere linéaire ou ramifié, attaché a des groupes hydroxyle par une liaison glycosidique

(Hardman ,1987; Hostettmann and Marston, 1995).
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Figure 15: Exemple de monoterpeénes
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Figure 19: Exemples de saponines: (A) Hopane (triterpenoides), (B): Yamogénine
(saponines stéroidiennes)

1.2.2.3 Role et bienfaits
Les terpenes participent a la protection des plantes contre les agressions des champignons et

des bactéries, de nombreux diterpenes a structure cyclique sont considérés comme des

phytohormones (Leray, 2010).
-Bienfaits des huiles essentielles et des saponines

Les huiles essentielles sont toutes antiseptiques, désintoxicantes, revitalisantes et électives. De
plus, elles ont chacune des propriétés spécifiques, les mélanges d'huiles essentielles en synergie
augmentent leurs bienfaits (Grojean, 2010). Elles ont de nombreuses propriétés médicinales,
susceptibles de répondre a tous les besoins des €tres humains. Elles sont antiseptiques,
antibactériennes, anti-infectieuses et cicatrisantes. Elles peuvent souvent remplacer les
antibiotiques, et sont extrémement efficaces pour combattre certaines infections pulmonaires,
intestinales, cutanées ou urinaires. Les huiles essentielles ont une double action: elles
combattent les germes pathogenes sans détruire les tissus sains; elles assainissent et modifient

si nécessaire le «terrain » de 1'individu traité.

En ce qui concerne la sphere émotive et psychologique, 1'aromathérapie n'a plus a prouver sa
capacité, par exemple a relaxer, a réduire les tensions, a calmer, a apaiser 1'esprit, a évacuer le

stress, a stimuler, a donner du tonus et de la vitalité.

Employées en cosmétique, les huiles essentielles sont efficaces dans la lutte contre les rides, la

peau seche et abimée, les cheveux ternes, les ongles cassants ... Extrémement actives et
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concentrées, les huiles essentielles doivent Etre administrées a tres petites doses. Selon 1'objectif
souhaité, elles agissent sur l'ensemble de 1'organisme ou sur un organe spécifique. (Moro

Buronzo, 2008).

Des effets physiologiques associés a la croissance des plantes, notamment la régulation de la
germination, ont été rapportés pour les saponines (Zambou et al., 1993; Messiaen et al.,
1995). Les saponines ont montré une action sur l'asthme, les problémes de microcirculation et
sur certaines maladies intestinales comme le colon irritable (Rombi, 2005).

Les saponines triterpéniques présentent un large éventail d’activités pharmacologiques,
notamment expectorant, anti-inflammatoire, des propriétés vasoprotectrices, gastroprotectrices
et antimicrobiennes. Récemment, une activité anticancéreuse des saponines a été suggérée par
leurs effets cytotoxiques, cytostatiques, pro-apoptotiques et anti-invasifs (Koczurkiewicz et al.,
2015).

Des études cliniques ont suggéré que les saponines affectent le syst¢tme immunitaire de maniere
a protéger le corps humain contre les cancers et a abaisser le taux de cholestérol et elles

diminuent les lipides sanguins, les risques de cancer et le taux de glycémie (Shi et al., 2004).

1.2.3 Alcaloides

Les alcaloides sont des substances organiques, cycliques, azotée et a caractere alcalin. Leurs
structures moléculaires sont complexes, plus ou moins basiques et douées des propriétés
physiologiques prononcées méme a faible dose (Bustany et al. 1993) La morphine a été le
premier alcaloide isolé dans l'opium (vers 1803) (Chouvy, 2002). Puis on découvrit la
strychnine (1818). Les autres alcaloides plus connus sont: la colchicine, l'atropine, le
tubocurarine, la théine, la cocaine, la mescaline, l'acide lysergique et 1'aconitine. Ils ont une
distribution limitée parmi les étres vivants. Au début, ces substances naturelles ont surtout été
isolées a partir de végétaux, mais sont de nos jours isolées de la plupart des organismes vivants,
des champignons jusqu’aux mammiferes. Avec plus de 5000 composés connus, les alcaloides
représentent la classe de métabolites secondaires la plus structurellement diversifiée (Hesse,
2002) (Figure 20).

Tous les organes peuvent en contenir mais on ne trouve pas les mémes alcaloides dans les
différents organes de la méme plante, dans les végétaux, ils sont dissout dans le suc vacuolaire

sous forme de sels organiques ou a I'état de combinaison insolubles avec les tannins.

31



Partie Bibliographique

HO
N
0 X |
N——CHjz CHs
A Z
N
HO 7
Morphine Nicotine
CH,
CHs /
| HN N
N N \’/o /l‘\ | >
< | N fe) N N
N \CH3
B
HaC U CHs
Cafeine Theobromine
o
OH
H,CO
N )k
\CH3 anINH
C CHa H5CO
OCHs
o
OCH;
Ephédrine Colchicine

Figure 20: Quelques exemples d'alcaloides, A: alcaloides vrais, B: pseudo-alcaloides, C:
proto-alcaloides

1.2.3.1 Biosynthese
Malgré leur structure variée, les alcaloides proviennent d'un petit nombre de précurseurs

simples. La plupart des alcaloides sont synthétisés a partir d'un petit nombre d'acides aminés

ordinaires (tyrosine, tryptophane, arginine et lysine) (Hopkins, 2003).

N

La synthese des alcaloides commence a partir des voies de l'acétate, du shikimate, du

mévalonate et de la voie de 2-C-methyl-D-erythritol 4-phosphate (MEP). La voie de 1'acétyl
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coenzyme A (voie de l'acétate) est la source de certains alcaloides et de leurs précurseurs, par
exemple, les alcaloides de la pipéridine ou l'acide anthranilique sous forme d’ester de CoA
aromatisé (antraniloyl-CoA)).

La voie de l'acide shikimique est la source d'alcaloides tels que la quinazoline, la quinoline

et acridine. La voie du mévalonate qui est étroitement liée a la voie de 1’acétate, tandis que la
voie de MEP repose sur une combinaison d'acide pyruvique et de glycéraldéhyde 3-phosphate
(tous deux de la voie glycolytique). Ensemble, la voie de mevalonate et la voie de MEP
phosphate produisent des composés terpénoides et stéroides (Figure 21). Les acides aminés
(précurseurs) peuvent étre dérivés de différents points dans les cycles de glycolyse et de Krebs

(Aniszewski, 2007).

La voie de
MEP
Isopentenyl ——_» Secologanine —p Stricosidine
/ diphosphate
La voie de
MVA

Phénylalanine

/ —p Alcaloides
La voie de Acide

—  Tyrosine

lacide ~~% agrogenique
shikimique

Figure 21: Voies de biosynthese des alcaloides, MEP: 2-C-methyl-D-erythritol 4-
phosphate, MVA: acide mévalonique. (Oudin et al., 2007 ; Buchanan, 2007)

1.2.3.2 Classification
Les alcaloides sont des composés organiques naturels hétérocycliques avec un atome d'azote

comme hétéroatome (Gazengel et Orecchion, 2013). On compte environ 1500 structures
connues issues des plantes (Bouloc, 2006). Les alcaloides peuvent étres classer selon leur
origine biosynthétique en trois types: les alcaloides vrai, les pseudo- alcaloides et les proto-
alcaloides.

Alcaloides vrais : leur biosynthése implique a 1’origine un ou plusieurs acides aminés. Ils

comportent au moins un atome d’azote hétérocyclique. Ils présentent une activité biologique
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méme a faible dose. Ils apparaissent comme un solide blanc, a 'exception de la nicotine qui est
un liquide brun. Ils forment des sels solubles dans l'eau (Aniszewski, 2007).

Pseudo-alcaloides : Ils sont dérivés des précurseurs ou des postcurseurs (dérivés de processus
de dégradation) des acides aminés. Ils peuvent aussi résulter de 1'amination et réactions de
transamination des différentes voies reliées a précurseurs ou postcurseurs d'acides aminés. Ces
alcaloides peuvent également étre dérivés de précurseurs non aminoacides et ils peuvent étre
des acétates et des dérivés de phénylalanine ou des terpénoide, ainsi que des alcaloides
stéroidiens. (Dewick, 2002).

Proto-alcaloides: sont des composés dans lesquels l'atome d'azote qui dérive d'un acide aminé
n’est pas inclus dans le systeme hétérocyclique. Ces types d'alcaloides comprennent des
composés dérivés de la L-tyrosine et du L-tryptophane. Les proto-alcaloides sont des alcaloides
parfaits mais structurellement simples. Elles forment une minorité de tous les alcaloides

(Jakubke, 1994).

1.2.3.3 Role et bienfaits
Chez les plantes, ces composés agissent soit comme agent protecteur contre les champignons,

les insectes ou encore les herbivores, soit comme source d’azote nécessaire au développement
de la plante, ou encore comme agents de régulation de la croissance similaires aux hormones,
ou encore comme agents protecteurs du rayonnement UV.

Bien que beaucoup d'entre eux soient toxiques (comme la strychnine ou l'aconitine), certains
sont employés dans la médecine pour leurs propriétés analgésiques (comme la morphine, la
codéine), dans le cadre de protocoles de sédation (anesthésie, atropine) souvent accompagnés
des hypnotiques, ou comme agents antipaludéens (quinine, chloroquinine) ou agents
anticancéreux (taxol, vinblastine, vincristine) (Prota, 2008; Sofowora, 2010; Boutammina,
2014). Des inhibiteurs compétitifs de la cholinesterase, et de ce fait utile dans le traitement de

la maladie d’ Alzheimer (galantamine).
1.3  Généralités sur les plantes étudiées

1.3.1 Pistacia atlantica

1.3.1.1 Pistacia et sa distribution
Le pistachier fait partie de la famille des Anacardeacée (Sokolov, 1993) est originaire d'Asie
Centrale. Présent en Turquie depuis 7000 ans avant J. C., il a été introduit en Italie des le premier

siecle avant J. C. et par la suite, sa culture s'est étendue aux autres pays méditerranéens et aux

USA en 1854 (Moghtader, 2010).
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1.3.1.2 Systématique et description botanique de Pistacia atlantica

Division : Angiospermes

Classe : Eudicots

Ordre : Sapindales Dumort

Famille : Anacardiaceae

Genre : Pistacia

Espece : Pistacia atlantica Desf.

T N v

Figure 22: Spécimen de Pistacia atlantica

(http://europeana.nialloleary.ie/index.php?navigation_function=2&navigation_item=%2F11

616%2F_OPENUP_SPECIMENS_RBGE_UK_E00436411&repid=1)

Le pistachier de l'atlas (Figure 22) est une espece dioique, ligneuse et spontanée pouvant
atteindre 10 a 20 metres de haut, a tronc bien individualisé et a frondaison hémisphérique, le
port est arrondi et a ramifications étalées. Le rameau jeune est rougeatre a feuillage caduc,
composé, imparipenné (7 a 9 folioles ovales acuminées, tomenteuses puis coriaces a 1'dge

adulte).

Les fleurs sont apétales et rougeatres, en grappes laches, terminales pour les males et axillaires

pour les femelles, la pollinisation est effectuée par le vent (anémophile).

Les fruits gros comme un pois, ce sont des drupes (ne dépassant pas le centimetre) légerement
ovales quelque fois allongés a épiderme qui se ride en séchant sur un endocarpe induré mais

treés mince abritant deux cotylédons, riches en huile dense tres énergétique

L'écorce est d'abord rougeitre, puis grisitre assez claire avant de devenir craquelée et

crevassée (rhytidome), se détachant du tronc (Monjause, 1980 et Belhadj et al., 2008).
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1.3.1.3 Activités biologiques de Pistacia
Les huiles essentielles de certaines especes du pistachier ont plusieurs usage : en aromathérapie,

dans le traitement de plusieurs troubles circulatoires, les problemes de prostate, les douleurs
digestifs, la sinusite (Festy et Pacchioni, 2014). ainsi que les huiles essentielles de la plante ont
été considéré comme des bons inhibiteurs de AChE et BChE (Labed-Zouad et al., 2017) et donc

dans leurs implication dans le traitement de la maladie d'Alzheimer.

Plusieurs études ont trouvé que les extraits et les huiles essentielles de différentes parties de
Pistacia, notamment les fruits, les fleurs et les feuilles, possedent une activité antioxydante
puissante et qui peut €tre introduit comme source d'antioxydant naturel (Belyagoubi-

Benhammou et al., 2008; Malekzadeh et al., 2015 ; Labed-Zouad et al., 2017).

Les fruits de la plantes ont été utilis€ comme un ardme buccal, bronzage et fourrage (Tzakou et

al., 2007).

Sa résine a connu plusieurs utilisations telles que: rafraichisseur de bouche, antiseptique,
renforcateur de tissu gingival, chewing-gum, apéritif, dissolvant de flegme, astringent, laxatif,
émulcent, diurétique, emmenagogue, carcinatif, inflammation viscérale, gale, estomac, foie et

reins tonique, troubles gastro-intestinaux (Avicenna, 2008).

L'extrait aqueux de P. atlantica était actif sur plusieurs souches bactériennes telles que
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes et
Bacillus cereus, ce qui confirme l'efficacité de cette plante dans le traitement de maladies
d'origine bactérienne (Abdenbi et al., 2016). P. atlantica a un pouvoir remarquable dans la

diminution du taux de glucose dans le sang (Hamdan et Afifi, 2004).

1.3.2 Lavandula antineae

1.3.2.1 Lavandula et sa distribution

Le genre Lavandula fait partie de la famille de Lamiacée (Labiée), la classification définitive
de ce genre n’est pas encore accomplie, actuellement Lavandula comprend trente deux especes
décrites dans la littérature en plus des sous especes et des hybrides. Quelques especes ont été
cultivées depuis 1’antiquité. Ce genre a une distribution qui s’étend des iles canaries, des iles de
cap-vert, traversant le bassin méditerranéen, 1’ Afrique du nord, sud-ouest de I’ Asie, la péninsule
arabique, I’ Afrique tropicale, avec une disjonction a 1’Inde. Certaines lavandes poussent dans
les collines incultes, d’autres préferent les bordures de forets de chénes verts ou les lisieres de

bois d’oliviers. Leurs stations naturelles s’étendent du bord de la mer jusqu’a des altitudes de
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2500 m, mais toutes aiment les terrains secs, légers, sablonneux et pierreux, bien drainés

(Vialard, 2013).

1.3.2.2 Systématique et description botanique de I’espéce Lavandula antineae

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Lavandula

Espece : Lavandula antineae

DIRELILICY HYITIT PARISILALrS

LTI A

Figure 23: Spécimen de Lavandula antineae
(https://science.mnhn.fr/institution/mnhn/collection/p/item/p00150986?lang=fr_FR)

L. antineae est une espece vivace, endémique en Algérie a tres forte odeur de lavande, sa
hauteur varie de 80 a 100 cm (Ozenda, 2004). Elle est caractérisée par une base ligneuse et
pérenne, les tiges sont ramifiées et annuelles habituellement trés verdoyantes comportant des
poils courts et blanc clairsemés a une densité variables, les feuilles sont pennatiséquées, ovales
a ovales lancéolées. Les bractées 0.5-0.75x longueur du calice, ovales lancéolées avec des
petites ailes minces, I’apex est long et acuminé. Les tube de la corolle sont bleu violet foncé et

les lobes devenant bleu vif (Lis-Balchin, 2003) (Figure 23).

1.3.2.3 Activités biologiques de Lavandula

Plante médicinale et ornementale, elle est indispensable en aromathérapie, connues par leurs
qualité anti inflammatoire (Zuzarte et al., 2011; Nikolic, 2014). Des études ont montré la
présence de plusieurs composants chimiques dans les huiles essentielles de Lavandula tels que:
I'épi-a-cadinol, la cryptone, le 1,8-cinéole et l'oxyde de caryophylléne, d’acétate de linalyle et

de linalol (Nurzynska-Wierdak et Zawislak, 2016).
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Les huiles essentielles de Lavandula sont des antifongiques naturels tres efficaces et peuvent
étre une source tres importante de constituants phytopharmaceutiques utilisés pour éradiquer
les infections d’origine fongique (Mohammedi et Atik, 2011). Des propriétés antimicrobiennes
ont été attribuées aux huiles essentielles et autres extraits de Lavandula, sur des germes
pathogénes comme Enterococcus. faecalis, Staphylococcus. aureus, Escherichia. coli et
Candida. albicans (Danh et al., 2013 ; Bachiri et al., 2016). Les extraits de Lavandula peuvent
étres considéré comme des antioxydants a une efficacité remarquable (Gulgin et al., 2004 ; Laib

et Barkat, 2011).

1.3.3 Thymus algeriensis

1.3.3.1 Thymus et sa distribution

Le genre Thymus est 1'un des huit genres les plus importants de la famille des lamiacées en ce
qui concerne le nombre d’espéces incluses, il englobe 350 espece (Botineau, 2010). Le mot
anglais thym a été traditionnellement utilisé pour nommé a la fois le genre et ses especes utilisés
commercialement. Généralement le thym est une plante aromatique utilisée pour des fins
médicinale ou culinaire dans tout le monde. Le genre Thymus est tres fréquent dans les régions
méditerranéennes, bien adapté au climat sec et chaud de 1’¢t¢, ils vivent sur les rochers ou des

pierres et il est trés important que les sols sont bien drainés.
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1.3.3.2 Systématique et description botanique de 1'espece Thymus algeriensis

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Ordre:Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Thymus

Espece : Thymus algeriensis

Figure 24: Spécimen de Thymus algeriensis

(http://europeana.nialloleary.ie/index.php?navigation_function=2&navigation_item=%2F116

47%2F_Botany_AMD_88033&repid=1)

C’est une espece endémique de I’ Afrique du nord (Maroc, Algérie, Tunisie, Lybie) représente
un nombre de chromosome 2n= 30 (Morales, 1997). Plante généralement sous-tendus, les tiges
a pilosité, les feuilles habituellement dépourvues de poils. Les Feuilles florales sont peu
différentes des feuilles caulinaires, peu dilatées, les épis floriferes sont courts et étroits ne
dépassant guere 15 X 12 mm. Fleurs de 5-6 mm, a corolle moins de 2 fois plus longue que le
calice (Figure 24), rencontrée dans les pelouses, rocailles et dans toutes les régions

montagneuses (Quézel et Santa, 1963 ; Stahl-Biskup, 2003 ; Chermat et Gharzouli, 2015).

1.3.3.3 Activités biologiques de Thymus

Le thym est utilis¢é depuis ’antiquit¢ pour ces propriétés meédicales comme diurétique,
mucolytique, antalgique, vulnéraire, comme fortifiant du poumon, du foie et de la rate, dans les

troubles digestifs, dans le traitement des plaies superficielles (Goatez et Guédira, 2012).

Son huile essentielle est constituée principalement de Geranyl acetate (80.8%) (Salhiet al.,

2016). I a démontré une activité inhibitrice remarquable contre les souches de bactéries a Gram
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positif et les souches fongiques (Zouari et al., 2011). L'huile essentielle de la plante peut étre
utilisée comme herbicide naturel. De plus, ces huiles se sont avérées posséder une forte activité

insecticide (Ben El Hadj Ali et al., 2015).

Thymus algeriensis possede des propriétés antioxydantes et pourrait servir d'inhibiteurs de

radicaux libres ou de piégeurs (Delgado et al., 2014 ; Guesmi et al., 2014).
1.3.4 Marrubium alysson
1.3.4.1 Marrubium et sa distribution

Le genre Marrubium fait partie de la famille des Lamiacées (Hoefer, 1860), répandues
principalement le long de la méditerranée, les zones tempérées du continent eurasien et

quelques pays d’ Amérique latine (Rigano, 2006).

1.3.4.2 Systématique et description botanique de 1'espece Marrubium alysson

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Marrubium

Espéce : Marrubium alysson

Figure 25: Spécimen de Marrubium alysson

(http://europeana.nialloleary.ie/index.php?navigation_function=2&navigation_item=%?2F116

16%2F_OPENUP_SPECIMENS_RBGE_UK_E00118253&repid=1)
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Sous-arbrisseau rencontrée dans le paturage surtout argileux, elle est facile a distinguer par ses
feuilles en éventail, rétrécies en coin a leur base, blanchatres et crépues, par ses tiges
tomenteuses et tombantes (Figure 25). La corolle est rose ou rouge, le calice est velu a cinq
dents roides. Cette plante croit dans les contrés les plus méridionales de 1’Europe et en Barbarie

(Hoefer, 1860 ; Quezel et Santa, 1963).

1.3.4.3 Activités biologiques de marrubium

La racine séchée et pulvérisée et les fruits sont utilisés par les femmes, mélangés dans la
nourriture pour prendre de I'embonpoint. En fumigations sur les parties génitales, elle intervient
dans le traitement des maladies de la femme. Les racines et les feuilles sont utilisées contre

I'asthme et le rhume (Bamm et Douira, 2002).

Les feuilles de Marrubium contiennent des concentrations élevées d'acide quinique, d'acide p-
coumarique et d'acide malique et le genre est surtout connu pour produire une grande variété
de diterpénoides (Rigano et al., 2006 ; Bursal et al., 2018). Les extraits de genre Marrubium
présentent des propriétés antioxydantes, antidiabétiques, antivirales et cicatrisantes (Edziri et

al., 2011 ; Abd El-Mohsen et al., 2014; Amri et al., 2017).
1.3.5 Jasminum fruticans
1.3.5.1 Jasminum et sa distribution

Le genre Jasminum fait partie de la famille des Oleacée, il comporte environ 200 especes
(Grieve, 1971). Les especes du genre Jasminum sont originaires de 1’Inde, Bengale jusqu’au

Sri Lanka Myanmar et la chine.
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1.3.5.2 Systématique et description botanique de 1'espéce Jasminum fruticans

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Ordre : Scrophulariales

Famille : Oleaceae

Genre : Jasminum

Espece : Jasminum fruticans
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Figure 26: Spécimen de Jasminum fruticans

(http://europeana.nialloleary.ie/index.php?navigation_function=2&navigation_item=%2F116

16%2F_OPENUP_SPECIMENS_RBGE_UK_E00747990&repid=1)

Sous-arbrisseau de 30 cm a un peu plus d'un metre, dressé, a tiges et rameaux raides, anguleux,
cassants, verts, glabres. Les feuilles sont alternes, pétiolées, simples ou 3 folioles obovales ou
oblongues, obtuses enticres, épaisses, luisantes. Les fleurs sont jaunes, odorantes, brievement
pédonculées, 1-4 au sommet des rameaux. Le calice est vert, a lobes linéaires, obtus, atteignant
a peine la moitié du tube de la corolle (Figure 26). La corolle est en entonnoir, a limbe plan.
Jasminum fruticans pousse dans les coteaux secs et rocailleux de I’Europe méditerranéenne,
I’ Asie occidentale, jusqu'en Perse et 1’ Afrique septentrionale. C’est une plante hermaphrodite
dont la période de floraison est entre Juin et Juillet (Bertrand et al., 1992 ; Naghiloo et al. ,

2013).

1.3.5.3 Activités biologiques de Jasminum

Les études phytochimiques ont montré la présence de plusieurs phytoconstituants comme les

alcaloides, les glycosides (sambacine, Jasminine, Sambacoside...), les saponines, les
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flavonoides (quercetine, isoquercetine, rutine, kempferol...) et les terpénoides (Methyl

jasmonate, Jasminoside, Jasminol....) (Sabharwal et al., 2013) .

Jasminum a des anciennes utilisations en parfumerie (Gast, 2011), il a été utilisé
traditionnellement dans la fievre ou de la toux, dans le traitement d ulcére indolent, la distension
abdominale, la diarrhée, pour nettoyer les reins des déchets, les yeux enflammés. Les fleurs et
feuilles agissent comme lactifuge (Sabharwal et al., 2013). Il a été reporté que plusieurs especes
du genre jasminum ont des activités pharmacologiques, comme antioxydantes,
antimicrobiennes, antihelminthique, hypotensive, analgésiques, anti-inflammatoires et

antidépresseur (Abdoul-Latif et al., 2010; Lim, 2014; Kozan et al., 2006 ).

Les extraits de certaines especes de Jasminum possédent des propriétés favorisant la
cicatrisation et l'activité antidiabétique (Saini et Verma, 2017). Ainsi, certaines plantes de ce
genre peuvent étres des inhibiteurs potentiels de 1’enzyme AChE et pour le traitement de la
maladie d’Alzheimer et d’autres formes de démence telles que la maladie de Parkinson, la

maladie de Huntington, la démence vasculaire (Darshan et al., 2017).
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2.1 Matériel

2.1.1 Matériel biologique

-Matériel végétal

L’identification de Pistacia atlantica et Lavandula antineae a été réalisée dans le centre de
recherche scientifique et technique des régions arides (C.R.S.T.R.A) de la wilaya de Biskra,
Thymus algeriensis, Marribium alysson et Jasminum fruticans ont été identifi€s dans le parc
national de Bellezma, wilaya de Batna. La récolte du lavande de désert a été faite au période de
floraison (la fin du mois de Février jusqu’au début du mois d’Avril), Pistacia atlantica a été
récoltée dans le mois de Mars, les deux plantes proviennent de la wilaya de Biskra-Algérie
(latitude 34°51'N, longitude 05°43'E, altitude 113 m), I’échantillonnage de Thymus algeriensis
a ¢té fait durant le mois d’Avril, la période de récolte de Marribium alysson et Jasminum
fruticans était durant le mois de Mai, ces trois plantes dérivent de la wilaya de Batna-Algérie
(latitude 35°45' N, longitude 06°19" E, altitude 821.29 m) (Tableau 2). Les parties aériennes
(fleurs, feuilles et tiges) ont été séchées a l'air libre et a 'ombre pour une extraction ultérieure

des huiles essentielles et la préparation des extraits.

Tableau 2: Les différentes plantes étudiées, lieu et mois de leur récolte

Plante Lieu de récolte Mois de récolte
K 1 ‘ . Ouled Djellel | Février-Mars
(Biskra)

Pistacia atlantica
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Marribium alysson

Coucha (Biskra) Février-Mars-
Avril
Lvdula antineae
i =N ) ‘4\ R Ghoufi (Batna) Avril
Fesdis (Batna) Mai
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Djerma (Batna) Avril-Mai

Jasminum fruticans

-Souches microbiennes

Les souches utilisées dans notre travail sont les suivantes:
-Deux souches de collection internationale ATCC (American type culture collection) :

Staphylococcus aureus ATCC 25923, et Escherichia coli ATCC 25922 ;

-Pseudomonas aeruginosa qui a été isolée de patients hospitalisés (de 1’hopital Hakim Saadan

de Biskra);

-Une levure de référence Candida albicans ATCC 2071, elles sont toutes conservées a 5°C

dans des boites de Pétri stériles contenant de la gélose nutritive.

2.1.2 Réactifs chimiques
Les produits chimiques, les réactifs et les enzymes utilisés dans cette étude proviennent de

Biochem Chemopharma (France), Biochem chemopharma (Montréal Qubec), VWR (Belgique)
et Sigma Aldrich (Allemagne). Tous les solvants et les réactifs de divers fournisseurs étaient de

la plus haute pureté nécessaire pour chaque application.

Les milieux de culture employés pour l'activité antimicrobienne sont: la gélose nutritive, la
gélose Mueller Hinton et la gélose Sabouraud.

2.2 Meéthodes

2.2.1 Préparation des extraits

2.2.1.1 Extraction des huiles essentielles
L'extraction des huiles essentielles a été effectuée sur les parties aériennes des deux plantes L.

antineae et de T. algeriensis exclusivement. Selon le protocole décrit par Mesplede (2004), et
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Rodrigues et al. (2012), 150 g de la plante seéche ont subit une hydrodistillation pendant 3
heures, la phase organique est extraite par I'éther di éthylique, I’huile essentielle est récupérée

apres évaporation (Figure 27).

Plante seche

< Hydrodistillation 3 h

Phase organique

Ether di éthylique —_—

Huile essentielle

Figure 27: Diagramme de 1'extraction des huiles essentielles

2.2.1.2 Préparation des extraits hydro-méthanoliques
Une prise d’essai de 2.5 g de poudre des feuilles a été mise a macérer dans 25 ml de méthanol

80%. Ensuite le macérat a été filtré et le solvant évaporé a sec sous pression réduite a 40-50°C

a I’aide d’un évaporateur rotatif. L'extrait a été stocké a 4°C (Falleh et al. , 2008) (Figure 28).

2.2.1.3 Fractionnement de 1'extrait hydro-méthanolique
La méthode utilisée pour le fractionnement de 1'extrait hydro-méthanolique a été faite par des

solvants organiques selon le protocole décrit par Bakht et al. (2014). La figure 29 résume les

différentes étapes suivies.
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Plante seche

ﬂ «—

Macérat

I -

Filtrat

!

Extrait hydro-
méthanolique

Filtration

Macération dans le
méthanol 80 %

Evaporation sous pression a

40-50°C

Figure 28: Diagramme représentant les étapes de la préparation de 1'extrait hydro-
méthanolique

Extrait hydro-méthanolique
séché

Phase aqueuse

Hexane —_

|

Phase
hexane

—

Phase aqueuse

Phase
aqueuse

e

Phase aqueuse

ﬂ ¢ Eau bouillante

Phase aqueuse

<«——— Chloroforme

<+——  Acétate d'éthyle

<4——  Butanol

Phase butanol

Phase chloroforme

Phase acétate
d'éthyle

Figure 29: Diagramme représentant le traitement de 1'extrait hydro-méthanolique avec

des solvants de polarité croissante
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Une macération méthanolique (2 L) est réalisée a partir de 200 g de la poudre seche des feuilles
de chaque plante. L’extrait est concentré au rotavapor a 40-50°C sous une pression réduite. Le
résidu est repris avec de I’eau bouillante, dégraissé avec 1’hexane puis successivement épuisé
avec le chloroforme, I’acétate d’éthyle et le butanol. Les deux phases acétate d'éthyle et n-

butanol ont été évaporé sous pression sec a 40-50°C et conservés pour leur utilisation ultérieure.

2.2.2 Analyse des extraits
2.2.2.1 Screening phytochimique des extraits hydro-méthanoliques
La recherche de métabolites secondaires a été réalisée sur l'extrait hydro-méthanolique des cinq

plantes étudiées:

-Détection des stérols et les polyterpenes: Les stérols et les polyterpénes ont été détectés par
le traitement a chaud de 5 ml de l'extrait hydro-méthanolique, préalablement évaporé, avec 1
ml d’anhydride acétique, puis 0.5 ml de H2SO4 concentré sont coulés. L’apparition d’une
coloration violette qui vire au bleu puis au vert indique une réaction positive. (Békro et al.,
2007).

-Détection des polyphénols: La réaction au chlorure ferrique (FeCl3) a permis de détecter les
polyphénols; une goutte de solution alcoolique de chlorure ferrique a 2% a été ajoutée a 2 ml
de l'extrait hydro-méthanolique. L’apparition d’une coloration bleu-noiratre ou verte plus ou
moins foncée fut le signe de la présence de polyphénols (N’ guessan, 2009).

-Détection des flavonoides: Les flavonoides ont ét€ mis en évidence par la réaction a la
cyanidine. 5 ml d’alcool chlorhydrique dilué 2 fois ont été ajoutés a 2 ml de 1'extrait hydro-
méthanolique, ensuite, quelques copeaux de magnésium ont été additionnés, il y a un
dégagement de chaleur puis une coloration rose orangé ou violacée qui confirme la présence
de flavonoides (Bammou, 2015).

-Détection des tanins catéchiques (tanins condensés): 5 ml d’extrait sont évaporés a sec. On
y ajoute 15 ml de réactif de STIASNY. Le mélange est maintenu au bain-marie 80°C pendant
30 mn puis refroidir sous courant d’eau. L’observation de gros précipités en flocons caractérise
les tanins catéchiques.

-Détection des tanins galliques: La solution est filtrée et le filtrat recueilli est saturé d’acétate
de sodium. On y ajoute 3 gouttes de chlorure ferrique 2%. L’apparition d’une coloration bleu
noir intense dénote la présence de tanins galliques (Bagre et al., 2007).

-Détection des alcaloides aglycones: 25 ml de I’extrait hydro-méthanolique sont évaporés a

sec, le résidu est repris avec 5 ml de HCI 2N, le mélange est mis au bain marie a 45°C. Quelques
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gouttes de réactif de MAYER sont rajoutées au filtrat; la formation d’un précipité blanc
confirme la positivité de la réaction (Ciulei, 1982).

-Détection des terpenoides: Le test de Salkowski a été utilisé pour rechercher les terpenoides:
l'extrait a ét€ mélangé avec 2 ml de chloroforme et du H2SO4 concentré (3 ml). Une coloration
brun rougeatre de l'interface est formée pour montrer résultat positif de la présence de
terpenoides (Rimjhim Sheel et al., 2014).

-Détection des saponosides: 10 ml de 1’extrait total aqueux ont été versé. Le tube était agité
pendant 15 s puis laissé au repos durant 15 min. Une hauteur de mousse persistante, supérieure

a 1 cm indiquait la présence de saponosides (N’guessan, 2009).

2.2.2.2 Analyse de la composition chimique des huiles essentielles par CPG /SM

La composition chimique des huiles essentielles récupérées de L. antineae et T. algeriensis a
été déterminée en réalisant une chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie
de masse.

-Principe :

En CPG, I'échantillon est vaporisé a l'entrée d'une colonne qui renferme une substance active
solide ou liquide appelée phase stationnaire, puis il est transporté a travers celle-ci a l'aide d'un
gaz vecteur. Les différentes molécules du mélange vont se séparer et sortir de la colonne en
fonction de l'affinité de la phase stationnaire (Littlewood, 2013).

-Conditions opératoires :

Les analyses en CPG ont ¢été réalisées a 1’aide d’un appareil Perkin Elmer autosystem,
équipé d’un injecteur diviseur, de deux colonnes (50 x 0.22 mm d.i. épaisseur du film: 0.25 pm)
apolaire (BP-1, polyméthylsiloxane), polaire (BP-20, polyéthylene glycol) et de deux détecteurs
a ionisation de flamme. Les conditions opératoires sont les suivantes : gaz vecteur hélium
pression en téte de colonne de 20 psi ; température de 1’injecteur et des détecteurs 250 °C ;
programmation de température: de 60 a 220 °C (80 mn) a 2°C/mn, avec un palier de 20 mn a
220 °C ; injection mode split 1/60.

Identification des composés

L’identification des composés dans chaque huile essentielle est basée sur la comparaison

de leur indice de rétention (Ir) sur les colonnes apolaires et polaires, déterminées par rapport

aux indices de rétention des composés de référence.
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2.2.2.3 Analyse de l'extrait hydro-méthanolique par HPLC/UV

Plusieurs études utilisent l'extrait hydro-méthanolique pour une rapide détermination et
identification des métabolites secondaires (Engida, 2014)
Les détecteurs UV sont populaires parmi tous les détecteurs parce qu’ils offrent une sensibilité
élevée et aussi parce que la majorité des composés naturels rencontrés ont une certaine
absorbance a 1'UV. Les composés phénoliques sont fréquemment identifiés en utilisant des
détecteurs UV-Vis a des longueurs d'onde de 1'ordre de 190-380 nm (Sasidharan et al., 2011;
Boligon, 2014).
Le systtme HPLC utilisé est de la marque de Young line YL 9100, comprenant une pompe
quaternaire Young line YL 9110, un détecteur a UV-visible Young line YL 9120. La colonne
ZORBA Eclipse XDB C18 (150 mmx 4.6 mm, S5um). La phase mobile avait 2 phases: A
(solution H>O acidifiée avec 1% d'acide acétique) et B (méthanol pur), un gradient de solvant
a été désigné comme suit: 0 min: 95% A en décroissant jusqu'a la 55 min: 5% A. Les
échantillons ont été dilués dans le méthanol puis filtrés par des filtres seringue de 0.45 um. 20
standards disponibles (composés phénoliques), a des fines quantités, ont ét¢ dilués dans le
méthanol. Une aliquote de 20 pl de chaque échantillon était injecté dans le systeme HPLC
couplé d'un détecteur UV-Vis a la température ambiante et avec un débit constant de 1.0 ml/ml.
L’identification des composés dans chaque échantillon est basée sur la comparaison des
temps de rétention des composants déterminés par rapport aux temps de rétention des

standards.

2.2.3 Dosage des composés phénoliques, flavonoides et tanins condensés

2.2.3.1 Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été réalisé selon la méthode au folin ciocalteu décrite par
Djeridani (2006): Un volume de 100 pl de chaque extrait brut (hydro-méthanolique) est
introduit dans des tubes a essai, le mélange (500 pl du réactif de Folin- Ciocalteu dilué 10 fois
et 1000 pl d’eau distillée) est additionné, agité puis incubé pendant 1 min a la température
ambiante. Apres 1 min 1500 pl de carbonate de sodium a 20% est ajouté Les tubes sont agités
et conservés durant 1 heure a la température ambiante et a I’obscurité. L’absorbance est mesuré
a 765 nm contre un blanc a 1’aide d’un spectrophotometre.

Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions opératoires en
utilisant I’acide gallique comme controle positif. Les résultats sont exprimés en milligramme

¢quivalent d’acide gallique par gramme de la matiere végétale seche (mg EAG/g).
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2.2.3.2 Dosage des flavonoides
Les flavonoides totaux ont été dosés selon le protocole décrit par Zheizen (1999) :

500 pl de I’extrait hydro-méthanolique est mélangé avec 1500 pl d’eau distillé suivis de 150 pl
de nitrite de sodium a 5% apres 5 min, 150 pl de trichlorure d’aluminium a 10% est ajouté au
mélange, aprés 6 min d’incubation a la température ambiante, 500 pl d’hydroxyde de sodium a
4% est additionnée immédiatement, le mélange est complétement agité afin d’homogénéiser le
contenu, I’absorbance de la solution de couleur rosatre est déterminée a 510 nm contre un blanc
a l’aide d’un spectrophotometre. Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les
mémes conditions opératoires en utilisant la quercétine comme controle positif. Les résultats
sont exprimés en milligramme équivalent de quercétine par gramme de la matiere végétale

seche (mg EQ/g).

2.2.3.3 Dosage des tanins condensés
Les tanins condensés ont été déterminé par la méthode a la vanilline en milieu acide

(Broadhurst, 1978) avec une légere modification. Cette méthode est basée sur la capacité de la
vanilline a réagir avec les unités des tanins condensés en présence d'acide pour produire un
complexe coloré mesuré a 550 nm (Ba et al., 2010). Sur une microplaque de 96 puits, un volume
de 20 pl d'extrait hydro-méthanolique sont ajouté a 150 pl d'une solution de vanilline (4% dans
le méthanol) et 30 ul d'acide chlorhydrique concentré. Aprés 20 min d'incubation, 1'absorbance
a été lue a 550 nm. La catéchine est utilisée comme standard et les résultats sont exprimés en

mg équivalent catéchine par g de matiere végétale seche (mg EC/g).

2.2.4 Activité antioxydante in vitro

2.2.4.1 Test de piégeage du radical libre DPPH

Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH) fut I'un des premiers radicaux
libres utilisé pour étudier la relation structure-activité antioxydante des composés phénoliques.
Il posseéde un électron non apparié sur un atome du pont d’azote (Figure 30). Du fait de cette
délocalisation, les molécules du radical ne forment pas des diméres, c'est a dire le DPPHe reste
dans sa forme monomere relativement stable a température ordinaire. La délocalisation
provoque aussi la couleur bleue bien caractéristique de la solution de DPPHe. La mesure de
’efficacité d’un antioxydant se fait en mesurant la diminution de la coloration bleue, due a une
recombinaison des radicaux DPPHe, mesurable par spectrophotométrie a 515-518 nm (Popovici

et al. 2009).
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DPPH + Antioxydant (A-H) » DPPH-H + A
(Violet, 517 nm) (Jaune)

Le test antioxydant au DPPH a été réalisé selon le protocole décrit par Sanchez-Moreno et al.
(1998) et Bougandoura et Bendimerad (2013). 50 ul de chaque extrait (acétate d’éthyle et n-
butanol) a différentes concentrations (de 0.0125 & 5 mg/ml) et de 6.25 a 400 pg/ml pour les
extraits méthanoliques sont ajoutés a 2 ml de la solution méthanolique du DPPH (0.025 g/l).
Parallelement, un controle négatif est préparé en mélangeant 50 pl de méthanol avec 2 ml de la
solution méthanolique de DPPH. La lecture de 1’absorbance est faite contre un blanc préparé
pour chaque concentration a 515 nm aprées 30 min d’incubation a 1’obscurité et a la température
ambiante. Le controle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard; 1’acide
ascorbique, BHA (hydroxyanisole butylé) et BHT (hydroxytoluene butylé) dont I’absorbance a
été mesuré dans les mémes conditions que les échantillons et pour chaque concentration. Les
résultats ont été exprimés en pourcentage d’inhibition (1%).

1%= [(Abs controle — Abs test)/ Abs controle] x 100 (Popovici et al. 2009).

2.2.4.2 Test de piégeage du radical ABTS

Ce test est basé sur le mécanisme d'oxydoréduction de I'ABTS (sel d'ammonium de l'acide 2,
2'- azino bis-(3-€éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)). Au cours de ce test le sel d'ABTS perd un
électron pour former un radical cation (ABTS™) de couleur sombre en solution. En présence de
l'agent antioxydant, le radical ainsi formé est réduit pour donner le cation ABTS", ce qui

entraine la décoloration de la solution.

ABTS + K2S:0s8 »>ABTS °* (bleu verdatre)

Antioxydant

Perte du couleur

ABTS*

L'ABTS a été dissous dans de I'eau jusqu'a une concentration de 7 mM. Le cation (ABTS *") a
été produit par la réaction de la solution mere ABTS avec 2.45 mM de persulfate de potassium
en présence d'une solution tampon phosphate de potassium. La solution tampon est constituée
de KH2PO4 (100 mM) pH (7.4) et de 150 mM de NaCl. Le mélange est incubé a 1'obscurité et

a la température ambiante pendant 12-16 h avant utilisation. L'ABTS et le persulfate de
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potassium réagissent stoechiométriquement a un rapport de 1: 0.5, en entrainant une oxydation
incomplete de 'ABTS. L'Oxydation de 'ABTS commence immédiatement, mais l'absorbance
ne sera pas maximal et stable qu'a plus de 6 h, jusqu'a ce que la concentration du complexe
radical cation ABTS (ABTS™) bleu-verdatre donne une absorbance comprise entre 0.65 et 0.7
a 734 nm équilibrée a 30 ° C. 10 pl de I'extrait hydro-méthanolique dilué de chaque plante sont
ajoutée a 1 ml de la solution d'ABTS"". La lecture de l'absorbance a été prise a 30 °C exactement
1 min apres et jusqu'a 6 min. Une droite d'étalonnage est établie avec des solutions de BHT et
BHA préparées a différentes concentrations. Les résultats sont exprimés en pourcentages

d'inhibition (Re et al., 1998).
1%= [(Abs controle — Abs test)/ Abs controle] x 100.

2.2.4.3 Test de réduction du fer : FRAP (Ferric reducing antioxidant power)

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé a son pouvoir antioxydant. Cette technique a été
développée pour mesurer la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique (Fe**) présent

dans le complexe ferricyanure de potassium K3Fe(CN)6 en fer ferreux (Fe**) (Oyaizu, 1986).

K3Fe(CN)6 + Antioxydant (A-H) ————0uy K3Fe(CN)6 + Ae

(Fe™) (Fe*)

Fe3+

Fe4(Fe(CN)6)3 (couleur bleu)

Différentes concentrations (6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200, 400, 800, 1600 pg/ml) de l'extrait
hydro-méthanolique (2.5 ml) de chaque plante ont été mélangés avec 2.5 ml de tampon
phosphate de sodium (pH 6.6) et 2.5 ml de ferricyanure de potassium a 1%. Le mélange a été
incubé a 50 °C pendant 20 min. Apres 2.5 ml de l'acide trichloroacétique a 10% (w / v) ont été
ajoutés, le mélange a été centrifugé a 3000xg pendant 10 min. Le surnageant (2.5 ml) a été
mélangé avec 2.5 ml d'eau distillée et 0.5 ml de 0.1% de chlorure ferrique. L'absorbance a été
mesurée a 700 nm: absorbance plus élevée indique une puissance de réduction plus élevée. Les
mémes expériences ont été effectué pour I'acide ascorbique, I'acide gallique, le BHA et le BHT

(Ferreira et al., 2007).
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2.2.4.4 Test de réduction du fer: méthode a phenanthroline

C'est une méthode colorimétrique qui se base sur la capacité du 1,10-phénanthroline de réagir
avec le fer ferreux (Fe?*) et de former un complexe de couleur orange en proportion directe
avec la concentration en fer ferreux. Dans cette expérience le milieu réactionnel contient des
ions de fer ferrique (Fe’*), si I'extrait testé posseéde une activité antioxydante ceci va permettre
la réduction du fer ferrique en fer ferreux. Le complexe orange formé absorbe a une longueur

d'onde comprise entre 400 et 800 nm.

F e2+

v

Fe** + Antioxydant (A-H)
1,10-phénanthroline

Fe (o-phén) 3 (couleur rouge orangé)

La procédure expérimentale (Szydlowska-Czerniaka et al., 2008) comprend 1'addition de 10 pl
de différentes concentrations de 1'extrait hydro-méthanolique (6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200, 400,
800 pg/ml) de chaque plante a 50 ul de FeCls (0.2%), puis 30 ul d'une solution méthanolique
de phenanthroline (0.5%) et 110 ul de méthanol sont ajoutés, le mélange est incubé a I’obscurité
pendant 20 min a 30 °C et la lecture a été effectuée a 510 nm. Le BHA et le BHT sont utilisés

comme standard.

2.2.4.5 Test de réduction de fer par la méthode a Ferrozine

La Ferrozine réagit avec le fer formant un complexe violet avec une intensité de couleur
directement proportionnelle a la concentration de fer. En présence d'un antioxydant, le fer sera
réduit et le complexe violet ne se formera pas et ceci sera traduit par une perte de couleur.
L'activité de chélation des métaux a ét€ mesurée comme la méthode décrite par Decker et
Welch, (1990), en ajoutant 40 uL. de methanol et 40 ul de l'extrait hydro-méthanolique a
différentes concentrations puis 40 ul Fe?* (0.2 mM) ont été ajouté, par la suite 80 ul de
Ferrozine (0.5 Mm) ont été additionné. Apres incubation a température ambiante pendant 10
minutes, 1'absorbance du mélange a été enregistrée a 593 nm. L’EDTA est utilisée comme

standard.
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L'activité de chélation a été calculée en utilisant la formule suivante:
Fe?* chelating effect (%) = [(Abse-Abscy/Absc] x 100.

A.. absorbance du control, A.: absorbance des solutions d’extrait.

Fe** + Ferrozine » Complexe violet

Antioxydant

Perte de la couleur

2.2.4.6 Test de réduction de cuivre CUPRAC (Cupric ion Reducing Antioxidant
Capacity)

Le principe de ce test se base sur la conversion des hydroxyles phénoliques en quinones a
travers la réduction du complexe Cu*?>-Nc, produisant ainsi un complexe chromogéne de Cu*!-
Nc qui absorbe a 450 nm.

Ce test a été réalisé selon la méthode décrite par Apak et al. (2004), qui consiste a produire un
mélange de 50 ul de Cu(Il) (10 mM), 50 ul de neocuproine (7.5 mM), 60 ul de tampon NH4Ac
(1 M, pH = 7), et 40 ul de l'extrait hydro-méthanolique de chaque plante a différentes
concentrations. Apres une heure du temps 1’absorbance a été enregistrée contre un blanc a 450
nm.

Complexe Cu+2 -Nc (couleur bleue)

Antioxydant

Cu+! -Nc (couleur jaune orangé)

2.2.4.7 Test du blanchissement du f-carotene
Dans ce dosage, l'activité antioxydante est déterminée en mesurant I'inhibition de la volatilité

des composés organiques et les hydroperoxydes de diene conjugué issus de l'oxydation de

l'acide linoléique (Dapkevicius et al., 1998).
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H202 + acide linoléique — hydroperoxydes de diéne
+

B-caroténe

|

Dégradation du p-carotene

Antioxydant

Une solution mére de B-carotene / acide linoléique a été préparée comme suit: premierement,
0,5 mg de B-caroténe a été dissous dans 1 ml de chloroforme, puis 25 ul d'acide linoléique et
200 mg de Tween 40 ont été ajoutés. Le chloroforme a été ensuite évaporé en utilisant un
évaporateur a vide. Ensuite, 100 ml d'eau oxygénée a été ajoutée avec une agitation vigoureuse.
40 ul de la solution d’extrait hydro-méthanolique de chaque plante étudiée (solubilisé dans le
méthanol) sont additionnés a 160 pl de 1’émulsion précédente avant d'étre incubés. La méme
procédure a été répétée avec le BHA et le BHT (antioxydants de référence) aux mémes
concentrations. La décoloration de I’émulsion en présence et en absence d’antioxydant
(contrdle négatif dans lequel I’échantillon est remplacé par 40 ul de méthanol) est lue a 470nm.
L'activité antioxydante de l'extrait de chaque plante a été comparé a celles de BHA et BHT

(Marco, 1968; Barriére et al., 2001; Kartal et al., 2007).

2.2.5 Activité anti-enzymatique in vitro

Plusieurs enzymes sont impliquées dans des processus liés aux déclenchements et de
développement de certaines pathologies, c'est le cas par exemple de l'acétylcholinestérase et la
butyrylcholinestérase et la maladie d'Alzheimer, 1'a-glucosidase et le diabete type 2, la
tyrosinase et certains troubles dermatologiques. L'activité inhibitrice des extraits hydro-

méthanolique des différentes plantes étudiées a été testée sur ces enzymes.

2.2.5.1 Activité anti-Alzheimer

Pour évaluer I’activité aniti-Alzheimer in vitro, Les activités acétylcholinestérase (AChE) et
butyrylcholinestérase (BChE) ont été mesurées avec une modification légere de la méthode

spectrophotométrique décrite par Ellman et al. (1961). AChE de I'anguille électrique et BChE
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du sérum de cheval ont été utilisés, tandis que I’iodure d’acétylthiocholine et le chlorure de
butyrylthiocholine ont été employés comme substrats. Le DTNB [5,5-dithio-bis (2-
nitrobenzoique)] a été utilisé pour la mesure de l'activité du cholinestérase. L'éthanol a été
utilis€ comme solvant pour dissoudre les composés d'essai O et les contrdles. 150 ul de tampon
phosphate de sodium (100 Mm, pH 8.0), 10 ul d'une solution d'échantillon dissoute dans de
1'éthanol a différentes concentrations et un volume de 20 pl I’AChE (5.32 x 103 U/ml) ou BChE
(6.85 x 107 U/ml) ont été mélangés et incubés pendant 15 min 4 25 °C puis 10 ul de DTNB
(0.5 mM) ont été ajoutés. Ensuite, la réaction a été initiée par I’addition de 20 pl d’iodure
d’acétylthiocholine (0.71 mM) ou le chlorure de butyrylthiocholine (0.2 mM). Les hydrolyses
de ces substrats ont ét¢ suivies par spectrophotométrie par la formation d’une couleur jaune
d’anion 5-thio-2-nitrobenzoate de méthyle, selon le résultat de la réaction de DTNB avec
thiocholine, libéré par I'hydrolyse enzymatique de 11odure d'acétylthiocholine ou le chlorure de
butyrylthiocholine, respectivement, a une longueur d'onde de 412 nm. Le pourcentage
d'inhibition de I'AChE ou BChE a été déterminé par comparaison des absorbances
d'échantillons par rapport a 1'échantillon témoin (éthanol dans du tampon phosphate, pH 8) qui
représentent 1'activité enzymatique en utilisant la formule suivante:

I(%) = (E-S)/E x100

E : lactivité¢ de ’enzyme sans extrait S : ’activité de ’enzyme en présence de l'extrait. La

galantamine a été utilisé comme composé de référence.

2.2.5.2 Inhibition de I'a-glucosidase

L'activité inhibitrice de 'a- glucosidase a été réalisée par la méthode décrite par Palanisamy et
al. (2011) avec quelques modifications.

Les solutions d’enzyme (0.1 U/ml) et de substrat ont été préparés dans une solution tampon
phosphate (pH= 6.9), 50 ul de la solution d'échantillon ont ét¢é mélangée avec 50 pl de 4-
Nitrophenyl a-D-glucopyranoside (5 mM) et 100 ul de I'enzyme et incubé pendant 15 min a
37 °C. De méme, un blanc a été préparé en ajoutant une solution échantillon a tous les réactifs
de la réaction. Les absorbances des échantillons et de blanc ont été lues a 405 nm (a O mn et 15
mn). L'absorbance du blanc a été soustraite de celle de I'échantillon. L'acarbose a été utilisé
comme standards dans cette expérience. L'activité inhibitrice de l'a-glucosidase a été exprimée

comme suit:

% d’inhibition = (Abs de I’extrait-Abs de Blanc)/Abs de control x 100

59



Materiel et Méthodes

Control : Enzyme + Substrat + Solvant de 1’extrait.
2.2.5.3 Inhibition de la tyrosinase

L’activité inhibitrice de la tyrosinase a été mesurée en utilisant la méthode de dopachrome
rapportée par Erdogan Orhan et al. (2015) ou la L-DOPA est le substrat, avec une légere
modification. 150 pl de tampon phosphate de sodium (pH 6.8), 10 ul de différentes
concentration de l'extrait ont été ajoutés, puis 20 ul d'une solution de tyrosinase a été
additionnée, le mélange a été incubé durant 10 mn a 37 °C, ensuite 20 ul de L-DOPA est ajouté,
l'incubation a été faite durant 10 mn a 37 °C suivie d'une lecture a 475 nm. L'acide kojique a

été utilis€ comme standards dans cette expérience.

L'activité inhibitrice de la tyrosinase a été exprimée comme suit:

% d’inhibition = (Abs de control-Abs échantillon)/Abs de control x 100

Control : Enzyme + Substrat + Solvant de I’extrait.

Tous les tests de l'activité antioxydante et de 1'activité anti-enzymatique ont été faits dans des
microplaques a 96 puits, la lecture des absorbances a été effectuée en utilisant un lecteur de

microplaques 2 96 puits (SpectraMax PC340, Molecular Devices, Etats-Unis).

2.2.6 Détermination du facteur de protection solaire (SPF)

Le SPF est une mesure quantitative de l'efficacité d'une formulation ou d'une substance a
protéger contre le rayonnement solaire, en particulier les rayons UV. Pour étre efficace dans la
prévention des coups de soleil et autres dommages cutanés, un filtre solaire doit avoir une
gamme d’absorbance étendue entre 290 et 400 nm (Dutra, 2004). Dans notre travail, 2 mg de
chaque extrait hydro-méthanolique des plantes étudiées sont dilués dans 1 ml de méthanol, Les
absorbances des échantillons en solution ont été mesurées dans la gamme de 290 a 320 nm en
utilisant un lecteur monochromateur, une microplaque a 96 et le méthanol comme un blanc. Les
données d'absorption étaient obtenues dans I’intervalle de 290 a 320 chaque 5 nm, et la valeur

du SPF est calculé par l'application de 1'équation mathématique de Mansur (1986)

320

SPFspectrophotometric =CFx z 290

EEA)xI(A)xA (1)

EE: erythemal effect spectrum
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I: solar intensity spectrum

A: absorbance of sunscreen product

CF: correction factor (= 10).

L'efficacité de nos extraits a été conclue en comparant les valeurs de SPF obtenues avec les

facteurs de protection solaire mesurés qui sont représentés dans le tableau.

Tableau 3: Catégories de protection affichées sur les produits solaires en fonction des
facteurs de protection mesurés, selon la Recommandation de la Commission Européenne

2006

Catégorie Facteur de Facteur de Facteur de Longueur
indiquée protection protection protection d’onde critique
indiqué solaire mesuré | UVA minimal | minimale
recommandé recommandée
« Faible 6 6-9.9 1/3 du facteur 370 nm
protection » 10 10-14.9 de
« Protection 15 15-19.9 protection
moyenne » 20 20-24.9 solaire indiqué
25 25299 sur I’étiquette
Haute » 30 30-49.9
« protection » 50 50-59.9
« Tres haute 50+ 60 <
protection »

2.2.7 Activité antimicrobienne

L’activité antibactérienne doit étre réalisée sur des souches bactériennes jeunes en phase de
croissance exponentielle. La réactivation des cultures est effectuée par repiquage a la surface

de la gélose nutritive pré coulée en boite de Pétri ensuite incubée a 37 °C pendant 18 a 24h.

A partir d'un isolement des souches obtenu apres 24 heures, 1 a 10 colonies sont prélevées et
ajoutées a 5 ml de I’eau physiologique stérile pour faire une suspension équivalente a 0.5
McFarland d'une absorbance de 0.08 a2 0.10 lue a 625 nm (Macfarland, 1907; Washington et al.
, 1972 et Baker et al. ,1983 ). Des concentrations différentes sont préparées a partir des extraits
n-butanol (E But) et acétate d'éthyle (E AcEth) de chaque plante. Chaque extrait est dissout
dans le DMSO pour avoir les concentrations suivantes: 2, 3.125, 6.25, 12.5, 25 et 50 mg/ml.
Chaque concentration a été testée par la méthode de diffusion sur gélose (Bolou et al., 2011 ;

Al-Jadidi et Hossain, 2015).
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2.2.7.1 Technique de l'antibiogramme

-I'ensemencement a été fait par la technique d'écouvillonnage: I'écouvillon est trempé dans la
suspension bactérienne et essoré dans les bords, la boite est ensemencée en frottant
délicatement 1'écouvillon sur la gélose. Pour obtenir des stries croisées, 1a boite est tournée, le

séchage est inutile.

Des disques de papier Wattman n°03 de 6 mm de diametre (Garcia Rowe et al., 1999), chargés

d'un volume connu d'extrait (30 1), sont déposés a la surface en les appuyant légerement a

l'aide de la pince stérilisée. La technique est répétée trois fois.

Des disques de gentamicine sont pris comme antibiotique de référence (pour les souches

bactériennes), ainsi que des disques imbibés de DMSO sont utilisés comme témoins.

Les boites sont placées dans 1'étuve a 37 °C pendant 24 heures.
L'activité antimicrobienne se manifeste par la formation d'un halo autour du disque, ou la
culture est absente, ce qu'on appelle diametre d'inhibition qui sera mesuré en millimetre et

comparé avec des diametres de référence.

2.2.8 Analyse statistique

Les données sont exprimées sous forme de moyenne statistique de trois répétitions, les valeurs
de I’ICs0 (la concentration inhibitrice de 50% de radical) ont été déterminées graphiquement
par la régression linéaire. Pour mieux comparer le pouvoir réducteur des extraits méthanoliques
des différentes plantes étudiées, la valeur PRo s (la quantité d'une substance en pg/ml du volume
réactionnel correspondant a une absorbance de 0.5) a ét€ déterminée par la régression linéaire
(Ardestani et Yazdanparast, 2007).

Les calculs ont été faits par le logiciel Excel 2007 ainsi que les régressions linéaires, les courbes
et les histogrammes ont été tracés par le méme logiciel. L'analyse de la corrélation entre les
résultats des différents tests et les taux de métabolites dosés a été réalisée par le test de
corrélation Pearson. La comparaison des moyennes a été effectuée par ' ANOVA a un facteur
avec le test tukey ot la différence était considéré comme significative a un degré < 0.05. L'ACP

aussi a été réalisé. Pour ces fins on a fait recours au programme SPSS Statistics version 25.
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Résultats et Discussion

3.1 Extraction

L'huile essentielle de L. antineae extraite par hydrodistillation était d'une couleur jaune pale et

représentait un rendement de 0.1%.

L’huile essentielle de Thymus algeriensis obtenu a été d’une couleur jaune pile et avec un

rendement de 1.54%.

Chaque extrait (hydro-méthanolique, acétate d'éthyle et n-butanol) de chaque plante a été
caractérisé par sa couleur et son rendement (Tableau 4) les rendements sont calculés par rapport

au poids de la plante seche

Tableau 4: Rendement et couleur des extraits de différentes plantes étudiées

Extrait Rendement Couleur
P. atlantica | Acétate d’éthyle | 6.8% Vert
Butanol 20.44 % Marron
Brut 32% Vert foncé
L. antineae | Acétate d’éthyle | 0.15% Jaune
Butanol 2.23% Marron
Brut 8.6 % Marron
T. Acétate d’éthyle | 0.27% Jaune
algeriensis Butanol 1.57% Marron clair
Brut 10.6 % Marron
Marribium Acétate d’éthyle | 0.065% Jaune verdatre
alysson Butanol 1.18 % Marron clair
Brut 15.8% marron
Jasminum Acétate d’éthyle | 0.10% Jaune
fruticans Butanol 2.23% Vert foncé
Brut 30% vert

3.2 Analyse des extraits

3.2.1 Composition chimique de I’huile essentielle de Lavandula antineae et Thymus
algeriensis
L'analyse chimique de lhuile essentielle de L. antineae a mis en évidence 11 composés

représentant 95.73% des composants élués (Tableau 5). Le profil chromatographique a montré
que l'huile est riche en sesquiterpenes hydrocarbonés avec un pourcentage de 32.65% comme
le Béta-bisabolene (24.36%) et Caryophyllene (6.9%). On a noté aussi la présence deThymol
avec un pourcentage considérable (15.33%). Les sesquiterpenes oxygénés ont représenté un
pourcentage de 22.89% comme le Caryophyllene oxide (10.46%), Spathulenol (7.41%),

Hanamanthagouda et al. (2010) ont trouvé des valeurs en Thymol et Caryophyllene oxide qui
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¢gale a 2.35% et 3.68% respectivement dans I’huile essentielle de L. bipinnata et Pala-Paul et
al. (2003) ont obtenu une valeur en Spathulenol équivalent a 2.6% dans I’huile essentielle de

Lavandula canariensis.

Tableau 5: Composition chimique d'huile essentielle de Lavandula antineae

No Composant Ir (%)
1 2.,4,6-Octatriene, 2,6- 19.211 1.06
dimethyl
2 Thymol 25.127 15.33
3 Caryophyllene 29.531 6.90
4 Isocaryophillene 30.131 1.39
5 B-bisabolene 31.901 24.36
6 Eudesma-3,7(11)- 33.255 1.08
diene
7 Spathulenol 34.337 7.41
8 Caryophyllene oxide 34.577 10.46
9 Tau-Cadinol 36.025 2.06
10 a-Cadinol 36.438 1.88
11 Cyclopropane,  1-(1- 41.124 23.80
hydroxy-1-heptyl)-2-
methylene-3-pentyl-

L'analyse chimique de l'huile essentielle de 7. algeriensis a révélé 30 composés qui représentent
99.96% de la composition totale de cette huile (Tableau 6) avec la prédominance de
sesquiterpenes oxygénés (40.32%) comme 1’Elemol (18.38) et le B-eudesmol (11.50%), suivi
d’un pourcentage considérable en monoterpenes oxygénés comme le Camphor (14.22 %) ainsi
que les sesquiterpenes hydrocarbonés (23.61%) comme a-caryophyllene (9.68%). Une étude
rapportée par Ben Elhadj Ali et al. (2012), sur les huiles essentielles de I’espece T. algeriensis
issue de huit échantillons du nord africain, a trouvé que B-eudesmol a un pourcentage qui varie
de 0.1 2 0.9%, le Camphor prend des valeurs de 0.2% a 12.7% et une valeur considérable en
Thymol qui peut atteindre 54.9% dans certains échantillons. El Ouariachi et al. (2014) ont

marqué I’absence du Thymol dans I’huile essentielle du 7. algeriensis marocain.

La différence de rendement en huile essentielle peut €tre expliquée par des facteurs climatiques
tel que la sécheresse ou le stresse thermique qui peuvent influencer la photosynthese au niveau
des plantes qui vont réagir en augmentant la production des métabolites secondaires (Lee et

Ding, 2016).
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La variabilité dans la composition chimique des huiles essentielles peut étre due a des facteurs

biotiques et abiotiques qui agissent sur les geénes qui codent pour les voies de biosynthese des

terpenes (Pratt et al., 2014; Lee et Ding, 2016 ; Wahid et al., 2016).

Tableau 6: Composition chimique d'huile essentielle de Thymus algeriensis

No Composant Ir (%)
1 Eucalyptol 16.043 2.84
2 Linalol 18.154 1.39
3 Camphor 20.154 14.22
4 Borneol 20.832 6.44
5 Carvomenthenol 21.170 1.04
6 p-menth-1-en-8-ol 21.581 2.11
7 B-Myrcene 23.511 0.79
8 Thymol 24.746 0.70
9 Bornyl acetate 24.862 2.41
10 Terpinyl acetate 26.867 1.50
11 Copaene 27.995 0.61
12 a-Bourbonene 28.370 1.77
13 Gurjunene 29.150 0.75
14 a-Caryophyllene 29.518 9.68
15 -Cubebene 29.757 1.00
16 Germacrene D 30.247 0.67
17 o-Bisabolene 30.559 0.63
18 Gurjunene isomer 30.827 0.86
19 Germacrene isomer 31.397 4.55
20 t-Cadinene 32.322 0.88
21 0-Cadinene 32.499 2.21
22 Elemol 33.288 18.38
23 Caryophyllene oxide 34.564 3.51
24 Cubenol 35.339 1.57
25 t-Eudesmol 35.820 2.19
26 Cadinol 36.019 2.23
27 B-Eudesmol 36.451 11.50
28 Phthalic acid, mono-(2- 36.902 1.34
ethylhexyl) ester
isomer
29 Phthalic acid, mono-(2- 37.006 1.25
ethylhexyl) ester
30 Isoaromadendrene 37.376 0.94
epoxide
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3.2.2 Screening phytochimique
Le résultat du screening phytochimique est résumé dans le Tableau 7. Toutes les especes de

plantes étudiées ont été marquées par la présence de polyphénols, flavonoides, de terpenoides

et de saponosides.

Les stérols et les polyterpenes n'ont été présents que dans les extraits hydro-méthanoliques de

T. algeriensis et M. alysson.
Les alcaloides n’ont marqué leur pésence que dans les extraits de P. atlantica et J. fruticans.

La présence des tanins cathéchiques a €té marquée dans toutes les plantes, par contre les tanins

galliques ont été absents chez toutes les especes étudiées.

Tableau 7: Résultat du screening phytochimique

Test Pistacia | Lavandula Thymus Marribium Jasminum
atlantica | antineae algeriensis alysson Jfruticans
Stérols et - - + + -
polyterpene
Polyphénols + + + + +
Flavonoides + + + + +
Tanins + + + + +
catéchiques
Tanins - - - - -
galliques
Alcaloides + - - - +
Terpenoides + + + + +
Saponosides + + + + +

3.2.3 Analyse par HPLC/UV
Une méthode d’analyse par HPLC/UV a été mise au point afin d’évaluer la composition en

polyphénols de l'extrait méthanolique de chaque plantes étudiées. L'identification des
composants phénoliques dans les différents échantillons a été faite en comparant les temps de
rétentions avec les temps de rétentions de 20 standards disponibles.

Le profile de l'analyse par HPLC/UV de l'extrait hydro-méthanolique de Pistacia atlantica a
montré des pics remarquables dans un intervalle de temps entre 3 min et 33 min (Figure 30),
les composants phénoliques majeurs de cet extrait ont été déterminés a des temps de rétention
de 8.2 min 18.0 min, et 16.0 min, leurs pourcentages étaient respectivement 19.7%, 32.2% et

6%.
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Figure 30: Chromatogramme de 1'extrait hydro-méthanolique de P. atlantica

™
~— BECH 04 BENABDELLAH 18 01 18 - Channel 1

3,0

244

2,57

2,0

Voltage

1.57

(=]
~ M i oy rlin o Mo oo
o6 ] L 3 1o
nRAE T YERS poias LY
T T T T T T
10 20 30 40 50 60
100 [min.]

Figure 31: Chromatogramme de 1'extrait hydro-méthanolique de L. antineae

Dans un intervalle de temps entre 3 min et 42 min, des pics ont été marqués sur le profile
chromatographique de l'extrait de Lavandula antineae (Figure 31), un composant dominant
avec un pourcentage de 67.2%, a été détecté a un temps de rétention de 24.4 min, suivi par deux

autres composants avec les pourcentages suivants: 8.8% et 4.4%, leurs temps de rétention

étaient de 32.7 min et 27.4 min respectivement.
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De nombreuses pics ont été constaté, dans un intervalle de temps de 3 min jusqu'a 60 min, sur
le profile chromatographique de 1'extrait de Thymus algeriensis. Trois composants phénoliques
constituant plus de 50% de 1'extrait total, avec des pourcentages de 26.4%, 17.3% et 8.2%, leurs
temps de rétention correspondants étaient, respectivement, 32.8 min, 36.4 min et 40 min (Figure

32).
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Figure 32: Chromatogramme de 1'extrait hydro-méthanolique de Thymus algeriensis

Le profile chromatographique de l'extrait de Marrubium alysson a présenté plusieurs pics
(Figure 33), elles ont été bien décelées a un intervalle de temps entre 3 min et 42 min, les trois
composants phénoliques qui ont ét€ marqués par les pourcentages les plus important (9.9%,
8.7% et 8.2%) avaient les temps de rétention suivants: 33.5 min, 30.4 min et 27.17 min

respectivement.

69



Résultats et Discussion

Voltage

300

200

100

— BCH 05 BENABDELLAH 18 01 18 - Channel 1

27,9

30
100

[min.]

Figure 33: Chromatogramme de 1'extrait hydro-méthanolique de M. alysson

Des pics bien distingués ont été enregistré dans le profile chromatographique de 1'extrait de

Jasminum fruticans dans un intervalle de temps entre 3 min et 44 min (Figure 34), les

pourcentages les plus importants étaient de 26.3%, 12% et 11.1% qui représentent des temps

de rétention qui égalent a 38.5 min, 32.6 min et 31.9 min respectivement.
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Figure 34: Chromatogramme de 1'extrait hydro-méthanolique de J. fruticans
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Rendant compte que la polarit¢é de la phase mobile était décroissante (en augmentant le
pourcentage de méthanol) et en comparant les chromatogrammes de nos plantes, on a pu
constater que l'extrait de 7. algeriensis peut contenir les composants phénoliques les moins
polaires, P. atlantica peut avoir les molécules phénoliques les plus polaires, M. alysson peut
comporter une variété de molécules phénoliques a différente polarité.

La comparaison des temps de rétention des pics dans les différents chromatogrammes avec ceux
des standards disponibles, nous a permis de détecter la présence ou l'absence de certains
composés phénoliques (Tableau §8), notamment:

L'acide p-coumarique n'a été identifi€¢ dans aucun extrait des cinq plantes étudiées.

L'acide 3-hydroxy-4-méthoxycinnamique a été détecté dans l'extrait de P. atlantica (5.2%),
I'extrait de 7. algeriensis (1.5%) et I'extrait de L. antineae (0.5%).

L'acide caféique était présent dans l'extrait de M. alysson (1.4%), 'extrait de J. fruticans (0.7%)
et I'extrait de P. atlantica (0.2%).

L'acide férulique a été détecté a des faibles pourcentages équivalents a 0.1%, 0.3% et 0.5% dans
les extraits de T. algeriensis, J. fruticans et P. atlantica respectivement.

L'acide gallique n'a été identifié que dans l'extrait de L. antineae avec un pourcentage qui égale
20.1%.

L'acide anisique a ét¢ marqué par sa présence dans l'extrait de 7. algeriensis avec un
pourcentage considérable (26.4%), ainsi que dans l'extrait de M. alysson (9.9%). A des
pourcentages moins importants, cet acide a été trouvé dans l'extrait de J. fruticans (2.5%) et
I'extrait de P. atlantica (1.1%).

L'acide salicylique était présent dans l'extrait de L. antineae (0.9%), de T. algeriensis (0.2%)
et dans l'extrait de J. fruticans a un pourcentage de 0.8%.

L'extrait de M. alysson a compris l'acide syringique avec un pourcentage de 2.3%, T. algeriensis
avec le pourcentage de 1% et l'extrait de L. antineae avec le pourcentage de 7%.

L'acide trans-2,3-diméthoxycinnamique n'a été révélé que dans l'extrait de 7. algeriensis avec
un pourcentage de 0.9%.

Un pourcentage de 5.4% de l'acide trans-cinnamique a ét¢ marqué dans l'extrait de T.
algeriensis tandis que cet acide est présent a un faible pourcentage (0.8%) dans l'extrait de P.
atlantica.

L'acide vanillique était parmi les composants phénoliques rencontrés dans les extraits de 7.
algeriensis (0.2%), L. antineae (0.3%), J. fruticans (0.8%) et M. alysson (8.7%).

La berbérine n'était présente que dans l'extrait de M. alysson (2.6%) et l'extrait de J. fruticans

(0.2%).
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La catéchine a été détecté dans les extraits de toutes les plantes a des pourcentages de 3.1%
pour P. atlantica, 1.1% pour M. alysson, 0.7% pour J. fruticans et L. antineae et 0.5% pour T.
algeriensis.

A un pourcentage et qui ne dépassant pas le 0.5%, 1'épicatéchine n'était présent que dans les
extraits de T. algeriensis et J. fruticans.

L'euleropeine a été parmi les composants phénoliques les plus importants de 1'extrait de J.
fruticans (12%) et de l'extrait de 7. algeriensis (6.1%).

La présence de kaempferol a été enregistrée dans les extraits de P. atlantica (1.9%), T.
algeriensis (1.5%) et L. antineae (0.4%).

La myricétine a été détecté a des pourcentages de 3% pour L. antineae, 1.3% pour P. atlantica,
0.2% pour T. algeriensis, 0.3% pour J. fruticans.

On a noté la présence de la quercétine dans les extraits de toutes les plantes étudiées, elle a été
représenté par les valeurs de pourcentage de 17.3% pour T. algeriensis, 2.5% pour M. alysson,
1.7% pour L. antineae, 0.9% pour P. atlantica et J. fruticans.

La résorcinol n'était présente que dans l'extrait de J. fruticans (0.1%), I’extrait de P. atlantica
(0.2%) et I’extrait de M. alysson (0.9%).

La rutine n'a été détectée que dans l'extrait de 7. algeriensis (0.2%).
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Tableau 8: Composants identifiés dans les extraits méthanoliques des plantes étudiées

Plantes Temps P. L. T. M. J.

de atlantica | antineae | algeriensis | alysson | fruticans
Composant rétention

(min) (%) (%) (%) (%) (%)
Acide p-coumarique 25.217 - - - - -
Acide 3-hydroxy-4- | 28.287 52 0.5 1.5 - -
méthoxycinnamique
Acide caféique 20.523 0.2 - - 1.4 0.7
Acide férulique 26.56 0.5 - 0.1 0.5 0.3
Acide gallique 6.543 - 0.1 - - -
Acide anisique 33.037 1.1 - 264 9.9 2.5
Acide salicylique 30.747 - 0.9 0.2 - 0.8
Acide syringique 21.967 - 0.7 1 2.3 -
Acide trans-2,3- | 39.28 - - 0.9 - -
diméthoxycinnamique
Acide trans- | 25.173 0.8 - 54 - -
cinnamique
Acide vanillique 22.623 - 0.3 0.2 8.7 0.8
Berbérine 29.287 - - - 2.6 0.2
Catéchine 21.553 3.1 0.7 0.5 1.1 0.7
Epicatéchine 22.503 - - 0.1 - 0.3
Euleropeine 32.367 - - 6.1 - 12
Kaempferol 41.103 1.9 0.4 1.5 - -
Myricétine 34.27 1.3 3 0.2 - 0.3
Quercétine 36.85 0.9 1.7 17.3 2.5 0.9
Résorcinol 10.403 0.2 - - 0.9 0.1
Rutine 30.687 - - 0.2 - -

Une étude par Rézaie et al. (2015) réalisée sur l'extrait méthanolique de P. atlantica a montré
la dominance de la luteoline avec un pourcentage qui égale a 46.53%. L'acide gallique, la
catéchine et l'epicatechin ont été identifiés dans les feuilles de la plante (DerMarderosian et

Beutler, 2010; Tomaino et al., 2010).
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Il n'existe pas une étude sur la composition chimique des extraits de L. antineae, la majorité des
recherches sont portées sur d'autres especes du méme genre tel que L. angustifolia. Les extraits
de cette dernicre ont été montrés riche en acide caffeique, acide rosmarinique, et 1'acide 4-
hydroxybenzoic (Turgut, 2017).

Une étude par Boutaoui et al. (2018) a montré aussi la présence de l'acide férulique et la

catéchine dans I'extrait éthanolique de T. algeriensis.

L'analyse chimique des extraits méthanolique de M. incanum, M. candidiss, M. thessalum et
M. peregrinum a révélé aussi la présence de l'acide férulique, l'acide p-coumarique et l'acide

caféique (Kozyra et al., 2018).

3.3 Dosage des polyphénols totaux, flavonoides et tanins condensées

Les polyphénols totaux sont estimés par la méthode colorimétrique au folin ciocalteu, basé sur
le protocole de Djeridani (2006), en utilisant 1’acide gallique comme standard. Une courbe
d’étalonnage linéaire a été tracée a partir des concentrations en acide gallique allant de 0.1 a
1.2 mg/ml, avec une valeur de 1> = 0.996 (Annexe I). La composition en polyphénols totaux a

¢été exprimée en mg d’équivalent en acide gallique par g de matic¢re végétale seche.

Un taux considérable en polyphénols a été rencontré dans I’extrait de P. atlantica qui égale a
36.089+0.047 mg EAG/g de la matiere seche. Malekzadeh et al. (2015) ont trouvé un taux en
polyphénols tres faible qui est équivalent a 0.514 + 1.40mg EAG/g de la plante seche. Dans les
fruits de P. atlantica, Hatamnia et al. (2014) ont trouvé des taux en polyphénols variant de 1.7

jusqu’a 39.69 mg EAG/g de la matiere seche.

Le taux de polyphenols totaux présent dans L. antineae égale a 2.013+ 0.009 EAG/g de la
maticre seche, Gulgin et al. (2004) ont trouvé un rendement en polyphénols plus inferieur et
qui égale a une valeur de 226.76 pg (0.227 mg) a partir de 25g d’un extrait éthanolique de L.
stoechas. Un taux de polyphenols plus supérieur et qui égale a 3.78 mg/g a été estimé par Costa
et al. (2013) a partir d’une extraction par un mélange éthanol-eau des composés phénoliques a

partir de L. viridis.

Le taux de polyphenols totaux présent dans 7. algeriensis égale a 1.337+ 0.001 mg EAG/g de
la matiere seche. Zeghad et merghem (2013) ont trouvé un taux de polyphénols plus imporatant

que le notre (9.07 mg/g d’acide tannique) dans I’extrait éthanolique du 7. vulgaris.

Marribium alysson a compris un taux en polyphénols totaux équivalent a une valeur de

1 .384+0.002 mg EAG/g de la matiere seche. Edziri et al. (2011) ont trouvé un contenu en
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polyphénols clairement supérieur et qui rapproche a une valeur de 120 mg EAG/g par gramme

d’extrait.

Les polyphénols dans I’extrait de Jasminum fruticans représente une valeur de 1.319+0.002 mg

EAG/g de la matiere seche.

Le dosage des flavonoides a été réalis€ par la méthode colorimétrique au trichlorure
d’aluminium décrite par Zheizen (1999), une courbe d’étalonnage lin€aire a été établie en
utilisant la quercitine comme standard a différentes concentrations variant de 0.01 & 0.25 mg/ml

(Annexe I). Avec un r*>=0.996.

Pistacia atlantica a présenté une valeur en flavonoides qui égale a 0.775+0.01 mg EQ/g de la
matiere végétale seche. Hatamnia et al. (2014) ont révélé des valeurs en flavonoides allant de

0.46 jusqu’a 7.73 mg de catechine/g de matiere seche dans les fruits de Pistacia atlantica.

Le taux de flavonoides est déduit a une valeur de 0.587+ 0.003 mg EQ/g de la matiere végétale

seche pour L. antineae.

Un taux qui égale 0.339+ 0.001 mg EQ/g de la maticre végétale séche est obtenu dans I’extrait
de T. algeriensis. Zeghad et merghem (2013) ont estimé un taux en flavonoides supérieur que

le notre (équivalent a une valeur de 8.56 mg EQ/g).

Les taux en flavonoides dans les extraits de Marribium alysson et Jasminum fruticans se
rapprochent et égales respectivement a des valeurs de 0.225+0.007 et 0.252+0.002 mg EQ/g de
la matiére végétale seche. Stankovi¢ (2011) a trouvé un taux en flavonoides plus élevé dans

I’extrait méthanolique de Marrubium peregrinum et qui égale a 54.77 mg de rutine /g d’extrait.

Le dosage des tanins condensés a été réalisé suivant le protocole décrit par Broadhurst (1978),
par la méthode a la vanilline en milieu acide avec une légere modification. Une courbe
d’étalonnage linéaire a été établie en utilisant la catéchine comme standard a différentes

concentrations (Annexe I) avec un 1> = 0.958.

P. atlantica a présenté un taux qui égale a 18.4+0.23 mg EC/g, suivie par J. fruticans avec un
taux qui égale 13.35+0.21 mg EC/g de la plante seche. Des taux allant de 2.79 jusqu'a 8.29 mg
EC/g de la plante seche, ont été estimés dans les extraits hydro-méthanoliques de L. antineae,

T. algeriensis et M. alysson.
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Une concentration tres élevée en tanins condensés a été trouvée dans les feuilles de P. lentiscus
ou la valeur égale a 359.83+2.12 mg EC /g extrait (Hemma et al., 2018).
La figure 35 représente un histogramme des résultats de dosage des polyphénols, flavonoides

et tanins condensés dans l'extrait hydro-méthanolique des différentes plantes étudiées.
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Figure 35: Histogramme représentant les résultats de dosage des polyphénols, flavonoides

et tanins condensés dans 1'extrait hydro-méthanolique des différentes plantes étudiées

3.4 Activité antioxydante

34.1 Test de piégeage du radical libre DPPH

Le mécanisme principal d’action dans ce test est le piégeage des radicaux libres par le transfert
de I’atome H sur le DPPHe (couleur violette) alors transformé en une molécule stable DPPHH
(couleur jaune) mesurable a 515 nm. Pour évaluer l'activité antioxydante, cette dernicre est
définie par le pourcentage d'inhibition de I’activité anti-radicalaire (1%), ou I’absorbance du
mélange réactionnel qui contient le radical libre et I’échantillon de I’antioxydant est reliée avec

I’absorbance du mélange sans aucun antioxydant (solution témoin ou contrdle).

Pour les extraits hydro-méthanoliques des plantes étudiées les standards utilisés étaient le BHT
et le BHA, alors que pour les deux extraits (acétate d’éthyle et butanol) de L. antineae et T.

algeriensis, 1a comparaison a été faite avec l'acide ascorbique.
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Tableau 9: Pourcentages d'inhibition du DPPH par les extraits hydro-méthanoliques des

plantes étudiées et les IC50 correspondantes

Extrait % d'inhibition ICso pg/ml
6.25 pg/ml 12.5 pg/ml 25 pg/ml 50 pg/ml 100 pg/ml | 200 pg/ml | 400 pg/ml
P. atlantica | 87.86+0.64 89.44+0.23 | 90.34+0.23 | 91.02+0.13 | 91.13+0.13 | 91.20+0.11 | 91.28+0.07 | 5.61+0.06
b
L. antineae 19.03+1.86 35.87+1.18 | 68.39+1.32 | 87.07+0.13 | 87.86+0.07 | 88.27+0.20 | 88.54+0.23 | 18.59+0.07
ab
T. 22.23+2.58 35.50+1.70 | 66.92+3.39 | 87.71+0.11 | 88.42+0.47 | 89.66+0.17 | 90.26+0.99 | 18.40+0.42
algeriensis
b
M. alysson® | 4.83+2.33 14.64+3.23 | 27.79+0.95 | 53.43+2.29 | 88.35+0.69 | 88.91+1.93 | 89.81+0.17 | 46.47+2.00
J. fruticans 7.57+0.97 12.64+2.52 | 18.66+0.53 | 33.36+2.36 | 62.79+0.96 | 87.71+0.11 | 88.35+0.33 | 78.02+2.14
ab
BHA 2P 36.46+2.45 59.63+1.50 | 78.91+0.77 | 83.11+0.46 | 84.21+0.50 | 85.31+0.35 | 85.91+0.50 | 10.03+0.84
BHT 2P 18.55+2.46 32.60+3.72 | 53.80+2.58 | 74.97+2.14 | 83.41+0.86 | 84.59+0.46 | 85.76+0.91 | 23.54+1.83

Pp=<0.05, a, b: sous ensembles déterminés par le test Tukey.

3.4.1.1 Extraits hydro-méthanoliques

Le tableau 9 englobe les pourcentages d'inhibition du DPPH et les IC50 calculées de 1'extrait
hydro-méthanolique des cinq plantes étudiées, la figure 36 montre une comparaison entre les
ICs0. P. atlantica a été marqué par la capacité antioxydante la plus puissante ou les pourcentages
d'inhibition dépassant le 80% pour toutes les concentrations testées, 1'IC50 a été déterminée a
une valeur de 5.61+£0.06 pg/ml. P. atlantica a présenté un potentiel antioxydant plus élevé par
rapport aux deux antioxydants de synthese: BHT (23.54+1.83 pg/ml) et BHA (10.03+0.84
pg/ml). Plusieurs études qui ont testé le pouvoir piégeur du radical DPPH des huiles essentielles
de P. atlantica, ont trouvé des ICs50 supérieures a celles obtenues dans la présente étude, ou les
valeurs allant de 23 jusqu'a 2000 ug/ml (Rezaie et al., 2015; Sifi et al., 2015 et Labed-Zouad et
al., 2017), ceci peut étre expliqué par le fait que l'extrait hydro-méthanolique, par rapport aux
huiles essentielles, comporte une variété de molécules bioactives telles que les composés
phénoliques qui possedent des propriétés d'oxydo-réduction agissant comme agents réducteurs,

donneurs de 'hydrogene et de l'oxygene singulier (Rice-Evans et al., 1995). Des études portées
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sur les feuilles et les fruits de P. atlantica ont montré une activité antioxydante similaire ou
significativement supérieure a celui des composés antioxydants standards, in vitro (Bozorgi et
al., 2013).

Un pouvoir antioxydant quasi similaire pour L. antineae et T. algeriensis et plus puissant que
le BHT a été remarqué, leurs IC50 ont pris les valeurs de 18.59+0.07 pg/ml et 18.40+£0.42 pg/ml
respectivement. Les pourcentages d'inhibition ont pris leurs valeurs maximales a la
concentration 400 pg/ml: 90.26+0.99% pour T. algeriensis et 88.54+0.23% pour L. antineae.
Bouzidi et al. (2018) ont marqué des valeurs d'ICso0 allant de 0,33 jusqu'a 1,84 mg/ml qui ont
été obtenues par les extraits méthanoliques de différentes parties de L. dentatae. La plupart des
études de l'activité antioxydante par le test de picgeage de DPPH qui sont portées sur des
especes du genre Lavandula, sont réalisées sur les huiles essentielles, leurs résultats montrent
une forte activité antioxydante (Mohamedi et Atik, 2012; Bettaieb Rebey, 2012; El Hamdaoui,
2018). En comparant les résultats de ces études et le résultat dans notre travail, on peut attribuer
a l'extrait méthanolique de L. antineae une capacité antioxydante remarquable.

Khled khoudja et al. (2014) ont trouvé une IC50 de 1'extrait méthanolique de T. algeriensis égale
a 179+0,012 pg/ml, une valeur nettement supérieure a celle obtenue dans nos résultats. Dans
une autre étude réalisé sur I'extrait méthanolique de la méme plante, I'ICs0 a été estimée a une

valeur de 7+ 0,02 pg/ml (Megdiche-Ksouri, 2015).

Nos résultats ne sont pas d'accord avec les résultats obtenus par Guesmi et al. (2014) qui a
trouvé que le BHT a exercé une activité antioxydante plus puissante que I'extrait méthanolique

de T. algeriensis.

Cette différence en pouvoir antiradicalaire au sein d'une méme espece peut Etre attribuée aux
plusieurs facteurs, plusieurs études ont prouvé que 1’addition d’eau a de faibles taux au solvant
améliore 1’extraction des antioxydants puissants (Turkmen et al. 2006; Zhao et al. 2006). Les
différentes provenances d'une méme espece peuvent aussi influencer la potentialité

antioxydante (Bettaieb Rebey et al., 2012).

Une étude rapportée par Laib (2011) a déterminée 1'IC50 a une valeur qui égale a 584+0.58

ug/ml pour L. officinalis.

L'TCs0 pour M. alysson égale a une valeur de 46.47+2.00 pg/ml, une valeur élevée en la
comparant avec celles enregistrées pour les antioxydants synthétiques, les pourcentages
d'inhibition ont pris des valeurs supérieures a 80% pour les concentrations 100, 200 et 400

pg/ml. Des espéces voisines de M. alysson ont présenté des valeurs d'ICs0 inferieures que celle
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obtenue dans notre étude, c'est le cas par exemple de M. vulgare ou 1'IC50 a pris la valeur de
25pug/ml dans une étude faite par Ghazghazi et al. (2013). L'extrait méthanolique de Marrubium
deserti de Noé a montré une efficacité antiradicalaire plus importante avec une IC50 qui égale

a 15.1 pg/ml, dans une étude réalisée par Ghedadba et al. (2015).

J. fruticans a été montré comme la moins performante par rapport aux autres plantes étudiées
et par rapport aux antioxydants synthétiques, son IC50 a atteint une valeur de 78.02+2.14 pg/ml.
Aux deux concentrations 200 et 400 pg/ml, les pourcentages d'inhibitions ont dépassé le 80%
(87.7120.11 et 88.35+0.33%). Les extraits méthanoliques de J. sambac et J. matthewii ont été
marqués par des ICs50 nettement inferieures que celle trouvée dans notre étude, les valeurs
étaient de 2.30 pg/ml et 49.34+0.45 pg/ml respectivement (Abdoul-Latif et al., 2010 et Sharmin
etal., 2016).
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Figure 36: Histogramme représentant les ICs0 issues du test de piégeage de DPPH de

I'extrait hydro-méthanolique des différentes plantes étudiées
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3.4.1.2 Activité antioxydante des deux extraits (acétate d’éthyle et n-butanol) de L.
antineae et T. algeriensis
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Figure 37: Droite de pourcentages d'inhibition du radical DPPH par l'acide ascorbique

D’apres les résultats enregistrés, 1’acide ascorbique et les deux extraits acétate d’éthyle et n-
butanol de L. antineae ont présentés des valeurs d’ICso de 0.134, 0.047, 0.385 mg/ml
successivement (Figure 37, 38, 39), I’extrait acétate d’éthyle est doté d’un pouvoir antioxydant

plus important que 1’acide ascorbique.
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Figure 38: Droite de pourcentages d’inhibition du radical DPPH par P’extrait acétate
d’éthyle de L. antineae
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Figure 39: Droite de pourcentages d’inhibition du radical DPPH par ’extrait n-butanol
de L. antineae

Thymus algeriensis a été marqué par une ICs0 égale a 0.290 mg/ml pour I’extrait acétate
d’éthyle et par une ICs0 égale a 0.385 mg/ml pour I’extrait n-butanol (Figure 40 et Figure 41),
Khled Khoudja et al. (2014) ont trouvé des valeurs d’ICso qui égale a 0.048 et 0.987 mg/ml
successivement pour I’extrait acétate d’éthyle et I’extrait n-butanol de 7. algeriensis. Notre

extrait n-butanol semble plus efficace que le méme extrait de Khled Khoudja et al. (2014).

350
y =147.27x + 7.3508

300 R?=0.959
250

=

S

= 200

=

=

= 150

IS8

100

50

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
Concentrations mg/ml

Figure 40: Droite de pourcentages d’inhibition du radical DPPH par D’extrait acétate
d’éthyle de T. algeriensis
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Figure 41: Droite de pourcentage d’inhibition du radical DPPH par I’extrait n-butanol
de T. algeriensis

3.4.2 Test de piégeage du radical ABTS

Le test a été réalisé selon le protocole décrit par Re et al. (1998), ’ABTS' " qui a été obtenu
par une réaction entre 'ABTS et le persulfate de potassium est réduit en présence de 1'agent
antioxydant pour donner le cation ABTS™, cette réaction est manifesté par la décoloration de

la solution.

L'ICs0 qui représente la concentration en échantillon (extrait) capable d'inhiber la moitié (50%)
du radical, cette concentration a ét€¢ déterminé pour chaque plante a partir des pourcentages

d'inhibitions qui correspondent aux différentes concentrations.

Le tableau 10 résume les pourcentages d'inhibition du radical ABTS et les ICs0 calculées des
extraits hydro-méthanoliques des cinq plantes étudiées, la figure 42 montre une comparaison
entre les IC50. Méme a des faibles concentrations, l'extrait méthanolique de P. atlantica a
présenté une forte inhibition du radical ABTS ou les valeurs d'inhibition ont dépassé le 90%.

L'TCs0 est égale a 3.50+0.05 pg/ml.

L. antineae a présenté des pourcentages d'inhibitions supérieurs a 90% a partir de la

concentration de 50 pg/ml.
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Des valeurs d'inhibition considérables ont été enregistrées pour 1'extrait hydro-méthnolique de
T. algeriensis a partir de la concentration de 50 pg/ml. L'IC50 est déterminée a une valeur de

11.73£0.20 pg/ml.

Les pourcentages d'inhibition ne dépassent le 90% qu'a partir la concentration de 200 pg/ml

pour l'extrait hydro-méthanolique de M. alysson.

Pour l'extrait hydro-méthanolique de J. fruticans, le pourcentage d'inhibition est maximale

(91.78+0.20%) a la concentration de 400 pg/ml.

En comparant les différentes valeurs d'ICs0 des cinq plantes étudiées avec celles des deux

standards (BHT et BHA) (Figure 42) on trouve que:

P. atlantica avait la valeur d'ICs0 la plus faible (3.50+£0.05ug/ml) par rapport aux autres plantes,
mais cette valeur reste supérieure a celles obtenues avec le BHT (1.29+0.30 pg/ml) et le BHA
(1.81£0.10 pg/ml). Une étude réalisée par Labed-Zouad et al. (2017) a montré des valeurs d'ICsq
des huiles essentielles de P. atlantica supérieures aux celles trouvé dans la présente étude;

4.740.20 et 6.5+0.54ug/ml pour les feuilles et les fleurs successivement.
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Figure 42: Histogramme représentant les ICs0 issues du test de piégeage de I' ABTS de
I'extrait hydro-méthanolique des différentes plantes étudiées

J. fruticans a présenté la capacité antioxydante, vis a vis le radical ABTS, la plus faible. L'ICs0

a été déterminé a une valeur de 68.79+3.80 pg/ml.
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T. algeriensis et L. antineae ont montré des valeurs d'ICs0 proches, 11.73+£0.20 et 10.77+1.14
pg/ml respectivement. Leur capacité antioxydante est inferieure a celle de BHT et de BHA.
Selon une étude de Ben El Hadj Ali et al. (2015), portée sur l'activité antioxydante des huiles
essentielles de 7. algeriensis, les valeurs d'ICs0 varient de 11.69 a 28.23 pgTrolox/mg de la

plante seche.

L'ICs0 de M. alysson a pris la valeur de 38.35+2.14 pg/ml et qui est une valeur treés faible par
rapport a celles de BHT et de BHT.

Tableau 10: Pourcentages d'inhibition de ' ABTS par les extraits hydro-méthanoliques
des plantes étudiées et les IC50 correspondantes

% d'inhibition
Extraits g/l | 12.5 pg/ml | 25 pgml | 50 pg/ml | 100 pg/ml | 200 pg/ml | 400 pg/ml 1Cso png/ml
P. atlantica® | 9218147 | 92.47+0.40 | 92.81+0.20 | 92.87+0.10 | 92.98+0.10 | 92.98+0.10 | 93.10:0.00 | 3.50+0.05
L. antineac® | 2973£3.63 | 60.383.78 | 88.440.69 | 92.0120.20 | 92.70+0.10 | 92.810.10 | 92.87+0.20 | 10.77+1.14
T. 29.960.75 | 55.20+0.85 | 84.93x1.25 | 92.01x0.26 | 92.58+0.35 | 92.93+0.17 | 92.98+0.10 | 11.73x0.20
algeriensis®
M. alysson™ | 1L.50:1.13 | 20.8222.54 | 33.5320.20 | 64.06£3.97 | 87.8120.43 | 92.2920.20 | 92.58+0.46 | 38.35:2.14
J. fruticans® | 5-35%0.65 | 12.94x1.94 | 18.6322.00 | 39.97:2.51 | 67.97+2.16 | 88.2720.60 | 91.7820.20 | 68.79+3.80
BHA® 93.50£0.09 | 93.55:0.09 | 93.60+0.16 | 93.60£0.95 | 94.17x0.90 | 95.37+2.63 | 95.4242.69 | 1.81%0.10
BHT™ | 61.380.57 | 62.02:3.82 | 76.50+1.40 | 82.55:t1.04 | 88.60+2.66 | 90.38+0.67 | 95.8320.15 | 1.29+0.30

p=<0.05, a, b, c: sous ensembles déterminés par le test Tukey.

3.4.3 Test de FRAP

Le pouvoir réducteur de l'extrait méthanolique de toutes les plantes étudiée, en fonction de

différentes concentrations, a été déterminé selon la méthode décrite par Oyaizu (1986).

Dans ce test, la couleur jaune de la solution d'essai change a diverses nuances de vert et bleu,
en fonction de la puissance de réduction. La présence de réducteurs (antioxydants) provoque la
réduction du Fe** / ferricyanure, complexe 2 la forme ferreuse. Donc, mesurer la formation de
la couleur bleu a 700 nm peut surveiller la concentration de Fe?*. (Ferreira et al., 2007).

Une augmentation du pouvoir réducteur de l'extrait hydro-méthanolique de chaque plante a été
enregistrée en fonction de la concentration.

L'acide gallique avait le pouvoir réducteur le plus puissant par rapport aux résultats obtenus
avec les différentes plantes et les autres témoins.

Toutes nos plantes ont exhibé un pouvoir réducteur plus puissant que celui mené par le BHT.
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P. atlantica a présenté un pouvoir réducteur trés important, la progression de I'activité
antioxydante de l'extrait de la plante était quasi similaire a la progression obtenue avec l'acide
ascorbique (Figure 43). A 50 pg/ml les absorbances étaient de 0,534 + 0,0025 et 0,522 + 0,0021
pour P. atlantica et l'acide ascorbique respectivement. A partir de la concentration de 400
ug/ml I'absorbance pour la plante et I'acide ascorbique a atteint une valeur de 3.

L'extrait méthanolique de P. atlantica a montré plus puissant que les deux antioxydants de
synthése (BHA et BHT), dés la concentration 25 pg/ml, les pouvoirs antioxydants de 1'extrait
de la plante, de BHA et BHT ont connu un écart magistral. L'absorbance du BHA n'a pris la

valeur de 3 que lorsque sa concentration a arrivé a une valeur de 1600 pg/ml.
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Figure 43: Activité antioxydante de 1'extrait hydro-méthanolique de P. atlantica obtenue
par le test FRAP

A 6.25 et 12.5 pg/ml L. antineae a présenté des propriétés antioxydantes négligeables. A partir
de la concentration 50 pg/ml, les absorbances ont été marquées par un accroissement notable,
jusqu'a la valeur de 1600 ug/ml ou l'absorbance a abord¢ la valeur de 3. Cet accroissement était
plus important que celui produit par le BHA et le BHT, mais ¢a reste plus faible en le comparant
avec l'acide ascorbique et 1'acide gallique qui ont été distingués par des valeurs d'absorbances

plus marquantes (Figure 44).
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Figure 44: Activité antioxydante de 1'extrait hydro-méthanolique de L. antineae obtenue

par le test FRAP

A partir de la concentration de 25 pg/ml, 7. algeriensis avait des valeurs d'absorbances
considérablement supérieures aux valeurs obtenues avec le BHA et le BHT (Figure 45). Une
augmentation plus intéressante a été décelée a partir de 400 pg/ml. Néanmoins, l'acide

ascorbique et l'acide gallique ont été signalés comme les plus performants.
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Figure 45: Activité antioxydante de 1'extrait hydro-méthanolique de 7. algeriensis obtenue

par le test FRAP
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M. alysson a été marqué par un pouvoir réducteur moyen, la valeur de l'absorbance a la
concentration 50 pg/ml pour la plante (0,121+ 0,002) était supérieure a la valeur d'absorbance
parvenue par le BHA (0,083+ 0,001). Les courbes des absorbances de M. alysson et du BHA
(Figure 46) ont enregistré un chevauchement au niveau des valeurs de 100, 200 et 400 pg/ml,
puis les absorbances ont connu une divergence ou le BHA a été marqué comme le plus efficace.
L'extrait de M. alysson a présenté un pouvoir réducteur plus puissant que le BHT, mais qui est
faible par rapport aux pouvoirs donnés par I'acide ascorbique et l'acide gallique.

J. fruticans était I'espece qui a présenté le pouvoir réducteur le plus modeste. A partir de la
concentration 25 ug/ml, la plante a montré plus performante que le BHT, I'absorbance a aboutit

a une valeur de 1,546+ 0,003 a la concentration 1600 pg/ml (Figure 47).
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Figure 46: Activité antioxydante de 1'extrait hydro-méthanolique de M. alysson obtenue
par le test FRAP
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Figure 47: Activité antioxydante de 1'extrait hydro-méthanolique de J. fruticans obtenue

par le test FRAP

Le Tableau (11) rapporte les valeurs de PRos de l'extrait méthanolique des plantes étudiées et

des témoins.

Tableau 11: PRo.s (ng/ml) obtenus par le test FRAP des différentes plantes étudiées
comparés aux BHA et BHT

Plante ou témoin PRo.s

P. atlantica®® 58.097+0.297
L. antineae *™ 155.733+0.196
T. algeriensis *"¢ 147.44+0.191
M. alysson *® 4740.000

J. fruticans *® 490+0.000
Acide ascorbique?®® ¢ 54.573+0.248
Acide gallique® 20.62+0.04
BHA 2P 464+0.007
BHT? 7566.66x0.0007

p=<0.05, a, b, c: sous ensembles déterminés par le test Tukey.

Le PRos représente la concentration qui correspond a une absorbance de 0.5. Elle est
inversement proportionnelle au pouvoir réducteur, plus la concentration est faible plus le
pouvoir a réduire le ferrocyanure de fer est important. Donc ces valeurs peuvent nous informer

sur l'efficacité de l'activité antioxydante.

L'acide gallique a présenté la concentration la plus faible (20.62+0.04 pg/ml) conséquemment,

il possede l'activité antioxydante la plus forte, cependant, le BHT a exhibé la concentration la
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plus élevée (7566.66+0.0007 pg/ml) et qui se traduit par l'activité antioxydante la plus faible.

Toutes nos plantes ont montré avoir une efficacité antioxydante plus remarquable que le BHT.

P. atlantica et l'acide ascorbique avaient des PRos avoisinants, 54.573+0.248 pg/ml et

58.097+0.297 pg/ml respectivement.

Le BHA a produit un pouvoir antioxydant faible par rapport a P. atlantica, T. algeriensis et L.
antineae, avec un PRos= 464+0.007 pg/ml, et qui est 1égerement plus puissant que le pouvoir

antioxydant de M. alysson et J. fruticans.

Megdiche-Ksouri et al. (2015) ont trouvé une PRos supérieure a celle trouvé dans notre étude

et qui égale 210+2.11 pg/ml, a partir de I'extrait méthanolique de 7. algeriensis.

3.4.4 Test de réduction de fer par la méthode a phénanthroline

Le test, se basant sur la mesure de 1'absorbance du complexe formé par la réaction du 1,10-
phénanthroline avec le fer ferreux (Fe?*) 2 510 nm, a été réalisé selon le protocole décrit par

Szydlowska-Czerniaka et al. (2008).

Les résultats de l'extrait hydro-méthanolique des différentes plantes ainsi que les standards
(BHA et BHT) ont été représentés sous forme de courbes (Figure 48, 49, 50, 51, 52), les PR o5
ont été calculés a partir des régressions linéaires des absorbances en fonction des différentes

concentrations testées (Tableau 12).

A des concentrations inferieurs a 3 pg/ml, la capacité antioxydante du P. atlantica et du BHA

était semblable et plus importante que la capacité antioxydante présentée par le BHT.

Dans l'intervalle des concentrations comprises entre 6 a 15 pug/ml, le pouvoir antioxydant du
BHT a approché de celui de P. atlantica, puis les absorbances ont connu une légere

augmentation pour le BHT par rapport a P. atlantica et le BHA.
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Figure 48: Activité antioxydante de 1'extrait hydro-méthanolique de P. atlantica obtenue

par la méthode a phénanthroline
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Figure 49: Activité antioxydante de 1'extrait hydro-méthanolique de L. antineae obtenue

par la méthode a phénanthroline

Le PRos de P. atlantica était plus important que les PRo s obtenus avec le BHA et le BHT.

Le résultat de ce test a montré que l'extrait hydro-méthanolique de L. antineae se dispose d'un
pouvoir réducteur important qui est représenté par un PRoségale a 16.61+ 0.39 pg/ml mais cette
valeur reste inferieure par rapport aux valeurs des PRos obtenues avec le BHA (0.93+0.07

pg/ml) et le BHT (2.24+0.17 pg/ml).
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Figure 50: Activité antioxydante de 1'extrait hydro-méthanolique de 7. algeriens obtenue

par la méthode a phénanthroline

A sa part aussi, l'extrait hydro-méthanolique de 7. algeriensis était pourvu d'un pouvoir

réducteur important, ou le PRo.5 a été estimé par la valeur de 21.55+ 1.03 pg/ml.

M. alysson et J. fruticans se sont avérés moins efficaces que les autres plantes et les standards,
mais des PRo.5 qui égalent & 44.13+2.65 pg/ml et 79.75+2.47 pg/ml sont considérées comme

remarquables.
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Figure 51: Activité antioxydante de 1'extrait hydro-méthanolique de M. alysson obtenue

par la méthode a phénanthroline
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Figure 52: Activité antioxydante de 1'extrait hydro-méthanolique de J. fruticans obtenue

par la méthode a phénanthroline.

Tableau 12: PRo.5 (ng/ml) obtenus par le test de réduction de fer par la méthode a

phénanthroline des différentes plantes étudiées comparés aux BHA et BHT

Plante ou témoin PRos

P. atlantica *® 0.84+ 0.08
L. antineae * 16.61+ 0.39
T. algeriensis * 21.55+1.03
M. alysson ? 44.13+2.65
J. fruticans * 79.75+2.47
BHA 2 0.93+0.07
BHT" 2.24+0.17

p=<0.05, a, b: sous ensembles déterminés par le test Tukey.

3.4.5 Test de réduction de fer par la méthode a Ferrozine

La méthode de chélation des métaux (metal chelating) réalisé selon le protocole décrit par
Decker et Welch (1990), a montré que toutes les plantes étudiées sont pourvues d'une capacité
antioxydante (Tableau 13), cette derniere était faible en ce qui concerne P. atlantica, L. antineae
et T. algeriensis (les IC50 sont supérieures a 800 ug/mL), plus considérable mais largement
inferieure par rapport aux standards (EDTA) en ce qui concerne M. alysson (560.78+2.86
pg/ml) et J. fruticans (702.794+6.86 ng/ml) (Figure 53).
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Tableau 13: Pourcentages d'inhibition et les IC50 obtenus parle testde réduction de fer

par la méthode a ferrozine des plantes étudiées copmprés aux BHA et BHT

Extrait % d'inhibition ICso pg/ml
12.5 pg/ml 25 pg/ml 50 pg/ml 100 pg/ml 200 pug/ml | 400 pg/ml | 800 pg/ml
P. atlantica® | 2.248+2.14 | 2.758+5.70 | 4.231+0.96 | 4.158+1.20 | 5.558+12.0 | 8.358+10.2 >800
6 16.770+0.6
S 5
L. antineae ® | -11.00£5.33 | 2.49+1.96 4.21+0.65 | 12.74+0.19 | 18.64+8.49 | 20.19+0.97 | 24.86+1.93 >800
T. -1.54+10.10 | -10.93+1.87 | 2.23+3.65 | 11.68+0.75 | 36.93+2.43 | 37.26+0.09 | 42.42+3.27 >800
algeriensis®
M. alysson ® | -10.67x1.50 | -4.91+0.65 | 4.47+0.09 6.48+4.28 | 27.55+0.93 | 48.66+1.68 | 61.30+2,82 | 560.78+2.86
J. fruticans ® | -21.77+0.00 | -12.52+1.31 | 3.55+1.40 5.13+0.09 | 15.18+1.03 | 36.21+1.03 | 55.11+0.09 | 702,79+6.86
EDTA" 73.00+£1.59 | 73.60+1.20 | 73.80+1.51 | 95.78+0.10 | 95.80+0.06 | 95.84+0.22 | 95.87+0.06 | 8.80+0.47
p=<0.05, a, b: sous ensembles déterminés par le test Tukey.
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Figure 53: Histogramme représentant les ICso issues du test de réduction de fer par la

méthode a Ferrozine de 1'extrait hydro-méthanolique des différentes plantes étudiées
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3.4.6 Test de réduction de cuivre (CUPRAC)

La méthode CUPRAC permet d'évaluer la capacité antioxydante d'une grande variété de
polyphénols, y compris acides phénoliques, acides hydroxycinnamiques, flavonoides,
caroténoides, anthocyanes, ainsi que pour les thiols, les antioxydants synthétiques, et vitamines
C et E. Dans cette réaction, les groupes réactifs (— OH) des antioxydants sont oxydés en
quinones (— O) et les Cu (II) -Nc sont réduites au Cu (Nc)> qui donnent naissance a une couleur
jaune orangé (Ozyurek et al., 2011).

Les absorbances en fonction des différentes concentrations (0 jusqu'a 800 pg/ml) de I'extrait
hydro-méthanolique de chaque plante étudiée sont représentées sous forme de courbes (Figure
54,55, 56, 57, 58). On a noté une proportionnalité positive avec tous les échantillons. Une forte
augmentation de l'activité antioxydante a été remarqué avec l'extrait de P. atlantica jusqu'a la
concentration de 40 pg/ml ou cette augmentation est devenue plus modérée. A la concentration
de 100 ug/ml, l'absorbance a dépassé la valeur de 4. L’effet antioxydant de P. atlantica était
plus efficace que l'effet de BHA qui a connu une élévation significative avec une absorbance
qui dépasse 3.5. Le BHT a eu son effet maximal a la concentration de 100 pg/ml ou
I'absorbance a abordé la valeur 2+0.14. P. atlantica a été caractérisé par la valeur de PRos le
plus faible (2.93+ 0.21 pg/ml), qui peut étre traduit par le pouvoir antioxydant le plus élevé,
méme par rapport aux BHA et BHT (Tableau 14).

L'extrait hydro-méthanolique de L. antineae avait un pouvoir réducteur considérable, les
absorbances ont été marquées par une forte augmentation avec toutes les concentrations testées.
En le comparant avec le BHA et le BHT, I'extrait de L. antineae était moins performant que le
BHA, avec une absorbance qui égale a 2.53+0.19 a la concentration de 100 pg/ml mais plus

efficace que le BHT.Le PRo s de ’extrait a été estimé par une valeur égale a10.57+ 0.38 pug/ml.
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Figure 54: Activité antioxydante de 1'extrait hydro-méthanolique de P. atlantica obtenue

par le test CUPRAC
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Figure 55: Activité antioxydante de 1'extrait hydro-méthanolique de L. antineae obtenue

par le test CUPRAC

L'extrait hydro-méthanolique de T. algeriensis a exhibé un pouvoir réducteur remarquable, son
effet était plus puissant que le BHT a des concentrations supérieures a 200 pg/ml. A des

concentrations plus de 400 pg/ml, L'extrait de la plante a présenté une performance proche de
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celle de BHA. Le PRo.5 de l'extrait étudié a été déterminé a une valeur qui égale 25.04+ 0.86
pg/ml (Tableau 14).
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Figure 56: Activité antioxydante de 1'extrait hydro-méthanolique de 7. algeriensis obtenue

par le test CUPRAC
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Figure 57: Activité antioxydante de 1'extrait hydro-méthanolique de M.alysson obtenue

par le test CUPRAC
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Figure 58: Activité antioxydante de 1'extrait hydro-méthanolique de J. fruticans obtenue

par le test CUPRAC

Les extraits hydro-méthanolique de M. alysson et J. fruticans ont fournit une activité réductrice
intéressante avec des valeurs de PRos5 qui égalent 48.39+1.31 et 59.88+4.07 npg/ml
respectivement. A la concentration 800 pg/ml, I'absorbance a dépassé la valeur de 3 pour M.
alysson, par contre et pour la méme concentration, I'absorbance n'a atteint que la valeur 2.5 pour

J. fruticans.

Tableau 14: PRo.5 (ug/ml) obtenus par le test CUPRAC des différentes plantes étudiées
comparés aux BHA et BHT

Plante ou témoin PRos

P. atlantica® 2.93+0.21
L. antineae *® 10.57+ 0.38
T. algeriensis * 25.04+ 0.86
M. alysson ? 48.39+1.31
J. fruticans ? 59.88+4.07
BHA" 3.64+0.19
BHT?" 9.62+0.87

p=<0.05, a, b: sous ensembles déterminés par le test Tukey.
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3.4.7 Test de blanchissement du béta caroténe

L’activité antioxydante de l'extrait hydro-méthanolique de chaque plante a été estimée en
mesurant 1’inhibition de la dégradation oxydatif du B-caroténe par les produits d’oxydation de
I’acide linoléique selon la méthode décrite par Marco (1968), Barriere et al. (2001) et Kartal et
al. (2007).

Les résultats ont été exprimés dans le Tableau 15 en pourcentages d'inhibition. Toutes les
plantes étudiées ont présentées un pouvoir inhibant de la dégradation du B-caroteéne aux
différentes concentrations. L'extrait de P. atlantica était le plus efficace par rapport aux extraits
des autres especes. Mais en comparant ces résultats avec ceux des standards, la différence était
remarquable ou les pourcentages d'inhibition de BHA et de BHT ont dépassé la valeur de 80%
méme a des faibles concentrations (12.5 pg/ml). Une ICso qui égale a 11.11+4.03 pg/ml est
considérée comme importante pour l'extrait de P. atlantica. M. alysson a été caractérisée par
une IC50 remarquable et qui égale a 48.64+1.78 pg/ml. Des IC50 intéressantes ont été fournies
par les extraits de L. antineae et T. algeriensis, ou les valeurs égalent a 194.24+4.22 pg/ml et
134.48+1.84 pg/ml successivement. L'ICs0 de 1'extrait de J. fruticans a été estimée a une valeur

supérieure a 800 pg/ml (Figure 59).

Tableau 15: Pourcentages d'inhibition et les ICso obtenus par le test de blanchissement de

p-caroténe des plantes étudiées et de BHA et BHT

Extrait % d'inhibition ICso pg/ml
12.5 ug/ml | 25 pg/ml 50 ug/ml | 100 pg/ml | 200 ug/ml | 400 ug/ml | 800 ug/ml
P. 51.00+1.54 | 52.61+0.93 | 55.55+0.63 | 59.24+0.56 | 63.01+0.50 NT NT 11.11+4.03
atlantica®
L. antineae® | 42.20£0.94 | 42.40+1.72 | 43.21+1.83 | 45.69+0.68 | 49.75+1.33 | 57.17£0.07 | 64.45+0.76 194.2444.22
T. 42.99+1.13 | 43.57+1.60 | 46.01+2.09 | 47.91+2.44 | 55.00+0.93 | 59.36+1.30 | 65.99+0.58 134.48+1.84
algeriensis®
M. alysson“‘ 48.06+1.53 | 50.94+1.10 | 51.02+0.90 | 54.22+1.13 | 57.57+0.81 | 60.13+0.95 | 63.72+1.24 48.64+1.78
J. fruticans® | 11.84%2.54 | 14.28+6.53 | 20.16+0.23 | 25.33+4.67 | 28.72+0.34 | 35.60+0.00 | 42.62+2.28 >800
BHT ¢ 88.294+0.10 | 91.70+0.36 | 93.65+0.30 | 93.68+0.46 | 94.49+0.07 | 94.88+0.10 | 95.58+0.19 0.91+0.01
BHA ¢ 93.48+0.44 | 95.52+0.33 | 96.34+0.55 | 97.56+0.19 | 97.64+2.22 | 97.85+0.32 | 99.66+0.52 1.05+0.03

NT: not tested, p<0.05, a, b, ¢, d, e: sous ensembles déterminés par le test Tukey.
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Figure 59: Histogramme représentant les ICs0 issues du test de blanchissement de [3-

carotene 1'extrait hydro-méthanolique des différentes plantes étudiées

I a été rapporté que la plupart des molécules hydrophiles et hydrophobes (acides phénoliques,
flavonoides et composés phénoliques de haut poids moléculaire) sont plus solubles dans les
solvants hydroalcooliques. Plusieurs études ont montré que le méthanol est le meilleur solvant
qui peut fournir le plus grand teneur en polyphénols et flavonoides ainsi que l'extrait
méthanolique a souvent le pouvoir antioxydant le plus efficace. En général, les composés
phénoliques des plantes ont une activité antioxydante tres efficace et considérés comme des
agents anti-radicaux libres. L'effet antioxydant des composés phénoliques peut étre attribué a
leurs propriétés rédox, qui leur permettent d'agir en tant que donneurs d'atomes d'hydrogene ou
agents réducteurs, leur capacité a chélater les métaux, a inhiber la lipoxygénase et a piéger les
radicaux libres (Jouki et Khazaei, 2010; Malekzadeh, 2015; Belyagoubi, 2016; Hemma et al.,
2018).

Les études rapportées par Van Acker et al. (1996) sur la chélation des ions du fer par certains
flavonoides ont mis en évidence les sites essentiels pour la chélation des ions métalliques:

* les groupes 3’-hydroxy et 4’-hydroxy du cycle B (les fonctions catéchol),

* les groupes 3-hydroxy et 4-oxo du cycle C (le motifénone),

* les groupes 4-oxo et 5-hydroxy en position 3. Ainsi, la quercétine qui combine tous ces
substituant est un complexant métallique particuliecrement efficace. Le profile

chromatographique a révélé la présence de quercétine dans l'extrait méthanolique des cinq
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plantes étudiées, ce qui peut expliquer le pouvoir réducteur important obtenu dans le présent

travail.

3.5 Activité anti-enzymatique

3.5.1 Activité anti-Alzheimer

L'inhibition d’AChE et BChE est un outil efficace pour le traitement de la maladie d'Alzheimer
(Subhashini, 2011). Le stress oxydatif joue un role majeur dans la pathogenese de la maladie
d'Alzheimer. Plusieurs agents de protection comme les anti-oxydants, les anti-inflammatoires,
les agents cholinergiques, les cestrogénes, les facteurs neurotrophiques et le calcium ont été
proposés pour la prévention et le traitement de cette maladie, mais aucun d’entre eux n’a prouvé
avoir un effet thérapeutique définitif. Les flavonoides sont bien connus comme des composés
naturels possédant une large gamme de propriétés pharmacologiques liées a la maladie
d'Alzheimer (shi et al., 2004). Des études récentes ont prouvé la présence de molécules dans
les extraits de plantes, qui peuvent étres considérés comme des bons inhibiteurs de AChE
(Haque et al., 2012; Villaflores et al., 2012; Mathew et Subramanian, 2014).

L'activité anticholinesterase et antibutyrylcholinesterase a été testée selon la méthode d'Ellman

(1961).

3.5.1.1 Inhibition de l'acetylcholinesterase

Les résultats sont représentés sous forme de courbes (Figure 60, 61, 62, 63), le Tableau 16
englobe les valeurs des ICs0. L'extrait hydro-méthanolique de P. atlantica a présenté un
potentiel anti cholinesterasique important et prometteur avec une IC50 qui égale a 42.91+£3.05
pg/ml (Tableau 16). L'effet inhibiteur a augmenté clairement jusqu'a la concentration 50 pg/ml
puis il a connu un état plus stable, les pourcentages d'inhibition ont pu atteindre ou dépasser la
valeur de 80% a des concentrations plus de 200 pg/ml. La galantamine avait un effet inhibiteur
plus remarquable ol les pourcentages d'inhibition ont dépassé 90% a une concentration moins
de 200 pg/ml (Figure 70). L'ICs0 a pris la valeur de 6.27+1.15 pg/ml. Une étude réalisée par
Labed-Zouad et al. (2017) a montré que les huiles essentielles de P. atlantica, qui ont été
extraites a partir des feuilles et des fleurs, ont donné des ICs0 égales a 18.5+0.5 pg/ml et

20.5+0.5 pg/ml respectivement.
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Une activité anti cholinesterasique intéressante a été fournit par I'extrait hydro-méthanolique de
T. algeriensis. L'augmentation des pourcentages d'inhibition était remarquablement constatée
avec l'augmentation des concentrations. A la concentration 200 pg/ml, le pourcentage
d'inhibition a dépassé 50% (Figure 62) et 1'lCs0 de l'extrait a été déduit a une valeur de
154.47+3.55 pg/ml (Tableau 16). Dans notre étude, l'extrait hydro-méthanolique de T.
algeriensis a présenté un effet inhibiteur d’AChE plus considérable que l'effet qui a été donné
par les extraits éthanoliques de six autres especes de Thymus a savoir T. longicaulis, T. praecox
subsp. polytrichus, T. pulegioides, T. serpyllum subsp. serpyllum, T. striatus, et T. vulgaris ou
les IC50 ont pris des valeurs entre 656.06 et 837.96 ug/ml (Kindl et al., 2015). Notre extrait
semble moins efficace que les huiles essentielles des feuilles de la méme plante qui ont fourni
une valeur d'ICs0 égale 2 98.84 + 1.81 pg/ml, dans I'étude de Bendjabeur et al. (2018).

L. antineae et M. alysson ont montré un effet inhibiteur sur l'acétylcholinestérase qui a
augmenté lentement avec l'augmentation des concentrations. Les pourcentages d'inhibition
n'ont pas dépassé la valeur de 20% que lorsque la concentration a dépassé la valeur de 200
pg/ml (Figure 61 et Figure 63). Les IC50 ont été estimé a des valeurs supérieures a 200 pg/ml
(Tableau 16). Méme a une concentration équivalente a 1mg/ml, les extraits éthanolique de L.
angustifolia et L. pedunculata ont établi une inhibition de I’AChE moins que l'inhibition fournie
par L. antineae, avec des pourcentages d'inhibition égales a 28.4+3.8% et 42.0+16.8% (Ferreira

etal., 2016).

Dans une étude d’Orhan et al. (2010), l'extrait acétone de la partie aérienne de Marrubium
vulgare a donné a la concentration 25 pug/ml un pourcentage d'inhibition plus intéressant que

M. alysson et qui égale a 62,70%.

J. fruticans n'a pas présenté un effet inhibiteur sur I'enzyme méme a des concentrations élevées
(200 pg/ml). L'étude de Ferreres et al. (2014), qui a été porté sur l'extrait hydro-méthanolique

des fleurs de J. grandiflorum, a estimé 1'IC50 a une valeur élevée et qui égale a 1913.06 pg/mL.
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Figure 60: Activi té anticholinestérase de 1'extrait hydro-méthanolique de P. atlantica
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Figure 61: Activité anticholinestérase de 1'extrait hydro-méthanolique de L. antineae
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Figure 62: Activité anticholinestérase de 1'extrait hydro-méthanolique de 7. algeriensis
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Figure 63: Activité anticholinestérase de 1'extrait hydro-méthanolique de M. alysson
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Tableau 16: ICs0 de 1'activité anticholinestérase des différentes plantes étudiées et de la

galantamine
Plante ou témoin IC50 (ug/ml)
P. atlantica ® 42.91+ 3.05
L. antineae®* >200
T. algeriensis ¢ 154.47+3.55
M. alysson *® >200
J. fruticans Pas d'activité
Galantamine ¢ 6.27+1.15

p=<0,05, a, b, ¢, d: sous ensembles déterminés par le test Tukey.

3.5.1.2 Inhibition de butyrylcholinestérase
Toute les plantes étudiées ont présenté un effet inhibiteur sur 1'enzyme butyrylcholinestérase

avec des degrés différents.

L'extrait hydro-méthanolique de P. atlantica a été marqué par un effet antibuturylcholinesterase
intéressant avec une IC50 qui égale a 134.54+8.04 pg/ml (Tableau 17). La progression des
pourcentages d'inhibition était presque similaire avec la galantamine a des concentrations
inferieures a 12 pug/ml, l'effet inhibiteur de la galantamine était plus important ou le pourcentage
d'inhibition a abordé 80% a la concentration 200 pg/ml, son IC50 a été déduite pour une valeur
de 34.75+£1.99 pg/ml. Le pourcentage d'inhibition pour P. atlantica a dépassé la valeur de 65%
pour la concentration 200 pg/ml (Figure 64). Les huiles essentielles de la méme espece ont
présentées des ICs0 plus importantes et qui égales a 79.7+42.1 pg/ml pour les feuilles et
107.0£1.6 pg/ml pour les fleurs (Labed-Zouad et al. , 2017). Ceci peut étre expliquer par 1'effet
synergique des terpenoides qui confere aux huiles essentielles leur potentiel anti cholinestérase

(Miyazawa et al., 1997; Salleh et Ahmed, 2016).
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Figure 64: Activité antibutyrylcholinestérase de l'extrait hydro-méthanolique de P.

atlantica

Une augmentation marquante a été enregistrée dans les pourcentages d'inhibition obtenus avec
l'extrait hydro-méthanolique de L. antineae, méme a des faibles concentrations (3,125, 6,25 et
12,25 pug/ml), cette augmentation était plus considérable que l'augmentation parvenue par la
galantamine. A partir de la concentration 100 pg/ml, une différence 1égere a été observé entre
l'extrait de la plante et le standard (Figure 65). L'ICs0 de la plante a ét€ déterminée a une valeur
de 20.8449.74 pg/ml, tandis que la galantamine a été dénoté par une ICs0 qui égale a 34.75+1.99
pg/ml (Tableau 17), ce qui peut étre traduit par une efficacité prometteuse de la plante pour la

lutte contre la maladie d'Alzheimer.
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Figure 65: Activité antibutyrylcholinestérase de I'extrait hydro-méthanolique de L.

antineae
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L'extrait hydro-méthanolique de 7. algeriensis a été caractérisé par une IC50 intéressante et qui
égale a la valeur de 161.53+22.65 ug/ml (Tableau 17). Les pourcentages d'inhibition ont
augmenté proportionnellement avec les concentrations. A partir de la concentration de 25
ug/ml, la différence de performance de I'extrait par rapport au standard est devenue
significativement élevée (Figure 66). Les huiles essentielles des feuilles de la méme plante ont
fourni une IC50 Iégerement plus faible que notre extrait et qui égale 124.09 + 2.84 pg/ml, dans

une étude menée par Bendjabeur et al. (2018).
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Figure 66: Activité antibutyrylcholinestérase de I'extrait hydro-méthanolique de 7.

algeriensis

D'apres la Figure 67, M. alysson a présenté un effet inhibiteur de I'enzyme, mais avec une
efficacité moindre par rapport au standard et aux autres plantes. Son IC50 s'est montré plus que

la valeur 200 pg/ml (Tableau 17).
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Figure 67: Activité antibutyrylcholinestérase de 1'extrait hydro-méthanolique de M.

alysson

Les pourcentages d'inhibition de la butyrylcholinestérase obtenus par l'extrait hydro-
méthanolique de J. fruticans ont augmenté lentement avec 1'augmentation des concentrations.
A partir de la concentration 100 pg/ml, cette augmentation était plus significative et qui a
dépassé le 90% (Figure 68). L'IC50 a été apprécié a une valeur de 114.13+2.72 ug/ml (Tableau
17). Notre extrait de J. fruticans était considérablement plus efficace que l'extrait hydro-
méthanolique des fleurs de J. grandiflorum, ou cette derniere a été caractérisée par une IC50 qui

égale 2610.87 pg/ml (Ferreres et al., 2014).

Les molécules bioactives d'origine végétale sont tres prometteuses avec une activité anti-AChE
et anti-BChE élevée par rapport aux médicaments de synthese. Plusieurs classes de molécules
sont impliquées dans l'effet cholinergique il s'agit de flavonoides (noyau chalcones), alcaloides,
terpenoides, glycosides, et coumarines. Il a été démontré que les alcaloides sont le groupe aux
propriétés inhibitrices puissantes d’AChE. Parmi les familles des plantes, la famille Lamiaceae

a possédé le potentiel inhibiteur maximal (Bhadra et al., 2015).
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Figure 68: Activité antibutyrylcholinestérase de l'extrait hydro-méthanolique de J.

fruticans

Tableau 17: ICs0 de I'activité antibutyrylcholinestérase des différentes plantes étudiées et

de la galantamine

Plante ou témoin I1Cs0 (ng/ml)
P. atlantica® 134.54+ 8.04
L. antineae* 20.84+9.74

T. algeriensis * 161.53+22.65
M. alysson*® >200

J. fruticans? 114.13+2.72
Galantamine® 34.75+£1.99

p=<0.05, a: sous ensemble déterminé par le test Tukey.

3.5.2 Inhibition de I'a-glucosidase

Pour évaluer in vitro l'effet anti-diabétique de l'extrait hydro-méthanolique des différentes
plantes, le test de 1'inhibition de l'a-glucosidase a été réalisé selon la méthode de Palanisamy et
al. (2011). Les résultats ont été exprimés dans le Tableau 18 sous forme de pourcentages
d'inhibition correspondant aux concentrations. L'IC50 a été calculé a partir des régressions

linéaires. L'acarbose a été utilis€ comme standard.

Parmi les cinq plantes étudiées, trois seulement ont présenté un pouvoir inhibiteur sur I'enzyme.
Il s'agit de P. atlantica, L. antineae et J. fruticans. L'acarbose, qui est utilisé comme

médicament pour le traitement du diabete type II du fait de sa capacit¢ a inhibé les a-
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glucosidases digestives (maltase, lactase, saccharase ou invertase) (Wemeau et al., 2014) a
montré un effet inhibiteur nettement inferieur a celui donné par les extraits hydro-
méthanoliques de P. atlantica, L. antineae et J. fruticans, les pourcentages d'inhibition n'ont
pas dépassé la valeur 90% que lorsque la concentration a abordé la valeur 5000 pg/ml. 1'ICso a

été définie a une valeur de 275.43+1.59 pg/ml.

P. atlantica a exhibé une activité inhibitrice de 'a-glucosidase tres puissante. Les pourcentages
d'inhibition ont dépassé la valeur 90% a partir de la concentration 25 pg/ml. L'ICs0 a été
déterminée a une valeur de 4.64+1.49 pg/ml.

J. fruticans a exercé un effet inhibiteur trés important sur l'enzyme (a-glucosidase), 1'1C50 a été
déduite a une valeur qui égale a 50.125+0.89 pg/ml. L'extrait méthanolique des feuilles de J.
officinale a présenté une activité anti-o-glucosidase nettement inferieure de celle présentée par
notre extrait de J. fruticans, 1'lC50 a pris une valeur de 4810 £0.18 ug/ml (Dubey et al., 2018).
L'extrait hydro-méthanolique de L. antineae a montré une activité inhibitrice importante vis a
vis I' a-glucosidase, 1'1C50 a été estimée a une valeur qui égale a168.61+7.60 pg/ml.

Une étude in vivo réalisée par Alaa et al. (2016), a montré que 1'extrait méthanolique de M.
alysson a provoqué la diminution du taux de glutathion dans le sang de rats diabétiques, mais
il n'a pas abaissé le taux de glucose dans leurs sang.

Avant d'étre absorbés dans l'intestin et pénétrés dans la circulation sanguine, I'amidon et les
autres polysaccharides complexes sont hydrolysées par une amylase en oligosaccharides, qui
sont par la suite hydrolysées en glucose plus simple par voie intestinale par 1' a-glucosidase.
Par conséquent, les inhibiteurs de 'a-amylase et de 1'a-glucosidase finiront par réduire le débit
de glucose des glucides alimentaires dans le sang, conduisant a la décroissance de
I'hyperglycémie postprandiale (Dubey et al., 2018).

L'inhibition des enzymes digestives de I'amidon par les agents synthétiques, tels que I’acarbose,
est une stratégie clinique importante pour contrdler la glycémie postprandiale. L’acarbose a été
approuvé par sa capacité de réduire la glycémie, en parallele il a été rapporté que cet inhibiteur
a des effets indésirables critiques, tels que des troubles au niveau du foie, alors que les
inhibiteurs d’enzymes a base de plantes sont potentiellement efficaces et plus sirs (Asgar,
2013).

Les polyphénols et les flavonoides sont connus par leur pouvoir d'inhiber I’activité de 1’a-
glucosidase in vitro (Hanhineva et al. 2010). Les composés polyphénoliques rencontrés dans
les plantes ont été longtemps reconnus pour leur capacité a inhiber l'activité des enzymes

digestives en raison de leur habilité de se lier avec des protéines (Bothon et al., 2013).
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Des interactions non covalentes peuvent se produire entre les polyphénols et les enzymes
(protéines). Les groupes hydroxyles et les groupes galloyles sont présents dans la structure
moléculaire de polyphénols. Les groupes hydroxyles peuvent former des liaisons hydrogene
avec les groupes polaires des enzymes et les groupes galloyles présentent un caractere
hydrophobe peuvent se lier avec les enzymes par association hydrophobe.

Le fragment galloyle peut jouer un role important d'interagir avec 1'a-amylase et 1'a-glucosidase

de mammiferes (Asgar, 2013).
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3.5.3 Inhibition de la tyrosinase

Les inhibiteurs de la tyrosinase sont des agents chimiques capables de réduire les réactions
enzymatiques, telles que le brunissement des aliments et mélanisation de la peau humaine
(Salleh et al., 2014). La quantit¢ de mélanine produite par les mélanocytes détermine
principalement la couleur de la peau. La surproduction de mélanine est initiée par des facteurs
externes : exposition chronique au soleil ou par différentes maladies d'hyperpigmentation, telles
que le mélasma ou hypermélanose post-inflammatoire. Les maladies d'hyperpigmentation sont
de nature psychosociale et d'importance cosmétique en raison de leur commune apparence
principalement sur les zones exposées au soleil comme le visage et le cou (Petit et Pierard, 2003
et Briganti et al., 2003).

La synthese de la mélanine est catalysée par de nombreuses enzymes ou la tyrosinase est
I'enzyme essentielle (singh et al., 2005). L'inhibition de cette enzyme importante joue un role
clé dans la recherche, la découverte et I'utilisation des agents cosmétiques naturels de
dépigmentation, commercialisés sous forme d'agents éclaircissants de la peau ou dans les
médicaments utilisés pour le traitement des maladies d'hyperpigmentation (Sturm et al., 2001;

Zuidhoff et van Rijsbergen, 2001).

Plusieurs inhibiteurs de la tyrosinase ont été mis au point a partir des plantes médicinales
(Mukherjee et al., 2018).

Pour évaluer l'activité anti-tyrosinase la méthode décrite par Erdogan Orhan et al. (2015) a été
suivie. L'acide kojique a été utilisé comme control positif.

Toutes les plantes étudiées ont montré une activité inhibitrice sur la tyrosinase, cette activité a

varié du faible, modérée et forte.
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Figure 69: Activité anti-tyrosinase de 1'extrait hydro-méthanolique de P. atlantica

P. atlantica a donné un effet inhibiteur notable sur la tyrosinase. Cet effet était traduit par une
augmentation continue des pourcentages d'inhibition en augmentant les concentrations de
lI'extrait méthanolique (Figure 69). En le comparant avec l'acide kojique qui a présenté une 1C50
égale a 25.23 £ 0.78 pg/ml, l'extrait hydro-méthanolique de P. atlantica est apparait plus faible
avec une ICs0 qui égale a 153.07+ 2.63 pg/ml (Tableau 19). Nos résultats ne sont pas en accord
avec les résultats de Eghbali-Feriz et al. (2018) qui ont trouvé une valeur d'ICs0 plus inferieure

(60.78 pg/ml).

Les figures 70 et 71 indiquent que les deux plantes L. antineae et T. algeriensis possedent un
effet inhibiteur sur l'enzyme ou les pourcentages d'inhibition augmentent avec les
concentrations, mais cette effet est considéré comme faible en le comparant avec les autres
plantes et avec l'acide kojique. Les IC50 ont été estimées a des valeurs supérieures a 200 pg/ml

(Tableau 19).

L'extrait hydro-méthanolique de M. alysson a montré une activité inhibitrice puissante vis a vis
la tyrosinase. Les pourcentages d'inhibition ont hautement accru méme a des faibles
concentrations. La différence était largement claire entre l'extrait de la plante et 'acide kojique

(Figure 72). La valeur d'ICs0 a égale une valeur de 8.85+3.22 ng/ml (Tableau 19). Une étude
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réalisée par Namjoyan et al. (2015) sur l'extrait éthanolique de la partie aérienne de M. vulgare
a montré que cette derniere posséde un effet inhibiteur faible avec une IC50 égale a 2820 pg/ml.
J. fruticans a été caractérisée par une action inhibitrice considérable sur l'enzyme, la valeur
calculée d'ICso égale a 16.06+4.34 pug/ml qui est plus importante de celle calculée pour l'acide
kojique (Tableau 19). Les pourcentages d'inhibition étaient grands méme a des faibles

concentrations (Figure 73).
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Figure 70: Activité anti-tyrosinase de 1'extrait hydro-méthanolique de L. antineae
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Figure 71: Activité anti-tyrosinase de 1'extrait hydro-méthanolique de 7. algeriensis
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Figure 72: Activité anti-tyrosinase de 1'extrait hydro-méthanolique de M. alysson
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Figure 73: Activité anti-tyrosinase de 1'extrait hydro-méthanolique de J. fruticans

Tableau 19: ICs0 des extraits hydro-méthanoliques des plantes étudiées et de 1'acide
kojique obtenus par le test anti-tyrosinase

Plante ou témoin ICs0 (ng/ml)
P. atlantica® 153.07+ 2.63
L. antineae * >200

T. algeriensis * >200

M. alysson ? 8.85+3.22

J. fruticans * 16.06+4.34
Acide kojique ? 25.23 £0.78

Pp=<0.05, a: sous ensemble déterminé par le test Tukey.
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3.5.4 Corrélation entre le contenu en polyphénols, flavonoides, tanins et 'activité
antioxydante et I'activité anti-enzymatique

L'analyse de corrélation par la méthode de Pearson a révélé des corrélations importantes entre
le contenu phénolique et le contenu en flavonoides (r = 0.810, p <0.01), le contenu phénolique
et le contenu en tanins condensés (r = 0.770, p <0.01). Les teneurs en flavonoides et en tanins
condensés étaient faiblement corrélées (r = 0.331). Des corrélations fortes et significatives ont
été observées entre le contenu phénolique et le test de pi€geage de DPPH (0.539 p <0.05), le
test FRAP (r = 0.701, p <0.01), le test CUPRAC (r = 0.838, p <0.01), le test de réduction de fer
par la méthode a la phénanthroline (0.892, p<0.01), le test d'inhibition de l'acétylcholinestérase
(r=0.739, p <0.01) et I'activité anti-a-glucosidase (r = 0.791, p <0.01).

Des corrélations considérables et significatives ont été observées entre la teneur en flavonoides
et le test DPPH (r = 0.576, p <0.05), le test ABTS (r = 0.745, p <0.05), le test FRAP (r =0.676,
p <0.05), le test CUPRAC (r = 0.805, p <0.01), le test de réduction de fer par la méthode a la
phénanthroline (r = 0.750, p<0.01), le test d'inhibition de l'acétylcholinestérase (r = 0.756, p
<0.01) et l'activité anti-a-glucosidase (r = 0.641, p <0.05) .

Il existe aussi des corrélations importantes et significatives entre le contenu en tanins condensés
et le test CUPRAC (r = 0.530, p <0.05), le test a la phénanthroline (r = 0.648, p <0.01) et
l'activité anti-a-glucosidase (r = 0.816, p<0.01). Ces résultats peuvent étres expliquer par
lI'implication importante des polyphénols, flavonoides et tanins dans le potentiel antioxydant et
le potentiel anti-enzymatique.

On a constaté aussi des corrélations élevées entre les tests de l'effet antioxydant et les activités
anti-enzymatiques, il s'agit par exemple de l'activité anti-acétylcholinestérase et le test de
piégeage de 1'ABTS (r = 0.869, p<0.01), l'activité anti-a-glucosidase et le test a la
phénanthroline (r=0.710, p<0.01), l'activité anti-tyrosinase et le test FRAP (r = 0.526, p <0.05).
(Annexe II).

L'analyse de composantes principales (ACP) qui a été réalisé en utilisant les résultas dosage, de
l'activité antioxydante et anti enzymatique par les différents tests réalisés, nous a menu de
suggéréer la possibilité d'exploiter ces résultats dans la classification des plantes. T. algeriensis,
L. antineae et M. alysson font partie de la méme famille, sont présentées dans des endroits
proches dans la représentation graphique (Annexe II), ceux ci peut etre expliquer par le faite de

l'existence de biomolécules communes entre les especes d'une méme famille.
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3.5.5 Test SPF

Le test a été fait selon la méthode spectrophotométrique de Mansur et al. (1986), ou les
absorbances des échantillons étaient mesurées dans une gamme allant de 290 a 320 chaque 5
nm. Une haute protection peut étre désignée aux extraits hydro-méthanoliques de P. atlantica,
L. antineae, T. algeriensis et J. fruticans, cette derniere a été qualifié par la valeur de SPF la

plus élevée: 48.08+0.50 (Tableau 20).
M. alysson s'est caractérisée par une protection moyenne avec un SPF qui égale 28.55+3.08.

Tableau 20: Valeurs de SPF des extraits hydro-méthanoliques des plantes étudiées

Plante Valeur de SPF
P. atlantica 44.43+2.17
L. antineae 46.54+0.65
T. algeriensis 47.21+0.83
M. alysson 28.55+3.08
J. fruticans 48.08+0.50

3.5.6 Activité antimicrobienne

Nous avons testé in vitro le pouvoir antimicrobien de deux extraits butanolique et acétate
d'éthyle de nos plantes par la méthode de diffusion sur un milieu solide vis a vis trois souches
bactériennes (Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922 et

Pseudomonas aeruginosa) et une levure (Candida albicans ATCC 2071).

L’activité antimicrobienne a ét€ estimée en terme de diametre de la zone d'inhibition autour
des disques pour chaque extrait et avec ses différentes concentrations (2, 3,125, 6.25, 12.5, 25

et 50 mg/ml).

La sensibilité des souches envers les extraits a été déduite par rapport aux diametres d'inhibition
comme suit (Ponce et al., 2003; Moreira et al., 2005):

* Pas sensible pour un diametre total inférieur a 8 mm,;

* Sensible pour un diametre total de 9 a14 mm;

* Tres sensible pour un diametre total de 15 a 19 mm;

» Extrémement sensible pour un diametre total supérieur a 20 mm.
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3.5.6.1 Antibiogramme

3.5.6.1.1 P. atlantica

Les deux extraits acétate d'éthyle et n-butanol de P. atlantica ont présenté un effet antimicrobien
sur la plupart des microorganismes testés, cet effet differe d'une souche a une autre et selon le

type de l'extrait (Tableau 21):

-Pour l'extrait acétate d'éthyle, E. coli et S. aureus étaient les souches les plus sensibles ou les

diametres d'inhibitions variant de 8.5 a2 22 mm et de 9 a 20 mm respectivement.
Les diametres d'inhibitions enregistrés pour P. aeruginosa et C. albicans varient de 8 a 14 mm.

-Pour l'extrait butanolique, S. aureus était la souche la plus sensible avec des diametres
d'inhibition allant de 11.5 a 19 mm avec l'absence d'un halos pour la concentration de

3.125mg/ml.

C. albicans était la souche la plus résistante envers cet extrait, des zones d'inhibitions qui
égalent a 8 et 10 mm ont ét€ décelées pour les deux concentrations 25 et 50 mg/ml

successivement.

La sensibilité des deux bactéries a Gram (-) était proche avec des diametres d'inhibitions de 8 a

14 mm.

E. coli et C. albicans étaient plus sensibles pour l'extrait acétate d'éthyle que pour l'extrait
butanolique. S. aureus a présenté une sensibilité quasi similaire envers les deux extraits, il était

de méme pour P. aeruginosa.
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Tableau 21: Diametres d'inhibition obtenus pour chaque extrait (acétate d'éthyle et n-

butanol) de P. atlantica avec leurs différentes concentrations

E AcEth E But Gnt
=
5
Concentrations | 2 3.125 | 6.25 | 12.5 | 25 50 2 312 | 6.25 | 125 | 25 50
(mg/ml) 5
Souches
E. coli - 85+ | 12+ | 13+ | 16+ | 22+ | - 9+ 10+ | 11+ | 11.5 | 14.6 | 21+ -
0.7 141 | 0.00 | 1.15 | 0.57 00 00 141 | £ 6+ | 1,41
0.70 | 0.04
P. aeruginosa - 8+0.7 | 9.5+ | 11+ | 12+ | 14+ | - 85+ | 10+ | 11+ | 13+ | 143 | 17£28 | -
0 0.70 | 00 141 | 00 0.70 | 141 | 00 141 | 3%
2.08
S. aureus - 9+00 | 11+ | 15+ | 17.5 | 20+ | - - 11.5 | 12+ | 13+ | 19+ | 26,5+ -
0.7 00 + 00 +0. | 141 | 141 |00 2,12
3.53 70
C. albicans - - 8+ 10+ | 125 | 14+ | - - - - 8+ 10+ -
00 1.41 | 0. | 0.57 00 00
70

Les diametres d'inhibition (moyenne+écart type) sont exprimés en mm, Les concentrations sont exprimées en
mg/ml. p>0.05:E AcEth/E But, p<0.05: E AcEth /Gnt (avec toutes les souches).

Plusieurs études sont consacrées sur l'effet biologique, notamment antimicrobien, des huiles
essentielles de la plante (Benabderrahmane et al. ,2009; Ghalem et Mohamed, 2009; Sharifi et
Hazell, 2011; Hosseini et al., 2013 et Benabdallah et al. , 2015) ou I'huile essentielle de son
oléorésine, particuliecrement, a montré un pouvoir antimicrobien considérable avec plusieurs

microbes.

Peu d'études sur l'effet antimicrobien des autres extraits de P. atlantica sont réalisées.
Benhammou et al. (2008) a trouvé qu’a une concentration de 338 mg/ml de 1'extrait éthanolique
de P. atlantica, E. coli était résistante tan disque S. aureus et C. albicans étaient sensibles

envers cet extrait.

L'extrait méthanolique et éthanolique de la plante ont révélé une activité antimicrobienne

significative vis a vis Agrobacterium tumefaciens et Pseudomonas savastanoi et Bacillus

subtilis (Rhouma et al., 2009).
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Une étude par Takhi et al. (2011) porté sur 1'extrait méthanolique de P. atlantica a trouvé que

ce dernier n'a aucun effet sur E. coli, S. aureus et P. aeruginosa.

De nombreux auteurs ont suggéré que les polyphénols inhibent la croissance des
microorganismes en formant des complexes avec des enzymes microbiennes ou des protéines.
L'un des mécanismes d'inhibition connus consiste a l'inhibition du fer (Mila et al., 1996).

(Karamanoli et al., 2011).

3.5.6.1.2 Lavandula antineae

Les résultats représentés dans le Tableau 22 ont montré que les deux extraits acétate d'éthyle et
n-butanol ont exercé un effet antimicrobien faible voir nulle contre les quatre souches
microbiennes, on a marqué I'absence d'un halo d'inhibition autour des disques aux différentes
concentrations testées pour la plupart des souches, ce qui nous laisse suggérer d'augmenter les
concentrations testées afin d'avoir un effet remarquable.

Plusieurs études portées sur les huiles essentielles d'autres especes du genre Lavandula tel que
L. stoechas, L. dentata, L. angustifolia et L. Officinalis ont trouvé que ses essences possedent
un effet antimicrobien moyen et parfois fort vis a vis plusieurs souches microbiennes (Danh et
al. ,2013; Chahboun et al. , 2015 et Bachiri et al. ,2016). Bachiri et al. (2016), dans son étude,
a trouvé que les huiles essentielles de deux especes de lavande (Lavandula stoechas L. et
Lavandula dentata L.) procurent un pouvoir antimicrobien considérable par rapport aux extraits
aqueux bruts.

Les mécanismes probables du pouvoir antimicrobien des huiles essentielles contre les bactéries
a Gram (+) sont évoqué par I’altération de la membrane cellulaire et notamment de sa
perméabilité qui peut entrainer des pertes anormales d’ions, voire de macromolécules, chez les
bactéries Gram (-) des effets déléteres ont été observés sur I’homéostasie en potassium ainsi

que sur la respiration glucose dépendante (Bakkali et al. 2008; Degryse et al., 2008).
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Tableau 22: Diameétres d'inhibition obtenus pour chaque extrait (acétate d'éthyle et

butanol) de L. antineae avec leurs différentes concentrations

E AcEth E But Gnt —
=
8
Concentrations | 2 3.125 | 6.25 12.5 25 50 2 312 | 6.25 | 125 | 25 50
(mg/ml) 5
Souches
E. coli - - - - 6.5+ | - - - - - - - 21+
0.7 141
P. aeruginosa - - - - - 7+ - - - - - 6.66 | 17+
141 * 2.8
1.52
S. aureus - - - - 7.5+ | 7.66 | - - - - - - 26.5
07 | +
0.57 2.12
C. albicans - - - - - 71 | - - - - - -

Les diametres d'inhibition (moyenne+écart type) sont exprimés en mm, Les concentrations sont exprimées en

mg/ml. p>0.05:E AcEth/E But, p<0.05: E AcEth /Gnt (avec toutes les souches).

3.5.6.1.3 Thymus algeriensis

D'apres les résultats englobés dans le Tableau 23:

Pour 'extrait acétate d'éthyle, S. aureus et C. albicans étaient les souches les plus sensibles par
rapport aux autres microorganismes, les diametres d'inhibitions varient de 8 a 13.5 mm pour S.

aureus avec l'absence d'un halo autour du disque imbibé par la concentration de 2 mg/ml.

E. coli a présenté une faible sensibilité a la concentration de 50 mg/ml (10.5 mm) et P.

aeruginosa était la souche la plus résistante.
Les zones d'inhibitions pour C. albicans ont pris des valeurs entre 7.66 mm et 12 mm.

Pour 1'extrait butanolique, S. aureus était sensible envers les quatre concentrations:50 mg/ml,
25 mg/ml, 12.5mg/ml et 6.25mg/ml ou les diametres d'inhibition ont pris les valeurs de 14.

13.5, 11 et 10 mm respectivement.

E. coli et C. albicans étaient sensibles aux deux concentrations de 50 et 25 mg/ml tandis que P.

aeruginosa était résistante envers toutes les concentrations testées.

121




Résultats et Discussion

Ce faible voir moyen effet marqué peut étre expliqué par le fait que les composés non polaires
renfermant la plupart des composants d'huiles essentielles ont été retirés du matériel végétal

pendant l'extraction par les solvants apolaires (Megdiche Ksouri et al., 2015)

Tableau 23: Diametres d'inhibition obtenus pour chaque extrait (acétate d'éthyle et

butanol) de T. algeriensis avec leurs différentes concentrations

E AcEth E But Gnt | o
=
&
Concentrations | 2 312 | 625|125 | 25 50 2 31 |62 |12. |25 |50
(mg/ml) 5 25 5 5
Souches
E. coli - - 7.5+ | 8+ 9+ 105 | 7.3 | - 8.5+ | 9.5+ | 10+ | 12.6 | 22.33 | -
0.11 | 00 00 * 3+ 07 |07 |00 6+ | %
07 | 1.0 0.41 | 0.04
2
P. aeruginosa - - - 7.5+ | 8.5+ | 9+ - - - - 85 | 940 | 17+ -
1.02 | 0.7 | 00 * 0 00
0.7
S. aureus - 8+00 | 9.5+ | 11+ | 125 | 135 | 9.3 | 9+ 10+ | 11+ | 13.5 | 14+ | 24.66 | -
0.57 | 00 * * 3+ | 00 00 00 * 00 +
0.11 | 0.7 | 0.0 0.02 2.08
2
C. albicans 7.6 | 8.5+ | 9+ 9+ 115 | 12+ | 840 | 8+0 | 9+0 | 9+0 | 10.5 | 11.5 -
6+ | 0.7 0.7 00 * 00 0 0 0 0 * +
0.0 1.02 0.7 | 0.11
4

Les diametres d'inhibition (moyennezecart type) sont exprimés en mm, Les concentrations sont
exprimées en mg/ml. p>0.05:E AcEth/E But, p<0.05: E AcEth /Gnt (avec toutes les souches).

La plupart des études sont réalisées sur les huiles essentielles de 7. algeriensis (Amarti et al. ,
2010; Ait-Ouazzou et al. , 2011; Zouari et al. , 2011; Giweli et al. , 2012; Mehalaine et al. ,

2017) ou les résultats ont montré un grand effet anti microbien.

Peu d'études sont consacrées sur d'autres extraits de la plante. Une trés faible activité
antimicrobienne de l'extrait méthanolique de 7. algeriensis vis a vis E. coli , P. aeruginosa et
C. albicans et une activité moyenne vis a vis S. aureus a été enregistrée dans 1'étude de

Megdiche Ksouri et al. (2015).
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3.5.6.1.4 Marrubium alysson

Une sensibilité variable a été observée envers les deux extraits (acétate d'éthyle et butanolique)
de Marrubium alysson (Tableau 24) selon les souches testées et les différentes concentrations

de chaque extrait.

Pour l'extrait acétate d'éthyle, E. coli a été montré résistante aux concentrations 2 et 3,125
mg/ml, faiblement sensible a la concentration de 6,25 mg/ml et une sensibilit€é moyenne a été

présenté par la méme souche aux concentrations 12,5, 25 et 50 mg/ml.

Les zones d'inhibition variant de 7 a 13,5mm pour P. aeruginosa, la bactérie semble sensible

aux concentrations 12,5, 25 et 50 mg/ml.

Tableau 24: Diametres d'inhibition obtenus pour chaque extrait (acétate d'éthyle et

butanol) de M. alysson avec leurs différentes concentrations

E AcEth E But Gnt o
=
8
Concentrations | 2 3125 | 625 | 125 |25 50 2 312 | 625 | 125 | 25 50
(mg/ml) 5
Souches
E. coli 7+ 7+ 9+ 105 | 115 | 123 | - 7+ 8.5+ | 10.5 | 123 | 125 | 215
0.00 | 0.00 000 | £0.7 | + 3+ 0.00 | 0.7 +0.7 | 3% + +
0.57 | 0.57 0.7 0.7 2.12
P. aeruginosa 7+ 8+ 85+ | 115 | 125 | 135 | - 7+ 7+ 103 | 11.3 | 11.5 | 17+
0.00 | 0.00 0.7 +0.7 | £0.7 | £0.7 0.00 | 0.00 | 3+ 3+ + 2.82
0.57 | 057 | 0.7
S. aureus 7+ 9+ 10+ 115 | 125 | 133 | - 7+ 9+ 10,5 | 11.5 | 125 | 22%
0.00 | 0.00 0.00 | £0.7 | £0.7 | 3+ 0.00 | 0.00 | £0,7 | £ + 2.82
0.57 0.7 0.7
C. albicans - - - T+ T+ 10+ | - - - - T+ 7.33
0.00 | 0.00 | 0.00 0.00 |
0.57

Les diametres d'inhibition (moyennezecart type) sont exprimés en mm, Les concentrations sont exprimées en
mg/ml. p>0.05:E AcEth/E But, p<0.05: E AcEth /Gnt (avec toutes les souches), p>0.05:E But/Gnt (avec C.
albicans).

S. aureus n'a présenté aucune sensibilité envers la concentration 2 mg/ml (7mm) et elle est

sensible aux restes des concentrations.
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C. albicans était la plus résistante, elle n'est apparait sensible qu'a la concentration de 50 mg/ml.

Nos résultats ne sont pas d'accord avec ceux d’Edziri et al. (2007) qui a trouvé que E. coli et
S. aureus étaient résistantes pour l'extrait acétate d'éthyle de M. alysson, et que ce dernier était

d'une bonne activité antimicrobienne contre C. albicans.

Pour 'extrait butanolique, les diametres d'inhibition variant de 7 a 12.5mm pour E. coli, sa
sensibilité est considérée moyenne aux concentrationsl2.5, 25 et 50 mg/ml, quant a P.

aeruginosa les zones d'inhibition ont pris des valeurs entre 7 et 11.5mm.
C. albicans n'a présenté aucune sensibilité envers 1'extrait aux différentes concentrations.

Buzayan et El-Garbulli (2012) n'ont pas trouvé un effet antimicrobien de I'extrait aqueux de M.

alysson sur d'autre espece (Mycobacterium tuberculosis).

Les extraits méthanolique, acétate d'éthyle et butanolique de cette espece ont été doué d'une

activité antivirale significative (Edziri et al., 2011).

Une étude de I’activité antibactérienne des composés flavoniques isolés des feuilles de I’espéce
Marrubium vulgare L. vis-a-vis des souches bactériennes pathogenes et multirésistantes, a
montré que ces substances possedent un pouvoir antibactérien important sur les germes testés

(Boutlelis Djahra, 2012).

3.5.6.1.5 Jasminum fruticans

Le Tableau 25 représente les résultats du test antimicrobien des deux extraits de la plante J.
fruticans. On a constaté que les deux extraits n'ont pas présenté une efficacité antimicrobienne

vis a vis les trois souches bactériennes testées.

Le seul effet marqué pour les deux extraits était contre C. albicans, ou les diametres d'inhibition
ont pris des valeurs entre 10 et 14 mm pour l'extrait acétate d'éthyle. On a noté une absence de
sensibilité aux deux concentrations 2 et 3.125 mg/ml et une sensibilité moyenne envers le reste

des concentrations.

Des résultats quasi similaires sont obtenus pour 1l'extrait butanolique ol les zones d'inhibition
étaient observées aux concentrations 6.25, 12.5, 25 et 50 mg/ml avec des diametres qui égalent

a 10, 11.5, 11.5 et 14 mm respectivement.
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Tableau 25: Diametres d'inhibition obtenus pour chaque extrait (acétate d'éthyle et

butanol) de J. fruticans avec leurs différentes concentrations

E AcEth E But Gnt —
=
8
Concentrations 2 3.125 | 6.25 12.5 25 50 2 3125 | 625 | 125 | 25 50
(mg/ml)
Souches
E. coli - - - 9+ 00 | - - - 7+ - - - - 21+
141 1,41
P. aeruginosa - - - 85+ | - - - - - - - - 17+
0.71 2,8
S. aureus - - - - - - - - - - - - 26,5
+
2,12
C. albicans - - 10+ 11.5+ | 11.5 | 14+ - - 10+ 125 | 125 | 145
00 0.71 + 141 00 + + +
0.71 0.71 | 0.71 | 0.71

Les diametres d'inhibition (moyennezecart type) sont exprimés en mm, Les concentrations sont exprimées en
mg/ml. p>0.05:E AcEth/E But (avec E. coli et C. albicans), p<0.05:E AcEth/E But (avec P. aeruginosa), p<0.05:

E AcEth /Gnt (avec toutes les souches).

Peu d'études sont réalisées sur I'effet antimicrobien des extraits de 'espece J. fruticans. L'extrait

n-butanol des fleurs de J. officinalis a été montré tres efficace contre C. albicans, P. aeruginosa

et S. aureus avec des diametres d'inhibition qui égalent a 20.9, 19.2 et 20.1 mm respectivement

(Rama et Ampati, 2013).

Abdoul-Latif et al. (2010) a trouvé que P. aeruginosa et S. aureus étaient résistantes a l'extrait

méthanolique de J. sambac tandis que E. coli et C. albicans s'est avérée sensible a ce méme

extrait avec un diametre d'inhibition de 15 mm pour les deux souches.

3.5.6.2 Comparaison de I'effet antimicrobien des plantes étudiées sur chaque souche

testée

E. coli était sensible envers l'extrait acétate d'éthyle de P. atlantica, M. alysson et T. algeriensis,

cette sensibilité augmente avec l'augmentation de la concentration de l'extrait. P. atlantica a

présenté l'effet le plus élevé et qui se rapproche de l'effet de la gentamicine a la concentration
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de 50 mg/ml. Les extraits acétate d'éthyle de L. antineae et J. fruticans n'ont présenté aucun

effet sur E. coli méme a une concentration qui égale 50 mg/ml (Figure 74).

0 ‘ | II| I||I| |II| ||I|

2,000 3,125 6,250 12,500 25,000 50,000
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L. antineae WP. atlantica WT. algeriensis WM. alysson ®]J. fruticans © Gentamicine

Figure 74: Histogramme comparatif de la sensibilité d’E. coli envers l'extrait acétate

d'éthyle des plantes étudiées (p<0.05)
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Figure 75: Histogramme comparatif de la sensibilité d’E. coli envers 1'extrait butanolique

des plantes étudiées (p<0.05)

Il est de méme pour l'extrait butanolique (Figure 75) ou E. coli n'était sensible que pour P.
atlantica, M. alysson et T. algeriensis, mais cette sensibilité est plus faible par rapport a celle
de l'extrait acétate d'éthyle. Cela peut étre expliqué par le caractere autant qualitatif des

composés présents dans 1’extrait acétate d’éthyle (Basli et al., 2012).
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P. aeruginosa était le plus sensible envers I'extrait acétate d'éthyle de P. atlantica et M. alysson.
Une sensibilité qui n'a été observée qu'a partir la concentration 25 mg/ml pour 7. algeriensis

(Figure 76).

L'extrait butanolique de P. atlantica était plus efficace sur P. aeruginosa en le comparant avec
l'effet des deux plantes M. alysson et T. algeriensis qui n'ont pas présenté un effet qu'a partir

les concentrations 12.5 et 25 mg/ml successivement.

Les extraits des deux plantes L. antineae et J. fruticans n'ont présenté aucun effet sur P.

aeruginosa méme a une concentration qui égale 50 mg/ml (Figure 77).

2,000 3,125 6,250 12,500 25,000 50,000
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L. antineae WP. atlantica WT. algeriensis WM. alysson ®]. fruticans  Gentamicine

Figure 76: Histogramme comparatif de la sensibilité de P. aeruginosa envers 1'extrait

acétate d'éthyle des plantes étudiées (p<0.05)
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Figure 77: Histogramme comparatif de la sensibilité de P. aeruginosa envers l'extrait

butanolique des plantes étudiées (p<0.05)

S. aureus a présenté une sensibilité pour l'extrait acétate d'éthyle de P. atlantica, M. alysson et
T. algeriensis a partir de la concentration 3.125 mg/ml (Figure 78). Cette bactérie a Gram (+)
semble plus sensible que les bactéries (étudiées) a Gram (-). Ceci est peut €tre expliqué par la
composition de la paroi de chaque Gram ou la paroi des bactéries Gram (+) est riche en
protéines tandis que chez les souches Gram (-), elle est surtout constituée de
lipopolysaccharides (LPS), la membrane extérieure de ces dernieres constitue une barriere de
perméabilité efficace. Le LPS comporte des charges négatives de surface qui empéchent la
diffusion des molécules hydrophobes, et les protéines excluent le passage des molécules
hydrophiles de poids moléculaire élevé. Alors que les bactéries Gram (+) sont moins protégées
contre les agents antibactériens, le peptidoglycane n'empéche que la diffusion des molécules

supérieures a plus de 50 000 Da (Hogan et Kolter, 2002).

L'extrait butanolique de T. algeriensis a été marqué par un effet antimicrobien contre S. aureus
a partir d'une concentration de 2 mg/ml. La concentration de 6.25 mg/ml était la concentration
dont laquelle les extraits butanolique de P. atlantica et M. alysson ont donné un pouvoir

d'inhibition sur S. aureus.

Les extraits des deux plantes L. antineae et J. fruticans n'ont présenté aucun effet sur S.aureus

méme a une concentration qui égale 50 mg/ml (Figure 79).
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Figure 78: Histogramme comparatif de la sensibilité de S. aureus envers 1'extrait acétate

d'éthyle des plantes étudiées (p<0.05)
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Figure 79: Histogramme comparatif de la sensibilité de S. aureus envers l'extrait

butanolique des plantes étudiées (p<0.05)

C. albicans était sensible pour l'extrait acétate d'éthyle de T. algeriensis a partir d'une
concentration de 3.125 mg/ml. La concentration de 6.25mg/ml était la concentration dont
laquelle les extraits acétate d'éthyle de P. atlantica, M. alysson et J. fruticans ont ét€ doués d'un
pouvoir d'inhibition sur la levure. L'extrait de J. fruticans a présenté les diametres d'inhibition

les plus élevés.
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M. alysson avait un effet antimicrobien tres faible sur C. albicans et qui ne se révele qu'a la
concentration de 50 mg/ml pour l'extrait acétate d'éthyle, certains extraits peuvent inhiber la
croissance des bactéries pathogenes et ne montrent aucune activité contre les bactéries
inoffensives ou contre les champignons (Shene et al., 2009).

L. antineae n'a présenté aucun effet sur C. albicans méme a une concentration qui égale a 50

mg/ml (Figure 80).

L'extrait butanolique de T. algeriensis a été le plus efficace contre C. albicans, il a donné un
effet a partir de la concentration 2 mg/ml. Un effet antimicrobien a été observé contre C.
albicans a partir de la concentration de 6.25 mg/ml pour P. atlantica, et J. fruticans ou cette
derniere a présenté les diametres d'inhibition les plus remarquables. Les extraits butanoliques
des deux plantes L. antineae et M. alysson n'ont présenté aucun effet sur C. albicans méme a

une concentration qui égale a 50 mg/ml (Figure 81).

i
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Figure 80: Histogramme comparatif de la sensibilité de C. albicans envers l'extrait acétate

d'éthyle des plantes étudiées (p<0.05)
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Figure 81: Histogramme comparatif de la sensibilité de C. albicans envers l'extrait

butanolique des plantes étudiées (p<0.05)

L’activité antibactérienne des substances actives d’origine végétale dépend sur les facteurs
intrinseques (l'espece végétale, les caractéristiques génétiques, les composants chimiques
présents dans les extraits de la plante , la partie de la plante utilisés, 1'étape physiologique
d'utilisation de la plante) et les facteurs extrinseques (conditions environnementales, la
méthode d’extraction réalisée, le type de solvant, les méthodes de traitement et la maniere
d'évaluation de 1'activité antimicrobienne et les facteurs synergiques, résultat de l'interaction de
divers composés dans le milieu). L'activité dépend aussi des dose et de type de souches
microbiennes utilisées (Boorn et al., 2010; Obeidat et al., 2012; Sekar et al., 2012; El Matani
etal., 2015; Reyes-Munguia et al., 2016; Swamy et al., 2016).
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Il est incroyable que 1'oxygene, élément indispensable a la vie, exerce dans certaines situations
des effets déléteres sur le corps humain. Les effets négatifs de I'oxygene sont dus a la formation
et a l'activité du nombre de composés chimiques, appelés especes réactives de 1'oxygene (ROS).
L'action des ROS peut toutefois étre bloquée par des substances antioxydantes qui piegent les
radicaux libres et détoxifient l'organisme. Le large éventail de processus dans lesquels les
molécules antioxydantes sont impliquées suggere que ces dernieres jouent un rdle protecteur
dans la pathogenése des maladies liées a I’age tels que la maladie d'Alzheimer et le diabéte et
elles sont inclues aussi dans la prévention de la progression de certaines infections. L'utilisation
d'extraits de plantes en tant qu'antioxydants naturels suscite un intérét croissant en raison des
préoccupations suscitées par les effets néfastes sur la santé développés par 1'utilisation
d'antioxydants synthétiques (Anbudhasan et al., 2014 ; Tan et al., 2018). A cet égard, nous
sommes persuadés de chercher de nouvelles sources de molécules bioactives.

Les résultats obtenus dans cette recherche ont montré la présence de plusieurs composés comme
les polyphénols, les flavonoides, les tanins .... dans l'extrait hydro-méthanolique des différentes
especes étudiées, l'analyse par HPLC/UV a révélé I'existence en commun de la quercétine et de
la catéchine. L'analyse de la composition chimique des huiles essentielles de L. antineae et de
T. algeriensis par CPG/SM a affirmé la richesse de I’huile essentielle de L. antineae en
sesquiterpenes hydrocarbonés comme le B-bisaboléne tandisque 1’huile essentielle de T.
algeriensis était riche en sesquiterpenes oxygénés comme 1’elemol.

L'activité antioxydante a été testé par plusieurs méthodes, piégeage des radicaux libres: DPPH

et ABTS, tests de réduction de fer: FRAP, méthode a phenanthroline, méthode a Ferrozinin,
test de réduction de cuivre: CUPRAC et test de blanchissement du B-carotene. Ainsi que le
pouvoir a inhiber quelques enzymes (l'acétylcholinestérase, le butyrylcholinestérase, 1'a-
glucosidase et la tyrosinase) a été expérimenté. Une activité antioxydante et anti-enzymatique
importante, voire méme parfois plus efficace que les standards utilisés, a été notée avec la
majorité des extraits, notamment, l'extrait hydro-méthanolique de P. atlantica qui a été
particularisé par un pouvoir antioxydant et réducteur plus élevé que le reste des extraits et une
inhibition remarquable de l'activité des enzymes, plus particulierement 1'a-glucosidase, d'ou
I'éventualité de son application comme alternative des médicaments chimiques pour traiter le
diabete de type 2.

De méme, L. antineae a présenté une activité antioxydante intéressante et un pouvoir tres
prometteur d'inhibition de la butyrylcholinestérase, par conséquent, la possibilité de son
utilisation pour le traitement de la maladie d'Alzheimer.

T. algeriensis a été marqué également par une activité antioxydante et anti-enzymatique
estimable.

M. alysson et J. fruticans sont apparues les especes les moins performantes, cependant, un
pouvoir entravant l'activité de la tyrosinase, appréciable et mieux que le control positif, a été
décelé. En plus, J. fruticans s'est caractérisée par une valeur de SPF tres remarquable, d'ou la
suggestion de l'incorporation de son extrait hudro-méthanolique dans le traitement de certains
troubles dermatologiques et en cosmétologie dans la composition de crémes solaires.
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Ces effets peuvent Etres attribués aux diverses molécules que les différents extraits comportent.
Ceci a été prouvé partiellement et statistiquement par les fortes corrélations rencontrées entre
les taux de polyphénols, flavonoides et tanins et les résultats des différents tests.

La technique de diffusion sur I’agar a ¢été procédée pour I'évaluation de l'activité
antimicrobienne de deux extraits (AcEth et But) de nos cinq plantes. Les deux extraits AcEth
et But des différentes especes ont fournit un potentiel antimicrobien modeste envers les
microbes testés. E. coli était plus sensible devant E AcEth de P. atlantica et M. alysson et E but
de M. alysson et T. algeriensis. En outre, E AcEth et E But de P. atlantica et M. alysson ont
été plus efficient sur P. aeruginosa que les autres extraits. En plus E AcEth et E But de P.
atlantica et M. alysson et T. algeriensis étaient plus actifs que les autres extraits vis a vis S.
aureus. En fin, C. albicans était plus sensible envers E AcEth de J. fruticans, P. atlantica et T.
algeriensis et E But de J. fruticans et T. algeriensis.

L'implication potentielle d'antioxydants et d'agents antimicrobiens naturels dans le
remplacement de traitements conventionnels de plusieurs maladies, telles que les maladies liées
a l'age et certaines infections, pourrait €tre importante et devrait étre élucidée lors d'essais
cliniques a long terme.

Les résultats obtenus dans cette étude peuvent étre approfondis par des études suivantes:

e Tester d'autres extraits de ces plantes et essayer de purifier et de déterminer les
molécules responsables de leurs effets.

e Confirmer in vivo, les potentiels anti diabétiques et anti-Alzheimer trouvé in vitro dans
cette étude.

e Une étude de la toxicité aigue et chronique des plantes étudiées est indispensable afin
de déterminer leur sécurit¢ en vue de leur exploitation dans le domaine
pharmacologique et cosmétique.
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Résumé

Cinq plantes de deux régions variées (aride et semi-aride) ont été choisies dans ce travail, il s'agit de Pistacia atlantica et Lavandula antineae de la wilaya de
Biskra et Thymus algeriensis, Marrubium alysson et Jasminum fruticans de la wilaya de Batna. Tout d'abord, une extraction des huiles essentielles des deux
especes L. antineae et T. algeriensis et une préparation des extraits hydro-méthanoliques, acétate d'éthyle et n-butanol ont été effectuées a partir de toutes les
plantes étudiées. Les deux huiles essentielles ont été analysées par CPG/SM, le profile chromatographique a montré une richesse de I’huile essentielle de L.
antineae en sesquiterpenes hydrocarbonés comme le B-bisaboléne tandisque I’huile essentielle de T. algeriensis était riche en sesquiterpénes oxygénés comme
I’elemol. Par la suite, un screening phytochimique puis une analyse par HPLC / UV ont été réalisé sur I'extrait hydro-méthanolique de la partie aérienne des
différentes plantes, suivis par la détermination des taux en composés phénoliques totaux, des flavonoides et des tanins condensés. Les résultats du screening
phytochimique ont indiqué la présence de plusieurs familles chimiques telles que les polyphénols, les flavonoides, les tanins et les alcaloides. L'analyse par
HPLC/UV a révélé l'existence en commun de la quercétine et de la catéchine dans tous les extraits hydro-méthanoliques. P. atlantica a été noté par les taux
en composés phénoliques totaux, en flavonoides et en tanins condensés les plus élevés. Ensuite, 1'effet antioxydant des extraits hydro-méthanoliques a été
testé par différentes méthodes: piégeage des radicaux libres (DPPH et ABTS), tests de réduction de fer (test FRAP, méthode a phenanthroline, méthode a
Ferrozine), test de réduction de cuivre (test CUPRAC) et test de blanchissement du B-carotene. Différents tests pour évaluer le pouvoir inhibiteur de I'extrait
hydro-méthanolique des plantes étudiées sur l'activité enzymatique de l'acétylcholinestérase, la butyrylcholinestérase, l'a-glucosidase et la tyrosinase ont été
utilisés. Une activité antioxydante importante a été observée pour tous les extraits notamment de P. atlantica et des effets antidiabétiques, anti-Alzheimer et
anti-tyrosinase remarquables ont été enregistrés pour la plupart des especes. P. atlantica a donné une inhibition de I' l'a-glucosidase considérablement élevé
que l'acarbose. Un effet anti-butyrylcholinestérase supérieur que la galantamine a été enregistré pour 1'extrait méthanolique de L. antineae. Les deux espeéces
M. alysson et J. fruticans sont caractérisées par une inhibition de la tyrosinase plus remarquable que 1'acide kojique. Le test de la détermination de SPF a été
opéré en mesurant les absorbances des extraits hydro-méthanoliques dans une gamme allant de 290 a 320 chaque 5 nm, J. fruticans a fournit la valeur SPF
la plus grande. Finalement, La technique de diffusion sur I’agar a été procédée pour 1'évaluation de 1'activité antimicrobienne des deux extraits acétate d’éthyle
(AcEth) et n-butanol (But) de nos cinq plantes sur Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa et Candida
albicans ATCC 2071. Les deux extraits AcEth et But des différentes especes ont fournit un potentiel antimicrobien modeste envers les microbes testés.

Mots clés: Plantes, Huiles essentielles, Extraits, CPG/SM, HPLC/UV, Activité antioxydante, Activité anti-enzymatique, Activité anti-microbienne.

Abstract

Five plants from two different regions (arid and semi-arid) were selected in this work: Pistacia atlantica and Lavandula antineae from Biskra town and Thymus
algeriensis, Marrubium alysson and Jasminum fruticans of Batna town. First, an extraction of two species L. antineae and T. algeriensis essential oils and a
preparation of hydro-methanolic, ethyl acetate and n-butanol extracts were carried out from all the studied plants. Both essential oils were analyzed by GC /
MS, the chromatographic profile showed a richness of L. antineae essential oil in hydrocarbon sesquiterpenes such as B-bisabolene while the essential oil of
T. algeriensis was rich in oxygenated sesquiterpenes such as elemol. Subsequently, a phytochemical screening followed by an HPLC / UV analysis were
performed on hydro-methanolic extract of the aerial part of the various plants, followed by the determination of the total phenol compounds, flavonoids and
condensed tannins. Results from the phytochemical screening indicated the presence of several chemical families such as polyphenols, flavonoids, tannins and
alkaloids. HPLC / UV analysis revealed the common existence of quercetin and catechin in all hydro-methanolic extracts. P. atlantica was noted by the
highest levels of total phenolic compounds, flavonoids and condensed tannins. Then, the antioxidant effect of the hydro-methanolic extract was tested by
various methods: free radical scavenging (DPPH and ABTS), iron reduction tests (FRAP test, phenanthroline method, Ferrozin method), copper reduction test
(CUPRAC test) and B-carotene bleaching test. Various tests to evaluate the inhibitory power of the plants methanolic extract on enzymatic activity of
acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase, a-glucosidase and tyrosinase were used. Significant antioxidant activity was observed for all extracts especially
P. atlantica and remarkable antidiabetic, anti-Alzheimer and anti-tyrosinase effects were recorded for most species. P. atlantica gave a significantly higher a-
glucosidase inhibition than acarbose. A higher anti-butyrylcholinesterase effect than galantamine was recorded for hydro-methanolic extract of L. antineae.
Both species M. alysson and J. fruticans are characterized by a tyrosinase inhibition more remarkable than kojic acid. The SPF determination test was
performed by measuring the absorbances of hydro-methanolic extracts in a range of 290 to 320 every 5 nm, J. fruticans provided the highest SPF value.
Finally, the agar diffusion technique was carried out to evaluate the antimicrobial activity of two extracts ethyl acetate (AcEth) and n-butanol (But) of our five
plants on Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa and Candida albicans. ATCC 2071. Both AcEth
and But extracts of different species provided modest antimicrobial potential for the microbes tested.

Key words: Plants, Essential oils, Extracts, GC/MS, HPLC/UV, Antioxidant activity, Anti-enzymatic activity, Anti-microbial activity.
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Abstract

The purpose of the present work is searching for new sources of bioactive molecules from plants to use them in treating or
controlling some health problems. The methanolic extracts of two endemic species in Algeria Lavandula antineae (very few
studies on its biological effects) and Thymus algeriensis were analyzed by HPLC/UV then tested for their antioxidant effect
by the DPPH and ABTS scavenging radical tests, FRAP test and CUPRAC test. The inhibitory power of these same extracts
on acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase and o-glucosidase was also evaluated. Phenolic acids and flavonoids were
found in common in both extracts as 3-hydroxy-4-méthoxycinnamic acid, and quercetin. The results showed considerable
antioxidant effects for both plants with minimal ICs, values equal to 10.77+1.14 pg/ml for L. antineae and 11.73+0.20
pg/ml for 7. algeriensis. The minimal value of PR 5 was recorded with L. antineae (10.57+ 0.38 pug/ml) after the BHA. The
two species are shown to be effective on acetylcholinesterase especially 7. algeriensis. L. antineae exhibited a high
inhibitory power against butyrylcholinesterase with 20.84+9.74 ng/ml ICs, value. The same plant showed more effective
than Galantamine in inhibiting a-glucosidase with 168.61+7.60 pg/ml ICs, value. Interesting results were given by
methanolic extract of both plants, which can be exploited in medicine and pharmaceutical domains as natural treatments for

diseases like Alzheimer and diabetes type 2.

Keywords: Lavandula antineae, Thymus algeriensis, methanolic extract, HPLC/UV, antioxidant activity, enzymes inhibitory.

1. Introduction

Oxidative stress can be defined as an imbalance
between reactive oxygen species (free radicals) and
antioxidant systems (Ichai et al., 2011). The uncontrolled
formation of reactive oxygen species will often have
serious consequences for the body (Pelletier et al., 2004).
In several serious diseases, notably those linked to aging,
oxidative stress is the original triggering factor; this is the
case of cancers, ocular pathologies, diabetes and
neurodegenerative diseases like Alzheimer's disease
(Favier, 2006). That is why many studies are focusing on
searching molecules with antioxidant potential. Indeed, the
use of plant extracts and their derived phytochemicals,
particularly phenolic compounds, has a probable future for
controlling various pathologies. Their capacity to scavenge
free radicals can entitle them to promote health effects
(Payan, 2004; Subhashini et al., 2011; Mukherjee et al.,
2018; Simonovic et al., 2019).

In Algeria, a diverse plant flora can be found, including
endemic plants with medicinal proprieties such as L.
antineae and T. algeriensis (Lamiaceae family) (Ozenda,
2004). The genus Lavandula is known for its medicinal
and ornamental effects; it has a high antioxidant activity
(Zuzarte et al., 2011; Nikolic et al., 2014; Ceylan et al.,

* Corresponding author e-mail: univ07@outlook.fr

2015). Thyme has been utilized since ancient times for its
pharmacological proprieties (Goatez and Guédira, 2012),
especially Thymus algeriensis which has antioxidant
potential and can act as inhibitors of free radical or
scavengers (Delgado et al., 2014; Guesmi et al., 2014).

Our work aims is to analyze the chemical composition
of the methanolic extracts of Lavandula antineae and
Thymus algeriensis searching for some phenolic
compounds, and in order to seek new natural bioactive
molecules sources, we have tested the tow extracts in vitro
for their antioxidant activity and their inhibitory capacity
against certain enzymes involved in several diseases like
acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase known by their
relation with Alzheimer’s disease and the digestive
enzyme o-glucosidase linked with diabetes type 2.

2. Material And Methods

2.1. Material

2.1.1. Plant material

Lavandula antineae identification was done in the arid
regions scientific and technical research center
(CRSTRA)-Biskra, while Thymus algeriensis was
identified in Bellezma National Park of Batna. Desert
lavender was harvested from Biskra during the flowering
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cycle starting at the end of February to early of April. The
sampling of Thymus algeriensis from Batna was carried
out in April. For further preparation of methanolic extracts,
aerial sections, precisely leaves and stems, have been dried
outdoors and in shade.

2.2. Methods

2.2.1. Methanolic extract preparation

A test sample of 2.5 g of leaf powder was macerated in
25 ml of 80% methanol. Then the macerate was filtered
and the solvent was evaporated under reduced pressure at a
rotary evaporator at 40-50 °C to dryness. The extract was
kept at 4 °C (Falleh et al., 2008).

2.2.2. Analysis of the methanolic extract by High
Performance Liquid Chromatography (HPLC/UV)

The samples were diluted in methanol and then filtered
by 0.45 um syringe filters. Twenty available standards
(phenolic compounds), in fine quantities, have been
diluted in methanol. Twenty microliters aliquot of each
sample was introduced in the HPLC system combined with
a UV-Vis detector at room temperature and with a steady
flow rate of 1.0 ml per ml. Compound identification in
each sample was established on differences between the
retention times of the components determined and the
retention times of the standards.

2.2.3. Antioxidant activity in vitro

2.2.3.1. DPPH free radical scavenging test

The antioxidant test by scavenging DPPH radical was
conducted in accordance with Bougandoura and
Bendimerad (2013) protocol. Fifty microliters of each
extract was added to 2 ml DPPH methanolic solution
(0.025 g/l). At the same time by combining fifty
microliters of the solvent (methanol) with 2 ml of the
DPPH methanolic solution, a negative control was
prepared. For each concentration, a blank was made and
the absorbance was read at 515 nm after 30 min incubation
time in the darkness and ambient temperature. BHA and
BHT presented the positive control.
2.2.3.2. ABTS free radical scavenging test

ABTS was dissolved in twice-distilled water to obtain a
concentration of 7 mM. The cation (ABTS * ") was made
by reacting solutions of ABTS stock and K,S,0;3 (2.45
mM) in the presence of K3PO, buffer solution. The
mixture was incubated in the darkness for 12-16 hours
before use at ambient temperature. Absorbance reading
was taken at 734 nm. BHT and BHA solutions were
prepared at different concentrations and tested as positive
controls (Re et al, 1998). The results for DPPH
scavenging and ABTS scavenging tests are indicated as an
inhibition percentage (I %).

1% = [(Abs control - Abs test) / Abs control] x 100.

2.2.3.3. Iron reduction test: FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power)

Methanolic extract was dissolved in 2.5 ml of NazPO,
buffer at pH 6.6 and 2.5 ml of 1% C¢N4FeK; at different
concentrations. The mixture was incubated at 50 °C for
twenty minutes. After 2.5 ml of trichloroacetic solution
(10%) was put, the mixture underwent centrifugation for
10 min at 3000 g. The surnatant (2.5 ml) was added and
agitated with 0.5 ml (0.1 percent) of FeCl; and 2.5 ml of
distilled water. Absorption was measured at 700 nm. For

BHA and BHT, the same test was performed (Ferreira et
al., 2007).

2.2.3.4. Cupric ion reduction CUPRAC (Cupric ion
Reducing Antioxidant Capacity)

The method followed was reported by Apak et al.
(2004), fifty microliters of Cu (II) (10 mM), fifty
microliters of the neocuproin (7,5 mM), sixty microliters
of the NH,Ac buffer (1 M, pH = 7), and forty microliters
of each plant's methanol at a variety of concentrations.
After one hour, absorption was registered at 450 nm.

The reducing power at absorbance value 0.5 (PR0.5)
was calculated for both tests FRAP and CUPRAC.

2.2.4. Anti-enzymatic activity in vitro

2.2.4.1. Anti-Alzheimer activity (inhibition of
acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase)

The spectrophotometric approach was followed by
testing extracts' ability to inhibit acetylcholinesterase
(AChE) and butyrylcholinesterase (BChE) enzymes
(Ellman et al., 1961). The buffer was made up of 150 pl of
NazPO, at pH 8.0 (100 mm), 10 pl of the solution to test
were dissolved into ethanol at various concentration and
the amount of 20 ul AChE (5.32 per 10~ U) or BChE (6.85
per 107 U) was added and incubated at 25 °C for 15
minutes, and then 10 pl DTNB (0.5 mM) had been applied.
Then the reaction was initiated by the inclusion of 20 ul of
acetylthiocholine iodide at 0.71 mM concentration or
butyrylthiocholine chloride at 0.2 mM concentration.
Absorbance was read at 412 nm. AChE or BChE inhibition
was determined by comparing enzyme activity without
extract and its activity in the presence of extract in the
following formula:

I1(%)=(E-S)/Ex 100
E: Enzyme activity without extract S: the enzyme activity in the

presence of the extract. The reference compound was
galantamine.

2.2.4.2. Inhibition of a-glucosidase

The inhibitory action of a-glucosidase has been carried
out respecting Palanisamy et al. (2011) method with few
modifications. Fifty microliters of the solution to test was
mixed with 50 pl of 4-Nitrophenyl o-D-glucopyranoside (5
mM) and 100 pl of the enzyme, the mixture was incubated
for 15 minutes at 37 °C. A blank was made for each
sample. Absorption was read at 405 nm (0 min and 15
min). Acarbose was used in this experiment as a standard.
a-glucosidase’s inhibitory function has been demonstrated
as follows:

% inhibition = (Abs extract-Abs blank) / Abs control x 100

Control: Enzyme + Substrate + Solvent of the extract.

2.3. Statistical analysis

Each test was done in triplicate; the comparison of
means was carried out by ANOVA one way with the
Tukey test where the difference was considered significant
to a degree < 0.05. For these purposes, the SPSS Statistics
version 25 program was used.

3. Results

3.1. Analysis by HPLC

In a time interval between 3 min and 42 min, peaks
were marked on the chromatographic profile of the extract
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of Lavandula antineae (Figure 01); a dominant component
of the plant extract with a percentage of 67.2% was
detected at a retention time of 24.4 min, followed by two
other components with the following percentages: 8.8%
and 4.4%. Their retention times were 32.7 min and 27.4
min, respectively. Many peaks were observed, in a time
interval of 3 min to 60 min, on the chromatographic profile
of Thymus algeriensis extract. Three phenolic components
were revealed constituting more than 50% of the total
extract, with percentages of 26.4%, 17.3% and 8.2%; their
corresponding retention times were, respectively, 32.8
min, 36.4 min and 40.0 min (Figure 2).

"

15 [ECH 0% BENABDELLAH 17 01 18 - Channal

ze

35,4

Veltage

05

0,

W [mn

Figure 1. Chromatogram of methanolic extract of L. antineae
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Figure 2. Chromatogram of methanolic extract of 7. algeriensis
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Table 1. Identified components by HPLC/UV in methanolic
extract of L. antineae and T. algeriensis

Retention L.
time (min) antineae

Plant Composant T. algeriensis

(%)
(%0)

3-hydroxy-4- 28.287 0.5 1.5
méthoxycinnamic acid
Ferulic acid 26.56 - 0.1
Gallic acid 6.543 0.1 -
Anisic acid 33.037 - 26.4
Salicylic acid 30.747 0.9 0.2
Syringic acid 21.967 0.7 1
Trans-2.3- 39.28 - 0.9
diméthoxycinnamic acid
Trans-cinnamic acid 25.173 - 5.4
Vanillic acid 22.623 0.3 0.2
Catechin 21.553 0.7 0.5
Epicatechin 22.503 - 0.1
Euleropein 32.367 - 6.1
Kaempferol 41.103 0.4 1.5
Myricetin 34.27 3 0.2
Quercetin 36.85 1.7 17.3
Rutin 30.687 - 0.2

3.2. Results of the antioxidant activity

3.2.1. Result of DPPH radical scavenging test

An almost similar and more powerful antioxidant power than
BHT was noted for L. antineae and T. algeriensis, their IC 5
values were 18.59 + 0.07 and 18.40 + 0.42 pg/ml respectively
(Table 02). The inhibition percentages took their maximum values
at the 400 pg/ml concentrations: 90.26 + 0.99 pug/ml for T.
algeriensis and 88.54 + 0.23 pg/ml for L. antineae.

3.2.2. Result of ABTS radical scavenging test

L. antineae presented inhibition percentage greater than 90% from
the concentration of 50 pg/ml. Considerable values was recorded
for the methnolic extract of T algeriensis from the concentration
of 50 pg/ml. T. algeriensis and L. antineae showed close IC 5
values, 11.73 £ 0.20 and 10.77 + 1.14 pg/ml, respectively (Table
03). Their antioxidant capacity was lower than that of BHT and
BHA.

Table 2. Percentages of DPPH inhibition by L. antineae and T. algeriensis methanolic extracts, BHA, BHT and the corresponding ICs

Inhibition %
Plant/Standard

6.25 ng/ml 12.5 pg/ml 25 pg/ml 50 pg/ml 100 pg/ml 200 pg/ml 400 pg/ml  ICso pg/ml
L. antineae® 19.03+1.86 35.87+1.18 68.39+1.32  87.07+0.13 87.86+0.07 88.27+0.20  88.54+0.23  18.59+0.07
T. algeriensis* 22.23+2.58 35.50+1.70 66.92+3.39  87.71+0.11 88.42+0.47 89.66+0.17 90.26+0.99  18.40+0.42
BHA*® 36.46+2.45 59.63+1.50 78.91+£0.77  83.11+0.46 84.21+0.50 85.31+0.35 85.91+0.50 10.03+0.84
BHT® 18.55+2.46 32.60+3.72 53.80+2.58 74.97+2.14 83.41+0.86 84.59+0.46 85.76+0.91 23.54+1.83

Values indicated are means + SD of three measurements p<0.05. a: subset determined by the tukey test
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Table 3. Percentages of ABTS inhibition by L. antineae and T. algeriensis methanolic extracts BHA, BHT and the corresponding ICsy.

Inhibition %

Plant/Standard

6.25 ug/ml  12.5 pg/ml 25 pg/ml

50 pg/ml

100 pg/ml 200 pg/ml 400 pg/ml  ICso pg/ml

L. antineae® 29.73+3.63  60.38+3.78
T. algeriensis™  29.96+0.75  55.20+0.85
BHA® 93.50+0.09  93.55+0.09
BHT® 61.38+0.57  62.02+3.82

88.44+0.69  92.01+0.20
84.93+1.25 92.01+0.26
93.60+0.16  93.60+0.95
76.50+1.40  82.55+1.04

92.70+0.10  92.81+0.10  92.87+0.20  10.77+1.14
92.58+0.35  92.93+0.17  92.98+0.10  11.73+0.20
94.17£0.90  95.37+2.63  95.42+2.69 1.81+0.10
88.60+2.66  90.38+0.67  95.83+0.15  1.294+0.30

Values indicated are means + SD of three measurements p<0.05. a, b: subsets determined by the tukey test

3.2.3. Result of the FRAP test

In regard to L. antineae extract, from the 50 pg/ml
concentration, the absorbance values were marked by a
significant increase, up to the value of 1600 pg/ml where
the absorbance approached the value of 3. This increase
was greater than that produced by BHA and BHT (Figure
03 a).
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@

From the concentration of 25 pg/ml, T. algeriensis
had absorbance values considerably higher than the
values obtained with BHA and BHT (Figure 03 b). A
more interesting increase was detected from 400 pg/ml.
The PRgs of the two plants was determined at lower
values than the values obtained with BHA and BHT
(Table 04).
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Figure 3. Antioxidant activity of L. antineae methanolic extract (a) and 7. algeriensis methanolic extract (b) obtained by FRAP test

Table 4. PR 5 obtained by FRAP test for L. antineae, T.
algeriensis, BHA and BHT (pg/ml)

Plant/Standard PRy s
155.733+0.196
T algeriensis ™ 147.44£0.191
BHA®" 46420.007
BHT*® 7566.66:0.0007

L. antineae™

Values indicated are means + SD of three measurements p<0.05.
a: subset determined by the tukey test

3.2.4. Result of copper reduction test (CUPRAC)

The methanolic extract of L. antineae had a
considerable reducing power (Figure 04 a), the absorbance

@

values were marked by a strong increase with all the
concentrations tested. By comparing it with BHA and
BHT, the extract of L. antineae was less efficient than
BHA, with an absorbance of 2.53 + 0.19 at 100 pg/ml
concentration and more effective than BHT. The PR 5 of
the extract was determined to be 10.57+ 0.3 pg/ml (Table
5).

The methanolic extract of T. algeriensis exhibited
remarkable reducing power; its effect was more powerful
than BHT at concentrations above 200 pg/ml. At
concentrations over 400 pg/ml, the plant extract exhibited
a performance close to that of BHA (Figure 04 b). The
PR 5 of the studied extract was determined to be 25.04 +
0.86 pg/ml (Table 05).

(b)
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Figure 04 Antioxidant activity of L. antineae methanolic extract (a) and 7. algeriensis methanolic extract (b) obtained by CUPRAC test

Table 5. PR 5 obtained by CURAC test for L. antineae and T. algeriensis methanolic extracts, BHA and BHT (pg/ml)

555

Plant/Standard PRy

L. antineae™ 10.57+0.38
T. algeriensis® 25.04+ 0.86
BHA® 3.64+0.19
BHT® 9.62+0.87

Values indicated are means + SD of three measurements p<0.05. a, b: subsets determined by the tukey test

3.3. Result of the anti-enzymatic activity

3.3.1. Result of the anti-Alzheimer's activity

Anticholinesterase: An interesting anti-cholinesterase activity was provided by the methanolic extract of 7. algeriensis.
The increase in inhibition percentages was remarkably noted with the increase in concentrations (Figure 05 b). The
percentage of inhibition exceeded 50% and the ICs, of the extract was deduced to a value of 154.47 + 3.55 pg/ml at the
concentration 200 pg/ml (Table 06). L. antineae showed an inhibitory effect on acetylcholinesterase which increased slowly
by increasing concentrations (Figure 05 a). The inhibition percentages did not exceed the value of 20% until the

concentration exceeded the value of 200 pg/ml. The ICs, have been estimated at values greater than 200 pg/ml (Table 6).
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Figure 05. Anticholinesterase activity of L. antineae methanolic extract of (a) and 7. algeriensis methanolic extract (b)

Antibutyrylcholinesterase: A marked increase was
recorded in the percentages of inhibition obtained with

methanolic

of L. antineae. Even at

low

concentrations (3.125, 6.25 and 12.25 pg/ml), this increase
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was more considerable than the increase achieved by The methanolic extract of 7. algeriensis was

galantamine. In concentration value equal to100 pg/ml, A characterized by an interesting ICso which equals the value
small variation was observed between the plant extract and of 161.53 + 22.65 pg/ml (Table 07). The inhibition

the galantamine performances (Figure 06 a). The IC5, was percentages  increased  proportionally  with  the
determined to be 20.84 + 9.74 pg/ml, while galantamine concentrations. From 25 pg/ml concentration value, the
was denoted by an ICs, equal to 34.75 £ 1.99 pug/ml (Table difference in performance of the extract compared to the
07), which may be translated by a promising effectiveness standard became significantly high (Figure 06 D).
of the plant for the fight against Alzheimer's disease.
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Figure 6. Antibutyrylcholinesterase activity of L. antineae methanolic extract (a) and T algeriensis methanolic extract (b)

Table 7. ICs, of ntibutyrylcholinesterase activity of L. antineae,

Table 6. IC5, of anticholinesterase activity of L. antineae, T.
T. algeriensis and galantamine

algeriensis, and galantamine.

Plant/Standard IC50 (png/ml) Plant/Standard ICso (ng/ml)
L. antineae™ >200 L. antineae® 20.84+9.74

T. algeriensis® 154.47+3.55 T. algeriensis*® 161.53+22.65
Galantamine © 6.27+1.15 Galantamine® 34.75+1.99

Values indicated are means + SD of three measurements p<0.05.

Values indicated are means + SD of three measurements p<0.05.
a: subset determined by the tukey test

a, b, c: subsets determined by the tukey test
3.3.2. Result of the a-glucosidase inhibition test

The methanolic extract of L. antineae showed
significant inhibitory activity against o-glucosidase
enzyme; the IC5, was estimated at a value equal to 168. 61
+ 7.60 pg/ml (Table 08). Galantamine gave an ICs, value
equal to 275.43 £ 1.59 pg/ml; therefore, L. antineae gave
promising effect for the inhibition of one of enzymes
involved in diabetes types 2 disease. The methanolic
extract of T. algeriensis did not show any inhibitory effect
on a-glucosidase for all the tested concentrations.

Table 8. Inhibition activity of a-glucosidase by methanolic extracts of L. antineae, T. algeriensis and acarbose

Inhibiton %
Plant/Standard ~ 3.125 pg/ml  6.25pg/ml  12.5pg/ml 25pg/ml 50pg/ml 100pg/ml 200pg/ml 800ug/ml  ICsp (ug/ml)
L. antineae * NT NT 0.00+0.0 0.00+0.0 12.815+3.41 48.079+1.62 53899+2.21 63.702£0.0 168.61+7.60

T. algeriensis ~ No activity
78.125pg/ml  156. Spg/ml 312.5ug/ml 625 pg/ml 1250 pg/ml  2500pg/ml 5000pg/ml  ICso (ng/ml)

Acarbose a
27.43+2.18 38914£3.20 54.86£1.79 67.29+2.63 80.19+1.66 85.54+0.45 91.05+£0.72  275.43+1.59

NT: Not tested. Values expressed are means + SD of three measurements p<0.05. a: subset determined by the tukey test.
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4. Discussion

The chemical composition of L. antineae extracts has
not been studied before. The majority of research was
carried out on other species of the same genus, notably L.
angustifolia. Extracts from the latter were shown to be rich
in caffeic acid, rosmarinic acid, and 4-hydroxybenzoic
acid (Turgut et al., 2017); we did not mark their presence
in our extract (Table 1). A study by Boutaoui ef al. (2018)
has demonstrated the presence of ferulic acid and catechin
in the ethanolic extract of 7. algeriensis. We have also
found the same components but in few percentages (Table
01).

L. antineae extract has provided an antioxidant effect
greater than L. dentatae (Bouzidi et al., 2018); the latest
one was marked by ICs, values ranging from 0.33 to 1.84
mg/ml which were obtained by methanolic extracts from
various plant parts. Most studies of antioxidant activity by
the DPPH scavenging test, which are carried out on
species of the genus Lavandula, are carried out on
essential oils. Their results show a strong antioxidant
activity (Mohammedi and Atik, 2012; Bettaieb Rebey et
al., 2012; El Hamdaoui et al., 2018). By comparing the
results of these studies and the result in our work, we can
attribute to the methanolic extract of L. antineae a
remarkable antioxidant capacity. Khled Khoudja et al.
(2014) found an ICsy of the methanolic extract of 7.
algeriensis equal to 179 + 0.012 pg/ml, a value
significantly higher than that obtained in our results. In
another study carried out on methanolic extract of the
same plant, IC5, was estimated at a value of 7 + 0.02
pg/ml (Megdiche-Ksouri et al., 2015). Our results do not
agree with the results obtained by Guesmi et al. (2014)
who found that BHT exerted a more powerful antioxidant
activity than methanolic extract of 7. algeriensis. This
difference in anti-free radical power within the same
species can be attributed to several factors. Several studies
have shown that water addition at low rates to the solvent
ameliorates the extraction of powerful antioxidants
(Turkmen et al., 2006; Zhao and Zhao, 2013). Different
origins of the same species can also influence antioxidant
potential (Bettaieb Rebey et al., 2012).

In our study, the methanolic extract of 7. algeriensis
exhibited a greater AChE inhibitory effect than the effect
which was given by the ethanolic extracts of six other
species of Thymus, namely T. longicaulis, T. serpyllum
subsp. Serpyllum, T. pulegioides, T. striatus, T. praecox
subsp. polytrichus and T. vulgaris where the ICs, values
took between 656.06 and 837.96 pug/ml (Kindl et al.,
2015). Our extract seems to be more effective than the
leaves essential oils of the same plant which provided an
IC5 value equal to 98.84 + 1.81 pug/ml (Bendjabeur ef al.,
2018). A study by Bendjabeur et al. (2018), which was
done to evaluate the inhibitory effect of 7. algeriensis
against butyrylcholinesterase, has found that essential oils
extracted from the leaves provided a slightly lower ICs,
value than our extract and which equal t0124.09 + 2.84
pg/ml. Even at a concentration equivalent to 1 mg/ml,
ethanolic extracts of L. angustifolia and L. pedunculata
established an inhibition of AChE less than the inhibition
provided by L. antineae, with inhibition percentages equal
to 28.4 + 3.8 and 42.0 + 16.8% (Ferreira et al., 2007).
Plants can be regarded as good bioactive compound

sources with an ability of inhibiting enzymes such as
AChE and BChE (Murray et al., 2013). Many secondary
metabolites as terpenes, quinones, alcaloids and phenols
were shown very effective to inhibit a-glucosidase enzyme
and can be clinically developed for treating diabetes type 2
(Yin et al., 2014).

5. Conclusion

HPLC/UV analysis revealed the common existence of
quercetin, 3-hydroxy-4-methoxycinnamic acid, salicylic
acid, syringic acid, Kaempferol and myricetin in the
methanolic extract of the two plants. L. antineae presented
an interesting antioxidant activity and a very promising
inhibitory power of butyrylcholinesterase and o-
glucosidase which is more effective than the standards
used, hence the possibility of its use for the treatment of
Alzheimer’s disease and type 2 diabetes. T. algeriensis
was also marked by an appreciable antioxidant activity and
an ability to inhibit cholinesterase and
butyrylcholinesterase. The potential involvement of natural
antioxidants in the replacement of conventional treatments
for several diseases, such as age-related diseases, could be
significant and should be elucidated in long-term clinical
trials.
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