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INTRODUCTION GENERALE

Aujourd’hui, la phytothérapie occupe une place prépondérante et connait un nouvel
engouement vu I’utilisation de plus en plus croissante des plantes médicinales. Les produits
naturels, principalement ceux dérivés de plantes sont souvent non toxiques dont les effets
secondaires sont moindres que les drogues synthétiques et sont accessibles & des prix abordables
[1-2].

Depuis toujours, les plantes ont constitué la source majeure de medicaments grace a leur
richesse en métabolites secondaires. Les substances naturelles dont les plantes constituent la source
principale, représentent pres de 60% des médicaments dont nous disposons. Les 40% restants ou
médicaments de synthése sont souvent nés de la modification chimique de molécules [3].

Le stress oxydant qui est impliqué dans la dégradation des cellules, est responsable de tres
nombreuses pathologies notamment celles dues au vicillissement telles que I’athérosclérose,
divers cancers, les maladies d’Alzheimer et de Parkinson et bien d’autres... C’est pourquoi, de
nombreuses études dans divers domaines tels que I’industrie agroalimentaire, le médical et la
pharmaceutique sont toujours a la recherche de nouvelles molécules antioxydantes qui peuvent
réduire les effets du stress oxydant en agissant comme un systeme de protection qui lutte contre
I’action des radicaux libres. Cependant, ’utilisation des antioxydants de synthése a été largement
décriée ces derniéeres années a cause de leurs effets indésirables [4].

Par ailleurs, la résistance des bactéries aux antibiotiques est devenue une véritable
préoccupation. Ce phénomeéne qui ne cesse de s’aggraver, touche toutes les especes bactériennes et
est qualifié¢ par ’OMS comme un probleme de santé publique. En effet, dans quelques années, les
maladies infectieuses résistantes aux agents antimicrobiens deviendront la premiéere cause de
mortalité parmi les autres [5].

La recherche de substances naturelles a activités antioxydantes et antibactérienne
constitue un enjeu scientifique important. C’est dans ce cadre qu’une investigation de quelques
extraits de plantes issues de la médecine traditionnelle algérienne a été entreprise. Les extraits de
plantes offrent donc, un axe de recherche et de développement stratégique en constituant une
source importante pour la découverte de nouveaux composés actifs contre de nombreuses
maladies. Afin d'évaluer I'efficacité et la sécurité de ces extraits, de nombreuses études in vitro
doivent étre menées qui, bien que tres utiles, ne sont pas suffisantes. L’étude in vivo par
I'utilisation de modéles animaux est essentielle pour prouver scientifiguement I'efficacité et
I'innocuité de ces produits naturels [6].

La valorisation de ces ressources naturelles végétales passe inévitablement par 1’extraction
et ’analyse chimique. Les plantes médicinales contiennent une grande diversité de composés
différents, parmi lesquels, certains peuvent exercer une activité biologique. De nombreux
travaux ont démontré que I’huile essentielle et d’autres métabolites secondaires, présentent un
potentiel important en tant qu’agents antibactériens, antifongiques, antioxydants etc...[7].




L’Algérie, de par son climat méditerranéen, dispose d’une biodiversité floristique
importante, a laquelle s’ajoute une tradition séculaire d’utilisation traditionnelle des plantes.
Dans la région de Tlemcen, au nord-ouest algérien ou les conditions de climat et de sol sont
specifiques, poussent quelques especes qui restent sous-utilisées et parfois oubliées. Malgré
I’utilisation traditionnelle de ces plantes par la population locale, leur élucidation chimique
précise demeure toujours insuffisante.

Dans cette these, et afin de promouvoir une meilleure valorisation de cette biodiversité
végétale, nous nous sommes intéresses a deux plantes appartenant a deux familles différentes, a
savoir ; Atractylis humilis (Asteraceae) et Daphne gnidium (Thymelaeaceae) qui poussent a
I'état spontané dans les monts et les environs de Tlemcen. Cette sélection s’est faite dans un but
d’explorer ces deux espéces négligées et sous-utilisées et de déceler leurs éventuels potentiels.

En se basant sur une recherche bibliographique détaillée sur la phytochimie des deux
plantes, D. gnidium n’a fait I’objet que de quelques études alors que A. humilis n’a jamais été
décrite dans la littérature.

Dans cette étude, les objectifs majeurs envisagés sont :

» L’enquéte ethnobotanique sur D. gnidium et A. humilis

> Le criblage phytochimique qualitatif suivi du dosage quantitatif des polyphénols, des
flavonoides et des tannins contenus dans différents extraits obtenus par des solvants de
polarités différentes.

» L’extraction des volatils des deux plantes et leur caractérisation par les techniques de la
chromatographie en phase gazeuse (CPG) et la chromatographie en phase gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse (CPG/SM).

» L’évaluation des activités biologiques : antioxydante, antimicrobienne et antifongique
ainsi que la réalisation de tests d’écotoxicologie.

Le présent manuscrit s’articule autour de trois chapitres :

La premiére partie est consacrée a un recueil bibliographique sur les espéces
sélectionnées, a la classification et I’intérét des composés phénoliques et des huiles
essentielles. Cette partie comporte aussi la description de la séquence analytique mise en
ceuvre ainsi que 1’outil statistique et une présentation théorique concernant les techniques des
tests biologiques.

La deuxieme partie décrit I’aspect expérimentale développé dans cette these en
précisant les modalités d’échantillonnage, la préparation du matériel végétal, la démarche
expérimentale et les modes employés pour réaliser les extractions et la méthodologie
d’analyse ainsi que 1’évaluation des activités biologiques des divers extraits.

La troisieme partie présente I’ensemble des résultats obtenus suivis d’une discussion
et couronnés par une conclusion générale qui résumera I’ensemble des résultats issus de cette
étude chimique et biologique des deux especes et présentera les perspectives de recherche
concernant les étapes a réaliser dans un avenir proche.
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Huiles essentielles
I.1. Introduction

Malgré son ancienneté, 1’étude des huiles essentielles est toujours d’une brilante
actualité. Depuis des millénaires, ’homme se parfume et parfume son environnement en
ayant recours a des huiles essentielles et apprécie leurs vertus apaisantes et analgésiques. Les
traditions humaines ont su développer la connaissance et 1’utilisation des huiles essentielles.
Si certaines pratiques médicales paraissent étranges et relévent de la magie, d’autres au
contraire semblent plus fondées et plus efficaces. L’usage des huiles essenticlles en médecine
ne fut jamais abandonné malgré la découverte de processus de synthese organique et la
naissance de 1’industrie pharmaceutique. Elles sont considérées comme un véritable réservoir
de molécules de base qui sont irremplagables [8].

Les huiles essentielles commencent a avoir beaucoup d'intérét comme source
potentielle de molécules naturelles bioactives. En effet, avec les progres de la science
analytique, de nouvelles propriétés pharmacologiques et de nouveaux principes actifs ont
permis de faire des huiles essentielles des médicaments authentiques. De nombreux composés
volatils constituent aujourd’hui des ingrédients courants dans les préparations
pharmaceutiques [9].

Les huiles essentielles sont des mélanges concentrés et de compositions chimiques trés
complexes et éminemment variables. Néanmoins, leur qualité dépend de plusieurs facteurs.
Entre autres, les conditions de culture, de récolte, de stockage, d’extraction, et surtout de leur
composition chimique. Il est donc important de bien connaitre la chimie des huiles
essentielles pour mieux valoriser et contréler leur qualité.

1.2. Chimie des huiles essentielles

Les huiles essentielles et la fraction volatile émise par une plante aromatique
constituent des mélanges complexes de volatils qui suscitent un intérét permanent. La
valorisation de ces mélanges passe nécessairement par une étape de caractérisation chimique.
Pour cela, il apparait que I’étape de préparation de 1’échantillon est tout aussi fondamentale
que celle de I’analyse proprement dite des constituants [10-13], pour plusieurs raisons :

e Ces mélanges volatils sont généralement des mélanges complexes constitués
majoritairement de molécules terpéniques qui sont formées d’unités isopréniques (2-
méthyl-1,3-butadiéne : CsHs), « mono- et/ou sesquiterpénes et plus rarement des
diterpenes », mais aussi de composés non terpéniques (chaines linéaires, dérivés
phénylpropanoiques, etc.) [14]. L’identification de ces molécules nécessite donc des
techniques analytiques efficaces et fiables [13].

e La complexité de ces mélanges vient également du fait qu’ils sont constitués de
plusieurs dizaines, voire plusieurs centaines de composés présents a des
concentrations parfois extrémement faibles. Classiquement, la concentration
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perceptible pour les molécules odorantes peut étre inférieure au nanogramme par litre.
En conséquence, les procédures analytiques doivent présenter des sensibilités
extrémement élevées [15-16].

e Certaines molécules odorantes présentent une instabilité chimique sous ’action
de la lumiére, de la température, en présence d’oxydants ou au cours d’une étape de
transformation avant commercialisation. Ainsi, a pression atmosphérique le temps de
vie d’un monoterpéne soumis a une exposition lumineuse est estimé a moins de 5 min
pour I’a-terpinene et a 3 h pour le a- et le p-pinene [12]. Les procédures de préparation
des échantillons doivent étre adaptées a la nature des constituants de la matrice a
étudier.

e Pour les composés volatils générés a partir de sources biologiques, telles que
les plantes ou les animaux, des difficultés analytiques surgissent du fait de la nature
dynamique de ces systemes [17]. Le fait que la production et I’émission des composés
volatils d’une plante soient affectées par des facteurs comme la lumiére, la
température, un stress hydrique, une activité enzymatique ou la présence de polluants,
pose des difficultés dans 1’analyse.

1.2.1. Variabilité phytochimique

A TDintérieur d’une méme espece végétale, des variations chimiques qualitatives et
quantitatives importantes pourraient étre observées ce qui conduit a admettre 1’existence de
races chimiques (exemple : Thymus a thymol, géraniol, carvacrol et linalol) [18] et parmi les
nombreux constituants d’une huile essentielle, I’'un domine généralement: on [’appelle
composé majoritaire.

En se basant sur les travaux effectués sur les huiles essentielles, leur composition
chimique est trés fluctuante. En effet, de nombreux travaux signalent I’impact des effets
macroscopiques et microscopiques sur la composition chimique de I’huile essentielle. Cette
derniere peut varier considérablement en fonction de plusieurs parametres. Elle dépend d’un
grand nombre de facteurs d’ordre naturel (génétique, localisation, maturité, sol, climat, etc.)
et/ou technique (la nature de stockage, la procédure d’extraction de I’essence de la plante).

La proportion des différents constituants de 1’huile essentielle d’une espece donnée
varie en fonction du site de récolte. La différence de composition constatée sur les huiles
essentielles investiguées est vraisemblablement a mettre en rapport avec des facteurs
abiotiques tels que le climat des régions de provenance des échantillons, les facteurs
géographiques comme I’altitude et la nature du sol.

Au sein d’une méme espece, la composition chimique de I’huile essentielle peut étre
différente, on parle alors de races chimiques ou de chémotypes. Il s’agit d’un polymorphisme
chimique : une espéce peut étre homogene au niveau de son caryotype et produire des huiles
essentielles de compositions différentes [19].
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1.3. Extraction des huiles essentielles et obtention des extraits d’hydrolats

L’extraction des huiles essentielles est certainement 1’étape la plus délicate et la plus
importante. Elle a pour but de capter les produits les plus subtils et les plus fragiles élabores
par le végétal. De nombreux procédés sont utilisés pour 1’extraction de ces substances. La
possibilité de développement d’une technique d’extraction dépend de nos jours de ses
avantages par rapport a ses concurrentes : efficacité d’extraction (qualité et quantité), durée,
couts d’installations, colts de fonctionnement (colt d’énergie, impact environnemental,
entretien, degré d’automatisation etc.). L’absence de solvant organique devient également un
élément important du fait des exigences réglementaires de plus en plus contraignantes.

L’hydrodistillation est la méthode normalisée et la plus recommandée pour
I’extraction d’une huile essentielle [20], ainsi que pour le contréle de sa qualité [21]. 1l s’agit
d’une technique trés facile a mettre en ceuvre. Basée sur le changement d'état liquide-vapeur
des especes chimiques, 1’hydrodistillation correspond a une distillation hétérogéne qui
consiste a distiller un composé par entrainement a la vapeur d’eau. Elle consiste a immerger
directement la matic¢re premicre végétale a traiter dans un alambic rempli d’eau qui est ensuite
porté a ébullition. La chaleur permet 1’éclatement et la libération des molécules odorantes
contenues dans les cellules végeétales. Ces composés volatils et semi-volatils sont entrainés
par la vapeur d’eau crée formant ainsi un mélange azéotropique. Ces vapeurs hétérogeénes sont
condensées dans un réfrigérent et I’huile essentielle se sépare de 1’hydrolat par une simple
différence de densité. L’huile essentielle étant souvent plus légeére que ’eau, surnage au-
dessus de I’hydrolat. La durée d'une hydrodistillation peut considérablement varier, pouvant
atteindre plusieurs heures selon le matériel utilisé et la matiére végeétale a traiter. La durée de
la distillation influe non seulement sur le rendement mais également sur la composition de
I’extrait. En effet, la chaleur peut causer des modifications chimiques et des degradations des
composants thermosensibles [22].

La distillation peut s’effectuer avec ou sans recyclage de la phase aqueuse obtenue lors
de la décantation. Le principe de recyclage est communément appelé cohobage. A 1’échelle du
laboratoire, le systéme utilisé pour I’extraction des huiles essentielles en accord avec la
pharmacopée européenne est le « Clevenger » [23].

L’hydrodistillation permet d’obtenir deux produits de distillation : la partie insoluble
dans I’eau de condensation est décantée et fournit 1’huile essentielle tandis que la partie
contenant les composés hydrosolubles constitue 1’hydrolat ou encore 1’eau florale. L’huile
essentielle est dense en principes actifs (non hydrosolubles) et 1’hydrolat est chargé de
composés oxygénés aromatiques de 1’huile essentielle mais aussi d’autres principes actifs
hydrosolubles non présents dans 1’huile essentielle qui lui conférent des propriétés propres
[24]. Ainsi, afin d’analyser la composition chimique des hydrolats par CPG-SM, il est
nécessaire de procéder a une extraction liquide-liquide avec un solvant organique tel que
I'éther diéthylique afin de transférer les constituants volatils de la phase aqueuse a la phase
organique qui sera injectee dans le chromatographe apres évaporation du solvant.

5
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I.4. Méthodes d’analyses des huiles essentielles

Une connaissance parfaite de la composition chimique des huiles essentielles est
nécessaire aux industriels pour en contréler la qualité et la régularité en vue d’une bonne
commercialisation et pour y déceler une éventuelle spécificité pour sa valorisation. En effet,
ces huiles essentielles constituent souvent une matiere premiéere destinée a des secteurs
d’activités aussi divers que ceux de la parfumerie, des cosmétiques, des industries
pharmaceutiques et de ’agroalimentaire. Quel que soit le secteur concerné, I’analyse des
huiles essentielles reste une étape importante qui, malgré les développements constants des
méthodes de séparation et d’identification, demeure une opération délicate nécessitant la mise
en ceuvre de diverses techniques qui sont dans certains cas complémentaires [25]. La
technique incontournable pour individualiser les constituants d’un mélange reste la
chromatographie en phase gazeuse (CPG). Son couplage a un détecteur a ionisation de
flamme (FID) permet la quantification des constituants et le calcul de leurs indices de
retentions.

La CPG est souvent combinée avec une technique d’identification spectrale,
généralement la Spectrométrie de Masse (SM) ou la Spectrométrie Infrarouge par
Transformée de Fourier. Une nouvelle voie d’analyse est le recours a la RMN du carbone-13
qui permet d’identifier les constituants d’un mélange complexe sans individualisation et sans
séparation préalable.

1.4.1. Chromatographie en phase gazeuse CPG

La séparation et I’identification des constituants volatils d’un extrait présente bien
moins d’alternatives que sa préparation. En effet, la CPG est la méthode de référence et de
séparation dans 1’analyse des huiles essentielles. En effet, les temps de rétention peuvent
donner une information sur la nature des molécules et les aires des pics fournissent une
quantification relative. Elle permet I’analyse de mélanges, qui peuvent étre trés complexes, de
nature et de volatilité trés variées. La diversité des méthodes d’injection, de détection et le
grand choix de colonnes permettent des analyses de plus en plus efficaces. Comme toutes les
méthodes chromatographiques, la CPG repose sur le principe de migration différentielle des
constituants d’un mélange a travers une phase stationnaire [22]. Dans un chromatographe en
phase gazeuse, la séparation des composés est réalisée de maniere séquentielle selon des
critéres chimiques de polarité et de solubilité dans la phase stationnaire de la colonne. La CPG
permet 1’individualisation et la quantification des constituants a partir d’échantillons de
I’ordre du milligramme voire du microgramme. Chaque constituant est caractérisé par des
indices calculés a partir d’une gamme d’alcanes ou plus rarement d’esters méthyliques
linaires, a température constante (indice de Kovats) ou en programmation de température
(indices de rétention) [26].

Bien que la CPG reste l'une des techniques d’analyses les plus utilisées,
I’identification des constituants d’une huile essentielle est difficilement réalisable uniquement
par CPG. En effet, le temps de rétention, propre a chaque compose qui dépend des conditions
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opératoires (nature de la phase stationnaire, programmation de la température, vieillissement
de la colonne, etc.), ne représente pas une base suffisante pour une identification.

1.4.2. Chromatographie en phase gazeuse/Spectrométrie de masse (CPG/SM)

La simplicité du couplage entre ces deux techniques, les progrés accomplis dans le
traitement en temps réel du signal, la constitution de banques de données de spectres de masse
et le développement des algorithmes de comparaison entre le spectre d’un composé inconnu
avec ceux répertoriés dans la banque sont a I’origine de la généralisation de 1’usage de la
CPG/SM dans les laboratoires d’analyse des composés aromatiques.

Les méthodes couplées permettent d’associer la capacité séparative des méthodes
chromatographiques (CPG, CLHP) au pouvoir de caractérisation des méthodes
spectroscopiques et spectrométriques (IR, RMN, SM). Ainsi, le couplage CPG/SM est devenu
incontournable dans les laboratoires de recherche pour le contrdle des huiles essentielles [22].
Par ailleurs, le couplage CPG/SM impose peu de contraintes techniques. Seul I’hélium peut
étre utilisé comme gaz vecteur car les ions He® formés lors de I’ionisation électronique
n’interférent pas avec ceux de I’analyse en raison de leur faible rapport m/z. Tous les types
d’injecteurs sont utilisables et les appareils actuels utilisent exclusivement des colonnes
capillaires. Le couplage CPG/SM est la premiére association réussie d’une méthode
chromatographique a la spectrométrie de masse. Mis au point dés la fin des années 1950, il est
régulierement commercialisé depuis 1966. Ce couplage est totalement maitrisé depuis 1980,
le couplage CPG/SM est simple a mettre en ceuvre, et plusieurs appareils peuvent fonctionner
simultanément sous la surveillance d’un seul responsable. Le domaine d’application de la
technique CPG/SM se confond avec celui de la CPG et tous les progres récents de la CPG ont
été transposés a la CPG/SM, notamment en termes de rapidit¢ d’analyse. En analyse
qualitative, la CPG/SM produit en routine des spectres reproductibles, identifiables a ceux
d’une bibliothéque de spectres informatisées ou sous format papier construites au laboratoire
ou commerciales [27], pour des quantités injectées de ’ordre de 107X g. En analyse
quantitative, des dosages exacts et précis sont obtenus avec une trés grande dynamique de
réponse, et des limites de détection parmi les plus basses de toutes les techniques d’analyse
chimique, a condition de connaitre et de disposer au préalable des molécules a quantifier, afin
d’établir un étalonnage [28].

1.4.3. Acquisition et traitement des données

La simplicité du couplage entre ces deux techniques, les progrés accomplis dans le
traitement en temps réel du signal, la constitution de banques de données de spectres de masse
et le développement des algorithmes de comparaison entre le spectre d’un composé inconnu
avec ceux répertoriés dans la banque sont a 1’origine de la généralisation de ’usage de la
CPG/SM dans les laboratoires d’analyse des composés aromatiques. La CPG sur colonne
capillaire constitue une excellente méthode d’introduction de [I’échantillon dans Ie
spectromeétre de masse. Ainsi, la colonne capillaire est directement couplée a la source d’ions
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permettant 1’ionisation en impact électronique. Un grand nombre de méthodes d’ionisation et
d’analyseurs de masse sont utilisables.

La méthodologie d’analyse est basée sur 1’utilisation conjointe de la CPG/Ir et de la
CPG/SM-IE. L’analyse s’organise en deux étapes ; la premiere pour le calcul des Ir, polaires
et apolaires, et la quantification des composés par CPG/Ir et la deuxiéme concerne 1’analyse
par CPG/SM permettant d’obtenir les spectres de masse des divers constituants
correspondants [29]. Les fragmentations du chromatogramme sont minutieusement analysées
ou il faut avoir une meilleure concordance entre le spectre de masse du compose recherché et
celui du composé proposé pour valider le choix d’une telle proposition. Quel que soit
I’analyseur, le spectre final est comparé a ceux d’une bibliothéque, puis le résultat est donné
sous forme de tableau ou sont classées en ordre décroissant, les molécules dont les spectres
ressemblent le plus a celui soumis a la recherche. Cette étape est habituellement suffisante
dans les cas d’analyse de routine d’une huile essentielle. En revanche, si le profil de I’huile est
complexe ou qu’elle contient des coélutions de composés, un fractionnement par
chromatographie liquide sur colonne ouverte (CLC) ou par chromatographie flash
automatisée (CFA), est nécessaire. Les fractions ainsi obtenues sont ensuite analysees. Enfin,
une troisiéme approche peut étre mise en ceuvre lorsque 1’huile essentielle contient un ou
plusieurs composés inconnus, qui n’existent pas d’ailleurs dans la bibliothéque congue au
laboratoire et/ou dans les bibliothéques de la littérature. Dans ce cas, 1’étude du profil oblige
une purification soit par des distillations fractionnées ou par des techniques
chromatographiques préparatives, telles que la chromatographie sur couche mince (CCM), la
chromatographie liquide sur colonne ouverte (CC), la chromatographie liquide a haute
performance (CLHP) ou encore la chromatographie en phase gazeuse préparative (CGP).
L’idée de cette approche est d’isoler et purifier les composés inconnus pour aboutir a
I’1identification structurale par les techniques spectroscopiques usuelles telles que la résonance
magnétique nucléaire du proton (RMN-1H) et celle du carbone-13 (RMN-13C).

1.4.4. Outil statistique

L’¢étude de la variabilité chimique des huiles essentielles est fondamentale pour la
détermination des facteurs qui peuvent influencer leur composition chimique comme les
criteres environnementaux (altitude, nature du sol, climat), physiologiques (morphologie du
végétal, stade végétatif) ou encore génétiques. Pour étudier la diversité des huiles essentielles
d’une plante, il est indispensable d’effectuer un traitement statistique des données qualitatives
et/ou quantitatives relatives aux constituants des matrices étudiées. Pour cela, les deux outils
les plus fréquemment utilisés sont 1’Analyse en Composantes Principales (ACP) et la
Classification Ascendante Hiérarchique (CAH) [30]. L'ACP est une méthode descriptive qui
consiste a déterminer les axes facteurs principaux sur lesquels sont projetés les individus.
C’est une méthode trés efficace pour I'analyse des données quantitatives sous la forme de
tableaux a M observations (individus) sur N variables (constituants). Elle permet de :

e Visualiser et analyser plus rapidement les corrélations entre N variables ;
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e Visualiser et analyser les M observations premiéres diffusées par N variables sur des
graphiques a deux ou trois dimensions, construits a ce que la dispersion entre les
données soit aussi bien préservée que possible. Dans notre cas, M sont les stations de
récolte des échantillons végétaux tandis que les N sont les pourcentages (%) des
constituants des huiles essentielles.

La Classification Ascendante Hiérarchique a pour but de regrouper les individus en
classes homogenes en fonction de 1’étude de certaines caractéristiques de ces individus. Elle
permet de décrire les données en procédant a une réduction du nombre d’individus. Par
classes homogeénes, on entend regrouper les individus qui se ressemblent et séparer ceux qui
sont eloignés [31]. Dans 1’approche CAH, le critére de qualité d’une partition est d’avoir une
inertie intra-classe la plus petite possible (ou d’une maniére équivalente une inertie interclasse
la plus grande possible) en fonction du nombre de classes de chaque partition [32].

1.5. Activités biologiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles possedent de nombreuses activités biologiques. Dans des
préparations pharmaceutiques, les terpénes phénoliques, comme le thymol et le carvacrol sont
souvent utilisés comme antiseptiques, antibactériens et antifongiques. Le thymol est trés
irritant, astringent et caustique. Dans les domaines phytosanitaires et agroalimentaires, les
huiles essentielles ou leurs composés actifs pourraient également étre employés comme
agents de protection contre les champignons phytopathogenes et les microorganismes
envahissant les denrées alimentaires.

Les huiles essentielles ont une double action contre les bactéries : elles peuvent les
tuer (effet bactéricide) et elles en arrétent la prolifération (effet bactériostatique). Les plus
puissantes pour cela sont celles qui contiennent des phénols, lesquels sont utiles pour lutter
contre les infections bactériennes, virales et parasitaires [33].

Les virus sont tres sensibles aux molécules aromatiques contenues dans les huiles
essentielles, ce qui confére a ces dernieres la capacité de combattre certaines pathologies
virales, les huiles essentielles arrétent le développement des virus et facilitent 1’élimination du
mucus tout en stimulant le systéme immunitaire [33].

Les aldéhydes contenus dans un grand nombre d’huiles essentielles ont la propriété de
combattre les inflammations telles que les rhumatismes, les allergies ou larthrite. Les
composés actifs agissent en empéchant la libération d'histamine ou en réduisant la production
de médiateurs de l'inflammation.

Par ailleurs, les huiles essentielles présentent des propriétés cicatrisantes reconnues
depuis I’antiquité et utilisées en temps de guerre pour soigner les blessés. En effet, elles ont le
pouvoir de régéneérer les tissus qui ont été abimés et favoriser la cicatrisation des blessures
[33].
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Un grand nombre d’huiles essentielles ont la capacité d’activer la circulation sanguine,
de réduire les hémorroides et de soulager les jambes lourdes. Elles ont aussi une action sur le
systéme digestif. Elles sont efficaces contre la formation de gaz au niveau abdominal [33].

I1. Les Polyphénols

I11.1. Introduction

Les composés phénoliques ou les polyphénols sont des produits du métabolisme
secondaire des végétaux possédant plusieurs groupements phénoliques avec ou non d’autres
fonctions et comportant au moins 9000 structures différentes connues [34]. lls sont
caractérisés par la présence d’au moins un noyau benzénique auquel est directement lié au
moins un groupement hydroxyle libre ou engagé dans une autre fonction tels que : éther,
ester, hétéroside...etc [35-36]. Les classes principales de composants phénoliques sont: les
acides phenoliques (acide caféique, acide hydroxy cinnamique, acide chlorogénique), les
flavonoides qui représentent plus de la moitié des polyphénols, les tanins et les coumarines
[37-38].

Les polyphénols sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs : racine,
tige, feuille, fleur et fruit [39]. Ils font partie intégrante de 1’alimentation humaine et animale
[40]. Ces corps jouent un r6le fondamental car ce sont des éléments de qualités sensorielles
(couleur et caracteres organoleptiques) et nutritionnelles importantes qu’on trouve chez les
veégétaux, tels que les Iégumes, les fruits, les céréales ou les fruits secs, ainsi que dans les
boissons, le café, le cacao ou le thé. L’homme consomme environ un gramme de polyphénols
chaque jour, soit dix fois plus que de vitamine C et 100 fois plus que de caroténoides ou
vitamine E [41]. L'activité antioxydante des polyphénols est reconnue et pourrait expliquer
leur réle potentiel dans la prévention de plusieurs maladies associées au stress oxydatif, telles
que le cancer, les maladies cardio-vasculaires et neuro dégénératives.

11.2. Structure chimique et classification

La structure chimique est commune a tous les polyphénols avec 1’existence d’un ou
plusieurs noyaux aromatiques hydroxylés. Les polyphénols sont classés en différents groupes
en fonction du nombre de noyaux aromatiques qui les composent et des éléments qui les
relient.

On distingue les phénols simples (parmi eux les acides phénoliques), les flavonoides,
les lignanes et les stilbenes [42]. En plus de cette diversité, les phénols sont présents
naturellement sous forme conjuguée avec des sucres, des acides organiques et entre eux. Les
polyphénols sont répartis en plusieurs classes :

» Les phénols simples (C6) : un seul noyau phénol comme pour les acides phénoliques
(C6-C1).

» Les flavonoides (C6-C3-C6) : 2 noyaux aromatiques reliés par un heétérocycle
OXYygéné.

-
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Les tanins hydrolysables et non-hydrolysables.

Les stilbenes (C6—-C2—-C6).

Les lignanes, les lignines et les coumestanes : 2 unités de phényl propane.
Autres phytoestrogenes

Les saponines (triterpenoides)

YV VYV VYV

Les phytostérols et les phytostanols [43]. Bien qu'ils ne soient pas des polyphénols, on
ajoute ordinairement a cette liste les isothiocyanates qui dérivent de I'hydrolyse des
glucosinolates [44].

11.3. Effets biologiques des polyphénols

Associés a de nombreux processus physiologiques, les polyphénols interviennent dans
la qualité alimentaire et sont impliqués lorsque la plante est soumise a des blessures
mécaniques. La capacité¢ d’une espece végétale a résister a I’attaque des insectes et des
microorganismes est souvent corrélée avec la teneur en composés phénoliques [34].

Les composés polyphénoliques montrent des activités anti-carcinogénes, anti-
inflammatoires, antiathérogénes, anti-thrombotiques, analgésiques, antibactériennes,
antivirales [45], anti-allergenes, vasodilatatrices [46] et antioxydantes [47].

Ces composés sont d’ailleurs de plus en plus utilisés en thérapeutique. Ils sont regroupés dans
la catégorie des veinotoniques et des vasculoprotecteurs. Parmi les veinotoniques, nous
citerons le Relvenet ou le Cirkantrenfermant du ruténoside, le Daflont ou le Diosmilt qui
renferment de la diosmine. Un certain nombre de molécules polyphénoliques sont également
en étude clinique comme des antiagrégants plaquettaires ou hypotenseurs [40].

I11.4. Flavonoides

L’expression flavonoide proviendrait du terme flavedo, désignant la couche externe
des écorces d'orange [48].

Figure 1 : Structure de base des flavonoides [44].
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Cependant, d'autres auteurs supposaient que le terme flavonoide a été plutét prété du
mot latin flavus; (flavus=jaune) [49-50]. Occupant une place prépondérante dans le groupe
des phénols, les flavonoides ont été isolés par le scientifique E.Chervreul en 1814, mais n’ont
été réellement découverts qu'en 1930 par Albert Szent-Gydrgyui. Ils ont été désignés sous le
nom de vitamine P (P étant la premiére lettre du mot perméabilité), en raison de leur efficacité
a normaliser la perméabilité vasculaire. Cette dénomination fut abandonnée lorsqu'on se
rendit compte que ces substances ne correspondaient pas a la définition officielle des
vitamines et que ces substances appartiennent aux flavonoides [51].

Les travaux relatifs aux flavonoides ont été multipliés depuis la découverte du célébre
"french paradox" observant a un taux de mortalité cardiovasculaire faible chez les habitants
des régions méditerraneéennes, associant une consommation de vin rouge a une prise
importante de graisses saturées [50, 52]. Par ailleurs, prés de 4000 flavonoides ont été décrits
[53].

11.4.1. Structure chimique et classification

Les flavonoides présentent un squelette de base a quinze atomes de carbone (Figure
1), fait de deux cycles aromatiques benzéniques qui désignent les lettres A et B reliés par un
hétérocycle oxygéné qui désigne la lettre C [54]. Le pont a 3 carbones entre les deux phényles
forme généralement un troisieme cycle pyrone. La distinction des sous-classes se fait sur la
base de la conformation de cette structure centrale.

De facon générale, les flavonoides se trouvent soit a 1’état libre et sont dits aglycones,
soit sous forme de C- ou O-glycosides, et dans ce cas ils sont liés a des sucres tels que le
glucose, le rhamnose ou I’arabinose. Ils peuvent en outre étre des monomeres ou des
oligomeres [44].

Les flavonoides peuvent étre subdivisés en plusieurs classes dont les plus importantes
sont : les flavones, les isoflavandiols, les flavanols, les flavondiols, les aurones, les chalcones
et les anthocyanines [55].

11.4.2. Localisation et distribution

Les flavonoides sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs : racine,
tige, feuille, fruit, graine, bois, fleur et pollen [56].

Les formes hétérosidiques des flavonoides s’accumulent dans les vacuoles et selon les
especes, elles se concentrent dans 1’épiderme des feuilles ou se répartissent entre 1’épiderme
et le mésophylle. Dans le cas des fleurs, elles sont concentrées dans les cellules épidermiques
[35].

Les flavanones se trouvent dans les agrumes et les isoflavones dans le soja. Les
anthocyanes et les flavonols sont d’une large distribution dans les fruits et les 1égumes tandis
que les chalcones se trouvent plus fréquemment dans les pétales des fleurs et qui sont
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considérées comme des pigments naturels au méme titre que les chlorophylles et les
caroténoides [35, 48].

11.4.3. Activités biologiques des flavonoides

Comme cela a été démontré par de nombreux travaux, les flavonoides constituent des
molécules de défense contre plusieurs organismes pathogénes et leurs propriétés ont été
exploitées pour leur potentiel thérapeutique contre des microorganismes. On leur reconnait
des activités antivirales, anti tumorales, antiinflammatoires, antiallergiques et anticancéreuses.
Ils ont également des actions positives sur le diabéte, les maladies d’Alzheimer et du
Parkinson.

I1.5. Tanins

Cette classe désigne le nom général descriptif du groupe des substances phénoliques
polymeériques de structures variées. Le terme tanin dérive de la capacité de tannage de la peau
animale en la transformant en cuir par le dit composé. Les tanins sont des molécules
fortement hydroxylées qui peuvent former des complexes insolubles lorsqu’ils sont associés
aux glucides, aux protéines et aux enzymes digestives, réduisant ainsi la digestibilité des
aliments. lls peuvent étre liés a la cellulose et aux nombreux éléments minéraux [57].

OH
OH

HO @)
OH

OH

OH

Figure 2 : Structure des tanins [58].
11.5.1. Classification

Selon la structure, on distingue habituellement chez les végétaux supérieurs, deux
groupes de tanins différents par leur structure aussi bien que par leur origine biogénétique :
Les tanins hydrolysables et les tanins condensés [35].

» Tanins hydrolysables : IIs sont des oligo ou des polyesters de glucides et d’un nombre
variable d’acide phénol. Le sucre est trés généralement le D-glucose et 1’acide phénol
est soit 1’acide gallique dans le cas des gallotanins soit I’acide ellagique dans le cas
des tanins classiqguement dénommeés ellagitanins [59-60].
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» Tanins condensés ou tanins catéchiques ou proanthocyanidols : lls se different
fondamentalement des tanins hydrolysables. Leur structure voisine de celle des
flavonoides est caractérisée par I’absence de sucre. Il s’agit de polymeéres flavaniques
constitués d’unités de flavan-3-ols liées entre elles par des liaisons carbone-carbone.
Les proanthocyanidols ont été isolés ou identifiés dans tous les groupes végétaux,
gymnospermes et fougeéres [35].

11.5.2. Localisation et distribution

Les tanins sont tres répandus dans le régne végétal ou ils sont particulierement
abondants dans certaines familles comme les coniféres, les fagacées et les rosacées. lls
peuvent exister dans divers organes : I'écorce, la feuille, le fruit, la racine et la graine [61].

11.5.3. Utilisation des tanins

Dans notre alimentation, 1’astringence est la qualité organoleptique qui indique la
présence des tanins. Elle a un réle important dans le choix des aliments (corrélation inverse
entre les especes végétales choisies et leur teneur en tanins) [62]. lls sont utilisés comme
antidiarrhéiques, vasoconstricteurs et hémostatiques, mais surtout comme protecteurs
veineux dans le traitement des varices et hémorroides hémostatiques [63]. Les tanins
favorisent aussi la régénération des tissus et la régulation de la circulation veineuse et
tonifient la peau dans le cas des rides [58].

I1s sont largement employés dans 1’industrie du cuir surtout dans celle des vernis et des
peintures [63].

1. Activités biologiques des plantes
111.1. Méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante

Ces dernicres années, ’intérét porté aux antioxydants naturels, en relation avec leurs
propriétés thérapeutiques, a augmenté considérablement. Des recherches scientifiques dans
diverses spécialités ont été développées pour I’extraction, 1’identification et la quantification
de ces composes a partir de produits naturels [64-66].

L’utilisation des antioxydants synthétiques dans les industries agroalimentaire,
cosmétique et pharmaceutique est suspectée a long terme d’effets tératogénes, mutagenes et
cancérigéenes [67]. Plusieurs limites et restrictions ont été mises en place concernant leur
utilisation, leur substitution par des antioxydants naturels s’aveére primordial. Les plantes
constituent une source importante d’antioxydants naturels. Ces derniers sont apparus comme
alternative aux antioxydants synthétiques, et ils sont aujourd’hui généralement préférés par les
consommateurs [68].

Un antioxydant peut étre défini comme étant toute substance qui est capable, a
concentration relativement faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables
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pour retarder ou empécher 1’oxydation de ces substrats [69]. On parle de stress oxydatif des
que le systéme antioxydatif n’est plus capable de prévenir les dégats occasionnés par les
substances oxygénées réactives.

Les antioxydants sont des composés naturels ou synthétiques qui permettent de ralentir
le phénomene d’oxydation et protéger le systéme cellulaire contre les effets des processus
potentiellement nocifs qui causent 1’oxydation excessive. En particulier, ils stabilisent les
radicaux libres et les empéchent de poursuivre leur pouvoir de destruction. Ils bloguent
I’initiation en complexant les catalyseurs, en réagissant avec 1’oxygéne, ou des agents de
terminaison capables de dériver ou de piéger les radicaux libres. Ils agissent aussi en formant
des produits finis non radicalaires. D’autres interrompent la réaction en chaine de
peroxydation en réagissant rapidement avec un radical d’acide gras avant que celui-Ci ne
puisse réagir avec un nouvel acide gras. Néanmoins, 1’organisme humain n’est pas capable
d’assurer la biosynthése de la plupart des antioxydants, notamment ceux de nature
phénolique ; il doit donc aller les chercher dans son alimentation ou leur existence est alors
indispensable au bon fonctionnement de nos cellules [70-72].

Cette derniere décennie a connu une Véritable explosion d’articles scientifiques sur les
antioxydants naturels. De trés nombreuses études a travers le monde ont démontré
I’implication des antioxydants dans la lutte contre diverses pathologies chroniques, tels que le
diabete, I’obésité, les maladies neurodégenératives, les cancers etc.

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer, in vitro et in vivo, ’activité
antioxydante. Ces méthodes different entre elles en termes de mécanismes de réaction,
substrat et antioxydant, états des réactions et la forme dont sont exprimés les résultats. Une
meilleure compréhension de ces méthodes contribue a I’interprétation correcte des résultats.
Les méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante ne sont pas standardisées. De nombreux
facteurs entrent en jeu. En effet, la méthode choisie est fortement liée aux parametres
réactionnels: le solvant, le temps de réaction, le pH, etc. [73] Ces méthodes d’évaluation
peuvent varier selon la nature des radicaux libres, ainsi que selon les techniques analytiques
impliquées dans le fonctionnement des processus d’oxydation. On décrit ci-dessous quelques
methodes in vitro d’investigation de 1’activité antioxydante.

11.1.1. Test de piégeage du radical libre DPPH:

Le compose chimique 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle (o,0-diphenyl-f
picrylhydrazyle) fut ’'un des premiers radicaux libres utilisé pour etudier la relation structure
activité antioxydante des composés phénoliques [74-75].

La réduction du radical DPPH par un antioxydant peut étre suivie par
spectrophotométrie UV visible, en mesurant la diminution de 1’absorbance a 517nm
provoquée par la présence des extraits phénoliques. Initialement violet, le DPPH se décolore
lorsque 1’¢électron célibataire s’apparie. Cette décoloration est représentative de la capacité des
composés phénoliques a piéger ces radicaux libres indépendamment de toutes les activités
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enzymatiques. Ce test permet alors d’obtenir des informations sur le pouvoir anti radicalaire
direct des différentes substances phénoliques des extraits [76].

111.1.2. Test de réduction du fer FRAP

Comme son nom I’indique, cette technique a été¢ développée pour mesurer la capacité
du plasma a réduire le fer ferrique (Fe®") en fer ferreux (Fe?*). En effet le Fe* participe a la
formation du radical hydroxyle par la réaction de Fenton. Les ions Fe** a un pH faible,
forment un complexe avec la 2,4,6-tris(2-pyridyl)-1,3,5-s-triazine (TPTZ) de couleur bleue
qui a une absorption maximale a 594 nm. Ainsi, la formation de ce complexe indiquera un
pouvoir réducteur et déterminera la capacité d’un composé a se comporter comme un
antioxydant. Les valeurs sont obtenues par comparaison de 1’absorbance a 594 nm du
mélange réactionnel contenant 1’échantillon a tester avec celle d’un mélange réactionnel
contenant une concentration connue en Fe?* [77-78].

111.2. Méthodes d’évaluation de ’activité antimicrobienne

Plusieurs recherches ont été concentrées sur l’investigation des produits naturels
comme une source de nouvelles molécules bioactives antimicrobiennes pour traiter les
maladies infectieuses, d’ou I’intérét de la recherche et le développement de la phytothérapie.
Dans cette optique, plusieurs instituts de recherches ont procédé a des investigations dans
I’é¢tude de I’activité biologique de plantes médicinales originales de diverses régions du
monde. Certains extraits et huiles essentielles de plantes se sont montrés efficaces dans
I’inhibition de la croissance d’une grande variété de souches bactériennes.

D’autre part, les risques de contamination microbienne provenant de la manipulation
et la conservation des aliments sont de plus en plus fréquents. En outre, le recours croissant a
des méthodes de conservation des aliments en utilisant des produits naturels, nécessite le
développement de nouvelles méthodes de conservation basées sur I'ajout d'extraits de plantes.
Ces méthodes de conservation représentent un besoin vital et pourraient éventuellement étre
une alternative aux antimicrobiens de synthese. Il est donc nécessaire de développer des outils
aiguisés pour tester ’activité antimicrobienne des produits naturels. On rapporte ci-dessous
quelques techniques d’évaluation de ’activité antibactérienne.

111.2.1. La méthode de diffusion sur disque

La méthode des disques est une technique qualitative qui donne uniquement une idée
sur la présence ou l’absence de substances antimicrobiennes. Elle permet d’évaluer la
sensibilité des bactéries aux antibiotiques et demeure I'une des méthodes les plus utilisées en
routine. Elle permet aussi une variété dans le choix des antibiotiques et ne requiert aucun
matériel particulier.

Dans cette technique, les agents antimicrobiens de concentration déterminée,
diffuseront dans le milieu et inhiberont la croissance des microorganismes sensibles en
formant une zone d’inhibition autour du disque. Le principe de la technique est relativement
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simple. Elle utilise des disques de papier buvard imprégnés d'une concentration donnée
d'antibiotique déposé a la surface d'une gélose specifique (Mueller-Hinton) coulée en boite de
pétri uniformément ensemencée d'une suspension de la bactérie étudiée. Lorsqu’un disque
imprégné d’antibiotique est placé sur une gélose préalablement inoculée avec la bactérie
testée, il s’humidifie et ’antibiotique diffuse relativement dans la gélose en formant ainsi un
gradient de concentration. L’antibiotique est présent en forte concentration a proximité du
disque et affecte des micro-organismes méme faiblement sensibles. Par contre, les organismes
résistants se développent jusqu’au disque. Plus, on s’écarte du disque, plus la concentration en
antibiotique diminue et seules les bactéries pathogénes les plus sensibles sont affectées [79].
Les diamétres des zones d'inhibition permettent d'apprécier la sensibilité des germes. La
lecture des résultats est basée sur la mesure des diameétres des zones d’inhibitions en (mm) qui
doivent étre uniformément circulaires [80-81].

111.2.2. La méthode de dilution en milieu liquide

Le but des méthodes de dilution en bouillon et en gélose est de déterminer la
concentration plus faible de chaque fraction ne montrant aucune croissance. Celle-ci sera
considérée comme la concentration minimale inhibitrice (CMI). Cependant, la CMI ne
représente pas toujours une valeur absolue. La « véritable » CMI est un point entre la plus
basse concentration qui empéche la croissance de la bactérie et la concentration inférieure
immediate. Elle est confirmée par la recherche de la concentration minimale bactéricide. La
CMB est définie comme la plus faible concentration de ’antibiotique qui détruit 99,9% de la
concentration cellulaire finale. La sensibilité d'une bactérie est mesurée par la concentration
minimale inhibitrice (CMI) de I'antibiotique considéré ; c'est la méthode de référence
préconisée par I'OMS [82].

111.3. Activité antifongique

La multirésistance fongique pose de grands problémes au niveau de la protection des
plantes. En effet, il ne reste que peu de produits antifongiques efficaces contre certains agents
multirésistants. Les scientifiques sont donc a la recherche de nouveaux produits d’origine
naturelle, présentant moins de danger pour la santé. Les huiles essentielles extraites de plantes
ont prouve leur efficacité contre les infections dites fongiques comme les mycoses causées
par certains champignons. Il existe différents types de champignons dits pathogenes.

Dans ce travail de these, nous avons ciblé les champignons phytopathogenes
spécialement ceux qui attaquent les arbres tels que Penicillium expansum responsable de la
pourriture des fruits (surtout les pommes et les poires), Fusarium graminearum qui infecte de
nombreuses céréales, les graminées et autres plantes ainsi que Zymoseptoria tritici qui est la
cause d’une des principales maladies du blé : la septoriose difficile a contrbler. Ces différentes
maladies des plantes sont trés handicapantes pour 1’agriculture car elles affectent la
production et entrainent une diminution du rendement et de la qualité [83].

Plusieurs stratégies chimiques permettant de lutter contre 1’invasion d’une plante par
un champignon, ont été appliquées jusqu’a ce jour. Cependant, et en dépit de leur grande

.
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efficacité dans le contrble et la protection des récoltes, ces produits de synthese ont engendré
des effets néfastes sur la santé humaine et environnementale [84-85]. En effet, la prise de
conscience du colt environnemental de ces pratiques et les craintes des consommateurs du
danger que peuvent constituer les résidus de pesticides pour la santé humaine, font naitre un
intérét grandissant pour des alternatives non toxiques. En effet, la communauté scientifique
s’est donc vue obligée de rechercher de nouveaux produits aussi efficaces que les produits de
synthése et avec un minimum d’effets sur I’homme et I’environnement. La recherche s’est
donc orientée vers les composés naturels issus des plantes comme les huiles essentielles qui
pourraient étre des composés alternatifs aux fongicides.
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. L’espece Daphne gnidium L. (Thymeleaceae)
I.1. Famille des Thymeleaceae

Les Thymelaeaceae sont une petite famille de dicotylédones composée de quelques
1200 espéces réparties en 67 genres. Elles ont des utilisations trés diverses qui conférent une
importance économique non négligeable dans les régions ou elles poussent. Des especes des
genres Daphne, Dais, Dirca et Pimelea sont par exemple cultivées comme arbustes
ornementaux aux fleurs parfois persistantes et généralement parfumées. L’écorce de plusieurs
genres, particulierement Wikstroemia, Daphne, Edgeworthia et Thymelaea, est exploitée pour
la fabrication locale de papier. De I’encens est également recueilli aprés incision du tronc de
certaines especes de Wikstroemia. Dans certaines régions méditerranéennes, 1’écorce des
especes de Daphne est utilisée pour étourdir chimiquement les poissons. Aux Antilles,
Lagetta linearia Lam., ou « arbre a dentelle », fournit une écorce décorative [86-87]. Les
membres de cette famille sont répandus dans les zones tempérées de la planéte,
particulierement en Afrique et les zones tropicales mais sont absents dans les régions aux
climats les plus froids [88].

Les Thymelaeaceae sont réputées étre toxiques de par leur teneur en esters
diterpéniques de type tigliane ou daphnane [89-90].

I.1.1. Description botanique des Thymelaeaceae

Les Thymelaeaceae sont principalement des arbustes et leurs caractéres
morphologiques principaux sont les suivants [87]

» Feuilles : alternes (rarement opposées) ;
» Fleurs : réguliéres, bisexuées, piéces florales normalement par 4 ou 5, regroupées en
racemes, en capitules ou en fascicules.
» Fruit : akene, baie, drupe ou parfois capsule, graine possédant peu ou pas d’albumen,
embryon droit.
1.2. Présentation de I’espéce Daphne gnidium L.

Les daphnés sont des arbrisseaux ou plantes herbacées annuelles de la famille des
Thyméleacées, appartenant au genre « daphne » connues en Asie, en Australie, en Europe et
en Afrique du nord et qui renferme environ 70 especes. Parmi les espéces les plus répandues
de ce genre: Daphne mezereum (L) (Bois gentil), Daphne laureola (L) (La lauréole) et
Daphne gnidium (L) (Le garou) [91].

Daphne est le nom de la nymphe Daphné métamorphosée en laurier (Mythologie
grecque). Le nom gnidium fait référence a Cnide, ville de la Grece antique.

-
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ALLAL A.

Figure 3 : Espece Daphne gnidium L.
1.2.1. Description botanique

D. gnidium est un arbuste des sables atlantiques et des garrigues méditerranéennes, de
60 cm a 2 m de hauteur ou plus, a rameaux minces trés feuillés. Il se caractérise par des
racines longues, épaisses, rigides, blanches a I’intérieur et rougeatres a 1’extérieur et existe
dans tout le Tell de I’Algérie [92]. Les tiges pouvant atteindre 70 cm & 1 m de hauteur, sont
droites, divisées des leur base en rameaux souples, minces, tres feuillés, d’une couleur brune
cendrée [93]. Les feuilles persistantes ou caduques sont lancéolées-linéaires, larges de 5 a
7mm au plus, cuspides et trés denses. Les inflorescences terminales sont en panicule rameuse
longue de 5-10 cm, entierement blanches tomenteuses. Les fleurs sont blanches, caduques et
odorantes. Le fruit est une baie nue, ovoide de 5 a 8 mm, d’abord verte, redevenant rouge vif
a maturité puis oranger, a épicarpe brillant en murissant avec une seule graine (monosperme).
La graine est ovoide a un seul embryon et a albumen triploide.

La floraison est longue et s’étale de mars a octobre et c’est pour cette raison que fleurs
et fruits coexistent ; il s’agit d’une plante entomogame [92, 94-95].
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1.2.2. Classification systématique (98)

Régne Plantae (plantes)
Embranchement Magnoliophyta (plantes a grains)
Sous-embranchement Angiospermes

Classe Dicotylédones

Sous-classe Rosidées (Eurosidees)

Ordre Malvales

Famille Thymeleacées

Tribu Daphneae

Genre Daphne

Espéce Daphne gnidium L. (1753)

Nom francais Daphné Garou, Thyméle, Sain-bois, Daphné paniculé [96]
Nom anglais Flax-leaved Daphne (94)

Nom vernaculaire Lazzaz, inif, methnane (97)

1.2.3. Utilisation thérapeutique de Daphne gnidium L.

D. gnidium est une plante utilisée depuis longtemps dans la médecine traditionnelle
comme purgative et antiseptique. L’écorce a été utilisée comme un agent diurétique, dans le
traitement des douleurs dentaires [88] et contre 1’hépatite [89]. Cette plante était utilisée aussi
sous forme de pommade aux propriétés épispastiques et cicatrisantes ainsi que dans les
traitement des affections dartreuses et de la syphilis [89, 99]. Les feuilles en infusion ont été
employées comme un agent hypoglycémiant [100], pour le traitement des maladies cutanées
et dans les avortements [99, 101].

En phytothérapie, la plante est indiquée aussi dans le traitement des leucémies, des
tumeurs solides, la sclérose en plaque, le sida ainsi contre la gale [102-104]. De plus, les
femmes 1’utilisaient autrefois pour teindre leurs cheveux en noir. En effet, au Maroc, les
feuilles séchées et pulvérisées en mélange avec le henné sont préparées pour traiter les
cheveux. La plante est aussi utilisée dans les soins capillaires pour le lissage des cheveux et
contre les pellicules [95].

1.1.4. Toxicité de Daphne gnidium L.

Cette plante est considérée comme dangereuse en raison de sa toxicité mortelle qui
provient plus particulierement des fruits et des écorces. Cette toxicité est due a la présence
d’une résine vésicante, la mézéréine, associée a un hétéroside acre, la daphnine qui donne par
hydrolyse la dihydroxycoumarine [91, 93].

L’écorce des tiges et des racines est vésicante et peut provoquer une rubéfaction
intense par frottement sur la peau [88, 104]. L’ingestion des fruits déclenche une ulcération du
tube digestif avec nausées, des spammes digestifs violents, la diarrhée, du vomissement, des
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convulsions et la difficulté de déglutition. En outre, une dose de 12 baies pourrait étre
mortelle chez 1’adulte [91, 101].

1.2.5. Travaux scientifiques réalisés sur Daphne gnidium L.

La premiére espece a laquelle nous nous sommes intéressés a été, jusqu’a nos jours,
moyennement etudiee.

D. gnidium L. appartient aux Thymelaeaceae, une famille relativement méconnue
(difficultés dans la classification botanique) possédant par contre des utilisations
traditionnelles tres nombreuses en dépit de la toxicité de certaines especes.

Par rapport aux travaux et aux publications consacrés aux Asteraceae et aux Fabaceae
par exemple, la famille des Thymelaeaceae reste tres peu étudiée.

Dans ce qui suit, nous allons donner un apergu sur les métabolites secondaires produits
par les Thymelaeaceae en général et par D. gnidium L. en particulier, ainsi que leurs activités
biologiques.

Une attention particuliére a été portée sur la classe de composés la plus caractéristique
des Thymelaeceae : les diterpénes. En effet, ils sont responsables de la toxicité de ces plantes
qui restent quand méme utilisées en médecine traditionnelle. Bien que ces diterpénes soient
d’une grande variabilité structurale, ils dérivent tous des squelettes de base tigliane et
daphnane [105].

Figure 4 : Structure de Tigliane Figure 5 : Structure de Daphnane

Par ailleurs, les Thymelaeceae contiennent une autre classe intéressante de métabolites
secondaires : les coumarines. Isolées initialement des différentes espéces de Daphne, nous y
trouvons la daphnétine et ses dérivés comme la daphnine.
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Coumarine :

Daphnétine R1=R2=0H

Daphnine R1=0H ; R2=0-glu

Figure 6 : Structure des coumarines Daphnétine et Daphnine

D’autre part, quoique les coumarines soient largement répandues dans les plantes, une
petite quantité de bicoumarines a été répertoriée a ce jour chez les Thymelaeaceae ou la
premiére bicoumarine isolée de cette famille était la daphnorétine [106].

Une autre caractéristique des Thymelaeaceae est la diversité de leur métabolisme
flavonoidique. Nous y rencontrons des flavones, des flavonols, des flavanones, des C-
glycosyl flavones, ainsi que des biflavonoides [107].

La littérature rapporte que diverses espéces de Daphne contiennent plusieurs types de
métabolites secondaires tels que les coumarines, les flavonoides, les lignanes, les diterpénes et
les triterpénoides [108].

En parallele, de nombreuses activités biologiques ont également été documentées : les
activités anti-inflammatoires, antioxydantes, cytotoxiques, anti tumorales et antimicrobiennes
[109].

En effet, I’investigation phytochimique des tiges de D. gnidium a permis d’isoler
quatre coumarines (daphnétine, daphnine, acétylumbelliférone et daphnorétine) et sept
flavonoides (lutéoline, orientine, isoorientine, apigénine-7-O-glucoside, genkwanine, 5-O-f-
D-primeverosylgenkwanine et 2,5,7,4 -tétrahydroxyisoflavanol) dont les structures ont été
déterminées par comparaison de leurs propriétés physiques (UV, IR, SM, RMN!H et C) ;
des composeés reconnus pour leurs effets antimicrobiens contre Bacillus lentus et Escherichia
coli [108].
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Figure 7 : Structure de Yuankanin

Par ailleurs, un screening phytochimique de 1’extrait a I’acétate d’éthyle des feuilles de
D. gnidium a été réalisé afin de mettre en évidence les tannins, les flavonoides et les
coumarines ou une quantification des contenus en polyphénols totaux, flavonoides et tannins
a été effectuée en utilisant respectivement les réactifs spécifiques Folin-Ciocalteau, AICl3 et
Folin-Denis [110].

Les Thymelaeaceae en général, ne constituent pas une famille de plantes a huiles
essentielles, mais de nombreux genres comme la Daphne produisent des fleurs odorantes qui
pourraient tre riches en résine et en huile essentielle. Cependant, aucun travail sur 1’huile
essentielle ni sur I’hydrolat de D. gnidium n’a été rapporté jusqu’a ce jour.

Quant aux autres travaux répertoriés sur D. gnidium, de nombreux criblages a large
¢échelle ont été réalisés, a la recherche d’activités biologiques des plus diverses. En effet,
beaucoup d’extraits bruts ont été soumis aux tests biologiques et biochimiques, afin d’évaluer
leur potentiel bioactif.

Les groupes phytochimiques précédemment cités sont constitués de composés
antimicrobiens dont leur présence dans les extraits végétaux ne pourrait donc que justifier
I'activité observée. En effet, dans les années 1996 et 1997, Lauk et al. ont évalué les extraits
méthanoliques des feuilles et de 1’écorce de D. gnidium pour leurs activités antibactérienne et
antimycotique [111-112].

Une année apres, Il a été prouvé que l'extrait d'écorce de cette plante provoque des Iésions
cutanées photochimiques [113].

Une activité antivirale exercée par des diterpénes des parties aériennes de D. gnidium
(daphnetoxine, gnidicine, gniditrine et excoecariatoxine) a été mise en évidence [102].
Cependant, certains composés comme la daphnorétine et 1’apigénine se trouvant dans les
feuilles, ont montré une activité antitumorale intéressante [114]. Une investigation sur la
méme activité a été poursuivie en 2014 ou Chaabane et al. [115] ont étudié la capacité
inhibitrice des extraits de chloroforme, de méthanol et de butanol des feuilles de D. gnidium
qui ont révélé une inhibition de la prolifération des lignées cellulaires de mélanome (B16 FO
et B16 F10) ; deux types de cellules cancéreuses de la peau chez des souris.
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De plus, les extraits de feuilles de D. gnidium ont montré une activité anti-leucémique
marquée en perturbant le cycle cellulaire de K562 et par 1’inhibition de la P-glycoprotéine
humaine dans la lignée cellulaire K562/R7 [103].

Chaouki et ses collaborateurs [116] ont rapporté que I’extrait d’acétate d’éthyle des
racines de D. gnidium exerce aussi un effet apoptotique et antiprolifératif sur les cellules du
cancer du poumon et de I’hépatome.

Dans une autre étude, les effets de l'extrait a 1’acétate d'éthyle des feuilles de D.
gnidium a 100 pg/mL sur la fonction cellulaire immunitaire ont été évalués in vitro sur des
souris. Les résultats obtenus ont montré que cet extrait agit comme anti-inflammatoire en
inhibant la prolifération des macrophages et des lymphocytes chez ces souris. Cette activité
anti-inflammatoire a été examinée en mesurant la sécrétion des molécules pro-inflammatoires:
I’I1-1B, NO et TNF- o [110].

D’autre part, 1’activité antifongique réalisée par Mohammedi et Atik [117] a montré
qu’a la concentration de 10 pg/mL, I’extrait de feuilles de D. gnidium exerce une inhibition de
94 % sur la synthése de ’aflatoxine B1 de Aspergillus flavus.

La richesse des différentes parties de D. gnidium en polyphénols et en flavonoides lui
confére une activité antioxydante testée par I’inhibition de la peroxydation lipidique, in vitro,
par des systemes d’auto-oxydation et de I’oxydation ’acide linoléique par I’intermédiaire du
fer ou de ’EDTA [118]. La présente étude a démontré que certains extraits des feuilles de D.
gnidium possédent de puissantes activités antioxydantes et anti génotoxiques qui pourraient
étre attribuées aux composes tels que les flavonoides et les polyphénols [118].

Enfin, une étude récente a montré que 1’extrait méthanolique des feuilles de D.
gnidium, testé in vivo, présente des effets antigénotoxiques avec des activités antioxydantes et
des effets neuroprotecteurs élevés par 1’inhibition de buturyl-cholinestérase [119].

L’absence de données sur la composition chimique des huiles essentielles et des
hydrolats de D. gnidium L. nous a conduit & investiguer les métabolites volatiles et a évaluer
leur potentiel en termes d’activités biologiques.

Il.  L’espéce Atractylis humilis (Asteraceae)
I1.1. Famille des Asteracées

Les Astéracées, appelées aussi “Composées” sont les plantes angiospermes
dicotylédones (principalement herbacées) appartenant aux classes des gamopétales ou
astérides (Asteridae) et a ’ordre des Astérales. Il s’agit de la famille des Phanérogames la
plus vaste, avec prés de 1500 genres et plus de 26000 espéces dont 750 endémiques (suivant
les sources) et elle est la seconde en importance derriere celle des orchidacées. Elle est
présente dans toutes les régions du monde, principalement dans les régions tempérees et a
I’exception des podles [120]. Les Composées ont une distribution mondiale importante se
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caractérisant par une large diversification écologique. Toutefois, elles sont abondantes,
principalement dans les régions tropicales et subtropicales bordant les zones semi-arides et
désertiques mais elles sont moins fréquentes dans les foréts tropicales.

Les Astéracées peuvent étre annuelles, bisannuelles ou vivaces. On y trouve surtout
des plantes vivaces et a feuilles alternes. Dans la plupart des cas, les Astéracées sont des
plantes herbacées mais elles sont également représentées par des arbres, des arbustes ou des
lianes dont certaines sont également succulentes [121].

11.1.1. Description botanique des Asteracées

Les Astéracées ont la caractéristique commune d’avoir des fleurs réunies en capitules,
serrées les unes a coté des autres, sans pédoncules placées sur I’extrémité d’un rameau ou
d’une tige ou entourées d’une structure formée par des bractées florales. Cette structure en
forme de coupe ou de collerette est appelée un involucre [121]. La fleur des Astéracées est
trés particuliére : les étamines sont soudées par leurs antheres déhiscentes vers l'intérieur.
Sous les stigmates, sont situées des "brosses a pollen”.

L’inflorescence est ordinairement un compact de fleurs sessiles tubulées et/ou ligulées
sous tendu par un involucre de bractées disposées sur un ou plusieurs rangs. Les bractées
peuvent étre herbacées, scarieuses ou épineuses. Sur le réceptacle, les bractéoles, si elles sont
présentes, peuvent prendre la forme d’écailles, de soies ou de paillettes. Le capitule est
entouré a la base généralement par 1 a 6 séries de bractées dont I'ensemble forme I'involucre.

Le fruit est un akéne généralement surmonté d’un pappus (une aigrette de soies
correspondant au calice persistant). Le but du pappus est de favoriser la dispersion des graines
par le vent (anémochorie). Les caractéres du fruit sont généralement identiques pour les
diverses espéces du méme genre [122].

11.1.2. Applications médicinales et intérét, commercial, nutritionnel et pharmacologique
des Astéracées

La famille des astéracées occupe une place tout a fait singuliere dans des revues
médicales grace surtout aux lactones sesquiterpéniques qu’elle contient. Ces composés
phytochimiques sont une cause importante de la dermatite de contact [123].

L’utilisation thérapeutique majeure des astéracées est due essentiellement a leurs
activités anti inflammatoires et antimicrobiennes. En effet, les Astéracées sont largement
utilisées en médicine populaire pour guérir bon nombre de maladies [124] :

Artemisia annua: Armoise (artémisine) contre la malaria et le cancer

Arnica montana : traitement naturel des arthrites

Chamaemelum nobile (Camomille romaine) : antispasmodique, digestif

Matricaria recutita (Camomille vraie): traitement symptomatique de troubles
digestifs

YV V VYV
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» Silypbum marianum (Chardon marie) : traitement des troubles liés au foie et a la
vésicule biliaire

» Tanacetum sp (pyréthre): insecticide

» Tussilago: tussilage pectoral

I1.2. Présentation de I’espéce Atractylis humilis

Dans la famille des Astéracées, le genre Atractylis comporte une trentaine d’espéces
localisées sur le bord et les iles de la Méditerranée. Au moins, seize especes sont présentes en
Algérie ou Atractylis humilis, largement répandue, se développe en populations de faibles
effectifs disséminés au sein des pinedes claires. D’un caractére thermophile et clairsemé, ce
taxon affectionne plutdt les pelouses séches bien ouvertes. Cette espece rare est protégée
régionalement. Elle est également inscrite sur le livre rouge de la flore menacée en France.

Atractylis humilis est une espece liée aux sols squelettiques (lithosols, croltes calcaires plus
ou moins superficielles) [125].

Nom : Atractyle humble.
Nom scientifique : Atractylis humilis L., Atractylis coespitosa L.

Nom vernaculaire : Knoud [126], Kounida, Taboq [92].

Nom francais : Chardon [126].

Figure 8 : Espéece Atractylis humilis L.
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11.2.1. Description botanique

L’espéce A. humilis est une plante annuelle, vivace, épineuse a faibles épines. Cette
plante croit dans les foréts sur les zones rocheuses et les sols pierreux. Elle comporte en effet,
deux parties :

* Partie Aérienne

Les tiges sont droites, longues de 1-2 dm, glabres. Son involucre est cylindrique, court,
glabre, formé d’écailles imbriquées, tronquées au sommet. Il s’agit d’une plante a petites
feuilles, lancéolées, couvertes sur les deux faces d’une pubescence grise, réguliérement
dentées épineuses. Les capitules de 15mm sont globuleux ; les akenes sont couverts de poils
blancs, laineux ; les fleurs du rayon purpurines constituent des touffes épaisses, les extérieures
plus longues, parfois rayonnantes. Sa période de floraison est de juillet jusqu’a septembre

[92].

+ Partie souterraine
Les organes souterrains de couleur grise a I’état frais sont odorants. Les racines sont
développées et accompagnées de fines racines.

11.2.2. Classification systématique

Régne Plantae

Clade Campanulidées

Ordre Asterales

Famille Asteraceae

Sous famille Cardueoideae

Tribu Cardueae

Sous-tribu Carlininae

Genre Atractylis

Espéce Atractylis humilis L.,1753

11.2.3. Usage thérapeutique et Toxicité

Le genre Atractylis a de nombreuses propriétés médicinales. Dans le bassin
méditerranéen, il a été utilisé pour le traitement des troubles gastro-intestinaux, de I'obésité et
comme émétique dans l'intoxication par morsure de serpent. Il était également connu comme
antipyrétique pour traiter les maux de téte et les rhumes par fumigation. La poudre de la
racine, lorsqu'elle est appliquée a I'extérieur, agit contre les furoncles et les verrues. Dans la
médecine populaire d'Afrique du Nord, les espéces du genre Atractylis traitaient les ulcéres
syphilitiques et ont été employées pour provoquer les avortements et blanchir les dents [127-
130].

Localement, dans la région de Tlemcen, A. humilis a été considéré comme un remede
naturel efficace pour le traitement de diverses maladies. En effet, les racines décoctées sont
utilisées contre les affections gastro-intestinales [126] et les infections des voies urinaires,
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ainsi que les maladies du colon. A. humilis est aussi utilisée dans le traitement du goitre (a
raison d’une cuillérée a café de poudre avec du miel tous les matins). De plus, trés peu de
personnes 1’utilisent contre le diabéte. Par ailleurs, les cendres de la partie aérienne mélangées
a de I'huile de cade, ont servi pour traiter les maladies de la peau comme I'eczéma et la gale.
En outre, contrairement a d'autres espéces de Atractylis, aucun symptéme d'intoxication n'a
été observé lors de l'utilisation de A. humilis quoique jusqu'a présent, aucune donnee
scientifique n'est disponible a ce sujet [131].

11.2.4. Travaux scientifiques réalisés sur Atractylis humilis

A la lecture de la recherche bibliographique réalisée sur le genre Atractylis, il s’avére
que beaucoup d’activités biologiques ont été investiguées, a savoir les activités anti-
inflammatoires, antipyrétiques [132], antioxydantes, anticholinestérasiques [133-134],
antitumorales [135] et antileishmaniales [136]. Cependant, a nos jours, les espéces de
Atractylis ont fait 1’objet de peu d'études phytochimiques ou A. gummifera L. est toujours la
plus étudiée.

Des recherches antérieures sur ce genre ont permis d'isoler et de caractériser des
métabolites secondaires, notamment des alcaloides [133], des glycosides [136], des
glycosides flavonoides, des triterpénoides et des composés phénoliques [137-138]. D'autres
composés bioactifs sont également présents dans quelques especes de Atractylis tels que les
coumarines, les phénylpropanoides, les stéroides, les benzoquinones et les polysaccharides
[128].

En ce qui concerne 1’espéce A. humilis, aucune étude phytochimique n'a été réalisée
auparavant, a I'exception d'une étude récente qui a révelé la présence de différentes classes de
composes phytochimiques, notamment les flavonoides, les triterpénes, les composés
phénoliques et les osides [139]. De plus, la méme étude a permis d'isoler et d'identifier un
cyclolignane, ainsi que treize composés phytochimiques provenant des extraits d’acétate
d’éthyle et de n-butanol, dont les structures ont été déterminées par analyse spectroscopique
(1D et 2D-RMN, HR-ESI-MS). En 1991, Gaudeau et Gouthiere ont montré 1’efficacité de
cette espece dans le traitement de pathologies cancéreuses, inflammatoires et immuno
dépressives [131].

D’autre part, une activité insecticide a été mise en évidence, c’est celle exercée par des
extraits aux solvants organiques de la partie aérienne ou I’extrait hexanique a montré une
activité de 0-39% de mortalité [140].

Par ailleurs, aucune étude sur les activités antimicrobiennes et antioxydantes n’a été
faite sur cette plante.
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l. Enquéte ethnobotanique

Pendant longtemps, les plantes médicinales ont constitué une source inépuisable pour
les thérapeutes traditionnels afin de guérir les malades de certaines pathologies. Cette pratique
est trés prisée, surtout dans les zones rurales souvent pauvres et dépourvues de structures
sanitaires.

Afin de rassembler tous les renseignements et constituer une source d’informations
tres précieuse, préte a étre exploitée sur le plan scientifique, un travail de terrain doit étre
effectué. La méthodologie consiste & mener une enquéte ethnobotanique aupres d’herboristes,
de tradipraticiens et de personnes souvent agées vivant en contact avec les plantes médicinales
et ayant connaissance de leur usage en médecine traditionnelle.

Parmi toutes les plantes médicinales locales, notre choix s’est porté sur Daphne
gnidium L. et Atractylis humilis L. deux espéces végétales sous utilisées et que 1’on rencontre
dans la région de Tlemcen (Nord-ouest d’Algérie).

La wilaya de Tlemcen qui constitue la zone d’étude, occupe une position géographique
de choix au sein de I’ensemble national. Elle est située sur le littoral nord-ouest du pays et
dispose d’une fagade maritime de 150 km. Elle est délimitée a I’ouest par le Maroc avec
superficie de 9017.69 km?, 1a mer méditerranée au nord, la wilaya de Ain Témouchent a 1’est
et la wilaya de Naama au sud. Le chef-lieu de la wilaya est situé¢ a 432 km a I’ouest de la
capitale, Alger. Conformément a la derniére organisation territoriale du pays, la wilaya de
Tlemcen regroupe actuellement 20 dairas et 53 communes. La population totale de la wilaya
est de 949 135 habitants. La wilaya de Tlemcen a un climat méditerranéen, et repose sur
I’opposition entre un hiver océanique ou la wilaya est ouverte aux dépressions maritimes et un
été désertique qui provoque la remontée et le stationnement d’une chaleur persistante [141].

L’enquéte ethnobotanique a ¢t¢ menée a ’aide d’un questionnaire soumis aux
enquétés en réalisant des entretiens individuels. Le formulaire du questionnaire (Annexe 1) se
divise en trois parties permettant de récolter des informations portant sur I’informateur, sur
chacune des deux plantes étudiées et sur leurs utilisations traditionnelles par la population
locale.

1. L’informant : prénom, age, sexe, niveau d’étude et origine de I’information.
2. L’information sur les plantes

- Fréquence d’utilisation des plantes ;

- Nom des plantes : nom vernaculaire, nom scientifique ;

- Période de collecte

- Parties utilis€es : tiges, racines, feuilles, graines, partie aérienne, ... ;.
- Usage de la plante.

- Mode de préparation : poudre, décoction, macération, infusion, autre ;
- Mode d’administration.
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3. Utilisation traditionnelle

- Type de maladie
- Toxicité

Autre information sur la plante.

Cette partie de ce travail a duré plus d’un an, pendant lequel, nous avons réalise 80
entretiens dont le temps consacré a chaque entrevue est d’environ dix minutes. Les différentes
personnes questionnées sont agées de 19 a 60 ans et plus.

Il.  Matériel végétal (Echantillonnage, Séchage et Conservation)

L’authentification taxonomique des deux espéces Daphne gnidium et Atractylis
humilis a été faite par Messieurs Dr. Baba Ali et Dr. Hassani Faycal du département de
biologie de la faculté SNV/STU de Tlemcen.

Pour chaque espéce étudiée, le lieu de provenance du matériel végétal ainsi que la date
de récolte sont mentionnés ci-dessous.

» Daphne gnidium
La partie aérienne de D. gnidium a été récoltée en Février 2017 dans la région de
Zelboun a environ 9 km au nord-ouest de Tlemcen, Algérie [914 m, 34°51°30.06°°N ;
1°25°1.17°°0] avec un voucher de DG.AA.022017.

» Atractylis humilis

La cueillette de la partie souterraine (la racine) et la partie aérienne (la tige et les
feuilles) a eu lieu au mois de septembre 2018 a partir des différentes stations de la wilaya
de Tlemcen. Les coordonnées géographiques des lieux de récolte et le numéro de
référence de chaque échantillon sont cités dans le Tableau 1.

Tableau 1 : Données géographiques des zones d’études de Atractylis humilis L.

Région Coordonnées GPS N°Voucher Altitude(m)
code
Ouled ouadfel 34°49'57.28"N; 1°19'12.03"0 AH-0918-A1 1128
Ain fezza 34°51'44.98"N; 1°12'2.59"0 AH-0918-A2 1029
Mafrouch 34°50'49.87"N ; 1°17'53.73"0 AH-0918-A3 1109
Harrachi 34°49'54.43"N ; 1°21'49.90"0 AH-0918-A4 1189
Sidi aissa 34°54'24.82"N; 1°15'10.32"0 AH-0918-A5 812
Terni 34°47'35.25"N ; 1°21'38.34"0 AH-0918-A6 1210
Khenous 34°47'47.03"N ; 1°26'25.75"0 AH-0918-A7 1228

Zalboun 34°51'30.06"N ; 1°25'1.17"O AH-0918-A8 914
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Le matériel végeétal est débarrassé des débris, puis étalé sur du carton étendu par terre
ensuite laissé sécher a 1’abri de la lumiére dans un endroit bien aéré. Le matériel végétal est
disposé par fines couches et remué de temps a autre afin de le sécher jusqu’a son usage.

I11. Extraction solide-liquide des plantes

I11.1. Principe de I’extraction par soxhlet

L’extraction par soxhlet est une méthode classique utilisée pour extraire les différents
métabolites a partir de plantes en raison de sa commodité. La poudre de la plante est placée
dans une cartouche en papier filtre, mise dans le corps de I’extracteur. Quand le ballon
contenant le solvant est chauffé, les vapeurs se condensent dans le réfrigérant et retombent
dans le corps dans lequel est insérée la cartouche faisant extraire la plante par solvant. Apres
I’accumulation du solvant condensé dans I’extracteur jusqu’a atteindre le sommet du tube
siphon, le retour dans le ballon du liquide riche en substances extraites est provoqué. La
continuité du processus constitue 1’avantage majeur de cette méthode [142-143].

L’extraction est terminée lorsque le solvant d’extraction qui s’écoule devient de plus
en plus clair, ¢’est-a-dire avec une concentration négligeable de soluté.

Afin d’éliminer le solvant et récupérer 1’extrait, une évaporation sous vide, en utilisant
un appareil ‘Rotavapor’, a été faite. L'évaporateur rotatif est une technique rapide et efficace
de séparation : elle permet I'extraction d'un solvant dont la température d'ébullition est
abaissée en travaillant sous pression réduite.

Figure 9 : Extracteurs de type soxhlet
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111.2. Expérimentation

L’extrait Aqueux et I’extrait méthanolique sont préparés par épuisement de la matiére
végetale, ou 25g de la matiere végetale a été mise dans une cartouche. Cette derniere est
ensuite introduite dans le soxhlet dont le ballon contient un volume 200 mL de solvant.
Quelques pierres ponce ont été ajoutées dans le ballon pour éviter tout risque de surchauffe
locale au cours de I’extraction. Aprés épuisement, Le mélange est filtré et ’extrait obtenu est
concentré a sec dans un évaporateur rotatif muni d’une pompe a vide puis conservé dans un
flacon stérile.

Le rendement en extrait brut est obtenu en calculant le rapport entre la masse de
I’extrait et la masse du matériel végétal sec utilisé pour I’extraction.

Ce rendement est calculé par la formule :

R(%6)= (m/mo) x 100

R : Rendement en %,
m : Masse en grammes de 1’extrait sec évaporé,
mo : Masse en grammes du matériel végétal initial sec.

IV. Analyses phytochimiques

IV.1. Screening phytochimique

La partie aérienne de chacune des deux espéces ainsi que la racine de A. humilis sont
soumises aux tests phytochimiques. Ces derniers permettent de déceler la présence des
groupes de familles chimiques dans une plante donnée. Le but final de I'étude des plantes
médicinales est d'isoler un ou plusieurs constituants responsables de l'activité particuliére de
I’espéce en question. L’examen phytochimique qualitatif se réféere aux techniques basées sur
des réactions de coloration et/ou de précipitation.

*

% Epuisement du matériel végétal avec de I’eau a chaud :
L’extrait aqueux est soumis aux différents tests cités ci-dessous :

1. Amidon:
Le test effectué consiste a traiter 5 mL de I’extrait aqueux avec le réactif d’amidon. Un
test positif est révélé par 1’apparition d’une coloration bleue violacée.

<
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2. Composés réducteurs :

Le test consiste a ajouter 2 mL de la solution aqueuse 5 a 8 gouttes de liqueur de
Fehling. La solution resultante est ensuite chauffée. Un précipite rouge brique marque la
présence des hydrates de carbone.

3. Saponosides :

Les saponosides sont caractérisés par un indice de mousse. Leur détection est réalisée
en ajoutant un peu d’eau a 2 mL de D’extrait aqueux. Apres agitation, le mélange est
abandonné pendant 20 min et la teneur en saponosides est évaluée :

Pas de mousse = test négatif (-) ;

Mousse moins de 1cm = test faiblement positif (+) ;

Mousse de 1-2cm = test positif (++) ;

Mousse plus de 2cm = test tres positif (+++) [144]
4. Lestanins:

La présence des tanins est mise en évidence en ajoutant a 1mL de I’extrait aqueux,
ImL d’eau et 1 a 2 gouttes de solution de FeCls. L apparition d’une coloration verte foncée ou
bleue verte indique la présence des tanins [144].

% Epuisement du matériel végétal avec de I’éthanol :

L’extrait éthanolique est soumis aux tests cités ci-dessous :

1. Alcaloides sels :

On évapore 20 mL de la solution éthanolique a sec. On ajoute 5 mL de HCI 2N au
résidu et on chauffe dans un bain-marie. On filtre le mélange puis on divise le filtrat en deux
parties égales. On traite la premiere avec quelques gouttes du réactif de Mayer et la seconde
avec le réactif de Wagner.

Observation : présence de turbidité ou précipitation
(+) est enregistreé si le reactif produit une légere opacité
(++) est enregistré si le réactif produit une turbidité et non une floculation

(+++) est enregistré si le réactif produit une floculation ou un précipité lourd

<
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2. Flavonoides :
On traite 5 mL d’extrait alcoolique avec quelques gouttes de HCI concentré et 0.5g de
tournures de magnésium. La présence des flavonoides est mise en évidence si une couleur
rose ou rouge se développe en 1’espace de 3 min [145].

3. Tanins:
A 1 mL de solution alcoolique, on ajoute 2 mL d’eau et 2 a 3 gouttes de solution de
FeCls diluée. Un test positif est révélé par 1’apparition d’une coloration bleue-noire (tanins
cathéchiques), bleue-verte (tanins galliques) [144].

4. Composés réducteurs :
On traite 1mL de I’extrait éthanolique avec 2 mL d’eau distillée et 20 gouttes de la
liqueur de Fehling puis on chauffe. Un test positif est révélé par la formation d’un précipité
rouge-brique [144].

5. Coumarines :

On évapore 5mL de la solution extractive éthérée. On dissout le résidu dans 1 a 2 mL
d’eau chaude. On divise le volume en deux parties puis on prend la moiti¢ du volume comme
témoin et on ajoute a I’autre moitié 0.5 mL de NH4OH (10 %). Ensuite, on met deux taches
sur un papier filtre et on les examine sous la lumiére U.V. Une fluorescence intense indique la
présence des coumarines [144].

6. Steérols et steroides :

On évapore 10 mL d’extrait alcoolique. Le résidu ainsi obtenu est traité¢ avec 10 mL de
chloroforme anhydre. Apreés filtration, on mélange 5 mL de la solution chloroformique avec 5
mL d’anhydre acétique puis on ajoute quelques gouttes d’acide sulfurique concentré. On agite
et on laisse reposer. Un test positif est révélé par I’apparition d’une coloration violacée fugace
virant au vert (maximum d’intensité) apres 30 min a 21C° [144].

IV.2. Analyses quantitatives des extraits
IV.2.1. Détermination de la teneur en polyphénols totaux [146]

L’estimation de la teneur en composés phénoliques extractibles totaux a été effectuée
par spectrophotométrie UV-Visible selon la méthode au réactif de Folin-Ciocalteu.

» Mode opératoire :

Dans un tube a essai, on introduit 0.2 mL de I’extrait aqueux, 0.8 mL de la solution de
Na,CO3z a 7.5 % et on agite. 1 mL de la solution de Folin Ciocalteu (10 mL du réactif Folin
Ciocalteu + 90 mL d’eau distillée) y est additionné. L'ensemble est incubé a une température
ambiante pendant deux heures. La lecture est effectuée contre un blanc sans extrait a 760 nm.

]
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» Préparation de la courbe d’étalonnage de I’acide gallique :

Une gamme étalon de solutions d’acide gallique de concentrations allant de 0.01 a 0.2
mg/mL a été établie pour calculer la concentration des composés phénoliques dans chaque
extrait. Les résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique /g d’extrait (Annexe 2).

IV.2.2. Dosages des flavonoides :[147]

» Mode opératoire :
Dans un tube & essais, on introduit 1 mL de I’extrait méthanolique auquel est ajouté
1mL de la solution de AICI3 (2 % dans le méthanol). Le mélange est vigoureusement agité.
Apres 10 min d’incubation, 1’absorbance est lue a 430 nm.

» Préparation de la courbe d’étalonnage de la quercétine :

Une courbe d'étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions
opératoires en utilisant de la quercétine comme controle positif. Une gamme de 10
concentrations de quercétine allant de 40 a 2.5 mg/mL a été préparée a partir d’une solution
meére a 400 mg/mL. La teneur en flavonoides est exprimée en (mg Eq / g d’extrait) (Annexe
3).

1VV.2.3. Dosage des tanins : [147]

Les tanins condensés sont déterminés par la méthode a la vanilline en milieu acide.
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 dont 1’absorbance est
mesurée a 500 nm.

> Mode opératoire :

Dans un erlenmeyer, on introduit 5 mL du réactif d’analyse qui contient : 2.5 mL de la
solution de vanilline & 1% mélangee a 2,5 mL de la solution de HCI & 8% (8 mL de HCI
complétés a 100 mL avec du méthanol). On ajoute 1 mL de I’échantillon (préparé dans le
méthanol) et on agite le mélange pendant une minute. On additionne 5mL de la solution de
HCI a 4%. L’erlenmeyer est ensuite introduit dans un bain marie a 30°C et laissé pendant 20
min La lecture des absorbances est faite a 500 nm.

» Préparation de la courbe d’étalonnage de la catéchine :

Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions
opératoires en utilisant la catéchine comme contréle positif. Une gamme de concentrations de
la catéchine allant de 0.3 a 0.06 mg/mL a été préparée a partir d’une solution mére a 4.4
mg/mL (Annexe 4).

Sl
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V.  Caractérisation de la partie volatile des plantes
V.1. Principe de I’hydrodistillation

Dans un laboratoire de recherche, plusieurs techniques ont été utilisées pour produire
les huiles essentielles a partir de plantes aromatiques fraiches ou séches. Le montage le plus
souvent adopté est celui utilisant I’appareil de la distillation se basant sur la publication de
Clevenger en 1928 et qui a été modifi¢ plus tard. L’un de ces appareils modifiés décrit par
Coking et Middleton en 1935 a été introduit dans la pharmacopée européenne et plusieurs
autres pharmacopées.

Ce montage est constitué d’un ballon surmonté d’un essencier de type Clevenger. La
plante introduite dans le ballon est mélangée avec de 1’eau. L’ensemble est porté a ébullition.
Les vapeurs hétérogénes entrainées par chauffage sont condensées dans un réfrigérent et
I’huile essentielle obtenue se sépare de I’hydrolat par une simple différence de densité. La
durée d'une hydrodistillation peut considérablement varier, pouvant atteindre plusieurs heures
selon le matériel utilisé et la matiére végétale a traiter.

Figure 10 : Montage de I’hydrodistillation de type Clevenger
V.2. Protocole d’extraction

L’extraction de I’huile essentielle des deux plantes étudiées a été réalisée a 1’aide d’un
dispositif de type Clevenger. Avant ’emploi, 1’appareil a été nettoyé a 1’acétone puis rincé a
I’eau distillée afin d’éliminer les poussicres et les graisses probablement présentes dans
I’appareil afin d’éviter toute contamination de I’huile au cours de 1’extraction.

Une quantité de 500 g du matériel végétal est déposée dans un ballon de six litres
rempli presque au deux tiers. Le chauffage est mis en marche en opérant une ébullition douce
pendant 4 heures. Le réfrigérant est mis en fonction en réglant le débit d'eau. La vapeur
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condensée au réfrigérant conduit a une phase organique (huile essentielle) qui se sépare d’une
phase aqueuse (hydrolat) par simple décantation.

Afin d'éliminer le peu d'eau susceptible d'avoir été retenue dans la phase organique, on
fait agir un déshydratant (sulfate de magnésium anhydre) ; c'est I'opération de séchage.

L’huile essentielle est, par la suite, récupérée dans des piluliers en verre ambré et
conservée au congélateur a 4°C avant d’étre analysée. Le rendement en huile essenticlle est
exprimé comme étant le rapport entre la masse de ’huile essentielle obtenue et la masse du
matériel végétal sec.

%HE = (m1/mo)x100

%HE : Rendement en huile essentielle.
m1 : Masse en gramme d’huile essentielle.
mo : Masse en gramme de la matiére végétale séche.

V.3. Procédé d’obtention de I’extrait d’hydrolat :

La mise en évidence de I’importance des hydrolats fait I’objet depuis quelques années,
d’un intérét croissant. La caractérisation de cette phase aqueuse chargée en composés
hydrosolubles s’inscrit aussi dans une démarche de production plus écologique en valorisant
une matiére jusqu’alors considérée comme un effluant [148].

Pour chaque extraction, 500 mL d’hydrolat a été récupéré dans des bouteilles en verre
ambré et conservé a I’abri de la chaleur. Le volume total a ét¢ soumis a une extraction
séquentielle liquide-liquide par un solvant apolaire en utilisant une ampoule a décanter
(Figure 11).

L’hydrolat a été traité par 3 fois 50 mL d’éther diéthylique. L’extrait d’hydrolat est
obtenu apres séchage sur MgSOa et évaporation du solvant puis récupéré dans des flacons
opaques préalablement pesés.

Le calcul du rendement est défini comme suit :

%HY = [V/V°] x 100

%HY : rendement en extrait d’hydrolat
V : volume de I’extrait d’hydrolat
V° : volume total de I’hydrolat
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ALLAL A. ALLAL A.

Figure 11 : Procédé d’obtention de I’extrait d hydrolat
V.4. Méthodes d’identification chimique des huiles essentielles et d’extrait d’hydrolat

Les progres des méthodes analytiques permettent d’identifier et de quantifier un trés
grand nombre de constituants qui composent une huile essentielle extraite. L’analyse de la
partie volatile est réalisée par deux techniques chromatographiques de référence (CPG &
CPG/SM). Parfois, d’autres techniques spectroscopiques s’aveérent complémentaires.

L’identification des constituants est réalisée par 1’utilisation des indices de rétention
sur une colonne polaire et une autre apolaire. L’identification des composants individuels est
fondée sur la comparaison des indices de rétention (Ir) calculés, sur les colonnes polaires et
apolaires, avec ceux de composés authentiques ou ceux rapportés dans la littérature [149-
150], et dans les bibliotheques commerciales [149, 151-152], et par I’analyse de chaque
spectre de masse des composés constitutifs (utilisation de la banque « Arémes » constituée au
Laboratoire des Produits Naturels - Corse).

V.4.1. Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

Les analyses quantitatives ont été réalisées a 1’aide d’un chromatographe en phase
gazeuse de type « Perkin Elmer Clarus 600 », équipé de deux détecteurs a ionisation de
flamme (FID), d’un seul injecteur diviseur et de deux colonnes :

- Une colonne polaire (Rtx-Wax, polyéthylene glycol 60 m x 0,25 mm de diamétre
interne, épaisseur du film : 0,25 um).

- Une colonne apolaire (Rtx-1, polydiméthylsiloxane).

- Le gaz vecteur est I’hélium (1 mL.mn?) avec une pression en téte de colonne de 25
psi.

- Latempérature de I’injecteur est de 250°C et celle du détecteur de 280°C.

e




Chapitre 111: Matériel Et Méthodes

- La programmation de la température de la colonne est programmee en une élévation
de 60 & 230°C, a 2°C.mn%, puis elle est maintenue a un palier de 45 mn a 230°C.

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

- Le volume injecté des échantillons est de 0,1 a 0,2 puL selon que 1’échantillon soit pur
ou dilué dans un solvant.

- Pour chacun des composés, les indices de rétention (Ir) polaires et apolaires sont
calculés a partir des temps de rétention d’une gamme €talon d’alcanes allant de C5 a
C30 en programmation de température.

V.4.2. Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectroscopie de masse
(CPG/SM)

Les analyses sont réalisées a I’aide d’un chromatographe en phase gazeuse de type
Perkin EImer Autosystem XL a un spectrometre de masse quadripble de marque Perkin-Elmer
Turbo Mass. doté d’un injecteur automatique et de deux colonnes :

- Une colonne polaire (Rtx-Wax 60 m x 0,25 mm de diamétre interne, épaisseur du film
: 0,25 pm),

- Une colonne apolaire (Rtx-1),

- La température de la source d’ions est fixée a 150°C

L’acquisition des données chromatographiques est réalisée en mode SCAN : gamme
de masse 35-350 uma avec un pas de 1 s entre les scans. Les spectres de masse sont
enregistrés en impact électronique sous un champ de 70 eV.

V.4.3. Outil statistique

Les études statistiques ont été menées avec le logiciel R (R Foundation —Institute for
Statistics and Mathematics, Autriche). Les Analyses en Composantes Principales (ACP) ont
été réalisées avec des matrices de type Pearson en utilisant la fonction « ACP ». Les
Classifications Ascendantes Hierachiques (CAH) et les dendrogrammes résultants ont été
effectuées avec des matrices de dissimilarités calculées en distance euclidienne et la méthode
d’agrégation choisie systématiquement est le lien moyen (package « classif »).

V1. Extraction des acides gras et des insaponifiables
% Préparation de I’extrait hexanique :

Selon la méthode décrite par Kapseu et Parmentier [153], une cartouche en papier
Whatman est chargée avec 25 g de poudre de Daphne gnidium et placée dans un extracteur
Soxhlet. Le ballon du montage contient au préalable 200 mL d’hexane. Aprés plusieurs cycles
d’extraction pendant 6h, ’hexane est évaporé sous vide. Le résidu obtenu sous forme d’un
extrait huileux représente la matiere grasse.

)
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% Saponification :
1g d'extrait hexanique est saponifié avec 50 mL de solution d’hydroxyde de potassium
méthanolique (2 mol/L) pendant 1 heure sous reflux. A la fin du reflux, le mélange est lavé
avec 20 mL d’eau distillée. Les composants de I'insaponifiable sont ensuite extraits trois fois
avec 3 fois 20 mL d'éther. Les extraits sont rassemblés et lavés trois fois avec 50 mL d'eau
déminéralisée. Le solvant est ensuite éliminé a 35°C sous pression réduite avec un
évaporateur rotatif, puis pese [154].

% Extraction des acides gras

La solution savonneuse aqueuse obtenue précédemment est acidifiée avec du HCI 1N
jusqu'a précipitation des acides gras (pH 5-6). Les acides gras libérés sont extraits a I'éther (3x
20 mL) et séchés sur MgSOs puis peses. Les acides gras sont transformés en leurs dérivés
esters méthyliques par I'ajout d'une solution méthanolique de BFs a 10% (1mL de BFz;dans 10
mL d’éthanol). Par la suite, les acides gras sont extraits trois fois avec 50 mL d'hexane a
température ambiante. La couche organique est évaporée et séchée sur Na,SO4[154].

Le rendement de I’extraction est le rapport de la quantité de ’extrait recueillie apres
extraction sur la quantité de la biomasse.

R (%) = [(P1 - P2) / P3] x 100

P1 : Poids du ballon aprées évaporation
P2 : Poids du ballon vide
Ps : Poids de la matiere végétale de départ

VII. Activités biologiques des plantes
VII.1. Evaluation de I’activité antioxydante
VI1.1.1. Test de piégeage du radical libre (DPPH)

Les radicaux du 2, 2-diphenyl-1-pycril-hydrazylhydrate sont dissous dans du méthanol
généralement a 0,004 % (P/V). L’extrait de plante ou I’antioxydant de référence est mis en
contact avec la solution radicalaire de DPPH. Aprés incubation du mélange, 1’absorbance est
lue & 515-517 nm a I’aide d’un spectrophotometre (U.V/VIS Spectrophotometer, Optizen
POP).

50 uL de chaque solution méthanolique des extraits a différentes concentrations sont
ajoutés a 1,95 mL de la solution méthanolique du DPPH a 0,025 g/L. Parallélement, un
controle négatif est préparé en mélangeant 50 pL de méthanol avec 1,95 mL de la solution
méthanolique de DPPH. La lecture de 1’absorbance est faite contre un blanc préparé pour
chaque concentration a 517 nm aprés avoir été maintenu dans I'obscurité pendant 30 min a
température ambiante. Le controle positif est représenté par une solution d’un antioxydant
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standard ; 1’acide ascorbique dont 1’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que
les échantillons [155].

Les résultats ont été exprimés en pourcentage d’inhibition (1%)

(Abs contréle - Abs test)
%I = — x 100
Abs contréle

La I1Cso (concentration inhibitrice a 50%) permet de calculer la concentration de 1’échantillon
testé nécessaire pour réduire 50 % des radicaux DPPH. Elle est calculée graphiquement par la
régression linéaire des graphes tracés donnant le pourcentage d’inhibition en fonction des
différentes concentrations des fractions testées.

Les résultats sont exprimés par la moyenne de trois mesures.
VI1.1.2. Test de la réduction du fer : Méthode du FRAP

L’activité réductrice du fer des extraits préparés est déterminée selon la méthode
décrite par Oyaizu [156] qui est basée sur la réduction du Fe** présent dans le complexe
ferrocyanure de potassium KsFe(CN)s en Fe?*. La réaction est révélée par le virement de la
couleur jaune du fer ferrique (Fe®*") vers la couleur bleue-verte du fer ferreux (Fe?*). Ainsi, la
formation de ce complexe indiquera un pouvoir réducteur et déterminera la capacité d’un
composé a se comporter comme un antioxydant. L’intensité de cette coloration est mesurée
par spectrophotométrie & 700 nm contre un blanc semblablement préparé, en remplacant
I’extrait par de ’eau distillée.

Un millilitre de I’extrait a différentes concentrations est mélangé avec 2,5 mL d’une
solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 2,5 mL d’une solution de ferricyanure de
potassium KsFe(CN)e a 1%. L’ensemble est incubé au bain marie a 50°C pendant 20 minutes
puis refroidi a la température ambiante. Ensuite, 2,5 mL d’acide trichloroacétique a 10% sont
ajoutés pour stopper la réaction. Les tubes sont centrifugés a 3000 rpm pendant 10 minutes.
2,5 mL du surnageant sont mélangés a 2,5 mL d’eau distillée et 0,5 mL d’une solution de
chlorure ferrique FeCls & 0,1% fraichement préparee.

Le contrdle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard, 1’acide
ascorbique dont I’absorbance a été¢ mesuré dans les mémes conditions que les échantillons.

Une augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur
des extraits testés [157].
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VIL.2. Evaluation de ’activité antimicrobienne

L’activité antibactérienne des extraits a ¢été évaluée en utilisant des souches de
référence de laboratoire American Type Culture Collection (ATCC) entretenues par des
repiquages successifs puis conservées a 4°C sur gélose nutritive.

Le choix des bactéries s’est porté¢ sur deux catégories différentes (Gram positif et
Gram neégatif).

++ Bactéries a Gram positif : Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis
ATCC 29212, Bacillus cereus ATCC 11778 et Bacillus subtilis ATCC 6633

+ Bactéries a Gram négatif : Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853et Klebsiella pneumonia ATCC 70603.

VI11.2.1. Méthode de diffusion sur disque

L’antibiogramme est 1’interprétation de la sensibilité des bactéries aux antibiotiques en
matiere d’efficacité chimique. L’activité antibactérienne des extraits a été réalisée a 1’aide de
la méthode de diffusion sur disque [158].

Pour la préparation de I'inoculum, chaque culture bactérienne est ensemenceée en stries
sur une gélose nutritive pour obtenir des colonies bien isolées. Apres une incubation a 37°C
pendant 24 heures, quelques colonies sont transférées a l'aide d'une anse de platine dans un
tube a essai contenant de I'eau physiologique. Les densités optiques sont ajustées a I’aide d’un
spectrophotometre a 625 nm pour une absorbance allant de 0,08 a 0,12. L’équivalent d’une
suspension contient environ 10" UFC/mL.

Les boites de Pétri contenant le milieu Muller Hinton gélosé sont ensemencées par
écouvillonnage. Apres séchage, un disque stérile de 6 mm de diametre (Sanofi Diagnostic
Pasteur) a été imprégné de 10 pL de I’extrait et placé a la surface de la gélose avec des
disques imprégnes de DMSO comme (témoin négatif). Les boites sont incubées a 37°C
pendant 24 heures. L'activité antibactérienne est déterminée par mesure du diametre (en
millimétre) des zones d'inhibition de la croissance autour des disques (une zone : test positif,
- : test négatif).

La gentamicine (10 pg/disc), la ciprofloxacine (5mcg/disc) et la tobramycine (10
mcg/disc) sont utilisées comme contrdle positif.

VI11.2.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La concentration minimale inhibitrice (CMI) est la plus faible concentration d’un
produit capable d’inhiber la croissance bactérienne. La CMI des extraits est déterminée par la
méthode de micro-dilution décrite par le CLSI [158].
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La concentration minimale inhibitrice a été calculée par la méthode de microplaque a
96 puits & fond rond. Les extraits ont subi une série de dilution de 1/2 dans un bouillon de
Mueller-Hinton (Fluka BioChemika, Espagne), avec 1% de Tween 80 pour avoir une
miscibilité totale de I’extrait dans le bouillon.

Une deuxieme solution dite blanche a éte préparée avec le bouillon Muller-Hinton et le
Tween 80 avec une méme concentration de 1%. Cette solution a été utilisée pour compléter
les dilutions successives de la premiére solution qui contiennent 1’huile essentielle afin que la
concentration de Tween 80 reste la méme a 1% dans les différentes concentrations préparées.

L’inoculum a 10 UFC/mL a été dilué au 1/100 pour obtenir une concentration de 10°
UFC/mL. Un volume de 180 pL de la suspension bactérienne a 10°UFC/mL a été déposé a
I’intérieur des puits de la microplaque. Ensuite, 20 ul de la solution d’extrait a été ajouté. La
concentration finale de Tween 80 est de 0,1 % (v/v) dans chaque puits et les concentrations
finales allaient de 500 & 0,2 puL/mL pour les huiles essentielles et de 25 a 0.01 mg/mL pour les
extraits de solvant.

La microplaque a été incubée a 37°C pendant 24 heures. La CMI correspond a la plus
faible concentration de I’extrait testé¢ pour laquelle aucun trouble visuel n’est observé.

Tous les essais ont été réalisés trois fois.
VIL3. Evaluation de I’activité antifongique

L'activité antifongique des huiles essentielles a été testée contre les souches fongiques
Fusarium graminearum (Geves MATREF 04-14-02-02), Zymoseptoria tritici (CBS 398.52)
et Penicillium expansum (IP 1350.82). Elles ont été cultivées sur un milieu de gélose de malt
agar et incubées a 23°C dans I'obscurité.

VI11.3.1. Méthode de diffusion

Cette technique a le méme principe que celle qu’on a utilisé dans la méthode de disque
pour évaluer 1’activité antimicrobienne ou I’huile essentielle est déposée sur un disque au
milieu d’une boite de Pétri et de part et d’autre, sont déposés les trois champignons (la culture
fongique de gélose contient des hyphes découpés a I’emporte piéce), ce qui permet une
diffusion de I’HE pour étre en contact directe avec les champignons testés.

Aprés plusieurs jours d’incubation (variable selon la souche) a 23°C, une mesure du
diameétre de croissance a 1’aide d’un décimeétre est effectuée afin d’observer une éventuelle
activité (Figure 12).
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Figure 12 : Activité antifongique des huiles essentielles par la méthode de diffusion
VI11.3.2. Méthode de fumigation

L’activité antifongique des huiles essentielles a aussi été évaluée par la méthode de
fumigation en fonction de leur capacité a inhiber la croissance mycélienne.

Aprés 7 jours de culture & 23°C, des bouchons mycéliens de 6 mm de diamétre de
chaque souche fongique ont été placés dans une boite de Pétri. Un disque de cellulose de 6
mm sur lequel est déposé I’huile essentielle a tester, est placé au centre de chaque couvercle
de la boite de Pétri. Un contrdle négatif (disque de cellulose sans huile essentielle) a été
réalisé de la méme maniére. Les boites de Pétri étaient alors scellées avec du parafilm et
incubées a 23 °C dans I'obscurité.

La croissance radiale mycélienne a ét¢ mesurée apres 3 a 7 jours d’incubation, et
I'index antifongique a été calculé avec la formule suivante :

Dex
% Indice antifongique = 1 — (F) % 100

Dex : Diametre de la zone de croissance dans la plague expérimentale (mm).
Dc : Diamétre de la zone de croissance dans la plaque de contréle (mm).

VIIl. Test d’écotoxicologie sur des larves d’Artémis (Artemia salina)

+* Mise a éclosion des larves d’ Artémis

- Déposer les larves d’Artemia salina lyophilisées dans une boite de Pétri contenant de
I’eau de mer préalablement filtrée.

- Placer le couvercle recouvert de papier aluminium sur la moitié de la boite et mettre le
tout sous une lampe, pendant 48 heures.

- Apres éclosion, les larves vont se diriger vers la partie éclairée.
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ALLAL A.
Figure 13 : Eclosion des larves d’ Artémis

*+» Mise en contact avec la substance d’essai
Le test est réalisé dans les microplaques 96 puits. Pour chaque extrait, chacune des
concentrations est testée trois fois. Dans chaque puits, ont été déposes 2 pL d’extrait et 198
pL d’eau de mer contenant 10 crevettes. Des témoins ont été réalisés en déposant 100% d’eau
de mer contenant 1% de solvant.

ALLAL A.

Figure 14 : Test d’écotoxicologie sur des larves d’Artémis

Apres 24 et 48 heures, on observe avec la loupe binoculaire le nombre de crevettes
vivantes en fonction de la concentration de I’extrait.
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Chapitre 1V : Résultats et discussion

Notre travail consiste a effectuer une étude phytochimique et évaluer quelques
activités biologiques de deux plantes de I’ouest Algérien ; il s’agit de Daphne gnidium L. et
Atractylis humilis L..

I.  Etude ethnobotanique

Selon AGBOGIDI [159], les études ethnobotaniques apparaissent comme une bonne
approche pour comprendre dans une région donnée, les utilisations ainsi que les perceptions
socioculturelles et économiques des ressources végetales par les populations locales. Les
facteurs qui affectent les formes d’utilisation et la valeur accordée aux ressources végétales
par les communautés font encore I’objet de discussions dans la littérature scientifique. Les
formes d’utilisation pourraient varier selon les ressources exploitées, la région, le sexe et les
groupes ethniques [160-161].

Au préalable, un travail de terrain a été entrepris et qui avait pour but de réaliser une
enquéte ethnobotanique sur deux plantes médicinales de la région de Tlemcen afin d’identifier
les utilités thérapeutiques par la population locale et ses habitudes. La prise en compte de ces
spécificités a travers la détermination des valeurs d’usage ethnobotanique de ces deux plantes
pourrait non seulement aider a définir dans les programmes d’aménagement, les parties
qualifiées pour la conservation, mais aussi celles qui contribuent aux bien-étre des
populations locales. Par ailleurs, cette enquéte nous a permis de récolter des informations
portant sur la personne ainsi que sur la partie de la plante utilisée et son mode d’emploi.

Les diverses investigations menées ont permis de comprendre, qu’en grande majorité,
ce sont les populations rurales qui se soignent avec les plantes en utilisant les recettes
proposées par les thérapeutes traditionnels.

» Sexe d’appartenance
Dans la zone d’étude, les hommes et les femmes sont tous les deux concernés par la
médecine traditionnelle. Cependant, les femmes ont un peu plus de connaissances sur les
especes médicinales par rapport aux hommes (60% contre 40%). Ces résultats confirment
ceux obtenus par d’autres recherches ethnobotaniques réalisées a 1’échelle nationale, qui ont
montré que les femmes sont plus détentrices du savoir phytothérapique traditionnel que les
hommes [162].

Sur le terrain d’enquéte, si les femmes et les hommes se chargent équitablement de la
collecte des plantes médicinales, leur séchage et leur stockage, les préparations des recettes
pour les soins des membres de la famille sont souvent effectuées par les femmes. L’homme se
réserve la tache de la collecte des plantes dans les zones réputées dangereuses.

» Classe d’age
L’utilisation des plantes médicinales dans la région de Tlemcen est répandue presque
chez toutes les tranches d’age, avec une prédominance chez les personnes les plus dgées ayant
plus de 60 ans (41.46%). Cependant, pour la tranche d’age de 40 a 50 ans, le taux d’utilisation
est de 30.33% alors que pour les tranches d’age allant de 30 a 40 ans et celles de 50 a 60 ans,
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les pourcentages de traitement par les plantes sont respectivement de 19% et 6%. Pour les
jeunes personnes dont I’age varie de 20 a 30 ans (2.2%) et celles dont 1’age est inférieur a 20
ans (1%), le recours au traitement par les plantes ne représente pas un grand intérét
thérapeutique.

La connaissance des propriétés et usages des plantes médicinales sont généralement
acquises suite a une longue expérience accumulée et transmise d’une génération a 1’autre. La
transmission de cette connaissance est en danger actuellement parce qu’elle n’est pas toujours
assurée. En effet, les résultats obtenus montrent effectivement que les personnes les plus
agées ont plus de connaissances en plantes médicinales par rapport aux autres classes d’ages
et en particulier les jeunes qui, souvent n’ont aucun rapport avec la phytothérapie.

» Niveau d’étude
Une bonne partie des usagers des deux plantes médicinales dans la zone d’étude est
analphabete, avec un pourcentage relativement élevé de 49%. Par ailleurs, les personnes ayant
le niveau de 1’école primaire ont un pourcentage d’utilisation non négligeable, alors que celles
ayant un niveau d’études secondaires et universitaires, utilisent trés peu les plantes
médicinales. Il s’avere donc, que le traitement par les plantes est inversement proportionnel
au niveau d’étude de la personne.

» Mode d’utilisation
L’enquéte menée auprés de 80 personnes a permis de mettre en évidence 1’usage
moderé des différents organes des deux especes D. gnidium et A. humilis et de recenser leurs
utilisations limitées. Il s’est avéré que toutes les parties de la plante sont utilisées pour traiter
diverses pathologies.

Pour D. gnidium, souvent, ¢’est la partie aérienne qui est utilisée par les tradipraticiens
en usage externe sous forme de décoction ou de pate en association avec d’autres plantes,
pour le traitement de la sinusite et la rétention d’eau (I’cedéme des jambes). Par ailleurs, le
fruit est utilisé en cas de rougeole chez 1’enfant. Cependant, ces utilisations n’ont jamais été
décrites dans la litterature.

D’autre part, les femmes utilisent D. gnidium dans les soins capillaires pour le lissage
des cheveux et le traitement de leur chute. D’ailleurs, cette pathologie est la plus traitée
localement par cette espéce confirmant ce qui a déja été évoqué par d’autres chercheurs [163].

En ce qui concerne A. humilis, les racines décoctées constituent I'organe le plus utilisé
pour le traitement des affections gastro-intestinales et les infections urinaires. Sous forme de
poudre, les racines servent a traiter le goitre et le diabéte ; deux utilisations qui n’ont jamais
été citées auparavant. Par ailleurs, les cendres de la partie aérienne melangées a de I'huile de
cade, sont préconisées contre les maladies de la peau, comme I'eczéma et la gale.
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Il. L’espeéce Daphne gnidium L.

11.1. Rendements des extraits bruts

La préparation des extraits a partir de la partie aérienne de Daphne gnidium a été
effectuée par deux solvants de polarités différentes ; 1’eau et le méthanol.

Les résultats correspondants aux rendements sont consignés dans le Tableau 2

Tableau 2 : Masse et rendement des extraits de Daphne gnidium L.

Materiel végeétal Extrait Masse (g) Rendement (%)
25¢ Aqueux 4.59 18.36 %
Méthanolique 10.69 42.76%

Il ressort du tableau que le rendement de 1’extrait méthanolique est trés important et

dépasse largement celui de 1’extrait aqueux.

11.2. Criblage phytochimique

La phytochimie qualitative basée sur des réactions colorées ou de précipitation par des
réactifs chimiques spécifiques a €té réalisée sur des extraits de la partie aérienne de D.
gnidium L.. En effet, elle nous renseigne sur les principaux métabolites secondaires existants

dans ’extrait.

Les résultats de ce criblage phytochimique sont reportés dans le Tableau 3.

Tableau 3 : Résultat de la phytochimie qualitative de la partie aérienne de Daphne gnidium L.

Réactif Famille Extrait
Agueux Ethanolique
Mayer Alcaloides / -
Wagner / -
Mg, HCI Flavonoides + +
Liqueur de Fehling Composés réducteurs + +
FeCls Tanins + +
NHsOH 10% Coumarines / -
Réactif d’amidon Amidon - /
Anhydride acétique+H2SO4 Stéroides / -
Indice de mousse Saponosides + /
- . absence + . présence / > non testé
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Au cours de ces tests, deux solvants de polarités différentes (eau, éthanol) ont été
utilisés.

Le criblage phytochimique nous a permis de caractériser les principaux groupes
chimiques qui pourraient étre responsables des propriétés biologiques des extraits aqueux et
éthanolique de I’espéce D. gnidium L.

Les groupes chimiques mis en évidence sont les flavonoides, les composes réducteurs,
les tanins, et les saponosides Tableau 3. Par ailleurs, les alcaloides, les coumarines et les
stéroides ainsi que I’amidon n’étaient pas présents.

La présence des flavonoides est confirmée par I’apparition d’une couleur rouge intense
en contact avec les tournures de magnésium alors que les tanins affichent une réaction
positive avec la solution de chlorure ferrique en donnant une coloration bleu verdatre. La
richesse de D. gnidium L. en composés phénoliques donnerait a la plante des activités
biologiques intéressantes. En effet, les flavonoides possédent un spectre trés large d’activités
biologiques et pharmacologiques comprenant des activités antitumorales, antioxydantes, anti-
inflammatoires.... Comme les flavonoides, les tanins sont aussi doués d’activités
antifongiques, antibactériennes et antioxydantes. Les tanins sont également reconnus pour
leur pouvoir de fixation aux protéines [164].

11.3. Dosage phytochimique des extraits

A la lecture des résultats obtenus et présentés dans le Tableau 4, les quantités des
polyphénols (12.73 mg GAE/qg) et des flavonoides (11.95 mg QE/g) sont importantes. Par
contre, la quantité des tanins trouvée est tres faible, et est de 0.04 mg CE/g.

Il a été rapporté que le taux des tanins dans une plante dépend du stade de
développement végétatif de I’espéce et des conditions environnementales [165].

Tableau 4 : Teneurs en composés phénoliques de la partie aérienne de Daphne gnidium L.

Polyphénols (mg GAE/Q) 12.73 £ 0.03
Tanins (mg CE/qg) 0.04 £ 0.02
Flavonoides (mg QE/qg) 11.95 +0.02

11.4. Caractérisation chimique de la partie volatile
11.4.1. Lieux de récolte et rendement

Le lieu de récolte de la partie aérienne de D. gnidium a été cité au chapitre matériel et
méthodes (page 34).

L’identification de la plante a été faite par le docteur Baba Ali du laboratoire de
botanique de ’'université Abou Bakr Belkaid de Tlemcen
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L'huile essentielle a été obtenue a partir de la partie aérienne par hydrodistillation
pendant 5 h a I’aide d’un appareil de type Clevenger. L’extraction a produit une huile
essentielle de couleur jaune et d’une odeur forte avec un rendement de 0.015 %, calculé par
rapport a la masse du végeétal frais. D’autre part un extrait d’hydrolat a été obtenu a 0.018%.

ALLAL A,

Figure 15 : Huile essentielle de D. gnidium L.

I1.4.2. Composition chimique de I’huile essentielle et de I’extrait d’hydrolat de D.
gnidium

L’huile essentielle et I’extrait d’hydrolat de cette espéce n’ont été jamais étudiés et
leurs compositions chimiques restent toujours inconnues. Les deux extraits ont été analysés
par CPG et CPG/SM.

Ces analyses ont permis d’identifier cent neuf composés dans 1’huile essentielle de D.
gnidium L.. Les identifications sont établies sur la base des bibliotheques « Arémes » propres
au Laboratoire de I’universit¢é de Corse et a I’aide des bibliothéques commerciales. Ils
représentent 95.5% de la composition chimique totale de 1’huile essentielle Tableau 5. Les
monoterpenes oxygénés (34%) constituent la majorité de la composition de I’huile essentielle
suivis des sesquiterpénes oxygeéneés (23,2%), des composés oxygénés non terpéniques (21.2%)
et des sesquiterpenes hydrocarbonés (9,4%). On révele, en outre, la faible présence des deux
classes de monoterpénes hydrocarbonés (0.5%) et de diterpenes oxygénés (0.6%). L’huile
essentielle de D. gnidium L. est dominée principalement par la carvone (12.7%), le
spathulenol (11.2%), et le carvacrol (6.9%) (Figure 16). Les autres composés présents en
moindre importance sont 1’acide hexadécanoique (5.9%), le E-anéthol (3.8%), le thymol
(3,6%), le piperitenone oxide (3,3%).

D’autre part, trente-cinq constituants représentant 81.4% de la composition totale de
l'extrait d’hydrolat ont été identifiés et présentés dans le Tableau 5. L’extrait est constitué
uniquement de composés oxygénés dont les constituants principaux sont des monoterpenes
0xygéneés (42.1%) dont les deux composés prédominants sont la carvone et le carvacrol
(Figure 16) a 10.9% chacun, suivis de I’acide hexadécanoique (6.5%), la cuminaldehyde
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(5.6%) et I’eugénol (4.6%).

Tableau 5 : Composition chimique de I’huile essentielle et de 1’extrait d”hydrolat

de D. gnidium L.

N° Composés? RIL | RIS | RIS HE®% HY®%
1 | 3-Methyl-3-pentanol 757 793 - - 3.6
2 | Benzaldehyde 929 929 1530 0.1 -
3 | B-Pinene 970 969 | 1017 tr -
4 | Myrcene 987 979 1158 tr -
5 | P-cymene 1011 | 1011 | 1261 0.3 -
6 | Benzyl alcohol 1011 | 1013 | 1877 - 0.9
7 | Limonene 1020 | 1020 | 1194 0.2 -
8 | trans-Sabinene hydrate 1051 | 1056 | 1449 tr -
9 | trans-linaloloxide 1057 | 1061 | 1435 0.1 0.4
10 | Octanol 1058 | 1064 | 1549 tr -
11 | 6-Methyl-3,5-heptadien-2-one 1074 | 1080 - - 0.8
12 | Nonanal 1083 | 1081 | 1381 0.2 0.6
13 | Linalol 1081 | 1084 | 1545 0.7 2.9
14 | Phenylethanol 1086 | 1098 | 1906 - 0.6
15 | Phenylacetaldehyde 1112 | 1111 | 1592 0.3 -
16 | Camphor 1123 | 1122 | 1503 0.5 Tr
17 | Isophorone 1124 | 1124 | 1570 0.1 -
18 | Cryptone 1157 | 1158 | 1662 0.9 -
19 | Terpinen-4-ol 1161 | 1162 | 1657 0.8 -
20 | o-Terpineol 1179 | 1176 | 1700 - 2.6
21 | Estragol 1176 | 1178 | 1678 2.1 0.9
22 | Decanal 1185 | 1184 | 1498 0.4 0.9
23 | trans-Carveol 1200 | 1197 | 1820 0.2 -
24 | Nerol 1210 | 1205 | 1799 0.6 -
25 | Cuminaldehyde 1217 | 1213 | 1777 0.6 5.6
26 | Carvone 1222 | 1222 | 1756 12.7 10.9
27 | Geraniol 1232 | 1232 | 1845 0.1 -
28 | E-Myrtenol 1241 | 1234 | 1864 0.1 -
29 | (E)-2-Decanal 1248 | 1246 | 1662 0.2 -
30 | Phellandral 1251 | 1253 | 1708 0.6 -
31 | a-Terpinen-7-ol 1258 | 1260 | 1771 0.3 0.6
32 | E-anethole 1264 | 1268 | 1801 3.8 3.1
33 | P- cymen-7-ol 1271 | 1275 | 2091 - 1.2
34 | Thymol 1266 | 1278 | 2167 3.6 1.1
35 | Undecan-2-one 1273 | 1279 | 1592 0.6 0.8
36 | Undecan-2-ol 1284 | 1281 | 1711 2.6 -
37 | Carvacrol 1278 | 1288 | 2219 6.9 10.9
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38 | Tridecane 1300 | 1302 | 1352 0.4 -
39 | Piperitenone 1318 | 1317 | 1318 - 0.6
40 | Eugenol 1330 | 1324 | 2164 0.3 4.6
41 | Piperitenone oxide 1333 | 1343 | 1927 3.3 -
42 | Geranyl acetate 1362 | 1352 | 1750 0.2 -
43 | B-Damascenone 1362 | 1367 | 1780 0.7 2.9
44 | Methyleugenol 1367 | 1373 | 2009 0.5 0.6
45 | a-Copaene 1379 | 1376 | 1520 0.6 -
46 | Nepetalactone 1380 | 1382 | 1970 2.2 -
47 | B-Elemene 1389 | 1387 | 1565 0.6 -
48 | Dodecanal 1395 | 1398 | 1707 0.3 -
49 | Isocaryophyllene 1409 | 1401 | 1558 0.5 -
50 | Nerylacetone 1410 | 1409 | 1826 0.7 14
51 | Trans caryophyllene 1424 | 1420 | 1609 0.8 -
52 | Geranylacetone 1430 | 1431 | 1860 0.6 -
53 | (E)-B-farnesene 1446 | 1445 | 1651 0.3 -
54 | Aromadendrene 1451 | 1448 | 1626 0.4 -
55 | Allo-aromadendrene 1462 | 1456 | 1631 0.7 -
56 | Damascone 1466 | 1460 | 1809 0.2 -
57 | a-Curcumene 1471 | 1472 | 1772 2.1 -
58 | y-Curcumene 1474 | 1476 | 1685 0.2 -
59 | B-lonone 1476 | 1478 | 1936 - 2.9
60 | D-Germacrene 1479 | 1480 | 1646 04 -
61 | p-Selinene 1483 | 1485 | 1724 0.2 -
62 | Tridecanal 1494 | 1493 | 1819 1.3 -
63 | Dihydroactinidiolide 1479 | 1499 - - 2.8
64 | p-Bisabolene 1500 | 1509 | 1725 0.4 -
65 | a-Bisabolene 1518 | 1514 | 1767 0.5 -
66 | 6- Cadinene 1516 | 1516 | 1774 0.2 -
67 | a-Cadinene 1535 | 1528 | 1777 0.3 -
68 | Calamenene 1534 | 1539 | 1823 1.2 -
69 | Nerolidol 1546 | 1544 | 2045 0.4 -
70 | a-Copaen-11-ol 1547 | 1552 | 2104 0.2 -
71 | cis-3-hexenyl benzoate 1554 | 1554 | 2088 0.4 2.4
72 | Spathulenol 1568 | 1570 | 2093 11.2 0.7
73 | Caryophyllene oxide 1576 | 1580 | 1981 0.7 2.2
74 | Globulol 1580 | 1582 | 2066 0.3 -
75 | Viridiflorol 1591 | 1589 | 2085 0.4 -
76 | Humulene epoxide 11 1601 | 1594 | 2034 0.6 -
77 | Tetradecanal 1592 | 1598 | 1927 0.9 -
78 | Cubenol 1611 | 1611 | 2074 tr -
79 | Aromadendrene oxide Il 1617 | 1617 | 1997 0.1 tr
80 | Epicubenol 1624 | 1624 | 2060 0.4 -
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81 | Isospathulenol 1625 | 1625 | 2134 0.6 -
82 | t-Cadinol 1632 | 1628 | 2157 0.5 -
83 | Ar-turmerone 1639 | 1641 | 2266 24 14
84 | p-Eudesmol 1644 | 1645 | 2241 0.6 -
85 | a-Cadinol 1645 | 1650 | 2236 0.6 -
86 | a-Eudesmol 1653 | 1654 | 2227 0.2 -
87 | (Z,Z)Farnesal 1655 | 1663 | 2163 0.7 -
88 | 2-Oplopenol 1670 | 1668 | 2283 0.2 -
89 | a-Bisabolol 1673 | 1674 | 2206 0.3 tr
90 | (Z,E)Farnesol 1687 | 1687 | 2307 0.2 -
91 | Heptadecane 1700 | 1707 | 1698 0.2 -
92 | Benzyl benzoate 1733 | 1739 | 2593 - 1.8
93 | Tetradecanoic acid 1748 | 1739 | 2658 0.4 -
94 | Hexadecanal 1795 | 1796 | 2139 0.2 -
95 | Phytone 1817 | 1821 | 2142 1.6 2.2
96 | (Z,Z2)-Farnesylacetone 1844 | 1841 | 2277 0.3 -
97 | Pentadecanoic acid 1848 | 1847 | 2787 0.1 -
98 | (E,E)-farnesylacetone 1895 | 1892 | 2366 0.7 -
99 | Hexadecanoic acid 1968 | 1964 | 2867 5.9 6.5
100 | Octadecanal 1995 | 1990 | 2349 0.3 -
101 | Geranyllinalool 2010 | 1999 | 2533 0.2 -
102 | Octadecanol 2070 | 2061 | 2591 0.2 -
103 | Octadecanoic acid 2103 | 2105 | 2607 0.3 -
104 | Phytol 2104 | 2116 | 2645 0.4 -
105 | Dicosane 2200 | 2195 | 2188 0.3 -
106 | Tricosane 2300 | 2296 | 2317 0.6 -
107 | Tetracosane 2400 | 2395 | 2397 04 -
108 | Pentacosane 2500 | 2499 | 2495 1.3 -
109 | Octacosane 2600 | 2595 - 0.5 -
Total identification % 95.5 81.4
Composes hydrocarbonés 13.6 -
Monoterpénes hydrocarbonés 0.5 -
Sesquiterpenes hydrocarbonés 94 -
Hydrocarbonésnon terpénique 3.7 -
Composés oxygenes 81.9 81.4
Monoterpenes oxygenes 34.0 42.1
sesquiterpénes oxygeneés 23.2 6.5
Diterpénes oxygenés 0.6 -
Oxygenés non terpéniques 21.2 26.7
Phényl propanoides 2.9 6.1
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& L'ordre d’élution donné sur colonne apolaire (Rtx-1)

b Indices de rétention sur colonne apolaire issus de la literature [166]
¢ Indices de rétention sur colonne apolaire Rtx-1

d Indices de rétention sur colonne polaire Rtx-wax

¢ Huile essentielle extrait d'Hydrolat

RI : indices de rétention, HE : huile essentielle, HY : hydrolat.

OH

H3C CH,3

Carvone

Spathulenol Carvacrol

Figure 16 : Structures chimiques des principaux constituants identifiés dans 1’huile
essentielle et I’extrait d’hydrolat de D. gnidium L.

11.5. Composition en acides gras de D. gnidium

L’idée consiste a extraire et a mettre en évidence le profil chimique des acides gras
présents dans la plante. A cet effet, I'analyse de I’extrait a été réalisée par chromatographie en
phase gazeuse (CPG) et par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de

masse (CPG-SM).

Les résultats obtenus sont consignés dans le Tableau 6.
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Tableau 6 : Composition en acides gras de la partie aérienne de Daphne gnidium L.

N° Composé acide RIaP Ria® Rlpd %
1 Myristique (Tétradécanoique) (C14:0) 1708 1722 2000 1.3
2 Pentadécanoique (C15:0) 1810 1822 2121 0.5
3 Cis-9-Hexadécenoique(C16:1) 1897 1899 2254 1.5
4 Palmitique(Hexadécanoique) (C16:0) 1928 1933 2240 30.0
5 Cis-10-Heptadécanoique (C18:1) 2009 1998 2330 0.3
6 Heptadecanoic acid (C18:0) 2011 2026 2350 0.5
7 Linoleique (C18:2) 2083 2099 2506 24.3
8 Oléique (C18:1) 2098 2109 2465 14.6
9 (2)-9-Octadécanoique (C18:1) 2109 2104 2437 11.2
10 Stéarique (C18:0) 2128 2131 2445 2.6
11 11-Eicosénoique (C21:1) 2248 2237 0.3
12 Arachidique (C20:0) 2318 2301 2646 0.8
13 Arachidonique (5,8,11,14-eicosatétraenoique) (C20:4) 2311 2331 2651 2.6
Total identifié % 90.5
Acides gras saturés 35.7
Acides gras monoinsaturés 27.9
Acides gras polyinsatures 26.9

4 ’ordre d’¢élution de la colonne apolaire (Rtx-1). b Indice de rétention de la littérature des esters correspondants sur la
colonne apolaire (11) (Jennings and Shibamoto. 1980; Konig and al.. 2001). € Indice de rétention de la colonne apolaire
Rtx-1 (la). - Pourcentages relative (%) de la colonne apolaire (Rtx-1); tr = trace(<0.1%).

Le rendement de I’extrait hexanique de D. gnidium L. est de 11.28%, et le rendement
en acides gras de la partie aérienne est de 1.80% alors que celui de la fraction insaponifiable
est de 0.20%.

A la lecture du Tableau 6, treize acides gras ont pu étre identifiés par comparaison de

leurs temps de rétention avec ceux d’un mélange étalon d’esters méthyliques avec un total
d’identification de 90.5%.

L’analyse montre aussi que I’acide palmitique (C16 :0), ’acide linoléique (C18 :2) et
I’acide ol¢ique (C18 :1) sont prépondérants avec des teneurs respectives de 1’ordre de 30%,
24% et 14.6%. Largement present dans l'industrie alimentaire, le premier acide est connu pour
ses bienfaits pour notre santé [167].

Quant a I’acide linoléique et oléique, il s’agit des deux acides gras insaturés les plus
importants. En effet, si I'acide linoléique est appelé acide gras essentiel indispensable a la
croissance et a 1’activité physiologique de tous les tissus, I’acide oléique contribuerait a la
diminution du risque de maladies cardiovasculaires [168-169].

=
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I1.6. Evaluation de I’activité antioxydante de I’huile essentielle, de I’extrait d’hydrolat
et des différents extraits de D. gnidium L.

11.6.1. Test du piégeage du radical libre DPPH

L’activité antioxydante a été évaluée par spectrophotométrie en suivant la réduction de
ce radical qui s’accompagne par son passage de la couleur violette a la couleur jaune,
mesurable & 517 nm. Une grande capacité de piégeage (réduction) des radicaux libres est
considérée comme une grande activité antioxydante.

Dans notre travail, nous avons testé les activités de 1’huile essentielle, 1’extrait
d’hydrolat, les extraits méthanolique et aqueux de la partie aérienne de D gnidium L.

Les données relatives a l'activité antioxydante de nos extraits, exprimée en ICso
(mg/mL), sont présentées dans le Tableau 7.

Les tests ont montré que les extraits aqueux et méthanolique ont la capacité de réduire
le radical DPPH- & 80% lorsqu’ils sont utilisés a des concentrations faibles de 1’ordre de 0.17
et 0.19 mg/mL respectivement. Les valeurs des ICso correspondantes sont les plus faibles et
sont de 0.10 et 0.12 mg/mL respectivement. Quant aux deux autres extraits, c’est 1’hydrolat
avec une ICso de 0.62 mg/mL qui présente la meilleure activité antiradicalaire par rapport a
I’huile essentielle dont la ICso est de 1.14 mg/mL. Les deux activités restent quand-méme
légerement inférieures a celle de 1’acide ascorbique pris comme témoin.

Tableau 7 : Concentrations ICso des extraits de D. gnidium par la méthode DPPH.

L’extrait L’extrait L’huile L’extrait Acide
aqueux méthanolique essentielle d’hydrolat | ascorbique

IC s (mg/mL) | 0.10+0.03 | 012+010 | 1.14+0.15 | 0.62%0.09 | 0.060.02

11.6.2. Test de la réduction du fer (Méthode FRAP)

La présence des réducteurs dans les extraits de plantes provoque la réduction de Fe3*/
complexe ferricyanide vers la forme du fer ferreux. Par conséquent, Fe?* peut étre évalué en
mesurant et en surveillant 1’augmentation de la densité de la couleur bleu dans le milieu
réactionnel & 700 nm [170].
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Figure 17 : Courbe d’évaluation du pouvoir antioxydant par la méthode de FRAP
de I’espece D. gnidium

Il ressort du graphe que tous les extraits présentent des activités antioxydantes
nettement inférieures a celle de la référence (acide ascorbique). Il apparait aussi que c’est
I’extrait aqueux qui présente le meilleur pouvoir antioxydant suivi de 1’extrait méthanolique,

alors que les activités les plus faibles ont été¢ trouvées chez I’huile essentielle et 1’extrait
d’hydrolat.

L'activité antioxydante était liée a la classe de composeés présents a la fois dans 1’huile
essentielle et dans I'extrait d’hydrolat qui sont dominés par les monoterpénes oxygenés (36,9
% et 48,2 %, respectivement). Il a été rapporté que les monoterpénes et les sesquiterpenes
possedent des propriétés antioxydantes [171]. En effet, la carvone présentait une activité
antioxydante efficace et puissante [172]. Cependant, en tant que mélange polaire, I'extrait
d'hydrolat présente une teneur élevée en composés uniquement oxygénés (81,4%). Il est bien
connu que les alcools et les composants phénoliques avec une capacité élevee de donneur
d'’hydrogéne vis-a-vis du radical DPPH présentaient des propriétés antioxydantes
significatives [173-175]. En effet, il a été montré que le carvacrol présentait un fort potentiel
antioxydant en raison de la présence d'un groupe hydroxyle lié au cycle aromatique de la
molécule de carvacrol [176]. De plus, l'activité antioxydante des huiles essentielles ou/et de
I'extrait d'hydrolat peut étre liée a tous les composés. Par conséquent, des études de synergie
et d'antagonisme doivent étre développées [177].

IL.7. Evaluation de ’activité antibactérienne
11.7.1. Méthode de diffusion des disques sur milieu solide

L’étude de I’activité antibactérienne, sur sept souches de référence, a été réalisée par la
méthode de diffusion des disques sur milieu solide (Mueller Hinton). Il s’agit d’un test
qualitatif permettant de déterminer la sensibilité des microorganismes vis-a-vis d'une
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substance réputée antimicrobienne. Il est basé sur la mesure du diamétre de la zone
d’inhibition autour du disque imprégné d’extrait de plante.

La gentamicine, la ciprofloxacine et la tobramycine ont été utilisees comme des
molécules de référence.

Les résultats des diamétres des zones d’inhibition vis-a-vis des bactéries sont

représentés dans le Tableau 8.

Tableau 8 : Diamétres des zones d’inhibition (en mm) des extraits de D. gnidium

Diamétres des zones d’inhibition (mm)
Extrait Antibiotiques standard

HE HY E.aqueux | E.méthanolique | Gent | CIP | TOB
Bactérie Gram +
Staphylococcus aureus 30+£00 11+£00 - 7+0.03 16 30 16
Enterococcus feacalis 14+0.01| 9+0.02 - - - 14 -
Bacillus cereus 27+0.06 | 11+00 7+0.01 11+ 00 24 27 12
Bacillus subtilis 28+00 | 14+£0.01 | 11+0.01 7+0.03 - 25 16
Bactérie Gram -
Escherichia coli 36+0.01| 13+00 - 9+£0.02 21 33 -
Pseudomonas aeruginosa 31+00 | 12+0.01 9+00 8+0.01 19 33 18
Klebsiella pneumoniae 25+£0.02 | 8+0.02 7+0.01 - 21 28 15

- : test négatif ; Gent : Gentamicine ; CIP : Ciprofloxacine ; TO : Tobramycine

Pseudomonas aeruginosa

Figure 18 : Exemples de zones d’inhibition les plus importantes des extraits de D. gnidium

Klebsiella pneumoniae

Escherichia coli

Les resultats obtenus ont montré que les extraits étudiés ont contribué a 1’inhibition de
toutes les souches testées a divers degrés. L’huile essentielle a une activité antibactériennes
tres intéressante contre les bactéries testées tandis que 1’extrait d’hydrolat a montré une
activité modérée. L’huile essentielle s’est avérée avoir des activités antimicrobiennes contre
les bactéries Gram-positives et Gram négatives. En effet, en présence de I’HE, E. coli comme
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bactérie d’origine alimentaire [178], P. aeruginosa et S aureus deux pathogénes responsables
d’un certain nombre d’infections nosocomiales [179], étaient les micro-organismes les plus
sensibles avec des diametres d'inhibition importants de 36, 31 et 30 mm respectivement.es
sensibles a cette huile avec des zones d’inhibition de 30, 31 et 36 mm respectivement
Tableau 8.

Cependant, I’effet de HE a été Iégerement moins prononcé contre B.subtilis (28 mm),
B. cereus (27 mm) et K. pneumoniae (25 mm) tandis que E. Feacalis reste la bactérie la plus
résistante, en comparaison avec les autres souches, avec un diameétre d'inhibition de 14 mm.

Par ailleurs, les bactéries a Gram positif et a Gram négatif sont toutes les deux
sensibles a I’extrait d’hydrolat.

L’extrait aqueuX présente une faible capacité d’inhiber la croissance des bactéries :
Bacillus cereus et Klebsiella pneumoniae (7 mm), Bacillus subtilis (11 mm) et Pseudomonas
aeruginosa (9 mm). Cependant, aucun effet n’a été obtenu avec les souches : Staphylococcus
aureus, Enterococcus feacalis et Escherichia coli.

De plus, I’extrait méthanolique posseéde une certaine sensibilité avec des diamétres
d’inhibition qui varientde 7 a 11 mm.

Les sensibilités des souches aux antibiotiques de référence ont aussi été testées et les
valeurs des diamétres d’inhibition sont comprises entre 12 et 33 mm.

11.7.2. Détermination de concentration minimale inhibitrice (CMI)

La CMI est la plus faible concentration de I’extrait qui est capable d’inhiber la
croissance bactérienne. La CMI des extraits de la partie aérienne de Daphne gnidium vis-a-vis
des bactéries est déterminée par la méthode de micro dilution en milieu liquide en utilisant
des microplaques a 96 puits.

Les valeurs de CMI sont reportées dans le Tableau 9.

Les valeurs des CMI de I’H.E contre les trois bactéries E. coli, P. aeruginosa et S.
aureus étaient inférieures a 0,24 uL/mL. L'huile essentielle était plus efficace contre toutes les
souches testées que la gentamicine et la tobramycine, mais similaire a la ciprofloxacine
utilisée comme antibiotique conventionnel.

En raison de la complexité de la composition chimique de I'H.E, il devient difficile de
relier son activité antimicrobienne a un composant spécifique. La classe de composeés la plus
abondante dans les huiles essentielles sont les terpénes qui sont connus pour étre actifs contre
un large éventail de micro-organismes [180]. Cependant, plusieurs études ont rapporté que les
principaux composé€s sont souvent responsables de 1’activité existante. Nos résultats peuvent
étre expliqués par I'apparition de plusieurs composants bioactifs rapportés dans la littérature
comme la carvone qui est capable d’inhiber la croissance des bactéries [181].

<



Chapitre 1V : Résultats et discussion

En outre, il a été démontré que I'H.E contenant du spathulénol en tant que composé
majoritaire présentait des activités antimicrobiennes contre une variété de bactéries [182].
Sinon, il a également été évoqué que l'activité antimicrobienne peut ne pas reposer
exclusivement sur les principaux composes, mais qu'elle est due a un possible effet
synergique entre les différents constituants de I'huile essentielle [183].

Quant aux extraits aqueux et méthanolique, ils se sont montrés moins actifs avec des
CMI qui varient entre 0.78 et 6.25 mg/mL Tableau 9.

Tableau 9 : Concentrations minimales inhibitrices (CMI) des extraits de D. gnidium

CMI (pL/mL) CMI (mg/mL)
HE ] HY E.aqueux | E.méthanolique
Bactérie Gram +
Staphylococcus aureus <0.24 31.25 £ 0.02 - 3.125 +0.03
Enterococcus feacalis 3.90+0.01 | 62.50+0.01 - -
Bacillus cereus 0.97+0.01 | 15.62+0.03 | 3.125+0.04 0.78 £0.03
Bacillus subtilis 0.48 £ 00 3.90+£00 3.125+0.02 6.25+£0.01
Bactérie Gram -
Escherichia coli <0.24 7.81+0.01 - 3.125 + 00
Pseudomonas aeruginosa <0.24 7.81+0.01 6.25+0.03 1.56 £0.01
Klebsiella pneumoniae 1.95+00 15.62 + 00 0.78 £0.01 -
-Test négatif

ALLAL A.

Figurel9 : Méthode de détermination de la CMI en milieu liquide de I’espéce D. gnidium
I1.8. Activité d’écotoxicologie sur les larves d’Artémis

La technique appliquée a été mise a profit pour étudier la toxicité de I’huile essentielle,
les extraits aqueux et méthanolique de D. gnidium. Le nombre de larves survivantes est
compté dans chaque puits et la mortalité est calculée pour chague concentration aprés 24 et 48
heures Tableau 10.
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Tableau 10 : Taux de mortalité des larves d’ Artémis sous ’effet des différents extraits
de Daphne gnidium

Individus morts/10

Apres 24 heures Apres 48 heures
Témoin 0 0 0 0 0 0
Concentration 0.05 0.1 0.4 0.05 0.1 0.4
(mg/mL)
R1| R2| R3|R1|R2| R3|R1|R2|R3|R1|R2|R3|R1L|R2|R3|Rl1|R2]|R3
Extrait 0 0 0 1 0 1 6 5|5 (10| 9 |10|10| 10| 10|10 | 10| 10
méthanolique
Extrait aqueux 0 0 0 0 0 0 2 3 3 0 0 0 2 3 2 8 7 7

Huile essentielle | 10 | 10 | 10 | 10 | 10 | 10 | / / / | 10| 10| 10| 10|10 |10 | /

L’interprétation des résultats présentés dans le Tableau 10 s’est basée sur les lignes
directrices de ’OCDE (Organisation de Coopération et de Développement Economiques) et
la réglementation UE (Union Européenne) qui traitent de 1'écotoxicité sur 1’organisme
aquatique. Dans les crustacés, on parle généralement de daphnies qui peuvent étre utilisées
comme indicateur [184].

Les résultats obtenus aprés 48 heures montrent pour I’extrait aqueux une DLsg
comprise entre 0.1 et 0.4 mg/mL, soit entre 100 et 400 mg/L. Ces valeurs appartiennent a des
concentrations de la catégorie R52 qui est considérée comme non toxique.

Pour les autres extraits aux concentrations testées, il est plus difficile de conclure sur
la valeur de la DLso car un taux de mortalité de 100% a été atteint. En effet, des
concentrations moins élevées doivent étre proscrites afin de déterminer les DLso de 1’huile
essentielle et de I’extrait méthanolique. Toutefois, ces deux extraits s’avérent plus toxiques
que I'extrait aqueux.

1.  L’espéce Atractylis humilis
I11.1. Rendements des extraits bruts

La préparation des extraits bruts aqueux et méthanolique a partir de la partie aérienne
et de la racine de Atractylis humilis ont permis de calculer le rendement de chaque extrait par
rapport a la matiére végétale séche.

Les résultats exprimés en pourcentage obtenus sont illustrés dans le Tableau 11.

<
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Tableau 11 : Masse et rendement des extraits de Atractylis humilis.

Matériel Extrait masse (g) Rendement
végétal (%)
Partie aérienne Aqueux 0.80 3.21%
Meéthanolique 1.12 4.50%
Racine 259 Aqueux 2.05 8.20%
Méthanolique 0.95 3.84%

Le rendement en extrait aqueux de la racine est le plus élevé avec (8.20%), alors que
celui obtenu a partir de la partie aérienne est le plus faible (3.21%). Cependant, le rendement
en extrait méthanolique de la partie aérienne (4.50%) est plus élevé que celui de la racine
(3.84%).

I11.2. Criblage phytochimique

Les résultats des tests phytochimiques réalisés sur la partie aérienne et la racine de
Atractylis humilis, de I’extrait aqueux et de I’extrait éthanolique sont résumés dans les
Tableaux 12 et 13.

Tableau 12 : Résultat de la phytochimie qualitative de la partie aérienne de Atractylis humilis

Réactif Famille Extrait
Agueux Ethanolique
Mayer Alcaloides / +
Wagner / +
Mg, HCI Flavonoides + +
Liqueur de Fehling Composés réducteurs + +
FeCls Tanins + +
NHsOH 10% Coumarines / -
Réactif d’amidon Amidon - /
Anhydride acétique+H>SO4 Stérols et Stéroides / +
Indice de mousse Saponosides - /
- . absence + . présence / > non testé

Le screening phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence ou
I’absence d’un groupe de métabolites secondaires dans la plante étudiee par de simples
réactions de coloration et de précipitation ou un examen sous la lumiére ultraviolette.

Effectivement, les groupes de composés bioactifs identifiés dans les deux extraits de la
plante sont les alcaloides, les flavonoides, les composés réducteurs, les tanins, les stérols et les
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stéroides alors que les coumarines, I’amidon et les saponosides sont totalement absents dans
les deux extraits de la partie aérienne de la plante.

Tableau 13 : Résultat de la phytochimie qualitative de la racine de Atractylis humilis

Réactif Famille Extrait
Aqueux Ethanolique
Mayer Alcaloides / +
Wagner / +
Mg, HCI Flavonoides + +
Liqueur de Fehling Composés reducteurs + +
FeCls Tanins + +
NH4OH 10% Coumarines / +
Réactif d’amidon Amidon - /
Anhydride acétique+H2SO4 Stérol et Steroides / -
Indice de mousse Saponosides + /
- : absence + : présence / > non testé

L’analyse de ces résultats expérimentaux nous conduit aux conclusions suivantes :

Les coumarines, les saponosides sont présents uniquement dans la racine de la plante. Dans
les deux parties de la plante (aérienne et racine), la recherche des alcaloides, des flavonoides
et des composés réducteurs ainsi que des tanins s'est montrée positive. Le test des flavonoides
a révélé une forte présence beaucoup plus dans les racines que dans la partie aérienne. Par
ailleurs, la présence des alcaloides est plus importante dans la partie aérienne que dans les
racines. Cependant, I’amidon est totalement absent dans les deux parties de la plante.

111.3. Dosage phytochimique des extraits

Les teneurs en phénols totaux sont exprimées en milligramme équivalent d’acide
gallique par gramme de la matiére végétale séche alors que les flavonoides et les tanins en
milligramme équivalent catéchine par gramme de la matiére végétale séche.

Les résultats obtenus et reportés dans le Tableau 14, ont été déterminés a partir des
équations de la régression linéaire de chacune des courbes d’étalonnage présentées dans les
Annexes 2, 3 et 4.

]
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Tableau 14 : Teneurs en composés phénoliques de Atractylis humilis

Partie Extrait Polyphénols totaux Flavonoides Tanins
mg EAG.g*! mg EC.g*! mg EC.g*
Aérienne Agueux 3.84 £ 0.03 0.76 £ 0.01 6.03 £ 0.07
Méthanolique 450+0.01 2.60 £0.02 4.24 +0.01
Racine Agueux 17.34 +0.05 5.47 £0.03 1.60 +0.06
Méthanolique 9.00+£0.03 3.60+0.01 9.73+0.01

Les résultats indiquent que 1’extrait aqueux des racines possede les teneurs les plus
élevées en polyphénols totaux (17.34 £ 0.05) et en flavonoides (5.47 + 0.03) par rapport a
celles de la partie aérienne avec des teneurs respectives de 3.84 + 0.03 et 0.76 + 0.01. Pour
I’extrait méthanolique, les polyphénols totaux (9.00 % 0.03), les flavonoides (3.6 £ 0.01) et les
tanins (9.73 + 0.01) sont plus présents dans les racines que dans la partie aérienne.

En ce qui concerne les tanins, la teneur la plus élevée s’avére dans I’extrait
méthanolique des racines et I’extrait aqueux de la partie aérienne (6.03 + 0.07) alors que la
teneur la plus faible est constatée dans 1’extrait aqueux des racines (1.60 £ 0.06).

I11.4. Caractérisation chimique de la partie volatile
111.4.1. Lieux de récolte et rendements

Les matiéres végétales (racine, partie aérienne) de Atractylis humilis ont été récoltées
durant le mois de Septembre 2018 en période de floraison a partir de huit stations différentes
de la region de Tlemcen ou la plante pousse en abondance. L’hydrodistillation au moyen d’un
appareillage de type Clevenger a duré 5 heures selon la pharmacopée européenne [185]. Les
huiles essentielles d’un aspect visqueux et de couleur rouge pour la partie aérienne et jaune
fluide pour les racines ont été séchées sur du sulfate de sodium anhydre. Les rendements
d’extractions sont calculés par rapport a la masse du matériel végétal sec. Les HE ont été
conservées dans des flacons ambrés, bien scellés, a 4°C pour des utilisations ultérieures.

Les coordonnées géographiques concernant les habitats des échantillons ainsi que les
rendements en huile essentielle sont présentés dans le Tableau 15.

En général, les échantillons provenant des stations situées a haute altitude (S1-S4, S6-
S8) présentent des rendements en HE légérement supérieurs a ceux des basses altitudes S5.

Pour la partie aérienne, les HE ont un rendement moyen, compris entre 0,001 et 0,010% ou la
région de Zelboun a affiché le rendement le plus élevé. Pour les HE de la racine, les
rendements sont majoritairement bien supérieurs a ceux de la partie aérienne et varient de
0,010 a 0,070%.
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Tableau 15 : Lieux de récoltes, répartition géographique et rendements en huiles essentielles

des huit échantillons de A. humilis
Echatillon localité Coordonnées GPS Altitudes(m) Rendements en huile
essentielle %
Aérienne Racine
S1 Ouled ouadfel  34°49'57.28"N; 1°19'12.03"0O 1128 0.006 0.02
S2 Ain fezza 34°51'44.98"N; 1°12'2.59"0 1029 0.003 0.02
S3 Mafrouch 34°50'49.87"N ; 1°17'53.73"O 1109 0.004 0.02
S4 Harrachi 34°49'54.43"N ; 1°21'49.90"0O 1189 0.005 0.07
S5 Sidi aissa 34°54'24.82"N; 1°15'10.32"0 812 0.001 0.01
S6 Terni 34°47'35.25"N ; 1°21'38.34"0O 1210 0.004 0.03
S7 khenous 34°47'47.03"N ; 1°26'25.75"0 1228 0.006 0.03
S8 Zalboun 34°51'30.06"N ; 1°25'1.17"0O 914 0.01 0.04
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Figure 20 : Spécimens de A. humilis récoltés dans la wilaya de Tlemcen

111.4.2. Compositions chimiques des huiles essentielles de Atractylis humilis

L'analyse préliminaire du profil chimique des HE de chaque partie de la plante montre,
en général, une grande similitude qualitative entre tous les échantillons avec une légéere
différence dans les quantités de leurs composés (Tableau 16).

En comparant les deux parties de la plante, mis a part les trois composés courants qui
sont le B-élemeéne, le B-sélinéne et le (E) -phytol, la composition chimique des HE de la racine
est complétement differente de celle de la partie aérienne. Un total de 15 composés a été
identifié dans la partie aérienne et 14 composés dans les HE de la racine représentant
respectivement (81,4-92,5%) et (89,5-98,1%) de la composition totale des huiles.

\J
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Les HE de la partie aérienne ont été caractérisées par la phytone (11,3-36,1%), le
cembrene (2,6-28,6%) et l'acide hexadécanoique (7,4-13,0%) comme composés principaux.

Les principaux composés dans les HE de la racine étaient le B-élémene (27-33,6%),
l'a-sélinéne (18,7-24,2%), le B-sélinéne (10,3-13,9%) et I'oxyde de ledene (7,4-12,9%).

Les HE de la partie aérienne ont montré une teneur élevée en composés non
terpéniques suivis de sesquiterpénes tandis que les HE des racines étaient dominées par des
composés sesquiterpéniques comme le B-élémene qui a un potentiel thérapeutique contre les
cellules tumorales [186] et pour le traitement des troubles inflammatoires [187] justifiant
ainsi, les utilisations traditionnelles de A. humilis.

Les structures chimiques des principaux composés des HE de la partie aérienne et des
racines sont représentees dans les (Figures 21 et 22).

Afin d’effectuer les activités biologiques qui suivent, tous les échantillons des huiles
essentielles aprés analyse, ont été regroupés pour produire une huile essentielle collective
« COL ».




Chapitre 1V : Résultats et discussion

Huile essentielle Atractylis humilis®

Partie aérienne Racine

Ne° Composés? Rlap® S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 coLd S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 cCoL®

1 Octanol 1017 11 1.9 1.6 1.3 1.2 13 18 1.6 1.1

2 Acétate de linalyle 1270 3.1 35 3.9 3.8 3.1 31 35 2.6 0.9

3 B-élémene 1390 15 6.4 8.1 1.7 5.9 5.2 15 - 1.4 29 31 29.7 28.0 279 321 27 336 341

4 Isocaryophyllene 1413 94 2.9 3.2 8.9 1.8 5.0 9.5 7.0 8.5

5 a-sélinéne 1478 197 195 19 18.7 228 187 226 242 228

6 Germaréne D 1480 1.2 1.8 14 15 2.0 - 2.1 -

7 Valencéne 1484 3.6 4.4 3.6 3.6 4.6 1.2 4.4 2.6 4.6

8 B-sélinéne 1487 0.6 0.9 0.2 0.6 - 0.8 15 5.2 tr 109 114 127 11.9 103 136 139 108 143

9 Zingibérene 1500 0.6 1.9 2.3 07 15 1.9 0.7 0.3 0.9

10  Spathulénol 1558 4.7 2.1 0.9 4.7 tr - 2.3 44 4.8

11 Oxyde de caryophyllene 1579 1.5 6.4 8.1 1.7 59 5.0 15 - 1.8

12 a-Humuléne 1579 1.8 9.6 12 2.2 8.2 6.6 2.2 0.5 6.1

13 Globulol 1584 11 4.7 4.4 15 32 35 0.6 - 0.9

14 Epoxide d’humuléne 1604 3.2 4.6 3.7 34 4.2 33 33 2.3 31

15  Intermedeol 1616 4.9 24 2.2 1.9 tr 29 2.3 1.9 1.8

16  Oxyde de ledene 1633 12.9 8.4 10.1 8.1 9.3 104 74 109 122

17 a-Cadinol 1652 0.5 - tr 0.6 - 0.5 15 53 0.3

18  (E, 2) Farnésol 1685 0.5 1.2 2.1 0.5 11 1.9 0.9 0.3 0.4

19  o-Bisabolol 1698 0.3 0.2 0.1 0.4 0.5 0.1 0.2 - 0.1

20  (E, E)-Farnésol 1708 4.4 4.7 43 3.2 3.6 32 43 31 1.6

21 Phytone 1745 214 308 13 277 361 20 23.8 11.3 30.6

22 Hexadécanol 1862 0.7 0.9 0.6 tr 0.6 0.5 0.5 0.7 0.2

23 Cembrene 1929 23 7.1 6.0 225 26 8.2 16.7 28.6 9.2

24 Acide hexadecanoique 1940 12.7 7.4 84 128 89 8.9 13 11.2 13.1

25  Eicosane 2031 3.1 2.6 46 37 3.2 7.7 4.9 43 10.2

26 (E)-Phytol 2103 0.9 5.4 12.4 27 638 8.3 31 3.0 0.7 3.1 2.6 4.6 3.7 - 7.7 3.6 0.6 0.9
Tauxd’identification% 833 894 8.7 925 852 835 83.7 814 88.9 98.1 973 975 89.5 90.1 981 969 949 977
Monoterpénes 0xXygeénés - - - - - - - - - 31 35 39 3.8 3.1 31 35 26 0.9
Sesquiterpénes hydrocarbonés 13.9 217 258 141 174 19.5 154 13 16.9 644  68.1 66.4 63.7 676 656 70 71.2 75.8
Sesquiterpénes oxygénés 8.3 144 155 9.0 102 10.9 6.8 10 8.2 25.7 20.3 204 17.0 17.6 199 175 182 18.8
Diterpénes hydrocarbonés 23 7.1 6.0 225 2.6 8.2 16.7 28.6 9.2 - - - - - - - - -
Diterpénes 0Xygénés 0.9 54 124 27 6.8 8.3 31 3.0 0.7 3.1 2.6 4.6 3.7 - 7.7 3.6 0.6 0.9
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hydrocarbonés non- terpéniques 31 2.6 46 37 32 7.7 4.9 43 102 - -
Oxygénés non- terpéniques 341 382 214 405 45 289 368 225 437 18 2.8 2.2 13 1.8 18 23 23

2 L’ordre de I’élution est donné sur la colonne apolaire (DB-5MS)

b Indice de rétention sur colonne apolaire DB-5MS (Rlz)

¢Stations: S1, Ouled ouadfel; S2, Ain fezza; S3, Mafrouch; S4, Harrachi; S5, Sidi aissa; S6, Terni; S7, Khenous; S8, Zalboun,
COL%huile essentielles collective des parties aériennes

COL®huile essentielles collective des racines

tr, trace (< 0.05%),

Tableau 16 : Variabilité chimique des huiles essentielles de Atractylis humilis
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Phytone Cembrene
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H3C/\/\/\/\/\/\/\/\OH

Acide hexadecanoique

Figure 21 : Structures chimiques des principaux constituants identifiés dans 1’huile
essentielle de la partie aérienne de A. humilis.
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B-elemene a-selinene

O

B-selinene Oxyde de ledene

Figure 22 : Structures chimiques des principaux constituants identifiés dans 1’huile
essentielle de la racine de A. humilis.
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111.4.3. Variabilité chimique inter-stations des huiles essentielles de Atractylis
humilis

L'analyse en composantes principales (ACP) et lanalyse de cluster (CA ;
dendrogramme) ont été appliquées pour identifier d’éventuelles corrélations entre les
compositions chimiques des HE et les origines geographiques des échantillons.

Les données exposées dans les (Figures 23 et 24) ont été tirées de la matrice de
corrélation et de la matrice normalisée liant les compositions des HE aux localisations des
échantillons. Huit échantillons d'HE extraites des parties aériennes et des racines ont été
étudiés afin d'obtenir un meilleur apercu sur la variabilité chimique des HE de A. humilis. Des
différences quantitatives ont été observeées dans la famille de composés des différentes
stations (S1-S8) en raison de leur localisation géographique. L'analyse de cluster (Figure 23)
a montré des différences significatives. Le dendrogramme a été obtenu en utilisant la méthode
du voisin le plus proche ; cela suggére qu'il s'agit de deux clusters principaux d’HE de A.
humilis. Un cluster comprenait tous les échantillons d'HE des parties aériennes et l'autre
cluster comprenait tous les échantillons d'HE des racines. Le premier groupe (I) comprend les
échantillons d'HE des parties aériennes provenant de huit localités (S1-S8) alors que le groupe
(1) contient ceux des racines. Le groupe (I) est subdivisé en deux sous-groupes ; le sous-
groupe la (S1, S4, S7, S8) et le sous-groupe Ib (S2, S3, S5, S6). Les deux premiers axes de
I'ACP (Figure 24) représentaient respectivement 84,24 et 6,41% de la variance totale. Ces
résultats confirment que les HE produites par les parties aériennes étaient différentes de celles
obtenues a partir des racines. Les HE des racines (groupe I1) ont été principalement dominées
par les teneurs en sesquiterpenes hydrocarbonés (63,7-71,2%) et en sesquiterpénes oxygénés
(17,0-25,7%).

Sur la base des analyses ACP et CA (Figures 23 et 24), les classes familiales
principales de la partie aérienne ont montré des corrélations significatives avec les
localisations des échantillons. Cependant, les HE de la partie aérienne (sous-groupe la) étaient
caractérisées par des quantités appréciables de diterpénes hydrocarbonés (16,7-28,6%) tandis
que le sous-groupe Ib était caractérisé par des composés oxygénés non terpéniques (21,4-
45,0%) et des hydrocarbures non terpéniques (2,6-7,7%). Les spécimens des localités Ouled
ouadfel, Harrachi, khenous et Zalboun (sous-groupe la) produisent des HE dominées par des
diterpenes hydrocarbonés, tandis que les spécimens poussant dans les localités Ain fezza,
Mafrouch, Sidi aissa et Terni (sous-groupe Ib) produisent des HE dominées par des composés
0Xygeénés non terpéniques.
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Figure 23 : Classification hiérarchique ascendante (CHA)

des huiles essentielles de A. humilis
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111.5. Evaluation de IDactivité antioxydante de P’huile essentielle et des
différents extraits de Atractylis humilis

I111.5.1. Test du piégeage du radical libre DPPH

Le radical libre DPPH a permis ’estimation de [’activit¢ antioxydante. C’est un
radical synthétique de couleur violette qui vire vers le jaune quand il est capté par les extraits
testés. Ce virage de couleur est accompagné d’une diminution de 1’absorbance mesurée a
515nm, aprés 30 minutes a 1’obscurité, suite a la réduction du radical par 1’extrait de la plante.

Conventionnellement, une grande capacité de piégeage (réduction) des radicaux libres
est considérée comme une grande activité antioxydante. L’intensité de la couleur jaune refléte
la capacité antiradicalaire de 1’extrait et dépend de la nature, la concentration et la puissance
de cet extrait.

Dans cette étude, ont été testées les activités antioxydantes de I’huile essentielle, de
I’extrait aqueux et de I’extrait méthanolique des deux parties de la plante.

Les résultats obtenus ont permis de tracer des courbes pour chaque extrait. Les valeurs
relatives a l'activité antioxydante des huiles essentielles et des extraits, exprimées en ICso
(mg/mL), sont présentées dans le Tableau 17. La comparaison et la validation des résultats
sont effectuées en utilisant I'acide ascorbique comme contrdle positif.

Tableau 17 : Les concentrations 1Cso des extraits de Atractylis humilis par la méthode DPPH.

1Cso0 (mg/mL.)
Huile essentielle Extrait agqueux Extrait méthanolique
Partie aérienne 25.64 £ 0.04 0.20 £0.09 0.057 £ 0.03
Racine 32.94 + 0.06 0.11 £ 0.02 0.06 £ 0.09
Acide ascorbique 0.06 £0.01
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Tableau 18 : Activité antioxydante des extraits de Atractylis humilis par la méthode DPPH a différentes concentrations

Organe Huile essentielle Extrait aqueux Extrait méthanolique

Concentration (mg/mL) 40 30 20 10 5 0.6 0.3 01 | 005|002 | 01 | 0.08 | 0.07 | 0.04 | 0.02

Partie aérienne Inhibition % 715 | 58.7 | 39.1 | 183 6 823 | 652 | 305 | 153 | 94 | 816 | 69.2 | 58.2 | 38.1 | 21.8

ICso (Mg/mL) 25.64 % 0.04 0.20 +0.09 0.057 + 0.03

Concentration (mg/mL) 40 30 20 10 5 0.2 0.1 | 008 | 005 | 004 | 01 | 0.08 | 0.07 | 0.04 | 0.02

Racine Inhibition % 608 | 452 | 319 | 162 | 55 | 77.8 | 622 | 27.2 | 19.0 | 18.2 90 64.5 | 57.8 | 29.2 | 11.7
ICso0 (Mg/mL) 32.94 +0.06 0.11+0.02 0.062 + 0.09
Concentration (mg/mL) 0.08 0.06 0.05 0.04
Acide ascorbique Inhibition % 97.9 50.4 39.0 20.7

ICso (Mg/mL) 0.06 £0.01
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D’aprés les résultats du Tableau 18, les activités antiradicalaires les plus faibles ont
été observées chez I'huile essentielle de la partie aérienne et celle des racines pour une
concentration de 40 mg/mL ; les valeurs des taux d’inhibition du radical DPPH sont
respectivement de I’ordre de 71.5% et 60.8%. Toutefois, les activités de piégeage du radical
les plus fortes reviennent aux extraits méthanoliques de la partie aérienne et des racines avec
des pourcentages d’inhibition respectifs de 1’ordre de 81.6% et 89.9% et ce, pour une
concentration de 0.1 mg/mL.

D’autre part, les extraits aqueux des racines et de la partie aérienne présentent des
activités antiradicalaires assez bonnes de valeurs respectives de 75.61% et 82.30% pour des
concentrations de 0.3 mg/mL et 0.6 mg/mL respectivement Tableau 18.

En comparant les valeurs des ICso des différents extraits a celle de I’acide ascorbique,
les extraits méthanoliques de la partie aérienne (ICso = 0.057) et des racines (ICso = 0.062)
présentent des valeurs de méme ordre que celle de 1’acide ascorbique (ICsp = 0.06) utilisé
comme contrdle positif. Ces deux extraits présentent donc, des propriétés antioxydantes
intéressantes similaires a celle de 1’acide ascorbique (Figure 25).
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W HE P.aérienne W HE P.racine

m Extrait methanolique P.aérienne m Extrait methanolique P.racine

W Extrait aqueux P.aérienne B Extrait aqueux P.racine
A.ascorbique

Figure 25 : Comparaison des concentrations 1Cso des extraits de A. humilis.
111.5.2. Test de la réduction du fer : FRAP

La capacité réductrice d’un composé peut servir comme un indicateur significatif de
son pouvoir antioxydant.

Les activités antioxydantes des huiles essentielles et des différents extraits de la partie
aerienne et des racines de A. humilis ont été évaluées par la méthode FRAP.
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Une gamme de dilutions en cascade des différents extraits a tester allant de 0.1 a 1
mg/mL, a été réalisée.

Les résultats des densités optiques (DO) ont permis de tracer des courbes pour chaque
extrait (Figure 26)

En général, le pouvoir réducteur augmente avec I’augmentation de la concentration
testée. Il s’avére que I’huile essentielle et ’extrait aqueux des racines se caractérisent par le
pouvoir antioxydant le plus ¢élevé et qu’ils ont ét¢ méme meilleurs que ’acide ascorbique
utilisé comme témoin. Comme cela a éte suggére, les composés oxygénés, en particulier ceux
contenant des groupements hydroxyle, étaient bien connus pour leur capacité antioxydante
élevée. Les HE de la partie aérienne composés de 57,6% de composes oxygénes devraient étre
plus actives que les HE des racines qui contenaient 21,9% de composés oxygénés [188].

Cependant, les activités les plus faibles ont été enregistrées chez les autres extraits de
la partie aérienne.
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—4— Extrait agueu P.aérienne

Extrait agueusx P.racine

Figure 26 : Courbe d’évaluation du pouvoir antioxydant par la méthode FRAP de A. humilis
I11.6. Evaluation de I’activité antibactérienne

Les résultats des tests qualitatifs de 1’activité antimicrobienne des huiles essentielles et
des extraits de la partie aérienne et des racines de Atractylis humilis sont regroupés dans le
Tableau 19.

A la lecture du Tableau 19, a I’exception de 1’extrait aqueux des racines, tous les
extraits investigués ont réagi positivement sur au moins une des souches bactériennes testées.

Enterococus feacalis est la seule souche de bactérie qui s’est montrée totalement
résistante a tous les extraits. Elle est suivie de la souche Escherichia coli qui n’est sensible
qu'aux HE des racines avec un diametre d’inhibition de 7mm. Les autres souches se

&
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comportent différemment avec des diamétres compris entre 7 et 15mm. En présence d'HE des
racines, S. aureus reste le microorganisme le plus sensible avec un diametre d'inhibition
important (15,0 mm) tandis que l'effet des HE de la partie aérienne était modérément actif
mais légérement moins prononcé contre la méme souche. Deux antibiotiques témoins
Gentamicine (CN) et Tobramycine (TOB) utilisés contre S. aureus ont présenté un diametre
de zone d'inhibition de 16,0 mm. Pour les autres bactéries Gram-positives, les HE des racines
étaient modérément sensibles contre B. cereus et B. subtilis avec le méme diamétre
d'inhibition (12,0 mm) alors que les HE de la partie aérienne n'étaient pas actives sur ces deux
souches. Le TOB utilis¢ comme contrdle a montré une valeur de zone d'inhibition égale a
12,0 mm pour B. cereus et 16,0 mm pour B. subtilis.

Dans le cas des bactéries Gram-négatives, toutes les souches testées ont été
considérées comme non sensibles aux HE des racines et présentaient un diameétre de zone
d'inhibition inférieur ou égal a 8,0 mm tandis que les HE de la partie aérienne n'exercaient une
activité sensible modérée que contre P. aeruginosa avec 9,0 mm de diameétre. Trois
antibiotiques standards (CN, CIP et TOB) ont éte utilisés comme témoins pour ces souches et
leurs valeurs de zone d'inhibition varient de 12,0 & 33,0 mm. Enfin, les valeurs des zones
d'inhibition des HE de A. humilis sont restées généralement bien inférieures a celles des
témoins standards, a I'exception des HE des racines contre S. aureus par rapport a CN et TOB.

Quant aux autres extraits, I’extrait aqueux des racines s’est montré inactif vis-a-vis de
toutes les souches alors que celui de la partie aérienne a présenté une sensibilité modérée
contre B. subtilis avec un diametre d'inhibition de 12,0 mm. En outre, I’extrait méthanolique
des racines s’est avéré plus actif contre les différentes souches que I’extrait méthanolique de
la partie aérienne ou B. subtilis reste la bactérie la plus sensible vis-a-vis des deux extraits.

De plus, la méthode CMI a également été réalisée pour les tests de sensibilité de tous
les extraits de A. humilis vis-a-vis des bactéries et la détermination quantitative de leur
efficacité antibactérienne. Pour les souches bactériennes qui se sont montrées sensibles par la
méthode de diffusion des disques sur milieu solide (Figure 27), les valeurs de CMI ont été
déterminées et sont présentées dans le Tableau 20. La souche S. aureus était modérément
sensible a I’extrait aqueux de la partie aérienne mais trés sensibles aux HE de la partie
aérienne et des racines avec des CMI de 3.90 et 7.81 pL/mL respectivement. Pour les souches
de Bacillus, les HE de la partie aérienne n'étaient pas assez actives sur les deux souches tandis
que les HE des racines étaient sensibles contre B. cereus (CMI = 3.90 pL/mL) et B. subtilis
avec une CMI égale a 1.95 uL/mL. Par ailleurs, a I’exception de E. feacalis et E. coli, I’extrait
méthanolique des racines est tres sensible a toutes les autres souches accusant des CMI dont
les valeurs varient de 1.56 a 3.12 mg/mL Tableau 20.

En revanche, toutes les bactéries Gram-négatives se sont révélées insensibles aux HE
de A. humilis et y étaient plus résistantes que les bactéries Gram-positives. Il a longtemps été
expliqué que la présence, dans les microorganismes a Gram négatif, de la barriére de
perméabilité de la membrane externe, limite I'acces des agents antimicrobiens [189].

.
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L’efficacité acceptable des HE des racines vis-a-vis des bactéries & Gram positif peut
étre attribuée aux principaux composés détectes, en particulier a la présence du B-élémene. En
effet, il a été rapporté que les données de la littérature montrent l'activité de nombreuses
huiles essenticlles contenant du B-élémene contre différentes bactéries pathogénes notamment
S. aureus [190]. Cependant, cette activité peut étre liée a la composition chimique et a la

configuration structurelle de leurs composés avec des interactions antagonistes synergiques
entre eux [191].
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Tableau 19 : Diamétres des zones d’inhibition (en mm) de A. humilis

Diamétres des zones d’inhibition (mm)

Partie aérienne Racines Antibiotiques standard
HE Extrait aqueux | Extrait méthanolique HE Extrait aqueux \ Extrait méthanolique | Gent \ CIP \ TOB

Bactérie Gram +

Staphylococcus aureus 12.00 + 00 7.00 £ 00 - 15 .00+ 0.01 7.00 £ 0.01 16 30 16
Enterococcus feacalis - - - - - - 14 -
Bacillus cereus - - 9.00 £0.02 12.00 £ 0.02 10.00 £ 0.02 24 27 12
Bacillus subtilis 8.00+0.03 12.00 £ 0.03 10.00 + 0.04 12.00 + 00 11.00 £ 00 - 25 16
Bactérie Gram -

Escherichia coli - - - 7.00+0.02 - 21 33 -
Pseudomonas aeruginosa 9.00 £0.01 8.00 £ 0.01 9.00+ 00 8.00 £ 0.01 8.00 £ 0.03 19 33 18
Klebsiella pneumoniae - 8.00 + 00 - 7.00 £ 0.04 7.00+£0.01 21 28 15

-Test négatif




Tableau 20 : Concentrations minimales inhibitrices (CMI) de A. humilis

Chapitre 1V : Résultats et discussion

ALLAL A.

Figure 27 : Diameétres des zones d’inhibition des HE de A. humilis

Partie aérienne Racines

essj::tiilglle Aqueux Méthanolique essl_elrt:ti:glle Aqueux | Méthanolique

(uL/mL) (mg/mL) (mg/mL) (uL/mL) (mg/mL) (mg/mL)
Bactérie Gram +
S. aureus 3.90 £0.03 0.78 £ 0.04 - 7.81+0.02 - 3.125+£0.03
E. feacalis - - .
B. cereus - - 3.125+0.08 3.90+00 - 1.56 £+ 0.02
B. subtilis 125 +0.02 3.125+0.01 3.125+0.05 1.95+0.02 - 3.125+0.09
Bactérie Gram -
E. coli - - - 62.50 £ 0.01 - -
P. aeruginosa 62.50 £ 0.02 3.125 +0.05 3.125+0.04 15.62 £ 0.04 - 3.125 +0.02
K. pneumoniae - 3.125+0.01 - 125.00 = 00 - 1.56 £ 00

-Test négatif




Chapitre 1V : Résultats et discussion

I11.7. Evaluation de activité antifongique

L’activité antifongique in vitro des huiles essentielles de la partie aérienne et des
racines de A. humilis a été évaluée vis a vis de trois champignons pathogénes, a savoir P.
expansum, F. graminearum et Z. tritici, en utilisant deux methodes différentes : la diffusion et
la fumigation.

Les résultats obtenus par les deux méthodes ont montré une variabilité de I’inhibition
de croissance mycélienne des trois souches testées Tableau 21.

La souche P. expansum était plus sensible par fumigation aux huiles essentielles que
les souches de F. graminearum et Z. tritici. D’autre part, par la méthode de contact
(diffusion), la souche F. graminearum était moins sensible que les autres souches.

En comparent les tests de fumigation et de diffusion, la méthode de diffusion s’est
avérée la plus efficace pour inhiber la croissance mycélienne, sauf pour F. graminearum qui
n’était pas sensible aux huiles essentielles avec des pourcentages d’inhibition trés faibles
allant de 20 a 28% pour les deux tests.

En revanche, les huiles essentielles de la partie aérienne semblaient étre plus
prononcees pour la réduction des mycéliums de Z. tritici, avec un pourcentage d'inhibition de
73% que I'huile essentielle des racines alors que les deux autres souches cibles présentaient
une sensibilité comparable envers les huiles essentielles de A. humilis.

Tableau 21 : Evaluation de I’activité antifongique des huiles essentielles de A. humilis

% d’inhibition

HE HE
Traitement
Partie aérienne Racine
P. expansum
Diffusion 60 £ 0.03 70+ 0.01
Fumigation 60 +0.01 53 +0.06
F. graminearum
Diffusion 24 +0.01 20 +£0.02
Fumigation 28 +0.03 28 +0.01
Z. tritici
Diffusion 73+0.04 42 +0.03
Fumigation 37 £0.02 -

- Test négatif

Concentration de I’échantillon =volume d’huile injecté/volume de la boite pétri

L’unité est le microlitre/mL air ; Volume de la boite pétri=57 mL ; Volume d’huile injecté=5 uL




Chapitre 1V : Résultats et discussion

Enfin, nos résultats indiquent que les huiles essentielles de A. humilis présentent une
activité antifongique limitée a la concentration testée (0.087uL/mL air) contre ces souches
cibles. Les valeurs d’indice antifongique obtenues pour les HE sont restées faibles et qui ne
dépassent pas les 73%. D’ailleurs, cela nous a empéché de déterminer la CMI des deux huiles
essentielles.

Il a été signalé que l'effet antifongique des huiles essentielles est attribué a leurs
principaux composants, ou une relation entre I'activité antifongique et les structures chimiques
de ces composés a été suggérée dans l'ordre décroissant : phénols > alcools > aldéhydes >
cétones > esters > hydrocarbures [192-194]. Cette régle est en accord avec nos résultats, car
les huiles essentielles de la partie aérienne et des racines sont pauvres en COmMPOSEs
phénoliques mais dominées par les hydrocarbures dont la capacité a réduire le développement
fongique est limitée.
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CONCLUSION GENERALE

Ce travail de thése s’inscrit dans le cadre des travaux de recherche du laboratoire des
substances naturelles et bioactives dont I’'un de ses objectifs majeurs est la contribution a une
meilleure protection et gestion de I’environnement par la valorisation des ressources végétales
(huiles essentielles, extrait d’hydrolat et autres extraits végétaux). Pour cela, nous avons
sélectionné deux plantes médicinales spontanées de la région de Tlemcen ; Daphne gnidium
L. (Thymelaeaceae) et Atractylis humilis L. (Asteraceae). Ces deux espéces oubliées et parfois
négligées, demeurent sous-utilisées par les populations dans le traitement de certaines
pathologies. Par ailleurs, si la premiere espece est relativement peu étudiée, la deuxiéme n’a
pas été décrite dans la littérature.

Au préalable, une enquéte ethnobotanique effectuée auprés de la population locale
nous a permis de récolter des informations portant sur la personne et de connaitre les
utilisations courantes des deux plantes. Pour D. gnidium, ¢’est la partie aérienne qui sert dans
les soins de cheveux alors que les racines décoctées de A. humilis constituent I'organe le plus
utilisé pour traiter les maladies gastro-intestinales et les infections urinaires. Cette enquéte
nous a révélé encore d’autres usages non décrits auparavant.

Un screening phytochimique réalisé sur la partie aérienne de chacune des deux plantes
nous a permis de mettre en évidence la présence des groupes des familles chimiques. Pour D.
gnidium, les tests de caractérisation ont révelé la présence des flavonoides, des composés
réducteurs, des tanins et des saponosides. Cependant, les alcaloides, les coumarines et les
stéroides ainsi que I’amidon étaient absents. Quant a A. humilis, les groupes de composés
identifiés sont les alcaloides, les flavonoides, les composés réducteurs, les tanins, les stérols et
les stéroides alors que les coumarines, I’amidon et les saponosides sont totalement absents.

Le dosage quantitatif des composés phénoliques dans D. gnidium a montré des
quantités importantes en polyphénols et en flavonoides mais faibles en tanins. En outre, A.
humilis était marquée par la richesse de I’extrait aqueux des racines en polyphénols totaux et
en flavonoides par rapport & la partie aérienne. Pour les tanins, la teneur la plus élevée se
trouve dans 1’extrait méthanolique des racines et I’extrait aqueux de la partie aérienne alors
que la quantité la plus faible est constatée dans I’extrait aqueux des racines.

Les composés volatils représentés par I’huile essentielle et I’extrait d’hydrolat ont été
investigués. Les HE ont été obtenues par hydrodistillation dans un appareil de type Clevenger
et I’extrait d’hydrolat par une extraction liquide-liquide. Leurs rendements sont exprimés par
rapport a la matiere végétale seche.

Les huiles essentielles ainsi que 1’extrait d’hydrolat de la partie aérienne de D. gnidium
sont étudiés pour la premiére fois ou leurs compositions chimiques ont été analysées par CPG
et CPG-SM. Leurs rendements d’extraction sont de 0.015 % et de 0.018% respectivement. Le
nombre de composés identifiés dans I’HE et I'extrait d'hydrolat est de quatre-vingt-dix-neuf et
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trente-deux représentant, respectivement 95,5% et 81,4% de la composition totale de I'extrait.
L’HE est dominée par les composés oxygénés et est caractérisée par un pourcentage élevé de
monoterpenes oxygénés (36,9%), suivis des composés oxygénés sesquiterpéniques (23,2%) et
non terpéniques (21,2%). Le profil chromatographique de I'extrait d'hydrolat n'a montré que
des composés oxygénés (81,4%) dominés par des monoterpénes (48,2%), suivis par des
composés oxygéneés non terpéniques (26,7%). Par ailleurs, les composés hydrocarbonés n'ont
été trouvés que dans I'HE, a un pourcentage de 13,6%. Les principaux constituants de I'huile
essentielle étaient la carvone (12,7%), suivie du spathulénol (11,2%). D'autre part, les
principaux composés presents dans I'extrait d'hydrolat étaient la carvone (10,9%) et le
carvacrol (10,9%).

De plus, la composition en acides gras de la partie aérienne de D. gnidium déterminée
par CPG et CPG-SM, a permis d’identifier 13 acides dont 1’acide palmitique, 1’acide

linol¢ique et 1’acide oléique sont prépondérants avec des teneurs respectives de 1’ordre de
30%, 24% et de 14.6%.

Quant a I’espece A. humilis, la préparation d’extraits bruts aqueux et méthanolique a
montré que ’extrait aqueux des racines a présenté le rendement le plus élevé (8,2%). Le
méme extrait possede les teneurs les plus élevées en polyphénols totaux et en flavonoides par
rapport a celles de la partie aérienne. Pour I’extrait méthanolique, les composés phénoliques
sont plus présents dans les racines que dans la partie aérienne. En outre, la teneur en tanins la
plus faible est constatée dans 1’extrait aqueux des racines.

Nous nous sommes aussi intéressés a 1’extraction et 1’analyse des huiles essentielles de
la partie aérienne et des racines de A. humilis en provenance de huit stations différentes. Les
rendements en HE des racines sont nettement supérieurs a ceux de la partie aérienne et varient
de 0,010 a 0,070%. Pour chacune des deux parties, le profil chimique qualitatif des divers
échantillons est presque le méme. Quinze composés ont été identifiés dans les HE de la partie
aérienne et 14 composés dans les racines représentant respectivement (81,4-92,5%) et (89,5-
98,1%) de la composition totale des huiles. Par comparaison des deux parties de la plante et a
I’exception de trois composés qui sont le B-élémene, le B-sélinéne et le (E) -phytol, les deux
compositions chimiques des HE sont complétement différentes. Les HE de la partie aérienne
sont caractérisées par une teneur élevée en composés non terpéniques suivis de sesquiterpenes
alors que celles des racines étaient dominées par des composé€s sesquiterpéniques comme le -
élémeéne connu pour son efficacité thérapeutique contre les cellules tumorales et les troubles
inflammatoires justifiant par ailleurs quelques utilisations traditionnelles de A. humilis.
D’autre part, la variabilité chimique inter stations des HE de A. humilis a été investiguée. En
appliquant l'analyse en composantes principales (ACP) et l'analyse de cluster (CA), des
differences quantitatives significatives ont été observées dans la famille de composes des
differentes stations en raison de leur localisation géographique. Ces résultats confirment que
les HE de la partie aérienne étaient différentes de celles des racines qui ont été principalement
dominées par les sesquiterpénes hydrocarbonés et oxygenés.




Le volet appliqué de cette these est consacré aux activités biologiques des deux
espéces étudieées. Pour D. gnidium, nous avons testé les activités antioxydantes de 1’huile
essentielle, I’extrait d’hydrolat, les extraits méthanolique et aqueux de la partie aérienne en
utilisant deux méthodes courantes FRAP et DPPH. Il s’est avéré que les extraits aqueux et
méthanolique ont la meilleure capacité de réduire le radical DPPH:' accusant respectivement
des valeurs des ICso de 0.10 et 0.12 mg/mL. Quant a la fraction volatile, ¢c’est I’hydrolat avec
une ICso de 0.62 mg/mL qui présente la meilleure activité antiradicalaire. Par la méthode
FRAP, c’est I’extrait aqueux qui présente le meilleur pouvoir antioxydant alors que les
activités les plus faibles ont été trouvées chez I’huile essentielle et I’extrait d’hydrolat. Il
ressort des résultats précédents que les activités antioxydantes de tous les extraits demeurent
inférieures a celle de 1’acide ascorbique pris comme référence. En ce qui concerne A. humilis,
les activités antiradicalaires les plus faibles reviennent & I'huile essentielle de la partie
aerienne et des racines avec des taux d’inhibition du radical DPPH respectifs de 1’ordre de
71.5% et 60.8%. Toutefois, les activités de piégeage du radical les plus fortes sont observées
chez les extraits méthanoliques de la partie aérienne et des racines. Ces deux extraits
présentent des valeurs de ICso de méme ordre que celle de I’acide ascorbique et possédent
donc des propriétés antioxydantes intéressantes similaires a celle de I’acide. En utilisant la
méthode FRAP, I’huile essentielle et ’extrait aqueux des racines ont présenté le pouvoir
antioxydant le plus élevé et méme meilleur que celui de ’acide ascorbique. En effet, les
composés oxygenes, en particulier ceux portant des groupements hydroxyle, sont caractérises
par leur capacité antioxydante élevée.

L’étude de I’activité antibactérienne de D. gnidium a été réalisée sur sept souches de
référence par la méthode de diffusion des disques sur milieu solide. Les extraits étudiés ont
contribué a l'inhibition de toutes les souches testées a divers degrés ou I'huile essentielle a
présenté une activité antibactérienne trés intéressante. En effet, en présence de I'huile
essentielle, E. coli, P. aeruginosa et S. aureus étaient les micro-organismes les plus sensibles
avec des diametres d'inhibition tres importants de 36, 31 et 30 mm respectivement,
préserntant des CMI inférieures a 0.24 pL/mL, suivis de B. subtilis (28 mm), B. cereus (27
mm) et K. pneumoniae (25 mm). Cependant, I’extrait d’hydrolat, les extraits aqueux et
méthanolique se sont montrés moins actifs vis-a-vis de la croissance des bactéries avec des
diametres d’inhibition plus faibles. Les terpénes présents en abondance dans les HE et connus
pour leur activité contre un grand nombre de microorganismes, pourraient étre a 1’origine de
leur activité. Néanmoins, a cause de la complexité des HE, ’activité antimicrobienne pourrait
ne pas étre due a un composé spécifique ou prédominant mais a un possible effet de synergie
entre les différents constituants. Par ailleurs, un test d’écotoxicologie des extraits précédents
sur des larves d’Artémis a été évalué. L’analyse des résultats obtenus selon les lignes
directrices de I’OCDE et I’'UE montre que I’huile essentielle et I’extrait méthanolique sont
plus toxiques que l'extrait aqueux.

Concernant 1’espéce A. humilis, tous les extraits investigués ont réagi positivement sur,
au moins une des souches bactériennes testées, a I’exception de I’extrait aqueux des racines
qui s’est montré inactif. Par ailleurs, E. feacalis est la seule bactérie qui s’est montrée
totalement résistante a tous les extraits alors que S. aureus reste le microorganisme le plus
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sensible vis-a-vis des HE des racines avec un important diametre d'inhibition. Cette efficacité
pourrait étre attribuée aux principaux composés détectés, en particulier a la présence du B-
¢lémene. D’autre part, ’activité antifongique des huiles essentielles de la partie aérienne et
des racines de A. humilis testée sur trois champignons pathogénes: P. expansum, F.
graminearum et Z. tritici, en utilisant deux méthodes différentes : la diffusion et la fumigation
a montré une variabilité de I’inhibition de croissance mycélienne des trois souches testées. Par
comparaison des deux tests, la méthode de diffusion s’est avérée plus efficace que la
fumigation pour inhiber la croissance mycélienne, sauf pour F. graminearum qui n’était pas
sensible aux huiles essentielles avec des pourcentages d’inhibition trés faibles. De plus, les
HE présentent une activité antifongique limitée a la concentration testée (0.087uL/mL air) ou
les valeurs d’indice antifongique obtenues sont restées faibles ne dépassant pas les 73%. Ce
résultat est en accord avec la composition chimique des huiles essentielles de la partie
aerienne et des racines qui sont pauvres en composés phénoliques mais dominées par les
composés hydrocarbonés dont la capacité a réduire le développement fongique est limitée.

Au vu des résultats fort intéressants obtenus, D. gnidium et A. humilis sont deux
plantes qui pourraient étre a caractére médicinale justifiant quelques-unes de leurs utilisations
traditionnelles. En perspectives, une étude plus approfondie des extraits de ces deux plantes
permettrait de mettre en évidence les molécules responsables des activités biologiques testées.
Par ailleurs, le test d’écotoxicologie de I’huile essentielle et de I’extrait méthanolique sur les
larves d’Artémis, pourrait étre étendu a des concentrations plus faibles afin de déterminer
leurs DLso.

Enfin, cette étude contribueraitt a la valorisation de ces deux espéces jusque-la
négligés et sous-utilisées.

.
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ANNEXE 1:

Enqguéte ethnobotanique sur

Daphne gnidium L. *

Profil de Uinformateur

1.Sexe: o Masculin o Féminin

2.Age: o0 <20 o [20-30] o [30-40] o [40-50] o [50-60] o >60

3. Niveau d’étude : o Analphabéte o Primaire o Moyen o Secondaire o Universitaire

4. Situation familiale : o Marié o Célibataire o Veuf o Divorcé

5. Origine de information : 0 Ancétres o Lecture o Herboriste o Autres

Questions :

1. Utilisez-vous les plantes médicinales pour des soins 2 o Oui o Non
2. Avez-vous déja vu cette plante ? o Oui o Non
3. Connaissez-vous la plante Daphne gnidium ? o Oui o Non

4. Quel est le nom local de Daphne gnidium ?

5. - Utilisez-vous cette plante pour des soins ?

- lesquels ?

6. Connaissez-vous d’autres utilisations de Daphne gnidium ?

- lesquels ?



7. Quels sont les maladies soignées par cette plante ?

8. Cette plante est-elle utilisée seule ou associée a d’autres plantes ?
9. Partie utilisée : o Racines o Tiges o Feuilles o Fleurs
10. Quielle est la période de collecte :

11. Etat de la matiere végétale utilisée : o Sec o Frais

12. Mode d’utilisation : 0 Poudre o Décoction o Macération o Infusion o Autres

13. Mode de préparation :

14. Autres informations :

*
Dans le deuxieme questionnaire, Daphne gnidium est remplacée par Atractylis humilis



Annexe 2 : la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique
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Figure 28 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage des polyphénols.

Annexe 3 : la courbe d’étalonnage de la quercétine
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Figure 29 : Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides.



Annexe 4 : la courbe d’étalonnage de la catéchine
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Figure 30 : Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des tanins.
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Abstract: Essential oils (EOs) and hydrosol extract from plants always show a wide range of interesting
biological activities. The present study was performed to assess for the first time, the chemical composition and
some bioactivities of EO and hydrosol extract from Daphne gnidium L. growing in Algeria. The chemical
characterization of EO and hydrosol extract was carried out by GC/FID and GC/MS analysis. The antioxidant
activities were evaluated by DPPH radical scavenging and by FRAP tests. Also, antimicrobial screening of
these extracts were performed using the agar disc diffusion test. Ninety-nine components in EO and thirty-two
components in hydrosol extract accounting for 95.5 % and 81.4 % of the total extract composition were identified.
The main constituents were carvone (12.7 %) followed by spathulenol (11.2 %) in EO, while the major compounds
present in the hydrosol extract were carvone (10.9 %) and carvacrol (10.9 %). The results of antioxidant activity
of hydrosol extract could be considered more interesting than EO. The data of the antimicrobial assays showed
that all strains were sensitive to these extracts where EO displayed a very strong antibacterial activity mainly for
E. coli, P. aeruginosa and S. aureus bacteria. Up to date, the current study is the first scientific report of
antioxidant and antimicrobial activities as well as the chemical composition of the EO and hydrosol extract of
Algerian D. gnidium. The obtained results could promote the potential of D. gnidium as a promising source of
bioactive compounds with a possible application as new natural antioxidant and antimicrobial agents.

Key words: Essential oil, hydrosol, antioxidant, antimicrobial, Daphne gnidium.

Introduction

Over thousands of years, many plants have been
used to treat several diseases in human therapy
and veterinary, in food, and countless other ar-
eas. During the last decade, there has been a grow-
ing interest in scientific studies on medicinal plants
and their derived compounds. Indeed, plants are
naturally rich sources of bioactive substances in-

*Corresponding author (Chaouki Selles)
E-mail: < selleschaouki@yahoo.fr>

cluding tannins, flavonoids, alkaloids, carbohy-
drates, terpenoids and steroids '. Essential oils
(EOs) extracted by hydrodistillation from differ-
ent parts of plant, are a complex chemical mix-
ture of volatile compounds. They can be used for
food applications, in cosmetic, and pharmaceuti-
cal industry 2. Besides, during distillation process
of aromatic plants, small amounts of EOs con-

© 2019, Har Krishan Bhalla & Sons
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stituents were lost in the water and many several
hydrophilic components were water-soluble
thereby forming a mixture called hydrosol. Con-
sidered for a long time as a waste product, hydro-
sols have been subject of only few investigations
3. In recent years, they have gained increasing
attention by scientists, investigating their antioxi-
dant and antimicrobial capacities. Moreover, con-
trary to hydrosols, the chemical compositions of
EOs species and their various biological activities
has been widely studied. Otherwise, secondary
metabolites, such as flavonoids and tannins iso-
lated from plants and their interesting biological
activities have been the focus of extensive re-
search &7,

Thus, the search for natural antioxidants is ex-
tremely important and a lot of them are identified
and now available for various applications *. In-
deed, these pure bioactive compounds with vari-
ous chemical structures possess a high ability to
protect the body from damage caused by free
radical induced oxidative stress °. Otherwise, ex-
tensive uses of antimicrobials have caused the
emergence of multidrug-resistant strains. There-
fore, in order to control infectious diseases and
their financial burden impact on the health care
system, great effort has been expended to search
and develop new antibacterial agents. Indeed, EOs
as a source of bioactive compounds with antimi-
crobial potential, are receiving growing attention
10-12

The north west of Algeria is one of the regions
with the highest biodiversity in the Mediterranean
area where many species have not yet been well
studied.

The genus Daphne belonging to the family
Thymelaeaceae, includes about 95 species oc-
curring from central Asia throughout the Medi-
terranean region to northern Africa, especially to
Algeria . The Algerian Flora comprises of three
species: D. oleoides Schreb, D. gnidium L, and
D. laureola L. Locally known as ‘lazzaz’, D.
gnidium is a perennial shrub that can reach 2 m
in high, with darker leaves above and clearer and
sticky below concentrated in the upper parts of
stems 4.

Although Thymelaeaceous plants have long been
recognized for their toxicity, several Daphne spe-

cies have also been used to treat a wide range of
disorders such as arthritis, dysentery, diarrhea,
hemorrhoids and gout and also frequently used
for wound healing and reduction of blood sugar
15, 16

D. gnidium L. has been used for centuries in
the traditional medicinal practices of many coun-
tries to treat various ailments. In Spain, the bark
in the form of necklaces is used in veterinary to
repel insects and to facilitate the expulsion of the
placenta after birth 7. Traditionally, its dried bark
has been used as a draconian purgative to treat
constipation and toothache.

Externally used, Daphne has served to get rid
of furuncles and for drying wounds, in addition to
the killing of hair lice or ticks in animals while
stem and leaf decoctions are applied in hair wash-
ing and as hair tonic '®. Despite their proven tox-
icity, members of the Daphne genus have been
the subject of numerous phytochemical studies in
the last years where different classes of natural
products have been isolated from these species,
including flavonoids, coumarins, and diterpenoids
19

Indeed, various pure compounds isolated from
these plants showed antioxidant, antimicrobial,
analgesic, anti-inflammatory, cytotoxic and anti-
leucemic activities'® 12!

Otherwise, D. gnidium ethyl acetate leaf ex-
tract acts as an in vitro anti-inflammatory factor
by inhibiting mice macrophage and lymphocyte
activities 2.

To the best of our knowledge, there is no report
in the literature addressing the profile of D.
gnidium essential oils and hydrosol extract. In this
study, we performed for the first time, the chemi-
cal composition of the volatile extracts of D.
gnidium aerial parts as well as their antioxidant
and antimicrobial activities.

Material and methods

Plant material

About 5 kg of D. gnidium aerial parts (leaves
and stems) were collected in February 2017
around Zelboun locality at about 90 km North West
of Tlemcen, Algeria (914 m, 34°51°30.06"N;
1°25°1.17"E). Botanical authentication was
accomplished by plant taxonomists in the “Labora-
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tory of Ecology and Ecosystem Management”
Tlemcen University (Algeria). Voucher specimen
(DG.AA.022017) was deposited in our laboratory.
Plant material was air-dried in the dark at room
temperature away from dust until use.

Essential oil and hydrosol extract isolation

Air-dried aerial parts of D. gnidium (400 g)
were submitted to hydrodistillation in a Clevenger-
type apparatus for 5 hours according to the pro-
tocol recommended in the European Pharmaco-
poeia . Hydrodistillation was performed in tripli-
cate. The EOs were collected and dried over an-
hydrous sodium sulfate (Na,SO,). For the prepa-
ration of the corresponding hydrosol extract, one
liter of condensed water during hydrodistillation,
is recovered and subjected three times to a liquid-
liquid-extraction using 250 mL of diethyl ether. At
room temperature, the organic layer was evapo-
rated and dried over Na,SO,. Both essential oil
and hydrosol extract were stored at 4°C in wa-
terproof amber glass vials until further analyses.
Their yields were calculated in relation to the
weight of the dry vegetable matter.

Assessment of antioxidant capacity
DPPH radical scavenging assay

This method is based on the measurement of
the scavenging capacity of antioxidants towards
the stable radical 2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH). The radical scavenging ability of EO
and hydrosol extract was measured essentially as
described by C. Sanchez-Moreno ** with minor
modifications. Briefly, 50 uL of each extract at
different concentrations was added to a 1950 uL.
DPPH methanolic solution (0.025 g.L"). The ob-
tained mixture was shaken vigorously and allowed
to stand for 30 min in the dark at ambient tem-
perature. Then, the absorbance of the resulting
solution was measured against a blank solution at
517 nm using a UV/Visible spectrophotometer
(OPTIZEN POP). Ascorbic acid was used as a
positive control to compare the radical scaveng-
ing activity of extracts. The DPPH radical scav-
enging ability was estimated using the following
formula:

DPPH scavenging rate (%) = [(A
x 100 %

A

blank samplc)/

A

blnnk]

where A, and A_ = are the absorbance of
the control (prepared as the same without the
extract) and the extract, respectively. The scav-
enging activity on DPPH radical was expressed
as IC, , which is the concentration of extract re-
quired to give a 50 % decrease of the absorbance.
The IC, value was calculated by using linear re-
gression analysis. Each experiment was conducted

in triplicate.

Ferric reducing antioxidant power (FRAP)
assay

FRAP assay was carried out as described by
M. Oyaizu * with slight modifications. Briefly, dif-
ferent amounts of extracts in 1 mL of methanol
were mixed with phosphate buffer (2.5 mL, 0.2
mol.L"!, pH 6.6) and potassium ferricyanide (2.5
mL, 1 %). The mixture was incubated at 50°C
for 20 min. 2.5 mL of trichloroacetic acid (10 %
(w/v), aqueous solution) was added to the mix-
ture followed by centrifugation at 3000 rpm for
10 min. Finally, the upper layer of solution (2.5
mL) was mixed with distilled water (2.5 mL) and
ferric chloride aqueous solution (0.5 mL, 0.1 %
(w/v)). Then, the absorbance of the resulting so-
lution was recorded against a blank solution at
700 nm using a UV/Visible spectrophotometer,
OPTIZEN POP, Daejeon, South Korea and com-
pared with ascorbic acid used as a positive con-
trol. The FRAP value was expressed as IC,,
which is the concentration of extract required to
reduce 50% of the initial concentration of ferric
thiocyanate. Each experiment was carried out in
triplicate.

Estimation of antimicrobial activity
Microbial strains and cultivation

Seven microorganism strains were selected to
assess the antimicrobial activity of essential oils
and hydrosol from D. gnidium, including four
Gram-positive (Staphylococcus aureus ATCC
29213, Enterococcus feacalis ATCC 29212,
Bacillus cereus ATCC 11778, Bacillus subtilis
ATCC 6633) and three Gram-negative (Escheri-
chia coli ATCC 25922, Pseudomonas aerugi-
nosa ATCC 27853, Klebsiella pneumoniae
ATCC 70603).

The antibacterial activities of EOs and hydro-
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sol extract were carried out using the agar disc
diffusion method ?. The turbidity of the bacterial
suspension was adjusted to 0.5 McFarland stan-
dards and the culture concentration was diluted
to approximately 10’ Colony Forming Unit per mL
(CFU/mL). Using a cotton swab, each adjusted
strain was inoculated on Mueller-Hinton agar
plates. After drying, sterile filter paper disc of 6
mm in diameter (Sanofi Diagnostic Pasteur) were
impregnated with 10 uL of essential oil or hydro-
sol extract and placed on the agar surface. The
plates were then incubated at 37°C during 24 h.
After the incubation period, the diameter of inhi-
bition zones were measured (mm). Growth inhi-
bition was compared with the following standard
antibiotics: Gentamicin (10 pg/disc), Ciprofloxacin
(5 mcg/disc) and Tobramycin (10 mcg/disc) that
were used as positive controls.

Tests were performed in triplicate and the means
were calculated.

Determination of minimum inhibition concen-
tration (MIC)

MIC was defined as the lowest concentration
of an antimicrobial agent (EO or hydrosol extract)
that completely inhibited the growth of microor-
ganism after incubation. MIC was determined by
the broth microdilution method using 96-well plates
7. A successive dilution of % of each extract in
the outer tubes of Miiller-Hinton broth (Fluka
Biochemika, Spain) is carried out by adding Tween
80 at a concentration of 1 % (v / v) to obtain a
homogeneous mixture of EO or hydrosol extract
and broth. Another solution was prepared with
Miiller-Hinton broth and Tween 80 with the same
concentration of 1 %. This solution was used to
complete the successive dilutions of the first so-
lution which contain EO or hydrosol extract so
that the concentration of Tween 80 remains the
same at 1 % in the different prepared concentra-
tions. Inocula of 10" CFU/mL were diluted by 1/
100 to obtain a concentration of 10° CFU/mL. A
volume of 180 pL of the bacterial suspension at
10° CFU / mL was deposited inside the wells of
the microplate. Then, 20 puL of EO or hydrosol
extract solution was added. The final concentra-
tion of Tween 80 is 0.1 % (v/v) in each well and
the final concentrations of the EO or hydrosol ex-
tract ranged from 500-0.2 uL/mL.

Gas chromatography (GC) analysis

GC analysis was carried out using PerkinElmer
Clarus 600 Gas Chromatograph apparatus
(Walhton, MA, USA) equipped with a single in-
jector and a dual flame ionization detection (FID)
system. The apparatus was used for simultaneous
sampling of two fused-silica capillary columns (60
m % 0.22 mm, film thickness 0.25 um) with dif-
ferent stationary phases: Rtx-1 (polydimethyl-
siloxane) and Rtx-Wax (polyethylene glycol). The
oven temperature was programmed from 60 to
230°C at 2°C/min and then held isothermally at
230°C for 35 min. Injector and detector tempera-
ture was maintained at 280°C. Split injection was
conducted with a ratio split of (1/50), using he-
lium as carrier gas (0.7 mL/min); injected volume
of pure EO or hydrosol extract: 0.2 uL.

Gas chromatography-Mass spectrometry
(GC/MS) analysis

Samples were analyzed with a PerkinElmer
TurboMass quadrupole analyzer, coupled to a
PerkinElmer Autosystem XL. The apparatus was
equipped with two fused-silica capillary columns
Rtx-1 and Rtx-Wax. The oven temperature was
programmed from 60 to 230°C at 2°C/min and
then held isothermally at 230°C for 35 min. He-
lium was employed as carrier gas (0.7 mL/min).
The following chromatographic conditions were
used: Injected volume of pure EO or hydrosol
extract, 0.2 uL. Ton source temperature: 150°C,
ionization energy (EI): 70 eV, EI mass spectra
were acquired over the mass range 35 -350 Da
(scan time: 1 s). Other GC conditions were the
same as described previously except for the split
mode that becomes 1/80.

Component identification and quantification

Identification of individual components was
based (i) on the comparison of their GC retention
indices (RI) on polar and non polar columns with
those of authentic compounds or literature data
28,29 and (ii) on computer matching with commer-
cial mass spectral libraries and comparison of
spectra with those of the library of the
“Laboratoire Chimie des Produits Naturels” Corse
University, Corte (France). Component quantifi-
cation was carried out using peak normalization
% abundances, integrating the FID response fac-
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tors relative to tridecane (0.7 g/100 g) used as
internal standard.

Statistical analysis

The assays were conducted in triplicate and all
tabulated results were presented as means £ SD
(Standard Deviation). The data were statistically
analyzed by variance analysis (ANOVA) avail-
able in Excel with XLSTAT software.

Results and discussion
Essential oil and hydrosol extract isolation

EO and hydrosol extract from the aerial parts
of D.gnidium extracted respectively, by hydro-
distillation and liquid-liquid-extraction yielding
(0.015 £ 0.001 %) (w/w) of yellow essential oil
and (0.018 £ 0.001 %) (w/w) of dark yellowish
oil. The total number of chemical components iden-
tified in EO and hydrosol extract from aerial parts
was ninety-nine and thirty-two accounting for re-
spectively 95.5 % and 81.4 % of the total extract
composition (Table 1).

GC/MS analyses showed that oxygenated com-
pounds dominated EO which is characterized by
a high percentage of oxygenated monoterpenes
(36.9 %), followed by oxygenated sesquiterpe-
nes (23.2 %) and non terpenic oxygenated com-
pounds (21.2 %).

GC/MS profile of the hydrosol extract showed
only oxygenated compounds (81.4 %) dominated
by monoterpenes (48.2 %) followed by non ter-
penic oxygenated compounds (26.7 %). However,
hydrocarbons were found only in the EO at a per-
centage of 13.6 %.The main components from
aerial parts essential oil were carvone (12.7 %)
followed by spathulenol (11.2 %), carvacrol (6.9
%) and hexadecanoic acid (5.9 %). On the other
hand, the main compounds present in the hydro-
sol extract, were carvone (10.9 %) and carvacrol
(10.9 %) followed by hexadecanoic acid (6.5 %)
and cuminaldehyde (5.6 %) while eugenol is at a
lower percentage (4.6 %).

Assessment of antioxidant capacity

The antioxidant activity of D. gnidium was
evaluated by two simple, precise and complemen-
tary methods: the DPPH free radical scavenging
and the FRAP assay. Ascorbic acid as a synthetic

antioxidant was used as the positive control.

In order to assess antioxidant activity of D.
gnidium extracts, IC values were calculated and
results are shown in (Table 2). A lower IC, value
corresponds to the higher radical scavenging acti-

vity.

In the DPPH assay, the purple radical 2, 2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) is reduced to
pale yellow when accepting an electron or in the
presence of free radical species. Thanks to its
sensitivity to low concentrations and its short re-
action time, this method has been extensively used
for screening/measuring antioxidant activities of
various compounds and complex samples 3*3',

The FRAP assay measures the ability of anti-
oxidants to reduce ferric ion (Fe*") to ferrous ion
(Fe*") by donating electrons.

By comparing the IC, values from the two
testing methods, EO showed antioxidant activity
slightly lower than hydrosol extract. Otherwise,
the results obtained for EO by the DPPH method
did not differ from those obtained by the reducing
power test but appear lower than that of ascorbic
acid.

The results of antioxidant activity of D. gnidium
hydrosol extract could be considered more inter-
esting than essential oil (IC, values were 0.62 +
0.09 vs 1.14 £ 0.15 mg/mL for DPPH assay and
0.42+0.01 vs 1.10+ 0.04 mg/mL for ferric-redu-
cing capacity). The comparison of hydrosol ex-
tract with the ascorbic acid showed a ferric re-
ducing power of hydrosol stronger than that of
standard antioxidant while the hydrosol DPPH
radical scavenging activity is about ten times lower
than that of ascorbic acid (IC, values were 0.42
+0.01 vs 0.91 +0.03mg/mL for FRAP assay and
0.62 £ 0.09 vs 0.06 + 0.02 mg/mL for DPPH as-
say, respectively).

The antioxidant activity was related to the class
of compounds present in both EO and hydrosol
extract which are dominated by oxygenated
monoterpenes (36.9 % and 48.2 %, respectively).
It was reported that the monoterpenes and ses-
quiterpenes possesses antioxidant properties *.
Indeed, carvone exhibited effective and powerful
antioxidant activity *.

However, as a polar mixture, hydrosol extract
display a high content of only oxygenated com-
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Table 1. Chemical compositions of essential oil and

hydrosol extract of aerial parts of D. gnidium

No. Compound® RI® RILF RIPd Essential oil° Hydrosol*
1 3-Methyl-3-pentanol® 757 793 - - 3.6
2 Benzaldehyde® 929 929 1530 0.1 -
3 B-Pinene! 970 969 1017 tr -
4 Myrcene' 987 979 1158 tr -
5 p-Cymene' 1011 1011 1261 0.3 -
6  Benzylalcohol® 1011 1013 1877 - 0.9
7  Limonene' 1020 1020 1194 0.2 -
8  trams-Sabinene hydrate? 1051 1056 1449 tr -
9  trans-linalol oxide’ 1057 1061 1435 0.1 0.4

10 Octanol® 1058 1064 1549 tr -
Il 6-Methyl-3,5-heptadien-2-one® 1074 1080 - - 0.8
12 Nonanal® 1083 1081 1381 0.2 0.6
13 Linalool® 1081 1084 1545 0.7 29
14 Phenyl ethanol® 1086 1098 1906 - 0.6
15  Phenyl acetaldehyde® 11z 1111 1592 0.3 -
16  Camphor® 1123 1122 1503 0.5 tr
17 Isophorone? 1124 1124 1570 0.1 -
18  Cryptone? 1157 1158 1662 0.9 -
19  Terpinen-4-ol® 1161 1162 1657 0.8 -

20  o-Terpineol® 179 1176~ 1700 - 2.6

21  Estragol® 1176 1178 1678 2.1 0.9

22 Decanal® 1185 1184 1498 0.4 09

23 trans-Carveol® 1200 1197 1820 0.2 -

24 Nerol? 1210 1205 1799 0.6 -

25  Cuminaldehyde? 1217 1213 1777 0.6 5.6

26 Carvone? 1222 1222 1756 12.7 10.9

27 Geraniol® 1232 1232 1845 0.1 -

28  E-Myrtenol? 1241 1234 1864 0.1 -

29  (E)-2-Decanal® 1248 1246 1662 0.2 -

30 Phellandral® 1251 1253 1708 0.6 -

31  o-Terpinen-7-ol? 1258 1260 1771 0.3 0.6

32 E-anethole? 1264 1268 1801 3.8 3.1

33 p-Cymen-7-ol’ 1271 1275 2091 - 1.2

34 Thymol? 1266 1278 2167 3.6 1.1

35  Undecan-2-one® 1273 1279 1592 0.6 0.8

36 Undecan-2-ol° 1284 1281 1711 2.6 -

37 Carvacrol® 1278 1288 2219 6.9 10.9

38  Tridecane’ 1300 1302 1352 0.4 -

39  Piperitenone’ 1318 1317 1318 - 0.6

40  Eugenol’ 1330 1324 2164 0.3 4.6

41  Piperitenone oxide? 1333 1343 1927 3.3 -

42 Geranyl acetate’ 1362 1352 1750 0.2 -

43 B-Damascenone® 1362 1367 1780 0.7 29
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table 1. (continued).

No. Compound® RL" RL¢ RIL? Essential oil° Hydrosol*
44 Methyl eugenol? 1367 1373 2009 0.5 0.6
45 o-Copaene’ 1379 1376 1520 0.6 -
46  Nepetalactone? 1380 1382 1970 22 -
47  B-Elemene’ 1389 1387 1565 0.6 -
48  Dodecanal® 1395 1398 1707 0.3 -
49  Isocaryophyllene? 1409 1401 1558 0.5 -
50 Neryl acetone? 1410 1409 1826 0.7 1.4
51 trans-caryophyllene’ 1424 1420 1609 0.8 -
52 Geranyl acetone® 1430 1431 1860 0.6 -
53  (E)-B-farnesene’ 1446 1445 1651 0.3 -
54 Aromadendrene?’ 1451 1448 1626 0.4 -
55  Allo-aromadendrene’ 1462 1456 1631 0.7 -
56  Damascone? 1466 1460 1809 0.2 -
57  o-Curcumene’ 1471 1472 1772 2.1 -
58  y-Curcumene? 1474 1476 1685 0.2 -
59  B-Tonone’ 1476 1478 1936 - 29
60 D-Germacrene? 1479 1480 1646 0.4 -
61  B-Selinene’ 1483 1485 1724 0.2 -
62  Tridecanal® 1494 1493 1819 1.3 -
63  Dihydroactinidiolide® 1479 1499 - - 2.8
64 B-Bisabolene’ 1500 1509 1725 0.4 -
65 o-Bisabolene’ 1518 1514 1767 0.5 -
66 8- Cadinene’ 1516 1516 1774 0.2 -
67 a-Cadinene’ 1535 1528 1777 0.3 -
68 Calamenene’ 1534 1539 1823 1.2 -
69  Nerolidol* 1546 1544 2045 0.4 -
70 o-Copaen-11-ol* 1547 1552 2104 0.2 -
71 cis-3-hexenyl benzoate® 1554 1554 2088 0.4 2.4
72 Spathulenol* 1568 1570 2093 11.2 0.7
73 Caryophyllene oxide* 1576 1580 1981 0.7 22
74 Globulol* 1580 1582 2066 0.3 -
75  Viridiflorol* 1591 1589 2085 0.4 -
76 Humulene epoxide IT* 1601 1594 2034 0.6 -
77  Tetradecanal® 1592 1598 1927 0.9 -
78  Cubenol* 1611 lell 2074 tr -
79  Aromadendrene oxide II* 1617 1617 1997 0.1 tr
80 Epicubenol* 1624 1624 2060 0.4 -
81  Isospathulenol 1625 1625 2134 0.6 -
82 1-Cadinol* 1632 1628 2157 0.5 -
83  Ar-turmerone’ 1639 1641 2266 24 1.4
84  B-Eudesmol* 1644 1645 2241 0.6 -
85 o-Cadinol* 1645 1650 2236 0.6 -
86  a-Eudesmol* 1653 1654 2227 0.2 -
87 (Z,7)-Farnesal® 1655 1663 2163 0.7 -
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table 1. (continued).

No. Compound® RI" RIL¢ Rlpd Essential oil®* Hydrosol*
88  2-Oplopenol* 1670 1668 2283 0.2 -
89  o-Bisabolol* 1673 1674 2206 0.3 tr
90 (Z,E) Farnesol* 1687 1687 2307 0.2 -
91 Heptadecane® 1700 1707 1698 0.2 -
92  Benzyl benzoate® 1733 1739 2593 - 1.8
93  Tetradecanoic acid® 1748 1739 2658 0.4 -
94  Hexadecanal® 1795 1796 2139 0.2 -
95  Phytone’ 1817 1821 2142 1.6 22
96 (Z,Z)-Farnesyl acetone* 1844 1841 2277 0.3 -
97  Pentadecanoic acid® 1848 1847 2787 0.1 -
98 (E.E)-farnesyl acetone* 1895 1892 2366 0.7 -
99  Hexadecanoic acid® 1968 1964 2867 5.9 6.5
100 Octadecanal® 1995 1990 2349 0.3 -
101  Geranyl linalool* 2010 1999 2533 0.2 -
102 Octadecanol® 2070 2061 2591 0.2 -
103 Octadecanoic acid® 2103 2105 2607 0.3 -
104 Phytol’ 2104 2116 2645 0.4 -
105 Dicosane’ 2200 2195 2188 0.3 -
106  Tricosane? 2300 2296 2317 0.6 -
107  Tetracosane® 2400 2395 2397 0.4 -
108  Pentacosane’ 2500 2499 2495 1.3 -
109  Octacosane® 2600 2595 - 0.5 -
Total identification % 95.5 81.4
Hydrocarbons compounds 13.6 -
Hydrocarbons monoterpenes ' 0.5 -
Hydrocarbons sesquiterpenes? 94 -
Non terpenic hydrocarbons ° 3.7 -
Oxygenated compounds 81.9 81.4
Oxygenated monoterpenes > 36.9 48.2
Oxygenated sesquiterpenes * 232 6.5
Oxygenated diterpenes ’ 0.6 -
Non terpenic oxygenated © 21.2 26.7

*Elution order on apolar column (Rtx-1)

b Retention indices of literature on the apolar column

¢ Retention indices on the apolar Rtx-1 column (RIa)
dRetention indices on the polar Rtx-Wax column (RIp)

¢ Normalized % abundances given on the apolar column
tr, trace (< 0.05 %)

RI, retention indices

Bold values show the major components

pounds (81.4 %). It is well known that alcohols hibited significant antioxidant properties 6.
and phenolic components with high hydrogen-do- Indeed, It was shown that carvacrol presented
nating capacity towards the DPPH radical, ex- a strong antioxidant potential due to the presence
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Table 2. DPPH and FRAP radical-scavenging activities (IC,) of
essential oil and hydrosol extract from aerial parts of D. gnidium

Extract DPPH (IC,, mg/mL) FRAP (IC,, mg/mL)
Essential oil 1.14+£0.15 1.10+£0.04
Hydrosol extract 0.62+0.09 0.42+0.01
Ascorbic acid 0.06+£0.02 0.91£0.09

IC,,;: Inhibition Concentration 50 %

Table 3. Antimicrobial activities of aerial parts of Gnidium essential oil and hydrosol
extract expressed by the diameter inhibition zones and MIC values (UL/mL)

Strains Essential Hydrosol Standard

oil extract antibiotics

DD MIC DD MIC CN CIP TOB

Gram-positive bacteria
Staphylococcus aureus 30+£0.00 <0.24 11=0.00 31.25+0.02 16 30 16
Enterococcus feacalis 14+0.01 3.90+0.01 09+£0.02 62.5+0.01 - 14 -
Bacillus cereus 27+0.06 0.97+0.01 11+0.00 15.62+0.03 24 27 12
Bacillus subtilis 28+0.00 0.48+0.00 14+0.01 3.90+0.00 - 25 16
Gram-negative bacteria
Escherichia coli 36+£0.01 <0.24 13£0.00 7.814£0.01 21 33 -
Pseudomonas aeruginosa  31+£0.00 <0.24 12+0.01  7.81+0.01 19 33 18
Klebsiella pneumoniae 2540.02 1.954+0.00 08+0.02 15.62+0.00 21 28 15

DD: Diameter of inhibition zone (mm) including disc diameter of 6 mm,

MIC: Minimal inhibitory concentration (uWL/mL).

CN: Gentamicin (10 pg/disc)

CIP: Ciprofloxacin (5 mcg/disc)

TOB: Tobramycin (10 mcg/disc)

-1 not active
of hydroxyl group linked to aromatic ring of car-
vacrol molecule *’. Moreover, the antioxidant ac-
tivity of EOs or/and hydrosol extract may be re-
lated to all compounds. Therefore, synergism and
antagonism studies must be developed *.

Estimation of antimicrobial activity

The agar disc-diffusion method was used to
evaluate antimicrobial activities of D. gnidium EO
and hydrosol extract. The results showed that the
studied extracts have contributed to the inhibition
of all tested strains to varying degrees (Table 3).
Essential oil has a very interesting antibacterial
activity against the tested bacteria while hydrosol
extract showed a moderate one. The essential oil

was shown to have antimicrobial activities against
both Gram-positive and Gram-negative bacteria.
Indeed in the presence of the EO, E. coli as a
food related bacteria®?, P. aeruginosa and S.
aureus two pathogens responsible for a number
of nosocomial infections “°, were the most sensi-
tive microorganisms with important inhibition di-
ameters of respectively 36, 31 and 30 mm. How-
ever, the EO effect was slightly less pronounced
against B. subtilis (28 mm), B. cereus (27 mm)
and K. pneumoniae (25 mm) while E. feacalis
remains the most resistant bacteria, in compari-
son with the other strains, with an inhibition diam-
eter of 14 mm. The MICs values of Eos against
the three bacteria E. coli, P. aeruginosa and S.
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aureus mentioned above were < 0.24 pL/mL.

The essential oil was more effective against all
tested strains than Gentamicin and Tobramycin
but similar to Ciprofloxacin used as conventional
antibiotics.

Due to the complexity of the EO chemical com-
position, it becomes difficult to relate its antimi-
crobial activity to a specific component. The most
abundant class of compounds in essential oils are
terpenes which are known to be active against a
wide range of microorganisms *'. However, sev-
eral studies reported that the major compounds
are responsible for this existing activity. Our re-
sults may be explained by the occurrence of sev-
eral bioactive components reported in the litera-
ture such as carvone who has potential uses for
inhibiting the growth of bacteria *. Furthermore,
EO containing spathulenol as a major compound
were shown to exhibit antimicrobial activities
against a variety of bacteria **. Otherwise, it was
also reported that the antimicrobial activity may
not rely exclusively on the major compounds, but
it is due to a possible synergistic effect between
the different constituents of the oil *.

Conclusions
Gas chromatographic analysis revealed that es-
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Résumé :

La présente étude consiste a valoriser deux plantes sous utilisées de la région de Tlemcen, a savoir
Atractylis humilis (Astéracées) et Daphne gnidium (Thymelaeaceae). Aprés un examen phytochimique,
leurs compositions chimiques en huiles essentielles et en hydrolats ont été identifiées par CPG et CPG/SM. Par
la suite, leurs activités antioxydantes par deux méthodes (FRAP et DPPH) ont été investiguées. En fin, La
partie restante est consacrée a 1’activité antimicrobienne des différents extraits sur plusieurs souches ou

le résultat obtenu a révélé une activité antimicrobienne modérée.

Mots clés : huile essentielle, hydrolat, composés phénoliques, activité antioxydante et activité antimicrobienne.

Abstract :

The present study consists in enhancing two underused plants from the Tlemcen region,
namely Atractylis humilis (Asteraceae) and Daphne gnidium (Thymelaeaceae). After a preliminary
phytochemical screening, their chemical compositions in essential oils and hydrosols were identified
by CPG and CPG / MS. Subsequently, their antioxidant activities by two methods (FRAP and DPPH)
were investigated. Finally, the remaining part is devoted to the antimicrobial activity of the various
extracts on several strains where the obtained result revealed moderate antimicrobial activity.

Key words: essential oil, hydrosol, phenolic compounds, antioxidant activity and antimicrobial

activity

s pedla

Atractylis humilis (Asteraceae) et ¢(luselidalaic (o IS IS5 Gaeddiie e (5l (pal (& Adlad) A )al) Jiads
a5 g AilaasSll b€ il st o3 ¢ il Shasl) gasdll 22y Daphne gnidium (Thymelaeaceae)
DPPHSFRAP (i by 520830 sl Lgihal (6 a5 cld 32y CPG / SM 5 CPG o 52 Y s el 5
Al @ yedal G SYBL (e el e daliaa) clalitiall il 5 Saall sliadl) Laliall i) ¢ Sall Ganads o o Al
Maka HA amy 5 LS HA e ALl Lgle J guaal) o3 Al

thMJLAALLL‘aMSMJLAA.EL&J‘@JmQhS‘)Ach“J‘)A:\Acd‘)kcdu‘) K.PL’\.&A\QLASS\



