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Résumeé

L'utilisation des plantes médicinales dans les formulations cosmétiques et
dermatologiques repose sur des siécles de savoir traditionnel et est aujourd'hui validée par la
recherche scientifique moderne. Ce travail se concentre sur I’évaluation des teneurs en
composés phénoliques ainsi que sur l'étude des activités antiradicalaires et de lefficacité
photoprotectrice des extraits d'écorce du tronc d'Aquilaria malaccensis, afin de déterminer son

potentiel pour protéger la peau contre les rayons UV.

Apres avoir effectué une extraction par macération dans un mélange de solvants
(méthanol/acétone/eau; (70/20/10)) selon deux conditions différentes, notre étude
phytochimique a révélé que cette espéce contient des flavonoides, alcaloides et glycosides
cardiotoniques, tanins et terpénoides, avec des intensités variables. La chromatographie sur
couche mince a montré que les composés extraits restent stables, indépendamment du temps

d'extraction ou du renouvellement des solvants.

Les teneurs en polyphénols, en flavonoides et en tanins condensés sont trés proches dans
un gramme d'extrait sec et concordent avec les tests phytochimiques, ou les intensités étaient
également similaires. Cependant, une extraction prolongée a montré une augmentation
significative des teneurs, exprimées en milligrammes équivalents d'acide gallique par gramme
de matiere végétale seche, observée dans lextrait de 48h (8,482 mg EAG/g MS, 4,489 mg
EAG/g MS, 0,540 mg EAG/g MS respectivement).

L’activité anti-radicalaire a été évaluée par deux méthodes de piégeage des radicaux
DPPH et ABTS, in vitro. Bien que les extraits aient montré une activité antiradicalaire
similaire pour les deux tests, elle était inférieure aux standards. Enfin, le test de lactivité
photoprotectrice a démontré une protection solaire faible a moyenne, a une faible
concentration de I'extrait de 48h (SPF de 13,59 a4 0,1 mg/ml).

Ces résultats établissent que I'écorce du tronc d'A. malaccensis représente une source
modérée de polyphénols avec une capacité antioxydante et photoprotectrice bénéfique pour

les industries pharmaceutiques et cosmétique.

Mots clés : composés phénoliques, activité anti-radicalaire, DPPH, ABTS, CCM, SPF.



Abstract

The use of medicinal plants in cosmetic and dermatological formulations is rooted in
centuries of traditional knowledge and is now validated by modern scientific research. This
study focuses on evaluating the levels of phenolic compounds and investigating the
antioxidant and photoprotective activities of extracts from the trunk bark of Aquilaria

malaccensis, to determine its potential in protecting the skin against UV rays.

After conducting extraction by maceration in a solvent mixture (methanol/acetone/water
; (70/20/10)) under two different conditions, our phytochemical study revealed that this
species contains flavonoids, alkaloids, cardiac glycosides, tannins, and terpenoids, with
varying intensities. Thin-layer chromatography demonstrated that the extracted compounds

remain stable regardless of extraction time or solvent renewal.

The levels of total polyphenols, flavonoids, and condensed tannins were very close per
gram of dry extract and aligned with phytochemical tests, where intensities were similarly
matched. However, prolonged extraction showed a significant increase in concentrations,
expressed in milligrams of gallic acid equivalents per gram of dry plant material, observed in
the 48-hour extract (8.482 mg EAG/g DW, 4.489 mg EAG/g DW, 0.540 mg EAG/g DW

respectively).

Antiradical activity was assessed using DPPH and ABTS radical scavenging assays in
vitro. While both extracts exhibited similar antiradical activity in both tests, it was lower than
the standards. Finally, the photoprotective activity test demonstrated low to moderate sun

protection at a low concentration of the 48-hour extract (SPF of 13.59 at 0.1 mg/ml).

These findings establish that the bark of A. malaccensis represents a moderate source of
polyphenols with beneficial antioxidant and photoprotective capacities for pharmaceutical and

cosmetic industries.

Keywords : phenolic compounds, antioxidant activity, DPPH, ABTS, TLC, SPF.
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Introduction générale



Les plantes sont utilisées par ’homme depuis des siecles pour répondre a ses besoins
quotidiens. Leurs propriétés biologiques extrémement intéressantes, dues a un grand nombre
de molécules actives d’intérét multiple, sont mises a profit dans I'industrie alimentaire, la

cosmeétologie et la dermopharmacie (Bahorun, 1997).

Parmi ces molécules, les polyphénols qui jouent un r6le crucial en tant qu'antioxydants
naturels, offrant une protection contre certaines maladies chroniques provoquées par le stress

oxydatif causé par I'accumulation de radicaux libres (Bouayed et al., 2008).

Ces derniéres années, I'utilisation d'ingrédients naturels dans les produits cosmétiques est
devenue une tendance moderne, notamment pour les utiliser comme filtres solaires dans la

formulation des produits de soins de la peau contre les ultraviolets (Lefahal et al., 2018).

Les antioxydants sont largement utilisés dans les cremes et les écrans solaires pour
renforcer leur efficacité protectrice, par ce qu’ils jouent unrdle crucial dans la conservation et
surtout dans la protection de la peau contre les rayons ultraviolets en neutralisant les radicaux
libres résultant de I'exposition au soleil (Béani, 2001). Cependant, il existe une forte demande
pour des alternatives naturelles aux antioxydants synthétiques et aux ingrédients
potentiellement nocifs, afin d'assurer une protection efficace tout en préservant la santé et

lenvironnement (Boisnic et al., 2005).

Dans notre étude, nous avons sélectionné la plante Aquilaria malaccensis (le bois
d’agar) de la famille des Thyméléacées. Originaire d'Asie, elle n'est pas naturellement
présente en Algérie mais est vendue dans le pays. Elle est largement utilisée dans diverses
cultures, y compris la culture algérienne, pour ses applications traditionnelles dans les soins
de la peau, la parfumerie et la cosmétologie (Chena et al., 2012 ; Adam et al., 2017) Notre
objectif est d'évaluer ses teneurs en composés phénoliques, son activité antioxydante, ainsi

que son efficacité potentielle dans la protection de la peau contre les rayons ultraviolets.
Ce travalil est structuré en deux parties principales :

v Une étude bibliographique : Divisée en trois chapitres sur les composés phénoligues,

’activité antioxydante et la cosmétologie traditionnelle et la plante étudiée.




v' Une étude expérimentale : Divisée en deux chapitres le premier comprenant le
matériel et les méthodes utilisés dans les différentes étapes de notre travail
expérimental, et le deuxiéme est consacrée a la présentation et la discussion des
résultats obtenus.

Enfin, notre étude s’achéve par une conclusion générale et des perspectives pour le futur.




Partie
bibliographique



Chapitre 1
Les composés phénoliques



1) Introduction:

Les produits naturels sont des composés chimiques ou des substances isolées d’un
organisme vivant. Il peut se présenter sous forme de métabolites primaires ou secondaires.
Les métabolites secondaires des plantes sont des composés organiques qui ne sont pas
directement impliqués dans la croissance, le développement ou la reproduction normale de la
plante (Nwokeji et al., 2016). Ils se répartissent en trois groupes principaux : les isoprenoides
(terpenes et stéroides), les composés phénoliques et les composés azotés (alcaloides,
glucosinolates et cyanosides...). Les composés phénoliques sont les métabolites secondaires
les plus répandus et sont omniprésents dans le regne végétal (Zhang et al., 2019).

2) Définition :

L'expression « composés phénoliques » est utilisee pour toute substance chimique
possédant dans sa structure un noyau aromatique, portant un ou plusieurs groupements
hydroxyles (OH) (Figure 01) (Bloor, 2001 ; Bennetau-Pelissero, 2014). Ces especes sont des
monomeres, des polymeres ou des complexes dont la masse molaire peut atteindre 9000
g/mol (Harbone, 1993).

OH

Figure 01 : Structure du noyau phénol (Salta, 2007).

3) Biosynthese des composés phénoliques :

Les composés phénoliques végétaux sont issus de trois principales voies métaboliques :
le shikimate, l'acétate et le phénylpropanoide. La majorité de ces composés proviennent de
lacide trans-cinnamique, formé a partir de L-phénylalanine sous [laction de la L-
phénylalanine ammoniaclyase (PAL), enzyme clé qui assure la liaison entre le métabolisme
primaire (via la voie du shikimate) et le métabolisme secondaire (via la voie du

phénylpropanoide) (Macheix et al., 2005).




3)1 La voie de I’acide shikimique :

Cette voie conduit aux dérivés aromatiques, qui sont un précurseur crucial pour la biosynthése de
nombreux composés phénoliques : les phénols, les acides phénols, coumarines, lignanes,

flavonoides, tanins... (Ghasemzadeh, 2011 ; Souilah, 2018).
3)2 La voie de l'acétate :

Cette voie est plus fréquente chez les bactéries, champignons et plantes inférieures, qui
consiste a réaliser un ensemble de noyaux aromatiques par cyclisation des chaines
polycétonique. De cette voie résulte : les quinones Naphtodianthrones, Phloroglucinol,

orcinols (Hoffmann et al., 2004).
3)3 La voie des phénylpropanoides :

Les phénylpropanoides, que lon trouve couramment dans les plantes, sont dérivés du
groupe phényle aromatique & six carbones et de la queue propene a trois carbones
(Winkel, 2004). De cette voie résulte : les flavonoides, les tanins, les lignines, les acides

hydroxycinnamiques (D'Auria, 2005).

4) Classification :
La classification des composés phénoliques est basée essentiellement sur la structure, le

nombre de noyaux aromatiques et les éléments structuraux qui lient ces noyaux. On peut
distinguer deux catégories (Harrington et Wischik, 1994 ; Hallinell et Gutteridge, 1992) :

< Les composés phénoliques simples : phénols et acides phénoliques.
< Les composés phénoliques complexes.
4)1 Les phénols simples :

Les phénols simples, tels que le catéchol et I'hydrogquinone, sont des composants rares

des plantes aromatiques et médicinales (Lattanzio, 2013).
4)2 Les acides phénoliques :

Les acides phénoliques se présentent sous forme d'esters, de glycosides ou d'amides,
mais rarement sous forme libre. La variation des acides phénoliques réside dans le nombre et
lemplacement des groupes hydroxyle sur le cycle aromatique (Pereira et al., 2009). lls sont
représentés par deux sous-classes : les dérivés de 1’acide hydroxybenzoique et de l'acide

hydroxycinnamique (Thompsen et Mottola, 1984).




4)2.1 Les dérivés de I’acidehydroxybenzoique :

Ils sont fréequemment présents sous forme de dérives tels que la forme glycosylée, mais
ils peuvent aussi étre sous forme d’acide libre aprés hydrolyse (acide, basique ou
enzymatique) (Macheix et al.,, 1990). Ils sont capables d’intégrés dans des structures
complexes comme certains tanins (Sarni et Cheynier, 2006 ; Collin et Crouzet, 2011). Les

dérivés de ’acide hydroxybenzoique les plus répandus sont illustrés dans la figure suivante :

Ri=R,»=R;=R4=H acide benzoique (non phénolique)

R; R R;=R;=Rs=H. R7=0OH ac@de p-hydroxyb;xuoi’que
R=Rs=H. Ry=R;=0H acide protocatéchique
Ri=R4#=H. R,=0CH3. R;=OH acide vanillique

Ry COOH R;=H. R,=R;=R=0H acide gallique

R;=H. R=R4=0CH;. R;=OH acide syringique

R R;=OH.R,=R;=R&=H acide salicylique

4 Ri=R4#=0H. R,=R3=H acide gentisique
Acides hydroxybenzoiques

Figure 02 : Structures chimiques et dérivés de I’acide hydroxybenzoique
(Fleuriet et al., 2006).

4)2.2 Les dérivés de I’acide hydroxycinnamiques :

IIs sont plus abondants que les acides hydroxybenzoiques. Ils sont principalement
composes d’acide p-coumarique, caféique, férulique et sinapique. L’acide caféique se
combine avec I’acide quinine pour former 1’acide chlorogénique, que 1’on retrouve dans de
trées nombreux fruits et a forte concentration dans le café (El Gharras, 2009). Les dérivés de

I’acide hydroxycinnamique les plus répandus sont illustrés dans la figure suivante :

Ri=R=R3=H acide cinnamique (non phénolique)
S COOH | R,=Rs=H. R,=OH acide p-coumarique
R D i b AP
| R;=R,=OH. Ry=H acide caféique
. R=0CH;, R,=0OH. Ry=H acide férulique
y ! Ri=Rs=0CH; R,=OH acide sinapique
3

Acides hydroxycinnamiques« phénylpropanoides»

Figure 03 : Structures chimiques et dérivésde 1’acide hydroxycinnamique
(Amaechina et al., 2007).




4)3 Les flavonoides :

Les flavonoides, présents dans la plupart des plantes, sont des pigments polyphénoliques
qui contribuent a colorer les fleurs et les fruits en jaune ou enblanc. Ils interviennent dans les
processus de défense contre le rayonnement UV, les herbivores et les attaques microbiennes

(Korkina et Afanas’ev, 1997).

Les flavonoides sont des composes possédant un squelette de base a quinze atomes de
carbone, constitués de deux noyaux aromatiques et d'un hétérocycle central de type pyrane,

formant une structure Cg-Cs-Cg (Figure 04) (Souza et Giovani, 2004).

Figure 04 : Structure générale des composés flavonoides (Pastukhov et al., 2007).

Quatorze groupes différents ont été identifies dont six groupes sont particulierement les
plus répandus et les mieux caractérisés : flavones, isoflavones, flavanones, flavanols,
flavonols et anthocyanidines (Annexe 01) (Heimet al., 2002 ; Hendrich, 2006).

4)4 La lignine :

Elle est constituée d'unités phénylpropane (Cs-Cs ou Cq). Les unités Cgsont reliées entre
elles par des liaisons éther (C-O-C), représentant environ les deux-tiers des liaisons inter-

unités, le reste étant constitué de liaisons carbone-carbone (C-C) (Harkin, 1969) (Figure 05).

D)f

Figure 05 : Structure chimique de lignine (Laurichesse et Avérous, 2014).




Cette macromolécule est tres caractéristique des plantes vasculaires et est le constituant
principal de la paroi secondaire des cellules végétales. Elle est étroitement associée aux
molécules d’hémicelluloses et de cellulose. La lignine confére aux plantes leur rigidite,
diminue la perméabilité a I'eau et protége la plante des phénoménes oxydatifs (Zaafouri,
2008).

4)5 Les tanins :

Les tanins représentent une classe tres importante de polyphénols et ont la capacité de se
combiner et de précipiter. Ces combinaisons varient d’une protéine a une autre selon les
degrés d’affinités (Dangles et al., 1992). Sur le plan structural, les tanins sont divisés en deux

groupes, tanins hydrolysables et tanins condensés (Monteiro et al., 2007).
4)5.1 Les tanins hydrolysables :

Ils sont constitués de produits phénoliques simples comme I’acide gallique, l'acide
digallique, I’acide ellagique et de monosaccharides, surtout le glucose. Ils tirent leur nom de
leur facilit¢é a s’hydrolyser en présence d’un acide ou d’une base (Carretero, 2000). On
trouve ce tanin principalement chez certaines dicotylédones et dans les jeunes feuilles d’arbre.

Sa toxicité diminue grandement avec la maturité de la feuille (Martin, 2015).
4)5.2 Les tanins condenseés :

Ce sont des proanthocyanidines, c'est-a-dire des composés polyphénoliques hétérogénes:
dimeres, oligomeres ou polymeres de flavanes, flavan-3-ols, 5-flavanols, 5-deoxy-3-flavanols
et flavan-3,4-diols (Sarni et Cheynier, 2006).

Les tanins condensés ont la capacité de chélater les minéraux. Certains cations comme
Mg, Ca, Zn, Mn, Co, Cu, al, Fe3+ et Fe’+ sont précipités par les tanins condensés a des pH

précis comme pour les protéines(Scalbert, 1991 ; Naumannet al., 2013).
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Figure 06 : Structure chimique des tanins (a) hydrolysables (b) condensés (Raja et al., 2014).
5) Le role des composés phénoliques dans les plantes :

Les composés phénoliques sont connus pour avoir diverses fonctions chez les végétaux
au niveau de la physiologie de la plante et des relations avec son environnement
(Macheix et Fleuriet 2005).

Les polyphénols ont un réle dans le contréle de la croissance et le développement des
plantes en interagissant avec les diverses hormones végétales de croissance. Ils permettent aux
végétaux de se défendre contre les rayons ultraviolets. Certains d’entre eux jouent le rble de
phytoalexines comme les isoflavonols permettant de lutter contre les infections causées par

les champignons, ou par les bactéries (Makoi et Ndakide mi, 2007).

L’interaction des groupements hydroxyles et des électrons du cycle aromatique entraine
la formation de radicaux libres pouvant interagir avec les espéces réactives de 'oxygene, tres
dommageable pour les cellules vivantes. On parle alors de capacité antioxydante, principal

role physiologique attribué aux polyphénols (Colin, 2008).

6) Les méthodes d’analyses des composés phénoliques :

6)1 Techniques spectrophotométriques :

La spectrophotométrie est une technique simple et rapide de quantification des composés
phénoliques a partir de matieres végétales, qui repose principalement sur différents principes
de mesure des différentes structures présentes dans les composés phénoliques
(Gogia et al., 2014).
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Parmi ces dosages, nous citons le dosage des polyphénols totaux par le réactif de
Folin-Ciocalteu (Singleton et Rossi, 1965), le dosage des flavonoides par le trichlorure
d'aluminium(AICI) (Skerge et al., 2005) et le dosage des tanins condensés s par la méthode a
la vanilline en milieu acide (Price etal., 1978).

6)2 Méthodes chromatographiques :

La chromatographie, méthode d’analyse physico-chimique, sépare les constituants d’un
meélange par entrainement au moyen d’une phase mobile (liquide ou gaz) le long d’une phase
stationnaire (solide ou liquide fixé) grace a la répartition sélective des solutés entre ces deux
phases. Diverses techniques chromatographiques ont été utilisées pour la séparation,
I’isolement, la  purification et Tidentification des composés  phénoliques

(Naczk et Shahidi, 2006), a savoir :
6)2.1 Chromatographie sur couche mince CCM :

La chromatographie sur couche mince (CCM) est une méthode simple, de faible co(t
(Rouessac, 2004) et largement utilisée pour séparer les composants de mélanges, notamment

dans sa forme préparative (Zahir et al., 2018).
6)2.2 Chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC) :

La chromatographie liquide a haute performance (CLHP) en phase inversée, combinée a
la détection électronique ou a la spectroscopie ultraviolette et visible (UV-VIS) est sans doute,
la méthode la plus communément utilisée pour ['identification et la quantification des

différents composés phénoliques (Mattilaet Kumpulainen, 2002 ; MerkenetBeecher, 2000).

Les avantages de la chromatographie liquide haute-performance (CLHP) sur la
chromatographie gaz-liquide (CG) et les autres techniques de chromatographie ne sont plus a
démontrer en ce qui concerne la rapidité et la sensibilité de la méthode pour la séparation et le

dosage des composés phénoliques dans les extraits de plantes (Wulf et al., 1976).
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Chapitre 2

L’ activité Antioxydants et la cosmétologie
traditionnelle



1) L’activité antioxydante :

1)1 Le stress oxydant :

Le stress oxydant représente I'incapacit¢ pour lorganisme a se défendre contre
I’agression des especes oxygénées réactives (EOR), en raison de 'existence d’un déséquilibre
entre la production de ces substances et la capacité de défense des antioxydants
(Haliwell et Gutteridge, 1989). Il peut résulter d’une défaillance des systémes antioxydants
protégeant notre organisme d’un effet néfaste des radicaux libres (Sies, 1997). De plus, les
anomalies génétiques peuvent rendre les systemes antioxydants incapables de réagir
efficacement a un exces de radicaux libres, compromettant ainsi la capacité de l'organisme a

se défendre contre le stress oxydant (Alain, 2003).

Les radicaux libres sont des atomes ou molécules possédant un ou plusieurs électrons
célibataires, ce que les rend trés instables (Hokayem et al., 2012). Lorsque cet électron
célibataire est situé¢ sur un atome d’oxygene, on parle alors « d’especes réactives de ’oxygene

» (ERO) ou «reactive oxygen species » (ROS) (Denys et al., 2013).

La durée de vie des radicaux libres est tres courte et la recherche avide d'électrons pour
réapparier leurs électrons célibataires fait de ces especes chimiques de redoutables agresseurs
potentiels a 'égard des molécules biologiques (Clavel et al.,1985). Ils peuvent se combiner
avec d'autres radicaux libres, ou agir sur des molécules par des processus d'arrachement ou de
fragmentation  susceptibles  d'étre a  lorigine de  réactions en  chaine
(Emerit et Michelson, 1982).

En biologie, les radicaux libres sont formés le plus souvent par gain d’électron a partir
de 'O, (Droge, 2002). Les radicaux dérivés d'oxygene représentent, en effet, la classe la plus
importante d'espéces radicalaires générées dans les systémes vivants a cause de I’importance

de leur métabolisme aérobie (Valko et al., 2007).

D'autres especes dérivées de loxygene dites especes actives de l'oxygene, comme
loxygene singulet (O2), le peroxyde d'hydrogene (H,O>) ou le nitroperoxyde (ONOOH), ne
sont pas des radicaux libres, mais sont aussi réactives et peuvent étre des précurseurs de
radicaux. L'ensemble des radicaux libres et de leurs précurseurs est souvent appelé espéces

réactives de l'oxygéne (Tableau 01) (Favier, 2003).
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Tableau 01 : Principales ERO radicalaires et non-radicalaires (Favier, 2003).

Espeéces réactives de 1'oxygene (ERO)

Radicalaire Non radicalaire
- Anion superoxyde (Oz") - Peroxyde d’hydrogéne (Hz0>)
- Hydroxyle (OH") - Acide hypochlorique (HOC])
- Hydroperoxyle (HOz") - Ozone (O3)
- Peroxyle (RO2") - Oxygene singulet ('Oz)
- Alkoxyle (RO") - Hydroperoxyde (ROOH)
- Dioxyde de carbone (COz2"") - Peroxynitrite (ONOO")

Il existe de nombreuses sources de radicaux libres, elles sont classées en de ux catégories :

e Sources endogénes : Le métabolisme cellulaire (activité mitochondriale,
réactions enzymatiques), I'inflammation et les métaux toxiques (chrome, cuivre)
(Favier, 2006 ; Uttara et al., 2009).

e Source exogene : Les radiations (rayons X et lumiere UV), les polluants de
lair (N, NO), les solvants organiques anesthésiques, les pesticides, les
drogues, les xénobiotiques et I’hyperoxie (Haliwell et Gutte ridge, 1989).

Lors d’un stress oxydant, les EOR non « détoxiquées » par le systéme antioxydant
attaquent et endommagent par oxydation les macromolécules directement a leur contact,

contenues dans les cellules, notamment les lipides, les protéines et I’ ADN (Davies, 2000)
(figure 07).
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Espéces réactives de |'oxygéne

: 4 \\
< . T——
ADN Lipides Protéines
Oxydation des acides Peroxydation lipidique Oxydation des
nucléiques [ groupements soufrés

(sulfoxyls, sulfhydryls)

Production d’aldéhydes
(malonadialdéhyde,
hydroxynonenal...)

Altération Perturbationde l'intégrité Altérationdes protéines
des membranaire Systémes enzymatiques
genes Altération fonctionnelle des récepteurs activés/inactivés

\\ y L/

Dommages cellulaires

Figure 07 : Les différentes cibles des Especes Réactives de I'Oxygene (Montiel et al., 2004).
1)2 Antioxydants :

C’est "toute substance qui, lorsqu'elle est présente en faible concentration par rapport a
celle d'un substrat oxydable, retarde ou inhibe de maniere significative loxydation de ce
substrat". Il a été ensuite défini comme "toute substance qui retarde, empéche ou supprime les
dommages oxydatifs d'une molécule cible™ (Goger et al., 2013 ; Cakmakgi et al., 2015). C’est
une molécule suffisamment stable pour donner un électron a un radical libre déchainé et le

neutraliser, réduisant ainsi sa capacité d'endommager (Birben et al., 2012).

Les systéemes antioxydants sont enzymatiques et non enzymatiques. Les principaux
systémes enzymatiques comprennent les superoxydes dismutases (SOD), la catalase (CAT) et

plusieurs formes de glutathion peroxydases (GSH-PX) (Garrel et al., 2007).

Différents composés antioxydants non-enzymatiques sont apportés via l'alimentation,
tels que les vitamines E (tocophérol) et C (acide L-ascorbique), les caroténoides, les
flavonoides et les polyphénols (Esposito et al., 2002 ; Favier, 2006).

Les oligo-élements (Cu, Zn, Se, Mn, Fe etc.) ne sont pas des antioxydants en tant que
tels, mais agissent comme cofacteurs des enzymes constituant la premiere ligne de défense

face aux attaques oxydatives (Van Der Werf, 2013).
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1)2.1 Les composés phénoliques et I’activité anti- radicalaire :

L'activité antioxydante des composés phénoliques a fait l'objet de nombreuses études
antérieures. Ainsi, nous avons rassemblé les résultats de quelques-unes sur les dosages de ces
composés et les tests antioxydants par le DPPH et I’ABTS (I’inverse d’ICsp) (annexes 02,
Tableaux 1,2 et 3). Ces résultats ont servi a établir une corrélation entre ces données
(Tableau 02). De méme, dans le travail de Stanciauskaite et al (2022), une corrélation a été
déja établie (Tableau 03).

Tableau 02 : Corrélation comparant les composés phénoliques totaux, l'activité antioxydante
par les tests DPPH et ABTS (I’inverse de IC50) (Etablie par nous-mémes)

Corrélation1 Corrélation 2 Corrélation 3
Flavonoides Flavonoides Polyphénols Polyphénols
Totaux Totaux
DPPH 1/1C50 0,89 0,53 0,85 -
ABTS 1/1C50 0,59 - - 0,79

Tableau 03 : Corrélation entre I'activité antioxydante et la teneur en flavonoides et la teneur
phénolique (Stanciauskaite et al., 2022).

Flavonoides Polyphénols totaux

DPPH 1/1C50 0,59 0,83
ABTS 1/1C 50 0,57 0,87

Les résultats de ces deux corrélations indiquent que la teneur en polyphénols totaux dans
les extraits de plantes est étroitement liee a leur capacité a piéger les radicaux libres (R? de
0,79 a 0,87). Cependant, les flavonoides ont une corrélation moyenne (R*>> 0,5) a forte
(R2 de 0,89) avec ces deux tests. Ces observations mettent en évidence l'importance des
composés phénoliques dans l'activité antioxydante des extraits de plantes.
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1)2.2 Quelques méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante :
a) Invitro:

e Test de Pactivité anti-radicalaire au DPPH :

Le radical DPPH « 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil » de couleur violette, est réduit par un
transfert d’hydrogene et d’électron qui proviennent des différents antioxydants se trouvant
dans le milieu réactionnel. La réaction de réduction du DPPH provoque la diminution de

I’intensité de la couleur (décoloration) qui est mesurée par spectrop hotométrie a 517 nm
(Molyneux, 2004).

e Testde piégeage du cation radicalaire ABTS+ :

Le radical cationique ABTS+ « 2,2’-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)
» est facilement formé par oxydation en présence de persulfate de potassium pour donner une
solution colorée en vert-bleue (Prouillac, 2009). En présence d’un composé antioxydant
donneur d’atomes d'hydrogenes, le passage du radical ABTS a la forme non radicalaire
s’accompagne de la disparition de cette couleur, quantifiable par spectrophotométrie
UV /Visible a 734 nm (Desmier, 2016).

e Réduction de fer:

C’est une méthode basée sur le changement de coloration lors de la réduction du fer, de
Iion ferrique (Fe>+) a lion ferreux (Fe+) par transfert délectrons. Cette réduction se fait une

présence d’un antioxydant. L’absorbance est mesurée a 593nm (Pellegrini, 2003).

e Test de blanchissement du p-carotene :

Dans ce teste, 'oxydation de I’acide linol¢ique produit des radicaux peroxydes qui
attaque les onze doubles liaisons du [3-carotene, ce qui entraine une décoloration de cette
derni¢re. Cependant, la présence d’un antioxydant pourrait neutraliser les radicaux libres
dérivés de I’acide linoléique et donc prévenir ’oxydation et le blanchiment du -caroténe
(Kubola et Siriamornpun, 2008). Le degré de blanchiment est mesuré par la lecture

d’absorbance des échantillons & 470 nm chaque 20 minute (Sun et Ho, 2005).
e Test de la réduction de cuivre (CUPRAC) :

La méthode CUPRAC (Cupricion Reducing Antioxidant Capacity) est basée sur le suivi
de la diminution de I’absorbance accrue du complexe Néocuproine (Nc) cuivre (Cu®*)

[Nc2-Cu?*]. En effet, en présence d'un agent antioxydant, le complexe cuivre—néocuproine est
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réduit et cette réaction est quantifiée spectrophotométriquement a une longueur d’onde de

450nm (Apak et al., 2004).

b) Invivo:

e Testd'inhibition de I'oxydation du cholestérol LDL :

L'oxydation des LDL est un processus de peroxydation lipidique dans lequel les acides
gras polyinsaturés des LDL sont successivement dégradés en une variété de produits. La
cinétique peut étre mesurée en continu en surveillant la modification de I'absorbance du diene
a 234 nm, qui se développe dans les LDL au cours de l'oxydation par la formation

d'hydroperoxydes d'acides gras conjugués (Puhl et al., 1994).

e Testd'inhibition de la peroxydation lipidique (LPO) :

La peroxydation lipidique, est utilisée comme indicateur du stress oxydatif dans les
cellules et les tissus. Le test est basé sur la réaction d'un réactif chromogene, le N-méthyl-2-
phénylindole, avec du malondialdéhyde (MDA) et des 4-hydroxyalcenes a 45°C
(Janero, 1990). Le MDA est I’un des produits terminaux de la décomposition des acides gras
polyinsaturés (PUFA) sous I’effet des radicaux libres générés pendant le stress oxydatif. Une
molécule de MDA ou de 4-hydroxyalcénal réagit avec 2 molécules de N-méthyl-2
phénylindole pour produire un chromophore stable (colorant carbocyanine) avec une

absorbance maximale a 586 nm (Esterbaur et Cheeseman, 1990).
e Test dactivité antioxydante cellulaire (CAA) :

Ce testest développé pour évaluer l'activité antioxydante des extraits alimentaires et des

compléments alimentaires (Wolfe et al., 2007).

La dichlorofluorescine est une sonde piégée dans les cellules et est facilement oxydée en
dichlorofluorescéine fluorescente (DCF). La méthode mesure la capacité de composés a
empécher la formation de DCF par les radicaux peroxyle générés par le dichlorhydrate de
2,2'-azobis (2-amidinopropane) (ABAP) dans les cellules HepG2 d'hépatocarcinome humain
(Wolfe et al., 2007).

2) Les cosmétiques naturels :
La définition du Code de la santé publigue de 1993 du produit cosmétique
« On entend par produit cosmétique toute substance ou préparation destinée a étre mise en

contact avec les diverses parties superficielles du corps humain (épiderme, systeme pileux et

capillaire, ongles, levres et organes génitaux externes) ou avec les dents et les muqueuses
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buccales en vue exclusivement ou principalement de les nettoyer, de les parfumer, d’en
modifier I'aspect et/ou de corriger les odeurs corporelles et/ou de les protéger ou de les

maintenir en bon état » (Baumann, 2002).

La cosmétique traditionnelle prend une place importante dans notre société, ce qui a,
d’ailleurs, motivé la création du concept de « Cosmétopée » qui est un ensemble de
recensements, de recueils des plantes et de leurs usages traditionnels. Ainsi, elle inclue toutes
les pratiques concernant le soin du corps (entretien d’hygiéne et a la protection de
I’épiderme), les phanéres (cheveux et ongles), la toiletterie (dentifrice, soins intimes, le

maquillage, le parfum) (Ansel, 2016 ;Hughesa et al., 2019).

C’est en septembre 2000 que Il Conseil de TI'Europe a défini un
“cosmétique naturel” : C’est tout produit se composant de substances naturelles et élaboré
dans des conditions particuliéres. En effet, les ingrédients doivent étre obtenus et traités
exclusivement au moyen de méthodes physiques, telles que la centrifugation, la filtration, la

distillation ou la percolation, et de méthodes microbiologiques ou enzymatiques.

Les cosmétiques traditionnels d'origine végétale : les huiles essentielles, les beurres
végétaux, les huiles végétales, les cires, le vinaigre... (Ramirez et Moroni, 2008).

2)1 L'impact des cosmétiques sur la peau :

Les produits cosmétiques de soin pour protéger, nettoyer et hydrater la peau sont utilisés
quotidiennement dans le monde entier pour maintenir la peau en « bon état » de maniere

préventive (Christoph et Irena, 2018).

La peau, ’organe le plus important du corps humain, est le seul organe en contact direct
avec l’environnement extérieur, en constant renouvellement et comportant neuf types
cellulaires différents. Elle a un réle dans la thermorégulation, la protection contre
I’environnement bactérien, la protection mécanique et contre les effets néfastes des UV.
Cependant, elle est sensible aux stress environnementaux (soleil, pollution, tabac, alcool...)

qui vont accentuer son vieillissement chronologique normal (Philippe et Dorothée, 2008).
2)1.1 Quelques méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante :

Le role de protection de la peau est apporté par les deux tissus majeurs, le derme et
I’épiderme. L’ une des principales agressions est I’exposition aux rayonnements ultraviolets
solaires UV, dont les conséquences a long terme sont le vieillissement photo-induit et

I’apparition de cancers (Frangoise, 2005).
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L’ensemble de ces phénomeénes touche les deux compartiments cutanés (Figure 08), et

impliquent les deux grands domaines du spectre UV, les UVB (290-320 nm) et les UVA
(320-400 nm) (Francoise, 2005).

f Lumiére visible

iere ultraviolette ]

uvs

UVAL : 300-400 nm 280-315 nm

UVA2 : 315-340 nm

‘ s G GGG ,\,é ) — r»
w 1 K

Figure 08 : Représentation schématique du spectre électromagnétique de la lumiére, avec
rappel des fréquences des rayons ultraviolets et leur effet sur la peau humaine

(Sanderetal., 2021).

La peau est équipée de moyens de photoprotection naturelle qui s'opposent aux
dommages cutanés induits par les radiations solaires. Cependant, ceux-ci sont insuffisants en
cas de surexposition ou de photosensibilité anormale. Elle doit alors faire appel aux moyens
vestimentaires ou aux produits de protection solaire (Lacour et Béani, 2007).

2)1.2 Produits de protection solaire (PPS) :

Ces produits occupent aujourd’hui une place centrale en photoprotection. Ils sont

composes de filtres chimiques absorbant certaines longueurs d’onde bien définies du spectre
solaire et/ou de filtres minéraux (Beani, 2012).
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a) Les filtres chimiques : Ce sont des molécules synthétiques qui agissent
par absorption sélective des photons en fonction de la longueur d’onde (Figure 09)

(Zerguine, 2015).

Protection solaire

CHIMIQUE

Filire
chimique ou
| organkgue

Figure 09 : Mécanisme d’action filtre organique (Thomas, 2011).

b) Les filtres minéraux : Aussi appelé filtre physique ou inorganique, a
une action différente. 1l est composé d'un assemblage de nanoparticules de minéraux
inertes et opaques qui diffractent la lumiére et réfléchissent les UV a la fagcon d'une
barriere physique. Les filtres minéraux sont efficaces dés Iapplication et moins
allergisants (Figure 10) (Bakeretal., 2017).
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Figure 10 : Mécanisme d’action filtres minéraux (Thomas, 2011).




Diverses substances naturelles extraites des plantes pourraient constituer des ressources
potentielles de protection solaire en raison de leur absorption des rayons ultraviolets
(Cockell et Knowland, 1999 ; Solovchenko et al., 2008) et/ou de leur pouvoir antioxydant
(Bonina et al., 1996).

Les tendances récentes de la recherche anti-age prévoyaient I’utilisation de composés
antioxydants dérivés de produits botaniques. Les acides phénoliques, les flavonoides et les
polyphénols de haut poids moléculaire font partie des antioxydants capables de protéger la
peau humaine contre les effets nocifs de [Iirradiation ultraviolette, c'est-a-dire le

photovieillissement et le développement du cancer de la peau (Norliza et al., 2014).

2)1.3 Indice de protection FPS :
Le critere d’efficacité primaire pour un PPS repose sur son facteur de protection solaire

(FPS ou SPF en anglais) mais il doit aussi avoir un spectre large dans 'UVA, 'UVB et
I’infrarouge (Zerguine, 2015).

La détermination du facteur de protection solaire est standardisée a I'international et peut

étre réalisée par des tests in vivo ou in vitro (Rousseau, 2020).
Les méthodes in vitro sont généralement deux types (D utra et al, 2004) :

< Meéthodes qui impliquent la mesure de labsorption ou de la transmission du
rayonnement UV a travers des films de produits de protection solaire dans des

plaques de quartz ou des biomembranes.

< Meéthodes dans lesquelles les caractéristiques d'absorption des agents de protection
solaire sont déterminées sur la base de données spectrophotométriques de solutions

diluées.

In vivo, la mesure du FPS se base sur la réponse érythémale due aux UVB, la mesure des
indices anti-UVA sur la pigmentation immédiate (IPD) ou persistante (PPD)
(Moyal et al., 2000 ; Routaboul et al., 1999).

Le FPS est mesuré par le rapport entre les mesures de la dose d’UVB nécessaire pour
provoguer une rougeur sur une zone non protégée et sur une zone protégee par le PPS
(Seite et Fourtanier, 2008 ; Lacours et Beani, 2007). Les PPS sont classés en quatre

niveaux de protection en fonction du SPF affiché (Tableau 04).
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Tableau 04 : Catégories de protection solaire en fonction de facteur de protection solaire
(SPF) (Meunier, 2008).

Catégorie SPF indiqué
Photoprotection faible 6 ou 10
Photoprotection moyenne 15, 20 ou 25
Photoprotection haute 30 ou 50

Photoprotection trés haute 50+

2)1.4 La corrélation entre I'activité antioxydante et I’activité anti-age et
le facteur de protection solaire (SPF) :

Le collagéne est I'un des principaux éléments constitutifs de la peau qui maintient
I’¢lasticité et la force de la peau (Mukherjee et al., 2011). L'élastine est une protéine présente
dans le tissu conjonctif et responsable de [I€élasticitt de la peau et des poumons
(Fulop et al., 2012 ; Kurtz et Oh., 2012).Alors que l'acide hyaluronique joue un réle dans la
rétention de [lhumidité de Ila peau, ainsi que dans sa structure et son élasticité
(Hsu et Chiang, 2009).

Les niveaux de collagene, d'élastine et d'acide hyaluronique diminuent au cours du
processus de vieillissement, lactivité des enzymes augmentant, notamment la collagéenase,
I'élastase et I'hyaluronidase, entrainant une perte de force et de souplesse de la peau qui génere
des rides (Thring et al., 2009 ; Widowati et al., 2016).

Plusieurs travaux antérieurs ont été réalisés sur lactivité antioxydante (mesurée par les
tests DPPH et ABTS), ainsi que sur les activités anti-collagénase, anti-élastase et anti-
hyaluronidase des extraits de plantes, en plus de leurs teneurs en composés phénoliques
totaux. En parallele, dautres études ont également évalué l'activité antioxydante et les
polyphénols totaux des plantes, ainsi que leur contenu en flavonoides et leur facteur de

protection solaire (SPF).

Nous avons rassemblé ces résultats (Annexe 2, tableaux 3 et 4), et I'étude de la
corrélation entre ces activités révele des relations remarquables entre les polyphénols totaux,
lactivité antiradicalaire par le test ABTS, et les activités enzymatiques anti-collagénase, anti-
élastase, et anti-hyaluronidase (Tableau 05). Cette corrélation suggére que les composés

phénoliques peuvent contribuer aux effets anti-ages en piégeant les radicaux libres.
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Il existe également une corrélation modérée (R?= 0,5) entre les polyphénols totaux,
lactivité antiradicalaire par le test DPPH et le facteur de protection solaire (SPF)
(Tableau 06). Le facteur SPF présente une faible corrélation avec la teneur des flavonoides et

lactivité antioxydante mesurée par le test ABTS.

Tableau 05 : Corrélation, établie par nous-mémes, entre les teneurs en polyphénols totaux,
’activité anti-radicalaire et les activités anti-collagénase, anti-élastase, anti- hyaluronidase

(Etablie par nous-mémes).

Corrélation 3 Corrélation 4
Polyphénols totaux ABTS 1/1C50 DPPH %
Anti-collagénase 0,61 0,67 0,2
Anti-élastase 0,5 0,53 -0,04
Anti-hyaluronidase 0,51 0,70 0,49

Tableau 06 : Corrélation, établie par nous-mémes, entre les teneurs en polyphénols totaux et

en flavonoides, l'activité anti- radicalaire et le facteur SPF.

Corrélation 1 Corrélation 2
. ABTS . Polyphéenols DPPH
Flavonoides 1/1C50 Flavonoides totaux 1/1C50
SPF 0,35 0,30 0,31 0,50 0,50

Nos corrélations sont en accord avec celle de Stanciauskaite et al (2022) concernant
la faible corrélation entre les flavonoides et le SPF, mais ils different par sa forte association
avec lactivité antioxydante et la teneur totale en composés phénoliques (Tableau 07). Cette
divergence pourrait étre attribuée a l'influence des méthodes d'extraction variées, des solvants

utilisés et des facteurs environnementaux.
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Tableau 07 : Corrélation entre les teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides, l'activité

anti- radicalaire et le facteur SPF (Stanciauskaite et al., 2022).

Flavonoides Polyphénols DPPH1/IC50  ABTS 1/IC 50
totaux
SPF 0.124 0.845 0,712 0,842
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Chapitre 3
La plante étudiée

Aquilaria malaccensis Lam



1) Origine et distribution :
La premiére description du genre Aquilaria a été faite par Lamarck en 1783, revisitée
par Hutchinson en 1924 et par Houen 1960 (Lee et al., 2013). Il est classé dans la famille des
Thymelaeaceae (Lim et Noorainie, 2010 ; Mitra, 2007).

Grace a certaines études, on constate que les différentes espéces d'Aquilaria sont assez
facilement identifiables par leurs traits végétatifs (Lee et al. 2013). L'espéce la plus
dominante, dont la population est répartie dans plusieurs pays, est A. malaccensis. Cette
espéce est originaire du Sud et du Sud-Est asiatique. L’Indonésie et la Malaisie sont les deux
principales sources de bois d'agar (Ahmad et al., 2016). Ce type d'espece se trouve également
au Bangladesh, au Bhoutan, en Inde, en Iran, au Myanmar, aux Philippines, & Singapour et en
Thailande (Tableau 08) (Huda et al., 2009).

Leur répartition basée sur les enregistrements précédents et leur état de conservation tel
que classé par 'UICN (Union internationale pour la conservation de la nature), sont compilés

dans le tableau ci-dessous (Shiou et Rozi, 2016) :

Tableau 08 : Les synonymes et répartition d'A. malaccensis selon UICN.

Nom d’espéce Synonymes Distribution
Bhoutan
Agallochum malaccense
India
= Aloexylum agallochum
9 Indonesia
2 Aquilaria agallocha
g o Iran
S Aquilaria agallochum
© Malaisie
§ Aquilaria ovate
= Myanmar
= Aquilaria moluccensis
< Philippines
Aquilaria secundaria
Singapour
Aquilariella malaccense
Thailande
Aquilariella malaccensis
Bangladesh
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2) Description morphologique et botanique :

Les arbres du genre Aquilaria peuvent mesurer entre 10 et 30 métres (Photo 01-A)
(Letietal., 2013). Les feuilles sont vert foncé, recouvertes d'une cuticule cireuse et brillante &
maturité (Photo 01-B). Les jeunes pousses sont vert pale et peuvent virer au jaune si la plante
pousse sur des sols pauvres en azote. La forme et la taille des feuilles dépendent de I'espéce
(Sampson, 2017). A. malaccensis présente des feuilles oblongues lancéolées, caudées
acuminées, lisse. Cette espéce produit des capsules avec une forme ovoide ou ovoide
oblongue, ronde et lisse, un lobe du calice ovoide oblongue, 2-3 mm de long, étalé ou réfléchi
avec un tube du calice en forme de cloche (Shiou et Rozi, 2016). Les fleurs d'A. malaccensis
sont petites, jaunatres, bisexuelles d’environ 8 a 10 mm de diamétre (Photo 01-C)

(Venugopal et Estre, 2015).

Photo 01 : Photographie d'arbres d'Aquilaria (A), les feuilles matures sont vert-fonce avec
une cuticule brillante et de forme elliptique (B), les fleurs sont petites, jaunes et regroupées en

inflorescences velues (C).
3) Classification botanique et noms vernaculaires de la plante :

La classification botanique d’A. malaccensis est représenté dans le tableau ci-dessous
(Kubitzki et Clemens, 2013).
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Tableau 09 : Classification botanique d’A. malaccensis.

Reéegne Plantae
Superdivision Embryophyta
Division Trachéophytes
Subdivision Spermatophytes
Classe Magnoliopsida
Ordre Myrtales
Famille Thymelaeaceae
Genre Aquilaria
Genre espece Aquilaria malaccensis

A. malaccensis est un arbre aromatique communément appelé gaharu (Huda et al., 2009)
ou Oud EFRih a I'Ouest et A-ghriss au Sahara algérien (Belhouala et Benarba 2021). 11 est

appelé aussi bois d'agar, aloés, bois d'aigle (Lillian et Lian, 2008).
4) Composition biochimique :

La formation de bois d'agar dans la tige d'Aquilaria (Photo 02) est un type de réponse de
défense a l'un ou lautre de ces facteurs, blessure mécanique, infection fongique, produit

chimique, seul ou en combinaison. Cela implique

l'activation des génes de défense et ceux de la voie de
synthese des métabolites secondaires
(Thanhetal., 2015 ; Saikia et al., 2014).

Les principaux métabolites de défense produits
sont des dérivés de terpenes, phénols, flavonoides,
tanins, alcaloides etsaponines (Derouiche et al., 2018).
Les autres biomarqueurs important d'A. malaccensis
signalés dans l'une des recherches étaient les acides gras

et les aminés, les aldéhydes, les alcools, les acides et les

esters, les hydrocarbures alcanes, les hydrocarbures

cycliques, les flavanols, les chromones et les xanthones ~ Photo 02 : La formation de bois

(Figurell) (Peng et al., 2015). d'agar dans I'A. malaccensis
(Karlinasar et al., 2015).
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Figure 11 : Quelgues biomarqueurs d'Aquilaria malaccensis : A. Terpenes, B. Acides gras et
amide, C. Aldéhydes, D. Alcool et phénols, E. Acides et esters, F. Hydrocarbure alcane, G.
Hydrocarbure cyclique, H. Flavonoides, flavonols, chromones, xanthone
(Prasanna et al., 2022).

5) Utilisation et propriétés de la plante :

Le bois d'agar est particulierement apprécié pour son odeur intense et boisée. Il est
utilisé en tant qu’encens dans certaines cérémonies religieuses, ou pour la fabrication de
bijoux ou d’objets aux connotations religicuses (Barden et al., 2000). 1l est également tres

prisé en parfumerie et dans certaines médecines traditionnelles (Adamet al., 2017).

Ci-dessous les différentes utilisations d'A. malaccensis dans quelques pays :
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- Les anciens Egyptiens auraient utilisé de 'encens de bois d'agar dans leurs rites
funéraires il y a plus de trois mille ans (Gerard, 2012).

- En Algérie, cette plante est tres connue par leur utilisation dans la médecine
populaire contre le cancer (Chena et al., 2012).

- En Myanmar, A. malaccensis est utilisé en medecine traditionnelle (Khin
Maung, 2003).

- En Inde, l'huile essentielle de bois d'agar est appréciée pour la préparation de
plusieurs produits pharmaceutiques et cosmétiques (Borah et al., 2012).

- EnlIndonésie, Le bois d'agar est largement utilisé comme plante médicinale pour
les plaies cutanées, le diabete, I'asthme, les maux d'estomac et les troubles du
sommeil et comme ingrédient pour la préparation du parfum car il a un ardéme
distinctif (Syamsul et al., 2020).

Cependant, le Japon préfere le bois dagar d'A.crassna a des fins de méditation.
Cependant, d'autres especes d'Aquilaria ont une demande a plus petite échelle en parfumerie,
en sculptures ornementales, en accessoires personnels et en cosmétiques
(Shiou et Rozi, 2016).

Toutes les parties de 1’arbre d'A. malaccensis peuvent étre utilisées et sont bénéfiques
notamment dans le domaine médical (Surjanto et al., 2019). Il posséde des propriétés
anticancéreuses et antidépressives dans son extrait (Khalil et al., 2013 ; Abbas et al., 2013).
De plus, les feuilles de bois d’agar sont également anti-inflammatoires et hépato-protectrices
(Ray et al., 2014). D’autres études montrent ¢galement que les feuilles de bois d’agar ont un
potentiel antidiabétique (Pranakhon et al., 2011). Des recherches antérieures sur les espéces

du genre A. malaccensis sont résumées dans le Tableau 10.
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Tableau 10 : Les propriétés médicinales d’A. malaccensis.

Propriétés

médicinales

Partie

d'arbre

Description

Références

Anti cancer

Antifongique

Les cals et

les pousses

La cucurbitacine contenue dans
les cales et les pousses a montré
une activité cytotoxique envers
les cellules cancéreuses du sein

humain.

(Knecht et al., 2010)

(Zhong et al., 2014)

La cucurbitacine contenue dans
les cals et les pousses a montré

une activité antifongique.

(Chenetal., 2014)

Anti arthrite

Le bois de

caeur

Les constituants chimiques
présents dans I'huile d’oud
présentaient des propriétés anti-
arthrite.

(Rahmanetal., 2016)

Antidiabétique

Antioxydante

Antibactérienne

Les feuilles

Une fraction active provenant

des feuilles a augmenté le niveau

de GLUT4 dans le muscle
squelettique des rats Wistar

diabétiques.

(Said et al., 2016)

Des propriétés antioxydantes de
l'extrait éthanolique obtenu a
partir du bois d'agar ont été

confirmées.

(Simatupang et al., 2015)

L'extrait méthanolique des
feuilles contenait de l'acide
hexadécanoique, qui présentait

une activité antibactérienne.

(Saridana et al., 2008)

(Khalil et al., 2013)
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Partie
experimentale



Chapitre 1

Matériel et méthodes



Le présent travail a été réalisé au niveau du laboratoire de recherche de produits naturels
« LAPRONA » a I’'Université Abou Bakr Belkaid de Tlemcen.

1) Matériel végetal :

Le matériel végétal utilisé est I'écorce de tronc d'Aquilaria malaccensis (Photo 03). Il a
été acheté chez I’herboriste a Maghnia (Tlemcen), en mars 2024.

Les écorces ont été broyées au mixeur jusqu'a obtenir une poudre fine (Photo 03). Cette
derniére a été conservée a température ambiante dans des récipients hermétiquement fermés a

labride la lumiere vive jusqu'a le début de I’expérimentation.

Il est a noter que le choix des écorces de tronc d'A. malaccensis était base sur les
résultats de plusieurs travaux précédents qui ont montré que le tronc de cette espéce est le
principal lieu de la wvoie de synthese des métabolites  secondaires
(Thanhetal., 2015 ; Saikia et al., 2014).

Broyage

Photo 03 : Les écorces de tronc d'A. malaccensis avant et apres le broyage

(photos prises par nous-mémes).
2) Produits chimiques et matériel utilisé :

Les solvants et les différents éléments utilisés dans notre travail sont représentés dans le

tableau suivant :




Tableau 11 : Les produits chimiques et matériel utilisé.

Les produits chimiques

Le matériel utilisé

Meéthanol (CH;OH)

Ethanol (CH3;CH,OH)
Acétone (C3HO)
Folin-ciocalteu (1N)
Carbonate de sodium (Na,CO3)
Acide gallique (C;HgOs)
Nitrite de sodium (NaNQO,)
Chlorure d’aluminium (AICI)
Hydroxyde de sodium (NaOH)
Vanilline (CgHgO3)

L’acide chlorhydrique (HCL)
Catéchine (C15H140¢)

DPPH (Ci3H;,N50¢)

BHA (C,;H160,)

BHT (CisH.,0)

ABTS (Ci3H1sN,O6S,)
Persulfate de potassium (K,S,0Os)
Trolox (Cy4H1504)

Acétate d'éthyle (C,H;s05)
Dichlorométhane (CH,Cl,)
Acide formique (CH,0,)
DMSO (C,H:0S)

Réactif de Mayer

Réactif de Wagner

Magnésium (Mg)

Chlorure ferrique (FeCI3)
Chloroforme (CHCI5)

Acide sulfurique (H,SO,)
Acide acétique (CH;COOH)

Spectrophotométre
Agitateur magnétique
Evaporateur rotatif
Balance de précision
Micro-pipettes

Etuve

Cuves pour spectrophotométre

Verrerie de laboratoire (tubes a essali,

entonnoir, béchers, erlenmeyers,

tube a hémolyse, ballons col rodé...)

Lampe UV

Cuve chromatographique
Spatule de laboratoire
Plague CCM

——
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3) Extraction par macération a froid :

L'extraction des composés phénoliques est une étape trés importante avant lanalyse
guantitative et qualitative proprement dite. 1l existe plusieurs méthodes d’extraction, la
méthode qui a était choisi dans cette étude c’est I’extraction par macération & froid, considéree
comme une méthode rapide et efficace. Elle permet d'obtenir un rendement élevé en extrait,

avec une durée d'extraction souvent limitée (Melecchi et al., 2002).
3)1 Principe de maceération :

La macération est un procédé qui consiste a laisser séjourner un solide dans un liquide
pour en extraire les composés solubles (Dictionnaire de I'Académie francaise, 2005). Elle
peut se faire dans une solution aqueuse (I’eau), dans un solvant organique ou dans un mélange
des solvants (Melecchi et al., 2002). Les principales étapes de I’extraction par macération

sont résumées dans la figure suivante :

papier-filtre
entonnoir —— ¥
—
Matériel PG
végétal
—erlenmeyer

\ ] bécher —— %
- A :

Figure 12 : Les principales étapes de I’extraction par macération.

3)2 Protocole d’extraction par macération :
Dans ce travail, pour I'extraction des composés phénoliques et polyphénoliques, nous
avons choisi le mélange méthanol /acétone /eau (70/20/10, v/v/iv). Nous avons opté pour ces
solvants dans notre étude en raison des résultats de plusieurs travaux antérieurs quiont prouvée

que :

< La macération par 'acétone est ['une des meilleures techniques d’extraction des

tanins (Mahmoudi et al., 2013 ; Makkar et Becker, 1993).




<> Le méthanol est considéré comme I'un des meilleurs solvants pour I'extraction

des composés phénoliques en raison de sa polarité et de sa bonne solubilité

pour ces composeés (Mohsen et Ammar, 2009).

< Laprésence d'eau dans le solvant favorise un rendement d'extraction plus élevé

(Chaouche, 2014).

Nous avons préparé deux extraits, selon les protocoles d'extraction suivant :

Tableau 12 : Les protocoles de la macération des écorces d'A. malaccensis.

Extrait (1)
Macération pendant 24h

Extrait (2)

Macération pendant 48h

1- Peser 20 g de la matiere végetale.

2- Mettre 20 g de matiere végétale dans un
mélange de solvants méthanol/ acétone/ eau
(70/20/10) d'un volume total de 200 ml
(Photo 04).

3- Agiter de temps en temps.

4- Laisser macérer pendant 24h au

réfrigérateur, ensuite filtrer a l'aide d'un

papier filtre.

5- Récupérer le filtrat dans un flacon. Cet

extrait sera désigné par la suite sous le nom

G 24h (Photo 05).

1- Peser 20 g de la matiére végétale.

2- Mettre 20 g de matiere végétale dans un
mélange de solvants méthanol/ acétone/ eau
(70/20/10) d'un volume total de 200 ml.

3- Agiter de temps en temps.

4- Laisser macérer pendant 24h au
réfrigérateur, ensuite filtrer & laide d'un
papier filtre.

5- Récupérer le filtrat (1) dans un flacon.

6- Conserver les résidus de matiére végétale
et les ajouter a nouveau a 200ml d'un
melange de solvants (méthanol/acétone/eau)
dans les mémes proportions (70/20/10) pour
obtenir un deuxieme extrait (Photo 04).

7- Laisser macérer pendant 24h au
réfrigérateur, ensuite filtrer & laide d'un
papier filtre.

8- Récupérer le filtrat (2).

9- Mélanger les deux filtrats (1) et (2) dans
un flacon. Cet extrait sera désigné par la suite
sous le nom G48h (Photo 05).

——

39

'




Macération

Photo 04 : Les deux extraits au début et a la fin de la macération (photos prises par nous-
mémes).

Photo 05 : Les deux extraits apreés la filtration

(photos prises par nous-mémes).

3)3 Protocole d’évaporation :
Pour éliminer le solvant, les deux extraits G24h et G48h ont été soumis & un processus
d'évaporation au moyen d'un évaporateur rotatif, couramment appelé rotavaporopérant sous

vide.
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Le protocole d’évaporation est le suivant (Photo 06 et 07) :

< Peser le ballon d'évaporation vide pour [I'utiliser dans le calcul du rendement
d’extraction.

<> Placer la solution dans le ballon d’évaporation.

< Procéder a T'évaporation jusqu'a disparition compléte du solvant (température
45°C).

Retirer le ballon du rotavapor et attendre qu'il refroidisse.

RS

Peser le ballon afin de calculer le rendement d’extraction.

<>

Récupérer les extraits secs G 24h et G 48h par solubilisation dans Ile
dimethylsulfoxyde (DMSO).

Photo 06 : L'évaporateur rotatif utilisé dans I'étape d'évaporation

(photo prise par nous-mémes).

La solubilisation

Photo 07 : La solubilisation de I’extrait sec par le DMSO (photos prises par nous-mémes).
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3)4 Calcul des rendements :

Le poids de I’extrait sec P1est déterminé par la différence entre le poids du ballon plein
(apres évaporation) et le poids du ballon vide (avant évaporation). Le rendement d’extraction
en pourcentage (%) est défini comme étant le rapport entre le poids de I'extrait sec et le poids

de la plante seche en poudre. I1 est calculé par I’équation suivante :

R% = (Pll Po) x 100

» R% : Rendement exprimé en %.
» Pi: Le poids de l’extrait sec en gramme.

» Py : Le poids de la plante seche (poudre) en gramme.

4) Etude phytochimique :
4)1 Tests phytochimiques :

Les tests phytochimiques consistent a rechercher les différentes familles des metabolites
secondaires  existants dans les écorces de tronc d'Aquilaria  malaccensis
(Harborne, 1998 ; Bruneton, 1999). Il s’agit des :

e Alcaloides : Dans trois tubes a essai, introduire 0,5 ml de Dextrait. Acidifier le
milieu par quelques gouttes de HCL a 1%, puis ajouter 0,5 du réactif de Mayer
dans le premier tube de 0,5 ml de réactif de Wagner dans le deuxiéme tube. La
formation d’un précipité blanc ou brun, respectivement révéle la présence des
alcaloides. Le troisieme tube est un témoin.

e Flavonoides : Dans un tube a essai, introduire 1 ml d’extrait a tester, 1m d’HCL
concentré et quelques coupeaux de magnésium sont ajoutés. La présence des
flavonoides est confirmée par I’apparition de la couleur rouge ou orange.

e Tanins : Dans un tube a essai, introduire 1 ml de I’extrait a tester et ajouter 0,25
ml d’une solution aqueuse de FeCI3 a 1%. Incuber pendant 15 min a une
température ambiante. La présence des tanins est indiquée par une coloration

verdatre ou bleu-noiratre.
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e Terpénoides (Test de Slakowski) : 1 ml de I’extrait est ajouté a 0,4 ml de
chloroforme et 0,6 ml d’acide sulfurique concentré. La formation d’anneau
marron-rouge a I’interphase indique la présence des terpénoides.

e Saponosides : 10 mlde ’extrait est agité pendant 15 secondes puis laissé au repos
pendant 15min. Une hauteur de mousse persistante, supérieur a 1cm indique la
présence des saponosides.

e Glycosides cardiaques : 1 ml d'acide acétique a été ajouté a 3 ml d'extrait.
L'acide H2SO4 a été introduit au fond du tube. Un anneau brun rougeétre ou brun

violet a l'interface des deux liquides indique la présence de glycosides cardiaques.

4)2 Chromatographie sur couche mince (CCM) :

La chromatographie sur couche mince est une méthode physique de séparation de
mélanges en leurs constituants. Elle est basée sur les différences d’affinité des substances a
I’égard de deux phases, I'une stationnaire solide fixée sur une plaque, et I’autre mobile
liquide, nommée éluant (un solvant ou un mélange de solvants). Une petite quantité du
mélange a séparer est déposée sur la phase fixe qui est mis aprés au contact de la phase
mobile. Celle-ci migre de bas en haut, par capillarité, le long de la phase fixe en entrainant les

constituants du mélange (Zahir et al., 2018).

Pour la mise en ceuvre de la CCM, nous avons utilisé des plaques de gel de silice a dos
d'aluminium de 10 mm x 10 mm. Les plaques ont éte repérées de 10 mm au-dessus du bas de

la plaque (ligne de dép6t) et developpé a pas plus de 10 mm du haut (le front).

Le développement a été reéalisé dans une cuve chromatographique qui est un récipienten
verre fermé par un couvercle maintenu étanche. La plaque est déposée verticalement dans un

volume minimal du systeme de solvant (Photo 08) (Fair et Kormos, 2008).

Le systeme de solvants choisi combine les deux systémes de Males et al. (2001) et
Snyder (1978) avec quelques modifications : Méthanol/Dichlorométhane/Acétate
d'éthyle/Acide formique/ Eau distillée (3/6.5/5/1/2 ; vivIviviv).

Pour une bonne élution, la cuve contenant le solvant d’élution doit étre saturée. Les
échantillons sont déposés sous forme de points sur ’adsorbant, a partir de tubes capillaires
enflammés et tirés permettant une meilleure précision des taches et [Iélimination de

I'élargissement des taches pendant I'application de I'échantillon.
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Photo 08 : Développement des plaques de CCM dans la cuve chromatographique

(photo prise par nous-mémes).

Une fois le développement du chromatogramme effectué, la plague est séchée a
température ambiante puis examinée a 1’ceil nu puis a ’'UV (longueurs d’ondes A = 254 nm et
365 nm). La détection s’est également faite a 'aide d’un révélateur chimique caractéristique

d’une classe de composés phénoliques. Il s’agit de : FeClk a 1% (v/v) pour les tanins
(Merck E., 1980).

On détermine alors, pour chaque constituant, le rapport frontal (Rf) (Figure 13) :

Rf=d/D

» d : Distance entre ['origine (le dépot) et la tache du produit.
» D : Distance entre l'origine (le dépét) et le front du solvant




front
de l'éluant A

ligne
de depot ? <

Figure 13 : La détermination de rapport frontal.

4)3 Quantification de quelques classes phénoliques dans les extraits:
4)3.1 Polyphénols totaux :

Le réactif utilise, le « Folin-Ciocalteu », est un mélange de complexes d’acide
phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo012040) de couleur
jaune. Le principe de la méthode est basé sur I’oxydation des composés phénoliques par ce
réactif. Cette oxydation entraine la formation d’un nouveau complexe molybdéne-tungsténe
de couleur bleu qui absorbe a 750 nm. Ce dosage est effectué par la comparaison de la DO

observée a celle obtenue par un étalon d’acide gallique de concentration connue

(Boizot et al., 2006).

Le dosage des polyphénols est realisé selon la méthode décrite par
(Vermerris et Nicholson, 2006) :

Une prise de 100 plde I'extrait est mé¢langée avec 2 ml d’une solution de carbonate de
sodium a 2% fraichement préparee, le tout est agité par un vortex. Apres 5 min, 100 ul du
réactif de Folin-Ciocalteu (1N) sont ajoutés au mélange, le tout est laissé pendant 30 min a la
température ambiante et la lecture est effectuée contre un blanc a laide d’un

spectrophotométre a 750 nm.

Une gamme étalon a base de Il’acide gallique est également préparée a des

concentrations allant de 0 & 500 pg/ml. Les teneurs en polyphénols totaux des extraits sont
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calculées en pg/ml a partir de I’équation de la régression linéaire. Elles sont ensuite exprimées
en microgrammes par milligramme d'extrait sec (pug/mg E) et en milligramme équivalent

acide gallique par gramme de la matiere végétale seche (mg EAG/g MS).

4)3.2 Flavonoides totaux :

Le principe de la méthode est bas¢ sur 'oxydation des flavonoides par deux réactifs
incolores, le nitrite de sodium (NaNO3) et le chlorure d’aluminium (AICI3). Elle entraine la
formation d’un complexe brunétre qui absorbe a 510 nm. La comparaison de la D.O observée
a celle obtenue par un étalon de catéchine de concentration connue permet d’évaluer la teneur

totale en flavonoides.

La quantification des flavonoides est faite selon une méthode colorimétrique décrite par
(Dewanto et al., 2002).

Une prise de 250 pl d’extrait diluée est additionnée de 75 ul d’une solution de NaNO; a
5%. Aprés 6 min d’incubation a température ambiante, 150 pl d’une solution fraichement
préparée de chlorure d’aluminium (AICl3, 10%) sont ajoutés au mélange. Aprés 5 min de
repos a température ambiante, 500 pul de soude (NaOH, 1M) sont apportés au mélange, et le
volume final est porté a 2.5 ml avec de I’eau distillée. L’absorbance de cette préparation est
mesurée contre un blanc & 510 nm. Une gamme étalon & base de catéchine est également
préparée a des concentrations allant de 0 a 500 pg/ml. Les teneurs en flavonoides des extraits
sont calculées en pg/ml a partir de 1’équation de la régression linéaire. Elles sont ensuite
exprimées en microgrammes par milligramme d'extrait sec (pug/mg E) et en milligramme
équivalent catéchine par gramme de la matiere séche (mg EC/g MS).

4)3.3 Tanins condensés :

En présence d’acide chlorhydrique, les tanins condensés se dépolymérisent et, par réaction
avec la vanilline, se transforment en anthocyanidols de couleur rouge, mesurables par
spectrophotométrie a 500 nm.

Une prise de 50 pl d’extrait est ajoutée a3 ml de vanilline a 4% et 1,5ml de HCL
concentré. Aprés homogéneisation, le mélange est mis en incubation a température ambiante
pendant 15 mn. L’absorbance est mesurée contre un blanc a 500 nm (Sun et al., 1998). Les
teneurs en tanins condensés, déterminées en se référant a une gamme étalon de catéchine (0 a
500 pg/ml), sont calculées en pug/ml a partir de 'équation de la régression linéaire. Elles sont
ensuite exprimées en microgrammes par milligramme d'extrait sec (pg/mg E) et en

milligramme équivalent catéchine par gramme de la matiere seche (mg EC/ gMS).

46

——
| —



5) Estimation de P’activité antioxydante, in vitro :

Dans ce travail, nous avons choisi les deux tests DPPH et ABTS pour l'évaluation de
lactivité antioxydante des écorces de tronc d'A. malaccensis car ils sont faciles a appliquer et
fournissent des données rapides et reproductibles. En conséquence, ces méthodes sont tres
répandues (Figure 14) et les chercheurs ont ainsi la possibilité de comparer leurs propres

résultats avec d’autres, pour le méme test (Igor et al., 2020).

Folin-Ciocalteu,
e 181%
26.3% '
citations
in 2018 FRAP
23.8%
DPPH ORAC
24.1% 4.5%
' CUPRAC
3.2%

Figure 14 : Fréquences d'utilisation des méthodes d'évaluation de I’activité

antioxydante (Igor et al., 2020).

5)1 Piégeage du radical DPPH :
Le 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH) est généralement le substrat le plus utilisé pour
I’évaluation rapide et directe de I’activité antioxydante en raison de sa stabilit¢ en forme
radicale libre et la simplicité de ’analyse. 11 absorbe dans le visible a la longueur d’onde de

515 & 520 nm (Gouveia et Castilho, 2012).

Ce test est basé sur la mesure de la capacité des composés antioxydants a piéger le
radical libre DPPH. Ce dernier est un radical de couleur violette, en présence d’un composé
antioxydant donneur d’atomes d'hydrogéne, il perd sa couleur violette et il devient jaune
(forme réduite, 2,2 diphenyl-1-picrylhydrazine) (Figure 15) (Brand-Williamet al., 1995).
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VIOLET JAUNE

Figure 15 : Piégeage du radical DPPH avec I’antioxydant (AH).
Le protocole expérimental suivi est celui de Atoui et al (2005) :

A differentes concentrations, 50 pl de chaque extrait, sont ajoutés a 1950 pl d’une
solution méthanolique de DPPH & 6.34x10° M (0.0025 g dans 100 ml méthanol). Pour
chaque concentration un blanc est préparé. En ce qui concerne le contrdle négatif, ce dernier
est préparé, en parallele, en mélangeant 50 pul du méthanol avec 1950 pl d’une solution
méthanolique de DPPH a la méme concentration utilisée. Aprés incubation a I'obscurité
pendant 30 min et a la température ambiante, la réduction du DPPH s’accompagne par le
passage de la couleur violette a la couleur jaune de la solution. La lecture des absorbances est
effectuée a 515 nm a Tl'aide d’un spectrophotometre. Les témoins positifs utilisés sont le

butylhydroxytoluéne (BHT) et I’hydroxyanisole butylé (BHA).

Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition, calculés suite a la diminution de

I’intensité de la coloration du mélange, selon la formule :

Pl = (DO controle — DO extrait/ DO controle) x 100

» Pl : pourcentage d’inhibition.
» DO témoin : absorbance du contr6le négatif.
» DO extrait : absorbance de I’extrait.
L’¢tude de la variation de I’activité antiradicalaire en fonction de la concentration des
extraits permet de déterminer la concentration qui correspond a 50% d’inhibition (Clsp). Une

valeur de Cls faible correspond a une grande efficacité de I’extrait.
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5)1 Piégeage du radical ABTS :

Le radical ABTS™ (2,2"-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)), de couleur
bleu-vert, est produit par réaction entre I’ABTS et une solution a 4.9 mM de persulfate de
potassium. Ce mélange est agité pendant 16 h a ’obscurité puis dilué par I’éthanol jusqu’a
obtenir une absorbance a 734 nm de 0.700 + 0.02. Le principe de ce test est basé sur la
diminution de I'absorbance a 734 nm du cation radicalaire ABTS “en présence d’un composé
potentiellement anti-radicalaire qui réduit ce radical cation ce qui entraine une décoloration de
la solution (Figure 28) (N’Negue et al., 2022).

H,C

0:s N=( D\ ABTS
: A oy =734 Nm
H Antioxidant

C[%»«{D o

ABTS ™
Colbourless

Figure 16 : Formation du radical cation ABTS a partir de ’ABTS
(Venkatachalamet al., 2012).

Le protocole expérimental suivi est celui de Re et al (1999) :

Une prise (900ul) de cette solution d’ ABTS est ensuite mélangée avec 100 uld’extrait a
différentes concentrations. Apres 6 min d’incubation a température ambiante, I’absorbance du

mélange est mesurée a 734 nm contre unblanc.

Les résultats permettent de calculer et d’exprimer cette activité antiradicalaire en
pourcentage d’inhibition et en Clso comme décrit précédemment pour le DPPH. Les valeurs
de Clsp sont comparées avec celles des standards de réference : le BHT et le TROLO X (acide

6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl-chroman-2-carboxylique).
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6) Estimation de P’activité photoprotectrice par le calcul du SPF:

Cette techniqgue a pour but de tester [éventuelle protection solaire (SPF)

d'A. malaccensis via une approche spectrophotométrique.

Le SPF a été calculé selon la méthodologie décrite par Mansur et al., (1986). Les
absorbances des échantillons ont été mesurees a différentes concentrations (0.05 et 0.1 mg/mi
d’éthanol) a laide d'un spectrophotometre UV-Vis (entre 290 et 320 nm), avec un intervalle

de 5 nm. Afin de calculer la valeur de SPF, Mansur et al ont proposé I’équation suivante :

320

SPF = CF. » .EE (A).1(1). Abs(})

» CF : Facteur de correction (= 10).
» EE : Spectre d'efficacité érythémique.
» | : Spectre d'intensité du simulateur solaire.
» Abs : Valeur d'absorbance spectrophotométrique de I'échantillon
EE x | sont des valeurs constantes (Tableau 13) préalablement déterminées par
Sayre etal., (1979).

Tableau 13 : Relation entre l'effet érythemogene et I'intensité du rayonnement a chaque
longueur d'onde.

A (nm) 290 295 300 305 310 315 320 Total

EE () xI(») | 0.0150 | 0.0817 | 0.2874 | 0.3278 | 0.1864 | 0.0839 | 0.0180 1

7) Analyses statistiques :

Les teneurs en composés phénoliques ont été calculées a partir des équations linéaires
des courbes d’étalonnage tracées sur EXCEL (2016). Les valeurs des concentrations Clsg
(Piégeage des radicaux DPPH et ABTS) ont eté calculees a partir des equations

logarithmiques et linéaires des courbes tracées sur EXCEL (2016).
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Les valeurs indiquées dans les tableaux sont des moyennes + écarts-types des trois

mesures paralléles en utilisant EXCEL (2016).
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Chapitre 2
Résultats et discussion



1) Rendements en extraits :

Les différentes étapes d'extraction de Il'écorce du tronc d'Aquilaria malaccensis par
macération dans un mélange de solvants (méthanol/acétone/eau) ont conduit a l'obtention de
deux extraits : celui de 24h (G 24h) et celui de 48h (G 48h). L'abréviation "G" provient du

nom vernaculaire algérien "GHRISS".

Les rendements, aspects et couleurs obtenus de chaque extrait sont représentés dans le

tableau suivant :

Tableau 14 : Rendements, aspects et couleurs des extraits.

. Durée de Renouvellement Récupération Rendements
Extraits ) Couleurs Aspects
macération du solvant dans le DMSO (%)

Jaune

G 24h 24 heures Non . . 345
orangé Légerement
Jaune huileux et Directement

G 48h 48 heures | Oui, a mi-temps | orangé difficile a 15
foncé gratter

D'apres les résultats obtenus (Tableau 14), on observe que le rendement de lextrait
macéré pendant 48h, en renouvelant le mélange de solvants, est environ cing fois supérieur a
celui de lextrait macéré pendant 24h. Cela démontre que le renouvellement des solvants
d'extraction qui peuvent étre saturés apres un certain temps et la durée d'e xtraction ont un effet

sur la dissolution des composés présents dans le solvant.

Dans le méme laboratoire, un travail de master est mené en paralléle par deux étudiantes
en toxicologie sur la méme matiere végétale. L'extraction a été effectuée par une décoction a
chaud dans l'eau pendant 20min, suivi d’une macération a froid pendant 24h dans le méme
solvant. Ce travail a révélé un rendement supérieur (6,70 %) par rapport a notre extrait de 24h
(3,45 %). Cela démontre que la décoction est plus efficace que la macération pour extraire une
plus grande quantité de composés, notamment parce que la chaleur augmente le rendement
d'extraction pour une méme durée. Cette conclusion est confirmée par plusieurs travaux
antérieurs (Bohui et al., 2018 ; Lehout et Laib, 2015).

Une étude antérieure a démontré que les rendements en extrait d'écorce du tronc
d'A. malaccensis macéré pendant 48h dans les mélanges de solvants suivants : acétone/ eau,

méthanol/eau et ethanol/eau, chacun séparément, et ré-extrait avec une renouvellement des
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solvants pendant 3h étaient plus élevés (21,86%, 23,46%, 18,93%, respectivement)
(Degachi et Gherbi, 2017). Cela met en évidence leffet de type des solvants et la durée

d'extraction sur la dissolution des composés.

Dans cette méme étude, la méme partie de la plante utilisée a été macéré dans leau
pendant la méme période, et le rendement était inférieur (14,93 %)
(Degachi et Gherbi, 2017) par rapport a notre extrait de 48h. Cette observation a déja été
apportée par plusieurs travaux précédents, démontrant que le mélange d’un solvant organique
avec l'eau est mieux adapté pour obtenir des rendements plus élevés

(Chaouche, 2014 ; Kherraf, 2018).

2) Etude phytochimiques :
2)1 Tests phytochimiques :

Une investigation chimique préliminaire a été entreprise et a permis de mettre en
évidence certains principes bioactifs dans I'écorce du tronc d'A. malaccensis, a savoir : tanins,
flavonoides, saponosides, glycosides cardiaques, terpénoides et alcaloides. Les résultats de
coloration et de précipitation ont €té les principales voies d’identification de ces substances.

Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau 15.

Tableau 15 : Résultats des tests phytochimiques de la plante étudiée.

; . ’ Changement
Métabolites G 24h Changement obse rvé G 48h .
observé
+++ (Mayer) Précipité blanc +++ (Mayer) Précipité blanc
Alcaloides
++ (Wagner) Précipité brun +++ (Wagner) Précipité brun
Tanins ++ Vert foncé ++ Vert foncé
Flavonoides +++ Orange +++ Orange
Terpenoides ++ Anneau Brun ++ Anneau Brun
Saponines _ / _ /
Glycosides Anneau Rouge Anneau Rouge
++ +++
cardiotoniques Marron Marron

G 24h : extrait obtenu par macération de 24h ; G 48h : extrait obtenu par macération de 48h avec
renouvellement de solvants & mi-temps ; Réaction fortement positive : +++ ; Réaction moyennement positive : ++
; Réaction faiblement positive : +; Réaction négative : -

54

——
| —




Les résultats présentés ci-dessus révelent que cette espéce est abondante en flavonoides,
alcaloides et glycosides cardiotoniques, tandis que les tanins et les terpénoides sont présents
en quantités modérées (Photo 09). En revanche, il convient de souligner que la plante
A. malaccensis présente une faible teneur en saponines (Photo 10).

Flavonoides

Alcaloides (Mayer)

Photo 09 : Les substances détectées dans les deux extraitsG24h et G48h, a intensités

équivalentes.
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Photo 10 : Image montrant I'absence de saponines dans les deux extraitsG24h et G48h.

Ilest & noter que lapparence de certaines substances est significativement améliorée
apres le renouvellement des solvants entre le G 24h et G 48h tels que les alcaloides (test de
Wagner) et les glycosides cardiotoniques (Photo 11).

Glycosides cardiotoniques Alcaloides (Wagner)

Photo 11 : Amélioration des intensités d’ Alcaloides (test de Wagner) et de glycosides
cardiotoniques entre G 24h et G 48h.
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Deux études différentes ont été menées sur la méme plante. L'extraction a été réalisée
par macération a l'eau dans la premiére étude (Degachi et Gherbi, 2017) et par décoction
dans la seconde. Bien que les méthodes d'extraction ne soient pas similaires, les résultats
obtenus ont montré des similitudes avec nos propres résultats, a lI'exception des saponines,
apparus absents dans nos extraits, et qui sont apparus en quantité significative dans les études

précédentes, ce quisouligne I'impact des solvants sur les composés extraits.

2)2 Chromatographie sur couche mince :

Pour une analyse gqualitative du contenu de nos extraits on a eu recours a l'utilisation de
la chromatographie sur couche mince (CCM). C’est une méthode préparative, simple a mettre
en ceuvre, utilisée pour la séparation et la purification des différents constituants d'un extrait
végétal. La phase mobile utilisée est constituée de : Méthanol/ Dichlorométhane/
Acétated'éthyle/ Acide formique/ Eau distillee (3/6.5/5/1/2 ; viviviviv).

Apres séchage des chromatogrammes, les spots ont ét¢ délimités a 1’ceil nu et sous la
lampe UV a 254 et 365 nm dans une chambre noire. La détection s’est également faite a I'aide
d’un révélateur chimique caractéristique de gquelques classes de composés phénoliques (FeCls
a 1% (v/v) pour les tanins). Pour les deux extraits des écorces du tronc d'A. malaccensis les

valeurs des Rf et les couleurs sont mentionnées dans le Tableau 16.
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Tableau 16 : Résultats de ’analyse qualitative des extraits d'A. malaccensis par CCM.

Extrait Couleur VIS Couleur UV 365 Couleur UV 254 FeC; Rf
Marron claire Vert jaune Violet Gris 0
Bleu clair Bleu violet Violet 0,10
Jaune Jaune Orange 0,33
Trainee jaune .
] Trainée marron Vert /
G 24h clair
_ Jaune Marron 0,82
Orange Jaune fluorescent Orange 0,85
_ Violet Violet 0,93
_ Vert jaune Marron 1
Marron Jaune vert Violet Gris 0
. ) Violet
Bleu clair Bleu violet ) 0,10
foncé
Jaune Jaune Orange 0,33
Trainée jaune .
G 48h ) Trainee marron Vert marron /
clair
_ Jaune Marron 081
Orange Jaune fluorescent Orange 0,85
_ Violet Violet 0,92
_ Vert jaune Marron 1

Onremarque a I'ceil nu (Photo 12) lapparition de 3 taches légérement espacées avec une
trainée jaune clair pour les deux extraits. L'apparition de nouvelles taches colorées, parfois
fluorescentes sous la lampe UV, révele la présence d’autres composés qui sont au nombre de
quatre. Aprés laddition du réactif FeCls, la présence de tanins (Lagnika, 2005) a été détectée
dans les deux plagues de G 24h et G 48h ce qui se manifeste par un changement de couleur

des premicres taches en gris (Rf=0) et en violet (Rf= 1,14), observables a I'ceil nu et sous les

rayons UV a 365 nm.
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G 24h G 48h

Photo 12 : Plaque CCM a I'ceil nu.

La photo 13 met en évidence la forte similarité entre les extraits G24h et G48h
lorsquelles sont observées sous les rayons ultraviolets a 365 nm. De méme, cette similarité
persiste lorsque les plagues sont examinées sous les rayons ultraviolets a 254 nm. Cependant,
il est important de noter que les couleurs des plaques changent notablement entre ces deux
longueurs d'onde. Cela suggére que les composeés extraits restent constants, indépendamment
du temps d'extraction ou du renouvellement des solvants.

UV 254 nm

Photo 13 : Plaque CCM sous les rayons UV a 365 et 254 nm.




2)3 Quantification de quelques classes phénoliques dans les extraits :

2)3.1 Polyphénols totaux :

Les concentrations en polyphénols totaux (PPT) ont été évaluées en utilisant la méthode
de Folin-Ciocalteu, en se basant sur une courbe d'étalonnage tracée a partir de diverses
concentrations de l'acide gallique (Figure 17 ; Photo 14). Les valeurs obtenues sont
exprimées en microgrammes par milligrammes d'extrait sec (pg/mg E) et en milligrammes

équivalents d'acide gallique par gramme de la matiere végétale seche (mg EAG/g MS).

2,0

1,8

y =0,00305x

ve R2=0,99832 -

14
1,2
1,0 -
03 Q
0,6

0,4 Q

Absorbances a 750 nm

0,2 '.......

0,0
0 100 200 300 400 500 600

Concentrations (ug/ml)

Figure 17 : Courbe d’étalonnage de I'acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.




2)3.2 Flavonoides :
Le dosage des flavonoides a été effectué en employant la méthode du trichlorure
d'aluminium, avec une courbe d'étalonnage établie & partir de la catéchine (Figure 18). Les
résultats sont exprimés en microgrammes par milligrammes d'extrait sec (ug/mg E)et en

milligrammes équivalent de catéchine par gramme la matiére végétale seche (mg EC/g MS).

2,0

18 y =0,0037x
1,6 R2=0,9991

1,4
1,2

1,0 0
08 :

0,6

0,4

Absorbances 2 510 nm

0,2 _—

0,0
0 100 200 300 400 500 600

Concentrations (ug/ml)

Figure 18 : Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides totaux.

Photo 15 : Gamme étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides totaux.
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2)3.3 Tanins condensés :

Le dosage des tanins condensés a été effectué en appliquant la méthode de la vanilline,
avec la catéchine comme référence standard (Figure 19). Les résultats sont exprimés en
microgrammes par milligrammes d'extrait sec (Hg/mg E) et en milligrammes équivalent de

catéchine par gramme la matiere végétale séche (mg EC/g MS).

1,0

0,9
y =0,0017x

08 R>=0,9965

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3

0,2 ‘

Absorbances a 500 nm

01 e

0,0
0 100 200 300 400 500 600

Concentrations (ug/ml)

Figure 19 : Gamme étalonnage de la catéchine pour le dosage des tanins condenseés.

Les teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides et en tanins dans les deux extraits sont

représentées dans le tableau 17.

Les résultats du dosage, exprimés en microgrammes par milligrammes d'extrait sec, sont
trés proches et concordent avec les tests phytochimiques, ou les intensités etaient également

similaires.

Cependant, une augmentation notable des teneurs exprimées en milligrammes équivalent
par gramme la matiere végétale seche est observée dans I’extrait G 48h. Elles sont environ 4,8
fois plus élevées pour les composés phénoliques et les flavonoides, et environ 3,5 fois pour les
tanins. Ce résultat montre que le renouvellement des solvants et la durée de macération affecte

la quantité de composés phénoliques.
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Tableau 17 : Teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides et en tanins condensés

(moyenne + écart type) dans les deux extraits de I'ecorce du tronc d'A. malaccensis.

Polyphénols totaux Flavonoides Tanins
mg EAG/
pg/mg E MS pmg/mgE | mg ECgMS | pg/mg E | mg EClg MS

G 24h 51,38+2,044 | 1,773 +0,071 | 26,99+0,45 | 0,931 +0,015 | 4,36+0,197 | 0,151 + 0,007

G 48h 56,55+1,817 | 8,482 + 0,272 | 29,92+0,32 | 4,489 £ 0,048 | 3,60+0,245 | 0,540 + 0,037

G 24h : extrait obtenu par macération de 24h ; G 48h : extrait obtenu par macération de 48h avec
renouvellement des solvants a mi-temps.

Degachi et Gherbi (2017), ont montré que les écorces du tronc d'A. malaccensis
renferment une quantité importante des teneurs en composés phénoliques totaux ainsi que les

teneurs en flavonoides, ce qui confirme la présence de ces composés dans cette plante.
3) Estimation de I’activité antioxydante, in vitro :

Dans le présent travail, l'activit¢ antioxydante des extraits de 1’écorce du tronc
d'A. malaccensis, est évaluée par deux méthodes différentes : piégeage du radical DPPH et
piégeage du radical libre ABTS.

3)1 Piégeage du radical libre DPPH :

Cette activité a été évaluée a I'aide d’un spectrophotométre en suivant la réduction de ce
radical, accompagnée par son passage de la couleur violette (mesurable a 517 nm) a la couleur
jaune (photos 16 et 17). Les valeurs des absorbances obtenues a cette longueur d’onde ont
permis de calculer les pourcentages d’inhibitions et de tracer des courbes : Pourcentage
d’inhibition en fonction des différentes concentrations (mg/ml) (figures 20 et 21). Le BHA
(Figure 23) et le BHT (Figure 22, Photo 18) ont été utilisés comme standards. Ces
pourcentages augmentent de fagcon proportionnelle en fonction des concentrations des extraits.

A partir de ces courbes, nous avons déterminé la valeur de Clsq de chaque extrait en

mg/ml, celle-ci correspond a valeur de la concentration inhibitrice de 50% de ce radical
(Tableau 18).
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Figure 20 : Pourcentages d'inhibition du radical libre DPPH en fonction des concentrations de
I’extrait de 24h.

Photo 16 : Test DPPH de ’extrait G 24h.
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Figure 21 : Pourcentages d'inhibition du radical libre DPPH en fonction des concentrations de
I’extrait de 48h.

Photo 17 : Test DPPH de ’extrait G 48h.
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Figure 22 : Pourcentages d'inhibition du radical libre DPPH en fonction des concentrations de
BHT.

Photo 18 : Test DPPH pour BHT.
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Figure 23 : Pourcentages d'inhibition du radical libre DPPH en fonction des

concentrations de BHA.

Les résultats obtenus ont montré que les valeurs de Clsg pour les deux extraits G24h et
G48h sont tres similaires. Ainsi, ces extraits présentent une activité antiradicalaire vis-a-vis du

DPPH comparable, bien que moins élevée que celles du BHT et du BHA.

Tableau 18 : Valeurs de Clsq des extraits d’écorce du tronc d'A. malaccensis, du BHT et du
BHA (test DPPH).

G 24h G 48h BHT BHA

Clso (mg/ml) 0,067 +0,0017 | 0,072 +0,0012 | 0,014 +0,0010 | 0,0047+ 0,0002

G 24h : extrait obtenu par macération de 24h ; G 48h : extrait obtenu par macération de 48h avec
renouvellement des solvants a mi-temps.

Dans une étude antérieure (Ridwanto et al., 2022), l'extrait méthanolique des écorces
d'A. malaccensis préparé par macération pendant 48h a montré une Clso de 0,094 mg/ml,
indiquant une activité antioxydante moins efficace comparée a nos résultats. Cela suggere que

les conditions de préparation des extraits peuvent influencer cette activité antioxydante.

Une autre étude (Huda et al., 2009) a rapporté une Clso de 0,0033 mg/ml pour un extrait
méthanolique de feuilles d'A. malaccensis extraites par macération, démontrant une activité

antioxydante beaucoup plus élevée que celle des écorces dans Iétude précédente
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(Ridwanto et al., 2022) et dans la notre. Cela suggere que les feuilles pourraient avoir une

activité antioxydante supérieure aux écorces de cette plante.
3)2 Piégeage du radical ABTS :

Ce test est basé sur la capacité des écorces du tronc d'A. malaccensis a stabiliser le

radical cationique ABTS™ de coloration bleu-vert en le transformant en ABTS incolore

(photos 19 et 20).

Les valeurs des absorbances enregistrées au cours de I'expérimentation ont permis de
calculer les pourcentages d'inhibition du radical ABTS en fonction des différentes
concentrations (mg/ml) (figures 23 et 24). Le TROLOX (Figure 25) et le BHT (Figure 26)
ont été utilisés comme standards. Ces pourcentages augmentent de facon proportionnelle en

fonction des concentrations des extraits.

A partir de ces courbes, nous avons déterminé la valeur de Clso de chagque extrait en

mg/ml, celle-ci correspond a valeur de la concentration inhibitrice de 50% de ce radical

(Tableau 19).
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Figure 24 : Pourcentages d’inhibition de I’ABTS en fonction des concentrations de
Iextrait de 24h.
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Photo 19 : Test ABTS™ de I’extrait G 24h.
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Figure 25 : Pourcentages d’inhibition de I’ABTS en fonction des concentrations de I’extrait
de 48h.
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Figure 26 : Pourcentages d'inhibition de I’ABTS en fonction des concentrations de

TROLOX.
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Figure 27 : Pourcentages d'inhibition de ’ABTS en fonction des concentrations de
BHT.

Les résultats obtenus ont montré que les valeurs de Clsp pour les deux extraits G24h et
G48h sont proches. Ainsi, ces extraits présentent une activité antiradicalaire vis-a-vis de

I’ABTS comparable, bien que moins élevée que celles du BHT et du TROLO X.

Tableau 19 : Valeurs de Clsq des extraits d’écorces du tronc d'A. malaccensis, du BHT et du

TROLOX (test ABTS).

G 24h G 48h BHT TROLOX

Clso (mg/ml) | 0,0375 +0,0006 | 0,0305+0,0008 | 0,0043 + 0,0002 0,022 + 0,004

G 24h : extrait obtenu par macération de 24h ; G 48h : extrait obtenu par macération de 48h avec
renouvellement des solvants a mi-temps.

Dans une étude antérieure sur lactivité de piégeage du radical ABTS, les extraits
d'éthanol, d'acétate d'éthyle et d’hexane de feuilles d'A. malaccensis préparés par Soxhlet ont
montré des valeurs de Clsp variables. L'extrait éthanolique a présenté l'activité antioxydante la
plus élevée avec une valeur de Clso de 0,066 mg/ml, tandis que l'extrait n-hexane a montré
lactivité antioxydante la plus faible avec une valeur de Clso de 0,267 mg/ml

(Aprilliani et al., 2021). Ces valeurs indiquent une activité antioxydante moins efficace
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comparée a nos résultats. Ceci confirme la conclusion précédente concernant l'effet des

solvants sur l'activité antiradicalaire.

4) Estimation de ’activité photoprotectrice par le calcul du SPF:

L'efficacité photoprotectrice de I'écorce du tronc d'A. malaccensis a été évaluée par le

calcul du facteur de protection solaire (SPF) (tableaux 20 et 21).

Tableau 20 : Calcul du facteur de protection solaire (FPS) de I'extrait de24h.

Lo “gxe(fl;‘i onde | ee | 0o5mg/ml| AB*EE | 0img/ml | AB*EE
290 0,015 0,56 0,0084 1,197 0,0180
295 0,0817 0,409 0,0334 0,896 0,0732
300 0,2874 0,308 0,0885 0,709 0,2038
305 0,3278 0,282 0,0924 0,659 0,2160
310 0,1864 0,306 0,0570 0,706 0,1316
315 0,0839 0,339 0,0284 0,746 0,0626
320 0,018 0,387 0,0070 0,859 0,0155
Total 1 - 0,3152 - 0,7206
SPF 3,15 7,21
EE : spectre d'efficacité érythémique ; AB : la valeur d'absorbance spectrophotométrique de I'échantillon

Tableau 21 : Calcul du facteur de protection solaire (FPS) de I'extrait 48h.

Longlie(‘l‘l:no)"o”de EE | 005mg/ml | AB*EE | 01mg/ml | AB*EE
290 0.015 2.435 0,0365 3 0,045
295 00817 | 1,658 0,1355 2157 0,1762
300 02874 | 1,112 0,3196 1561 0,4486
305 03278 | 0,779 0,2554 12 0,3934
310 0,1864 | 0,603 0,1124 1,046 0,1950
315 0,0839 | 0,476 0,0399 0,981 0,0823
320 0,018 0,435 0,0078 1,004 0,0181
Total 1 i 0,9071 i 1,3586
SPF 9,07 13,59

EE : spectre d'efficacité érythémique ; AB :la valeur d'absorbance spectrophotométrique de I'échantillon
Il a été signalé que dans les indices SPF, les valeurs SPF de 6 —10, 15 —25, 30 -50 et

>50 sont considérées comme ayant respectivement une activité de protection solaire

minimale, modérée, élevée et maximale (Schalka et Reis, 2011). Donc, les deux extraits sont
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considérés comme ayant une activité de protection solaire minimale. Cela est due aux faites
que les concentrations testées étaient faibles comparées aux concentrations adoptées dans ce
type  d’expérimentation et qui est généralement de I ou 2 mgml
(Aissani, 2022 ; Khazaeli et al., 2022). Nous avons dilué nos extraits autant que nécessaire

car le spectrophotométre est limité a une densité optique (DO) maximale de 3.

Les résultats montrent qu’il y a une augmentation du SPF a mesure que la
concentration augmente, suggérant une relation positive entre la concentration et I'efficacité
photo-protectrice. Cela nous incite a tester des concentrations plus élevées, telles que 1 mg/mi

ou 2 mg/ml.

On observe aussi une nette augmentation de l'efficacité photoprotectrice de I’extrait
G 48h par rapport a G 24h, ce qui suggere une extraction plus efficace des composés
photo-protecteurs.

Le dosage des composés phénoliques, réalisé précédemment, montre des niveaux plus
élevés de ces composés dans l'extrait G 48h par rapport a celui macéré pendant 24 heures, ce
qui pourrait expliquer en partie les différences observées dans lactivité photo-protectrice.
Cela, nous méne a conclure qu’une macération prolongée de la plante, avec un
renouvellement des solvants, permet une libération accrue de composés phénoliques. Ces
composés sont reconnus pour leur capacité a protéger contre les dommages causes par les
rayonnements UV (Norliza et al., 2014). Ainsi, cette approche explique pourquoi une
macération prolongée améliore l'efficacité de la plante dans la protection solaire.

Ce résultat est cohérent avec les résultats de la corrélation que nous avons effectuée dans
la partie bibliographique montrant que le SPF présente une corrélation modéree a forte avec
les composés phénoliques et 1’activité antiradicalaire (DPPH, ABTS).
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Conclusion générale
et
perspectives



Retourner aux plantes medicinales traditionnelles demeure la solution idéale pour
innover et développer des produits utilisés a des fins thérapeutiques ou cosmétigues.
L'objectif de ce travail est d'évaluer les teneurs en composés phénoliques et d’étudier les
activités antiradicalaires ainsi que l'efficacité photoprotectrice des extraits d'écorce du tronc
d'Aquilaria malaccensis, afin de déterminer leur potentiel pour protéger la peau contre les

rayons UV.

Deux modes d'extraction ont été choisis pour la réalisation de ce travail en utilisant un
mélange méthanol /acétone /eau (70/20/10). Il s'agit d'une macération de 24h et d’une
macération de 48h avec renouvellement de solvants a mi-temps. Les résultats obtenus ont
montré un rendement plus important dans l'extrait de 48 h (15%) avec macération prolongeé et
renouvellement des solvants par rapport a celui obtenu avec a l'extrait de 24h (3,45%), cela
met en évidence l'effet de la durée d'extraction et du renouvellement des solvants dans

laugmentation du rendement.

Ila été observé, par des tests phytochimiques, que cette espéce contient des flavonoides,
alcaloides, glycosides cardiotoniques, tanins et terpénoides, avec des intensités variables. En
utilisant ces solvants d'extraction, les extraits manquent de saponines. Le renouvellement des
solvants ameliore notablement la détection des alcaloides par le test de Wagner et des

glycosides cardiotoniques.

La chromatographie sur couche mince montre une grande similitude entre les deux
extraits, suggérant que les composés extraits restent constants, indépendamment du te mps

d'extraction ou du renouvellement des solvants.

Les teneurs en composés phénoliques dans les deux extraits sont tres proches et
concordent avec les tests phytochimiques, ou les intensités étaient également similaires.
Cependant, Une extraction prolongée de 48 heures extrait davantage de composés
phénoliques par gramme de matiére végétale séche, avec des teneurs en polyphénols totaux,
flavonoides et tanins de 8,482 £ 0,272 mg EAG/g MS, 4,489 = 0,048 mg EC/g MS et 0,540
mg EC/g MS, respectivement.

Les résultats de l'activité antiradicalaire par inhibition du piégeage des radicaux DPPH et
ABTS ont montré une grande similitude entre les extraits de 24h et de 48h, avec des Clso de
0,067 £ 0,0017 mg/ml pour l'extrait de 24 heures et de 0,072 £ 0,0012 mg/ml pour I'extrait de
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48 heures selon le test DPPH, et des Clso de 0,0375 + 0,0006 mg/ml pour lextrait de 24
heures et de 0,0305 = 0,0008 mg/ml pour l'extrait de 48 heures selon le test ABTS, bien que

l'activité soit inférieure a celle des standards.

Les resultats de [P'activité photoprotectrice montrent une relation positive entre la
concentration et les valeurs de SPF. Les deux extraits, testés a de faibles concentrations
comparées aux concentrations adoptés dans ce type d’expérimentation, ont une activité¢ de

protection solaire minimale. Cela nous incite a tester des concentrations plus élevées.

En se basant sur les conclusions de cette étude, il est établi que I'écorce du tronc
d'Aquilaria malaccensis présente un potentiel intéressant en tant que source modérée de
polyphénols dotés d'une capacité antioxydante. Si les concentrations utilisées sont
augmentées, son efficacité photoprotectrice pourrait étre renforcée, rendant cette plante
particulierement bénéfique pour les secteurs pharmaceutiques et cosmétique. To utefois, des

recherches complémentaires sont indispensables pour :

v’ Identifier diverses molécules isolées en utilisant d’autres techniques de
chromatographie ;

v' Tester I’activité antioxydante par d’autres méthodes, in vivo et vitro ;

<

Tester les activités antimicrobiennes, anti-inflammatoire et anticancéreuse ;
v' Tester lactivité photoprotectrice a des concentrations plus élevées
(2 mg/mlou2 mg/ml) ;

v' Tester lactivité photoprotectrice par d’autres méthodes.
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ANnnexes



Annexe 01

1-1 Les flavones :

Cette sous-classe est la moins abondante dans les fruits et Ilégumes
(Manach et al., 2004). lls dérivent des flavanones par une oxydation qui introduit une
seconde double liaison dans I'hétérocycle (Heller et al., 1998) (Figure 01). Dans plus de
90%, le cycle A est substitué par deux hydroxyles phénoliques en Cs et C; (Bruneton, 1999).

O

Figure 1-1 : Structure chimique des flavones (Sartori, 2003).

1-2 Les flavanones :

Ces composés se caractérisent par I’absence de double liaison entre C»-Cz (Figure 02) et
ils sont présents dans les plantes sous forme de trace (Réchter, 1993). lls sont responsables de
la saveur amére de certains agrumes tels que les pamplemousses, les citrons et les oranges. De
plus, ces agrumes sont parmi les sources principales de flavanones dans lalimentation

humaine (Sarni et Cheynier, 2006).

O

Figure 1-2 : Structure chimique des flavanones(Sartori, 2003).
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1-3 Les flavonols :

Ce sont des dérivés hydroxylés des flavones etsont caractérisés par la présence d’un
groupement hydroxyle sur le carbone C3 et d’un groupement carbonyle en position 4
(Figure 03). Ces composes sont largement répandus dans notre alimentation cependant leurs

teneurs sont généralement faibles (Sarni et Cheynier,, 2006).

OH

OH (0]

Figure 1-3 : Structure chimique des flavonols (Sarni, 2006).
1-4 Les flavanols :

Les flavanols, appelés plus précisement flavan-3-ols en raison du groupement hydroxyle
en position 3 de I’hétérocycle (Somers, 1971 ; Zoecklein et al., 2013 ; Singleton, 1966)
(Figure 04), sont tres abondant dans les fruits comme les abricots, les cerises, les raisins, ...
etc (Fraga, 2009).

OH

Figure 1-4 : Structure chimique des flavanols (Sartori, 2003).
1-5 Les isoflavones :

Contrairement a la plupart des autres flavonoides, les isoflavones sont caractérisees par

la présence d’un cycle B fixé enC3 plutét qu’en C, (Figure 05). Elles sont distribuées de
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maniére tres limitée dans le regne végétal (Fraga, 2009) et sont exclusivement trouvés dans

les legumes, plus particulierement les graines de soja (Graf et al., 2005 ).

Figure 1-5 : Structure chimique des isoflavones (Sartori, 2003).

1-6 Les anthocyanidines :

Ce sont des pigments, principalement sous formes de glycosides stables et
hydrosolubles, rouges en milieu acide, virant au bleu-violet en milieu neutre ou faiblement
alcalin (Lucarini et al., 2002). Une caractéristique importante de ces composés réside dans
leur aptitude antioxydante basée grace aux caractéristiques spécifiques de leur structure
chimique (Figure 06) (Castaneda et al., 2009).

@
O

A

S

OH

Figure 1-6 : Structure chimique des anthocyanidines (Sartori, 2003).
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Annexe 02

(Pinverse de IC 50) des extraits de hydrométhanoliques de certaines plantes (Benabdallah, 2021).

Tableau 2-1 : Facteur de protection solaire (SPF), teneur totale en composés phénoliques, teneur totale en flavonoides et activités antioxydante DPPH

Es peces Extrait EZVS’ELSS DPPH 1/1C50 (ml/ug) AB(TnS“ /1;;'50 SPF (a2 mg/ml)
PistaciaatlanticaDesf 0,775 + 0,01 0,17 + 16,66 0,28 + 20 44,43 + 2,17
Lavandulaantineae 0,587 + 0,003 0,05 + 14,28 0,99 + 0,87 46,54 + 0,65
Thymus algeriensis Hydro-méthanolique 0,339 + 0,001 0,05 + 2,38 0,08+5 47,21+ 0,83
Marrubium alysson 0,225 + 0,007 0,02+0,5 0,02 + 0,46 28,55 + 3,08
Jasminumfruticans 0,252 + 0,002 0,01 + 0,46 0,01 + 0,26 48,08 + 0,50

(P'inverse de IC50) des extraits de éthanoliques de certaines plantes (Nunes et al., 2018).

Tableau 2-2 : Facteur de protection solaire (SPF), teneur totale en composés phénoliques, teneur totale en flavonoides et activités antioxydante DPPH

Es péces Extrait Z'lg"gl‘z‘;'mdg PO'&Z“E’X’EES“X DPPH 1/CI50 (mi/ug) SPF (20,2 mg/ml)
Amburanacearenses (écorce) 1,90 £ 0,04 32,99+ 1,15 0,01+1,08 17,60
Amburanacearenses(feuilles) 2,49 £ 0,02 17,70 £ 1,57 0,01+2,70 12,21

Aspidosperma cuspa 6,89 £ 0,08 3,77+ 4,36 0,02+ 1,56 12,88
Aspidosperma pyrifolium 2,41+ 0,07 22,54+ 222 0,007 £ 1,53 8,83
Croton sonderianus ) 7,94 + 0,09 34,41+ 0,87 0,01+0,71 6,42
Curatella americana (feuiles) Ethanolique 5,80 £ 0,01 4252 % 0,80 0,00 % 1.63 12,77
Curatella americana (écorce) 1,80 + 0,01 57,14 + 0,75 0,19+ 20 14,74
Dimorphandragardneriana 38,87 + 0,51 69,23+ 7,31 0,19 + 8,33 20,12
Lippiamicrophylla 5,17 £ 0,06 45,67 + 4,25 0,07 £1,02 26,82
Lueheapaniculata 7,64 £ 0,06 44,44 + 0,87 0,15+ 9,09 16,16

Sida galheirensis 3,58 £ 0,08 11,35+ 1,15 0,01 +1,36 5,40

——
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Tableau 2- 3 : Activités antiages, teneur totale en composes phénoliques, et activité antioxydante ABTS (I'inverse de IC50) des extraits méthanoliques de

certaines plantes (Bravo et al., 2016).

Es pices Extrait Polyphénols totaux 1'6/\2?—5?0 Anti-collagénase Anti-6lastase % Ant.i -
(mg GAE/(Q) (umol ET/g) % hyaluronidase %
HedyosmumgoudotianumSolms 124,2 + 3,6 0,002 22,7+12,9 0,0+0,0 60,3+ 2,6
Cavendishiapubescens (Kunth) Hemsl 28,1+0,9 0,020 1,7+3,0 0,0+£0,0 264+14
Gaultheria erecta vent 306,4 + 36,8 0,001 100,0 £ 0,0 9,6 +1,1 100,0 £ 0,0
Vaccinium floribundumKunth 112,4+ 1,0 0,005 97,0+ 0,7 8,8+5,1 34,1+572
Vaccinium meridionaleSw 131,9+4,5 0,004 89,0+ 3,7 143+ 2,2 96,9+ 3,7
Miconiamyrtillifolia Naudin 176,0+ 1,1 0,002 88,0+ 5,8 0,0+£0,0 93,4+ 3,0
Syzygium paniculatumGaertn 144,2 + 3,8 0,001 79,5+£0,5 0,0+0,0 95,3+ 55
Ugnimyricoides (Kunth) 116,5+ 8,9 0,002 100,0 £ 0,0 52,4+ 1,0 100,0 £ 0,0
PassifloraedulisSims 60,2+ 7,1 0,011 19,4+ 11,9 220+£37 29+13
Passifloratarminiana Coppens 146,2+9,1 0,002 945+ 2,7 8,135 98,7+ 15
HieronymaantioquensisCuatrec 85,2+ 38 0,002 29,2+ 3,0 137+24 244+ 25
Fragariavesca L Méthanolique 34,6 + 0,6 0,014 36,2+ 18,6 0,0+ 0,0 16,2+ 31
Coccocypselumlanceolatum 202,1+£8,0 0,002 818+24 194+13 06+04
PalicoureagarciaeSteyerm 109,1+9,8 0,008 29+29 0,0+£0,0 195+53
Rubus glaucus Benth. 91,8+ 1,1 0,003 732+13 0,000 77,6 £0,9
Rubus robustus C. Presl 121,6 £ 3,6 0,002 92,2+1,6 551+1,4 83617
Palicoureazarucchii C.M. Taylor 64,4+ 25 0,008 28,6 £ 39,6 0,0+£0,0 0,0+£0,0
Nerteragranadensis 855+ 4,2 0,006 11,7+15 0,0+ 0,0 1,8+0,7
Cestrumnocturnum L 883+24 0,011 0,712 150+33 0,0+0,0
Solanum betaceumCav 79,8+ 15 0,008 1,6+15 40+13 0,0+0,0
Lycianthesradiata 227,7+8,2 0,002 17,0+ 2,3 20+35 8,3+2,7
Physalis peruviana L 18,1+ 0,5 0,064 8,4+3,1 112+28 0,0+0,0
Solanum nutans Ruiz 126+£0,8 0,196 15+13 6,5+ 3,7 0,0+ 0,0
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certaines plantes (Jiratchayamaethasakul et al., 2021).

Tableau 2- 4 : Activités antidges, teneur totale en composés phénoliques, et activité antioxydante DPPH (I'inverse de IC50) des extraits éthanoliques de

Es péces Extrait 1/275014 Anti-collagénase % Anti-élastase % Anti-hyaluronidase %
Salsola komarovii 0,012 29,69 = 0,17 17,68 £ 2,10 45,68 + 5,85
Triglochinmaritimum 0,041 1194+ 1,84 6,00 £ 2,62 39,74 £ 1,24
Argusiasibirica 0,030 62,24 + 0,55 74,47 £ 0,18 11,13+ 2,60
Artemisia scoparia 0,026 15,21 + 0,55 10,38 + 7,87 11,74 £ 2,44
Spartinaanglica 0,046 34,99 £ 0,55 71,63 +£2,21 18,00 + 2,90
Artemisia princeps 0,012 23,45+ 0,05 5,41 + 2,15 51,71 +0,33
Rosa rugosa Ethanolique 0,012 90,31 + 0,05 60,76 + 3,58 48,67 + 1,51
Suaedamaritima 0,088 36,53 + 0,05 6,19 + 1,95 9,43+ 1,50
Spergularia marina 0,029 31,60+ 2,81 31,60 + 2,81 57,73 £ 4,09
Chenopodiumglaucum 0,023 52,86 + 0,50 52,86 + 0,50 57,73 £ 2,36
Atriplexgmelinii 0,033 7,73+ 0,67 7,73+ 0,67 40,91 + 3,36
Peucedanum japonicum 0,026 36,89+ 1,86 36,89+ 1,86 30,45 £ 0,68
Ischaemumantephoroides 0,011 24,87 + 1,10 2487 + 1,10 36,14 + 3,15
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Résumé

L'utilisation des plantes médicinales dans les formulations cosmétiques et dermatologiques repose sur des siecles de savoir
traditionnel et est aujourdhui validée par la recherche scientifique modeme. Cetravail se concentre sur I’évaluation desteneurs en composés
phénoliques ainsi que sur I'étude des activités antiradicalaires et de lefficacité photoprotectrice des extraits d'écorce du tronc d'Aquilaria
malaccensis, afin de déterminer son potentiel pour protéger la peau contre les rayons UV. Aprésavoir effectuéune extraction par macération
dans un mélange de solvants (méthanol/acétone/eau (70/20/10)) selon deux conditions différentes, notre étude phytochimique a révélé que
cette espece contient des flavonoides, alcaloides et glycosides cardiotoniques, tanins et terpénoides, avec des intensités variables. La
chromatographie sur couche mince a montré que les composés extraits restent stables, indépendamment du temps d'extraction ou du
renouvellement des solvants. Les teneurs en polyphénols, en flavonoides et en tanins condensés sont trés proches dans un gramme d'extrait
sec et concordent avec les tests phytochimiques, ou les intensités étaient également similaires. Cependant, une extraction prolongée a montré
une augmentation significative des teneurs, exprimées en milligrammes équivalents d'acide gallique par gramme de matiére végétale seche,
observée dans l'extrait de 48h (8,482 mg EAG/g MS, 4,489 mgEAG/g MS, 0,540 mg EAG/g MS respectivement). L’activité anti-radicalaire
a été évaluée par deux méthodes de piégeage des radicaux DPPH et ABTS, in vitro. Bien que les extraits aient montré une activité
antiradicalaire similaire pour les deux tegs, elle était inférieure aux standards. Enfin, le test de lactivité photoprotectrice a démontré une
protection solaire faible a moyenne, a une faible concentration de I'extrait de 48h (SPF de 13,59 a0,1 mg/ml). Ces résultats établissent que
I'écorce du tronc d'A. malaccensis représente une source modérée de polyphénols avec une capacité antioxydante et photoprotectrice
bénéfique pour les industries pharmaceutiques et cosmétique.

Mots clés : composes phénoliques, activité anti-radicalaire, DPPH, ABT S, CCM, SPF.

Abstract

The use of medicinal plants in cosmetic and dermatological formulations is rooted in centuries of traditional knowledge and is now
validated by modem scientific research. This study focuses on evaluating the levels of phenolic compounds and investigating the antioxidant
and photoprotective activities of extracts from the trunk bark of Aquilaria malaccensis, to determine its potential in protecting the skin
againg UV rays. After conducting extraction by maceration in a solvent mixture (methanol/acetone/water (70/20/10)) under two different
conditions, our phytochemical study revealed that this species contains flavonoids, alkaloids, cardiac glycosides, tannins, and terpenoids,
with varying intensities. Thin-layer chromatography demonstrated that the extracted compounds remain stable regardless of extraction time
or solvent renewal. The levels of total polyphenols, flavonoids, and condensed tannins were very close per gram of dry extract and aligned
with phytochemical tests, where intensities were similarly matched. However, prolonged extraction showed a significant increase in
concentrations, expressed in milligrams of gallic acid equivalents per gram of dry plant material, observed in the 48 -hour extract (8.482 mg
EAG/g DW, 4.489 mg EAG/g DW, 0.540 mg EAG/g DW regpectively). Antiradical activity was assessed using DPPH and ABT S radical
scavenging assays in vitro. While both extracts exhibited similar antiradical activity in both tegs, it was lower than the standards. Finally, the
photoprotective activity tes demonstrated low to moderate sun protection at a low concentration of the 48-hour extract (SPFof 13.59 at 0.1
mag/ml). Thes findings establish that the bark of A. malaccensis representsa moderate source of polyphenols with beneficial antioxidant and
photoprotective capacities for pharmaceutical and cosmetic industries.

Keywords : phenolic compouwnds, antioxidant activity, DPPH, ABT S, TLC, SPF.
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