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Résumé

Les produits naturels et les métabolites seconslamé montré un grand potentiel dans
le traitement de maladies humaines telles querieerale diabéte et les maladies infectieuses.
L'objectif de ce travail est de tester I'activitétéoactérienne ; I'activité antioxydante par le
biais de cinqg méthodes avec la détermination derlaur en phénols totaux, en flavonoides ;
la determination de la composition chimique par BPkt d'étudier l'activité anti-
inflammatoire et hypocholestérolémiante ¥ivo) des extraits aqueux et hydro-alcoolique des
feuilles deThymus vulgarisd’Aloysia triphyllg dePistacia lentiscusd’Olea europaeat des

graines ddrigonella foenum-graecum

Les teneurs les plus élevées en phénols totauq9.0.003 mg Eq AG/ g) et en
flavonoides (8.21 + 0.008 mg Eq Q/ g) ont été\éms avec 'extrait hydro-alcoolique des
feuilles deP. lentiscusLes résultats de I'activité antibactérienne onniré des diamétres des
zones d’inhibition ne dépassant pas 16.00 mm. k&sits hydro-alcooliques montrent une
activité antioxydante plus élevée € 0,095 par rapport aux extraits aqueux avec les quatre
méthodes (test du DPPH, le blanchissement @leckroténe, la capacité anti-oxydante totale
et la méthode de FRAP). En revanche avec la méettedelC, les extraits aqueux exercent
l'activité la plus élevéeR < 0,05 dont le pourcentage d’inhibition de la peroxydatle plus
important a été trouvé avec I'extrait aqueuxTdevulgaris(62.30 + 0.00 %). Les extraits des
plantes testées ont montrévivo une activité contre I'inflammation induite par faction de
la carragénine, ainsi que la capacité de dimineerhblestérol total, les triglycérides et les
LDL dans le sang lors d’'un régime riche en cholestd la lumiére de ces résultats, nous
suggérons l'utilisation de ces plantes ou de learsposants dans la prévention de plusieures
pathologies.

Mots clés :Extraits de plantes, HPLC, Activité antibactérienActivité antioxydante,
Activité antiinflammatoire, Activité hypocholestdémiante.



Abstract

Natural products and secondary metabolites shaweat potential in the treatment
of human diseases such as cancer, diabetes antlantediseases. The objective of this work
is to test the antibacterial activity; antioxidaativity through five methods to determine the
content of total phenols, flavonoids; the deterrmaraof the chemical composition by HPLC
and study the anti-inflammatory and hypocholestmat activity {(n vivo) of aqueous and
hydro-alcoholic extracts offhymus vulgaris Aloysia triphyllg Pistacia lentiscus Olea

europaedeaves andrigonella foenum-graecuiseeds.

The highest levels of total phenols (97.26 = 0.603 AG Eq / g) and flavonoids
(8.21 + 0.008 mg Q Eq / g) were found with the loydfcoholic extract of leaves &.
lentiscus The results of antibacterial activity showed mtion zone diameters of not more
than 16.00 mm. The hydro-alcoholic extracts shoWwegher antioxidant activityH <0.05
compared to aqueous extracts with four methods ¢td3PPH, bleaching di-carotene, total
antioxidant capacity and method of FRAP). In casitraith the FTC method, the aqueous
extracts exert the highest activitf? (< 0.05 the percentage of inhibition of the largest
peroxidation was found with the aqueous extrack.ofulgaris(62.30 + 0.00%). The extracts
of the plants tested have showed/ivo an activity against inflammation induced by injent
of carrageenan, and the ability to reduce totalegterol, triglycerides and LDL in the blood
at a high cholesterol diet. In light of these resulve suggest the use of these plants or their

components in the prevention of several diseases.

Keywords: Plant extracts, HPLC, Antibacterial activity, Amtidant activity, Anti-

inflammatory activity, Hypocholesterolemic activity
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Liste des abréviations

AFNOR Association francaise de normalisation.
Akt Protein kinase B.

AVC Accident vasculaire cérébral.

BPCO Broncho-pneumopathie chronique obstructive.
CMI Concentration minimale inhibitrice.
COX Cyclooxygénases.

DDB Dilation des bronches.

DPPH 1,1-diphényl- 2-pycril-hydrazyl.

FeCk Trichlorure de fer.

FRAP Ferric Reducing Antioxidant Power.
FTC Ferric thiocyanate method.

HCL Acide chlorhydrique concentre.

HDL Lipoprotéine de haute densité.

i-NOS Nitric oxide synthase.

LDL Lipoprotéine de basse densité.

LOX Lipoxygénase.

LPS Lipopolysaccharide.

MAPK Mitogen-activated protein kinase.

MCV Maladie cardiovasculaire.

Mg Magnésium.

mg Milligramme.



mg Eq AA/g Milligrammes d’équivalent d'acide asdqu®e par gramme.

mg Eq AG/g Milligramme d’équivalent d’acide gallig par gramme.

mg Eq Q/g Milligrammes d’équivalent de quercétiaegramme.
mi Millilitre.

NF-kB Nuclear factor kB.

NOS Oxyde nitriguesynthase.

OMS Organisation mondiale de la santé.

PLA2 PhospholipaseA2.

ROS/RNS Reactive oxygen species/ reactive nitrogen species.
SHU Syndrome hémolytique et urémique.

TC Total cholestérol.

TG Triglycérides.

TNF Tumor necrosis factor.

TPTZ Tripyridyltriazine.

VLDL Lipoprotéine de tres basse densité.
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Introduction

l. Introduction

Les infections gastro-intestinales saidigfientes et a l'origine d'une mortalité non
négligeable, notamment dans les pays en voie delajgpement (Tortora etl., 2003). Selon
'OMS (2002), la situation est plus préoccupanteadise de I'apparition de souches de
microorganismes antibioresistants et I'émergenceinfections non communes. En Algérie,
les maladies infectieuses et parasitaires conatitue probleme de santé publique a cause de

leur fréquence et de leur gravité (Bendahoal.e2008).

Depuis une vingtaine d’années, on assisten@ prévalence plus importante des
affections chroniques (Fares, 1997). Les niveaaxé8 du cholestérol dans I'organisme sont
devenus une réelle source de problemes de sardéhéldsclérose est un processus
multicellulaire complexe impliquant ['oxydation dwcholestérol et I'accumulation
intracellulaire du cholestérol oxydé. Cette accuwatioh est la cause d'une cascade de
processus inflammatoires, résultant en une plaggseéble qui éclate finalement en

provoquant un infarctus du myocarde (Herber, 2001).

D’autre part, I'une des caractéristigues commutass la pathogenese de la plupart
des maladies chroniques est I'implication du stoegslatif, liee a la production des especes
réactives de lI'oxygene (ROS). En raison de leandg réactivité et leur faible stabilité, les
ROS entrent en réactions avec les lipides, le®pres et I'acide désoxyribonucléique (DNA)
en générant des métabolites oxydés (Kimural.et2005). lls provoquent une détérioration

progressive de la fonction des cellules, tissisystiemes de I'organisme (Valkoakt 2007).

Le traitement des infections bactériennes est aerérgé basé sur l'utilisation des
antibiotiques. La trés grande utilisation souveadaptée de ces molécules antibactériennes a

entrainé la sélection de souches bactériennesrésistiantes (Archibalt et., 1997).

Le traitement actuel de l'inflammation fait appek anti-inflammatoires stéroidiens et
non stéroidiens. Ces molécules bien qu'étant edcgrésentent le plus souvent des effets
indésirables qui peuvent géner leur utilisationl@ug cours tels que les maladies gastro-
intestinales, linhibition de Il'agrégation plaquete et la toxicité hépatique et urinaire
(Gaziano et Gibson, 2006 ; Batlouni, 2010)
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Le recours aux ressources naturelles en générauet plantes médicinales en
particulier devient alors une des plus importar@emtéressantes pistes a explorer pour la

recherche de nouveaux produits antibactériensgfficeces (Wright et Sutherland, 2007).

Les extraits bruts des plantes commenaeawoir beaucoup d’intér&mme source
potentielle de molécules naturelles bioactives.fdlst I'objet d’étude pour leur éventuelle
utilisation comme alternative pour le traitemend dealadies infectieuses et pour la protection
des aliments contre I'oxydation. lls intervienneat@ns la prévention et le traitement des
maladies liées au stress oxydatif tels que leseranta cataracte, I'athérosclérose, le diabéete,
I'hypertension artérielle, les maladies neurodégatnés et’arthrite (Chun etl., 2005).

Il est donc important d’orienter les recherches s nouvelles voies et surtout vers
les végétaux qui ont toujours servi de base a deseaux meédicaments (Oussouakt
2010). Les plantes sont de plus en plus utiliséedipdustrie pharmaceutique, environ de 35

000 espeéeces sont employées par le monde a dendufisinales (Elgaj etl., 2007).

Le continent africain est doté d une biodiversiéénmp les plus riches dans le monde,
avec un nombre tres élevé des plantes utiliséesneoherbes, comme aliments naturels et

pour des buts thérapeutiques (Farombi, 2003).

La flore algérienne compte prés de 3000 espéceartapant a plusieurs familles
botaniques dont 15% sont endémiques (Quezel eaSaA63). Ce potentiel floristique,
constitué des plantes médicinales condimentairestertrées peu exploré sur le plan

phytochimique ainsi que sur le plan pharmacologique

De nombreuses études ont démontré que les plasdetiennent différents
composants qui possedent une activité antioxydaesponsable de leurs effets bénéfiques
sur la santé. En plus de la vitamine C, la vitamiheet les caroténoides, les composés
phénoliqgues ont montré une forte capacité antiomgdGiovanelli et Buratti, 2009). En
raison de leur origine naturelle, les antioxydaoldenus a partir de plantes ont plus un
avantage par rapport aux antioxydants synthétighdhlala etal., 2010) . Le plus souvent,
les antioxydants synthétiques utilisés dans litriusalimentaire a des doses élevées

présentent des effets génotoxique et cancérogene.
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Des études épidémiologiques ont montré une reldtiverse entre le risque de
maladies humaines chroniques et la consommatiodidess riches en composés phénoliques
car les groupes phénoliques des polyphénols pewasmapter un électron pour former des
radicaux phénoxyles relativement stable (Arts dtriin, 2005 ; Scalbert el., 2005 ).

Le présent travail s'insére dans le catirgorogramme destiné a la valorisation de la
flore algérienne, par la recherche de nouveaux osé® ou principes actifs a débouchés
thérapeutiques. La sélection des espéces est lmsemtiellement sur I'endémisme et
I'utilisation éventuelle en médecine traditionne#le vue d’'une investigation phytochimique

et biologique.

Cette thése est subdivisée en deux grgmattéies : bibliographique et expérimentale ; la
synthese bibliographique comporte un rappel sup&hologies infectieuses et chroniques,
une description des caractéristiques, des propriéés plantes étudiees et de lintérét des

biomolécules.

Dans la partie expérimentale, nous nous sommes fikisieurs objectifs, a savoir :

» |'étude phytochimique basée principalement siypréparation des extraits aqueux et
hydro-alcooliques

* la quantification des composés phénoliques etlia®ifoides a partir des feuilles de
Thymus vulgarisg’Aloysia triphylla, de Pistacia lentiscusd’Olea europaeeet les
graines ddrigonella foenum-graecum

* la détermination de la composition chimique desagtst par chromatographie liquide
a haute performance (HPLC).

» |'étude de l'activité antibactérienne des extraitsa-vis des bactéries pathogenes.

» l'évaluation de l'activité antioxydante des exsaien utilisant cing méthodes
différentes.

* la déterminationin vivo des activités biologiques: recherche de I'activitéti-
inflammatoire et de I'effet de ces extraits sumplefil lipidique des souris sous un

régime hypercholestérolémique.
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Chapitre | : Les pathologies infectieuses et chrogues

Plusieurs maladies menacent la santé de I'Hommenipkesquelles on cite les

maladies infectieuses mtétaboliques.
1/ Les maladies infectieuses
1-1/ Les infections urinaires

Le probleme des infections urinaires est une qmégation importante de santé, car
ces affections sont trés répandues. En effetelitibn urinaire est par ordre de fréquence la
premiere des maladies infectieuses non épidémi@ertand et Dussol, 2000).

Les infections urinaires constituent une patholdgéguente. Elles représentent le
deuxiéme motif de consultation en pathologie inéerte aprés les infections pulmonaires
(Lobel, 1998). A I'état normal, les urines sontrés. Les infections urinaires se traduisent

par la présence de germes pathogénes dans I'uFingééeur des voies excreétrices.
1-1-1/ Les germes responsables
Les infections urinaires sont généralement caysaéesn seul microorganisme.

Escherichia coliest I'agent responsable dans plus de 80 % destioriscet le
Staphylococcus saprophyticdans 10 % a 15 % des infections (Stamm et Hoot883)1
Occasionnellement, d’autres agents infectieux psu@ae impliqués tels que llebsiella
spp, le Proteus mirabiliset I'Enterococcus faecali§Stamm et Hooton ,1993 ; Ronald |,
2002. L'étiologie de linfection urinaire varie selon lefacteurs de risque et le type

d’infection (tableau I).

Tableau 1 :Bactéries responsables de I'infection urinaire € eb Kaye, 2000).

Infection urinaire non compliquée Infection urinaire compliquée
Escherichia coli Escherichia coli
Staphylococcus saprophyticus Klebsiella spp.
Klebsiella spp. Enterobacter cloacae
Proteus mirabilis Serratia marcescens
Enterobacter cloacae Proteus mirabilis
Enterococcus faecalis Pseudomonas aeruginosa

Enterococcus faecalis
Streptocoques du groupe B
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1-2/ Les infections pulmonaires
1-2-1/ Les infections aPseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginossst rencontré lors des infections respiratoireoriques
telles que la mucoviscidose, la broncho-pneumoeathronique obstructive (BPCO) et la
dilation des bronches (DDB) (Bertrand et Frizz2003).

Le poumon mucoviscidosique est particulierementceptible aux infections
occasionnées p#&t. aeruginosaCet organisme joue un réle crucial dans le dégEment et
la progression des maladies pulmonaires chez lgsnpaatteints de mucoviscidose (Wine,
1999).

1-2-2/ Abces du poumon

Les anaérobies sont présents dans 60 a 100 % des abimonaires, le plus souvent
associées a des aeérobies (streptocoques, staptyéscalorés, klebsielle®seudomongs
avec un rapport de 3,0 anaérobies pour 0,6 aé(blaimmond etal., 1995. Dans 15 a 20 %
des cas, les anaérobies sont les seules bactigiggiees (Hammond etl., 1995.

Les bactéries isolées soRtevotella spp., Peptostreptococcuspp., Fusobacterium
nucleatum Plus de 50 % des bactéries anaérobies isoléespemiuctrices de R-lactamase
(Dubreuil et Sédallian, 2000

1-3/ Les infections digestives
1-3-1/ L’infection a Staphylococcus aureus

Les Staphylocoques appartiennent a la famille diesddocacceae. Ce sont des cocci
Gram positif, aéro-anaérobie facultatifs, non sfEsuimmobiles et catalase positive. Parmi
les StaphylocoquesStaphylococcus aureugst la principale espéce enterotoxinogéne
(Bourgeois eatl., 1996).

Les intoxications alimentaires@& aureussurviennent 3 a 6 heures aprés ingestion de
laliment contaminé. Les entérocolites aigués peemémbraneuses font partie de la

pathologie nosocomiale et sont d’évolution sévere.
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1-3-2/ L’infection a Salmonella typhi

Les bactéries du genfalmonellaappartiennent a la famille des Enterobacteriaceae.
Ce sont des bacilles Gram négatif, anaérobie fatfilhabituellement mobile. Elles sont

catalase positive et oxydase négative (Gledel, 1998

Les salmonelles sont l'une des causes principadss taxi-infections alimentaires.
Elles sont responsables chez 'lhomme des fievigsoides §. typhj S. paratyphiA, B, C)
(Wain etal., 2002). L'incubation prolongée de la maladie espond a I'invasion silencieuse

du tube digestif.

Les malades sont habituellement infectés par vaiecdle a partir daliments
provenant d’animaux infectés, ou par eux. La dofectante est élevée, supérieure ou égale a
10°.Pendant la trés courte incubation, les bactériesatéssent initialement les cellules
épithéliales puis la sous muqueuse, déterminast ame réaction inflammatoire aigue dans
les tissus du tube digestif (Murrayadt, 2005).

La réaction inflammatoire aigue de l'iléon et diecam entraine de la fievre, des
douleurs abdominales, des vomissements ; de lehd@aqueuse avec parfois des leucocytes
et du sang dans les selles du fait de petitesatloés de la muqueuse. Cette diarrhée est a
l'origine d’'une déshydratation particulierement \grachez le nourrisson. (Gaillard et
Simonet, 1991 ; Dorsey at., 2005).

1-3-3/ L'infection a Escherichia coli

Escherichia coliappartient au groupe des coliformes, d'origine li@ct peut
étre responsable d'intoxications a cause d'un dgpement abondant. Elle possede les
propriétés classiques des entérobactéries: Gramatiiégatalase positive, oxydase
négative, anaérobie facultative et batonnet c@uirud, 1998).

Depuis sa découvert&scherichia coliest devenu l'un des principaux germes
pathogénes, incriminé dans de nombreuses infecfidns, 1994).De nombreuses souches
d’E. colisont impliquées dans la diarrhée aigué de I'erdadie I'adulte. Elle est responsable

du syndrome hémolytique et urémique (SHU) (LioQ4)0
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Les diarrhées infectieuses duek.&coli sont causées par des souches virulentes, elles
sont absorbées par voie buccale avec de I'eau ®@aldeents contaminés par la flore fécale
de malades ou de porteurs sains. Certaines soatcEe<oli sont capables de causer des
dommages au niveau de la muqueuse digestive seidaat par un syndrome infectieux
(Gaillar et Simonet, 1991).

1-3-4/ L’intoxication a Bacillus cereus

Bacillus cereusest un germe ubiquitaire présent dans la nature peut aussi étre
retrouvé dans la flore intestinale de certains anin C’est un bacille Gram positif non

encapsulé, sporulé.

B. cereusest une cause d’intoxication alimentaire importanteavers le monde. Dans
'union européenne, les espécesBhiillus (incluant les norecereu3 sont responsables de

1,4% des cas d'intoxication alimentaire en 2005.
Il produit deux types de toxines :

» Latoxine émétique ou céruléide a I'origine d’'umdsome émétique.
* Les toxines diarrhéiques ou cytotoxines responsablgre autres d’'une nécrose

cutanée et intestinale.

Bacillus cereugésiste a I'action bactéricide des macrophages'@happant de ces
cellules. Les macrophages, qui sont des cellulegqytaires, forment la premiere ligne de
défense au cours d’'une infection. Leur rble esttdinaliser puis de détruire les pathogénes.
Aprés phagocytose, les spores Ble cereuss’échappent des macrophages a l'aide de la

métalloprotéase InhAl localisée a leur surface (&amet Lereclus, 2005).

Le niveau d’expression de ces géenes de virulenostitoe aussi un élément clé dans
le pouvoir infectieux des bactéries. Des étudeséaem@ I'INRA ont montré que I'expression
de plusieurs facteurs de virulence (hémolysinegretdxines et enzymes dégradatives), était
contrélée par un mécanisme de "quorum-sensingt',usosystéme de régulation qui permet
de coordonner l'expression des genes avec la éebsittérienne (Ramarao et Lereclus,
2005).
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1-3-5/ L’infection a Helicobacter pylori

L’ Helicobacter pylori a été découvert en 1982 par Marshall et Warrers dlantre
gastrique humain. Par la suite différents travanixsniggéré le role de cette bactérie dans de
nombreuses maladies gastriques et duodénalesit@asialadie ulcéreuse, lymphome, cancer

gastrique).

1-3-5-1/Helicobacter pyloriet gastrite

hY

Bien que demeurant a la surface de [I'épithélium ldemuqueuse gastrique,
I'Helicobacter pyloridéclenche une réaction inflammatoire caractépséaine infiltration de
lymphocytes, de plasmocytes, et de macrophagedakctérie interagirait avec la cellule
épithéliale en entrainant la production d’interliais et activerait directement ou par le biais
d'une endoxine le macrophage, celui-ci produit denbreuses cytokines. Ces différentes
réactions aboutissent a la gastrite (Amrani etudlg 1995 ; Allem et El Kebir, 2012).

1-3-5-2/Helicobacter pyloriet cancer gastrique

Il semble qu’il existe une relation entre I'infemti aH. pylori et le cancer de I'estomac
comme le démontrent les données épidémiologiquese@ soit par I'intermédiaire de la
gastrite chronique, I'atrophie, métaplasie intedt et la dysplasie aboutissant au cancer
(Allem et El kebir, 2010) ; soit par diminution ¢aux d’acide ascorbique (rOle protecteur de
'estomac), I'hypochlorhydrie favorise la pullulati microbienne et par conséquent la

formation de nitrosamines carcinogenes (Parsorirat, €991).
2/ Les maladies métaboliques
2-1/ Les maladies cardiovasculaires

Selon le rapport de I'Organisation Mondiale de lant® de décembre 2002, les
maladies cardiovasculaires sont responsables &eniilions de décés dans le monde dont
les % se trouvent dans les pays a faible et mogenu. Ces chiffres, malheureusement sont

appelés a la hausse et 'OMS prévoit en moyenneniions de déces d'origine
cardiovasculaire en 2020 (Adlouni, 2007).

Les maladies cardiovasculaires (MCV) comprennent¢ omultitude de maladies
relatives au coeur et au systeme circulatoire.ttasbles cardiovasculaires les plus courants

sont les troubles coronariens, qui se rapportentagres du coeur, et englobent, entre autres,
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'angine de poitrine, I'insuffisance cardiaquenfarctus du myocarde (crise cardiaque), et les
accidents vasculaires cérébraux (AVC) qui se psmidilorsque le cerveau recoit un apport
sanguin inadéqudfyas etal., 2003).

2-1-1/ Les facteurs de risque

Plusieurs facteurs peuvent influencer I'apparitaba troubles cardiovasculaires. Le
niveau de risque peut étre réduit par la modificatiu mode de vie. L’état de santé peut

egalement influencer le développement des MCV €tabR).

Tableau 2 :Facteurs de risques des maladies cardiovascul@ifegaffarian eal., 2003).

Facteurs associés au mode de vie Facteurs asad@és de santé
» Tabagisme * Hypertension artérielle
* Obésité * Fréquence cardiaque élevée
* Inactivité physique » Faible taux de “ bon ” cholestérol
» Consommation d’alcool (HDL)
» Stress chronique » Taux élevé de “ mauvais " cholestérol
« Prise de contraceptifs oraux (LDL)

e EXxceés de triglycérides (TG) (graisses
de réserve)

» un apport insuffisant de vitamines B6,
B9 et B12

* Diabéte

2-1-2/ Athérosclérose

L’athérosclérose est une lésion progressive deataigles arteres moyennes et larges
qui se caractérise par des processus inflammatthresiques conduisant a une accumulation
importante de lipides dans I'espace sub-endothétiehant au développement de la plaque
d’athérosclérose (Libby, 2002). Elle est la causgenre des maladies cardiovasculaires et de

leurs complications cliniques (Morozovaatt, 2009.

Cette pathologie est causée par des facteurs ouiregroupé€s en deux groupes
distingués ; les facteurs génétiques représented’hyypercholestérolémie (Dilmi Bouras
2006), le diabéte de type 2, I'age, le sexe, |l tdilhomocystéine, I'hypertension et les
facteurs environnementaux (manque d’exercice, lutom, et les infections) (Lusis ei.,
2004).
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2-1-3/ Formation de la plaque de I'athérosclérose

Le LDL-cholestérol en exces joue un role primordiains le déclenchement et le
développement de l'athérosclérose (Libby, 2001 s’accumule, se fixe dans la paroi
artérielle et s’oxyde, ce qui participe a une r@actmmunitaire inadaptée a l'origine d’'un
phénomene inflammatoire lié a la sécrétion de abkines, la transformation des
macrophages en «éboueurs» et l'arrivee des lympe®cly qui liberent des cytokines pro
inflammatoires (IL-6...). L’inflammation se pérennis donne naissance a la plaque
d’athérosclérose (Libby, 2001 ; 2002).

3/ Les maladies liées au stress oxydant

Le stress oxydatif est un déséquilibre dans larcalgpro-oxydants / antioxydants, que
se soit par déficit en antioxydants ou par suitend’surproduction de radicaux libres (Favier,
2003).

Les radicaux libres peuvent étre considérés comgsect®ments trés importants pour
la vie de I'organisme suite a I'implication de Isweffets bénéfiques, par exemple les cellules
phagocytaires (macrophages) utilisent égalementdpéces réactives dérivées de I'oxygene
(ROS) pour combattre les agents infectieux. Cep@nces mémes radicaux peuvent causer
des dégats oxydatifs cellulaires, endommagementistes et méme la mort des cellules et le

développement des processus pathologiques (Waalg2€08).

Ce déséquilibre a pour conséquences l'apparitisrddgats souvent irréversibles pour
les cellules (Aravodis, 2005). Les cibles biologigules plus vulnérables a cet
endommagement oxydatif sont : I'acide désoxyribtgigae (ADN) (modification des bases,
cassure des brins) (Rehman at, 1999), les protéines (modification structurales et

fonctionnelles) et les lipides (peroxydation ligjde) (Hu etl., 2005).

Le stress oxydant est impliqué dans de tres nombsemaladies comme facteur

déclenchant ou associé a des complications ddutdwo (Sohal etl., 2002).

En faisant apparaitre des molécules biologiquesaales et en sur-exprimant certains
genes, le stress oxydant sera la principale cauiale de plusieurs maladies : cancer,
cataracte, sclérose latérale amyotrophique, syralrdendétresse respiratoire aigu, oedéme
pulmonaire, vieillissement accéléré (Kraneakt 1990 ; Mecocci eal., 2000 ; Bekro edl.,
2008).
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Ainsi, les relations entre stress oxydant et castrerent tres étroites, les radicaux
libres intervenant dans I'activation des pro-cargénes en carcinogénes, créant les Iésions de
I'ADN, amplifiant les signaux de prolifération ethibant des génes suppresseurs de tumeur
comme p53 (Cerutti, 1994).

Le stress oxydant est aussi un des facteurs palieatit I'apparition de maladies
plurifactorielles tels le diabete, la maladie di#dmmer, les rhumatismes et les maladies
cardiovasculaires (Cavin, 1999 ; Favier, 2003 frieat priymenko, 2007).
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Chapitre 1l : Eléments bioactifs des plantes médiciales
1/ Les huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des liquides aromediquappelées aussi essences

aromatiques, produites et emmagasinées dans esrtz@tiules de la matiére végétale.

Ces composeés volatiles sont trés solubles des graisses d’ou le terme « huiles »
soulignant le caractére visqueux et hydrophobe e® substrats. Cependant, le terme
« essentielle » signifie la caractéristique ppate de la plante a travers ces exhalations
(Kirck, 1983).

La norme AFNOR définit I'huile essentielle comme:us produit obtenu a partir
d’'une matiére premiere végétale, soit par entragmtnd la vapeur d’eau, soit par hydro

distillation. L’huile essentielle est séparée dpHase aqueuse par des procédés physiques.
1-1/ Propriétés des huiles essentielles
1-1-1/ propriétés physiques

Liquides a température ambiante, les huiles esdlmstisont volatiles, ce qui les
différencie des huiles fixes. Trés rarement colgrée sont « des liquides d'odeur et de saveur
généralement fortes » (Budavari at, 1996). Elles sont peu miscibles a I'eau, voime n
miscibles. En revanche, elles sont généralemerzagdubles dans les solvants organiques
(Budavari etal., 1996).

1-1-2/ Structure chimique des huiles essentiedle

Ce sont des mélanges complexes et variables, dsitoamts appartenant de facon
guasi-exclusive a deux groupes caractérisés parodgses biogénétiques distinctes : le
groupe des terpénoides d'une part et le groupecdegposés aromatiques dérivés du
phénylpropane beaucoup moins fréquent d'autrg(parheton, 1993).

1-1-3/ Répartition des huiles essentigdléans la plante

Les huiles essentielles n'existent quasiment gee lgs végétaux supérieurs (exemple
: famille des labiées odorantes renfermant presoutes une huile essentielle). Elles peuvent
étre stockées dans tous les organes végétauxfleles, les feuilles et moins souvent les

ecorces, les bois, les racines, les rhizomesruds £t les grains.
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Si tous les organes d'une méme espece peuventmenfene huile essentielle, la
composition de cette derniére peut varier selolbaalisation. Dans le cas de I'orange amer,
par exemple, le zeste fournit « essence de Cursgadadleur fournit « essence de Néroli » et
les feuilles, ramilles et petits fruits « essedoepetit grain bigaradier ». La composition de
ces trois huiles essentielles est cependant tfi&satite (Bruneton, 1999). De facon générale,
les huiles essentielles sont présentes en trete petantité : 1 a 2% de la matiére séche au

maximum (Bruneton, 1999).
1-2/ Facteurs de variation de la composition deauiles essentielles
- Facteurs intrinséques

Les différentes parties de la plante (cas de lggaamer), les parties fleuries de la
Sauge, par exemple, ont une huile essentielleribe en certains terpénes que les feuilles
(Wichtl et Anton, 1999).

Le cycle de la plante : des poussées de biosyndrmagandrent une accumulation plus
ou moins importante de certains constituants daghel métaboliques au cours des saisons,
des mois, voire des journées. Le profil chimiqud'ligle essentielle de menthe, par exemple,
peut étre différent au cours de la journée (Pdra).£1999).

- Facteurs extrinseques
Les plus importants sont : La nature du sol, lgp@mature et I'hnumidité.

La fonction de ces huiles essentielles dans lai@laste obscure. Leur role inhibiteur
de la germination a été prouvé expérimentalemesi gue leur rdle dans la protection contre

les prédateurs et l'attraction des pollinisateBrarfeton, 1999).
1-3/ Différents procédés d'obtention

En fonction de la plante, les procedes d'obtentiament. Selon AFNOR, plusieurs

types de fabrication sont a distinguer :
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1-3-1/ Huiles essentielles obtenues sans changenmsghificatif de leur nature

Huiles essentielles obtenues a froid (exemple damaes : dans le procédé classique,
on exerce sous un courant d'eau une action abrasileesurface du fruit et aprés élimination
des déchets solides, I'huile est séparée de lae phgseuse par centrifugation (Bruneton,
1993).

1-3-2/ Huiles essentielles obtenues avec changersesignificatifs de leur nature

- Huile essentielle « déterpénée » (les hydrocarbunesoterpéniques sont
éliminés partiellement ou totalement).

- Huile essentielle « desésquiterpénée » (hydrocesbomono- et diterpéniques
éliminés partiellement ou totalement).

- Huile essentielle privée de « x » (huile essemtig# laquelle un constituant « x
» a été éliminé. Exemple : huile essentielle degdmote privee de
bergapténe).

- Huile essentielle rectifiée, soumise a une distitafractionnée.

- Huile essentielle concentrée (traité par un prog#ugique qui concentre un

ou plusieurs constituants particuliers) (Budavaglg 1996).
2/ Les antioxydants

D’apres Halliwell et Gutteridge (1999) : « Un amiydant est toute substance,
présente a une concentration inférieure a cellesuhstrat oxydable, qui est capable de

retarder ou de prévenir I'oxydation de ce substrat
2-1/ Caractéristiques des antioxydants

Un composé est considéré antioxydamtvivo, lorsqu’il requiére les propriétés
suivantes (Ursini al., 1999 ; Durackova etl., 2008) :

- Il doit réagir avec les métabolites réactifs dexygene qui sont biologiquement
toxiques.

- Le produit de la réaction de I'antioxydant avexi/dant ne doit pas étre plus toxique
pour I'organisme que le métabolite éliminé.

- L’antioxydant potentiel doit étre présent dansgamisme en concentration suffisante.

- La demi-vie de l'antioxydant doit étre suffisammeloingue pour réagir avec

I'oxydant.
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Les antioxydants peuvent jouer leur role a diffé&semveaux du processus oxydatif
(Baskin et Salem, 1994) en : neutralisant les eadidnitiateurs, liant les ions métalliques,
Neutralisant les radicaux peroxyles et lliminaess Ibiomolécules endommagées par

oxydation, ainsi que d’autres types de réactions.
2-2/ Les antioxydants naturels

En plus des substances propres a I'organismenkgliation et les plantes peuvent étre

egalement des sources d’antioxydants.

La plante constitue une source importante d’antlaxys. Les chercheurs s’intéressent
en effet tres particulierement aux composés natwgek propriétés antioxydantes (Potterat,
1997). Les mécanismes d’action sont divers: capdagéoxygene singulet, désactivation des
radicaux par réaction d'addition covalente, rédurctides radicaux ou peroxydes,

complexation d’ions et de métaux de transition gbar 1995).

Les antioxydants naturels sont présents dans tdeseplantes supérieures et dans

toutes les parties de la plante. Les principauogydants sont :
2-2-1/ La vitamine C

C’est un puissant réducteur et joue un role impordans la régénération de la
vitamine E (Sies et Stahl, 1995). Elle est préselates les Iégumes, le chou, le persil, les

agrumes, le kiwi.
2-2-2/ La vitamine E

Le terme de vitamine E désigne un groupe de consdags#philes possédant I'activité
biologique de lx-tocophérol. Ce groupe comprend desp-, v-, etd- tocophérols et leg-, -,
y-, et &- tocotrienols (Diplock, 1985). k-tocophérol posséde la plus grande activité
biologique (Weiser et Vecchi, 1982).

La vitamine E, comme la vitamine C, est un anti@mdtres efficace du fait de sa
faible propension a étre un donneur d’électronke &git principalement par le transfert direct
d’atomes d’hydrogene (Njus et Kelley, 1991). Cdiaydant est considéré comme étant le

plus important chez les animaux et les humainsniiRrg etal., 2000).
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Elle est retrouvée dans les huiles végétales (ll@eachide, de soja, de palme, de
mais, de chardon, de tournesol et d'olive presséé®id), ainsi que dans les noix, les
amandes, les graines, le lait, les oeufs et lagnég a feuilles vertes (Bossokpi, 2002).

2-2-3/ Le sélénium

C’est un antioxydant essentiel. Il agirait comme woenzyme pour la gluthation
péroxydase, enzyme antioxydante capable de rédesrdipides oxydés des membranes

cellulaires. Il est retrouvé dans la viande, lesgan, et les céréales.

Il a été montré qu'un apport quotidien en séléniden200 microgrammes faisait
baisser de moitié le risque du cancer de la pmsiat sélénium diminue également la
fréquence des maladies cardiaques, sans toutefoéstaisser la tension artérielle et il a un
effet positif sur le cholestérol. Des études orssamontré son efficacité dans le traitement de
I'arthrose (Baskin et Salem, 1994).

2-2-4/ LeB-carotene

Il possede la capacité de capter I'oxygene singllletst retrouvé dans les légumes
verts, les épinards, la salade, les carottes,itatyle melon, le potiron, la papaye et d’autres

fruits jaunes (Beaudeux et Dominique, 2005).

Le 3 carotene est le caroténoide le plus représentgeldarourriture, serait susceptible

de diminuer les risques de certains cancers (Kyins89).
2-2-5/ Les flavonoides

Ce sont des pigments quasi universels des végéPaasque toujours hydrosolubles,
ils sont responsables de la coloration des flales, fruits, et parfois des feuilles (Bruneton,
1993).

Les flavonoides jouent un rble important dans Istespe de défense. lls sont
largement présents dans les fruits, les Iégumds,tbé. Les flavonoides peuvent fonctionner
soit comme chélateurs de métaux (quercétine),cenitme capteurs de radicaux hydroxyles,
superoxydes, alkoyles et peroxydes (Madhawai,€1996).
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Parmi les flavonoides, citons la morine (figureql) présente non seulement une
activité antioxydante envers les radicaux peroxyhaais également une activité hépato-
protectrice. Elle contribue aussi a l'inhibition dexydation des lipoprotéines de faible

densité (LDL) qui sont impliquées dans I'athérogene

Figure 1: La structure chimique de la Morine (Gamet-Payeastal., 1999).

2-2-6/ Les dérivés d’acides phénoliques

lls sont présents dans de nombreux fruits et légus@t sous forme libre, soit sous
forme de dérivés. On les retrouve principalememsda café (4%), le raisin (0,2%), et les
pommes (0,1%) (Huang et Ferraro, 1991).

Ces dérivés possedent également des propriétésnaotales ; En effet, ils peuvent
bloguer la nitrosation des amines soit par rédactia nitrite en oxyde nitrique, soit par
formation de dérivé€£-nitroso en agissant non seulementvitro, mais égalemenn vivo
(Huang et Ferraro, 1991). Ces composés possedest addvités antioxydantes et

antiradicalaires.

Parmi ces composés l'acide gallique, I'acide cpféj I'acide chlorogénique qui
captent les radicaux superoxydes produits par kEeésye NADPH / Methosulfate de
phénazine (Ohnishi etl., 1994), et le resvératrol (Figure 2) qui posseéde forte propriété
antioxydante. Il inhibe également le développenuest Iésions prénéoplastiques de la souris
et rencontre un certain intérét en tant qu’ageinidpréventif potentiel chez I'étre humain
(Jang etl., 1997).

Figure 2: La structure chimique du Resvératrol (Bharatlt2004).
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2-2-7/ Les tanins

Les tanins hydrolysables et les procyanidines ptésé des propriétés antioxydantes

significatives.

Les tanins agissent en donneurs de protons faceadicaux libres lipidiques produits
lors de la peroxydation. Des radicaux taniques ptables sont alors formés, ce qui a pour
conséqguence de stopper la réaction en chainewte baydation lipidique (Huang et Ferraro,
1991).

Le thé vert Camellia sinensjscontient 9 a 13 % de gallate d’épigallocathéchiha
6% de gallate d’épicathéchine et 3 a 6% d’épigatloéchine. Ces substances présentent
également des propriétés anticancéreuses non ea&glas. De nombreuses études ont
montré, qu'aprés administration d’extraits de té, wine diminution significative des cancers
a été constatée (Gutman et Ryu, 1996). Les polypbatu thé vert ont aussi montré des

propriétés antimutagenes (Weissburger, 1997).
2-2-8/ Les xanthones

Les xanthones, en plus de leur propriété antimierote, de leur cytotoxicité et de
leur propriété inhibitrice de la monoaminoxydaskeseont présenté aussi des activités

antioxydantes (Hostettmann, 1997).

La manguiférine est une xanthone qui posséde larigté d’inhibition envers la
peroxydation des lipides, ainsi que des proprié&sapteur de radicaux libres contre les

anions superoxydes (Andersoragt1996).
2-2-9/ Les coumarines

Les coumarines (Figure 3) sont capables de prédanperoxydation des lipides
membranaires et de capter les radicaux hydroxglgseroxydes et peroxyles. Les conditions
structurales requises pour l'activité antioxydadis coumarines sont similaires a celles

signalées pour les flavonoides (Andersoal €11996).
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C (8]

Figure 3: La structure chimique de la Coumarii#olden et Crouch ,1998).

3/ Description des plantes selectionnées

La sélection des plantes est basée essentiellesnedtendémisme et I'utilisation

éventuelle en médecine traditionnelle.

3-1/ La plante Thymus vulgarisL.

Le genreThymusest un des 220 genres les plus diversifies dendléades Labiées,
avec pour centre de diversité la partie occiderdaldassin méditerranéen (Morales, 2002).
Comme beaucoup de labiées elles sont connues porg huiles essentielles aromatiques.

L’espéce la plus connue &dtymus vulgarig (Amiot, 2005)

Thymus vulgarid.. (Figure 4) est un arbuste aromatique a tigesfi@es, pouvant
atteindre 40 cm de hauteur. Ses tiges ligneuses lzade, herbacées supérieurement sont
presque cylindriques. Ses feuilles sont tres petdeales, a bord roulé en dessous, a nervures
latérales distinctes, aux pétioles extrémementtsairblanchatres a leur face inférieure. Ses
fleurs sont presque roses ou presque blanchesgéofita 6 mm de longueur, sont pédicellées
et réunies ordinairement au nombre de trois asidlis des feuilles supérieures (Bruneton,
1999 ; Morales, 2002).

Figure 4: la planteThymus vulgari¢Celio et Martine, 2005).
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3-1-1/ La composition chimique

De nombreuses études ont révélé que les partiesaés deThymus vulgarisont
trés riches en plusieurs constituants dont la tematie selon la variabilité des conditions
géographiques, climatiques, de séchage, de stoakades méthodes d’études (Balladin et
Headley, 1999 ; Amiot, 2005).

La teneur en huile essentielle de la plante vagid & 25 ml/Kg et sa composition
fluctue selon le chémotype considéré (Bruneton91.99s principaux constituants du thym
sont: Les acides phénoliques représentés par ¢acafeique (Cowan, 1999), l'acide
rosmarinique (Takeuchi etl, 2004), les flavonoides comme [I'hesperédinejdtegcine, la
narirutine (Takeuchi etal, 2004), la lutéoline (Bazylko et Strzelecka, 200at) Les
polyphénols (Cowan, 1999).

3-1-2/ Les propriétés pharmacologiques dé€. vulgaris

Les propriétés pharmacologiques de la plartgmus vulgariet de ses différents
extraits, en particulier I'huile essentielle etxkit aqueux, ont était bien étudiées. En plus de
leurs nombreuses utilisations traditionnelles,|lémnfe et ses extraits ont trouvé de nombreuses
applications industrielles (Jordanadt, 2006) et médicinales (Hudaib &t 2002 ; Adwan et
al., 2006).

Il possede des Propriétés antivirales, antifongiquanti-inflammatoires, anti-
oxydantes (Golmakani et Rezaei, 2008) et antibactées.Une étude a montré que les
extraits méthanoliques et hexaniques des partissnaés deThymus vulgarisnhibent la

croissance dilycobacterium tuberculosi@iminez-Arellanes «l, 2006).

En outre, I'extrait organique entier ddymus vulgarigst avéré étre actif contre les
différentes souches bactériennes, alors que liéxdigueux indiquait la meilleure activité
contreHelicobacter pylori(Tabak etal., 1996 ; Iserin, 2001).
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3-2/ La planteAloysia triphylla (L’Hérit.) Britton

La verveine citronnelle, ou verveine odorante,agsinue sous de nombreux noms :
Lippia citriodora Kunth, Lippia triphylla (L'Hér.) Kuntze,Verbena citriodoraCav, Aloysia
triphylla (L'Hér.) Britton ou encoréiloysia citrodoraOrt (Zamorano-Ponce «il., 2004 ;
Gomes etl., 2006).

La verveine citronnelle (Figure 5) est un arbustecee a branches droites, cannelées,
anguleuses et ramifiées, a feuilles vert pale,ngkbes (7-10 cm) ressemblant a celles du
pécher, glabres et pointues, verticillées par oisjuatre sur les tiges, a pétioles trés courts,
rudes au toucher, entiers a légerement dentéesnpame nervure tres proéminente et des
glandes huileuses (trichomes sécréteurs) sur lace inférieure, dégageant une odeur
citronnée, surtout sur le frais ou au froissemeind saveur piquante, un peu amere (Bruneton,
1993).

Les parties utilisées de la plante sont les fajilfeaiches ou séchées. Cette drogue
contient une huile essentielle (> 0.4%) riche ¢rakigéraniale et limonéne (Bellakhdalaét
1994 ; Carnat etl., 1999), des flavonoides, principalement des flagof-hydroxylés et
lutéoléine 7-diglucuronide (Kim et Lee, 2004), derhascoside (Carnat ef.,1999), des
iridoides  (Funes efl.,, 2009; Quirantes-Piné «il., 2009) et des esters méthyliques
(slavigénine, eupafoline, hispiduline) (Newalbét1996).

Figure 5: la planteAloysia triphylla(L’Hérit.) (Région d’Ain Defla).
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3-2-1/ Les propriétés pharmacologiques &loysia triphylla(L'Hérit.)

Sartoratto eal., (2004) ont montré que I'huile essentielldldysia triphyllaposséde
une activité antibactérienne vis-a-vi€dtherichia coli de Mycobacterium tuberculosisle

Staphylococcus aurewet dHelicobacter pylori

L’infusion des feuilles deAloysia triphylla posseéde une activité anti-oxydante
(Valentéo etl., 2002), antispasmodique (Ragonelet2007) et anti-inflammatoire (Pascual
etal., 2001).

3-3/ L'olivier (Olea europaea

Olea europaedolivier) est une espéece de la famille des Olea¢&esvato etal.,

1993). L'olivier (Figure 6) est un arbre polymorple taille moyenne. Trés rameux, au tronc
noueux, au bois dur et dense, a I'écorce bruneassée, il peut atteindre quinze a vingt
meétres de hauteur, et vivre tres longtemps. Il apéel aux conditions extrémes de
I'environnement. Les feuilles, persistantes, ohl@sget lancéolées, sont vertes cendrées au
dessus et d'un blanc soyeux en dessous. Les fmnts blanches et réunies en grappe a
l'aisselle des feuilles. Le fruit ou olive est udeupe ellipsoide d’abord verte puis noire a
maturité Ghedira, 2008)

Figure 6: L'olivier (Olea europaep(Région de Chlef).
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3-3-1/ La composition chimique des feuilles @lea europaea

La feuille d'olivier est riche en triterpénes, ftawides, sécoiridoides dont
I'oleuropéoside appelé également oleuropéine gthémols (Zarzuelo atl., 1991 ; Gonzalez
etal., 1992).

Les phénols présents dans les feuilles d’oliviett sgsentiellement I'hydroxytyrosol,
Tyrosol, Catéchine, Acide caféique, Acide vanileg¥anilline, Rutine, Lutéolin-7-glucoside,
Verbascoside, Apigenin-7-glucoside, Diosmetin-7egkide, et la LutéoléineBEnavente-
Garcia etl., 2000).

3-3-2/ Les propriétés pharmacologiques des feuillesOlea europaea

Les feuilles d'olivier ont une action préventive $artérosclérose et les maladies
coronariennes, par ces propriétés elles dimingemduvais cholestérol (LDL) en augmentant
le bon cholestérol (HDL), ce qui en fait un inesthte complément du traitement du diabéete

non insulinodépendanCherif et Rahal, 1996).

L'effet hypotenseur des feuilles d'olivier s’exerake différentes facons : par
inhibition de I'enzyme de conversion de I'angingine par I'oléacine et par les produits
d’hydrolyse enzymatique des sécoiridoides (Hangeal.£1996 ; Somova edl., 2003), et

aussi par la vasodilatation de I'aorte par I'ol@aéoside (Zarzuelo ., 1991).

Les flavonoides des feuilles d'olivier exercentr laativité anti-oxydante via leur
groupe hydroxyle. Cette action est également diee @résence de triterpéneBefiavente-
Garcia etl., 2000).

3-4/ La plante Trigonella foenum-graecum

Le fenugreq(Trigonella foenum-graecumaussi appelé trigonelle ou sénégrain, est
une plante (Figure 7) herbacée de la famille ddsmaéeae, section des protéagineux. Il est
répondu autour du bassin méditerranéen et surtéaafest de la mere noire, sa présence et
son utilisation sont anciennes. Il posséde dedldsucomposées de trois folioles ovales,
proches de celles du trefle qui peut atteindre &ftimétres de hauteur. Les fleurs d'une
couleur blanc jaunatre donnent des fruits qui slest gousses de huit centimétres renfermant
dix a vingt graines anguleuses de couleur brum, @aforte odeur caracteéristique (Ghedira et
al., 2010).
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Figure 7: La plante et les graines deigonella foenum-graecum

Le fenugrec comme les autres légumineuses est oneebsource des protéines
alimentaires (environ 20-30 %), il contient lesdes gras avec un pourcentage de 05 a 10%
qui sont principalement I'acide linoléique, I'acidmolénique, I'acide oléique et l'acide
palmitique, les glucides totaux représentent de&a4b % de sa composition avec 15% de

galactomannane (une fibre soluble) (Schryver, 2002zar etl., 2007).

La graine renferme également des C-flavonoidesexwie, vicénines, tricine,
narigénine, dérivés de l'orientine et lutéolinegsdsaponosides, des stéroidiques, et des
hétérosides furostanoliques (Reenalgt2004 ; Mehrafarin el., 2010).

3-4-1/ Les propriétés pharmacologiques dérigonella foenum-graecum

Le fenugrec exerce une activité hypoglycémiantesdaartains diabétes (Modak et
al., 2007 ; Dixit etal., 2008)., et uneactivité hypocholestérolémianu{@ire etal., 1991).

Cette plante est tres intéressante dans le traiteties facteurs de risque cardiovasculaires.

Le fenugrec pourrait avoir un effet préventif slapparition de certains types de
cancers (Aggarwal «il., 2006), en particulier du colon (Rajuadt, 2004 ; Devasena et.,
2007) , du sein (Amin, 2005), et de la vésiculéab# (Rai, 2006). Il a été envisagé d'utiliser
ses propriétés anti-oxydantes en tant qu’anticaueé(Sur efal., 2001), dans la prévention
des effets déléteres des mécanismes dlischémidugipa au niveau cardio-vasculaire
(Dilsiz, 2006).
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3-5/ Pistachier lentisque Ristacia lentiscusL)

Pistacia lentiscugDarou), est un arbrisseau de 1 a 3 metres, a oésimeuse forte et
a écorce lisse et grise appartenant a la familke Aleacardiaceae (Coste, 1937). Elle est
particulierement présente dans les milieux les phesuds du climat méditerranéen, on le
retrouve en association avec I'oléastre (oliviervege). En Algérie, le lentisque se trouve sur

le long du tell et dans les zones forestieres. @vxnWhite, 2005).

Les feuilles deP. lentiscus(Figure 8) sont persistantes, composées et pasgsade
nombre pair de folioles (4 a 10) d'un vert somletkptiques, obtuses, luisantes en dessus,

glabres, coriaces et dont le pétiole est bordéedaile verte.

Plusieurs études portées sur la composition chiendps feuilles d®. lentiscusont
montré que les feuilles contiennent des tanins mihomyanidiques et galliques, des
glycosides flavonoides comme la quercetine, myrieetluteoline ainsi que lisoflavone
genisteine, des anthocyanes, et des dérivés a majlque et quinique (Romani at.,2002;
Longo etal., 2007).

Figure 8: Le Pistachier lentisqué({stacia lentiscus.) (Boukeloua, 2009).
3-5-1/ Les propriétés pharmacologiquesedP. lentiscus

L’extrait deP. lentiscua été utilisé comme un aliment longtemps pourdigeiment de
maladies digestives (Baily, 1935). Pistachier Eqie a montré des effets thérapeutiques sur
I'estomac et les ulceres duodénaux (Al-Habbal.e1984 ; Al-Said etl., 1986) et également
a montré une activité antibactérienne corittelicobacter pylori (Huwez etal., 1998 ;
Matrone etal., 2001). Récemment, la majorité des acides tritego@s dans l'extrait dB.

lentiscusa été suggéré d’étre responsable de I'activitéHanylori (Paraschos etl., 2007).
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Le Pistachier lentisque a été rapporté pour inHiéeroissance du cancer du célon (Balan et
al., 2007), du cancer de la prostate (Halet2007) et la lignée cellulaire d'érythroleucémie
(Loutrari etal., 2006).
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Chapitre 11l : Intérét des biomolécules

Les extraits bruts des plantes sont une sourcenfpeite de molécules naturelles bio-

actives.

De nombreux extraits de plantes montrent des #&&sivantibactériennes, anti-
oxydantes et anti-inflammatoires (Ben- Shauklket2000 ; Briens et Grenet, 2001 ; Tzung-
Hsun etal., 2005 ).

1/ Activité antibactérienne

L’huile essentielle de thym, riche en phénols,destée de propriétés antibactériennes
facilement mise en évidendm vitro (Bruneton, 1999). L’huile essentielle de trois péen
dontThymus vulgaris été testée, par Bouhdid et ses collaborateu@6)2pour leur activité
antibactérienne, I'huile deThymus vulgaristémoigne d'une activité antibactérienne
intéressante sur les bactéries gram positives cosumkes bactéries gram négatives (Cheurfa
etal., 2013).

Des résultats similaires ont été obtenus par Btiageses collaborateurs (2000), qui
ont montré que l'activité de l'huile du thym a gikus efficace contre les bactéries gram
positive Staphylococcus aureus, Staphylococcus pyogen&saphylococcus pneumonjae
gue les grams négatiEgcherichia col. D’'autre part ces mémes auteurs ont trouvé gtie ce
grande activit¢ de l'huile essentielle dénymus vulgarisest reliee au thymol qui est

majoritaire.

Koné etal. (2004) ont montré que I'extrait éthanoligue desimeg dErythrina

senegalensiétait efficace contr8taphylococcus aurees$ Enterococcus faecalis

L’extrait aqueux dAjuga ivaa une activité antibactérienne conkscherichia coli
Staphylococcus aureuSalmonella typhimuriuret Pseudomonas aerugino¢Ben Jannet et
al., 1999).

Treki etal., en 2009 ont montré que la plafteymus hirtusiémontre une activité
antibactérienne importante vis-a-vis dgacillus amyloliquefaciens, Staphylcoccus sp,
Escherichia coli, PseudomonasefdProteus vulgaris

Les huiles essentielles a Phénol comBrgganum compactumlhymus vulgarigt

d’autres huiles essentielles comme celles Mientha piperita et de Girofle (Eugenia
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caryophyllata) ont montréin vitro une inhibition nette de la prolifération Hi’ Pylori
(Haristoy etal., 2003).

L’huile essentielle du cumin a montré un effet aattérien, plus fort que celui du
romarin contreEscherichia coli, Staphylococcus aurestd.isteria monocytogeng&achkar
et al.,2007).

2/ Activité anti-oxydante

Des recherches rapportent que I'extrait de grifecdat Uncaria tomentospest un
antioxydant efficace en méme temps qu’un puissdmbiteur de la production du TNF alpha,

le facteur de nécrose tumorale (Aguilaakt 2002).

Yeh etal., en 2005 ont montré que la curcumine est un anisantioxydant qui
apporte une protection efficace contre les |ésomtsisionnées par les radicaux libres.

Les extraits deCissus quadrangularisnontrent de fortes activités anti-oxydantes et
neutralisatrices de radicaux libres dans différegttemesn vivo etin vitro (Mallika etal.,
2009, susceptibles d’expliquer leur efficacité sur lissus lésés. lls inhibent la peroxydation
lipidique, la production de radicaux libres et stlent I'activité des enzymes anti-oxydantes
(Jainu etal., 2005).

Thymus vulgarid. se situait parmi les fines herbes séchées cantdes plus grandes
capacités antioxydantes. Différents composés du thypermettent de posséder un tel statut,
comme les phénols (thymol et carvacrol), les flades, I'acide rosmarinique, I'acide
caféique et la vitamine E (Guillén et Manzanos,8L9BuliSic etal., 2006 ). Ces constituants
inhibent la peroxydation lipidique induiten vitro au niveau des mitochondries et des
microsomes. lls inhibent également partiellementptaduction de I'anion superoxyde
(Bruneton, 1999).

L’extrait aqueux des feuilles dehymus vulgaria présenté une activité antioxydante
importante, et les caractéristiqgues anti-oxydawoieservées sont liées a la teneur en acide
rosmarinique, composé phénolique principal danstrbit aqueux deThymus vulgaris
(Thuille etal., 2003).

Ferreira etal. (2006) ont étudié I'activité anti-oxydante de igreextraits (huile
essentielle, extrait éthanolique et décoction) de espéces de plantes médicinales dont
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Laurus nobilis cette espéece a montré des valeurs élevées pmtivité anti-oxydante pour

chacun des trois extraits.

L’activité antioxydante, anti-inflammatoire, hypaotive des extraits alcooliques de
'aubépine (fruits, fleurs et feuilles) a été préevn vitro (Bahorun etal., 1996 ; Fong et
Bauman, 2002 ; Maria ei., 2005).

Gachkar etal., (2007) ont montré que les huiles essentielles duarm et du cumin

ont présenté des activités antiradicalaires etcytlantes.

Nickavar etal., (2008) ont montré que les deux espéeces de lahmefvlentha
longifolia L. et Mentha pulegiuni.) présentent une activité anti-oxydante trés iigative.

Cette activité est due essentiellement a la présées flavonoides et des acides phénoliques.
3/ Activité anti-inflammatoire

Les propriétés anti-inflammatoires du gingembret smmnues depuis des centaines
d’années. Au cours de ces 25 ou 30 dernieres and€éaswmbreux laboratoires ont apporté
des preuves scientifiques soutenues par les caamaiss anciennes que le gingembre
contient des composants ayant des propriétés rdtsivimatoires. La découverte, au déebut
des années 1970 montrait que le gingembre exerceftids inhibiteurs sur la production de
prostaglandines a été confirmée a plusieurs reprise gingembre agit sur la synthése des
prostaglandines en inhibant les Cox-1 et Cox-2rétuit également la biosynthése des
leucotrienes en inhibant la 5-lipoxygenase. Aimr ces différentes voies, le gingembre

module lI'inflammation (Grzanna at., 2005).

Différents testsn vitro et in vivo ont montré que I'extrait de griffe-de-chair(caria
tomentosa et en particulier, ses glycosides, peut inhibieflhmmation de 46 a 89 %. Les
résultats de ces études ont validé son long pastksdtion traditionnelle pour les troubles
inflammatoires de I'estomac ou des intestins. Dieslesin vivo sur le rat ont également

montré son efficacité sur les ulcéres gastriquaad8val-Chacin eil., 1998.

L’extrait d’ortie (Urtica dioica) réduit la libération d’IL-2 et d’interféron gamnpear
les monocytes, pouvant ainsi probablement inhilzercdscade inflammatoire dans des
maladies auto-immunes (Klingelhoeferagt 1999). Il diminue la sécrétion du TNF-alpha par
les cellules dendritiques, entrainant un affaiblisent dans la réponse inflammatoire a

meédiation cellulaire (Broer etl., 2002).
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L’extrait de I'angélique coréennéiigelica gigaya démontré son efficacité contre de
nombreux types de douleurs, particulierement cocgtie d’origine inflammatoire (Choi et
al., 2003). Des recherches indiquent que son prireghé, le décursinol, inhibe I'activation
du facteur nucléaire kappa-B (NF-kB), un facteurtdescription de 'ADN qui active de

nombreux états inflammatoires et pathologiquedyant le cance(Kim etal., 2006).
4/ Autres activités biologiques

Une étude a été réalisée pairk®z, (2002) ou cing plantes aromatiques doautirus
nobilis, sont employées traditionnellement en Turquie piaiter le mal d’estomac. Elles ont
été choisies pour déterminer leur pouvoir antiwigéne. Une décoction et un extrait
méthanol ont été préparés a partir des fruits deieapour déterminer leurs effets sur un
modele d'ulcere gastrique induit par [I'éthanol cheles rats. Les expériences
pharmacologiques et les techniques histopatholegigut clairement montré que ces extraits

ont significativement protégé I'estomac contre aeléte d'ulcere.

Des expériences réaliséesvivo par Zhang et ses collaborateurs (2004) ont démontré
que l'administration de I'extrait obtenu a partie ¢h partie charnue des fruits du genre
Crataegusaugmente la concentration duTocophérol et inhibe I'oxydation des LDL (Low

Density Lipoprotein) humains.

Des études réalisé@s vitro ont démontré que les extraits a base de procyasdie
'aubépine aident a réduire le niveau du cholestétra diminuer le taux des triglycérides
(Chang eatl., 2002 ; Svedstroma at., 2006 ; Zhang edl., 2006).

L’extrait de Rosmarinus officinalisa présenté une activitéanti spasmolytique,
diurétique, hépato protectrice, un soulagementd#serdres respiratoires (Lemonicaakt
1996 ; Souza edl., 2008).

D’autres études montrent que les composants du rmomahibent les phases

d'initiation et de promotion de cancérogéenese (Qfédal, 1995).

Des études suggerent un role protecteur des flagesocontre les maladies
coronariennes, en empéchant le dép6t de graissdsssparois des arteres. Ces travaux ont
été initiés dans les années 1990 et les cherchantrdenté de mieux comprendre les
mécanismes d’'action de ces molécules (Zalal.e2008).
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Les décoctions des feuilles et des fruit€ulataegus aroniaont utilisées pour traiter
les maladies cardiovasculaires, le diabéte, le eradans la médecine arabe traditionnelle
(Ljubuneire etl., 2005).

Chenni et ses collaborateurs (2007) ont étudiétrbéx aqueux dAjuga iva qui
diminue les endommagements issus du stress oxydaid les rats traités par des doses

élevées de cholestérol.

Bouderbala eal., (2008) ont montré que I'extrait aqueux lyopHllidAjuga ivapeut
réduire le stress oxydant et diminuer la péroxyhatilipidigue chez des rats

hypercholestérolémiques.

Une étude élaborée par willatgamuwa et ses cobdbors en 1998, sur des rats
diabétiques induits par la streptozotocine a mamed diminution de I'hyperglycémie et de la

glucosurie, aprés un régime diététique conten@®%.de la poudre de cumin.

Une étude montre que les extraits de cannebergia @apacité d’inhiber 'oxydation
du LDL cholestérol et d’avoir un effet préventifrdas maladies cardiovasculaires (Wilson et
al., 1998).
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Partie expérimentale Matériel et méthodes

I/ MATERIEL ET METHODES

La partie expérimentalein( vitro) a été réalisée au niveau des Laboratoires de
Département de Biologie, Faculté des Sciences, ddsité Hassiba Ben Bouali CHLEF,

Algérie.

La partie expérimentalein( vivo) a été réalisée au niveau du Laboratoire de
Toxicologie et Pharmacologie du groupe ANTIBIOTIGAAIDAL. MEDEA - Algérie.

1/MATERIEL
1-1/ Matériel biologique
1-1-1/ Matériel végétal

Le matériel végétal est constitué des feuille§ dgmus vulgarisd’Aloysia triphyllg
dePistacia lentiscusd’'Olea europaea&t des graines derigonella foenum-graecum

* La planteThymus vulgarisa été récoltée le mois d’octobre 2011 de la régien
« Medjadja » (Latitude: 36°14'40.78"N, Longitudé23'42.76"E, Altitude = 168m)
Wilaya de CHLEF. Apres séchage a une températubtaate et a I'abri de la lumiere
solaire, les feuilles sont broyées grossieremems da moulin électrique.

» Les feuilles dAloysia triphylla ont été récoltées le mois de novembre 2011 de la
région de « Ouled abbas » (Latitude: 36°11'0.51'dhgitude: 2° 5'41.01"E, Altitude
= 294m) Wilaya de AIN DEFLA. Aprés séchage a unmpérature ambiante et a
I'abri de la lumiére solaire, les feuilles sontnigformées en poudre.

* Les feuilles dOlea europaeaoumises a I'expérimentation ont été collectéandes
d'octobre 2011 de la région « Chettia » (Latitud#6°10'11.66"N, Longitude:
1°13'41.63"E, Altitude = 94m) Wilaya de CHLEF. Elent été séchées a 'ombre et a
une température ambiante, puis elles ont été fratgas.

* Les feuilles dePistacia lentiscuont été récoltées en février 2012 de la région de
« Chorfa » (Latitude: 36° 9'14.57"N, Longitude: 27L96"E, Altitude =108m) Wilaya
de CHLEF. Apres séchage a une température amtatatéabri de la lumiére solaire,
le matériel végétal est fragmente.

* Les graines dérigonella foenum-graecumchetées chez un herboriste (CHLEF) ont
été nettoyées et transformées en poudre a l'aida dioulin électrique (Birjees
Bukhari etal., 2008).
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1-1-2/ les bactéries pathogénes

Pour les tests de l'activité antibactérienne, uaenme de dix microorganismes
pathogenes a été choisie.

» Trois souches de collection internationale ATCC @kiman type culture collection):
Staphylococcus aureuBTCC 25923 Pseudomonas aeruginosalfCC 27853 et
Escherichia coli ATCC 25922. Elles ont été fournies par le laboratode
microbiologie, université Mentouri de Constantine.

» Des bactéries pathogénes isolées a partir des télgrencliniques (feces et urines):
Escherichia coli Staphylococcus aureusCitrobacter freundii Pseudomonas

aeruginosaProteus mirabilisProteus vulgariget Salmonella typhimurium

1-1-3/ les animaux

L’étudein vivoa été réalisée sur des souris métsiss albinogNMRI) dont le poids
varie entre 17 et 25 g pour I'étude de I'activitéi-anflammatoire, et entre 25 et 30 g pour
l'activité hypocholestérolémiante. lls ont été pmaies du Centre de Recherche et de
Développement (CRD) SAIDAL-Alger. Les animaux sdmtbergés dans des cages de
polypropyléne munies d’un porte étiquette ou eshtinané le nom du lot, le traitement subi
et les dates des expérimentations et exposésumlark 12h/24h. Les locaux sont dotés d’'une
climatisation dynamique avec une températur@e 24°C, le bruit ne dépasse pas 65
décibels, et un taux d’humidité (50 + 10 %). li¢ ances libre a I'eau et a I'aliment standard.

2/ METHODES
2-1/ Préparation des extraits aqueux

Les extraits aqueux sont des préparations aqueugestir des plantes médicinales
entieres ou de parties de celles-ci, convenablerdensées pour étre plus facilement
pénétrées par l'eau. La préparation des extrateuxga été effectuée par infusion et

décoction.
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2-1-1/ Infusion

Elle consiste a recouvrir la drogue fragmentéeudijgatable bouillante et a laisser
refroidir. L'infusion convient aux drogues fragilesaux drogues riches en huiles essentielles
(Wichtl et Anton, 2003).

- Protocole expérimental

100 ml d'eau bouillante sont versés sur 10 g deligodes feuilles d€. vulgarisdans
un récipient en verre recouvert périodiqguemente8d5 minutes de contact, I'extrait aqueux
est récupéré par filtration sur papier Wattmanfilteat obtenu est concentré au Rotavapeur a
la température de 55 °C (KulSic at, 2006; Blyukbalci et Nehir El, 2008 ; Gyorgy, P01

Pour Trigonella foenum-graecuran a effectué une infusion de 5 g de poudre des
graines pendant 15 minutes dans 100 ml d'eau botéll(Al-dalain etl., 2008). Aprés une
filtration sur papier Wattman, le filtrat obtenst €@oncentré au Rotavapeur a une température
de 55 °C (Buyukbalci et Nehir El, 2008).

La préparation de I'extrait aqueux des feuillea.driphylla est effectuée par infusion
(Ricco etal., 2010; Lenoir etal., 2011). Sur 10 g de poudreAd'triphylla, on verse 100 ml
d'eau bouillante dans un récipient en verre. Ag@Esinutes de contact, I'extrait aqueux est
récupéré par filtration sur papier Wattman. Lerdiltest concentré au Rotavapeur a une
température de 55 °C (Buyukbalci et Nehir El, 2088cco etal., 2010).

2-1-2/ Décoction

La décoction consiste a maintenir la drogue avekede potable a ébullition pendant
une durée de 15 a 30 minutes. On ajoute donc lgudra de I'eau froide puis le mélange est
porté a ébullition pendant la durée nécessairdtet &prés un bref repos (Wichtl et Anton,
2003).

Cette méthode est adaptée pour des drogues destames dure voire trés dure (bois,

racines, écorces, fruits durs ou tiges et certdmaes) (Goetz, 2004).

- Protocole expérimental
Pour 10 g des feuilles @. europaeaet deP. lentiscuson ajoute 100 ml de I'eau. Le
tout a été porté a ébullition pendant 15 minut@8@ C (Bennani-Kabchi etl., 2000 ).
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Apres refroidissement une filtration a été efféetusur papier Wattman. Le filtrat a

été concentré au Rotavapeur a une température Ue. 55

Les filtrats obtenus ont été concentrés par évéipordans une étuve portée a 40 °C
pendant 48 h, jusqu’@dbtention d’'un résidu sec dont la quantité est iexe en mg

conservé a4°C.
2-2/ préparation des extraits hydro-alcoolique

La préparation de I'extrait hydro-alcoolique a éftectuée par macération de 10g de
matiere végétale dans une solution hydro-alcoeli@b0%. Apres 72 heures de contact, les
maceérat sont filtrés et concentrés a l'aide d’uapévateur rotatif & une température de 48°C
(Peixoto etl., 2011).

Les filtrats obtenus ont été concentrés par évéipordans une étuve portée a 40 °C
pendant 48 h, jusqu’@dbtention d’'un résidu sec dont la quantité est iexe en mg

conservé a 4°C.
2-3/ Screening phytochimique des extraits

Dans le but de caractériser les extraits prépapssta des feuiles déhymus vulgaris,
d’Aloysia triphylla d’Olea europaeade Pistacia lentiscuset des graines d&rigonella

foenum-greecundes analyses qualitatives et quantitatives enefiectuées.
2-3-1/ Les analyses qualitatives

Cette étude permet de mettre en évidence la préskenquelques groupes chimiques
(polyphénols, flavonoidesanins...... eto. dans les extrait€Ces essais permettent d’avoir des

informations préliminaires sur la composition chiome.
2-3-1-1/ Recherche des polyphénols
La réaction au chlorure ferrique (FeCl3) a perngisdractériser les polyphénols.

A 2 ml de chaque extrait, on ajoute une gouttealetisn alcoolique de trichlorure
ferrigue a 2 %. La présence de dérivés polyphénetigprovoque I'apparition d’une
coloration bleue ou vert fonc&dblan etal., 2008)
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2-3-1-2/ Recherche deflavonoides

Le test consiste a ajouter a 1ml des extraits geslgouttes d’acide chlorhydrique
concentré (HCL) et 0.5g de magnésium (Mg). On éaggir 3 minutes. Une coloration orange

ou rouge implique la présence des flavonoides (iaeatal., 2004 ; Lock etl., 2006).
2-3-1-3/ Recherche des tanins

1 ml de chaque extrait a été mélangé avec 10 mudikstillée et filtrée. Le réactif de
chlorure ferrique a 1% (3 gouttes) a été ajoutdilenat. Un bleu-noir ou vert précipité a
confirmé la présence de tanins galligues ou tacat&chol, respectivement (Dohou, 2003 ;
Qnais etal., 2007).

2-3-1-4/ Recherche des alcaloides

Chaque extrait (0,2ml) a été mélangé avec 5 mlagele chlorhydrique a 1% et placé
sur un bain devapeur. Ensuite, 1 ml du filtrat@étéité avec le réactif de Mayer (3 gouttes).
La turbidité ou la précipitation avec ce réactiété considérée comme une preuve pour la

présence des alcaloid@3nais etal., 2007).
2-3-1-5/ Recherche des stérols et triterpénes

A 2 ml de chaque extrait, 1ml d'acide sulfuriquaecantré est ajoutée. Le chloroforme
a été ajouté le long des c6tés du tube d'essaitubes a essai ont été bien agités. Apres un
repos, l'apparition de la couleur rouge dans leclseusupérieure a montré la présence de
stérol et lI'apparition de la couleur jaune dansdache inférieure a indiqué la présence de

triterpenoides (Kavishankar at, 2011).
2-3-1-6/ Recherche des saponines

A 5 ml de chaque extrait, une goutte de bicarbodatsodium a été ajoutée. Les tubes
ont été secoués vigoureusement et maintanugpos pendant 3 minutes. L’apparition d’'une

mousse a indiqué la présence de saponines (Sudhaz€ill).
2-3-1-7/ Recherche des glycosides

A 2 ml d'extrait, 1 ml de solution aqueuse de Na®Eté ajouté. L'apparition d'une

coloration jaune indique la présence de glycos(8eslha eal., 2011).
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2-3-2/ Les analyses guantitatives
2-3-2-1/ Dosage des phénols totaux

Le dosage des phénols totaux dans les extraits uaque été effectué
spectrophotométriquement selon la méthode au fétiFolin Ciocalteau (Singleton at.,
1999 : Wong edl., 2006 ; Li etal., 2007).

- Principe

Ce dosage est basé sur la quantification de laecration totale de groupements
hydroxyles présents dans l'extrait. Le réactif a@dinFCiocalteau consiste en une solution
jaune acide contenant un complexe polymérique sl'(batéropolyacides). En milieu alcalin,
le réactif de Folin-Ciocalteau, oxyde les phénalsoms phénolates et réduit partiellement ses
hétéropolyacides, d'ou la formation d'un compldee b(Daels-rakotoarison, 1999).

- Mode opératoire

5 ml d’eau distillée sont ajoutés a 200 ul de claextrait (préparé avec des dilutions
convenables), apres agitation, 1 ml de la solu®irolin Ciocalteu (dilué dix fois dans I'eau
distillée) est ajouté a I'ensemble et laisser rep&min, puis on ajoute 0.8 ml de la solution
de carbonate de sodium a 10 % (75 mg/l d’eau lds}it aprés 30 min d’incubation a la
température du laboratoire et a I'abri de la lumigfabsorbance est lue a 765 nm (Kahkdnen
etal., 1999).

Le taux de phénols totaux dans nos extraits, acaléulé a partir d’'une courbe
d’étalonnage linéair¢y = ax + b) établie avec des concentrations précises d’agadleue
comme standard de référence (Annexe 1). Les résultant exprimés en milligramme
d’équivalent d’acide gallique par grammed’extrait goudre(mg Eq AG/ g)(Kamazawa et
al., 2002).

La quantité des phénols totaux est calculée pgudéigon suivante :

C=c.v/m

C : contenu total des phénols (mg équivalent acadégge /g d’extrait).

c : Concentration de l'extrait aqueux équivalentBaaide gallique, obtenue a partir de la

courbe d'étalonnage (mg/ml).
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Vv : volume de I'extrait (ml).
m : masse de I'extrait pur de la plante (Q).

L’expérience a éteé faite en triple, les résultaiséié présentés par la moyenne avec son écart

type.
2-3-2-2/ Dosage des flavonoides

- Principe
La teneur totale en flavonoides dans les extraitséta déterminée par
spectrophotométrie en utilisant la méthode de ahéod'aluminium basée sur la formation

d'un complexe flavonoide-aluminium (Zhouakt 2005).

- Mode opératoire
Un volume de 1 ml d’'une solution éthanolique d'AI2%) a été ajouté a 1ml
d'échantillon. Apres 1 h d’incubation a la tempématambiante et a I'abri de la lumiére,

I'absorbance a été mesurée a 420 nm (Véii,2009).

Une courbe d'étalonnage établie par la quercétihangxe 1), servira a la
quantification des flavonoides. La teneur totaleflamonoides des extraits de plantes a été

exprimée en milligrammes d’équivalent de quercéparmgramme de poudre de plafitey Eq

Q/ 9).

L’expérience a éteé faite en triple, les résultaisé&ié présentés par la moyenne avec son écart

type.
2-3-3/ Chromatographie liquide a haute performanceédPLC

La Chromatographie liquide a haute performance EHELL8) (Figure 9) a été utilisée

pour analyser les différents extraits des plargesdits aqueux et hydro-alcoolique).
Principe :

La méthode de séparation fait appel aux mémes élénde base que ceux employeés
pour la chromatographie classique sur colonne,wsoibu plusieurs solvants et une colonne
remplie avec une phase stationnaire, mais ave@paraillage plus sophistigué. La grande

différence par rapport a la chromatographie classrgside dans la durée d’élution.
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Cette vitesse est obtenue par I'application d’uresgion élevée grace a une pompe
qui maintient constant le débit de I'éluent, ekedistingue également de la chromatographie
classique par l'utilisation d’'un détecteur dontnkessage est enregistré puis exploité par un

détecteur relié au systéme (Braithwaite et Sm289).

Reservolir
I Pump |

@™ |njector

‘ Column

Data system Detector

Figure 9 : Les différentes parties de la Chromatographigadigia haute performance HPLC
(Sampietro eal., 2009).

- Mode opératoire

L'analyse des composés phénoliques dans les difééextraits étudiés a été réalisée
en utilisant la Chromatographie liquide a hautdgserance (HPLC) couplée a un détecteur
multi-longueur d'onde UV-Visible.

La séparationa été effectuée sur 25.0 x 0.46 cracdvery HS C18 Spherisorb
colonne a une température ambiante. La phase meslleonstituée d’Eau/acide formique
(19:1) (solvant A) et de méthanol (solvant B). Lébdl a été maintenu a 1ml/min. Le
programme de gradient était le suivant: 0 min, 3%45 min, 30% B; 20 min, 40% B; 30
min, 45% B; 50 min, 60% B; 60 min, 80% B; 65 mif%8 B. Le volume d'injection a été de
20pl et les pics ont été contrélés a 280 nm. Lbarédlons ont été filtrés a travers un filtre de
0.45 pm avant l'injection. Les pics ont été idedsifpar les temps de rétention congruents par

rapport aux standards.

Page | 39



Partie expérimentale Matériel et méthodes

2-4/ Etude des activités biologiques des extraits

Nous avons étudié I'activité antibactérienne ddsa#s aqueux vis-a-vis des bactéries
pathogenes par la méthode de diffusion a partin digque solide et I'activité anti-oxydante
en utlisant cing methodes (test au DPPH, blanehienit de la B-caroténe,
phosphomolybdate, FRAP et FTC).

2-4-1/ Etude de I'activité antibactérienne
2-4-1-1/ Repiquageet revivification desbactéries pathogénes

Les souches sont conservées dans des milieux amofklles sont activées et
maintenues par un repiquage. On préleve a l'aileedanse a platine des colonies, on les
ajoute a 09 ml de bouillon nutritif, on ferme biles tubes a essai puis on agite pour rendre

parfaitement le mélange homogene et enfin une ataba 37° C pendant 72 heures.
2-4-1-2/Préparation des suspensions des bactériegthpogenes

A partir des tubes a essai, on prend une gouttaide ld’'une anse a platine et par
l'utilisation de la méthode des stries, on I'enseceesur le milieu sélectif gélosé coulé sur la

boite de pétri puis on incube a 37° C pendant 28 heures.

La préparation des suspensions bactériennes sepdaite transfert de quelques
colonies a l'aide d’'une pipette pasteur a partis daltures bactériennes jeunes dans une
solution de I'eau physiologique (0.9 % de NaCl) rpavoir un inoculum de FQUFC /ml
(Ndip etal., 2007).

2-4-1-3/ Spectre antibactérien des extraits

Pour I'évaluation de l'activité antibactérienne déBérents extraits, la méthode de
diffusion a partir d'un disque de papier a été afiée (Essawi et Srour, 2000 ; Choiaét
2006 ; Karthikeyan al., 2009 ; Saadabi et., 2011).

Les différents extraits aqueux sont dissous darmul'distillée stérile et les extraits
hydro-alcooliques sont dissous dans DMSO. Des $die pétri de 90 mm de diametre
contenant le milieu Mueller Hinton agar, sont inées par la suspension bactérienne
pathogene. Ensuite un disque de papier Whatmaifesiér6 mm de diamétre imbibé par 30
ul d’extrait (reconstitué selon la concentration @) est déposé a la surface de la gélose
ensemencée (Bayoubadt, 2010 ; Gupta «dl., 2012). Avec trois répétitions.
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L’ensemble est incubé pendant 24 heures a 3a°@ésence autour des disques d’'une
zone d’'inhibition circulaire claire dans laquellely a pas de croissance de micro-organismes
dénote la sensibilité de ceux-ci a cet extiRitis la zone d’inhibition est grande, plus lenger

est sensible.
2-4-1-4/ Détermination de la concentration minimalénhibitrice

La concentration minimale inhibitrice (CMI) est déhinée comme étant la
concentration minimale de I'extrait qui inhibe laocissance de 90 % de la population

bactérienne aprés un temps d’incubation a 37 °@r(@&kmis eal., 2001).

La détermination de la concentration minimale iithide a été réalisée par la méthode

des microdilutions en milieu solide rapportée pileBeck etal., (2002).

Une solution-meére de chaque extrait (d'une conedptr finale de 10 % = 0.1 g/ml)
est obtenue en eau distillée ou le DMSO, puis énie sle dilutions de raison géométrique 2

est réalisée extemporanément en eau distilléattia g la solution-mere.

1 ml de chaque dilution est alors incorporé a 19dmimilieu Mueller Hinton agar
maintenu en surfusion. Les mélanges sont immédatenepartis dans des boites de pétri. La
gamme des concentrations finales obtenue corresp@sl - 0.25 - 0.125 - 0.0625 - 0.0312 -
0.0156 - 0.0078 - 0.0039 - 0.0019 et 0.0010 %.

Apres solidification, l'inoculation des gélosesnmmant I'extrait ou non (témoin) est
effectuée en surface, sous forme de dépodts del e suspension bactérienne pathogene.

Apres incubation a 37°C pendant six jours, la sange est comparée a celle du témoin.
2-4-1-5/ détermination de la sensibilité aux antilaitiques : antibiogramme

Ce test a été réalisé pour étudier I'antibiogranstamdard des germes utilisés et le

comparer avec l'effet des extraits aqueux.

Dans des boites de pétri contenant la gélose Midneemencées par une charge
bactérienne bien définie pour chaque bactérie ogeathe ; des disques imprégnés
d’antibiotiques, de doses connues, sont appliguassarface, les boites sont incubées a une
température de 37 °C pendant 18 a 24 h (Guériniéau carret, 1999).

La lecture des résultats se fait par la mesurededne d’inhibition formée autour de

chaque disque ou aucune croissance n’est observée.
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- Les antibiotiques utilisés sont :
Pénicilline « P » (10 pg), Spectinomycine « SH 8 (lg), Tobramycine « Tob » (10 ug),
Ampicilline « A» (10 pg), Kanamycine « K » (30 pdgdentamycine « GN » (10 pg) et
Oxacilline « OX » (1 ug).
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2-4-2/ Etude de I'activité anti-oxydante des extras
2-4-2-1/ Test au DPPH

L’activité antioxydante des extraits est mesurée lpdilisation de la méthode de

DPPH, qui est un radical libre, stable, et posseaebande d’absorbance a 517 nm.

- Principe

Le Diphényle picryl-hydrazyle (DPPH), est un radlidare stable, violet en solution et
présentant une absorbance caractéristique a 517Cate couleur disparait rapidement
lorsque le DPPH est réduit en diphényle picryl-lagilne par un composé a propriété anti-
radicalaire, entrainant ainsi une décoloratiomi@nsité de la coloration est inversement
proportionnelle a la capacité des antioxydantsgmtssdans le milieu a donner des protons)
(Sanchez-Moreno, 2002).

On peut résumer la réaction sous la forme de l'égua

DPPH + (AH), — DPPH-H +(A),

Ou (AH), représente un composeé capable de céder un hydragemadical DPPH
(violet) pour le transformer en Diphényle picryldngzine (jaune) (Figure 10). Ceci permet

de suivre la cinétique de décoloration a 517 nm.

DPPH (radical libre). DPPH (radical capté).

Figure 10 : Forme libre et réduite du DPPH. (Molyneux, 2004).

- Mode opératoire

Pour la préparation de la solution du DPPH domblacentration de cette solution est
de 0.004%, 250 ul de diverses concentrations dgquehaxtrait (25, 50, 100, et 200 mg/ml),
ou du standard (le BHT) ont été ajoutés a 1 mhdsolution du DPPH préparée, et on laisse
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30 minutes a l'obscurité. L'absorbance est mesaré&d7 nm contre le blanc (Loo at,
2008).

Le pourcentage de piégeage du radical est cadeldé@ I'équation suivante :

% d’activité Anti-radicalaire= [(A1 — A2) / A1] x 100

Al : absorbance du contréle (solution du DPPH sansaiéxtr

A2 : absorbance en présence d’extrait ou standard.

7747

Les résultats obtenus pour chaque extrait testét@nexprimés par rapport a ceux

obtenus pour le standard (antioxydant de référence)

Les valeurs d’IC5)0 (concentration inhibitrice a 50%) sont calculées [@a méthode de

régression linéaire a partir de la courbe [% irtfobi=f (concentration)] (Annexe 1).

L’expérience a éteé faite en triple, les résultaiséié présentés par la moyenne avec son écart

type.

2-4-2-2/ Méthode de blanchissement de facaroténe

- Principe

Dans ce processus, un atome d'hydrogene sépam@ujpegnéthylene actif de I'acide
linoléique libre génére un radical de pentadiényil attaque les molécules dqiicarotene
insaturé. Par conséquent, les molécules fdoaroténe perdent leur couleur orange
caractéristique, qui peut étre mesurée a l'aide ghectrophotometre (Frankel, 1998 ; Zargar
etal., 2011).

- Mode opératoire

1 ml de solution du R3-carotene dans du chlorofo(ineng/10ml) a été introduit a
'aide d'une pipette dans une fiole, qui contiert gl d'acide linoléique et 400 mg de
Tween40. Le chloroforme a été évaporé a 45 °C perideninutes en utilisant un évaporateur
rotatif sous vide. 100 ml d'eau oxygénée ont étditag au résidu. L'eau a été ajoutée
lentement au mélange et on agite énergiquementfpouer une émulsion (Chanwitheesuk et
al., 2005; Conforti eal., 2009).
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200 pl de chaque extrait (200 mg/ml) ont été apat®.5 ml de cette émulsion. Les
tubes a essai ont été incubés dans un bain d'&u°&€ pendant 3 h. L'absorbance a été

mesurée a 470 nm.

Le pourcentage de l'activité anti-oxydante a étéuté a partir de I'équation suivante
(Zargar efl., 2011) :

AA% = 100 x [1- (AA /Aco _ Aoyl

AA%: pourcentagede l'activité antioxydante.
A.: I'absorbance au début de la réaction.
A:: l'absorbance apres 3h, avec extrait ou le BHT.

Ao I'absorbance au début de la réaction du contr@atii€200 pl de I'éthanol et 2.5 ml de

I'émulsion).
Aot I'absorbance aprés 3h du contrdle négatif.

Un blanc contenant la solution meéere sfnsarotene a été utilisé pour amener le
spectrophotométre a zéro. Le pourcentage de [@ctntioxydante a été comparé avec le

standard BHT qui a été utilisé dans les mémes tondides extraits.

2-4-2-3/ Détermination de la capacité anti-oxydantdotale par la méthode de

phosphomolybdate

- Principe
La capacité antioxydantetotale de différents etdraiété évaluépar la méthode de

formation du complexe phosphomolybdate selon ldhou de Prieto etl., 1999.

Cette méthode est basée sur la réduction de Mo €NIMo (V) en présence des
composés antioxydants et donc la formation d'unptexe vert de phosphate/Mo (V) a un
pH acide (Sahu et Laloo, 2011).

- Mode opératoire

0.3 ml de chaque extrait a été mélangé avec 3 nsotigion réactif (0.6 M d'acide
sulfurique, 28 mM de Phosphate de sodium et 4 mM nadybdate d'ammonium).
Les tubes contenant la solution de réaction oningétdbés a 95 °C pendant 90 min. Ensuite,

'absorbance de la solution a été mesurée a 69&nnutilisant le spectrophotometre contre le
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blanc qui contient 0.3 ml du méthanol a la placel'eerait aprés refroidissement a une

température ambiante (Maskéwtal., 2012).

La capacité antioxydante totale a été exprimée éigrammes d’équivalent d'acide
ascorbique par gramme d’extrémg Eq AA/g d’extrai} a partir d’'une courbe d’étalonnage

de I’Acide ascorbique (Annexe I).

L’expérience a été faite en triple, les résultatsé&ié présentés par la moyenne avec son écart

type.

2-4-2-4/ Méthode de FRAPKerric Reducing Antioxidant Power

- Principe

La méthode FRAP consiste a mesurer la capacité dahantillon a réduire le
complexe ferrique tripyridyltriazine au tripyridgithzine a un faible pH. Ce complexe de
tripyridyltriazine ferreux a une couleur bleu insenmesurée par un spectrophotométre a 593
nm (Benzie et Strain, 1996).

S8

Antioxidant
Ferric tripyridyltriazine e Ferrous tripyridyltriazine

(FeSO_TpTZ) complex (FQZQ-TPTZ) complex
Intense blue color

- Mode opératoire

Le réactif FRAP a été préparé en mélangeant dudarapétate de sodium (300 mM,
pH 3.6), une solution de 10 mM TPTZ dans 40 mM KCRO mM de FeGlen raison de
10:01:01 (v/ v /).

200 pl de chaque extrait ont été ajoutés a 3 médetif de FRAP. Aprés incubation
dans I'obscurité a 37 °C pendant 30 min, I'absadanété mesurée a 593 nm contre le blanc
(Le réactif FRAP) (Benzie et Strain, 1996).
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Les concentrations ont été calculées en fonctetadcourbe d'étalonnage, qui a été
obtenue en utilisant des solutions de FeSO4 (Anfjexes résultats du potentiel antioxydant
des extraits ont été exprimés en moles d& par gramme d’extrait. L'expérience a été faite

en triple, les résultats ont été présentés paolenme avec son écart type.
2-4-2-5/ Méthode de FTCFerric thiocyanate methoyl

- Principe
Cette méthode est basée sur l'oxydation de l'dridique qui génére la formation
de peroxyde qui oxyde Feen F&". Ces derniers ions forment un complexe avec le

thiocyanate mesuré a une absorbance maximale dends@Gulcin etl., 2007).

- Mode opératoire

Chacun des différents extraits (40 mg) et de stalsdeomme la vitamine C et I'acide
gallique (40 mg) ont été mélangés avec 4 ml d'@habsolu, 4,1 ml de I'acide linoléique
(2.52 %) dans l'éthanol absolu, 8 ml de tampon pimate (0.02 M) a pH 7, et 3.9 ml d'eau
distillée. La solution mélangée est incubée ¥3¥ans une fiole en verre.

A des intervalles réguliers au cours de l'incubmtime aliquote de 0.1 ml du mélange
a éte diluée avec 3.7 ml d'éthanol, suivie paditazh de 0.1 ml de thiocyanate d'ammonium
(30 %) et de 0.1 ml de chlorure ferreux (20 Mm) <ale I'acide chlorhydrique a 3.5 %.

Le niveau de peroxydation a été déterminé parctaide de I'absorbance a 500 nm.

Cette étape a été répétée toutes les 24h jusqujaecke contrble négatif a atteint sa
valeur maximale d'absorption. Par conséquent, one fabsorbance indique I'oxydation

d'émulsion d'acide linoléique.

Le pourcentage d'inhibition de la peroxydation Ligisles dans I'émulsion de I'acide

linoléique a été calculé par I'équation suivante:

Inhibition de peroxydation des lipides (%) =100(AdhantitodAcontrald X100

Acontrale - Absorbance du contrdle négatif.
Acechantilon: Absorbance en présence de I'échantillon ou delatds (Gulgin edl., 2004).

L’expérience a été faite en triple, les résultaisé&ié présentés par la moyenne avec son écart

type.
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Pour les tests des activités biologiquesvivo, nous avons étudié l'activité anti-

inflammatoire et I'activité hypocholestérolémianies extraits aqueux et hydro-alcoolique.

2-4-3/ Etude de I'activité anti-inflammatoire

L'activité anti-inflammatoire des extraits aqueanété évaluée en mesurant I'cedeme
induit par la carragénine (Mulla ak, 2010; Sharma eil., 2010 ; Alam eal., 2011).

- Principe

Vérification de I'action inhibitrice des extraitqueux et hydro-alcooliques des plantes
sur linflammation chimique provoquée par l'injectide 0.1 ml du carragénine a 1% sous

I'aponévrose plantaire de la patte postérieuretgada souris (Khabbal at., 2006).

- Mode opératoire

Les souris réparties en 22 lots de 5 ont été nasgun pendant 16 heures avant
I'expérimentation. On mesure pour chaque sourigoleme initial (Vo) de la patte arriere
gauche. Ensuite, le groupe de contréle a été gaeé de I'eau distillée. Chaque extrait
aqueux et hydro-alcoolique a été administré a wse de 50 mg/kg et 200 mgl/kg

Les souris constituant le groupe de référence tinigavées avec le diclofenac du
sodium a une dose de 150 mg/kg. Trente minutésayavage, 0.1 ml de carragénine a 1% a

éte injecté sous le coussinet plantaire de la patigre gauche de chaque souris.

L'évolution de I'edéme de la patte a été mesuréela d’'un pied a coulisse pendant

une période allant de 0 & 210 min avec un intervd 30 min. (Annexe Il).

Le pourcentage de linhibition de l'inflammation &té calculé selon I'équation
suivante (Ndiaye &il., 2006) :

% AUG controle — % AUG traité

% de l'inhibition de l'inflammtion = 100x S AUG contfl
(0]
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Le pourcentage d'augmentation du volume (% AUGQngmtte de la souris est calculé

par I'équation suivante :

volume de la patte au temps T — volume initial (V0)
Le % AUG = 100 X

volume initial (VO0)
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2-4-4/ Etude de I'activité hypocholestolémiante

L'activité  hypocholestérolémiante dedraits a été évaluée par la détermination du

profil lipidique des souris sous un régime hypetebi@rolémique (Khera et Bhatia, 2012).

- Mode opératoire

L’hypercholestérolémie a été induite chez les sopdr une alimentation contenant
1% de cholestérol pendant 30 jours. Toutes lesssamaient un acces libre a la nourriture et
'eauad libitumpendant la période d’expérimentation. Les sound s@parties en 13 lots de
5. Les souris des groupes traités sont recu en niémes les extraits des plantes par voie
orale a une dose de 200 mg/kg, tandis ce que lgpgrde référence a recu par voie orale de
I'atorvastatine (10 mg/kg), alors que le groupecdetréle a recu 0.5 ml d’eau distillée tous

les matins. Le groupe témoin recu un régime aliaiesnhormal.

Au bout de 30 jours d’expérimentation, les échkmd sanguins ont été prélevés a
partir des souris de tous les groupes dans des afbede mesurer les paramétres lipidiques
suivants : total cholestérol (TC), triglycéridesT lipoprotéines de basse densité (LDL),

lipoprotéines de trés basse densité (VLDL) et liptgine de haute densité (HDL) (Annexe
I1).

Etude statistique
Les analyses de la variance ont été réalisée pagitiel statistique XL Stat Pro 7.5.

La détermination des taux de signification estatfée par ANOVA suivie du test de

Tukey. Les différences ont été considérées staiisthent significatives & < 0,05
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ll/ RESULTATS ET DISCUSSION
1/ Etude phytochimique des extraits
1-1Rendement et analyses qualitatives
Les rendements des différents extraits sont définimme étant les rapports de la

guantité de substances végétales extraites sualditg de matiere végétale utilisée.

Les rendements trouvés avec les extraits aqueuxXeddkes deT. vulgariset dA.
triphylla sont de 12.96 % et 12.64 % respectivement. desingasont significativemenP(<
0,05 supérieures a celles trouveées alescextraits hydro-alcooliques des méme plantes don

les rendements sont de 8.63 % et 12.59 % respettivie

En revanche, les extraits hydro-alcooliques desldsudeP. lentiscusdes graines de
T. foenum-greecurat des feuilles @. europaeaont enregistré des rendements de 15.88 %,
10.05% et 07.19 % respectivement, significativemsapérieurs B < 0,05 a ceux

enregistrés avec les extraits aqueux dont les rsalegpectives sont de 11.88 %, 04.82 % et

03.02% (figure 11).

D’aprés les résultats obtenus, on constate queethade d’extraction et le type des

solvants utilisés jouent un rdle tres importantgigs rendements des extraits.

Extrait aguewx O, eyropae

Exirait aguewx T. foenum-grascun

Extrait hydro-alcooligue Q. ewropae

Extrait hydro-alcooligue T, wulgari.

Extrait hydro-alcooligue T, foenum-grascun

Extraits

Extrait aguewx F. lentiscu

Extrait hydro-alcooligue A. triphyll.

Extrait aguew A. triphylla

Exctrait aqueds T, vulgari.

Extrait hydro-alcooligue P. lentiscu

| T T T T
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00
Rendement en (%)

Figure 11 : Les rendements des différents extraits des plattesées.
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Les résultats des analyses qualitatives réalisgeles extraits des matieres végétales

sont représentés dans le tableau 3.

On note I'absence des alcaloides dans les diffemxttaits des plantes étudiées. Les
polyphénols, flavonoides, tanins, stérols et lgsagides sont présents dans tous les extraits
des échantillons. Le test de détermination deerpéines est positif pour les extraits des
feuilles deT. vulgaris d’A. triphylla et I'extrait hydro-alcoolique dP. lentiscusLe test de
présence des saponines est positif pour les extta# feuilles d&. vulgaris des graines de
T. foenum-greecunet I'extrait hydro-alcoolique des feuilles@l’ europaea Les résultats

obtenus varient d’'un extrait & I'autre et d’'un édfibon a I'autre (tableau 3).

Tableau 3 :Screening phytochimique des extraits de plantes.

Tests Polyphénols Flavonoides Tanins Stérols Alcaloides saponines Triterpenes glycosides
Extraits

E. aqueux + + + + - + + +
T. vulgaris

E. aqueux + + + + - - + +
A. triphylla

E. aqueux + + + + - - - +
P. lentiscus

E. aqueux + + + + - - - +
O. europaea

E. aqueux + + + + - + - +
Fenugrec

E. hyd-alcoo + + + + - + + +
T. vulgaris

E. hyd-alcoo + + + + - - + +
A. triphylla

E. hyd-alcoo + + + + - - + +
P. lentiscus

E.hyd-alcoo + + + + - + - +
O. europaea

E.hyd-alcoo + + + + - + - +
Fenugrec
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1-2/ Analyses quantitatives

1-2-1/Dosage des phénols totaux

Les teneurs en phénols totaux de différents egtos échantillons sont représentées
dans le tableau 4. La teneur en phénols totau& déterminée selon la méthode du réactif de
Folin-Ciocalteu. Les teneurs en phénols totaux @esraits hydro-alcooliques sont

significativementP < 0,05 supérieures a celles trouvées avec les exaqitsux.

La teneur en phénols significativement la plus &e¥ < 0,05 a été trouvée avec
I'extrait hydro-alcoolique dé. lentiscus(97.26 = 0.003 mg Eq AG/ g) suivie par l'extrait
agueux de la méme plante (87.79 £ 0173 mg Eq AGtadpeau 4). Ebrahimzadeh ait,
2008 ont testé la gomme @&elentiscusils ont trouvé que la teneur en phénols totaudes
9.92 +0.12 (mg Eq AG/q).

L’extrait hydro-alcoolique dA. triphylla a enregistré une teneur significativement (
< 0,05) plus élevée a celle trouvée dans I'extrait aquéscteneurs sont de 61.13 + 0.00 (mg
Eq AG/g) et 30.83 £ 0.006 (mg Egq AG/g) respectiveti{tableau 4).

Un résultat similaire a été trouvé par Yooaét (2008) avec I'extrait méthanolique
d’A. triphylla par rapport a celui de I'extrait agueux dont laeteren phénols totaux est de
770,7 £ 2,2 (mg GAE/100g). Par contre Zhenglet (2001) ont montré que l'extrait Al
triphylla contient 1,55 + 0,10 (mg GAE/ g de poids frais)pt&nols totaux. L'étude réalisée
par Dadé eal., (2009) a montré que l'extrait aqueuwddtriphylla contient une teneur totale

en phénols de 1,70 + 0,19 (umol Eq acide caféiqge/m

L’extrait hydro-alcoolique et agueux de vulgarisont montré une teneur en phénols
totaux de 38.41 £ 0.001 et 24.09 = 0.01 (mg Eq AGésgpectivement ; ces teneurs sont
significativement P < 0, 09 plus élevées a celles trouvées avec les exirgiteo-alcoolique
et aqueux dd. foenum-greecunelles sont de 4.95 + 0.033 et 2.78 + 0. 019 (qgAE/Q)

respectivement (tableau 4).

L’étude faite par Kéahkonen et., (1999) a montré que la teneur en phénols totaux de
I'extrait acétonique dé.vulgarisest de 17.1 £ 0.2 (mg EAG / g). L'étude de KuHial.,
(2006) a montré que la quantité de composeés plyereditotaux dans I'extrait aqueux e
vulgaris L. et T. serpyllumest de 2000 et 4400 (ug EAG / mg / L) respectivamidiron et
al., (2010) ont montré que I'extrait éthanoliqueTdeserpyllumL. contient 3.11 + 0. 08 (g
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EAG / 100 g) de composés phénoliques totaux. Uneutetotale en phénols de 32.00
(mgEAG /g) a été trouvée par Armatuakt (2010) avec I'extrait méthanolique @evulgaris
Kratchanova etl., (2010) ont dosé les polyphénols de l'extrait acigioe et aqueux de

fenugrec, ils ont trouvé des teneurs de 1692 103145 + 41 mg/100g respectivement.

L’étude de Wojdyto etal., (2007) réalisée sur 32 plantes a montré que lautean
polyphénols totaux de I'extrait hydro-méthanoligies graines dé&. foenum-graecurast de
7.60 +£0.11 mg EAG/100 g du poids sec.

L’extrait hydro-alcoolique des feuilles @. europaeaa enregistré une teneur de
phénols totaux de 24.58 + 0.027 mg Eq AG/g sigaifiement P < 0, 05 supérieure a celle
trouvée avec I'extrait aqueux (11.40 £ 0.037 mgA&E(g) (tableau 4).

Qusti etal., (2010) ont testé I'extrait hydro-alcoolique degits d'O. europaeaverts
et noirs, ils ont trouvé des teneurs en phénolutote 84.08 + 3.18 et 144.47 + 0.94 mg
EAG/ g de poids frais.

1-2-2/Dosage des flavonoides

Les teneurs en flavonoides de différents extraits échantillons sont représentées
dans le tableau 4. La quantification des flavon®idans les extraits a été effectuée par la
meéthode du trichlorure d’aluminium (AICI3) (Wu ak, 2009) . Les teneurs en flavonoides
des extraits hydro-alcooliques sont significativem@ < 0,05 supérieures aux teneurs

trouvées avec les extraits aqueux.

L’extrait hydro-alcoolique dé°. lentiscusa présenté significativemer® < 0,05 la
teneur en flavonoides la plus élevée (8.21 +0.008Ea Q/ g), suivi par les extraits hydro-
alcooliques et aqueux de vulgariset d’A. triphylla, les valeurs respectives sont de 7.64 *
0.0, 6.61 £ 0.001, 6.80 £ 0.001 et 6.41 + 0.001Hgd)/g. Par contre la teneur en flavonoides
de I'extrait aqueux dP. lentiscug3.10 + 0.014 mg Eq Q/ g) est significativemdnt{ 0,05

inférieure a celle trouvée avec I'extrait hydroealique de la méme plante (tableau 4).

Ebrahimzadeh etl., 2008 ont testé la gomme &e lentiscusils ont trouvé que la
teneur en flavonoides est de 30.52 + 1.10 (mg EgQUnhe valeur de 38.7 + 0.02 (mg EqQ
/g) a été trouvée par cherbal at, 2012 avec l'extrait méthanolique des feuilles Rle

lentiscus
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L'étude de Yoo etl., (2008) a montré que la teneur en flavonoides ebdrdiit
méthanolique dé&. vulgarisest de 299,9 + 0,5 (mg EC /100 g). Une valeur di03ig EAG
/ mg/ L) a été trouvée par KulSic &, (2006) avec l'extrait aqueux de vulgaris L'étude
menée par Spiridon at., (2011) a montré que I'extrait méthanolique de laipaérienne de

T. vulgariscontient une teneur en flavonoides de 29.80 migefgt

Dadé etal., (2009) ont testé les extraits aqueux de 21 plaiitesnt trouvé que la
teneur en flavonoides de trois espéces de la fandd VerbenaceaeA( triphylla, A.
gratissimaet A. polystachypest de 0.50 + 0.04, 0.33 + 0.03 et 0.41 + 00hd] Eq rutine
/mg) respectivement.

L’extrait hydro-alcoolique dd. foenum-graecura montré une teneur en flavonoides
significativement élevéd?(< 0,09 par rapport a I'extrait aqueux de la méme plamtans les
extraits hydro-alcoolique et aqueuxd’europaeales valeurs sont de 2.04 + 0.022, 1.78 +
0.020, 1.06 + 0.031 et 0.98 = 0.005 mg EQqQ /g retspmment (tableau 4).

Tableau 4: Teneur en phénols totaux et en flavonoides dé&reifts extraits.

Teneurs Phénols totaux Flavonoides
Extraits (mg Eq AG/ g) (mg Eq Q/ g9)
Extrait aqueuX . vulgaris 24.09+ 0.0% 6.61 + 0.001
Extrait aqueu. triphylla 30.83 + 0.006 6.41 + 0.001
Extrait aquewP. lentiscus 87.79 + 0173 3.10 + 0.014
Extrait aquewO. europaea 11.40 + 0.037 0.98 + 0.005
Extrait aqueux . foenum-graecum 2.78 +0.01Y 1.78 + 0.020
Extrait hydro-alcooliqud’. vulgaris 38.41 + 0.001 7.64+0.0
Extrait hydro-alcooliqué\. triphylla 61.13 + 0.000 6.80 + 0.001
Extrait hydro-alcooliqué. lentiscus 97.26 + 0.003 8.21 +0.008
Extrait hydro-alcooliqu®. europaea 24.58 + 0.02% 1.06 + 0.031
Extrait hydro-alcooliqud . foenum-graecum 4.95 +0.033 2.04 +0.022

Les valeurs avec la méme lettre minuscule ne smmsnificativement différenteB$0,05).
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Selon les résultats obtenus, on constate que fe=urte en phénols totaux et en

flavonoides différent selon la plante étudiée ellwant utilisé lors de I'extraction.

Toutefois, il est difficile de comparer ces réstgsitavec ceux de la bibliographie car
l'utilisation de différents solvants et de diffétes méthodes d’extraction réduit la fiabilité
d’'une comparaison entre les études. Plusieurs uigctpeuvent influer sur la teneur en
composeés phénoliques ; des études récentes onténud les facteurs extrinseques (tels que
des facteurs géographiques et climatiques), lasdex génétiques, mais également le degré
de maturation de la plante et la durée de stockagieine forte influence sur le contenu en
composeés phénoliques (Parkakf 2003; Ebrahimzadeh at., 2008 ; Falleh «tl., 2008).

1-3/Analyse des composés phénoliques pelnromatographie liquide a haute
performance (HPLC)

La détection et la quantification des composés gplicues des extraits ont été
déterminés par HPLC et ils ont été séparés et tdted 280 nm. Quatre composés
phénoliques purs Acide caféique (1), quercétiner(2ine (3) et lutéoline (4)) ont été utilisés
dans l'analyse HPLC comme des standards, leursstetaprétention sont de 12.44, 46.78,

55.36 et 57.37 minutes respectivement.

En comparant les temps de retention des compds&®liques standards avec les
pics des chromatogrammes de différents extraittysés I'acide caféique, quercétine, rutine
et lutéoline ont été détectés dans les extraitfaiekbes deT. vulgaris(figure 12 et 13) ; les
guantités trouvéedans les extraits agqueux sont de 196.70 , 81.3.3@8t 100.28.9/g ;
dans les extraits hydro-alcoolique, elles sont @é&.50, 222.17, 916.02 et 280.21 pg/g

respectivement (tableau 5).
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Figure 12: profil chromatographique de I'extrait aqueux @mslles deT. vulgaris
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Figure 13: profil chromatographique de I'extrait hydro-alciople des feuilles d&. vulgaris
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Tableau 5 : Les quantités des composés phénoliques détectédadaextraits analysés a 280 nm par HPLC.

Standardg/@) Acide caféique Quercétine Rutine Lutéoline
Extraits
Extrait aqueux. vulgaris 196.70 81.54 285.36 100.28
Extrait aquewA. triphylla ND 740.49 ND ND
Extrait aquewP. lentiscus ND ND ND 101.67
Extrait aquewO. europaea ND ND 146.68 22.30
Extrait aqueuxl. foenum-graecum 116.18 ND ND ND
Extrait hydro-alcooliqud . vulgaris 521.50 222.17 916.02 280.21
Extrait hydro-alcooliqué\. triphylla ND 1525.29 ND ND
Extrait hydro-alcooliqué. lentiscus 35.92 ND ND 128.08
Extrait hydro-alcooliqu®. europaea ND ND 21.03 464.91
Extrait hydro-alcooliqud . foenum-graecum 138.38 436.96 ND ND

ND: non détecté
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Une quantité de I'acide caféique de 517 £ 0.54 @@gla éte trouvée par Wojdyto et
al., 2007 avec I'extrait méthanolique de vulgaris alors que la quecétine et lutéoline n’ont
pas été détectées. L'étude ddirbilescu etal., (2007) a montré les quantités de l'acide
caféique et lutéoline dans I'extrait de vulgarisapres hydrolyse de la plante, les quantités

sont de 436.4 et 658.8 mg/100g respectivement.

Dans les extraits aqueux (figure 14) et hydro-@iqoe (figure 15) des feuilles
d’A. triphylla, la quercétine a été détectée a des temps de oftedei 46.15 et 46.67 min
avec des quantités de 740.49 et 1525.29 ug/g riesgeent. La lutéoline a été détectée dans
I'extrait aqueux des feuilles d& lentiscusa un temps de rétention de 56.372 min (figure 16)
avec une quantité de 101.67 pg/g. L'extrait hydooa@ique des feuilles d@. lentiscusa
révélé la présence de l'acide caféique et de Eolute a des temps de rétention de 12.76 et

57.54 min (figure 17) avec des quantités de 36t928.08 ug/g respectivement (tableau 5).
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Figure 14 : profil chromatographique de I'extrait aqueux tmaslles d’A. triphylla.
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Figure 15 : profil chromatographique de I'extrait hydro-alcople des feuilles &. triphylla.
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Figure 16 : profil chromatographique de I'extrait aqueux tmslles deP. lentiscus
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Figure 17 : profil chromatographique de I'extrait hydro-alciople des feuilles de.

lentiscus

La rutine et la lutéoline ont été détectées dandriait agueux des feuilles@:
europaeaa des temps de retention de 55.36 et 56.27 ngorfil8) et dans I'extrait hydro-
alcooliqgue a 55.06 et 57.49 min (figure 19) respeatent ; les quantités trouvées dans
I'extrait aqueux sont de 146.68 et 22.30 ug/g ;sd&xtrait hydro-alcoolique, elles sont de
21.03, 464.91 pg/g respectivement (tableau 5).

Page | 60



Partie expérimentale Résilt et discussion

0,070

0,050

0,050

0,040

0 ,0=0+

0,020

o o010
0,000 L—._._L.U‘ll_)\._-\_/\

—_— G —————————
o.o0 10 00 2000 30,00 40,00 5000 s50.00 Fo.00 S0 00

Minute s

Figure 18 : profil chromatographique de I'extrait aqueux tmslles dO. europaea
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Figure 19 : profil chromatographique de I'extrait hydro-alciople des feuilles @.

europaea

Des teneurs en acide caféique et en rutine (22@3.3 et 495.9 £12.2 mg/kg) ont
été enregistrées avec I'extrait aqueux des feudll€s europaed.. Cv. Cobrancosa (Pereira
et al., 2007). L'étude de Muji et al., 2011 menée sur l'analyse par HPLC de I'extrait
méthanolique des feuilles@: europaeaécoltées de trois régions de la Croatie montrelgue
guantité de I'acide caféique est de 1.1 + 0.140091 et 2.0 + 0.1 mg Eq Q/g et la quantité de
lutéoline est de 17.4 + 0.2, 29.4 + 0.2 et 40.2.3 g Eq Q/g pour les régions Istarska
bjelica, Rosinjola et Buza respectivement.

Parmi les quatre composés phénoliques standailistsyt I'acide caféique a été
détecté dans I'extrait aqueux des graines déoenum-graecura un temps de rétention de
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12.713 min (figure 20), la quantité trouvést de 116.18 pug/g. En revanche, l'acide caféique
et la quercétine ont été détectés dans I'extraitdvalcoolique des graines de fenugrec a des
temps de rétention de 12.44 et 46.99 min (figure&kc des teneurs de 136.38 et 436.96

Kg/g respectivement (tableau 5).
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Figure 20 : profil chromatographique de I'extrait aqueux desirges del. foenum-graecum

0,040

Id

0,030

= 00204

0,010

1 a.

0000 —hba |

T T T T T T T
1000 20,00 Jooo 4000 0,00 B0 ,00 70,00
linutes

Figure 21 : profil chromatographique de I'extrait hydro-alciople des graines de foenum-
graecum

L’étude de Wojdyto etl., 2007 a montré que les teneurs en quercétine let@&oline
de I'extrait méthanolique d&. foenum-greecursont de 2.95 + 1.23 et 512 + 1.02 mg/100g
respectivement. Dua al., 2013 ont quantifié les composés phénoliques daxsrait
méthanolique des graines de foenum-graecumes quantités de I'acide caféique et de la
guecétine enregistrées sont de 164.550 et 215 §frespectivement.
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Les différences constatées dans les gésutes composés phénoliques par rapport a la
bibliographie peuvent étre dues au procédé d’extraappliqué, la température utilisée ou la
polarité des solvants. D'autre part, I'influencel'degine de provenance géographique des

échantillons et aussi I'année de la collecte, ng pas étre exclue (Meirinhosadt, 2005).
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2/ Activités biologiques des extraits
2-1/ Activité antibactérienne des extrts

Les résultats des diametres des zones d’inhibdes différents extraits des plantes
testés sur la gamme des bactéries pathogénesepoésentés dans le tablealés extraits
des plantes exercent un effet inhibiteur sur letdvees pathogenes d’une maniéere différente
selon la plante et le solvant utilisé dans la prajp@n des extraits. Les extraits aqueux ont
montré une activité antibactérienne modérée aveawenetres des zones d’inhibition allant
de 07.00 £ 0.8 jusqu’a 16.00 = 1.0 mm.

Les grandes zones des inhibitions ont été constatiéezCitrobacter freundiiet P.
vulgaris avec les extraits aqueuxAd’ triphylla et deT. vulgaris, les diametres des zones
d’inhibition sont de 16.00 + 0.1 et de 16.00 = In@m respectivement, suivi par
Staphylococcus aurelSTCC25923 Proteus mirabiliset Escherichia coliIATCC25922 qui
sont sensibles a I'extrait aqueux Hevulgarisavec des diametres de 15.00 £ 1.0, 15.00 £ 0.7
et de 14.00 £ 00 mm respectivement. L'extrait agua'd. triphylla a pu inhiber la bactérie

Proteus mirabilis le diametre est de 14.00 + 0.2 mm.

Tandis que la grande zone d’inhibition de I'extrafjueux deP. lentiscusa été
constatée avec la bactéi@trobacter freundii le diametre de la zone d’inhibition est de
12.00 £ 0.1 mm. En revanche toutes les bactériésoganes étudiées ont prouvé une
résistance vis-a-vis des extraits aquel.duropaeat deT. foenum-graecuiftableau 6).

Les extraits hydro-alcooliques ont exercé un effbibiteur faible, les diametres des
zones d’'inhibition varient entre 07.00 £ 0.9 etQB8+ 1.0 mm. Les bactéries testées ont
montré une résistance vis-a-vis de I'extrait hydiaeolique dO. europaeeet deT. foenum-
greecum; alors quEscherichia coliest |égerement sensibile a I'extrait hydro-alapadi deT.

foenum-graecuravec un diametre de 11.00 = 0.0 mm.

Les grandes zones d’inhibition ont été enregistedes |'extrait hydro-alcoolique de
P. lentiscussis a vis deProteus vulgariet deSalmonella typhimuriunies diametres sont de
13.00 £ 1.0 et 13.00 + 00 mm respectivement. Lésagx hydro-alcooliques dE. vulgariset
d’A. triphylla ont inhibé les bactériesStaphylococcus aureus, Citrobacter freunei
Salmonella typhimuriunavec des diamétres de 12.00 +0.3, 11.00 + 0.5 €014 0.1 mm

respectivement (tableau 6).
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Tableau 6: Résultats des diametres des zones d’inhibitioresraits des plantes testés sur les bactériesgatles étudiées.

Bactéries E. coli S.aureus C.freundii P.aeruginosa P. mirabilis P. vulgaris S. typhimurium E. coli S. aureus P. aeruginosa
Extraits ATCC25922 ATCC25923 ATCC 27853
AqT.vulgaris 10.00+1.0 11.00+0.5 11.00+0.5 10.00+1.0 0@%0.7 16.00+1.0 11.00 + 00 14.00 + 00 15.00¢ 10.00+£ 0.3
Aqg A. triphylla 09.00+00 11.00+£0.3 16.00+0.1 120005 04®.2 09.00x04 12.00 £ 00 11.00+0.2 11.an2 11.00£0.0
Aq P. lentiscus 09.00+1.0 10.00+0.0 12.00+0.1 08.00+0.4 00& 1.0 08.00+0.0 08.00 £ 0.7 09.00+0.2  0%@O 08.00 £ 0.0
Aq O. europaea 09.00+0.0 00.00+0.0 00.00+0.0 00.00+0.0 00&0.0 00.00+0.0 00.00 £ 0.0 00.00+£0.0  0G@O 00.00 £ 0.0
Aq fenugrec 00.00+0.0 08.00+0.0 07.00+0.8 00.00+£0.0 00A0.9 00.00x0.0 00.00+0.0 00.00+0.0 0G:@0 00.00+£0.0
Hy T.vulgaris  09.50+0.5 12.00+0.3 10.00+00 08.00+00 1@&@5 09.00+0.3 11.00+0.1 10.00£0.2 10.00% 08.00+1.0
Hy A. triphylla  08.00+0.2 11.00+0.2 11.00+0.5 0850%x0.5 0@&®00 0850+0.5 11.00x0.1 09.00£0.7 10.90% 09.00+£0.2
Hy P. lentiscus 11.00+1.0 12.00+0.5 10.00+0.5 10.00+1.0 00@* 0.7 13.00%1.0 13.00 £ 00 11.00£0.0 11.5D%* 10.00+£ 0.5
Hy O. europaea 09.00+0.0 00.00+0.0 00.00+£0.0 00.00+0.0 0@& 0.0 00.00z0.0 00.00 £0.0 00.00+£0.0  0G@O 00.00 £ 0.0
Hy fenugrec 11.00+0.0 00.00+0.0 08.00+x0.0 00.00+0.0 00&0.9 08.00+0.0 00.00+0.0 08.00+0.0 0G:@0 00.00+£0.0

Aq : Extrait aqueux.

Hy : Extrait hydro-alcoolique.

* Pour les résultats du test négatif (Eau, DMS@®Yiamétre de la zone d'inhibition est 00.00 £ @0.m

Page | 65



Partie expérimentale Résu$ et discussion

Abu-Shanab eal., (2004) ont testé les extraits éthanoliques et axqule T. vulgaris
surB. subtilisATCC 6633 ePseudomonas aerugingds ont trouvé des diametres des zones
d'inhibition allant de 06.00 a 20.00 mm. L'étudenée par Shan et., (2007) a montré que
les diamétres des zones d'inhibition enregistréd'g@erait méthanolique d&. vulgarissur
Bacillus cereus Listeria monocytogenesStaphylococcus aureusEscherichia coli et
Salmonella anatursont de 09.00, 07.70, 08.80, 04.60, 06.60 et OTu30respectivement. En
revanche Cheurfa al., (2013) ont montré que I'huile essentielleTdevulgaris a exercé une
forte activité antibactérienne sur des bactériésquenes responsables de gastroentérites avec

des diametres des zones d’inhibition allant jusg&#®0 + 0.30 mm.

Alanis etal., (2005) ont testé les extraits aqueux de difféeptantes sur une gamme
de bactéries pathogénes, ils ont constaté quealieatjueux dA. triphyllan'a aucun effet sur
Escherichia coli ATCC 2592&higella flexneril, Shigella flexner2, Salmonella sp- 1, et

Salmonella sp- 2.

Le méme résultat a été noté par Hossaml.e{2011) pourlListeria monocytogenes
(NCIMB 50007),Escherichia coliATCC 25922)Pseudomonas aerugino$@AICC 21) et
Salmonella typh{CAICC 31) avec I'huile essentielleAd’triphylla. L'étude de Bhattacharjee
et al., (2011) a montré que l'extrait éthanolique @erodendron inermé.. (Verbenaceae)
présente un effet inhibiteur s@. aureusB. subtiliset E. coli , les diametres des zones
d’inhibition sont de 11.67 + 0.33, 14.00 £ 0.58 &t00 *+ 0.58 respectivement.

Tohidi etal., 2011 ont testé I'extrait méthanolique leatlanticasur S. aureuset S.
epidermidis ils ont enregistré des diametres des zones 8iitdm qui ne dépassent pas les
10.00 mm. En revanche, I'étude de Djenanalef(2011) a montré que I'huile essentielle de
P. lentiscusa exercé un effet inhibiteur vis-a-vis Histeria monocytogeneSECT 935 avec

un diametre de zone d’inhibition de 19.75 + 3.2 mm.

Balaabirami efal., (2012) ont testé les extraits des feuiltes Catharnthus roseus
(Apocynaceées), ils ont trouvé que l'extrait aquatxbutanolique n’ont aucun effet sur les
bactéries testées, par contre les diametres desszdimhibition de 08.00 mm ont été
enregistrés avec l'extrait méthanolique et éthapeli avecKelbsiella oxytocaet Proteus

mirabilis respectivement.
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Korukluoglu etal., (2010) ont testé différents extraits des feuitl&d. europaeasur
une gamme des bactéries, ils ont trouvé des résudtmilaires a nos résultats, I'extrait
agueux n’'a aucun effet, par contre I'extrait aciéoe a pu inhiber les bactéries suivantes :
Salmonella enteritidis Bacillus cereus Klebsiella pneumonige Escherichia coli

Enterococcus faecali$treptococcus thermophilesLactobacillus bulgaricus

Des résultats similaires ont été trouvés par Daistale (2011) avec [I'extrait
méthanolique deT. foenum-greecum contre Pseudomonas sppShigella dysentiriae
Salmonella typhet E. coli, les diametres sont de 10 £ 0.81, 09 + 0.50, 085 et 07 + 0.23
mm respectivement. Premanathaét (2011) ont testé differenesxtraits des feuilles d&.
foenum-greaecunsur Escherichia coli Proteus mirabilis Klebsiella spp Staphylococcus
aureus Pseudomonas aeruginosaEnterobacter aerogendls ont trouvé des diamétres des
zones d’inhibition qui ne dépassent pas 08.00 mee s extraits aqueux, chloroformique et

héxanique.

Les extraits aqueux des plantes, malgré leurs teraibbles en composés phénoliques,
montrent une activité antibactérienne remarquabtda peut étre expliqué par le caractere
autant qualitatif que quantitatif des composéseamssdans I'extrait aqueux, car l'efficacité
d’'un composé phénolique dépend de ses propriétgsicohchimiques et de sa structure
hétérogene (Basli ai., 2012).

Les antibiotiques ont pu exercer un effet inhihitsur les bactéries testées avec des
diamétres des zones d’inhibition allant de 15.@DGtjusqu’a 52.00 £ 0.0 mm, la grande zone
d’inhibition a été constatée avec la Pénicillineteds. aureusPar contre plusieurs bactéries
sont résistantes vis-a-vis dastibiotiques testés, c'est le cas & aureusATCC25923,S.
aureuset P. mirabilis avec la Kanamycind?. aeruginosaet P. mirabilis avec la Pénicilline.

La méme résistance a été constatée avec I'Oxaciin’Ampicilline vis-a-vis de toutes les

bactéries a I'exception d8. aureuset S. aureusATCC25923respectivement (Annexe I).
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D’apres les résultats obtenus de Il'activité antdréenne des extraits, on déduit que
guelques extraits ont montré une activité antdréganne modérée qui est due aux différents
composés phénoliques présents dans leurs composhimique, citons I'acide caféique qui
est efficace contre les bactéries (Brantnex.etl996), et la quercétine qui exerce une activité
antibactérienne contre presque toutes les bactesg®nsables des problemes respiratoires,

gastro-intestinaux et urinaires (Rigan@kt 2006).

L’activité antibactérienne des extraits de plardssdue a la présence des différents
agents chimiques, la variation de la compositioimajue explique donc les variations
observées dans l'activité antibactérienne des iextdiune méme plante ou de plantes
différentes. L’efficacité optimale d’'un extrait gene pas étre due a un constituant actif

principal, mais a lI'action synergique de différecdsnposés (Essawi, 2000).

Les composés phénoliques, en particdés flavonoides sont reconnus par leur
toxicité contre les micro-organismes. Le mécanisimda toxicité peut étre lié a l'inhibition
des enzymes hydrolytiques (protéases et des catlades et autres interactions) pour
inactiver les adhésines microbiennes, les protéoeedransport et I'enveloppe cellulaire
(Cowan, 1999).

En outre, leur activité antibacténenest probablement due a leur capacité a se
complexer avec les protéines extracellulaires et geotéines solubles et de former un
complexe avec les parois des cellules bactériemugsprovoque une perturbation des

membranes bactériennes (Tsuchiyalgtl996).

Dans une enquéte sur I'action antimicrobienne gedpolis, Mirzoeva edl., (1997)
ont montré que les flavonoides, et la quercétinevgmuent une augmentation de la
perméabilit¢ de la membrane bactérienne interneurst perturbation du potentiel
membranaire. Salvatore &t, (1998) ont rapporté que le « flavanone lonchoca#w inhibe
la synthese macromoléculaire daBacillus megateriumet que la synthése de I'ARN, de

I'ADN, la paroi cellulaire et des protéines ont ttétes inhibées.

Mori etal., (1987) ont montré que la synthese de I'ADN a@t&ient inhibée par les
flavonoides danBroteus vulgaristandis que la synthese de I'ARN a été la plushtée chez
S. aureus Les flavonoides présentant cette activité somtinggine, myricétine et (-)
épigallocatéchine. La synthése des protéines dipldss ont été également touchées.
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Les auteurs suggerent que l'anneau B des flavamgieeit jouer un role dans
I'intercalation ou une liaison hydrogéne avec Iegpidements des bases d'acide nucléigue et
gue ceci peut expliquer une action inhibitrice kusynthése de I'ADN et de 'ARN. Plus
récemment, Plaper at., (2003) ont indiqué que la quercétine se lie dlessunitéGyr Bd'E.

coli et I'ADN gyrase inhibe 'activité de I'enzyme ATdea

Les tanins, un groupe de substances phénoliqugmprds sont trouvés dans presque
chaque partie de la plante: écorce, le bois, ledlds, les fruits et les racines. Dans le tissu
végétal, les tanins sont synthétisés et accumyléss aine attaque microbienne. Leur mode
d'action antimicrobienne peut étre liée a leur ca@an inactiver les adhésines microbiennes,
les enzymes, et les protéines de transport, a cduse propriété connue sous le nom
astringence (Ojala ai., 2000).

Scalbert a examiné les propriétés antimicrobiedlesganins en 1991. Il a énuméré 33
études qui avaient documenté les activités inlilei$rdes tanins. Selon ces études, les tannins
peuvent étre toxiques pour les bactéries et aumsi lges champignons filamenteux et les

levures

Les terpeénes sont une classe importante et vagi@@mposés organigues construits a
partir des sous-unités de l'isoprene, tandis quéeigpénoides sont des analogues des terpenes
contenant un oxygene. Selon le nombre des soudsudg l'isoprene, il ya monoterpenes
(C10), sesquiterpenes (C15), diterpenes (C20¢rpenes (C30) et polyterpenes (Kovacevic,
2004). Le mécanisme d'action antibactérienne dggernes est leur implicatiodans la
perturbation des membranes (Mendozal et1997).
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2-2/ Activité antioxydante des extraits
2-2-1/Test au DPPH

Le Diphényle picryl-hydrazyle (DPPH) est un radililate stable, violet en solution et
présentant une absorbance caractéristique a 517Cette couleur disparait rapidement
lorsque le DPPH est réduit en diphényle picryl-lagilne par un composé a propriété anti-

radicalaire (Sanchez-Moreno, 2002).

L’IC50 est inversement liée a la capacité antioxydal’'un composé, car elle exprime
la quantité d'antioxydant requise pour diminuerdacentration du radical libre de 50 %. Plus

la valeur d’IC50 est basse, plus l'activité antabeyte d'un composé est grande.

La détermination de I'activité antioxydante dedétiéntsextraits par le test au DPPH
a revélé que l'extrait hydro-alcoolique des feusillde P. lentiscusa montré une activité
antioxydante significativeR < 0,05 avecunelC50 de 18.75 £ 0.01 mg/ml ; I'extrait aqueux
de la méme plante a aussi enregistré un effetyatant significatif P < 0,05 avec une
IC50 de 23.32 + 0.00 mg/ml (Figure 22).

Les extraits hydro-alcooliques et aqueux des fesitdA. triphylla et deT. vulgaris
ont des IC50 significativement supérieurBs<{ 0,05 a celles trouvées avec les extraits des
feuilles deP. lentiscus les valeurs sont de 23.52 + 0.035, 27.73 + 0.@3/08 + 0.002 et
30.38 £+ 0.008 mg/ml respectivement. Les IC50 dedragg dA. triphylla sont

significativement inférieured?(< 0,095 aux IC50 des extraits de vulgaris(Figure 22).

L'extrait agueux des graines de foenum-greecuna montré une faible activité
antioxydante avec uné&C50 de 95.32 + 0.07 mg/ml. Cette valeur est sigaifvement
supérieure B < 0,09 aux IC50 trouvéeavec |'extrait hydro-alcoolique (90.02 £ 0.03 mg
/ml) des graines d€. foenum-graecuret les extraits hydro-alcooliques (69.15 + 0.@&gy/ml)
et aqueux (92.04 £ 0.04 mg/ml) des feuille©deuropaeales IC50 des extraits dE.
foenum-graecumsont significativement supérieure® (< 0,05 aux IC50 des extraits
d’'O.europaea.Le BHT a présenté unC50 de 06.95 = 0.002 mg/ml significativement

inférieur P < 0,095 aux IC50 de tous les extraits testés (Figure 22).
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Figure 22 : Les valeurs d’IC50 (mg/ml) des différents extragstés.

KulSic etal., (2006) ont testé I'activité antioxydante des infas deT. vulgarisetT.
serpyllum ils ont trouvé des IC50 de 0.30 et 0.45 g/l reipement. L’étude de Hinneburg et
al., (2006) a montré que I'extrait @cimum basilicumLamiaceae) a présenté une grande
activité antioxydante avec une IC50 de 12.0 £ Ovidml. En revanche, Stankovic &k,
(2011) ont testé des extraits des différentes gsmdeTeucrium montanurh., ils ont trouvé
des IC50 de 77.94 + 1.14, 272.19 + 2.91 et de &&5.12 pg/ml avec les extraits

acétonique, acétate d’éthyle, éther de pétroleemsement.

El-Hela et Abdullah, (2010) ont étudié [lactiviténteoxydante de [I'extrait
méthanolique de la partie aérienne des plavebena tenaraVerbena regdeet Verbena

venosails ont enregistré des valeurs d’'IC50 de 1.3#8 @t 0.02 mg/ml respectivement.

Tandis que I'étude menée par Deviat, (2010) sur la plante entiére dstsea
glutinosa (Lauraceae) a montré que I'IC50 de I'extrait métimue de cette plante est de

30.24pug/ml.
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Acharya etal, (2011) ont évalué Il'activité antioxydante des ait$r bruts de cing
génotypes des graines de foenum-graecurpar plusieurs méthodes, avec la méthode de
DPPH les IC50 trouvées sont de 34.10 + 3.21 pgdmi909 + 2.05 upg/ml, 36.51 + 4.01
pg/ml, 39.99 £ 5.00 ug/ml et de 8.05 £ 4.63 pg/mlumples génotypes L3375, Tristar,
P1143504, Amber et L3068 respectivement.

2-2-2/ Méthode de blanchissement deflecarotene

Dans la méthode de blanchissement de-aaroténe, I'oxydation de I'acide linoléique
génere des radicaux libres due a l'abstraction @tame d'hydrogéne a partir des groupes
meéthyléene de l'acide linoléique (Kumaran et Karamak, 2006), puis le radical libre va

oxyder lep -caroténe hautement insaturée.

La présence des antioxydants dans I'extrait pedeeninimiser I'oxydation d@ —
carotene par les hydro-peroxydes. Les hydro-pemxybrmés dans ce systeme seront
neutralisés par les antioxydants des extraits @dagtal., 2009). Donc cette méthode est
généralement utilisée pour évaluer l'activité anitante des composés dans des émulsions

accompagneés de I'oxydation du 3-carotene et ddd'éinoléique.

L’extrait hydro-alcoolique des feuilles A’ triphylla a montré 'activité antioxydante
significativement P < 0,05 la plus élevée par rapport aux autres extragit®s$e Les valeurs
des pourcentages de l'activité antioxydante desa#sthydro-alcooliqgue et aqueux des
feuilles d’A. triphylla sont de 88.13 + 0.15 et 82.87 = 0.14 % respectventCes valeurs sont
significativement P < 0,05 supérieures a celles trouvées aves les extdatsfeuilles df'.
vulgaris qui ont enregistré des pourcentages de 79.37161.23.92 + 0.10 % respectivement
(Figure 23).

L’activité antioxydante de I'extrait hydro-alcoolig des feuilles dB. lentiscug73.45
+ 0.00 %) est significativemenP (< 0,05 supérieure a l'activité antioxydante de I‘extrait

agueux de la méme plante (62.18 + 0.02 %).

Les extraits hydro-alcoolique et aqueux des feull®. europaeaet des graines de
foenum-graecunont montré des pourcentagds I'activité antioxydante significativemer (
< 0,05) inférieure par rapport a I'activité antioxydamles extraits précédents, les valeurs sont
de 54.98 + 0.03, 50.87 + 0.09, 54.70 + 0.01 et B21.00 % respectivement. Notons que
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lactivité antioxydante de [I'extrait aqueux des iges de T. foenum-greecumest
significativement P < 0,05 supérieure a celle trouvée avec l'extrait aqudes feuilles
d’'O.europaeapar contre il n y a pas de différence signifieatP > 0,095 entre I'activité
antioxydante des extraits hydro-alcooliqueéOd’europaeaet de T. foenum-greecumCes
valeurs sont significativement inferieurdd € 0,05 par rapport au BHT ou l'activité anti-

oxydante est de 96.19 = 0.19 % (Figure 23).

BHT
Extrait hydro-alcooligue A. triphyll,
Extrait aquewx A. triphylla
Extrait hydro-alcooligue T. valgars
Extrait aqueux T. vulgari

Extrait hydro-alcooligue P. jentiscy

Extraits

Extrait aqueux P. lentiscus
Extrait hydro-alcooligue 0. europae
Extrait hydro-alcooligue T. foenum-graacun

Extrait aquewx T. foenum-grascun

Extrait agueux Q. eyropae

T I T | ]
0,00 20,00 40,00 0,00 80,00 100,00
Le % de 'activité antioxydante

Figure 23 : Le pourcentagée I'activité antioxydante des extraits

Selon Liyana-Pathirana et Shahidi (2006), un extrpii retarde ou inhibe le

blanchissement dgi -carotene peut étre décrit comme un piégeur deaax libres et comme

un antioxydant secondaire.

Kubola et Siriamornpun, (2008) ont testé I'activagtioxydante de I'extrait aqueux
des feuilles, tiges, fruit vert et fruit mar ddomordica charantiaL. (Cucurbitaceae), ils ont
trouvé avec la méthode de blanchissement de-tarotene des valeurs de [l'activité
antioxydante de 63.9 £ 0.71, 36.2 £ 0.59, 79.9/0@t 59.0 + 0.44 % respectivement.
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2-2-3/ La capacité anti-oxydante totale

La capacité anti-oxydante totale a été mesuréemapectrophotometre en utilisant la
méthode de phosphomolybdate qui est basée sudiectién de Mo (VI) en Mo (V) en
présence des antioxydants et la formation d’'un d¢exepphosphate/ Mo (V) d’'une couleur
verte mesuré a 695 nm. La capacité anti-oxydant@letodes extraits est exprimée en

milligrammes d’équivalent d'acide ascorbique pangne d’extrait (mg Eq AA/g d’extrait).

Les extraits hydro-alcoolique et aqueux des fesilt/A. triphylla ont montré la
capacité antioxydante totale la plus éleviee<(0,05 avec des valeurs de 270.13 + 0.00 et
173.50 £ 0.04 mg Eq AA/g d’extrait respectivemesttivis par les extraits hydro-alcoolique
des feuilles dg vulgariset P. lentiscugP < 0,09, les valeurs de la capacité antioxydante
totale trouvées sont de 154.30 + 0.01 et 141.79D@ thg Eq AA/g d’extrait respectivement
(Figure 24).

La capacité antioxydante totale de I'extrait aquées feuilles d&. vulgarisest de
133.88 + 0.01 mg Eq AA/g d'extrait, elle est sigrativement inférieureR < 0,05 aux

valeurs des extraits cités précedemment.

L’extrait hydro-alcoolique dD. europaeaa présenté une capacité antioxydante totale
significativement supérieureP (< 0,05 aux capacités antioxydantes totales des extraits
agueux des feuilles de. lentiscuset d'O. europaeales valeurs enregistrées sont8#%63 +
0.02, 79.71 £ 0.00 et 75.75 = 0.06 mg Eq AA/g daiktrespectivement. Par contre les
extraits hydro-alcoolique et aqueux Tefoenum-graecumnt montré la capacité antioxydante
totale la plus faibleR < 0,05 avec des valeurs de 46.81 + 0.00 et 39.77 + d@4£q AA/g
d’extrait respectivement (Figure 24).

En revanche, tous les extraits des plantes testéesnregistré des valeurs d'une
capacité antioxydante totale significativement iiigfidgre @ < 0,05 a la valeur obtenue avec
le BHT qui est de 401.01 + 1.24 mg Eq AA/g (Fig@d.
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Figure 24 : La capacité a

Blazekovt et al., (2010) ont
aériennes deavandula intermediatL
capacité antioxydante totale de 274

ntioxydante totale en mg EAA/g d'aitr

étudié I'activité antioxydante de diéfdtes parties
avandula angustifoligLamiaceae), ils ont trouvé une
.18 = 5.07 6t72+ 8.99 mg EAA/g avec les extraits

éthanoliques dé. angustifoliaetL. intermediarespectivement. Ces résultats sont similaires a

ceux trouvésvec I'extrait hydro-alcoolique des feuilld®\. triphylla.

Maskovi et al., (2012), ont

acétonique, chloroformique, acétat

trouvé une capacité antioxydante plesr extraits
e d’éthyle eteréthétroligue de la plantélalacsya

sendtneri(Boraginaceae) avec des valedes 98.45 + 0.98, 89.75 = 0.25, 94.34 + 0.43 et

79.94 £ 0.541g AA/g respectivement,

ces résultats ne concompantavec les nétres.
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2-2-4/ Méthode de FRAP

Le potentiel antioxydant des extraits testés adétérminé par la méthode de FRAP
basée sur I'aptitude des antioxydants présentés ldarextraits a réduire le TPTZ-Fe (lll) a
TPTZ-Fe (Il).Les résultats ont été exprimés en sdke F&'/ g d’extrait.

Le potentiel antioxydant le plus élevé € 0,05 a été constaté avec les extraits hydro-
alcoolique (61.37 + 0.00 moles de Fe2+/ g d’eRtraet aqueux (42.37 £ 0.00 moles de
Fe2+/ g d'extrait) des feuilles d@. lentiscus Le potentiel antioxydant de I'extrait hydro-
alcoolique (22.87 + 0.00 moles de Fe2+/ g d'eltrdies feuilles deT. vulgaris est
significativement supérieur® (< 0,05 au potentiel antioxydant de I'extrait aqueux R0+
0.00 moles de Fe2+/ g d’extrait) de la méme plaiors que le potentiel antioxydant de
'extrait agueux (12.88 = 0.00 moles de Fe2+/'gxuait) des feuilles dA. triphylla est
significativement supérieuP(< 0,05 au potentiel antioxydant de I'extrait hydro-altqae
(06.62 + 0.00 moles de Fe2+/ g d’extrait) de lamadlante (Figure 25).

Les résultats obtenus avec la méthode de FRAPIeatrait hydro-alcoolique (07.53
+ 0.06 moles de Fe2+/ g d’extrait) des feuille®.deuropaeaet I'extrait aqueux (07.53 *
0.04 moles de Fe2+/ g d’extrait) des graine3 dmenum-graecummontrent qu’il n y a pas

de différence significative®(> 0,05 entre le potentiel antioxydant de ces deux etstrai

Le potentiel antioxydant de I'extrait hydro-alcaple des graines dé. foenum-
graecum(05.00 + 0.01 moles de £&g d’extrait) est significativement supérieure < 0,05
au potentiel antioxydant de I'extrait aqueux daslies d'O. europaed04.01 £ 0.01 moles de
Fe?*/ g d'extrait) (Figure 25).
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Figure 25 : Le potentiel antioxydant (moles de’Heg d’extrait).

Des valeurs de potentiel antioxydant inférieurex adtres ont été trouvées par
Sharma etl., (2009) avec les extraits des feuillesTdehosanthes dioic§Cucurbitaceae),
les fruits de Moringa oleifera (Moringaceae), les graines Hihblica officinalis
(Euphorbiaceae) et les racines aériennesicles bengalensiéMoraceae), les valeurs sont de

65+ 1.53, 51 + 2.08, 85 + 5.00 et 23 + 1,8 Fe**/ g respectivement.
2-2-5/ Méthode de FTC

La méthode de FTC mesure la quantité de peroxyddufr pendant les phases
initiales de l'oxydation des lipides. Le pourcemtadfinhibition de la peroxydation des
différents extraits des plantes et les composéxiatds a été déterminé par la méthode de

FTC dans un systeme d'acide linoléique.

Le pourcentage d’'inhibition de la peroxydation néfigativement le plus élevéP(<
0,05 a été constaté avec les extraits aqueux dedefeuieT. vulgariset dA. triphylla, les
valeurs sont de 62.30 + 0.00 et 59.61 + 0.01 %ufi€i@6).
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L’extrait hydro-alcoolique (54.95 + 0.00 %) des iflas de T. vulgaris et agueux
(54.78 £ 0.00 %) des feuilles &e lentiscusont présenté un pourcentage d’inhibition de la
peroxydation significativement inférieurB & 0,05 au pourcentage d’inhibition du standard
Acide gallique (59.28 £+ 0.00 %).

Les résultats de pourcentage d’inhibition trouvéscales extraits hydro-alcooliques
des feuilles dA. triphyllaet deP. lentiscusnontrent qu’il n y a pas de différence signifigati
(P > 0,059 entre le pourcentage d’inhibition de I'extraiydno-alcoolique dA. triphylla
(52.92 £ 0.00) et le standard Vitamine C (52.80.@00%) et aussi entre la vitamine C et
I'extrait hydro-alcoolique d@. lentiscug52.63 + 0.07 %).

Le pourcentage d’inhibition de la peroxydation xtrait aqueux (50.46 = 0.00 %)
des graines dé&. foenum-graecurast significativement supérieuP < 0,095 par rapport au
pourcentage d’inhibition de I'extrait hydro-alcamplie (43.92 £ 0.00 %) de la méme plante.
Par contre le pourcentage d’inhibition exercé fmutiait hydro-alcoolique (49.71 + 0.21%)
des feuilles dD. europaeaest significativement supérieuP (< 0,05 a celui trouvé avec
I'extrait aqueux (45.95 £ 0.00 %) de la méme p@aRtigure 26).
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Extrait aguewx T, foenum-grascun
Extrait hydro-alcooligue O, europae
Extrait aguewx O. europae

Extrait hydro-alcooligue T. foenum-grascun
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Le % dinhibition de la peroxydation (méthode FTC)

Figure 26 : Résultats de pourcentage d’inhibition de la pedakipn.

Shrififar etal., (2003) ont testé la capacité de difféerents exrdiDtostegia persica
(Labiatae) qui ont inhibé la peroxydation des lgggar la méthode de FTC, les pourcentages
d’inhibition trouvés apres 60h sont de 95.87 + P5 + 0.013 et 1.9 + 0.021 % pour les

extraits méthanolique,héxanique et chloroformiqespectivement.

D’aprés les résultats obtenus (tableau 7) poutiViéé antioxydante des différents
extraits, on constate qu’'avec la majorité des nuhples extraits hydro-alcooliques ont
présenté la meilleure activité antioxydante, ad&ption de la méthode de FTC ou les extraits
aqueux ont montré I'activité antioxydante la plievée. Cette constatation a été affirmée par
plusieurs études qui ont montré que les extrajieeax des plantes médicinales ont une
activité antioxydante la plus élevée contre la pgdation des lipides avec la méthode de
FTC (Al-Nageeb edl., 2009 ; Rezaeizadeh &t, 2011).

Page | 79



Partie expérimentale Résu$ et discussion

Tableau 7 :Activité antioxydante des différents extraits penrg méthodes.

Méthodes Test au DPPH blanchissement de la Capacité anti-oxydante FRAP FTC
Extraits (IC50 mg/ml) p-carotene (%) totale (moles de Fé/ g (% d'inhibition)
(mg EAA/ g d’extrait) d’extrait)
Extrait aqueux. vulgaris 30.38 + 0.008 73.92 +0.16 133.88 + 0.01 10.37 +0.00 62.30 + 0.00
Extrait aquewa. triphylla 27.73 + 0.007 82.87 +0.14 173.50 + 0.04 12.88 + 0.08 59.61 + 0.01
Extrait aquewP. lentiscus 23.32 +0.007 62.18 + 0.02 79.71 +0.00 42.37 +0.00 54.78 + 0.00
Extrait aquewO. europaea 92.04 +0.049 50.87 + 0.09 75.75 + 0.06 04.01 + 0.01 45.95 +0.00
Extrait aqueux . foenum-graecum 95.32 + 0.07H 52.17 + 0.00 39.77 +0.04 07.53 +0.04 50.46 + 0.08
Extrait hydro-alcooliqud. vulgaris 25.08 + 0.002 79.37 +0.24 154.30 + 0.01 22.87 +0.00 54.95 + 0.00
Extrait hydro-alcooliqué\. triphylla 23.52 + 0.03% 88.13+0.18 270.13 + 0.00 06.62 + 0.08 52.92 + 0.00
Extrait hydro-alcooliqué®. lentiscus 18.75 + 0.01% 73.45 + 0.00 141.79 + 0.0 61.37 +0.00 52.63 + 0.07
Extrait hydro-alcooliqu®. europaea 69.15 + 0.063 54.98 + 0.08 82.63+0.02 07.53 + 0.06 49.71 +0.21
Extrait hydro-alcooliqud . foenum-greecum  90.02 + 0.035 54.70 + 0.0 46.81 +0.00 05.00 + 0.0% 43.92 + 0.0
Le BHT 06.95 + 0.002 96.19 +0.19 401.01 £ 1.23 / /
L’acide gallique / / / / 59.28 + 0.00
La vitamine C / / / / 52.80 + 0.08'

Valeurs avec la méme lettre minuscule c-a-d ne gasisignificativement différenteB%0,05).
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2-2-6La corrélation entre la teneur en phénols totaux efactivité antioxydante

Les composés phénoliques présents dans les plaotésdes bons antioxydants
naturels (Wangcharoen et Morasuk, 2007), nous awdéterminé les coefficients de
corrélation de Pearson (r) entre les differentéthodes de I'activité antioxydante et la teneur
en phénols totaux des extraits. Les résultats abterontrent une corrélation tres significative
(P < 0,07 entre Il'activité antioxydante par la méthode Bedhissement df- caroténe et la

teneur en phénols totaux avec un coefficient destadion (r) de 0.47 (figure 27)

Une corrélation tres hautement significative < 0,00) a été trouvée entre l'activité
antioxydante par la méthode de FRAP et la teneysh&mols totaux avec un coefficient de
corrélation (r) de 0.87 (figure 28)a capacité anti-oxydante totale montre une cdicgla

significative P < 0,05 avec la teneur en phénols totaux (r = 0.43) (éd20)

L'activité antioxydante des extraits testés petrte éattribuée aux composés
phénoligues comme I'acide caféique, quercétineitate. Il 'y a pas eu deorrélation entre
I'activité antioxydante avec la méthode de FTC eblgenu phénolique total (figure 30). En
revanche, une corrélation négative a été trouvée kvtest du DPPH (r= -0.7%;< 0.00)
(figure 31).

Nuage de Points (Feuille de donnéesl 10v*30c)
pp:b caro: r2=0.2176; r=0.4665; p = 0.0094; y =59.8085238 + 0.194599995*x

90

u)
=

b caro

50

45 i . ! . * pp : Phénols totaux.
20 0 20 40 60 80

b caro : B caroténe

pp

Figure 27 : Corrélation entre l'activité antioxydante par latinoéle de blanchissement
du B- caroteneet la teneur en phénols totaux.
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Nuage de Points (Feuille de donnéesl 10v*30c)
pp:frap: r2=0.7519; r=0.8671; p = 0.0000; y =-1.02657841 + 0.498062537*x

70

60 |

50

40 |

30

frap

20 |

10

10 . . . . .
-20 0 20 40 60 80

pp : Phénols totaux.

pp frap : méthode de FRAP

Figure 28 : Corrélation entre I'activité antioxydante par latinogle de FRAP et la

teneur en phénols totaux.

Nuage de Points (Feuille de donnéesl 10v*30c)
pp:CAT: r2=0.1891; r=0.4349; p =0.0163; y = 84.8506961 + 0.912753946*x

280

260 f
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20 H s s L L pp : Phénols totaux.
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CAT : capacité anti-oxydante
pp totale

Figure 29 : Corrélation entre la capacité anti-oxydante toétla teneur en phénols

totaux.
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pp:ftc: 2=0.0894; r=0.2989; p = 0.1086; y = 50.8058034 + 0.0509349176*x
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Figure 30 : Corrélation entre I'activité antioxydante par latihogle de FTC et la

teneur en phénols totaux.

Nuage de Points (Feuille de donnéesl 10v*30c)
pp:dpph: r2=0.6075; r=-0.7794; p = 0.00005; y = 78.9201903 - 0.767166259*x
100 T T T
o
o
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pp dpph : méthde de DPPH

Figure 31 : Corrélation entre I'activité antioxydante par latihogle de DPPH et la

teneur en phénols totaux.
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D’aprés les résultatde I'activité antioxydante des différents extraitss plantes, on
déduit que les antioxydants contenus dans leaitsxtnotamment les composés phénoliques

et les flavonoides étaient capables de piégernbiisaux libres et deéduire les oxydants.

L'activité antioxydante des composés phénoliquesiest flavonoides dépend des
facteurs suivants: la réactivité (agents donatdiHiset des électrons), la stabilité du radical
formé, la réactivité avec d'autres antioxydantscdpacité de coordonner les métaux de
transition, et l'interaction et la solubilité ales membranes (Barreirosadt, 2006).

Les flavonoides sont reconnus pour leurs nombreasigtés biologiques qui sont
attribuées en partie aux propriétés anti-oxydanlessont susceptibles de réagir avec la

plupart des especes réactives oxygenees (Fuhrnahni95).

L’'action anti-oxydante de ces phytonutriments nexeice pas seulement par
I'inhibition et la désactivation des radicaux libr@lle se manifeste aussi par la neutralisation
d’enzymes oxydantes et par la chélation des trdessions métalliques responsables de la

production des espéces réactives oxygénées (Cde0eo).

D’autres études ont montré que les flavonoides denbons inhibiteurs d’enzymes
responsables de la production des radicaux liboesnte la xanthine oxydase qui est une

source biologique importante du radical superoxytenasaki eal., 1994; Cos eal., 1998).

Les flavonoides sont également connus pour modiéer activités des enzymes
comme la protéine kinase C, la protéine tyrosinenase, aldose-réductase, la
myéloperoxydase, la NADPH oxydase, la xanthine asgdla phospholipase, la transcriptase
inverse, l'ornithine décarboxylase, lipoxygénaseyetooxygénase. Certaines de ces enzymes
sont impliguées dans les fonctions immunitaires,cédacérogenese, les transformations
cellulaires, la croissance tumorale et les métastata fonction antioxydante et la
modification d’action enzymatique des flavonoidespligguent beaucoup leurs activités
pharmacologiques (Kohimeier et Hastings, 1995i&aetal., 1998).

Le nombre de groupes hydroxyle phénoliques peuérjaun réle important dans
I'activité de piégeage des radicaux libres (Van écktal., 1993; Justino eal., 2004). Les
rapports de la littérature montrent que les compdsgroxyle dans la position ortho-

aromatique, comme la quercétine, ont une activitéaydante contre les ROS (Soobrattee et
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al., 2005). En présence @8, par exemple, des composés phénoliques tels griboF
quinol subissent une réaction de réduction a gémesertho-quinones et de l'eau en tant que
produits (Dewick, 2002; Soobratteeabt 2005).

Pour une bonne activité de piégeage de flavonoidesgroupement catéchol sur
I'anneau B est nécessaire. Le groupement OH-3fpeationner comme un site de chélation
et peut également étre oxydée. Le groupe 3-OHperbmaison avec une double liaison C2-

C3 augmente l'activité du piégeage (Van Ackeal £t1996).

Les flavonoides sont des charognards efficacesrathsaux libres responsables de
dommages a I'ADN et a la promotion de la tumeuurlactivité anticancérigene s’exprime
par de multiples mécanismes, comme l'activatiofagetélioration des activités des enzymes
antioxydantes ou en inhibant certaines enzymesstgllie la P-450 dans le foie (Olinskaét
2002 ; Marchand, 2002).

Les tanins sont doués d'un pouvoir antioxydant. sC’a&insi que les tanins
hydrolysables inhibent la peroxydation des lipid¢sque les tanins condensés inhibent la
formation des superoxydes. Ces composés inhibsradivités enzymatiques de la protéine-
kinase C, de la 5-lipoxygénase et de I'enzyme devesion de I'angiotensine (Bruneton,
1999).

Les polyphénols sont aussi capables de captureraldisaux OH parce que ces
groupes de phénols sont d’excellents agents réahscte’étude réalisée par Zhaoatt, 2005
a rapporté que le verbascoside est capable d'mhkalperoxydation lipidique par la chélation

des ions ferreux et le piégeage du radical hydeoxyl

Il existe des preuves de plus en plus que les pélypls peuvent protéger les
constituants cellulaires contre les dommages oXgdet, par conséquent, de limiter le risque
de divers maladies dégénératives associées ats sirgslatif (Lugman et Rizvi, 2006 ;
Pandey et Rizvi, 2009).
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2-3/ Activité anti-inflammatoire

L'étude de l'activité anti-inflammatoire a été riéak sur le modele de I'cedéme aigu
de la patte de souris induit par l'injection deckaragénine qui provoque une expression
maximale de la cyclooxydénase-2 (COX-2) (Nantellt1999).

Les extraits agueux et hydro-alcoolique des plagtadiées ont été testés chez les
souris a des doses de 50 et 200 mg/kg du poidsmrpes extraits sont administrés par voie
orale. Les résultats des pourcentages d'inhibitigynne)de I'inflammation sont représentes

dans la figure 32.

Les résultats obtenus montrent que l'injectiorOdeml de la carragénine provoque
une augmentation de 'oedéeme de la patte avec utg@ag@moyenne)de 11.18 + 0.10 % par

rapport a la patte normale.

Les extraits aqueux et hydro-alcoolique des feuidl@. triphylla administrés avec 50
et 200 mg/kg montrent une inhibition de l'inflammaat tres hautement significativé (<
0,000) avec des pourcentages d'inhibitigiyenne)de 74.73 + 14.59, 87.26 + 5.29, 66.25 *
5.66 et 83.89 + 2.33 % respectivement .

Les extraits hydro-alcooliques des feuilles Tevulgarisa des doses de 50 et 200
mg/kg et I'extrait aqueux de la méme plante a lsedide 200 mg/kg entrainent une diminution
de linflammation tres hautement significative € 0,000), les pourcentages d’inhibition
(moyenne)SONt de 69.07 + 14.89, 86.88 + 5.03 et 78.69 B 4Brespectivement. Tandis que
I'extrait aqueux de cette plante a la dose de 50kgngrovoque une inhibition de
I'inflammation mais d’'une maniere non significatif®@ > 0,05, le pourcentage d’inhibition
(moyenne)€St de 36.21 + 23.11 %.

L’administration des extraits hydro-alcooliques @les doses de 50 et 200 mg/kg et
I'extrait aqueux a la dose de 200 mg/kg des feuitle P. lentiscusont montré un effet
significatif (P < 0,05 dans la réduction de l'inflammation, les poureges d’inhibition
(moyenne)€Nregistrés sont de 58.58 + 12.74, 70.57 + 5.@0et4 + 41.26 %. Par contre une
inhibition non significative P > 0,05 a été exercée par I'extrait aqueux de cette plana
dose de 50 mg/kg, le pourcentage d’inhibitjadjenne)est de 22.11 + 15.81 %.
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En revanche, les extraits aqueux des feuill&s duropaeaa la dose de 5(P(< 0,095
et 200 mg/kgR® < 0,000 et I'extrait hydro-alcoolique a la dose de 20§/kg (P < 0,05
ont pu inhiber 'augmentation de I'cedeme avec desrgentages d'inhibitionmoyenne) de
50.58 £ 14.79, 76.36 £ 11.68 et 49.79 £18.96 % eaepement. Tandis que I'extrait hydro-
alcoolique de la méme plante a la dose de 50 mgi&gprovoque pas une inhibition
significative @ > 0,05 de l'inflammation. Le pourcentage d'inhibitiqRoyenne)€nregistré
avec cette dose est de 19.57 + 10.12 %.

La dose de 200 mg/kg des extraits hydro-alcooligue@queux des graines de
foenum-greecuma montré une activité remarquable vis-a-vis de dianinution de
l'inflammation due a l'injection de la carragénires valeurs des pourcentages d’inhibition
(moyenneSONt de 63.23 = 9.13 % (< 0,000 et 46.77 + 10.97 %< 0,09 respectivement.
Par ailleurs les mémes extraits a la dose de 5&gngkexercent pas un effet inhibiteur
significatif (P > 0,09 contre I'inflammation, les pourcentages d’inhitit imoyennejrespectifs
sont del8.23 + 9.48 et 35.79 + 24.63 %.

Dans le lot de référence, le diclofenac du sodiumdose de 150 mg/kg a donné une

diminution trés hautement significativé® (< 0,000) de I'cedémeavec un pourcentage
d’inhibition moyenneyde 83.30 * 6.34 % (figure 32).
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Figure 32 : Les pourcentages d'inhibitigRoyenneyde I'inflammation par les différents extraits

des plantes.

L'étude de Ravi eal., (2009), menée sur les midres Si@anum nigrunkinn, montre
que I'extrait méthanolique des ces mires a la dies&é25, 250 et 375 mg/kg a donné des

pourcentages d’inhibitiofhoyenneyde 17.08, 13.09 et 23.45 % respectivement chealss

L’extrait aqueux des graines de fruit G@pa natand.inn administré aux rats avec les
doses de 200 et 300 mg/kg provoque une inhibitetidflammation avec des pourcentages
d’inhibition meyenne)de 28.91 et 32.61 % respectivement (Patel, 2011).

Chebbi Mahjoub eal., (2011) ont testé I'extrait chloroformique et métbkque des
feuilles dO. europaeasur les rats, ils ont trouvé que les pourcentagehibition enregistrés
avec la dose de 200 mg / kg a la cinquieme hew é¢ 77,8 £ 2 % pour l'extrait
chloroformique et 68,1 + 3,8 % pour I'extrait métblique.
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Avec I'administration de I'extrait méthanolique M&arrubium vulgarelL. (Lamiaceae)
a la dose de 100 et 200 mg/kg, des pourcentageiilmtion de I'inflammation de 02.30 et
34.00 % ont été trouves respectivement apres 2ii@mi’injection de PGE-2- qui provoque

une inflammation (Kanyonga at.,2011).

Dans le but d’évaluer I'activité anti-inflammatoides extraits des plantes, Ouédraogo
etal., (2011) ont testé I'extrait aqueux des écorceBtdeocarpus erinaceuBoir. (Fabaceae)
chez les souris, les pourcentages d’inhibition sn®5.00 et 31.42% avec la dose de 200
mg/kg apres une heure et trois heures de l'injactie la carragénine et 65.00 et 51.42 %

avec la dose de 600 mg/kg respectivement.

Goji etal., (2010) ont trouvé des pourcentages d’inhibitigfenneyde 12.0 £ 1.21,
33.99 + 452 et 32.02 + 0.38 % exerces par I'éxtrgueux des feuilles dgauclea latifolia
(Rubiaceae) a la dose de 50, 100 et 150 mg/kg lelsemts dont I'inflammation est induite

par I'injection de formaline.

L’étude élaborée par Alam at., (2011) a montré que les doses de 100 et 200 mg/ml
de I'extrait éthanolique du fruit Ammomum subulatuedministrées par voie orale aux rats
provoguent une inhibition de 34,49 % et 41,39 %peetivement, apres 3 h. Tandis que
I'extrait aqueux de fruits &. subulatummontre une inhibition de 27,59 % et 34,48 % aprés

3 h, respectivement.

D’apreés les résultats obtenus, on note que leérdifts extraits des plantes ont montrée
une activité anti-inflammatoire vis-a-vis de l'iafhmation induite par l'injection de la
carragénine, cette activité exercée peut étre dixecamposants actifs présents dans les
extraits comme les polyphénols qui peuvent exdergs propriétés anti-inflammatoires a des
niveaux multiples, grace a la modulation des valessignalisation de MAPKMitogen-
activated protein kinasggKong etal., 2000; Wiseman edl., 2001), Protéine kinase B, les
facteurs de transcription AP-1et NF-kBu€lear factor ki (Manna etal., 2000), l'inhibition
de la production des cytokines et les chimiokimgimmatoires, la suppression de l'activité
de INOS fitric oxide synthageet cyclooxygénases (COX) (Donnellyagt, 2004; O’'Leary et
al., 2004) et en diminuant la production de ROS/RIR&aCtive oxygen species/ reactive
nitrogen specigset MAPK qui jouent un réle crucial dans linflaration (Ichikawa et
al.,2004).
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Parmi les composés phénoliques naturels, on atadales phénoliques qui sont des
hydroxyles dérivés des acides benzoique et cinnamicges acides phénoliques ont recu une
attention considérable en raison de leurs diveraesvités biologiques, y compris

antioxydante, anti-apoptotique et la capacité mfitkmmatoire (Manach etl.,2004).

Les radicaux libres peuvent aussi agir comme dessagers secondaires, ce qui
provoque la production d'autres médiateurs impBaians la réponse inflammatoire. De plus,
Garcia efal., (1996) ont montré que l'activation du métabolisrad'acide arachidonique par
les ROS produit des prostaglandines et des cytekielées que IL-1, IL-6 et TNFTUmor
necrosis factoy.

Les différents extraits des plantes ont montréagiwité antioxydante remarquable ce
qui leur donne la capacité de réduire la productierradicaux libres par l'inhibition de la
NADPH oxydase lors de l'inflammation. Ainsi, cetietivité antioxydante exercée par les
extraits étudiés produirait un effet thérapeutiqupplémentaire qui renforce son activité anti-
inflammatoire. En raison de la présence des tamlas, flavonoides, des saponines et des
triterpénoides, il a été démontré que ces compgusesedent des effets anti-inflammatoires et
anti-oxydantgBruneton, 2009 in Ouédraogoadt, 2011).

Les flavonoides possedent des activités antioxgdargt anti-radicalaires. lls
pourraient réguler les activités des cellules li@d'smflammation comme les mastocytes, les
macrophages, les lymphocytes et les neutrophileddiston etal., (2000) ont montré que
certains flavonoides inhibent la libération deddmsnes a partir des mastocytes et d'autres

inhibent la prolifération des cellules T.

Par alilleurs, certains flavonoides modulent lesvidés des enzymes de l'acide
arachidonique (AA), les enzymes métabolisant tefjes la phospholipase A2 (PLA2), la
cyclooxygénase (COX) et la lipoxygénase (LOX) atémzymes produisant I'oxyde nitrique
(NO), de l'oxyde nitrique synthase (NOS). Une iitiobh de ces enzymes par les flavonoides
réduit la production de prostaglandines et les deignes. L'inhibition de ces enzymes
exercée par les flavonoides est certainement Bgnirdportants mécanismes cellulaires anti-

inflammatoire.
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Certains flavonoides aussi peuvent inhiber la géitdr des enzymes comme les
eicosanoides, ainsi que I'inhibition de I'expressies genes pro-inflammatoires. Ces effets

peuvent étre favorables pour les troubles inflanoimed chroniques (Kim &tl., 2004)

Une autre propriété anti-inflammatoire de flavomsidjui est due a leurs capacités a
inhiber la dégranulation des neutrophiles. Ce giliénce directemerstur la diminution de la
libération de l'acide arachidonique par les neutilep et d'autres cellules immunitaires
(Hoult etal., 1994 ; Tordera edl., 1994).

Plusieurs études vitro utilisant différentes lignées cellulaires ont méntue la
quercétine est également capable d'inhiber les ik $hduisent la production de cytokines.
La quercétine inhibe les LPS qui induisent la patiden de TNFe. dans les macrophages
(Manjeet et Ghosh, 1999) et la production des Wda8s les cellules pulmonaires (Geraets et
al., 2007).

La lutéoline est un flavonoide largement répandusdainivers végeétal, connue pour
son action anti-inflammatoire. Dans des études dag cellules humaines du colon, la
lutéoline supprimait efficacement la production @blF-alpha et d’IL-8. Elle inhibait
également la libération d’histamine, de leucotr&etde prostaglandines dans des cultures de

mastocytes humains sensibilises avec des antitg@ip$Kim etal., 2005).

L’activité anti-inflammatoire exercée par les exgales plantes peut étre due audssi
la présence des tanins qui fonctionnent principalgmaomme des astringents, car ils peuvent
se lier a l'albumine existant dans la peau et lesnbranes muqueuses du corps en formant
ainsi une couche de protection qui est insolublgeait résister a la maladie. Les tanins
peuvent aussi réduire l'inflammation. Ceci accerntudisation des plantes contenant des
tanins pour le traitement des blessures, hémospéledans les conditions inflammatoires du
tube digestif (Trease et Evans, 1989 ; Ezeonwueigdl, 2012).

Les saponines sont aussi des glycosides trouvégentent dans les plantes
médicinales. lls possédent une large gamme deenacthérapeutiques dans le corps, vy
compris I'effet anti-inflammatoire et diurétiquer€hse et Evans, 1989 ; Ezeonwumelalgt
2012).
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L’inflammation ne joue pas seulement un r6le dassnhaladies inflammatoires, mais
aussi dans la progression du cancer. Plusieurs®taffammatoires se sont révélées capables
de provoquer le cancer, telles que la maladie nnftatoire de lintestin dans le cancer
colorectal, la gastrite induite p&t. pylori dans le cancer gastrique, ou prostatite qui peut

induire le cancer de la prostate (Balkwillagét 2005).

En outre, une alimentation riche en antioxydan@angtinflammatoires des composés
dérivés de fruits, légumes et extraits des plaptag réduire le risque de développer des
maladies neuro-dégénératives liées a I'age, cormmealadie d'Alzheimer ou la maladie de
Parkinson (Joseph at., 2007).
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2-4/ Activité hypocholestérolémiante

Dans la présente étude, cing espéces de plantegténsélectionnéepour étre
évaluées pour leur activité hypocholestérolémiamtévo. Deux sortes d’extraits (aqueux et
hydro-alcoolique) ont été préparéegs chaque matériel végétal, leurs effets inhib&esur

I'nypercholestérolémie ont été examinés chez lessso

L’hypercholestérolémie augmente le risque de d@pEment de l'athérosclérose et
I'apparition des maladies cardiovasculaires. Efie due a la fois a la teneur en cholestérol

apportée par l'alimentation et par sa synthétisei\aau du foie (Noyan, 1996).

Dans la présente étude, chez les souris du lot aeréde, le régime riche en
cholestérol (1 %) provoque une augmentation sicatiie P < 0,05 des concentrations
sériques du TC (253.00 + 31.60 mg/dl), TG (200.002432 mg/dl), LDL (160.00 + 31.60
mg/dl) et VLDL (40.00 £ 2.46 mg/dl) et une dimimni significative P < 0,05 de la
concentration de HDL (31.60 £ 1.74 mg/dl), par @ppau lot témoin qui a recu une
alimentation normale et dont les concentrationspeetives sont de 116.00 + 0.89, 146.40 =
10.86, 38.52 + 8.13, 29.28 + 2.17 et 48.2 + 6.4dingableau 8).

Les extraits aqueux et hydro-alcooliqies feuilles dg. vulgariset d’A. triphylla, les
extraits hydro-alcooliques des feuilles Be lentiscus d’O. europaeaet des graines dé.
foenum-graecuront provoqué une diminution trés hautement sigaiive @ < 0,000) de la
concentration du cholestérol total (TC), les vatewespectives sont de149.20 + 2.48, 165.40
+5.54, 161.60 + 14.44, 162.60 + 17.28, 154.6 108163.4 + 67.77 et 147.8 + 8.64 mg/dl,
par rapport a la concentration de TC du lot derédm{253.00 + 31.60 mg/dl).

L'extrait aqueux des feuilles d®. lentiscusa provoqué aussi une diminution
significative P < 0,09 de la concentration du TC (203.60 £ 9.18 mg/@§ndis que, dans le
lot de référence, I'atorvastatirrovoque une diminution tres hautement signifiatf@ <
0,000) de la concentration de TC avec une valeur de61:8@.18 mg/dl. Les extraisgueux
des feuilles . europaeaet des graines d€. foenum-graecumprovoquent une diminution
non significative P > 0,09 du TC, les valeurs respectives sont de 246.6.381&t 230.4 £
18.13 mg/dI (tableau 8).
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Les triglycérides (TG) sont des molécules faisaarti@ de la catégorie des lipides.
L'organisme les synthétise a partir des matierassgs absorbées au niveau intestinal. Par
ailleurs le foie peut également les synthétiseardimpdu glucose. Ces molécules circulent via
le sang de maniére naturelle, mais elles peuveat &tl'origine, en cas de quantité trop

importante, de pathologies cardiovasculaires duesra dép6ts sur les parois des arteres.

La concentration sérique des TG dans les lotegatété hautement significativement
diminuée P < 0,000) par les extraits hydro-alcooliques des feuilleA. driphylla (93.8 +
1.78 mg/dl), des graines d&. foenum-graecur(®1.00 + 4.12 mg/dlet des feuilles dé.
lentiscus(71.20 + 4.38 mg/dl) ; elle a été diminuée sigmaificement P < 0,05 par I'extrait
hydro-alcoolique dd. vulgaris(121.80 £+ 3.89 mg/dl) et les extraits aqueux @edlles deT.
vulgaris (136,60 + 16.99mg/dl), d’A. triphylla (129,20 £ 12.11mg/dl) et dO. europaea
(111.20 £ 21.77 mg/dl). Le méme résultat a été migselans le lot de référence ou

I'atorvastatine diminue la concentration a 121.8@2+65 mg/dl.

En revanche, I'extrait aqueux des grainesTddoenum-graecuret I'extrait hydro-
alcoolique des feuilles @. europaeadiminuent non significativementP( > 0,05 la
concentration des TG dont les valeurs sont de 053%.91 et 164.60 + 35.01 mg/dl
respectivement par rapport a la valeur de TG dudéotcontrdle (200.00 + 12.32 mg/dl)
(tableau 8).

D'autre part, les lipoprotéines de basse densid)tirent le cholestérol des tissus de
foie vers les tissus périphériques, alors queipepiotéines de haute densité (HDL) facilitent
la translocation du cholestérol a partir des tigstisphériques au foie pour le catabolisme.
Par conséquent, le HDL a un effet utile dans laicédn du cholestérol des tissus, tout en
diminuant le niveau de LDL qui a comme conséqudaa&duction de risque des maladies

cardio-vasculaires (Nofer at., 2002).

Les résultats du tableau 8 montrent que I'extrgiteaxdes feuilles dé. vulgarisa
diminué tres hautement significativemeRt< 0,000) la concentration sérique des LDL dans
le lot traité (68.28 + 20.00 mg/dl). Tandis quedhainistration des extraits hydro-alcooliques
des feuilles dé. lentiscusd’A. triphylla, d’O. europaeades graines d&. foenum-graecum
des feuilles dél. vulgariset I'extrait aqueux des feuilles Al triphylla dans les lots traités
provoquent une diminution significativé® (< 0,09 des LDL, les concentrations sont de
99.36 + 18.77, 99.04 + 15.93, 87.28 + 44.89, 80#4%6.08 et 74.60 + 8.14 mg/dl

respectivement.
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Les extraits aqueux des grainesTldéoenum-graecurat des feuilles de. lentiscuset
d’O. europaegrovoquent dans les lots traités des diminutiorns significatives P > 0,05
au niveau des concentrations des LDL qui sont d@832 29.89, 145.88 + 9.76 et 150.16 +
44.18 mg/dl respectivement par rapport a la comagah des LDL dans le lot de contrdle
(160.00 + 31.60 mg/dl) (tableau 8).

Dans le lot de référence, I'atorvastatine a dimitvéé hautement significativemem (
< 0,000]) la concentration des LDL (43.44 = 9.35 mg/dl) pgyport au lot de contrdle.

Par ailleurs, I'atorvastatine (dans le lot de réfée) |'extrait aqueux des feuilles @.
europaeaet I'extrait hydro-alcoolique des feuilles d@e vulgaris(dans les lots traitésapres
30 jours de traitement, ont montré une augmentatemnhautement significative (< 0,000
de la concentration sérique des HDL avec des coratiems de 62.80 + 3.49, 62.00 +5.14 et
60.20 + 3.34 mg/dl respectivement par rapport &dacentration trouvée dans le lot de
contrdle ( 31.60 + 1.74 mg/gll

L’administration des extraits aqueux des feuillesTd vulgaris d’A. triphylla et
I'extrait aqueux et hydro-alcoolique des grainesTddoenum-greecum une dose de 200
mg/kg provoquent une augmentation significatite< 0,05 de la concentration des HDL
avec des valeurs de 53.60 + 16.45, 56.60 + 7.I&05+ 6.94 et 55.00 + 4.00 mg/dl

respectivement.

Une augmentation non significativ® ¢ 0,05 de la concentration des HDL a été
constatée danles lots traités avec les extraits hydro-alcoolgjdes feuilles . europaea
d’A. triphylla, deP. lentiscuset I'extrait aqueux des feuilles &e lentiscusles concentrations
respectives sont de 45.20 + 14.00, 44.80 + 6.26044 1.87 et 38.20 £+ 1.48 m/gdl.

Les extraits hydro-alcooliques des feuillesRldentiscus d’A. triphylla, des graines
de T. foenum-greecurat les extraits aqueux des feuilles Blelentiscuset d'O. europaea
provoquent une diminution significativ® (< 0,05 de la concentration sérique des VLDL
dans les lots traités, les concentrations sondd&41+ 0.87, 18.76 + 0.35, 18.20 + 0.82, 19.52
+ 0.71 et 22.24 + 4.35 mg/dl respectivement, pgport au lot de contrble (40.00 + 2.46
mg/dl) (Tableau 8).
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Tandis que 'administration des extraits hydro-almpes des feuilles dé&. vulgaris
d’O. europaeeet les extraits aqueux des feuillesTdevulgaris d’A. triphylla et des graines
de T. foenum-greecuminduisent une diminution non significativeP ( >0,05 des
concentrations des VLDL avec des valeurs respectiee24.36 + 0.77, 30.92 + 20.30, 27.32
+ 3.39, 25.48 + 2.42 et 30.72 + 10.98 mg/dl. Le raédsultat a été constaté dans le lot de
référence apres I'administration de I'atorvastatineconcentration sérique des VLDL est de
24.36 = 8.53 mg/dl (tableau 8).
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Tableau 8: Résultats du dosage des différents parametregjiygd (TC, TG, LDL, VLDL et HDL) des lots.

Parameétres TC (mg/dl) TG (mg/dl) LDL (mg/dl) VLDL (mg/dl) HDL(mg/dl)
Les lots
Ag T. vulgaris(200 mg/kg) + diéte (1 %) cholestérol 149.20482  136.60 +16.99 68.28 +20.00  27.32 +3.39 53.60 + 16.45
Ag A. triphylla (200 mg/kg) + diéte (1 %) cholestérol 161.60 #4284  129.20+12.11 79.16 +9.44 25.48 +2.42 56.60 + 7.16
Aq P. lentiscug200 mg/kg) + diéte (1 %) cholestérol 203.60#0. 97.60+3.57  145.88+9.76 19.52 +0.71 38.20+1.48
Ag O. europaed200 mg/kg) + diéte (1 %) cholestérol 246.6 +387. 111.20 + 21.77 150.16 + 44.18 22.24 + 4.35 62.00 +5.14"
Aq T. foenum-greecuif200 mg/kg) + diete (1 %) cholestérol 230.4 £183 153,60 £ 54,91  132.28 £29.89 30.72 £10.98 26%6.94
hyT. vulgaris(200 mg/kg) + diéte (1 %) cholestérol 165.40+554  121.80+3.89 80.84 +5.08 24.36 + 0.77 60.20 + 3.534
hy A. triphylla (200 mg/kg) + diéte (1 %) cholestérol 162.60+17.2 93.8+1.78 99.04 + 15.93 18.76 + 0.35 44.80 + 6.26
hy P. lentiscug200 mg/kg) + diéte (1 %) cholestérol 154.6 +18.10° 71.20+4.38  99.36 + 18.77 14.24 +0.87 41.00 + 1.87
hy O. europaed200 mg/kg) + diéte (1 %) cholestérol 163.4+67.77  164.60+35.01 87.28+4489 30.92 +20.30 45.20+ 14.00
hy T. foenum-graecuif200 mg/kg) + diéte (1 %) cholestérol 1478 #86  91.00+4.12° 74.60+8.14 18.20 + 0.82 55.00 + 4.00
Atorvastating10 mg/kg) + diéte (1 %) cholestérol 130.6 + 4.18 121.80 +42.65 43.44 +9.35 24.36 + 8.53 62.80 + 3.49
Diéte (1 %) cholestérol (lot de controle) 253.081460  200.00+12.32 160.00 +31.60  40.00 + 2.46 31.60 + 1.74
Diéte normale (lot témoin) 116.00 + 0.89 146.400486  38.52 +8.13 29.28 + 2.17 48.2+6.4

Aq : Extrait aqueuxhy :

* p < 0.05significative du lot de contrdle.

** p < 0.0lhautement significative du lot de contréle.

*** p < 0.00%res hautement significative du lot de contréle.

# p < 0.05significative du lot témoin.

Extrait hydro-alcoolique.
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L’étude d’Islam efal., (2011) ont montré que I'administration de I'extr@ihanolique
des feuilles dAnanas comosas des doses de 1000 mg/kg, 500 mg/kg et 100 npgkdant
60 jours provoquent une diminution de niveau dolestérol sériqueR < 0,007 de 62 %, 47
% et 42 % respectivement; le taux sérique desytrigides P < 0,00]) de 62,7 %, 58,7 %, et
49,09 % respectivement; le niveau de LDL sérique (0,01) de 70,5 %, 53,9 % et 51,15 %
respectivement. Cependant, le niveau de HDL sérifjaepas été affecté d’une maniere
significative.

Rajasekaran et Kalaivani, (2011) ont montré qudnhimistration orale de l|'extrait
agueux devionascus purpureud,2 et 2,4 g / kg / jour -poids corporel) auxsrayant regu un
régime riche en cholestérol a entrainé des baisgesrtantes dans le taux plasmatique du
cholestérol total® < 0,00), par rapport au taux de cholestérol des ratsotled contrdle
(733 mg/dl). Les triglycérides, LDL et VLDL ont dgment montré une diminution

importante par rapport aux rats de lot de controle.

La morbidité et la mortalité par les maladies aaneisculaires sont directement lieées
aux niveaux de cholestérol sérigue. La consommatian régime alimentaire enrichi en
cholestérol augmente le degré de peroxydation igéde$, ce qui est également I'un des

débuts des processus de l'athérosclérose.

A partir des résultats des différents parameétgditjues obtenus on peut déduire le
niveau de risque de I'apparition de I'athérosclérpar le calcul d’'Index Athérogénique (1A)

par la formule suivante (Nwagha, 2010 ; Kanthale012) :
IA=log (TG/HDL-C).

Dans le lot de contréle, I'alimentation riche erolestérol (1 %) provoque un Index
Athérogénique (IA) (0.80 £ 0.04) trés hautemenh#icative (P < 0,000) par rapport au lot
témoin (0.48 £ 19.32).

Par ailleurs, les extraits aqueux et hydro-alcadigles feuilles d@. vulgaris (IA:
0.42 £ 0.10 et 0.30 = 0.03),Al triphylla (1A: 0.36 + 0.08 et 0.32 + 0.05), d® lentiscuglA:
0.40 = 0.01 et 0.23 = 0.00) et des grainesTdéoenum-graecuriA: 0.41 + 0.14 et 0.21 +
0.02) induisent une diminution trés hautement §icattive (P < 0,000 de I'lA par rapport
au lot de contrdle (IA: 0.80 £ 0.04) (Figure 33).
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L’extrait aqueux des feuilles’d. europaeaprovoque une réduction trés hautement

significative P < 0,000) de I'lA (0.24 = 0.08) par rapport au lot de camr(0.80 + 0.04) ;

tandis que I'extrait hydro-alcoolique de la mémanpé provoque une diminution significative

(P <0,05 de I'lA (0.56 £ 0.10).

En revanche, I'atorvastatine diminue tres hautensegificativement P < 0,000)
I'lA dans le lot de référence (0.26 + 0.15) parpagt au lot de contréle (Figure 33).

Lots

hy: axtrait iydro-afcooligue
aqg: extrait agueux

hy T. foenum-graacum + digte1% cholestéro
hy P lentiscus + digte 1% cholestéro

ag 0. egropaea + digte 1% cholestéro
Atrorvastatine + diéte1% cholestéro

hy T, valgaris + digte1% cholestéro

hy A triphylia + digte1% cholestéro

ag A. triphylla + diéte 1% cholestéro

ag P. lentiscus + digte1% cholestéro

ag T. foenum-graacum + diéte 19 cholestéro

ag T, valgaris + didgte1% cholestéro

didte normale

hy O, egropaea + diéte1% cholestéro

diéte 1% cholestéro

T I T
0,20 0,40 0,60 0,80

Index Athérogeéenique (lA)

I
1,00

Figure 33 : L’Index Athérogénique (IA) des différents lots.
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D’apreés les résultats obtenus, les extraits déérdiites plantes testées ont montré une
activité hypocholestérolémiante due a la présemsebibmolécules qui diminuent le taux de
cholestérol dans le sang.

Cette activité peut étre due a l'action individeeu synergique des composés
phénoliques. Le mécanisme possible est le conti®lkhydrolyse de certaines lipoprotéines,

de leur absorption sélective et leur métabolismdgsadifférents tissus.

Bursill etal., (2001) montrent que l'ingestion des polyphénolshdevert augmente
I'expression des genes des récepteurs LDL dangdigeses cellulaires des hépatocytes
humaines. En outre, Raederstorfadt, (2003) ont montré que les polyphénols réduisent

I'absorption du cholestérol et diminuent le taus d&L.

Les flavonoides peuvent renforcer l'activité detathine acyl transférase (LCAT) qui
régule les lipides sanguins. La LCAT joue un rdlé dans l'attachement et la liaison de
cholestérol libre en HDL (ce qui peut augmenteHI2L) qui est repris par la suite dans les

cellules hépatiques.

Les flavonoides pourraient représenter un autreipgrobénéfigue des composés
naturels hypolipidémiants (Cook et Samman, 1998). semblent avoir des propriétés
biologiques intensives qui favorisent une bonndésapur ’humain et aident a la réduction
des risques de maladies. Les flavonoides agissenime des antioxydants qui protegent
l'oxydation du cholestérol LDL, tout en inhibarstgtégation plaquettaire, et ils agissent aussi
comme des agents anti-inflammatoires et anti-tulesr@ook et Samman, 1996 ; Manach et
al,.1996).

En plus de piégeage de l'oxydant directe, les flaides peuvent inhiber les enzymes
impliquées dans la génération des molécules prdantgs. Les flavonoides se sont révélés
comme des inhibiteurs de la génération ou la limrade radicaux libres dérivés de la
lipoxygénase (LOX). Il a été suggéré que LOX egiligué dans les événements précoces de
I'athérosclérose par l'induction de l'oxydation d4&4. dans I'espace sous-endothélial de la

paroi artérielle (Huang etl., 1997).
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Les flavonoides sont avérés des inhibiteurs deydatton des LDLin vitro et, en
outre, I'addition de flavonoides, la quercétinéaetatéchine, dans l'alimentation ont montré
une réduction de l'oxydation des LDh vivo chez les rats et aussi ils ont provoqué une
diminution de la surface de la Iésion athérosciguet chez les souris déficientes en apoE (Da
Silva etal., 1998 ; Fremont edl., 1998; Borradaile &dl., 1999).

Sur la base des résultats obtenus, la présencglytsides dans les extraits peut
prévenir les maladies du cceur, par conséquenglyessides peuvent étre responsables de
l'activité antihypercholestérolémiante.

Par ailleurs, il est connu que les tanins ont diet efiurétique donc leur présence dans
les extraits peut contribuer a l'effet antihypetebtérolémique (Katzung, 2004). De
nombreuses études ont montré que les saponinasestlies taux de cholestérol sérique chez
une variété d’animaux, y compris des sujets humghagithon etl., 1988). Les saponines
forment des micelles avec les stérols tels quiaddestérol et les acides de la bile et donc, ils
peuvent fournir un épuisement du cholestérol dgps@n empéchant sa réabsorption et en

augmentant son excrétion (Sidhu et Oakenfull, 1,98¢ci etal., 2006).
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Conclusion

CONCLUSION

Les substances phytochimiques sont des composéselsabioactifs qui agissent
comme des agents protecteurs contre le stresdahplantes. Ces composeés phytochimiques
peuvent étre divisés en plusieurs catégories : ©sgpphénoliques, alcaloides, stéroides, des
terpenes, des saponines, etc. ils pourraient égaleprésenter d'autres activités biologiques
tels que des propriétés antimutagene, anticanagreuioxydante, antimicrobiennes, anti-
inflammatoires.

Dans ce travail, on a étudié les extraits aquelny@to-alcoolique de quelques plantes
afin d’évaluer leurs activités antibactérienne aticxydantein vitro, et I'activité anti-

inflammatoire et hypocholestérolémiairevivo sur les souriSwiss albino

L’analyse phytochimique des plantes étudiées madatrprésence des polyphénols,
flavonoides, tanins, stérols et glycosides dans tesi extraits. Le rendement le plus élevé a

été enregistré avec I'extrait hydro-alcoolique fbeslles deP. lentiscug15.88 %).

Le dosage des phénols totaux et des flavonoidedrename différence dans les
teneurs d’'une plante a une autre et aussi selypded’extrait. Les teneurs les plus élevées en
phénols totaux (97.26 £ 0.003 mg Eq AG/ g) et emdhoides (8.21 £0.008 mg Eq Q/ g) ont
éte trouvées avec l'extrait hydro-alcoolique desliies deP. lentiscusPar contre les teneurs

les plus basses ont été trouvees avec 'extragwaqdeT. foenum-graecum

L’analyse par HPLC des différents extraits a periaigdétection de I'acide caféique,
guercétine, rutine et lutéoline dans les extraiiseax et hydro-alcoolique des feuilles Te
vulgaris La quercétine a été détectiamns les extraits aqueux et hydro-alcoolique deifide
d’A. triphylla et I'acide caféique a été trouvé dans I'extraileax des graines de foenum-
greecum La rutine et la lutéoline ont été retrouvées sdéas extraits aqueux et hydro-

alcoolique des feuilles @. europaea

L’activité antibactérienne des extraits étudiés antré des diamétres des zones
d’inhibition allant jusqu’a 16.00 + 1.0 mm avec lestrait aqueux et des diamétres qui ne
dépassent pas 13.00 £ 00 mm avec les extraits {&ydooliques. Cette activité peut étre due
a la présence des composeés phénoliques commeel'aafdique qui est connu pour son effet

antibactérien.

La faible concentration qui peut inhiber 50 % duFbPa été enregistrée avec I'extrait
hydro-alcoolique des feuilles dre lentiscudont I'IC50 est de 18.75 + 0.017 mg/ml.
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Les pourcentages de l'activité antioxydante avemédhode du blanchissement de la
B-carotene vont de 50.87 £ 0.09 a 88.13 = 0.15 %.Chpacité anti-oxydante totale de
I'extrait hydro-alcoolique des feuilles A triphylla est significativementR < 0,05 la plus
élevée 270.13 £ 0.00 mg EAA/ g d’extrait.

Le potentiel antioxydant le plus élevé € 0,05 a été constaté avec les extraits hydro-
alcoolique (61.37 = 0.00 moles de Fe2+/ g d’eRteetiaqueux (42.37 + 0.00 moles de Fe2+/
g d'extrait) des feuilles dé&. lentiscus mais avec la méthode de FTC, le pourcentage
d’inhibition de laperoxydation le plus élevé (62.30 + 0.00 %) adaét@staté avec I'extrait
aqueux des feuilles de vulgaris(P < 0,05.

D’aprés les résultats de l'activité antioxydante diifférents extraits des plantes, on
déduit que les composants actifs comme la queecéti la rutine étaient capables de piéger

les radicaux libres et de réduire les oxydants.

Les extraits testés pour leur activité anti-inflaataire in vivo ont montré un effet
dans la réduction de I'inflammation provoquée piajdction de la carragénine. Ces extraits
ont diminué le taux du cholestérol et des trigliges plasmiques chez les souris ayant recu
un régime riche en cholestérol, ce qui induit umainution du risque de l'apparition de
I'athérosclérose. Ces activités peuvent étre dues présence des flavonoides y compris la

guercétine.

Les plantes étudiées ont montré plusieures agsiitologiques donc elles possédent
des molécules bioactives importantes ; par consdglee continuité de ce travail s'avere
primordiale et des travaux de recherches complérent précis et approfondis restent
nécessaires pour pouvoir confirmer les performanasss en évidence en se focalisant sur

les points suivants:

- Séparer les composés bioactifs et étudier leuranigmes d’action séparément.

- Réaliser d’autres étudesvitro etin vivo pour confirmer nos résultats.

- Exploiter ces résultats au niveau de l'industrieoeg/imentaire pour l'utilisation
des ces composés bioactifs comme des additifs mriames naturels

(conservateurs, antioxydants).
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- Reéaliser des études approfondies sur la pharmattapie et la
pharmacodynamique de ces composés actifs qui seraigles pour la

détermination des doses préventives et thérapastiqu
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ABSTRACT

Plants are a large source of new bioactive molecules with therapeutic potentials. However, only a small
amount of worldwide plants have been phytochemically investigated. The aqueous and ethanolic extracts
of Pistacia lentiscus L., Anacardiaceae, leaves were evaluated for hypocholesterolemic activity in vivo. In
this study, hypercholesterolemia was induced in animals by feeding them high cholesterol (1%) food. The
extracts of P. lentiscus were orally administered at a dose of 200 mg/kg body weight along with a high
cholesterol diet for thirty successive days. Lipid parameters such as total cholesterol, triacylglyceride,
low density lipoprotein, very low density lipoprotein and high density lipoprotein were measured in
the plasma. Total phenol and flavonoid contents were also evaluated. Flavonoid content was found to
be more present in the ethanolic extract (8.218 4 0.009 mg of QE/g) compared to the aqueous extract
(3.107 £ 0.014 mg of QE/g). The administration of P. lentiscus extracts produced a significant decrease in
total cholesterol, triacylglyceride and low density lipoprotein-cholesterol (154.6 +18.10, 71.2 £ 4.38 and
99.36 + 18.77 mg/dl respectively) in the ethanolic extract, while the aqueous extract showed a significant
decrease in total cholesterol and triacylglyceride (203.6 +9.18 and 97.6 + 3.57 mg/dl respectively). The
results of the investigation demonstrated that P. lentiscus leaf extract has hypocholesterolemic properties
and might be used for the prevention of hypercholesterolemia associated disorders.

© 2015 Sociedade Brasileira de Farmacognosia. Published by Elsevier Editora Ltda. All rights reserved.

Introduction

Increases in cholesterol levels (hypercholesterolemia) have
become a significant health concern in recent years. Hypercho-
lesterolemia is known to be a risk factor for the development
of cardiovascular diseases including atherosclerosis, myocardial
infarction and cerebral paralysis (Avci et al., 2006). This dysfunc-
tion also enhances free radical generation in various ways (Prasad
and Kalra, 1993), as well as the formation of oxygen free radicals,
such as superoxide anion radical or peroxynitrite, which play a sig-
nificant role in the pathogenesis of many other diseases including,
cancer and inflammatory disorders (Das et al., 2000).

Curing hypercholesterolemia without any side effects remains
a challenge for modern medicine. Plant-derived products are fre-
quently considered to be less toxic, with few or no side effects, than
their synthetic equivalents. Plants play a major role in the introduc-
tion of new therapeutic agents, and have received much attention
as sources of biologically active substances. Mastic (Pistacia
lentiscus) is one such example.

* Corresponding author.
E-mail: m.cheurfa@univ-chlef.dz (M. Cheurfa).

http://dx.doi.org/10.1016/j.bjp.2015.02.011

P. lentiscus is very common in the Mediterranean region. In Alge-
ria, mastic is found in both the Tell region and in forested areas. The
aerial portion has traditionally been used as both a stimulant and
a diuretic in the treatment of hypertension, coughs, sore throats
and stomach aches. P. lentiscus leaves contain bioactive molecules
such as phenolic compounds (proanthocyanidin tannins and gallic),
flavonoid glycosides and anthocyanins.

The aim of this study is hence to study the hypocholesterolemic
activity in vivo of aqueous and ethanolic extracts of Algerian P.
lentiscus leaves.

Materials and methods
Plant material

Pistacia lentiscus L., Anacardiaceae, leaves were collected locally
from the Chlef region of Algeria in 2012. Voucher specimens were
collected under the registration number FSDB 12.189, at the herbar-
ium of Department of Biology, Faculty of Sciences, University of
Hassiba Ben Bouali-Chlef. They were identified by Ms. Medjahed K,
a botanist at the Institute of Agronomy, University of Hassiba Ben
Bouali-Chlef. After drying in a shadow at room temperature, the
plant materials were fragmented.

0102-695X/© 2015 Sociedade Brasileira de Farmacognosia. Published by Elsevier Editora Ltda. All rights reserved.
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Preparation of aqueous extract

The aqueous extract was prepared by decoction. Fragmented
leaves (100 g) were immerged in one liter of water at 100°C for
15 min. The aqueous extract was filtered through Whatman paper
N° 1. The filtrate was concentrated in a rotary vacuum evaporator
at 55°C. The extraction yield was 11.88%.

Preparation of ethanolic extract

The ethanolic extract was prepared by homogenizing 100 g of
fragmented leaves in 900 ml of ethanol solution (50%) for three
days, with frequent agitation. The ethanolic extract was filtered
through Whatman paper N°1. The solvent was removed from the
sample using a rotary vacuum evaporator at 48 °C (Peixoto et al.,
2011).The extraction yield was 15.88%. All of the above dry extracts
were stored at 4 °C in sterile glass jars and, sealed for use in further
studies.

Phytochemicals screening of the leaves extracts

Determination of total flavonoid content

The total flavonoid content in the extracts was determined spec-
trophotometrically using an aluminum chloride method involving
the formation of a flavonoid-aluminum complex at 420 nm (Zhou
et al., 2005). The concentration of the total flavonoid content was
calculated by comparison with the absorbance of different con-
centrations of quercetin (QE), and the result was expressed as
milligrams of QE equivalents per gram of plant powder. Samples
were prepared in triplicate for each analysis, and the mean value
of absorbance was obtained.

Assay of hypocholesterolemic activity in vivo

Animals

Twenty-five male Swiss albino mice weighing between 25
and 30g were used in the present study. They were housed
in polypropylene cages with controlled levels of temperature
(2442°C) and light (a 12 h light, 12 h dark photoperiod), and fed
with standard laboratory pellets. Food and water were given ad
libitum.

The protocol employed was approved by the laboratory of tox-
icology and pharmacology (Antibiotical group - Medea, Algeria),
following the recommendations of the European Pharmacopoeia
8.0 under reference number 215/2013.

Experimental design

Hypercholesterolemia was induced in the mice via administer-
ing of food containing high cholesterol (1%) for thirty days. All
mice had free access to food and water for the duration of the
experiment. The test group received 200 mg/kg body weight plant
extracts at 10 ml/kg every morning, administered orally. The mice
were divided into five groups of five animals each as follows:

Group 1: Received normal diet (control group).

Group 2: Fed with a high cholesterol diet and received 0.5 ml of
sterile water, administered orally.

Group 3: Fed with a high cholesterol diet and received aqueous
extract of P. lentiscus, 200 mg/kg body weight for 30 days, admin-
istered orally.

Group 4: Fed with a high cholesterol diet and received ethanolic
extract of P. lentiscus, 200 mg/kg body weight for 30 days, admin-
istered orally.

Group 5: Fed with a high cholesterol diet and received reference
drug Atorvastatin, 10 mg/kg body weight (Khera and Bhatia, 2012)
for thirty days, administered orally.

At the end of the experiment, blood samples were collected from
the mice in all groups in vials without anti-coagulant. Biochemical
parameters measured in the study were TC (total cholesterol), TG
(triacylglyceride), LDL (low density lipoprotein), HDL (high density
lipoprotein) and VLDL (very low density lipoprotein), using assay
kits (Beckman Coulter, Ref: 467825, 445850, 969706, and 650207
- USA.).

Statistical analysis

The experimental results were expressed as mean SEM
(standard error of the man). Data were assessed by ANOVA. Tukey’s
test was then applied using XL Stat Pro 7.5 software. A p value of
<0.05 was considered to be statistically significant.

Results
Flavonoid content

Flavonoid levels in the aqueous and ethanolic extracts of P.
lentiscus leaves were 3.107 +0.014 and 8.218 +0.009 mg of QE/g
respectively. Ebrahimzadeh et al. (2008) tested the gum of P. lentis-
cus. They found the flavonoid levels to be 30.52 + 1.10 mg of QE/g.
A flavonoid content of 38.7 & 0.02 mg of QE/g was found by Cherbal
et al. (2012) for the methanol extract of P. lentiscus leaves.

Hypocholesterolemic activity in vivo

Table 1 shows the values of serum lipid profile in the normal,
hypercholesterolemic, control and extract treated groups.

Cholesterol and triacylglyceride are important building blocks
in the structure of biological membranes. They are also used
in the biosynthesis of steroid hormones. However, high choles-
terol concentration in the blood increases the risk of developing
atherosclerosis and related cardiovascular diseases.

In the present study, mice fed with a high cholesterol
diet had higher (p<0.05) levels of total cholesterol in the
serum (253 +£31.60mg/dl) than mice fed with a normal diet
(116 £ 0.89 mg/dl).

The treatment of group 3 with aqueous extract of P.
lentiscus at 200 mg/kg body weight, significantly decreased TC
(203.6 +9.18 mg/dl) and TG (97. 6 + 3. 57 mg/dl) compared to the
hypercholesterolemic control (group 2). However, there was no
significant decrease in LDL-cholesterol.

In the cholesterol-fed mice (group 4), the treatment with
200 mg/kg body weight of P. lentiscus ethanolic extract also signif-
icantly decreased TC (154.6 +18.10 mg/dl), TG (71.2 +4.38 mg/dl)
and LDL-cholesterol (99.36 & 18.77 mg/dl).

TC, TG and LDL-cholesterol also showed a significant decrease
as compared to the high cholesterol-fed mice receiving 10 mg/kg
body weight doses of atorvastatin (group 5).

P. lentiscus leaf extracts showed a non-significant increase of
HDL-cholesterol level in comparison to the hypercholesterolemic
control (group 2).

Discussion

From the results obtained, it is apparent that phenolic and
flavonoid contents differ according to the plant and solvent used
during the extraction. Many factors can affect the content of phe-
nolic compounds. Recent studies have shown that extrinsic factors
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Table 1

Effect of aqueous and ethanolic extract of P. lentiscus on serum lipid profile of mice fed with high cholesterol diet after 30 days.

Groups Dose (mg/Kkg) TC (mg/dl) TG (mg/dl) HDL-c (mg/dl) LDL-c (mg/dl) VLDL-c (mg/dl)
Control group 116 + 0.89 146.4 + 10.89 48.2 + 6.40 38.52 £ 8.13 29.28 £+ 2.17
Hypercholesterolaemic group 253 + 31.60% 200 + 12.327% 31.6 + 1.74% 160 + 31.60" 40 + 2.46"
Aq P. lentiscus 200 203.6 + 9.18" 97.6 +3.57 38.2 +£1.48 145.88 + 9.76 19.52 + 0.717
Et P. lentiscus 200 154.6 + 18.10"" 712 + 438" 41 +£1.87 99.36 + 18.77 14.24 + 0.87"
Atorvastatin 10 130.6 + 8.14" 121.8 + 42,65 62.8 + 349" 43.44 4935 24.36 + 8.53

Aq: aqueous extract.

Et: ethanolic extract.
" p<0.05 significant from hypercholesterolaemic control.
” p<0.01 significant from hypercholesterolaemic control.
" p<0.001 significant from hypercholesterolaemic control.
# p<0.05 significant from control animals.

(such as geographic and climatic factors), genetic factors, degrees of
maturation of the plant, and storage time all have a strong influence
on the content of phenolic compounds (Falleh et al., 2008).

High levels of cholesterol in the diet have been shown to ele-
vate total cholesterol, and may increase the risk of cardiovascular
complications.

Regarding the cholesterol-lowering effect of P. lentiscus leaf
extracts in mice fed with a high-cholesterol diet, the P. lentiscus
extracts showed hypocholesterolemic properties. This may be due
to either the individual or the synergistic action of the phenolic
components. A possible mechanism here may be the hydroly-
sis control of certain lipoproteins and their selective uptake and
metabolism by different tissues.

Flavonoids may enhance the lecithin acyl transferase (LCAT) by
increasing their activity, which regulates blood lipids (Yoo et al.,
2008). LCAT plays a key role in the incorporation of free cholesterol
into HDL (this may increase HDL) and its transfer back to VLDL and
LDL, which are later returned in liver cells (Dobiasova and Frohlich,
1999).

Flavonoids might represent another beneficial group of nat-
urally occurring hypolipidemic compounds (Cook and Samman,
1996), and they appear to have intensive biological properties
that promote human health and help reduce the risk of disease.
Flavonoids act as antioxidants, protect LDL cholesterol from oxida-
tion, inhibit platelet aggregation, and act as anti-inflammatory and
anti-tumor agents (Cook and Samman, 1996; Manach et al., 1996).

In addition to direct oxidant scavenging, flavonoids may inhibit
the enzymes involved in generating pro-oxidant molecules. For
example, flavonoids have been shown to inhibit the generation or
release of free radicals derived from lipoxygenase (LOX). It has been
suggested that LOX is involved in the early events of atherosclero-
sis by inducing plasma LDL oxidation in the subendothelial space
of the arterial wall (Huang et al., 1997).

In conclusion, the present study clearly demonstrates that P.
lentiscus leaf extract is rich in phenolic compounds. Furthermore,
in terms of hypercholesterolemic activity, P. lentiscus extracts sig-
nificantly decrease TC levels in plasma. Future studies are proposed
in order to confirm these results.
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Résumé Les plantes médicinales représentent une source
inépuisable des composés bioactifs tels que les composés
phénoliques antioxydants naturels. L’objectif de cette étude
est la détermination et la comparaison de l’activité anti-
oxydante de I’extrait aqueux et hydro-alcoolique des feuilles
d’Aloysia triphylla (L’Hérit.) in vitro. L évaluation de I’acti-
vité anti-oxydante des extraits des feuilles d’Aloysia tri-
phylla se fait par cinqg méthodes différentes : test au DPPH,
test de blanchissement du f-caroténe, la capacité anti-
oxydante totale par la méthode de phosphomolybdate,
méthode de FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) et
méthode de FTC (Ferric thiocyanate method) avec le dosage
des phénols totaux et de flavonoides. Les teneurs en phénols
totaux et en flavonoides de 1’extrait hydro-alcoolique d’A.
triphylla sont significativement plus élevées a celles de
I’extrait aqueux. Une valeur d’IC 50 plus importante (27,40
+ 0,1 mg/ml) a été trouvée pour I’extrait aqueux par rapport a
I’extrait hydro-alcoolique pour le piégeage du radical libre
DPPH, en revanche I’extrait hydro-alcoolique a montré un
pourcentage de ’activité anti-oxydante et une capacité anti-
oxydante totale significativement élevées (88,13 £0,153%
et 270,14 = 0,1 mg Eq AA/g d’extrait) respectivement. Alors
que I’extrait aqueux d’A. triphylla a présenté un potentiel
antioxydant et un pourcentage d’inhibition de peroxydation
significativement élevés avec les méthodes de FRAP et FTC.
La présente étude a montré que les extraits des feuilles d’4.
triphylla ont une activité anti-oxydante due a la présence des
composés phénoliques notamment les flavonoides qui peu-
vent étre exploités dans [D’industrie alimentaire ou
pharmaceutique.

M. Cheurfa (<)) - R. Allem

Laboratoire de Bio ressources Naturelles, Faculté des Sciences,
Département de Biologie, Universit¢é H.B.Chlef, BP 151, Chlef
02000, Algérie
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Mots clés Aloysia triphylla (L’Hérit.) - Extrait aqueux -
Extrait hydro-alcoolique - Activité anti-oxydante - Phénols
totaux - Flavonoides

Abstract Medicinal plants are an inexhaustible source of
bioactive compounds such as phenolic compounds natural
antioxidants. The objective of this study is the determination
and comparison of the antioxidant activity of aqueous
extract and hydroalcoholic leaves of Aloysia triphylla
(L’Herit.) In vitro. Evaluation of the antioxidant activity of
the extracts of the leaves of Aloysia triphylla is by five dif-
ferent methods: the DPPH test, B- carotene bleaching test,
the total antioxidant capacity by the phosphomolybdate
method, method FRAP (Ferric Reducing Antioxidant
Power) and method of FTC (Ferric thiocyanate method) with
measurement of total phenols and flavonoids. The contents
of total phenols and flavonoids hydro-alcoholic extract of 4.
triphylla are significantly higher than those of the aqueous
extract. A higher IC 50 value (27.40 £ 0.1 mg/ml) was found
for the aqueous extract compared to the hydro-alcoholic
extract for the scavenging of the free radical DPPH, however
the hydro-alcoholic extract showed a percentage of the antio-
xidant activity and a significantly higher total antioxidant
capacity (88.13 £0.153 +£0.1% and 270.14 mg AA Eq/ g
of extract) respectively. While the aqueous extract of A. #ri-
phylla presented antioxidant potential and a percentage of
inhibition of peroxidation with significantly elevated
methods FRAP and FTC. The present study showed that
the extracts of leaves of A. triphylla have antioxidant activity
due to the presence of phenolic compounds such as flavo-
noids that can be exploited in the food or pharmaceutical
industry.

Keywords Aloysia triphylla (L'Herit.) - Aqueous extract -
Hydro-alcoholic extract - Antioxidant activity - Total
phenols - Flavonoid
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Introduction

Les radicaux libres en général et les espéces réactives de
I’oxygéne (ROS) en particulier sont impliqués dans plu-
sieurs pathologies humaines allant de I’inflammation au can-
cer tout en passant par les maladies cardiovasculaires, 1’ar-
thrite rhumatoide, le diabéte et le processus d’apoptose, en
plus de leur action directe en réagissant avec la plupart des
macromolécules (glucides, protéines et lipides). Pour cela, il
est trés intéressant de rechercher et d’identifier des antioxy-
dants naturels a partir de plantes [1,2].

L’activité anti-oxydante des composés phénoliques pré-
sents dans les plantes est principalement due a leurs proprié-
tés redox qui leurs permettent d’agir en réduisant les agents
donneurs d’hydrogene et d’extinction de 1’oxygene singulet.
Les composés phénoliques peuvent aussi avoir des proprié-
tés de chélation des métaux [3].

Parmi les plantes médicinales ayant un intérét thérapeu-
tique important figure la verveine citronnelle [4loysia tri-
phylla (LHérit.)] qui appartient a la famille des Verbena-
ceae. C’est un arbuste vivace a branches droites, cannelées,
anguleuses et ramifiées, dont la partie utilisée de cette plante
sont les feuilles vertes pales, allongées (7-10 cm) ressem-
blant a celles du pécher, glabres et pointues, verticillées par
trois ou quatre sur les tiges [4]. Plusieurs études ont montré
que l’infusion des feuilles d’Aloysia triphylla posséde une
activit¢  antispasmodique [5] et une activité anti-
inflammatoire [6].

L’objectif de cette étude est I’évaluation de I’activité anti-
oxydante de différents extraits d’Aloysia triphylla (L’Hérit.)
in vitro en utilisant cinq méthodes différentes.

Matériel et méthodes
Matériel végétal

Les feuilles d’Aloysia triphylla (L’Hérit.) ont été récoltées le
mois de novembre 2011 de la région de Ain Defla Algérie.
Apres le séchage a une température ambiante et a 1’abri de la
lumicre solaire, les feuilles sont transformées en poudre a
I’aide d’un moulin électrique.

Préparation des extraits des feuilles d’A.triphylla
Préparation de ’extrait aqueux

L’extrait aqueux des feuilles d’A4. triphylla est une infusion
de 10 g de poudre. Apreés 15 minutes de contact, I’extrait
aqueux est récupéré par filtration sur papier Wattman. Le
filtrat obtenu est concentré a ’aide d’un évaporateur rotatif
a une température de 55°C [7].
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Préparation de Uextrait hydro-alcoolique

La préparation de I’extrait hydro-alcoolique d’4. triphylla a
été effectuée par macération de 10 g de maticre végétale dans
une solution hydro-alcoolique a 50%. Aprés 72 heures de
contact, le macérat est filtré et concentré a I’aide d’un éva-
porateur rotatif a une température de 48°C [8].

Dosage des phénols totaux

Le dosage des phénols totaux a ¢té déterminé selon la
méthode de [9] avec le réactif de Folin-Ciocalteu.

A chaque 200 pl d’extrait, 1 ml de solution de Folin Cio-
calteu est ajouté, suivi par I’addition de 0,8 ml d’une solution
de carbonate de sodium (7,5%). aprés 30 minutes d’incuba-
tion a la température ambiante et a 1’abri de la lumiére, 1’ab-
sorbance est lue a 765 nm [10]. La concentration en phénols
totaux des extraits a été exprimée en milligrammes d’acide
gallique (AG) équivalents par gramme de plante.

Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides dans les extraits a été déterminée
par la spectrophotométrie en utilisant la méthode de chlorure
d’aluminium [11].

Une solution éthanolique d’AICI3 (1 ml) a été ajoutée a
1 ml de chaque extrait. Aprés 1 h d’incubation a une tempé-
rature ambiante, 1’absorbance a été mesurée a 420 nm [12].
La concentration en flavonoides a été exprimée en milli-
grammes de quercétine (Q) équivalents par gramme de
plante.

Evaluation de I’activité anti-oxydante
des extraits in vitro

Test au DPPH

L’activité anti-oxydante de chaque extrait a été mesurée en
utilisant le radical DPPH.

250 pl de diverses concentrations des extraits aqueux et
hydro-alcoolique ont été ajoutés a 1 ml de solution métha-
nolique de 0,004% de DPPH. Le mélange a été agité vigou-
reusement et laissé reposer a une température ambiante dans
I’obscurité pendant 30 minutes ; I’absorbance a été mesurée
a 517 nm. Le BHT a ét¢é utilisé comme un contrdle positif.

Le pourcentage d’inhibition de DPPH a été calculé en
utilisant 1’équation suivante [13] :

% d’inhibition de DPPH = {(Ag - AA) / Ag} x 100

Ag . Absorbance de solution du DPPH sans extrait

A, . Absorbance en présence d’extrait ou standard

Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition
de DPPH et les IC50 (concentration correspondant a 50%
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d’inhibition de DPPH) sont déterminées a partir d’une
courbe graphique de 1’absorbance de DPPH en fonction de
la concentration de I’extrait ou le BHT.

Test de blanchissement du B-caroténe

Dans cette analyse la capacité anti-oxydante est déterminée
par la mesure de I’inhibition des composés organiques vola-
tils et les hydro-peroxydes conjugués résultant de 1’oxyda-
tion de ’acide linol¢ique [14].

Brievement 1 ml d’une solution de B-caroténe dans le
chloroforme a été introduit dans un ballon contenant 40 pl
d’acide linoléique et 400 mg de Tween 40. Aprés évapora-
tion du chloroforme, 100 ml d’eau oxygénée ont été ajoutés
avec agitation vigoureuse. De cette nouvelle solution 2,5 ml
sont transférés dans des tubes, et 200 pl de I’extrait ou du
témoin BHT sont ajoutés. Tous les tubes sont incubés dans
un bain marie a 50°C pendant 3 heures et la lecture se fait a
470 nm.

Le pourcentage de I’activité anti-oxydante est calculé
selon 1’équation suivante [15] :

AA% =[1—(Ao- A) (Ao'- A] x 100

Ag et Ay' : Absorbance mesurée au temps zéro d’incuba-
tion de I’extrait ou BHT et de contrdle (200 ul d’éthanol
absolu) respectivement

A et A,' : Absorbance mesurée de I’extrait et de contrdle
respectivement apres incubation

La capacité anti-oxydante totale par la méthode
de phosphomolybdate

Cette méthode est basée sur la réduction de Mo (VI) en Mo
(V) en présence des composés antioxydants et donc la for-
mation d’un complexe vert de phosphate/Mo (V) a un pH
acide [16].

0,3 ml de chaque extrait a été mélangé avec 3 ml de solu-
tion réactif (0,6 M d’acide sulfurique, 28 mM de phosphate
de sodium et 4 mM de molybdate d’ammonium).

Les tubes contenant la solution de réaction ont été incubés
a 95 °C pendant 90 minutes. Ensuite, ’absorbance de la
solution a ét¢ mesurée a 695 nm en utilisant le spectropho-
tométre contre le blanc [17]. La capacité anti-oxydante totale
a été exprimée en milligrammes d’équivalent d’acide ascor-
bique par gramme d’extrait.

Méthode de FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

La méthode FRAP consiste a mesurer la capacité¢ d’un
échantillon a réduire le complexe ferrique tripyridyltriazine
au tripyridyltriazine a un faible pH. Ce complexe de tripyri-
dyltriazineferreux a une couleur bleu intense mesuré par un
spectrophotométre a 593 nm.

Le réactif FRAP a été préparé en mélangeant du tampon
acétate de sodium (300 mM, pH 3,6), une solutionl0 mM
TPTZ dans 40 HCI mM et 20 mM FeCl; en raison de
10:01:01(v /v / v). 200 pul de chaque extrait ont été ajoutés
a 3 ml de réactif de FRAP. Aprés incubation dans I’obscurité
a 37°C pendant 30 minutes, ’absorbance a été mesurée a
593 nm contre le blanc [2] [18]. Les concentrations ont été
calculées en fonction de la courbe d’étalonnage, qui a été
obtenue en utilisant des solutions de FeSO4. Les résultats
ont été exprimés en moles de Fe (II) par gramme d’extrait.

Méthode de FTC (Ferric thiocyanate method)

Cette méthode est basée sur I’oxydation de I’acide linoléique
qui génére la formation des peroxydes qui s’oxyde Fe*" en
Fe*". Ces derniers ions forment un complexe avec le thio-
cyanate mesuré a une absorbance maximale de 500 nm [19].

Les différents extraits (40 mg) et standards (40 mg, la
vitamine C et I’acide gallique) ont ét¢ mélangés avec 4ml
d’éthanol absolu, 4,1 ml de I’acide linoléique de 2,52%,
8 ml de 0,02 M de tampon phosphate (pH 7,0) et 3,9 ml
d’eau distillée. La solution mélangée est incubée a37°C.

A des intervalles réguliers au cours de I’incubation,
0,1 ml du mélange a été dilué avec 3,7 ml d’éthanol, suivi
par I’addition de 0,1 ml de 30% de thiocyanate d’ammonium
et 0,1 ml de 20 mM de chlorure ferreux dans de 1’acide chlo-
rhydrique. Le niveau de peroxydation a été déterminé par la
lecture de I’absorbance a 500 nm. Cette étape a été répétée
toutes les 24 h jusqu’a ce que le contrdle négatif ait atteint sa
valeur maximale d’absorption. Le pourcentage d’inhibition
de la peroxydation des lipides a été calculé par 1’équation
suivante:

Inhibition de peroxydation des lipides (%) =100 —
[(AEchantillon/ Acontréle) x100

Acontrole - Absorbance du contrdle négatif

AEchantillon - Absorbance en présence de I’échantillon ou
de standards.

Etudes statistiques

Les analyses de la variance ont été réalisées par le logiciel
statistique XL Stat Pro 7.5.

Les expériences ont été faites en double et d’autres en
triple, les résultats ont été présentés par la moyenne avec son
écart-type.

La détermination des taux de signification est effectuée
par le test Anova. Les différences ont été considérées signi-
ficatives a P<0,05.

Eavoisier



Phytothérapie

Résultats

Dosage des phénols totaux et flavonoides

Les teneurs en phénols totaux et en flavonoides des extraits
des feuilles d’A4. triphylla sont représentées dans la figure 1.
L’extrait hydro-alcoolique des feuilles d’A. triphylla a pré-
senté des teneurs en phénols totaux et en flavonoides signi-
ficativement (P<0,05) plus élevées a celle trouvées dans
I’extrait aqueux dont les teneurs sont respectivement 61,13
+0,0 (mg Eq AG/g), 6,81 £ 0,1 (mg Eq Q /g) et de 30,84 =
0,1 (mg Eq AG/g), 6,42 £ 0,1 (mg Eq AG/g).

Un résultat similaire a été trouvé par [20], avec 1’extrait
méthanolique d’A. triphylla par rapport a celui de I’extrait
aqueux dont la teneur en phénols totaux est de 770,7 + 2,2
(mg GAE/100g). Par contre les résultats d’autres travaux
[21] ont montré que ’extrait d’A. triphylla contient 1,55 +
0,10 (mg GAE/g de poids frais) de phénols totaux. Dadé et
al., [22] ont testé les extraits aqueux de 21 plantes, ils ont
trouvé que la teneur en flavonoides de 0,50 £+ 0,04, 0,33 +
0,03 et 0,41 £0,01 (umol Eq rutine /mg) respectivement
pour les trois espéces de la famille de Verbenaceae (4. tri-
phylla, A. gratissima et A. polystachya).

Activité anti-oxydante des extraits in vitro

Test au DPPH

L’activité anti-radicalaire de I’extrait aqueux et hydro-
alcoolique des feuilles d’A. triphylla vis-a-vis du radical
DPPH a été évaluée spectrophotomeétriquement a 517 nm
en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par
le passage de la couleur violette a la couleur jaune.

Les résultats peuvent étre exprimés en tant que pourcen-
tage de I’activité anti-radicalaire ou peuvent également étre
exprimés en utilisant le paramétre IC50 [23]. L’IC50 est
inversement lié a la capacité anti-oxydante d’un composé,

[ghfncie totmmex org =g

[ flavoncides (ma Eq & o)

#0,00-

40,00

20,00

0,00~

Extrait hydro-aicodtique oA, triphylia

Les extraits

donc plus la valeur d’IC50 est basse, l’activité anti-
oxydante d’un composé est grande.

L’IC50 trouvée avec Iextrait aqueux d’A. triphylla
(27,40 £ 0,1 mg/ml) est significativement supéricure (P <
0,05) a celle trouvée avec I’extrait hydro-alcoolique (23,52
+ 0,035 mg/ml). En revanche la valeur d’IC50 trouvée avec
le BHT est significativement inferieure (P<0,05) a celle trou-
vée avec les deux extraits (6,96 + 0,1 mg/ml).

Test de blanchissement du f3- caroténe

Dans le test de blanchissement du B- caroténe, 1’oxydation
de I’acide linoléique génére des radicaux libres due a 1’abs-
traction d’un atome d’hydrogéne a partir des groupes méthy-
Iéne de I’acide linoléique [24]. Puis le radical libre va oxyder
le B-caroténe hautement insaturé. La présence des antioxy-
dants dans ’extrait permet de minimiser 1’oxydation du p-
caroténe par les hydro-peroxydes qui sont neutralisés [25].

L’extrait aqueux et hydro-alcoolique des feuilles d 4. #ri-
phylla ont montré un pourcentage de I’activité anti-oxydante
de 82,87+0,141 et 88,13 £0,153% respectivement. Ces
valeurs sont significativement inferieures (P<0,05) par rap-
port au BHT ou le pourcentage de I’activité anti-oxydante est
de 96,19 £ 0,195 % (Fig. 2).

Selon [26], un extrait qui retarde ou inhibe le blanchisse-
ment du B-caroténe peut étre décrit comme un piégeur de
radicaux libres et un antioxydant secondaire.

La capacité anti-oxydante totale

La capacité anti-oxydante totale a ét¢ mesurée par un spec-
trophotometre en utilisant la méthode de phosphomolybdate
qui est basée sur la réduction de Mo(VI) en Mo(V) en pré-
sence des antioxydants et la formation d’un complexe phos-
phate/Mo(V) d’une couleur verte mesuré a 695 nm. La capa-
cit¢ anti-oxydante totale des extraits des feuilles d’A4.

100,00~

80,00

60.00

40,00+

Le % de I'activite anti-oxydante

20,00

T T T
Extrat aqueus A triphytia Extrat fydro-aicooigue oA aHT
Fripiyita

Les extraits

Fig. 1 Les teneurs en phénols totaux et en flavonoides des extraits
d’A. triphylla
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Fig. 2 Pourcentage de I’activité anti-oxydante de différents
extraits d’A. triphylla par le test de blanchissement du B-caroténe
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triphylla est exprimée en milligrammes d’équivalent d’acide
ascorbique par gramme d’extrait (mg Eq AA/g d’extrait)
(Fig. 3). La capacité anti-oxydante totale trouvée avec
I’extrait aqueux est de 173.50 + 0.044 mg Eq AA/g d’extrait,
tandis que ’extrait hydro-alcoolique a montré une capacité
anti-oxydante totale significative (P<0,05) par rapport a celle
trouvée avec ’extrait aqueux (270.14+£0.1 mg Eq AA/g
d’extrait). Par contre le BHT a révélé une capacité anti-
oxydante totale significative (P<0,05) par rapport a celle
des extraits d’A. triphylla (401,01 +1,24 mg Eq AA/g).
Cette bonne capacité anti-oxydante peut étre attribuée a la
présence des composés phénoliques dans ces extraits.

Méthode de FRAP

Le potentiel antioxydant des extraits des feuilles d’4. #ri-
phylla a été déterminé par la méthode de FRAP basée sur
I’aptitude des antioxydants présents dans les extraits a
réduire le TPTZ-Fe (11I) a TPTZ-Fe (II).

Cette ¢étude a montré que le potenticl antioxydant de
I’extrait aqueux d’A. triphylla (12,90 + 0,1 moles de Fe(Il)/
g d’extrait) a été significativement (P<0,05) en comparaison
avec celui de I’extrait hydro-alcoolique (6,63 + 0,1 moles de
Fe (II)/g d’extrait).

Ces résultats démontrent que les extraits d 'A. triphylla ont
marqué la capacité de réduire les ions ferriques (Fe3 +) et
donc neutraliser les radicaux libre en donnant des électrons.

Méthode de FTC

La figure 4 montre le pourcentage d’inhibition de la peroxy-
dation des lipides exercé par les deux extraits. L’extrait
aqueux d’A. triphylla a présenté significativement (P<0,05)
le pourcentage d’inhibition le plus élevé (59,91 £0,011%)
suivi par I’acide gallique 59,30 + 0,1%, par contre il n’y a
pas une différence significative entre 1’extrait hydro-
alcoolique et I’acide ascorbique ou les pourcentages d’inhi-
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bition enregistrés sont respectivement de 52,93 +0,1 et
52,81 +0,1%.

Discussion

Les composés phénoliques présents dans les plantes sont des
bons antioxydants naturels [27], la plupart des thérapies
médicamenteuses implique ’utilisation des extraits de plan-
tes ou de leurs composants actifs, dont certains ont été pré-
sentés pour afficher une activité anti-oxydante [28].

D’aprés cette étude, il a été observé que 1’extrait hydro-
alcoolique d’A. friphylla a présenté significativement
(P<0,05) la teneur la plus élevée en phénols totaux et en
flavonoides. Toutefois, il est difficile de comparer ces résul-
tats avec ceux de la bibliographie car I’utilisation de diffé-
rents solvants et de différentes méthodes d’extraction réduit
la fiabilité d’une comparaison entre les études. Plusieurs fac-
teurs peuvent influer sur la teneur en composés phénoliques,
des études récentes ont montré que les facteurs extrinséques
(facteurs géographiques et climatiques), les facteurs généti-
ques, mais également le degré de maturation de la plante et la
durée de stockage ont une forte influence sur le contenu en
composés phénoliques [29].

Nos résultats indiquent que les antioxydants contenus
dans les extraits des feuilles d’A. triphylla, notamment les
composés phénoliques et les flavonoides sont capables de
piéger les radicaux libres et réduire les oxydants.

Les flavonoides sont reconnus pour leurs nombreuses
activités biologiques qui sont attribuées en partie aux pro-
priétés anti-oxydantes. Ils sont susceptibles de réagir avec
la plupart des espéces réactives oxygénées [30].

L’action anti-oxydante de ces phytonutriments ne
s’exerce pas seulement par I’inhibition et la désactivation
des radicaux libres, elle se manifeste aussi par la neutralisa-
tion d’enzymes oxydantes et par la chélation des traces
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Fig. 3 Capacité anti-oxydante totale (en mg Eq AA/g d’extrait)
des extraits d’A. triphylla

Fig. 4 Pourcentage d’inhibition de peroxydation des lipides
des extraits d’A. triphylla par la méthode FTC

Eavoisier



Phytothérapie

d’ions métalliques responsables de la production de ROS
[31].

D’autres études ont montré que les flavonoides sont des
bons inhibiteurs d’enzymes responsables de la production
des radicaux libres comme la xanthine oxydase qui est une
source biologique importante du radical superoxyde [32,33].

Les flavonoides sont également connus pour modifier les
activités des enzymes comme la protéine kinase C, la pro-
téine tyrosine kinase, aldose-réductase, la myéloperoxydase,
la NADPH oxydase, la xanthine oxydase, la phospholipase,
la transcriptase inverse, I’ornithine décarboxylase, lipoxygé-
nase et cyclooxygénase. Certaines de ces enzymes sont
impliquées dansles fonctions immunitaires, la cancéroge-
nese, les transformations cellulaires, la croissance tumorale
et les métastases. La fonction anti-oxydante et la modifica-
tion d’action enzymatique des flavonoides expliquent beau-
coup leurs activités pharmacologiques [34,35].

Le nombre de groupes hydroxyle phénoliques peut jouer
un role important dans I’activité de piégeage des radicaux
libres [36,37]. Les rapports de la littérature montrent que
les composés hydroxyle dans la position ortho-aromatique,
comme la quercétine, ont une activité anti-oxydante contre
les ROS [38]. En présence d’H,0O,, des composés phénoli-
ques tel que I’ortho-quinol subit une réaction de réduction a
générer les ortho-quinones et de 1’eau en tant que produits
[38,39]. Le verbascoside est un principe actif d’A. triphylla
[40] a quatre groupes hydroxyle dans leurs structures sont
capables de subir des réactions d’oxydation en présence de
peroxydes [38,41].

Les composés phénoliques peuvent aussi protéger les
constituants cellulaires contre les dommages oxydatifs et,
par conséquent, de limiter les risques dégénératives des
maladies associées au stress oxydatif [42].

Conclusion

D’apres nos résultats, nous pouvons suggérer que les extraits
des feuilles d’A. triphylla ont une importante activité anti-
oxydante qui est due a la présence des composés phénoli-
ques tels que les flavonoides. Sur la base de ces propriétés
et la réalisation d’autres études in vitro et in vivo pour
connaitre mieux les propriétés pharmacologiques de cette
plante, il sera possible de I’utiliser comme une matiere pre-
miere pour formuler de nouveaux produits (antioxydants
naturels, conservateurs) destinés a I’industrie pharmaceu-
tique ou I’industrie agro-alimentaire.

Liens d’intéréts : Texte a venir
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ANNEXES

Annexe | : Les testsn vitro

1/ Les courbes d’étalonnages
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Figure 34 : Courbe d’étalonnage de I'acide gallique a 765 nm.
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Figure 35 : Courbe d’étalonnage de la quercétine a 420 nm.
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Figure 36 : Courbe d’étalonnage de I'acide ascorbique & 695 nm
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Figure 37 : Courbe d'étalonnage de Sulfate de fer a 593 nm.
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2/ Figures des résultats de I'activité antibactériene des différents extraits testés.

Figure 38 : Effets des extraits aqueux s@r. freundii.

Figure 39 : Effets des extraits aqueux sBr aeruginosaATCC 27853.

Figure 40 : Effets des extraits hydro-alcooliques &urcoli.
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Figure 41 : Effets des extraits hydro-alcooliques Buwulgaris.

Figure 42 : Effets des extraits aqueux durmirabilis.

Figure 43 : Effets des extraits aqueux shurtyphimurium.
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Figure 44 : Effets des extraits hydro-alcooliques SuureusATCC25923

Figure 45 : Effets des extraits aqueux dtucoli ATCC25922.

Figure 46 : Effets des extraits hydro-alcooliques Bumirabilis.
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Tableau 9 :Résultats de I’Antibiogramme.

Bactéries E.coli S.aureus C.freundii  P.aeruginosa P.mirabilis P.vulgaris S. typhimurium E.coli S. aureus P. aeruginosa
— ATCC25922 ATCC25923 ATCC 27853
Ampicilline (A) 00.00+00 21.00+00 00.00+00 00.00+00 00.@®+ 00.00 +00 00.00 = 00 00.00 = 00 00.00 = 00 008.00
Pénicilline (P) 19.00£00 52.00+00 13.00 £ 00 00.00 £ 00 00.@®+ 15.00 +00 00.00 £ 00 18.00 £ 00 14.00 £ 00 00& 00
Tobramycine(Tob) 29.00+£00 21.00+00 36.00+00 28.00+00 08.@®+ 08.00+00 18.00 + 00 26.00 = 00 24.00 = 00 0Q& 00
Kanamycine (K) 28.00+ 0.0 00.00+00 32.00 £ 00 16.00 £ 00 0G@@® 09.00+00 00.00 £ 00 26.00 £ 00 00.00 £ 00 .00% 00
Spectinomycine(SH) 30.00+0.0 28.00 =00 29.00 £ 00 30.00 £ 00 3200 20.00+00 19.00 £ 00 31.00 £ 00 25.00 £ 00 .06 00
Gentamycine (GN) 28.00+00 27.00+£00 27.00+00 27.00+00 29.@®+ 25.00+00 25.00 £ 00 28.00 = 00 22.00 = 00 00& 00
Oxacilline (OX) 00.00+00 21.00£00 00.00 £ 00 00.00 £ 00 00.@@+ 00.00 +00 00.00 £ 00 00.00 £ 00 00.50 + 00 00& 00
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Figure 47 : Résultats de I'antibiogramme Sleaureus

Figure 48 : Résultats de I'antibiogrammeRleaeruginosaATCC 27853.

Figure 49 : Résultats de I'antibiogrammekltoli.
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3/ Figures 50 : des courbes [% inhibition = f (corentration)] pour le calcul des IC50
(Test au DPPH
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R*=0,947
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Annexe Il : Les testsin vivo

Figure 51 : Les souriswiss albino

Figure 52 : L’injection de la carragénine.
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Figure 53 : L’administration orale des extraits des plantes.
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Figure 54 : Mesure du volume de la patte par le pied a caailiss

Figure 55 : Echantillons du sang des souris pour déterminieiida lipidique.
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Abstract

Natural products and secondary metabolites shownest gotential in the treatment of human diseasels as cancer, diabetes and infectious diseaseofjactive of this
work is to test the antibacterial activity; antidant activity through five methods to determine tbatent of total phenols, flavonoids; the deteation of the chemica
composition by HPLC and study the anti-inflammatand hypocholesterolemic activitin(vivo) of aqueous and hydro-alcoholic extractsTaiymus vulgarisAloysia
triphylla, Pistacia lentiscusOlea europaedeaves andrigonella foenum-graecuseeds.

The highest levels of total phenols (97.26 + 0.688AG Eq / g) and flavonoids (8.21 + 0.008 mg Q/Ey) were found with the hydro-alcoholic extractledves ofP.

lentiscus The results of antibacterial activity showed bition zone diameters of not more than 16.00 mne fAydro-alcoholic extracts showed higher antioxicanivity

(P <0.05 compared to aqueous extracts with four methaetst (if DPPH, bleaching @fcarotene, total antioxidant capacity and metho#RAP). In contrast with the
FTC method, the aqueous extracts exert the higtatisty (P < 0.05 the percentage of inhibition of the largest patation was found with the aqueous extracilof]
vulgaris (62.30 + 0.00%). The extracts of the plants test@de showedh vivo an activity against inflammation induced by injectof carrageenan, and the ability
reduce total cholesteral, triglycerides and LDLthe blood at a high cholesterol diet. In light lné$e results, we suggest the use of these plattieincomponents in the

prevention of several diseases.

Keywords: Plant extracts, HPLC, Antibacterial activity, Amtidant activity, Anti-inflammatory activity, Hypdolesterolemic activity.
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