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Les plantes aromatiques et médicinales représentent une source inépuisable de remedes
traditionnels et efficaces grace aux principes actifs qu’elles contiennent : alcaloides,

flavonoides, hétérosides, saponosides, quinones, vitamines,...et huiles essentielles [1].

En effet, les huiles essentielles (HES), principes actifs issus du métabolisme secondaire des
plantes médicinales, ont ét¢ utilisées depuis 1’antiquité et sont largement employées de nos
jours, pour leurs propriétés biologiques (antimicrobienne, antioxydante, analgésique, anti-
inflammatoire, anti-cancérigéne, antiparasitaire, insecticide...) [2,3] et leurs applications
dans de multiples et diverses industries : alimentaire, cosmétique, parfumerie et pharmacie
[4,5].

L’importance économique que représentent ces essences du fait de leurs propriétés
biologiques, thérapeutiques, odoriférantes..., de leur impact au niveau de I’environnement
et de leur utilisation dans le traitement de certaines maladies infectieuses pour lesquelles
les antibiotiques de synthése sont de moins en moins actifs ou dans la conservation des
aliments contre I’oxydation comme alternatives aux produits chimiques de synthése suscite

de plus en plus I’intérét des biologistes, des médecins, ...et des chimistes [6].

Dans le monde, il existe 250 000 a 500 000 espéces de plantes, seul un nombre
relativement faible des plantes ont été étudiées pour d’éventuelles applications médicales.
Les données relatives a l'innocuité et a I'efficacité sont disponibles pour un nombre encore
plus restreint de plantes, leurs extraits et principes actifs et les préparations qui les
contiennent [7].

L’Algérie, de par sa position biogéographique, et grace a ses différentes zones
bioclimatiques (humide, sub-humide, semi-aride, aride ou désertique), offre une trés
grande diversité de végétaux (plus de 3000 espéces et 1000genres) avec un grand nombre

de plantes aromatiques et médicinales spontanées et cultivées [8,9].

Dans ce contexte, se présente ce travail de recherche dont le but principal est la

valorisation de la richesse de 1’ Algérie en plantes médicinales et de recherche de nouvelles
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molécules naturelles. Pour cela, notre étude englobe deux aspects dont le premier est
d’ordre phytochimique, le second aspect est consacré a une évaluation des activités

antioxydantes et enzymatiques.

Ce mémoire est subdivisé en trois chapitres dont le premier a été réservé a 1’étude

bibliographiques.

Le second chapitre concerne la description du matériel végétal, les méthodes d’extractions,
et I’analyse GC-MS ainsi que les méthodes d’évaluation des activités antioxydantes et

enzymatiques.

Le troisieme chapitre renferme la discussion des résultats obtenus pour les quatre plantes
étudiées : Eucalyptus globulus, Rosmarinus tournefortii, Ocimum basilicum et Cedrus
atlantica ainsi que 1’analyse CPG/SM des huiles essentielles des trois plantes : Eucalyptus
globulus, Ocimum basilicum et Cedrus atlantica. En plus, 1’évaluation des activités
antioxydantes des deux extraits chloroformique (ECRT) et butanolique (EBRT) de la
plante Rosmarinus tournefortii et I’évaluation des activités enzymatiques des quatre

plantes.
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Chapitre I : Recherche bibliographique

I.1. Présentation botanique et géographique de la famille des Myrtaceae ,Lamiaceae

et pinaceae

» La famille des Myrtaceae

La famille des myrtaceae est 1'une des plus importantes familles de plantes issues
d’angiospermes, comprenant environ 142 genres et 5500 especes.
Les individus de cette famille contiennent des plantes bénéfiques en santé comme les clous de

girofle, I'eucalyptus et la cannelle [1].

La famille des Myrtaceae a son centre de diversité en zone tropicale, notamment en Australie,

en Amérique du Sud et en Asie tropicale [2-3] (Figure 01).

Divers travaux classent la famille des Myrtaceae au sein des clades suivants: les

angiospermes, les eudicotyledoneae, les rosidae, les malvidae et enfin 1’ordre des myrtales

[4].

Les myrtaceae constituent un modele de choix pour I’étude de I’évolution chez les
angiospermes, puisque les genres sont caractérisés par un nombre important en especes. Nous
citons quelques exemples, le genre syzygium contient entre 1200 et 1500 especes [5], Eugenia

inclue approximativement 1050 espeéces, et eucalyptus environ 700 espéces [6].

Ce sont des arbustes a feuilles entiéres et opposées; fleurs axillaires hermaphrodites; 5-mére.
calice cupuliforme, étamines trés nombreuses, insérées avec les pétales au sommet du tube
calycinal, gynécee infére ou semi-inféere a 5 carpelles uniloculaires, a ovules nombreux, a
placentation axile. Fruit bacciforme bleuéatre, globuleux, de 5-8mm de diameétre [7]. Les fleurs
a odeur suave des myrtaceae sont pollinisées par divers insectes, oiseaux ou mammiferes ; le

nectar sert de monnaie d’échange [8].



Chapitre I : Recherche bibliographique

Figure 01.Aire de répartition des Myrtaceae dans le monde entier [2].

» La famille des Lamiaceae

La famille des lamiacées (Lamiaceae) ou Labiées (Labiatae)
représentent la sixiéme plus grande famille de plantes a fleurs et I'une des familles les plus po-
pulaires en raison du potentiel aromatique de la plupart de ces espéces [9]. Parmis les quels
on trouve le romarin, le thym, le basilic, I'origan, la sauge, la menthe et la menthe poivrée
[10] [11].

Cette famille renferme environ 6970 espéces et 258 genres [12] dont 1’aire de dispersion
est extrémement étendue, mais avec une prépondérance pour les régions méditerranéennes
[13].

En Algérie, cette famille comprend 29 genres et 140 espéces se développant aussi bien

dans les zones méditerranéennes que sahariennes [14].

R - Frasent

| | Absent

Figure 02 .Repartition géographique de la famille des Lamiacées dans le monde entier [14].



Chapitre I : Recherche bibliographique

Les lamiaceae sont des plantes herbacées ou arbustives [15] . Les tiges sont quadrangulaire a
leur base et tres ramifiées [16]. Les feuilles sont petiolées et opposées [17]. Le fruit est un
tétrakeéne logé au fond d’un calice persistant, chaque demi carpelle donnant naissance a un

akéne élémentaire [12] [13].

Figure 03 .Photos de la famille des Lamiaceae. [13]

» La famille des Pinaceae

La famille des pins (Pinaceae), comprenant 11 genres et environ 230 espéces largement
distribuées dans I'hémisphére nord, et elle est la plus grande famille de gymnospermes et la
plus important de la composante boréale [19].

En Algérie, on trouve trois genres qui sont : Abies (le Sapin), Cerdus (le Cedre), Pinus (le
Pins) [20].

Les pinaceae sont des arbres ou plus rarement des arbustes persistants, monoiques, aux
rameaux régulierement verticillés [21]. Les espéeces ont des feuilles persistantes en forme
d'aiguilles [22]. Les fleurs sont réunies en ombelles simples ou composées, munies de
bractées appelées involucelles a la base. Elles comptent 5 pétales et 5 étamines et un ovaire a
deux loges. Les fruits sont formés de deux méricarpes accolés a un axe central (chaque
méricarpe présente deux faces : commissurale (plane) et dorsale (convexe). La face dorsale
porte au moins cing cOtes séparées par quatre vallécules contenant des canaux sécréteurs
courts (bandelettes) [23].
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1.1.1 Intérét pharmacologique, nutritionnel et commercial

» La famille des myrtaceae

Beaucoup d'espéces appartenant a cette famille sont une source principale d’HE d’huiles
essentielles pour la parfumerie ou pour l'usage thérapeutique [8].

Le tableau 1 suivant cite quelques exemples d’espéces dont les propriétés susdites ont été

vérifiées et confirmées suite a différents travaux.

Tableau 01 . Activités biologiques de certaines especes de la famille des Myrtacées.

Espéce Activités biologiques Références

Cleistocalyx operculatus anti-inflammatoire [24]

antiseptique [25]
anti-oxydante
antimicrobienne [26]
cytotoxique

anti-tumorale

Melaleuca squarrosa anti-oxydante [27]

Leptospermum Antimicrobienne [28]

polygalifolium

Psidium guajava anti-oxydante [29]
anti-hypertensive
anti-diarrhique
antinociceptive
anti diabétique
anti-allergique
anti-tumorale
anti-inflammatoire
cytotoxique
antispasmodique

anti genotoxique

Syzygium samarangense Cytotoxique [30]
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anti-oxydante

Eucalyptus saligna Antibactérienne [31]
Eucalyptus rostrata anti-oxydante [32]
Eugenia jambos antipyrétique [33]

anti-inflammatoire

anti-tumorale

Eugenia jambolana Antidiabétique [34]
anti-lipidémique

Leptospermum scoparium Antimicrobienne [35]

Myrtus communis Antidiabétique [36]
anti-oxydante [37]
antimicrobiennep
anti-mutagénique

Syzygium aromaticum anti-oxydante Eg}

antifongique

> La famille des Lamiaceae

Aujourd’hui, les huiles essentielles de plusieurs plantes Labiatae sont devenues une matiére
premicre de plus en plus importante pour I’industrie alimentaire, pharmaceutique et
cosmétique [40,41,42,43]. 40% des espéces de la famille des Lamiaceaes contiennent des
composés qui posséde des propriétés aromatiques [44]. En raison des huiles essentielles (HE)
produits dans glandulaire, les poils sont répartis sur les organes aériennes de la végétation et

de la reproduction [45].

La famille lamiaceae contient d'importantes plantes aromatiques utilisées dans la médecine

traditionnelle et moderne et dans I'industrie alimentaire et pharmaceutique [46].

De nombreux genres contiennent des especes ornementales : on peut citer parmi eux Ajuga (le

bugle), Callicarpa, Clerodendrum, Plectranthus, Holmskiodia, Leonotis, Monard, Salvia [47].
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» La famille des Pinaceae

Les membres des pinacées ont une grande importance économique en tant que source de bois,
de péte et de résines. lls jouent également un réle écologique trés important en produisant une
grande biomasse et en créant un habitat pour de nombreux autres organismes. Les arbres
forestiers des pinacées sont essentiels pour la séquestration du carbone qui peut affecter le

climat mondial [48].

| .2. Le Genre Eucalyptus

L'eucalyptus, qui comprend plus de 700 especes est le natif usine d'Australie [49].

Elle a été découverte par I’explorateur et botaniste frangais Jacques-Julien Houtou de la
Billardiére en 1792, en Australie. Quand les premiers explorateurs arriverent sur les littoraux
de ce continent, ils virent d’énormes foréts d’eucalyptus et baptisérent ce nouveau continent «

le pays des brouillards bleus » [50].

Le genre eucalyptus est endémique en Australie et en Tasmine apres il est cultivé dans
quelque régions subtropicales d’afrique, d’asie et d’amérique du sud ainsi qu’en Europe

méridionale et aux Etats-Unis [51].

Le nom botanique fut créé par le botaniste francais Charles-Louis 1’héritier de Brutelle en
1792. Les eucalyptus furent introduits en France en 1828. De nombreux pays ont rapidement
intégré les usages médicinaux des feuilles d’eucalyptus dans leur pharmacopée : Chine, Inde,

Sri Lanka, Afrique du Sud, Tle de la Réunion et pays européens. [52,53].

Les espéces appartenant a ce genre sont introduites en Algérie par les francais en 1860 dans
des différentes régions méditerranéennes et occupaient une surface de 5 855 hectares dont

plus de la moitié dans la région oranaise [51, 54].

Le tableau ci-dessus montre la répartition des eucalyptus en Algérie [54].
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Tableau 02. La répartition des eucalyptus en Algérie.

La région Les wilaya

Est El kala, Annaba, Skikda
Centre Tizi-Ouzou, bainem
Ouest Oran, mostaganem

Son fruit est connu sous le nom de «Yi Kou Zhong » en Chine et utilisé dans la-médecine

populaire pour traiter, la grippe, la dysenterie, eczéma, échaudure et rhumatisme [55].

La production commerciale d’huile essentielle (HE) d’eucalyptus a débuté en 1860, dans la
région de victoria en Australie. Actuellement, 1’Australie, le Maroc, I’Espagne et certains

pays de I’Europe de I’Est sont parmi les principaux producteurs [52 ,53].

Au XIXe siecle, I'huile essentielle est utilisé pour aseptiser les cathéters urinaux dans les
hopitaux anglais. De nos jours, elle entre dans la fabrication de rince-bouche (Listerine®, par
exemple) et de dentifrices, de nombreuses préparations pharmaceutiques destinées aux
diverses affections des voies respiratoires et de solvants endodontiques utilisés en dentisterie.

On s’en sert aussi comme dégraissant industriel [56,57].

L’eucalyptus représente une excellente source de biomasse pour la production de bioénergie.
Que ce soit par combustion ou pour la production de produits dérivés de la cellulose tels que
les biocarburants de seconde génération, la production de bioénergie représente un enjeu
économique considérable dans une période ou la demande d'énergie a I'échelle mondiale
explose [58,59].

10
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I .2.1.La plante Eucalyptus globulus

Eucalyptus globulus (Fig. 04) appartient a la famille des myrtaceae. Cette espéce est
originaire de Tasmanie en Australie, elle est donc indigene au continent australien. Eucalyptus
globulus a été introduit en France en 1804 a la commune de Malmaison (région de Picardie).
Elle est acclimatée dans les pays du maghreb, en France méridionale, en Espagne, au
Portugal, en ltalie et en Amérique. L’eucalyptus globulus pousse surtout dans les régions

chaudes. Il a néanmoins besoin d’une grande quantité d’eau pour croitre. [60,61].

Figure 04 .photos de Eucalyptus globulus [61].

I .2.2.Place dans la systématique

Tableau 03: Position systématique de Eucalyptus globulus [62].

Reégne Plantes

Embranchement Magnoliophyta

Sous- embranchement Angiospermes

Classe Magnoliopsida ou Dicotylédones
Ordre Myrtale

Famille Myrtaceae

Genre Eucalyptus

Espece Eucalyptus globulus Labill

11
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1 .2. 3. Synonymie de Eucalyptus globulus
-Eucalyptus gigantea.

-Eucalyptus glauca.

-Eucalyptus pulverulenta.

-Eucalyptus officinal.

- Eucalyptus globulus var. bicostata.
-Eucalyptus globulus subsp. Globulus.
-Eucalyptus commun.

| .2.4.Description botanique

Le port: L’eucalyptus commun est un arbre
sempervirent qui peut croitre jusqu’a 30— 55 m de

haut.

L’écorce : Chez les plantes adultes, I'écorce a la
base du tronc est ridée, sombre et persistante. au-
dela, elle est lisse, grisatre et se détache en longue
bande, qui laisse apparaitre la face interne avec
des nuances de différentes couleurs gris , créme
et bleuatre ; les jeunes branche sont pendantes
et ont une section quadrangulaire dans leur

partie terminale.
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Les fleurs: Les boutons floraux, en forme de
toupie, sont cotelés et recouverts d’un opercule
aplati portant un bouton central. Les fleurs, de
couleur creme (Fig. 4), sont solitaires a 1’aisselle

des feuilles.

Les feuilles : Les feuilles d’Eucalyptus globulus,
persistantes, ont la particularité d’étre totalement
différentes selon 1’age du rameau qui les porte. Les
feuilles des arbres matures sont alternes, étroites et
d’un vert foncé luisant (Fig. 4). Ces feuilles

matures renferment de nombreuses poches

sécrétrices. Elles sont riches en HE responsable
des propriétés thérapeutiques. Les feuilles
poussent sur des tiges cylindriques et mesurent de

15 a 35 cm de long.

Les fruits : Les fruits (Fig. 4) ligneux mesurent
1,5 a 2,5 cm de diamétre et ont une capsule tres
dure, c’est en tombant au sol qu’ils laissent
échapper les graines fécondées par des grains de
pollen apportés principalement par les insectes
[38] [41] [43].
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Les graines : Les fruits contenant de nombreuses

graines de 1 & 3 mm de long.

La reproduction se fait par des graines plantées a la
surface de sol sableux a une température de 20 a
22 °C.

1.2.5.Propriétés pharmacologiques du genre Eucalyptus

Les eucalyptus sont utilisés pour soigner depuis des milliers d’années en Australie, continent
d’origine. Les feuilles étaient utilisées par les aborigénes pour traiter les fievres (notamment
la malaria), d’ou son nom commun d’arbre a la fieévre ou Australian Fever tree. Les
aborigeénes vivants en Tasmanie avaient également compris I’intérét de 1’eucalyptus par sa
capacité a assécher les zones marécageuses pour éradiquer les insectes, porteurs de maladies
[63] [64].

Récemment, l'eucalyptus est largement cultivé pour de nombreuses fins, y compris
antiseptique, chimio thérapeutique, antioxydant, troubles antimicrobiens, respiratoires et
gastro-intestinaux, cicatrisation, acaricide, répulsif, herbicide et nématicide. [65] [66], activité
anti-inflammatoire [67], anti-HIV [68] antifongique, [69] immunosuppresseur [70], ainsi que
les effets inhibiteurs de PTP1B [71].

| .3. Le Genre Rosmarinus

C'est un arbuste a feuilles persistantes pouvant atteindre deux mettre de haut, a nombreux
rameaux dressés ou quelquefois prostrés (variété prostratus). La systématique du genre
rosmarinus n‘a pas toujours été homogeéne, ce qui se traduit par de nombreux noms d'especes

cités par les auteurs et qui ne sont pas tous en usage actuelle [72,73 ,74].

Des auteurs allemands et italiens [75] mentionnent 4 espéces répertoriées surtout en Afrique
du Nord :

1- Rosmarinus chilensis.

2-Rosmarinus laxiflorus.

14
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3-Rosmarinus lavandulaceus.
4- Rosmarinus tournefortii (De Noe).

Ces mémes auteurs se basent actuellement sur la classification de TURRILL [76]. qui ne
comprend qu'une seule espece, mais plusieurs variétés et formes, répertoriées dans la région

méditerranéenne : ¢’est la Rosmarinus officinalis L.
1.3.1. La plante Rosmarinus tournefortii de noé

Le romarin Rosmarinus tournefortii de noe est une plante médicinale, originaire des régions
méditerranéennes, le romarin pousse spontanément dans le sud de I'Europe. On le cultive dans
le monde entier a partir de semi ou de boutures au printemps, apprécie les climats chauds ou

modérément secs [77].

En Algérie, le romarin est ’'une des sept espéces végétales excédant 50.000 hectares sur le
territoire national [78]. C’est une plante pérenne de type arbrisseau qui peut vivre plus de 20
ans [79]. Mais en culture, il faut compter une douzaine d’années de vie [78]. Il est présent

dans grande quantité a Bousaada région située dans le sud-est de I’ Algérie.

C’est un arbrisseau de 50 cm a 1 métre et plus, toujours vert, trés aromatique, trés rameux,
tres feuillé (feuilles en forme d’éguilles blanchatres et duveteuses par dessous) [80]. Les
fleurs sont réunies au sommet des rameaux, bleues pales a blanchatre, pratiquement sessiles,
disposées en petites grappes axillaires et terminales, bractées tomenteuses lancéolées [81].
Son écorce s’écaille sur les branches les plus agées et son odeur est extrémement [82] (Figure
05).
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1.3.2 .Place dans la systématique

Tableau 04: Position systematique de Rosmarinus tournefortii de Noe [83].

Régne Plantes

Embranchement Spermaphytes

Sous- embranchement Angiospermes

Classe Dicotylédones

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Genre Rosmarinus

Espéce Rosmarinus tournefortii de Noé

1.3.3. Synonymie de Rosmarinus tournefortii de noé

- Rosmarinus angustifolius Mill.
- Rosmarinus flexuosus.

- Rosmarinus latifolius Mill.

- Rosmarinus laxiflorus Noé.

- Rosmarinus serotinus Loscos.

Noms vernaculaires : Iklil Al Jabal ,Klil, Hatssa louban, Hassalban , Lazir ,Azlir, Ouzbir
,Aklel, Touzala [84].

1.3.4. Description botanique

Le port : le romarin est un arbrisseau, de 50 cm a 1 métre et plus,

toujours vert, trés aromatique, tres rameux, tres feuillé [80].

16


http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-179855
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-179862
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-179863
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-179870
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-179883

Chapitre I : Recherche bibliographique

Les feuilles : coriaces, persistantes, linéaires, entieres, enroulées
sur les bords, vertes et ponctuées dessus, blanches tomenteuses a
la face inférieure [81].

Les fleurs: réunies au sommet des rameaux, bleues péles a
blanchéatre, pratiqguement sessiles, disposées en petites grappes
axillaires et terminales, bractées tomenteuses lanceolées [81].

L’écorce : s’écaille sur les branches les plus agées et son odeur

est extrémement odorante [80].

Le calice : velu a dents bordées de blanc, elles portent deux
étamines ayant une petite dent vers leur base comme pour la

plupart des Lamiacées [85].

Le fruit : ovoide, est entouré par un calice persistant, sec est
constitué de quatre akénes (tétrakéne). Il attire les insectes

(entomophiles) pour assurer la pollinisation (entomogame) [86].
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| .3.5. Propriétés pharmacologiques du genre Rosmarinus

Le romarin, chargé de symbole chez les anciens qui en faisait des couronnes, a servi a
I’élaboration d’un remede longtemps réputé, « I’Eau de la reine de Hongrie » qui en fait est un
alcoolat : & I’aide de ce reméde, la souveraine, agée de 72 ans, guérit des rhumatismes et de la

podagre [87].

Le romarin, comme toutes les plantes aromatiques et médicinales, contient des composés
chimiques ayant des propriétés antibactériennes, des propriétés anti-inflammatoires et
antispasmodiques [88].

En médecine traditionnelle, le romarin aide a la digestion, traite les céphalées et les migraines,
les blanchites, les coliques, améliore les fonctions hépatiques et biliaires en cas de troubles
digestifs. Il est utilisé en usage externe pour soigner les rhumatismes et les troubles
circulatoires [89]. Il est utilisé comme antiseptique, cholagogue, vulnéraire et diurétique [90].

L’huile essentielle de rosmarinus est utilisée en parfumerie et trés appréciée en aromathérapie.
Utile pour le traitement des bronchites chroniques, cette HE trouve aussi des indications dans

la petite faiblesse hépatique ainsi que dans les intoxications hépatiques ponctuelles [91].

| .4. Le Genre Ocimum

Le genre Ocimum (famille Lamiaceae), collectivement appelé basilic, se compose d'environ
160 especes et s'étend sur les parties tropicales, subtropicales et plus chaudes des régions

tempérées des deux hémisphéres, du niveau de la mer jusqu'a 1800 ft pieds d'altitude [92].

| .4.1. La Plante Ocimum basilicum

Le basile (Ocimum basilicum L.) est un membre du genre Ocimum, cultivé depuis des
milliers d’années [93]. C’est I’espéce la plus exploitée en raison de son importance
économique [94]. 1l a été acclamé pour sa diversité comme unesource d’huiles essentielles, sa
réalisation de style et délicatesse comme épice, et sa beauté et sonparfum comme plante
ornementale. Il est largement utilisé en pharmacie, en parfumerie et en nourritures
industrielles pour son aréme naturel [95].

En Algérie, deux espéces ont été rencontrées, I’une a petites feuilles, annuelle, généralement
cultivée en pots pour décorer les balcons et les coins d’appartements qu’elle parfume

agréablement. L’autre espéce est connue sous le nom de H’baq sebaa snin (basile des sept

18
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ans) peut étre a cause de sa longévité, car elle pourrait vivre plusieurs années dans la méme

place. Cette espéce est distinguée par ses feuilles vert-foncées plus grandes, ressemblant a

s’yméprendre a la menthe. Ces fleurs blanches sont regroupées en somites [96].

Figure 06. La plante Ocimum basilicum [96].

I .4.2.Place dans la systématique

Tableau 05: Position systématique de Ocimum basilicum [97]

Régne Plantae

Embranchement Spermaphyte(phanérogame)
Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida ou Dicotylédones
Ordre Lamiales (Labiales)

Famille Lamiaceae (Labiateae)

Genre Ocimum

Espece Ocimum basilicum L.
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I .4.3.Synonymie de Ocimum basilicum L.
- Basilicum polystachion (L.) Moench.
- Ocimum album L.
- Ocimum americanum L.
- Ocimum basilicum var .glabratum Benth.
- Ocimum basilicum var .majus Benth.
- Ocimum barrelieri Roth.

- Ocimumanisatum Benth.

| .4.4. Description botanique

Le port: Le basile est une sous arbuste, herbacée annuelle
pousse 8 a 20 pouces (20 a 50 cm) de haut, dressées et parfois
touffue. 1l a une sensation de duvet de la base vers le haut
[98 ,99].

Les feuilles : Les feuilles sont ovales ou oblongues, vert vif tres
Iégérement dentées, brillantes, avec des marques veineuses
profondes [99, 100].

Elles ont une odeur agréable et tres caractéristique. Elles sont

pétiolées a des tiges anguleuses, dressées, ramifiées, ont une

section carrée [98, 99].
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Les fleurs : Les fleurs sont blanches rosées ou violacé, petites et
labiées (comme les levres) sont six fleurs pédiculées, presque

sessiles, axillaire et faux verticilles [99, 100].

Le calice (verticille externe généralement verte) est bilabié et la

corolle est de quatre lobes. La lévre inférieure est simple avec

quatre étamines portant sur lui [98].

I .4.5. Propriétés pharmacologiques du genre Ocimum

Le basilic a été utilisé comme plante médicinale dans le traitement des maladies nerveuses, les
vertiges, les coliques, la constipation, les ballonnements, la toux, la coqueluche, les migraines
d’origine nerveuse ou gastrique et les aphtes [101,102 ,103]. L'huile essentielle de basilic est

connue aussi par son activité antimicrobienne et insecticide . [104 ,105].
I.5. Le Genre Cedrus

Le ceédre de I’atlas (Cedrus atlantica Manetti.) ou Arz d’El-Atlas en arabe ou Bignon en
berbere, est une essence forestiere endémique des montagnes de I’Afrique du Nord. il
constitue 1’essence noble des foréts du maghreb (Maroc et 1’Algérie). Le cédre est
indiscutablement 1’espéce forestiére la plus prestigieuse [106].

Le genre cedrus est un genre ancien connu depuis le tertiaire. Selon Emberger (1938) ; Boudy
(1950); Parde (1958) classent le genre cedrus en quatre especes, a partir des unités
biogéographiques.

-Cedrus atlantica Manneti. 1844 le cédre de I'Atlas.

-Cedrus brevifolia Henry : le cédre de chypre.

-Cedrus libanotica Barr : (1838) le cédre de Liban.

-Cedrus deodora London : (1838) le cédre de I'Himalaya.

Le cedre de I’atlas est une essence plastique pouvant se trouver dans plusieurs régions
appartenant aux divers étages bioclimatiques au Maroc et en Algérie. Sa localisation est

nettement disjointe et liée essentiellement a 1’orographie du Maghreb [107].

En Algérie ,les cédraies algériennes (Figure 07) occupent une superficie de 30 400 ha et sont

reparties sur deux blocs [108].
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Au niveau de I'Atlas Tellien :

. Les cédraies de Djurdjura (Tala Guilef, Tikijda et Ait Ouabaine) avec 2000 ha.
. La cédraie des Babors, avec 500 ha.

. La cédraie de Chrea avec 1000 ha.

. La cédraie de Theniet-el-had avec 1000 ha.

Au niveau de I'Atlas saharien :

Le cédre est en régression drastique dans les Monts de Hodna (8000 ha), a Belezma avec

(5000ha) et dans les Aurés (5000 ha) .

S00 Kms

Répartition du cédre de I'Atlas en Algérie

Figure 07. Répartition actuelle du cedre de I'Atlas en Algérie [106].

1.5.1. La plante Cedrus atlantica

Le cedre, considéré comme une plante a graines (Spermatophytes), fait partie des plantes a
ovules nus (Gymnospermes). Il appartient a la classe des Vectrices, ordre des coniférales et la
famille des Pinacées [109]. Ce genre possede deux types de rameaux, les uns sont courts

portant des aiguilles, disposées en rosette (Figure 08), les autres longs ou les aiguilles sont

22



Chapitre I : Recherche bibliographique

disposées en spirale ; telle est la différence remarquable avec les autres espéces de pinacées
[109] (Figure 09).

Figure 08: Les aiguilles du cédre en forme d'une rosette [109].

Le cedre de l'atlas est un arbre majestueux de premiére grandeur il peut atteindre 40 m de

hauteur et de 2 a 3 m de diamétre chez les sujets &gés [100,111]

5a6cm

Figure 09. Caractéristiques botaniques du cédre de I’Atlas. A : rameau avec inflorescence

male ; B : cOne [111].
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1.5.2. Place dans la systématique
La position taxonomique de cedre est identifié comme suit :
Tableau 06: Position systématique de Cedrus atlantica.

Régne Plantae
Sous embranchement Gymnospermes

Ordre Abiétales

1.5.3.Synonymie de Cedrus atlantica

Cedrus atlantica var. argentea (Renou) A.Murray.
Cedrus atlantica f. argentea (Renou) Rehder.
Cedrus atlantica f. fastigiata (Carriere) Rehder.
Cedrus atlantica f. glauca (Carriere) Beissn.
Cedrus atlantica var. variegata Carriére.

1.5.4. Description botanique
La spécificité du cédre de 1’Atlas en plus des caractéristiques du genre cedrus que nous avons

évoquées réside dans les points ci-apres :
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Le port : Arbre de grande taille pouvant atteindre 40 metres
de hauteur [18,20] jusqu’a 60 métres dans les conditions
écologiques les plus favorable [112], avec une moyenne de
taille entre 25 et 30 meétres vers 70 a 80 ans [110]. La cime est
conique pyramidale a 1’état jeune, elle sera de forme tabulaire

avec le vieillissement de 1’arbre [111].

L’écorce : L’écorce est épaisse, rugueuse de couleur noiratre .
[114].

Les Aiguilles : sont groupées en petits bouquets au sommet et
portées par de courts rameaux pouvant vivre 3ans [113].

- Longueur : de 1 a2 cm.

- Couleur : vert ou glauque.

- Persistance : 3 ans.

- Forme : raide et fine, peu aigue, généralement arquée

groupées en rosettes denses ) de 30 a 40 aiguilles.

Les fleurs : Jusqu’a 5 centimétres de long, fleurs monoiques,
le cbne femelle court, dressé de couleur vert rougeétre, le cone

male dressé de couleur jaune [115].
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Les feuilles : Les feuilles ont des formes d’aiguilles
persistantes (durent généralement 3 ans), peu aigues, raides et
fines [116]. Elles ont une couleur verte ou glauque [114].

Selon Boudy (1952) [111], la longueur des feuilles est
comprise entre 1 et 2 cm, par ailleurs Dezabac (1964) in
Amirat (2016) [116] estime que leur longueur est de 25 mm en

moyenne. Quant a Krouchi (2010) [117] , d’aprés son étude

faite a la cedraie de Tala Guilef (Djurdjura), sur deux
échantillons, I’un de 30 arbres et 1’autre 79, elle obtient une

mesure moyenne de 18mm.

Les fruits : de 5-8 centimétres, verts et marrons, de forme

cylindriques avec un sommet plat [118].

Les graines : Les graines sont d’une forme triangulaire, dont
la longueur est de 10 a 15 mm, empreintes d’une couleur
marron roux et munies de larges ailes, tendres et enveloppées
d’une pellicule résineuse protectrice [124]. Ces graines sont
logées dans une dépression a la facesupérieure de 1’écaille
[111].

Les bourgeons : Petits de couleur grise jaunatre [116].
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cdne formelle

I

(e méle

Le Bois : Blanc a I’état d’aubier, sa couleur tend a changer en
brun jaunatre en vieillissant. Il est aussi dépourvu de canaux

résiniferes [125].

Organes reproducteurs : Le cédre de ’atlas est une espéce
monoique, les inflorescences males (fleur male) sont des
chatons solitaires, cylindriques et dressés vers le ciel. De
couleur jaune verdatre, elles sont de 4 & 5 cm de longueur et
approximativement de 1 cm de largeur au stade de maturité. Ils
apparaissent généralement a mi-juin et achévent leur maturité
vers la mi-septembre.[109,121,122] pour les inflorescences
femelles (fleur femelle), elles sont des chatons ovoides
dressées, de couleur vert bleuatres, elles mesurent 1 cm de
longueur et quelques millimétres de diameétre, apparaissent
trois mois apres les chatons males et se développent en cones
[109,121,122] la pollinisation du cédre de [I’atlas est
anémophile [123]

Systéme racinaire : Bien développé et rarement pivotant mais
la stabilité de I’arbre est assurée [111]. Les racines obliques
sont tres fortes et occupent les sols profonds et humides [119].
La profondeur racinaire est comprise entre 14 et 20 cm au bout
d’une année pour les nouveaux plants [120]. Quand le sol est
peu profond ou présente des obstacles, I’enracinement devient

latéral, provoquant des chablis.
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1.5.5. Propriétés pharmacologique du genre Cedrus
Cedrus est largement utilisé en médecine traditionnelle au Liban pour le traitement de

différentes maladies infectieuses [126].

Tableau 07. Propriétés thérapeutique de quelque genre Cedrus.

Genres Propriété thérapeutique Références

Cedrus libani Effet inhibiteur de [Io- [126,127 ,128]
amylase, activité biologique
contre le virus de [’herpés
simplex de type 1 (HSV-1),

anti-inflammatoires,

Cedrus deodara Insectifuge, effet inhibiteur de [129,130,131]
I’a-amylase, Activités

antisécrétoire et anti-ulcéreux

Cedrus atlantica anti-inflammatoires, [132]
antifongiques,

antimicrobiennes

1.5.6.Utilisations de I’huile essentielle de cédre d’Atlas

L’huile de cédre est utilisée par les producteurs de savon de toilette et détergents [133].

Elle est aussi utilisée a la place de la pyréthrine contre les insectes domestiques et cela en
raison de ses propriétés insecticides et de son caractére non toxique pour les mammiféres
[134]. L huile essentielle de cédre est également une fongicide efficace, non-phytotoxique car
elle contréle la détérioration fongique de certaines épices pendant leur stockage [135]. En
outre le B-himachaléne, constituant principal de 1’huile de cedre, présente une activité anti-
inflammatoire [136].
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1.6.La phytothérapie

C’est I'utilisation des plantes médicinales (ou formes derivées des plantes ) dans un but
thérapeutiques [137], reste la médecine la plus employée dans le monde. Et depuis toujours,
certaines plantes possedent des activités antiseptiques, bactéricides, antifongiques, antivirales,
...etc. Toutes les civilisations antiques ont développé a c6té de I'agriculture, la médecine par
les plantes et la plupart des grands médecins du passé ont été des phytothérapeutes [138].

1.7. Généralité sur les huiles essentielles

Le terme « huile » s’explique par la propriété que présentent ces composés de se solubiliser
dans les graisses et par leur caractére hydrophobe. Le terme « essentielle » fait référence au

parfum, a I’odeur plus ou moins forte dégagée par la plante [139].

Les huiles essentielles existent en grande partie dans le régne vegetal et se rencontrent
uniquement chez les plantes supérieures. elles se trouvent en quantité appréciable chez
environ 2000 especes réparties en 60 familles botaniques.[140], elles se localisent dans toutes
les parties vivantes de la plante, aussi bien dans les fleurs, les feuilles, les fruits, les tiges que
dans les écorces, les graines, les racines, les rhizomes ou le bois. Elles se forment dans des
cellules spécialisées, le plus souvent, regroupées en poches ou en canaux sécreteurs et elles

sont ensuite transportées lors de la croissance de la plante dans d’autres parties [141].

Il s’agit d’un mélange de composés lipophiles, volatils et souvent liquides, synthétisés et
stockés dans certains tissus veégétaux spécialisés. Extraites de la plante grace a des procédés
physiques tels I’hydro distillation, I’entrainement a la vapeur ou par expression a froid dans le
cas des agrumes, les huiles essentielles sont responsables de 1’odeur caractéristique des

plantes aromatiques [142].

Les HEs sont commercialisées et présentent un grand intérét dans divers secteurs industriels
en particulier en pharmacie par leurs propriétés thérapeutiques en tant qu’agents antiseptique,
analgeésique, antispasmodique, apéritif,et antidiabétique, en cosmetologie-parfumerie par leurs
propriété odoriférantes , en agroalimentaire par leurs activité antioxydante et aromatisante,
ainsi que dans le domaine de I’aromathérapie (la masso- kinésithérapie, 1’ostéopathie,

I’acupuncture, la podologie, la rhumatologie et également dans 1’esthétique) [143].

29



Chapitre I : Recherche bibliographique

1.7.1 . Intérét thérapeutique, écologique et économique des huiles essentielles

Les huiles essentielles possedent de nombreuses activités biologiques. En phytothérapie, elles
sont utilisées pour leurs propriétés antiseptiques contre les maladies infectieuses d’origine
bactérienne, par exemple contre les bactéries endocanalaires [144] ou au niveau de la
microflore vaginale [145] et d’origine fongique contre les dermatophytes [146].Cependant,
elles possedent également des propriétés cytotoxiques [147] qui les rapprochent. Donc, des

antiseptiques et désinfectants en tant qu’agents antimicrobiens a large spectre.

Dans les domaines phytosanitaires et agroalimentaires, les huiles essentielles ou leurs
composés actifs pourraient également étre employés comme agents de protection contre les
champignons phytopathogenes [148] et les microorganismes envahissant les denrées

alimentaires [149].

Les huiles essentielles jouent un role écologique dans les interactions végétales, végétale-
animales et pourraient méme constituer des supports de communication par des transferts de
messages biologiques sélectifs [150]. En effet, elles contribuent a I'équilibre des écosystémes,
attirent les abeilles et des insectes responsables de la pollinisation, protégent les végétaux
contre les herbivores et les rongeurs, possédent des propriétés antifongiques, antibactériennes,
allopathiques dans les régions arides et peuvent servir de solvants bioactifs des composés
lipophiles [151,152].

Traditionnellement, les huiles essentielles sont présentes dans le processus de fabrication de
nombreux produits finis destinés aux consommateurs. Ainsi, elles sont utilisées dans
I’agroalimentaire (gateaux, biscuits, soupe, sauce, chewing gum, chocolats, bonbons...) pour
aromatiser la nourriture. Elles sont également utilisées dans I’industrie de la parfumerie, de la
cosmétique et de la savonnerie. On les utilise aussi dans la fabrication des adhésifs (colle,
scotch ...), et celle de la nourriture pour animaux, dans 1’industrie automobile, dans la
préparation des sprays insecticides. L'homéopathie et lI'aromathérapie sont des exemples
courants d'usage d'huiles essentielles en médecine douce, et leur popularité s'est accrue d'une

facon consideérable ces derniéres années [153].
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1.7.2 . Composition chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont constituées principalement de deux groupes de composés odorants
distincts selon la voie métabolique empruntée ou utilisée. 11 s’agit des terpénes (mono et
sesquiterpénes), préponderants dans la plupart des essences, et des composés aromatiques

dérivés du phénylpropane [154].
1.7.2 .1. Les monoterpénes :

Les monoterpénes sont les plus simples constituants des terpénes dont la majorité est
rencontrée dans les huiles essentielles (90%). lls comportent deux unités isopréne (CsHs),
selon le mode de couplage « téte-queue ». llIs peuvent étre acycliques, monocycliques ou
bicycliques. A ces terpénes se rattachent un certain nombre de produits naturels a fonctions

chimiques spéciales [155].

CH,0H OH
R o)
CH,OH
N

Géraniol Citronellol .
Linalol Carvone
y-Terpinene o—Pinene Bornéol Camphre

Figure 10. Monoterpénes acycliques et cycliques rencontrés dans les huiles essentielles.
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1.7.2.2. Les sesquiterpenes
Ce sont des dérivés d’hydrocarbures en CisHy, (assemblage de trois unités isoprénes). Ils

s’agit de la classe la plus diversifiée des terpenes qui se divisent en plusieurs catégories

structurelles, acycliques, monocycliques, bicycliques, tricycliques, polycycliques. lls se

trouvent sous forme d’hydrocarbures ou sous forme d’hydrocarbures oxygénés comme les

alcools, les cétones, les aldéhydes, les acides et les lactones dans la nature.

—_
H Iy ” ”

B-sélinéne o
p-Caryophylléne B-Elémene

Farnésol Cadinéne f3-Bisabolol

Figure 11. Sesquiterpenes rencontrés dans les huiles essentielles.
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1.7.2.3. Les composés aromatiques

Une autre classe de composés volatils fréquemment rencontrés est celle des composés
aromatiques dérivés du phénylpropane (Figure 12) [156]. Cette classe comporte des composés
odorants bien connus comme la vanilline, I'eugénol, I'anéthole, I'estragole et bien d'autres. Ils
sont davantage fréquents dans les huiles essentielles d'Apiaceae (persil, anis, fenouil, etc.) et
sont caractéristiques de celles du clou de girofle, de la vanille, de la cannelle, du basilic, de

I'estragon, etc [157].

Z 0 =0 0
o
OCH,
OCHj NH, OH OCH
E-Anéthol Antrhanilate de méthyle Eugénol Anisaldéhyde
MeO =0
0
e OCH3
OCH;  h,co o
o o—/ OCHs
Cinnamate de méthyle ~ Vanilline Apiole Méthylchavicol

Figure 12. composés aromatiques rencontres dans les huiles essentielles.
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1.8. Généralité sur I’activité antioxydante
1.8.1. Introduction

Les réactions biochimiques qui se produisent dans les cellules et les organites de notre corps
sont la force motrice qui soutient la vie. Les lois de la nature dicte que 1’on va de I’enfance a
I’age adulte et finit par entrer dans une condition fragile qui conduit a la mort. En raison de
nombre de naissances et 1’augmentation de ’espérance de vie. Dans un proche avenir, la
population mondiale sera composée d’un nombre considérable de personnes agées. Cette
étape de la vie est caractérisée par de nombreuses maladies cardiovasculaires, du cerveau et
du systéeme immunitaire qui se traduira par colts sociaux [158]. Il est donc important de la
prolifération de ces maladies chroniques afin de réduire la souffrance des personnes ageées et
de contenir ces codts sociaux. Les radicaux libres, antioxydants et cofacteurs sont les trois
principaux domaines qui sont censés contribuer au retard du processus de vieillissement
[158]. La compréhension de ces évenements dans le corps humain peut aider a prévenir ou a

réduire ’incidence de ces maladies afin d’assurer une meilleure qualité de vie.

Les radicaux libres sont des atomes, des molécules ou des ions avec des électrons non
appariés qui sont trés instables et actifs vers des réactions chimiques avec d’autres molécules.
Ils découlent de trois éléments : oxygene, azote et soufre, créant ainsi des especes réactives
d’oxygene (ROS), les espéces d’azote réactif (RNS) et les espéces de soufre réactif (RSS).
ROS inclure les radicaux libres comme 1’anion de superoxyde (O,), radical hydroperoxyle
(HO,), radical hydroxyle (OH), oxyde nitrique(NO), et d’autres espéces comme le peroxyde
d’hydrogéne (H,0,), I’oxygeéne simple (10,), acide hypochloroique (Hocl) et peroxynitrite
(ONOO) [159].

La production excessive ou incontrdlée d’especes oxydantes induit une perturbation du statut
redox pouvant induire de sérieuses altérations des structures cellulaires. Pour cela,
I’organisme a développé des systemes de défense tres efficaces contre la production des RL.
Les molécules contrdlant cette production sont désignees par le terme «antioxydants». Elles
sont classées en antioxydants enzymatiques ou hon-enzymatiques [160].

Un antioxydant est toute substance, présente a une concentration inférieure a celle du substrat
oxydable, qui est capable de retarder ou inhiber significativement I’oxydation de ce substrat

[160].
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1.8.2. Mise en évidence de I’activité antioxydante

1.8.2.1. Activité du pouvoir réducteur (FRAP)

La méthode FRAP est un dosage colorimétrique du transfert d'électrons, basée sur la capacité
des produits testés a réduire le fer (le passage de la forme ferrique a ferreux) [161]. Elle
consiste a observer aprés quatre minutes le changement d'absorbance & 700 nm dd a la

réduction du complexe (Figure 13).

_ N _ 3 — N -4
N |(|:| N N |(|:| =N
=
%C/” | ,“\\\C/ Antioxydant Co,, | _‘\\\\\C/
‘Fe 1 P Fe u
N// |T| \\N N// m \\N
N
Rouge ('JI\Ie Prusse - Bleu de Prusse
_ N _ 4 — N —
N |C| N Fe3* (FeCl N m N
\C// | \\\C% e3* (FeCly) - \C//,’ | oC
‘.. Fe“‘\.. K+ KFe “Fe’
75 N i AW
R I
Bleu de Prusse Bleu de Prusse (Ampax= 700 nm)

Figure 13. Réduction de fer (111) en fer (I1).

La méthode FRAP a pour avantage d'étre aussi adéquate pour mesurer le potentiel de
composeés purs [162] .De plus, elle est simple, rapide et peu couteuse. Toutefois, la principale
limite de cette méthode réside dans le temps de réaction.

En effet, le potentiel de plusieurs molécules ne peut étre mesuré par FRAP, comme certains
phénols qui réagissent plus lentement et demandent un temps de réaction plus long pour leur
détection (30 minutes) (le méme inconvénient que pour la méthode ABTS) [163]. De plus,
elle n'est pas capable de détecter les protéines ou les composés contenant le groupe
sulfuydryle SH, incluant les thiols, qui peuvent transferer I'hydrogene [162]. Une variante de
la méthode FRAP, utilisant le cuivre a la place du fer, a été réecemment développée et elle est
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appelée CUPRAC [164].
1.8.2.2. Activité de réduction du complexe cuivre-neocuproéne (CUPRAC)

La méthode CUPRAC (Cupric ion Reducing Antioxidant Capacity) est basée sur le suivie de
la diminution de I’absorbance accrue du complexe Néocuproine (Nc), cuivre (Cu®) [Nc2_
Cu?"]. En effet, en présence d'un agent antioxydant, le complexe cuivre—néocuproine est
réduit et cette réaction est quantifiée spectrophotométriquement a une longueur d’onde de 450
nm [165].

Le réactif CUPRAC est stable, facilement accessible, peu colteux et sensible aux
antioxydants de type thiol contrairement au FRAP. La réaction est effectuée a un pH presque
physiologique par opposition au pH acide du FRAP ou au pH alcalin des méthodes de Folin
[166].

Le principe de ce test se base sur la conversion des hydroxyles phénoliques en quinones a
travers la réduction du complexe Cu*? -Nc, produisant ainsi un complexe chromogéne de Cu*?
-Nc qui absorbe a 450 nm [166] (Figure 14).

O O Oxidized Q
N AOX Product

AOX )
e N/ o \_ N/ o | +H

c CH HaC
HC X 3 HeG c CH;

\/

réactif CUPRAC bleu clair produit jaune orange

Figure 14. Réduction du complexe chromogéne de Cu*?-Nc.
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1.8.2.3. Activité du piégeage du cation radical ABTS™

Cette méthode introduite par Miller et Rice-Evans (1993) est basée sur la capacité des
antioxydants a neutraliser le radical ABTS (sel d'ammonium de l'acide 2,2 ' -azinobis-(3-
éthylbenzothiazoline-6-sulfonique). La solution ABTS est obtenue en mélangeant I'ABTS
avec un oxydant (généralement le persulfate de potassium) qui donne une solution d'une
couleur bleu intense. La CA est mesurée comme la capacité des composés tests a diminuer
I'intensité de la coloration obtenue a partir de I'ABTS en la comparant avec un antioxydant de
référence, le Trolox (acide 6-hydroxy-2,5, 7 ,8-tétraméthylchroman-2-carboxylique) dont la
structure moléculaire cyclique est similaire a celle de la vitamine E sans la chaine aliphatique.
La réduction de I'ABTS (Figure 15) conduit a une décoloration du bleu de la solution ABTS
mesurée a 645 - 734 nm de la solution [167]. Plus I'absorbance finale est faible, plus la valeur

TEAC est élevée, c-a-d plus I'antioxydant est efficace [168].
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ABTS : sel d’ammonium de I’acide 2.2 -azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)
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Figure 15. Formation et piégeage du radical ABTS™ par un antioxydant.
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1.8.2.4. Activité anti radicalaire au DPPH

Le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle est un radical libre stable qui agit en se combinant avec
d’autres radicaux libres. Ce composé a ¢té 1’un des premiers radicaux libres utilisés pour
étudier la relation structure-activité des composeés phénoliques. 11 s’agit d’un test largement

utilisé car il est simple et relativement reproductible. [169].

Le radical posseéde un électron libre sur un atome du pont d’azote. La délocalisation de cet
électron se traduit par la coloration bleue-violette caractéristique du réactif (Amax MeOH =
515 nm, € = 10870 M-1.cm-1). Cette délocalisation permet également au DPPHe de rester

sous forme de monoméres et d’étre stable a température ambiante. [170].
Au cours de cet réaction , le radical chromogene violet est réduit par les composés

antioxydants /réducteurs (antioxydants donneurs d’hydrogéne) en hydrazine jaune pale

correspondante et la réaction est contrélée a 517 nm (Figure 16) [171].

0.0 OO

|
NH
+ RH — + R
O,N NO, O,N NO,
NO, NO,
DPPHo violet DPPHH jaune pale

Figure 16. Structure du DPPH avant et aprés la réaction avec un antioxydant [172].

Le test au radical DPPH est généralement utilisé pour les composes, qui contiennent les
groupements donneurs d’hydrogéne, comme R2-NH, R-OH et R-SH. Lorsque le DPPH’ réagit
avec un antioxydant, un atome d’hydrogene vient se fixer sur le radical, ce qui entraine une
perte de couleur. C’est ce qui permet le suivi de D’efficacité d’un antioxydant par

spectrophotométrie. [173].
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1.8.2.5. Activite basés sur les nanoparticules d’argent (SNP)

L’activité métal chélate est déterminée selon la méthode de mustafa 6zyiirek, (2012). Cette
méthode chimique est basée sur la réduction de I’Ag” en nanoparticules d'argent sphériques

AgP [174], par la réaction suivante :

Ar{oin, A=),
Ag® + Citrate E———l e

Figure 17. Activité de nanoparticule d’argent (SNP) [174].

Généralement, la réaction est effectuée dans un milieu aqueux parce que le transfert
d’électrons se produit a peine dans les solvants organiques en raison de leur faible polarité et
capacité de dissolution. Le potentiel de réduction d’Ag (1,0) est assez proche de ceux des
réactifs TAC colorimétriques largement utilisés (tels que ABTS™", FRAP, ORAC et DPPH*)
ayant des groupes chromogenes, ce qui permet de tirer les conclusions du TAC comparable
[174].

1.8.2.6. Activité de réduction par la formation du complexe Fe*%-phenanthroline .

L’activité de phenanthroline est déterminée par la méthode de Szydlowska-Czerniaka (2008)
[175]. L activité de pouvoir réducteur (FRAP) et I’activité de la Phenanthroline s’appuie sur
le méme principe car cette derniere est un cas particulier de la premiére. Le pouvoir réducteur

est déterminé par une simple mesure de I'absorbance a 510 nm [175].
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N N .
G = — OO

o-Phenanthroline o-Phenanthroline 3

Figure 18.Formation du complexe Fe*?-phenanthroline [176].

Seul le fer ferreux Fe(I1) ou Fe?* forme un complexe stable avec I'orthophénantroline et donne

une couleur orangée. On nomme ce complexe ferroine [177].
1.8.2.7. Activité du piégeage du radical Galvinoxyl (GOR)

Le radical Galvinoxyl ou "Coppinger's radical” a été synthétisé pour la premiere fois par
Galvin M. Coppinger 1957 [178]. Galvinoxyl, un radical phénoxy stable peut étre réduit par
des capteurs de radicaux libres donneurs d’hydrogéne. La concentration d’extrait et d’étalon
nécessaire pour atteindre une activité de piégeage des radicaux phénoxyles a 50% ont été
déterminées selon la méthode de Shi, Noguchi et Niki (2001). La capacité de piéger les
radicaux libres a été testée avec un test trés simple, mélangeant une coumarine a un radical et

suivant la réaction par spectroscopie RPE [179].

t-BU

t-BU t-BU
N t-BU NN
+RH — +R
°0 o} ®o o}
t-BU t-BU t-BU t-BU

Figure 19. Mécanisme de la réaction de Galvinoxyl avec un antioxydant [179].

41


https://fr.wikipedia.org/wiki/Ferro%C3%AFne

Chapitre I : Recherche bibliographique

1.8.3. Mise en évidence de ’activité anti-Alzheimer

La maladie d’Alzheimer (MA) est une maladie neurodégénérative progressive et mortelle,
cliniguement caractérisé par une perte de memoire et les dysfonctionnements cognitifs. Il
s’agit principalement d’une maladie vieillesse [180]. Ellen est considére comme la cause la
plus répandue de démence chez les personnes agées [181]. MA affecte environ 35 millions de
personnes dans le monde aujourd’hui et il est estimé a prés du double de chaque 20 ans, pour
atteindre 66 millions en 2030, et 115 millions en 2050 [182]. Il n’y a aucune cause connue et
aucun remede pour la maladie d’Alzheimer et ces chiffres rend trouver un remede ou un

traitement rationnel pour MA une priorité urgente.

1.8.3.1. Activité Anti cholinestérase

L'acétylcholinestérase est une enzyme impliquée dans [I'étiologie des maladies
neurodégératives dont la maladie d’Alzheimer (MA) [183]. Il existe une autre protéine dans le
systtme nerveux central semblable a I’AChE qui est le Butyrylcholinesterase (BChE)
identifiée au départ dans le foie, le réle biologique de la BChE n'est pas encore bien élucidé,
mais il a été suggéré qu’elle protége I’AChE contre les inhibiteurs [184 ,185].

L’activité inhibitrice de L’acétylcholinestérase et butyrylcholinesterase est déterminée par la
méthode d’Ellman et al. (1961) qui utilise un substrat artificiel, 1’acétylthiocholine (ACH) ou
butyrylcholine (BCH), dont I’hydrolyse conduit a la formation de Thiocholine. Cette derniére
forme un dérivé coloré en jaune avec le DTNB (5,5’- dithiobis-[2nitrobenzoate]). L'inhibition

de l'acétylcholinestérase par les extraits a été étudiée a l'aide du dosage sur microplaque [186].
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Figure 20. Mécanisme chimique de la méthode d'Ellman.

1.8.4. Mise en évidence de I’activité anti-diabetique

Le diabete sucré est considéré comme un trouble métabolique chronique, caractérisé par une
hyperglycémie et des perturbations métaboliques des protéines, des glucides et des graisses. Il
provoque l'échec de la production d'insuline ou de I'action de l'insuline ou les deux [187].
Selon l'organisation mondiale de la santé (OMS), plus de 422 millions de personnes souffrent
de diabete dans le monde et ce nombre doublera d'ici 20 ans (OMS, 2016) [188].

Le type 2 est plus prévalent que le type 1, avec plus de 90% du total des patients diabétiques
qui en souffrent [189]. Ce type est causé par un déséquilibre entre I'absorption de sucre dans

le sang et I'utilisation inefficace de I'insuline par le corps [188].

Le traitement du diabete de type 2 reste compliqué, en raison des plusieurs facteurs inhérents
au processus pathologique, notamment l'insulinorésistance, I'nyperinsulinémie, l'altération de
la sécrétion d'insuline, une diminution de l'absorption et de I'utilisation de glucose induite par
I'insuline [190]. Ce type est traité avec des inhibiteurs de la metformine, du glibenclamide, de

l'a-glucoside et de 1'a-amylase.
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1.8.4.1. Activité inhibitrice de I’a amylase

Les a-amylases (EC3.2.1.1), classées dans la famille GH-13 des glycosides hydrolases, sont
les enzymes endo-actives. Elles hydrolysent les liaisons glycosidiques a-(1,4) des
polysaccharides (amylose, amylopectine, amidon et glycogene), avec la rétention de la
configuration a-anomérique dans les produits [191]. Ces enzymes hydrolysent de maniére
aléatoire a partir de I’extrémité réductrice, tout en contournant le point de ramification en
libérant le glucose, le maltose et surtout les o-dextrines limites comme produits
[192,193,194].

Les a-amylases sont universellement distribuées a travers les regnes animal, végétal et
microbien. [193]

Certaines levures produisent industriellement de 1’a-amylase : Candida tsukubaensis CBS
6389, Filobasidium capsuligenum, Lipomyces kononenkoae, Saccharomycopsis capsularis,
Saccharomycopsis fibuligera, Schwanniomyces alluvius, Schwanniomvces casteilli,

Trichosporon pullulans et Candida isikubaensis (Tableau 09).

Tableau 08. Caractéristiques physico-chimiques de quelques a-amylases levuriennes

Candida antarctica 50 62 4.2 [195]
CBS 6678
Saccharomyces - 30 5 [196]
Kluyveri
YKMS
Cryptococcius flavus 75 50 55 [197]
Saccharomycops 54 - - [198]
is fibuligera
Lipomyces 38 50 55 [199,200]
kononenkoae
Lipomyces 76 70 4,5-5 [201]
kononenkoae
Wickerhamia sp. 54 50 5-6 [202]
Talaromyces 58 55 4-5 [203]
pinophilus
1-95
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Chapitre 11 : Matériel et méthodes

Il .1. Matériel végétal

» Eucalyptus globulus

La récolte du matériel végétal d’Eucalyptus globulus a été effectuée dans les montagnes

du Bejaia dans I’Est de I'Algérie, en mars 2018.

L'identification taxonomique des matieres végeétales a été confirmée par Dr. Bendife
Hamdi (MCA-Université de M’sila).

> Rosmarinus tournefortii

Les parties aériennes de Rosmarinus tournefortii de noé ont été récolté en avril 2012 a
Djbal Antar a Bechar (sud-région de 1’ Algérie).

Un spécimen de référence a été déposé au centre de recherche de biotechnologie de
Constantine, division de la santé (Crbt/01/2016).

> Ocimum basilicum

La plante a été récoltée au début du mois de mars 2018 au niveau de la wilaya de Bejaia.
La détermination botanique a été réalisée par Dr. Bendife Hamdi (MCA-Université de
M’sila).

Cedrus atlantica

La récolte du matériel végétal de Cedrus atlantica a été effectuée dans les montagnes du
Khenchela dans I’est Algérien, en février 2018.

L'identification taxonomique des matieres végétales a été confirmée par Dr. Bendife
Hamdi (MCA-Universite de M’sila).

Il .1.1. Macération et extraction

» Eucalyptus globulus

Un montage d’hydrodistillation de type Clevenger a été utilisé pour extraire 1’huile essentielle
de Eucalyptus globulus .En effet, une quantité de la poudre vegétale (100g) a été introduite
avec de I’eau distillée dans un ballon, placé sur une source de chaleur, le tout est ensuite porté

a I’ébullition. Portée au chauffage, les vapeurs sont condensées sur une surface froide et
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I’huile essentielle se sépare de I’hydrolysat par simple différence de densité. L’huile

essentielle étant plus 1égére que I’eau, elle surnage au-dessus de I’hydrolysat.

» Rosmarinus tournefortii

Un montage d’hydrodistillation pendant trois heures des parties aériennes fraiches (100 g) de
Rosmarinus tournefortii de type clevenger a été utilisé pour extraire 1’huile essentielle de

cette derniére selon la méthode de la pharmacopée britannique.

L’hydrodistillation proprement dite, est la méthode normée pour 1’extraction d’une huile

essentielle, ainsi que pour le contréle de qualité, elle reste sans doute la plus rentable.

Les parties aériennes séchées a 1’air et en poudre (4 g) de Rosmarinus tournefortii de Noé ont
été extraite avec du méthanol-eau (80:20, v/v) dans I’obscurité a température ambiante sous

agitation mécanique pendant 24 h.

Le résidu a été en suspension dans I’eau et il a été extraire successivement avec du

chloroforme et du butanol.

L’huile recueillie et les phases organiques ainsi ont été pesés et maintenus dans 1’obscurité a

+4 °C jusqu’a son analyse.
» Ocimum basilicum

Un montage d’hydrodistillation de type Clevenger a été utilisé pour extraire 1’huile essentielle
de Ocimum basilicum .En effet, une quantité de la poudre végétale (100g) a été introduite
avec de I’eau distillée dans un ballon, placé sur une source de chaleur, le tout est ensuite porté
a I’ébullition. Portée au chauffage, les vapeurs sont condensées sur une surface froide et
I’huile essentielle se sépare de I’hydrolysat par simple différence de densité. L’huile

essentielle étant plus légére que 1’cau, elle surnage au-dessus de I’hydrolysat.

> Cedrus atlantica

L’extraction de I’huile essentielle des feuilles du Cedrus atlantica a été réalisée par un

appareil du type Clevenger (Figure 21).
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Le principe de la technique d’hydrodistillation est basé sur le pouvoir que posséde la vapeur
d’eau a transporter les huiles essentielles. Le procédé consiste a immerger le matériel végétal
(100 g) directement dans un ballon en verre rempli d’eau, placé sur un chauffe ballon, le tout
est ensuite porté a 1’ébullition. La chaleur permet I’éclatement des cellules végétales et la
libération des molécules odorantes qui y sont contenues. Les vapeurs chargées d’huile
essentielle passent a travers le réfrigérant ou aura lieu la condensation. Dans un autre récipient
de collecte, I’huile essentielle se sépare de I’eau par différence de densité. L’huile essentielle

étant plus 1égére que ’eau, elle surnage au-dessus de I’hydrolysat [1] .

‘: r«
Systéme de . -
refroidissement {,'
1
———
Huile essentielle > l
|
Phase aqueuse . l
Plante

Figure 21 : Dispositif d’extraction des huiles essentielles par hydrodistillation [1]

11 .2. Analyse GC-MS de I’huile essentielle

L'analyse par CPG a été réalisée a l'aide d'un chromatographe en phase gazeuse GC 17A
agilent technologies équipé d'une colonne HP 5MS a liaison brute (30 m * 0,25 mm, épaisseur
du film 0,25 pm).

La température du four a été programmée comme isotherme a 60 ° C pendant 8 minutes, de

I'nélium a été utilisé comme gaz vecteur a un debit de 0,5 ml / minute. la GC / MS a été
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réalisée a l'aide d'un détecteur HP agilent technologies 6800 plus a sélection de masse, les
conditions de fonctionnement étaient les mémes que pour la GC analytique, les paramétres de
fonctionnement de MS étaient les suivants : potentiel d'ionisation, 70 ev ; courant d'ionisation,
2 A ; température de la source d'ions, 280 ° C ; résolution, temps 1000.can, 5s ; plage de

masse de balayage, 34-450 u ; rapport de rotation, 50 : 1 ; volume injecté, 1,0 uL.

L'identification des composés de I'huile essentielle était basée sur leurs temps de rétention par
rapport aux pics spectraux correspondants disponibles avec les banques de spectres de masse
NIST et Wiley. Ainsi que par la comparaison des modeles de fragmentation les spectres de
masse et leurs indices de rétention avec ceux rapportés dans la littérature [2]. Les indices de

rétention ont été calculés pour tous les constituants, en utilisant une série de nalcanes.

Il .3 Activités biologiques

Il .3.1. Activité anti-oxydante

L’étude de D’activité antioxydante des extraits butanolique (BUOH ) et chloroformique
(CHCLs3) de la plante Rosmarinus tournefortii a été testée par sept méthodes : piégeage du
radical libre DPPH, piégeage du radical Galvinoxyl (GOR) , méthode CUPRAC, pouvoir
réducteur (FRAP), réduction par la formation du complexe Fe**-phenanthroline, , piégeage de

I’ABTS, Activité basés sur les nanoparticules d’argent (SNP).

I1.3.1. 1. Activité du pouvoir réducteur (FRAP)

Basée sur la réaction chimique de réduction du Fe** présent dans le complexe KzFe(CN)s en
Fe?*, le pouvoir réducteur du fer (Fe**) dans les extraits a été déterminé selon la méthode
décrite par Aicha Bouratoua en 2017 [3]. Briéevement, 10 ul de D’extrait a différentes
concentrations ont été mélangé avec 40 pl d’une solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et
50 ul d’une solution de ferricyanure de potassium K3zFe(CN)g a 1%. L’ensemble est incubé a
I’é¢tuve a 50°C pendant 20 min. Ensuite, 50 pL. de 1’acide trichloroacétique (TCA) a10%, 40
ulL d’eau distillée et 10 uL d’une solution aqueuse de chlorure ferrique FeCls a 0,1% sont
additionnés. La lecture de I’absorbance du milieu réactionnel a été mesurée a 700nm. Une
augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des

extraits testés.
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I1.3.1. 2. Activité de réduction du complexe cuivre-neocuproéne (CUPRAC)

La réduction du cuivre a été déterminée par la méthode CUPRAC décrite par Apak et al. [4].
Dans une plaque de 96 puits, 40 uL de I’échantillon ont été ajoutés a 60 uL de tampon acétate
d’ammonium (1M, PH=7), 50 uL de Néocuproine (7,5 mM) et 50 uL. de CuCl; (10 mM).
Apres une heure du temps d’incubation a I’abri de la lumiére, I’absorbance a été enregistrée a
450 nm. Les résultats ont été calculés a titre de Ao s (ug / ml) correspondant a la concentration

indiquant 0,50 d’absorbance.
I1.3.1. 3. Activité du piégeage du cation radical ABTS™

L’activit¢ ABTS est déterminée par la méthode de Re et ses collaborateurs (1999) [5] avec
une légére modification. L’ABTS™" a été produit par la réaction entre 7 mM de I’ABTS dans
I'eau et 2,45 mM de persulfate de potassium est stockée a 1’abri de la lumiére a température
ambiante pendant 12- 16H. La solution de I’ABTS a été diluée avec 1’eau distillée afin de
parvenir a une absorbance de 0,7+0.02 a 734 nm.

160 pl de la solution de ’PABTS™ ont été ajoutés a 40 ul de la solution d’extrait étudié dissout
dans I'éthanol a différentes concentrations.

Le blanc est préparé en parallele suivant le méme protocole en remplacant I’extrait par le

méthanol. Apres 10 minutes d’incubation, 1’absorbance a été mesurée a 734 nm.

Les différents pourcentages d’inhibition ont été calculés selon la formule suivante :
— 4

ABTS(%) — Acontrﬁ;al échantillon

¥ 100

controle

11 .3.1. 4. Activité antiradicalaire au DPPH

L’activité du DPPH a été determinée selon la méthode de Blois (1958) [6]. Le DPPH absorbe
a 517 nm, mais lors de la réduction par un antioxydant, son absorption diminue.

Brievement, 40 pL de la solution d’extrait étudié dissout dans I'éthanol & différentes
concentrations ont été ajoutés a 160 uL de DPPH fraichement préparée a une concentration de
(0,1 mM). Apres une incubation de 30 min a température ambiante et a 1’obscurité
I'absorbance a été mesurée a 517 nm en utilisant un lecteur de microplaques a 96 puits.

Le a-tocophérol, BHT et le BHAsont utilisés comme standards antioxydants.
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La capacité a piéger le radical DPPH a eté calculée selon I'équation suivante :

DPPH [:%:] — Aconrrﬁ;ﬂl - Aéchﬂnri!!on % 100

controle

Les resultats ont été exprimés en valeur 1Cso (g / ml) correspondant a la concentration
d'inhibition de 50%.

11 .3.1.5. Activité basés sur les nanoparticules d’argent (SNP)

Cette activité a été déterminée selon la méthode de Mustafa Ozyiirek, (2012) [7]. Dans une
plaque a 96 puits de volume 200 ul pour chaque puits, on introduit 20 pl de la solution
d’échantillon a différentes concentrations avec 130 pl de la solution SNP (pour préparer cette
solution , 50 mL de nitrate d’argent (AgNO3(1.0 mM)) (0.170 g + 100 ml (H,0)) est chauffé
pendant 10 min puis 5 ml de Trisodium citrate (1%)(1g + 100 ml (H,O)) est ajouté goutte a
goutte jusqu’a le changement de la couleur vers le jaune pale, apres la solution est laisser a
température ambiante pour refroidissement) et 50 pl de I’eau distillé (H2O0). Aprés incubation
a 25 °C pendant 30 min, les absorbances sont mesurées a 560 nm (les résultats ont été
exprimés comme moyenne de trois mesures séparées + écart type). Le Trolox est utilisé

comme standard.
11 .3.1.6. Activité de réduction par la formation du complexe Fe*?-phenanthroline

L’activité de phenanthroline a ¢t¢ menee selon la méthode de Szydlowska-Czerniaka (2008)
[8]. Un volume de 10 pl de I’extrait a différentes concentrations est déposé avec 50 ul de
chlorure de fer anhydre (FeCl; (0,2%)) (0.02g de FeCl; dans 10ml de H,0), 30 ul de
phenantroline (0,5%) (0.05g de 1,10-Phenanthroline dans 10ml de MeOH) et 110 pl de
méthanol(MeOH). Le mélange obtenu est incubé dans 1’étuve a 1’obscurité a 30°C pendant 20
min et I’absorbance est mesurée a 510 nm. Le BHA et le BHT sont utilisés comme standards.
Les resultats ont été calculés a titre de Agso (png/ml) correspondant a la concentration

indiquant 0,50 d’absorbance.
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I1.3.1.7. Activité du piégeage du radical Galvinoxyl (GOR)

L'activité Galvinoxyl radical (GOR) scavengingassay a étemesuree selon la méthode décrite
par :Shi H et al (2001) [9]. Dans chacun des 96 puits, un mélange réactionnel contenant 160
pl de la solution de la solution de galvinoxyl (0,1mMGalvinoxyl) (4 mg dans 100 ml MeOH)
avec 40 ul d’extrait dilué dans le méthanol est déposé, pour arriver a un volume total de 200
pl. aprés 120 mn d’incubation, I’absorbance a été mesurée a 428 nm. Le pourcentage

d’inhibition a été calculé selon 1’équation suivante :

—A4

contrale

A

echantillon
¥ 100

controle

Galvinoxyl (35) =

I1.3. 2. Activité enzymatique

L’activité enzymatique des extraits butanolique (BuOH ) et chloroformique (CHCLj3) et
I’huile essentielle de la plante Rosmarinus tournefortii ainsi que les huiles des trois plantes
suivantes : Eucalyptus globulus ,Ocimum basilicum et Cedrus atlantica ont ete testée selon
quatres méthodes : antiacétylcholinesterase et anti butyrylcholinestérase (anti AChE) et (anti

BChE) , inhibition d’enzyme a-amylase et ’activité de 1’urcase .

I1 .3. 2.1. Evaluation de ’activité anti cholinestérase

L’activité anti cholinestérase de divers extraits de la plante récoltée de deux régions est
réalisée selon deux méthodes : la premieére c’est la méthode d’inhibition de I’enzyme
acétylcholinestérase (AChE), et la deuxiéme par la méthode d’inhibition de 1’enzyme

butyrylcholinestérase (BChE).

Les activités acétylcholinestérase (AChE) et butyrylcholinestérase (BChE) ont été mesurées
selon la méthode spectrophotométrique décrite par Ellman, [10]. AChE de l'anguille
électrique et BChE du sérum de cheval ont été utilisés, ainsi que 1’iodure d’acétylthiocholine
et le chlorure de butyrylthiocholine ont été utilisés comme leurs substrats. Le DTNB [5,5-
dithio-bis (2-nitrobenzoique)] a eté utilisé pour la mesure de I'activité de la cholinestérase. Le
méthanol a été utilisé comme solvant pour dissoudre les échantillons. Brievement, 150 ul de
tampon phosphate de sodium ( 100Mm, pH 8,0), 10 ul d'une solution d'échantillon dissoute

dans le méthanol a différentes concentrations et un volume de 20 ul de I’AChE (5,32 x 10
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U) ou BChE (6,85 x 107 U) ont été mélangés et incubés pendant 15 min & 25° C puis 10 pl de
DTNB (0,5 mM) ont été ajoutés. Ensuite, la réaction a été initiée par 1’addition de 20 pl de
I’iodure d’acétylthiocholine (0,71 mM) ou le chlorure de butyrylthiocholine (0,2 mM). Les
hydrolyses de ces substrats ont été suivies par spectrophotométrie par la formation d’une
couleur jaune d’anion 5-thio-2-nitrobenzoate de méthyle, selon le résultat de la réaction du
DTNB avec la thiocholine, libéré par I'nydrolyse enzymatique de I'iodure d'acétylthiocholine
ou le chlorure de butyrylthiocholine, respectivement, a une longueur d'onde de 412 nm, en
utilisant un lecteur de microplaques & 96 puits (SpectraMax PC340, MolecularDevices, Etats-
Unis). Les mesures et les calculs ont été évalués en utilisant le logiciel PRO Softmax v5.2. Le
pourcentage d'inhibition de I'AChE ou BChE a été déterminé par comparaison des vitesses de
réaction d'échantillons par rapport a I'échantillon témoin (éthanol dans du tampon phosphate,
pH 8) en utilisant la formule (E - S) / E x100, ou :

E : l'activité de I'enzyme sans échantillon d’essai.
S : I’activité de I'enzyme avec I'échantillon de test.
Les expériences ont été réalisées en triple. La galantamine a été utilisé comme composé de

référence.

—4

echantillon % 100

controle

Aprerss
Inhibition (%) = contr u;;

Il .3. 2.2. Evaluation de I’activité inhibitrice de I’a amylase

L'activité inhibitrice de I' a- amylase a été réalisée en utilisant la méthode de G. Zengin et al.
(2014) iodine/potassium iodide (IKI) [11]. Dans une plaque a 96 puits, 25 uL d’échantillon
préparé dans du méthanol a différentes concentrations a été mélangé avec 50 uL
d’une solution d' a- amylase (1U/mL) préparé dans un tampon phosphate (pH 6,9) avec du
chlorure de sodium (6 mM), le tout est incubé pendant 10 min & 37 ° C. La réaction a été
initiée par lI'addition de 50 pL d'une solution d'amidon a 0,1% . Le mélange réactionnel a été
incubé pendant 10 min a 37 ° C. Ensuite, la réaction a été stoppée par l'addition de 25 pL
d’HCI (1 M), suivie par l'ajout de 100 pL de la solution iodine/potassium iodide (IKI).
L’absorbance a été mesurée a 630 nm.

Le pourcentage d'inhibition de I' a- amylase a été calculé comme suit:

63



Chapitre 11 : Matériel et méthodes

%INH=1-[(Ac-Ad)-(Ac-Ap)/ (Ac-AL)]

A~=Absorbance [Amidon+IKI+HCI+Vol de solvant d’extrait+Vol tampon Enzyme]
A.=Absorbance [Enzyme+Amidon+IKI+HCL+ Vol de solvant d’extrait]
As=Absorbance [Enzyme+Extrait+ Amidon+IKI+HCI]

Ap=Absorbance [Extrait+IKI+125ul de tampon]

11 .3. 2.3. Evaluation de P’activité de ’uréase

L’activité de 'uréase a éte réalisée selon la méthode de Muhammad Taha et al (2018) [12].
Dans une plaque a 96 puits, on a introduit 10 pl d’échantillon a différentes concentrations
avec 25 ul de 1’uréase (5U/mL) et 50 pul de 1’urée utilisé comme substrat (0,2553 g urea dans
25 ml tampon (PH=8,2). Apres une incubation de 15 min, on faits notre premiére
lecture suivi par 1’ajout du 45 pl du réactif du phénol (2 g Phénol (CsHsOH) dans 25 ml H,O
+ 25 mg de Nay[Fe(CN)sNO],2H,0 dans 25 ml H,0) et 70 pl du réactif basic (0,7125 ¢
NaOH dans 25ml H,O + 1,175 ml NaOCL (Liq) dans 25 ml H,0). Une deuxieme lecture est
effectuee a 630 nm aprés une incubation de 50 min. Le pourcentage d’inhibition a été calculée

selon 1’€quatiion suivante :

e — A -
Inhibiﬁl:ln ('%"f}:] — conty EI;: echantillon x 100

controle

Il .4. Analyses statistiques

Les résultats des activités antioxydantes et enzymatiques ont été exprimés soit en pourcentage
d’inhibition et en Clso ou Ags. Ces derniers sont inversement liés a la capacité antioxydante
dans un composé, elle exprime la quantité des antioxydant requise pour inhiber a 50% le
radical, plus la Clsg est faible plus I’activité antioxydante est grande. Ils ont été calculé a partir
de la courbe tracée, a partir du pourcentage d’inhibition ou 1’absorbance en fonction de la
concentration des différentes dilutions des extraits dont 1’équation est sous forme y=ax + b.
Les résultats sont les moyennes des trois répétitions exprimées en pg/ml. Le logiciel qui a été

utilisé pour le calcul des valeurs d” Cls et Ags est I’Excel 2013.
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Chapitre 111 Résultats et discussion

111 .1. Composition chimique de I'huile essentielle HD28 de Cedrus atlantica

Les résultats de I’identification des composés chimiques par GC-MS de I’huile essentille

HD28 de la plante Cedrus atlantica récolté de la région de Khenchela sont représentés

dans le tableau 09.
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Figure 22. Chromatogramme de ’analyse GCMS de I’huile essentielle HD28 de Cedrus

atlantica.

Tableau 09. Composition chimique de 1’huile essentielle HD28 de Cedrus atlantica.

Pic Constituants TR MM | Formule | (%)
(g/mol)
1 Tricyclene 9.444 | 136,23 CioHis | 0.151
2 a-Pinéne 10.433 | 136,23 | CioHis | 57.359
3 Camphene 10.993 | 136.23 | CioHis 1.462
4 Verbenene 11.307 | 134.22 | CyoHis 0.122
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5 B-Pinene 12.702 | 136.23 | CyoHss 8.318
6 B -Myrcene 13.702 | 136.23 | CioHse 5.279
7 a -Phellandrene 14.433 | 136.23 | CioHss 0.070
8 0-Cymol 15.811 | 134.21 | CyoHus 0.428
9 B -Phellandrene 16.125 | 136.23 | CioHss 4.209
10 a -terpinolene 20.280 | 136.23 CioH1s 0.172
11 3-Oxatricyclooctane, 2 20.903 | 152.23 | CioH1O | 0.151
,7,7-trimethyl-
12 Linalool | 21.189 | 152.23 | 154.25 0.112
13 Methoxy(methyl)chlorosilane 21.486 | 109.6 | C,HeCIO | 0.098
Si
14 trans-Pinocarveol 23.767 | 152.23 | CyoH160 | 0.177
15 Cis-Verbenol 24.258 | 152.23 | C1oH160 | 0.296
16 Pinocarvone 25.510 | 150.22 | CyoH14O | 0.079
17 Endo-Borneol 25.721 | 154.25 | CyoH150 | 0.097
18 Terpinen-4-ol 26.585 | 154.24 | CyoH150 | 0.151
19 Cryptone 27.196 | 138.20 | CoH14,0 | 0.113
20 a Terpineol 27.556 | 154.25 | C;oH1s0 | 0.204
21 Myrtenol 27.922 | 152.23 | CyoH460 | 0.172
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22 Chrysanthenone 28.814 | 150.22 | C1oH14sO | 0.122
23 Pulegone 30.934 | 152.23 | CyoH460 | 0.339
24 L-born-2-yl acetate 34.243 | 196.29 | C12H20, | 3.763
25 1,7-Nonadien-4-ol, 4,8-dimethyl- 34.992 | 168.27 | C13H20 | 0.261
Z-Citral

26 Bicyclo[2.2.1]hept-2-en-7-ol 36.135 | 110.15 | C;H;0O | 0.087
27 Neryl acetate 39.530 | 196.29 | CioH20, [ 0.087
28 Geranylacetate 40.805 | 196.29 | C1oH00O, | 1.203
29 trans-Caryophyllene 42.788 | 204.35 | CysHx 0.080
30 a —Humulene 44.897 | 204,35 | CisHa 0.075
31 trans- B-Farnesene 45354 | 204.35 | CysHyy | 2.369

32 Germacrene D 46.623 | 204.35 | CisHa 0.094
33 Tetracosane 73.457 | 338.7 Ca4Hso 8.165
34 Rimuene 74.720 | 272.46 | CyHs; 0.193
35 Phenanthrene 76.681 | 270.45 | CyoHa3 1.887
36 Pentafluorobiphenyl 77.778 | 244.16 | CyoHsFs | 0.668
37 Pentacosane 84.911 | 352.7 CasHs 1.303
38 Heneicosane 87.471 | 296.6 Co1Haa 0.084
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Les analyses GC-MS de I'huile essentielle HD28 du Cedrus atlantica ont montré la
présence de 38 composes représentant environ 99,96% de la composition chimique totale
(Tableau 9). L’huile essentielle extraite par hydrodistillation est dominee par la présence
de I’a-pinéne (57.359%), du B-pinene (8.318%), de Tetracosane (8.165%) de B.-Myrcene
(5.279%), de B -Phellandrene (4.209%), L-born-2-yl acetate (3.763%), de trans- B-
Farnesene (2.369%) (Figure 22), constituant environ 90% de la composition totale de
I'huile. Les recherches realiser par Satrani et al. (2006) [1] sur I'huile essentielle obtenue
par hydrodistillation du Cedrus atlantica de la région Azrou (Moyen Atlas central du
Maroc) ont indique que cette derniére renferme principalement : E-a-atlantone (28,75%),
le B-himachalene (14,62% ), I'himachalol (7, 11% ), I' a-himachalene (5,72%), la Z-o-
atlantone (5,16%), le y-himachalene (4,82%), la deodarone (4,42%), I'isocedranol (3,52%)
et le 1-epicubenol (2, 71%). Notre huile essentielle se distingue par la dominance de la
classe des monoterpénes avec 1’a-pinéne (57.359%), au contraire celle analysée par Satrani
et al.(2006) [1] est riche en E-a-atlantone (28,75%). Il y a une difference de
réesultats obtenue concernant les produits majoritaires malgré I'emploie  de la
meme méthode d'extraction. Cette variance de la composition chimique est expliquer par :
la durée et la température de distillation ainsi que la position géographique et la partie

extraite de la plante.

111 .2. Composition chimique de I'huile essentielle MCW29 de Cedrus atlantica

L’extraction sans solvant assistée par micro-ondes (ESSAM) a été utilisée pour extraire
I'huile essentielle (MCW29) des parties aériennes de Cedrus atlantica. Cette étape est suivi
par une analyse GCMS. Les résultats de I’identification des composés chimiques par GC-
MS de huile essentielle MCW?29 de la plante Cedrus atlantica de la région de Khenchela

sont représentés dans le tableau 10.
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Figure 23. Chromatogramme de 1’analyse GCMS de I’huile essentielle MCW 29 de

Cedrus atlantica.

Tableau 10. Composition chimique de I’huile essentielle MCW29 de Cedrus atlantica.

Pic Constituants TR MM Formule (%)
g/mol
1 Tricyclene 9.469 | 136,23 CioH1s 0.161
2 a-pinene 10.469 | 136,24 CioHis 68.271
3 Camphene 11.018 | 136,24 CioH16 1.639
4 Sabinyl acetate 11.327 | 194,27 | Cy;2H180, | 0.071
5 Beta.- pinene 12.727 | 136,23 CioH1s 9.818
6 beta.-Myrcene 13.733 | 136,23 CioHis 6.429
7 I-Phellandrene 14.459 | 136,24 CioHis 0.251
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8 beta.-Phellandrene 16.151 | 136,23 CioHis 5.294
9 gamma.-Terpinene 18.220 | 136,23 CioH1s 0.071
10 a-Terpinolene 20.300 | 136,23 CioH16 0.396
11 L-linalol 21.203 | 154,25 | CyoH180 0.084
12 Verbenol 24.278 | 152.23 | CyoH160 0.163
13 Terpinen-4-ol 26.599 | 154.24 | CyoH180 0.102
14 3-Cyclohexene-1-methanol, .alpha., | 27.570 | 196,29 | Ci;2H20, | 0.115

. o, 4-trimethyl-, (S)

15 Acétate de L-Bornyl 34.229 | 196,29 | CyoHx0, | 2.692
16 Benzene, 1-methyl-4-(1-methylethyl) | 34.909 | 168,66 | CioH13CL | 0.082
17 Geranyl acetate 40.796 | 196,29 | CioHz00, | 0.794
g/mol
18 trans-.beta.-Farnesene 45.357 | 204,35 CisHaa 2.556
19 Rimuen 74.723 | 272,46 CooH32 0.138
20 8,11,13-Abietatriene 76.660 | 270,45 CaoHs3o 0.509
21 2-Hydroxy-12-methoxy-19- 77.763 | 272,14 | Cy7Hz003 | 0.367

norpodocarpa-4,8,11,13-tetraen-3-one

Les résultats de I’identification des composés chimiques par GC-MS a révelé la présence
de 21 constituants qui représentents 99,28 % de I'huile essentielle. Comme le montre le
(tableau 10). L’huile essentielle MCW 29 extraite sans solvant assistée par micro-ondes est
constituee majoritairement de : a-pinene (68.271%), du B-pinéne (9.818%), de B-Myrcene
(6.429%) de B-Phellandrene (5.294%), de Acétate de L-Bornyl (2.692%), trans-.beta.-
Farnesene (2.556%) (Figure 23), constituant environ 95.006% de la composition totale de

I'huile. Tel que le HD28 extraire par hydrodistillation, la classe des monoterpénes est
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prédominante, avec 1’a-pinéne comme constituant majoritaire (68.271%). Ces résultats
sont similaires & la majorité des composés trouve dans la méme I’huile essentielle extraite
par I’ hydrodistillation (HD28).

111 .3. Composition chimique de I'huile essentielle de Ocimum basilicum.

L' hydrodistillation par Clevenger a éeté utilisée pour extraire I'huile essentielle des parties
aériennes de Ocimum basilicum (HD9). Cette étape est suivie par une analyse GCMS. Les
résultats de I’identification des composés chimiques par GC-MS de I’huile essentielle de la

plante d’O. basilicum de la région de Béjaia sont représentés dans le tableau 11

Abundance

TIC: HE-HD9.D\ data.ms
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Figure 24. Chromatogramme de 1’analyse GCMS de I’huile essentielle de Ocimum

basilicum.
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Tableau 11. Composition chimique de 1’huile essentielle de Ocimum basilicum.

Pic Constituants TR MM Formule (%)
g/mol
1 a.-PINENE 10.072 | 136,23 CioHis 0.282
2 Bicyclo[3.1.1]heptane, 6,6-dimethy- | 12.622 | 136.23 CioH1s 0.473
I-2-methylene
3 beta.-Myrcene 13.645 136,23 CioH1s 1.385
4 Benzene, 1-methyl-2-(1-methylethyl) | 15.822 | 166,29 | CioH14S 0.353
5 1,8-Cineole 16.262 | 154.24 C10H180 4,301
6 cis-Ocimene 16.902 | 136,23 CioH1s6 3.537
7 1,3,6-Octatriene, 3,7-dimethyl-, 17577 | 136.23 CioH1s6 1.159
8 gamma.-Terpinene 18.223 | 136,23 CioHis 0.058
9 a -Terpinolene 20.303 | 136.23 CioH1s 0.242
10 Linaloll 21.863 | 154,25 C10H150 40.285
11 Pentyl 3-methylbutanoate 22.126 | 172.26 C10H200- 0.301
12 3-Octanol, acetate 23.172 190,28 | C1oH»03 0.112
13 3-Cyclohexene-1-methanol, .a., 25.933 | 196.29 C12H200, 0.126
.o..,4-trimethyl
14 Bicyclo[3.1.1]heptan-3-one, 2,6,6- 26.373 | 152.23 C10H160 0.099
trimethyl
15 3-Cyclohexen-1-ol, 4-methyl-1-(1- 26.642 | 154.24 C10H180 0.124
methylethyl)
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16 3-Cyclohexene-1-methanal, .a., 27.836 | 196.29 C12H20, | 10.003
.o.,4-trimethyl-,1-acetate,
(IR)
17 Perilla alcohol 28.522 | 152.23 C1oH160 0.073
18 1.Beta.,4,4-Trimethyl- 29.048 | 152.23 C10H160 0.083
bicyclo(3.2.)hept-6-en-2.beta.-ol
19 Nerol 30.419 | 154.25 CioH150 1.518
20 beta.-Myrcene 32.540 | 136.23 CioH1s6 14.245
21 Z-Citral 33.317 | 152.23 C10H160 0.170
22 2,6-Octadien-1-ol, 3,7-dimethyl-, 34.752 | 196.28 Ci2H2002 0.211
acetate, (2)

23 a.-Terpinolene 38.467 | 136.23 CioH1s 0.066
24 Nerylacetate 39.610 | 196.29 C12H200, 2.164
25 Geranyl acetate 40.913 | 196.29 C12H200, 4.209
26 p-Mentha-1,5,8-triene 41.365 | 134.21 CioH14 0.823
27 Benzene, 1,2,3,4-tetramethyl 42.096 | 134.22 CioH14 0.216
28 trans-Caryophyllene 42.839 | 204.35 CisH2s 0.946
29 a.-Humulene 44925 | 204.35 CisHo 0.133
30 trans-.beta.-Farnesene 45.325 | 204.35 CisHa4 0.150
31 beta.-Cubebene 46.640 | 204.35 CisH2s 0.557

32 2H-3,9a-Methano-1-benzoxepin, octa- | 48.743 | 222.36 CisH260 0.178

hydro-2,2,5a,9-tetramethyl

ST




Chapitre 111 Résultats et discussion

33 delta.-Cadinene 49.229 | 204.35 CisHo4 0.103
34 Cyclohexanemethanol, 4-ethenyl-. 50.824 | 222.36 Ci5H260 3.632
a.,.o.,4-trimethyl-3-(
1-methylethenyl)-, [1R-(1a,3a,4B)]
35 Caryophyllene oxide 52.607 | 220.35 Ci15H240 0.215
36 Veridiflorol 53.127 | 222.36 C15H260 1.102
37 3,7-Cyclodecadiene-1-methanol, . 53.950 | 222.36 CisH260 0.426
a.,.o.,4,8-tetramethyl-, [s-
Elemol
38 beta.-Patchoulene 54.693 204.35 CisHos 0.632
39 2-Naphthalenemethanol, 1,2,3,4,4a, 55.430 | 222.36 C15H260 1.672
5,6,7-octahydro.a.,.0.,4a
,8-tetramethyl-, (2R-cis)
40 Calarene 56.036 204.35 CisHo 0.534
41 a.-Eudesmol 56.591 | 222.36 Ci5H260 2.350
42 a.-Muurolene 57.431 | 204.35 CisHos 0.358
43 Furan, 2,3-dihydro-4-methyl 58.597 | 84.11 CsHsO 0.070
44 Ledene oxide-(1) 65.907 | 220.35 Ci5H240 0.260
45 Isopetasol 67.919 222.0 C15H2,0, 0.060

L’analyse GCMS a permis d’identifier 45 constituants de I’huile essentielle d’O. basilicum

(Tableau 11), ce qui correspond a 99,87% du total de I’huile de la plante. Elle est

constituée majoritairement de B-linalol (40.285%), B-myrcéne (14.245%), 3-Cyclohexene-
1-methanol (10.003 %), 1,8-Cineole (4.301%), Geranylacetate (4.209%) et 1,8-cinéole sont

les principaux composants (figure 24). Donc on peut dire que 1’huile essentielle d’O.

basilicum de la région de Béjaia est de chémotype B-linalol.
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Mansour Moudachirou et al.,(1999) [2], ont également obtenue le linalol comme prouduit
majoritaire avec un pourcentage de (45.3%) suivi par I'eugénol (15%). Ces résultats sont
similaires a ceux obtenus par Constantin Dabire et al. (2011) [3] avec linalol a 42,7 % suivi
par I'eugénol a 27,4%. Dabire et al. (2011) [3] ont montré la présence d'autres composes tel
que le trans-a-bergamoténe (5,4%) et le o6-cadinol (3,4%) qui sont abscents de la

constitution chimique de notre huile essentielle.
111 .4.Composition chimique de I'huile essentielle de Eucalyptus globulus

Les résultats de I’identification des composés chimiques par GC-MS de I’huile essentielle

de la plante Eucalyptus globulus de la région de Béjaia sont représentés dans le tableau 12

Abundance
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Figure 25. Chromatogramme de 1’analyse GCMS de I’huile essentielle de Eucalyptus

globulus.
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Tableau 12. Composition chimique de 1’huile essentielle de Eucalyptus globulus.

Pic Constituants TR MM | Formule (%)
1 Cyclopentane, 1,1,3-trimethyl 7.312 | 11221 CgHss 0.048
2 a —Thujene 9.706 | 136.23 | CioHss 1.030
3 o —Pinene 10.084 | 136.23 | CioHis 1.090
4 4-methyle- ne-1-(1-methylethyl)- 10.712 | 148.24 | CiiHe 0.284
Benzene, butyl-
5 Sabinene 12.461 | 136.23 | CioH1s 0.389
6 B-Myrcene 13.644 | 136.23 | CioHis 0.405
7 I-Phellandrene 14.473 | 136.23 | CyoHss 2.293
8 a —Terpinene 15.313 | 136.23 CioH1s 0.233
9 p-Cymenene 16.171 | 134,21 CioH14 31.687
10 Eucalyptol 16.496 | 154.25 | CyoH150 | 18.192
11 1,3,6-Octatriene, 3,7-dimethyl-, ( 16.937 | 136.23 | CioHss 0.084
E)
12 1,3,6-Octatriene, 3,7-dimethyl-, ( 17582 | 136.23 | CyoHis 0.074
E)
13 y.-Terpinene 18.257 | 136.23 | CioHss 0.273
14 Methanone, dicyclopropyl 19.206 | 110.15 | CsH3,0 0.158
15 Benzene, 1-methyl-2-(2-propenyl) 20.354 | 132.20 | CyoHy2 0.361
16 L-linalol 21.252 | 154.25 | CyoH;150 0.733
17 Ho-trienol 21.555 | 152.23 | C10H1O | 0.108
18 a.-Thujone 22.303 | 152.23 | CyoH160O | 0.275
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19 (-)-1sopulegol 22.663 | 154.25 | CyoH10 | 0.970
20 1,3-Cyclooctadiene 22.972 | 108.18 CgH12 0.137
21 1-Terpineol 23.967 | 154.25 | CyoH;150 0.815
22 Cyclohexanol, 4-(1-methylethyl)- 24.349 | 142.23 | CgH150 0.154
23 2,4-Nonadienal 24.710 | 138.21 | CgHi140 0.757
24 4-Isopropylcyclohexanone 25.235 | 140.22 | CgH460 0.180
25 Pinocarvone 25.561 | 150.22 | CioH140 0.081
26 2,4-Hexadiene, 2,5-dimethyl 26.013 | 110.20 CsH14 0.136
27 3,4,5-Trimethylpyrazole 26.276 | 110.20 CsHi4 0.253
2,4-Hexadiene, 2,5-dimethyl
28 Terpinen-4-ol 26.779 | 154.24 | CyoH180 5.428
29 Cryptone 27.533 | 138.2 | CgoHi140 9.420
30 2-Cyclohexen-1-ol, 3-methyl-6-(1-m | 28.007 | 154.24 | CyoH150 0.256
ethylethyl)-, cis-
31 Bicyclo[3.1.0]hexan-3-ol, 4-methyl 28.396 | 194.27 | C;2H160, | 0.146
ene-1-(1-methylethyl)-,
acetate
32 2-Cyclohexen-1-ol, 3-methyl-6-(1-m | 28.848 | 154.24 | CyoH150 0.351
ethylethyl)-, cis-
33 Trans-(+)-carveol 29.625 | 152.23 | CyoH160 0.167
34 Phenol, 3-(1-methylethyl) 30.402 | 204 | CgHp,O0 | 0.220
35 Propanal, 2-methyl-3-phenyl- 31.111 | 148.2 | CyoH120 3.907

Benzaldehyde, 4-(1-methylethyl)
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36 n-Amylcyclohexane 31.665 | 154.29 | CyHyx» 0.117
37 2-Cyclohexen-1-one, 3-methyl-6-(1- | 32.014 | 152.23 | CioH160 0.504
methylethyl)-
38 3-Cyclohexen-1-ol, 3-methyl 32.797 | 112.17 | C;H,0 0.096
39 Phellandral 33.431 | 152.23 | CyoH160 1.875
40 Benzenemethanol, a.-methyl 34.003 | 164.20 | C;oH120, | 0.197
41 Benzenemethanol, 4-(1-methylethyl) | 34.563 | 192.25 | CioH160, | 0.763
42 Phenol, 2-methyl-5-(1-methylethyl) | 35.392 | 150.21 | CioH140 0.552
43 2-Acetylcyclopentanone 36.249 | 126.15 | C7Hy00, 0.195
44 1,2-Dihydro-3-isobutyl-1-methyl-2- | 37.386 | 138.16 | CgH10O, | 0.138
pyrazinone
5-Ethylcyclopent-1-
enecarboxaldehyde
1-Propanone, 1-(2-furanyl)-
45 Aromadendrene 45.360 | 204.35 | CisHa 0.327
Neoalloocimene
46 Naphthalene, 1,2,3,4-tetrahydro-1, 47.051 | 160.25 | CioHs6 0.173
5-dimethyl-
47 3-Ethyl-4-methyl-5- 47314 | 20435 | CisHu 0.063

(methylthio)isothiazole
2-(2-Methoxyphenyl)-1H-

pyrrole  1H-Indole, 2,3-dihydro-
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1,3,3-trimethyl-2-methylene-

48 Bicyclogermacrene 47.583 | 204.35 | CysHx 0.590
49 (-)-I1soledene 51.366 | 204.35 | CisHx 0.227
50 Spathulenol 52.555 | 220.35 | CisH240 | 10.897
51 Azulene, 1,2,3,33,4,5,6,7-octahydr | 53.178 | 204.35 | CisHas 0.163
52 Bicyclo[4.1.0]heptane-7,7-dicarbon- | 53.510 220 CgHi12 0.110
Itrile.
53 Ledol 53.796 | 222.37 | CisH260 0.275
54 Spathulenol 54.178 | 220.35 | CysH240 0.279
55 Isospathulenol 55.785 | 220.35 | CysH240 | 0.296
56 Beta.-Selinene 56.619 | 204.35 | CyoH240O, | 0.271
57 Oplopenone 57.059 | 220.35 | CysH240 0.083
58 Isoaromadendrene epoxide 57.499 | 220.35 | Cy5H240 0.091
59 Farnesyl alcohol 60.048 | 222.37 | C15H20 0.052
60 Farnesol 60.425 |222.37 | Ci5H260 0.152
61 Longipinocarvone 60.991 | 218.33 | Cy5H2,0 0.232
62 Trans-Caryophyllene 62.157 | 204.35 | CisHx 0.187

La GC-MS a permis de recenser 62 composés a partir de I’huile essentille de E. globulus

(tableau 12) dont : p-Cymenene, Eucalyptol , Spathulenol , de Cryptone et de Terpinen-4-

ol , 4-(1-methylethyl), I-Phellandrene sont les constituants majoritaires représentés avec
des pourcentages de 31.687 %, 18.192 %,

(figure 25). Les composants identifiés constituent 100 % de 1’huile étudié.

10.897%, 9.420 % , 5.428 %, 3.907% , 2.293
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Djenane, D et al,(2011) [4], ont également obtenue le 1,8-cinéole (Eucalyptol) comme
prouduit majoritaire avec un pourcentage de (81,70 %). Ensuite, p-cyméne (1,07%) issue
grace a une recherche sur I’huile essentielle de E.globulus de Tizi ouzou (Algerie).
Djenane, D et al,(2011) [4] ont montionne la présence d'autres composes tel que la B-
caryophyllene (0,04%) qui sont totalement abscents de la composition chimique de notre
huile essentielle.

Selon nos résultats, les terpénes sont la classe majoritaire avec la dominance des
monoterpenes. Parmis ces derniers, I’a-pinene et le B-Myrcen sont les produits les plus
abondants de I’huile étudiée.

I11.5. Les activités antioxydantes

Parmis les autres plantes de la famille des lamiacées, les extraits de la plante Rosmarinus
tournefortii de noé sont connu par leurs fortes activités anti oxydantes. Pour cela, septs
méthodes anti oxydantes complémentaires ont été évaluée: activité du pouvoir réducteur
(FRAP), activité de réduction du complexe cuivre-neocuproéne (CUPRAC), activité du
piégeage du cation radical ABTS™, activité antiradicalaire DPPH, activité basés sur les
nanoparticules d’argent (SNP), activité de réduction par la formation du complexe Fe*?-

phenanthroline, activité du piégeage du radical Galvinoxyl (GOR).

Les standars utilisés sont : 1’acide ascorbique, BHT, le trolox et le BHA.

111.5.1. Activité du pouvoir réducteur (FRAP)

Ce test est basée sur la reduction du ferricyanide de potassium (KsFe(CN)g) en fer ferreux
par un antioxydant. La couleur bleu-vert issue de cette réduction est mesurée par
spectrophotometrie a 700 nm.

Les résultats sont présentés dans la figure 26 et le tableau 13.

81



Chapitre 111 Résultats et discussion

Tableau 13. Réduction du fer par la méthode FRAP.

3125ng | 6.25ug | 125 ug 25 g 50 ug 100 pg 200 g Ags

(hg/mL)
EBRT | 0,08+0,01 | 0,09+0,01  0,12+0,01 ' 0,17+0,02 | 0,30+0,09 | 0,35%0,05 ' 0,49+0,01 = >200

ECRT 0,10+0,01 | 0,14+0,01 | 0,22+0,01 | 0,36+0,01 | 0,45+0,06 | 0,73+0,07 | 0,83+0,22 | 52,19+1,90
0.0976g 0.195ug 0.390 ng 0.781 g 1.562 ug 3.125 g 6.25 ug Aos
(Mg/mL)
Trolox 0.07+0.00 | 0.08+0.00 | 0.09+0.01 | 0.13+0.00 | 0.19+0.02 | 0.28+0.05 | 0.60+0.04 | 5.25+0.20

Acide 0.07£0.00 | 0.09+0.01 | 0.12+0.01 | 0.17+0.01 | 0.25+0.02 | 0.47+0.03 | 0.79+0.09 & 3.62+0.29
ascorbique

60

52,19

50

40
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A o5 ng/ml

20

10 5,25
’ 3,62

>200 bad
0 po—

EBRT ECRT Trolox Acide ascorbique

Figure 26.Valeurs des Ags du test FRAP.

L’extrait chloroformique (ECRT) avec la valeur de (Ags:52,19+1,90u/ml) a montré la
meilleure activité par rapport a I’extrait butanolique (EBRT). Cepandant, I’ECRT présente
un pouvoir réducteur presque dix fois plus faible que le Trolox (Aos=5.25£0.20 pg/ml) et
quinze fois inférieur a 1’acide ascorbique (Ags =3.62+0.29 pg/ml).
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111.5.2. Activité de réduction du complexe cuivre-neocuproéne (CUPRAC)

Ce test est basee sur la réduction du Neocuproine-cuivre (Il) de couleur bleu en
Neocuproine-cuivre (1) par la présence d’un antioxydant. La couleur orange issue de cette
reduction est mesuree par spectrophotometrie a 450 nm.

Le Trolox et I’acide ascorbique sont utilisés comme control positif.

Les résultats sont exprimés dans la figure 27 et le tableau 14.

Tableau 14. Réduction du complexe néocoproine par la méthode CUPRAC.

12.5ug 25ug 50 ug 100 ug 200 ug 400ug 800 ug | Aos(ng/mL)

EBRT 0,28+0,01 | 0,37+0,02 | 0,61+0,01 | 0,97+0,01 @ 1,67+0,03 | 2,65+0,15 | 3,25+0,02 | 38,15+1,11
ECRT 0,36+0,01 | 0,54+0,02 | 0,90+0,01 | 1,64+0,09 | 2,65+0,13 | 3,28+0,11 | 3,48+0,03 | 22,16+0,65
0.390png | 0.781pug | 1562pug @ 3.125pug 6.25 pg 12.5ug 25ug Ao s(Hg/mL)

Trolox 0.12+0.01 | 0.14+0.00 | 0.18+0.01 | 0.25+0.00 | 0.40+0.01 | 0.67+0.02 | 1.34+0.13 | 8.69+0.14

Acide 0.11+0.01 | 0.12+0.01 | 0.1840.03 | 0.24+0.01 K 0.41+0.01 | 0.71+0.02 | 1.38+0.11 | 8.31+0.15
ascorbique
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Figure 27.Valeurs des A o5 du test CUPRAC.
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D’aprés les résultats, ’ECRT exerce une activité inhibitrice plus grande que celle de
I’EBRT avec une valeur de (Aos:22,16+0,65 pg/ml), PECRT est deux fois plus faible que

le Trolox (Ap5:8.69+0.14 pg/ml) et trois fois plus faible que 1’acide ascorbique

(Ao5:8.31+0.15 pg/ml).

I11.5. 3. Activité du piégeage du cation radical ABTS™

Ce test est basée sur la réduction du cation ABTS™ de couleur bleu-vert par un compose

riche en antioxydant. La couleur transparante issue de cette réduction est mesuree par

spectrophotometrie a 734 nm.

Le BHA et BHT sont utilisés comme références.

Les résultats sont présentés dans la figure 28 et le tableau 15 ci-dessous.

Extracts
1.5625 g
EBRT | 10,61+0,29
ECRT | 15,84+0,48
BHA 83.42+4.09

BHT 49.22+0.75

Tableau 15. Inhibition du cation radical ABTS

3.125 g
10,80+3,14
17,61+1,15
93.52+0.09

59.22+0.59

Sat : produit sature

% D’inhibition du cation radical ABTS

6.25 ug
27,72+0,65
42,69+1,73
93.58+0.09

78.55+3.43

12.5 pg
46,13+1,97
66,72+0,96
93.63+0.16

90.36+0.00

84

25 ug

75,84+2,80
92,19+0,29
93.63+0.95

92.18+1.27

50 pg 100 pg
91,26+1,51 Sat
Sat Sat

94.20+0.90 | 95.39+2.62

93.37+0.86 | 94.87+0.87

Clso( Hg/mL)
14,63+0,27
8,14+0,27
1.03+0.00

1.59+0.03
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Figure 28.Valeurs des Clsp dans le test ABTS.

Les résultats du test ABTS ont révélé que I’ECRT présente la meilleure activité
antiradicalaire (Clso : 8,14+0,27/ml) en le comparant avec I’EBRT. On remarque que la
capacité de piégeage des radicaux libres présentée par ’ECRT est cing fois plus faible que
le standard BHT (Clsp= 1.59+0.03pug/ml) et huit fois inferieur & celle du standard BHA
(Clsp= 1.03+0.00 pg/ml). Les résultats du troixiéme test confirment les résultats des tests

précédents.
111.5.4. Activité antiradicalaire DPPH

La capacite des extraits ECRT et EBRT de pieger le radical libre DPPH" a été mesurée par

spectophotomeétrie a 517 nm, en suivant le changement de couleur du violet au jaune.

Les résultats sont présentés dans I’histogramme illustré dans la figure 29 et tableau 16.



Chapitre 111 Résultats et discussion

Tableau 16.Inhibition du radical DPPH.

Extracts % D’inhibition du radical DPPH.
1.5625 g 3.125 pg 6.25 ug 12,5 ug 25 ug 50 ug 100 pg Clsg
(Mg/mL)
EBRT NA NA 3,76+0,29 | 18,15+1,62 41,55 83,80+ 85,00+ 30,41+0,35
+1,26 1,81 0,16
ECRT NA NA 2,39+1,50 | 16,51+1,05 52,10+ 85,61+ 85,72 24.26+0,15
0,48 0,19 10,19
BHA 22.21+1.24 | 31.73+1.22 | 54.89+3.6 | 67.60+1.13 76.77+ 78.67+ 79.01+ 5.73+0.41
0.54 1.31 0.89
35
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25 24,26
E 20
>
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Figure 29.Valeurs Cl 5o du test DPPH.
PECRT a exhibé une activitt meilleure que celle de

I’EBRT avec (Clsp:
24.26x0,15ug/ml), Iactivité est quatre fois plus faible que celle du BHA (Cl 50:5.73+0.41)
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111.5.5. Activité basés sur les nanoparticules d’argent (SNP)

Ce test est basée sur la réduction de I’Ag” en nanoparticules d'argent sphériques Ag® de
couleur jaunatre pale par un composeé riche en antioxydant. La couleur de cette reduction
est mesuree par spectrophotomeétrie a 423 nm.

Les résultats sont présentés dans I’histogramme illustré dans la figure 30 et tableau 17.

Tableau 17. Réduction du nanoparticule d’Ag" par la méthode SNP.
6.25ug 12.5ug 25ug 50ug 100ug 200ug 400ug Ao s (Hg/mL)
0,11+0,01 | 0,18+0,01 0,25+0,00 0,35+0,03 0,4240,02 0,4740,02 0,54+0,02 >200
0,16+0.00 0,22+0,01 0,34+0,01 0,52+0,03 0,82+0,07 1,01+0,02 1,01+0,04 49,51+1,41
1.5625ug 3.125ug 6.25ug 12.5ug 25ug 50ug 100ug Aos (Lg/mL)

0.24+0.00 0.32+0.01 0.45+0.01 0.75+0.01 1.22+0.02 1.90+0.03 2.35+0.01 7.14+0.05

0.17+0.00 0.20+0.01 0.23+0.00 0.30+0.01 0.43+0.01 0.64+0.03 1.04+0.01 34.17+£1.23
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Figure 30. Valeurs des Ags du test SNP.

L’analyse des résultats de cette activités confirme que de I’ECRT a exhibé une activité
meilleure que celle de P’EBRT (Aos: 49,51+1,41 pg/ml). On constate que I’ECRT est deux
fois plus faible que celle du Trolox (Clsp= 34.17+1.23ug/ml), et sept fois inférieure par
rapport a I’acide ascorbique (Clsp= 7.14+0.05ug/ml).

111.5.6. Activité de réduction par la formation du complexe Fe*2-phenanthroline

Ce test est basée sur la réduction du fer ferrique (Fe **) en fer ferreux (Fe %) par un
compose riche en antioxydant. Le Fe 2* forme un complexe stable avec la phénantroline.

La couleur rouge orange issue de cette réduction est mesurée par spectrophotometrie a 510
nm.

Le control positif dans ce test est le Trolox et 1’acide ascorbique.

Les résultats sont présentés dans I’histogramme illustré dans la figure 31 et tableau 18.
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Tableau 18. Réduction du fer par la méthode phenanthroline.

3.125 yg 6.25 ug 125 g 25 ug 50 ug 100 pg 200 pg Ags
(Hg/mL)
EBRT 0,32+0,01 0,35+0,00 0,42+0,00 0,51+0,01 0,74+0,02 1,13+0,05 1,99+0,17 | 22,90+1,08
ECRT 0,34+0,01 0,39+0,02 0,47+0,01 0,66+0,04 1,00+0,05 1,75+0,21 2,85+0,19 | 14,00+0,84
0.0976ug 0.195ug 0.390 pg 0.781 ug 1.562 ug 3.125 ug 6.25 ug Ags
(Hg/mL)
Trolox 0.25+0.01 0.24+0.01 0.26+0.01 0.26+0.00 0.32+0.01 0.38+0.01 0.56+0.02 5.21+0.27
Acide 0.26+0.01 0.29+0.00 0.29+0.02 0.31+0.01 0.37+0.01 0.50+0.00 0.80+0.00 3.08+0.02
ascorbique
25
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Figure 31.Valeurs des Ags dans le test phénanthroline.

En comparaison avec I’autre extrait, ’ECRT a présenté la meilleure activité de réduction
du fer avec (Aos: 14,00+0,84 pg/ml), I’activité est trois fois inférieure a celle du Trolox
(Aos: 5.21+0.27 pg/ml) et cinq fois plus faible que ’acide ascorbique (Ags: 3.08+£0.02
pg/ml). Les résultats de cette activité sont en accord avec les cing méthodes précédentes.
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I11.5.7. Activité du piégeage du radical Galvinoxyl (GOR)

La capacité des extraits ECRT et EBRT de piéger le radical Galvinoxyl a été mesuree par
spectophotométrie a 428 nm, en suivant le changement de couleur du jaune foncé vers le
jaune pale.

Le trolox et I’acide ascorbique sont employés comme standards.
Les résultats sont présentés dans la figure 32 et tableau 19.

Tableau 19. Inhibition du radical Galvinoxyl (GOR).

12.5 ug 25 ug 50 ug 100 pg 200 pg 400 pg 800 pg Clso
(Hg/mL)
EBRT 29,61+7,15 | 45,90+1,15 | 66,53+0,12 = 66,67+1,11 | 68,45+0,36 | 73,80+4,42 | 74,00+2,45 | 31,66+2,26

0,78125 ug | 1.5625 pg 3.125 pg 6.25 pg 12.5ug 25 ug 50 pg Clso

(ug/mL)

ECRT NA 4,36+1,25 | 17,63%1,34 | 35,92+1,85 | 72,25+0,43 | 72,84+0,04 | 73,40+0,25 | 8,68+0,12
0.390 pg 0.781 g 1.562 ug 3.125 ug 6.25 ug 12.5 ug 25 pg Clg

(ug/mL)

Trolox 7.04+2.04 6.91+1.33 | 13.93+0.35 | 41.22+1.88 | 71.32+0.08 | 71.82+0.44 | 72.42+0.35 | 4.31+0.05

Acide 12.75#0.21 | 14.11+0.81 | 14.11+0.81 | 20.40+£0.47 | 69.24+0.10 | 69.42+0.10 | 70.99+0.00 | 5.02+0.01
ascorbique
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Figure 32.Valeurs des Cl 5o du test radical galvinoxyl.
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D’aprées les valeurs des Clsp (ug/mL) calculées a partir des courbes de pourcentage
d’inhibition en fonction de la concentration, on remarque que I’ECRT a montré une
activité superieure a celle de ’EBRT avec une valeur de (Clsp : 8,68+0,12 pg /mL). On
observe que [Pactivitt I’ECRT est deux fois plus faible que le trolox (Clsg:
4.31+£0.05pug/ml) et deux fois inféerieure a celle de I’acide  ascorbique
(Clsp:5.02+0.01pug/ml). Ce test confirme les résultats des testes précédentes.

En conclue que ’ECRT de la plante R.tournefortii de la région de Béchar a presente une
bonne activité antioxydante vis a vis de ’EBRT pour les septs méthodes utilises :
I’activit¢ antiradicalaire au DPPH, piégeage du radical Galvinoxyl (GOR), réduction du
complexe cuivre-neocuproéne (CUPRAC), pouvoir réducteur (FRAP), réduction par la
formation du complexe Fe*?-phenanthroline, piégeage du cation radical ABTS™, activité
basee sur les nanoparticules d’argent (SNP).

ECRT : (Ap5:52,19+1,90 w/ml) Pouvoir réducteur (FRAP).

ECRT : (Ao5:22,16+0,65 pg/ml) Réduction du complexe cuivre-neocuproéne (CUPRAC).
ECRT : (Clsp : 8,14+0,27u/ml) Piégeage du cation radical ABTS'.

ECRT : (Clsp: 24.26+0,15ug/ml) Piégeage du radical DPPH.

ECRT : (Aps: 49,51+1,41 pg/ml) la réduction des nanoparticules d’argent (SNP)

ECRT: (Aos: 14,00+0,84 pg/ml) Réduction par la formation du complexe Fe*?
phenanthroline.

ECRT : (CI50 : 8,68+0,12ug /mL) Piégeage du radical Galvinoxyl.
De nombreuses recherches ont approuvé que les deux extraits de cette plante ont une

bonne activité antioxydante a savoir 1’é¢tude faite par Chawki Bensouici et al [5]. R.

tournefortii de Noé possede un bon pouvoir antioxydant.
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Parmis les especes vegeétales de la famille des lamiacées, les extraits de la plantes

Rosmarinus tournefortii sont connues par leurs fortes activités enzymatiques. Pour cela,

gautres méthodes enzymatiques ont été évaluée in vitro : antiacétylcholinestérase, anti

butyrylcholinestérase,

enzymatiques ont été réalisée sur les huiles essentielles des trois plantes :

a-amylase et [Iactivit¢é de [’uréase.

globulus, Ocimum basilicum et Cedrus atlantica.

Ces méme méthodes

Eucalyptus

Les standards employés & travers ces expériences sont : la galantamine, 1’acarbose et le

thiourea.

111.6.1.Evaluation de D’activité anti cholinestérase

111.6.1.1. Acétylcholinestérase :

Dans ce test, le passage de la couleur jaune foncé vers le transparent issus de 1’activité anti

cholinestérase a été évaluée par spectrophotométrie a 412 nm.

La galantamine est utilisé comme référence.

111.6.1.1.1. Les extraits de Rosmarinus tournefortii

Les résultats sont présentés dans la figure 33 et tableau 20.

Tableau 20. Inhibition de 1’Acétylcholinestérase par les extraits de Rosmarinus

tournefortii
Extracts
3.125
g
EBRT NA
ECRT NA

Galantamine | 35,93

2,28

6.25 ug

NA

NA

43,77 =
0.00

125 ug

NA

NA

68,50 £
0,31

% D’inhibition de I’Acétylcholinestérase

25 pg 50 pg 100 pg 200 ug
NA NA NA 10,75+ 4,12
NA 43,21+0,25 @ 52,63+2,82 | 88,40+2,11

80,69 £ 85,78+ 1,63 | 91,80+0,20 | 94,77 +0,34
0,41
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Clso (Hg/mL)

>200

79,79+4,22

6.27+1.15
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Figure 33. Valeurs d’Clsy du test ACHE des deux extraits de la plante Rosmarinus

tournefortii.

A partir du tableau 20 et figure 33, on constate que ’ECRT (Clsp=79,79%4,22 pg.mL-1) a
presente une faible activité contre I’AChE, qui est treize fois inferieur a celle de la
galantamine (Clsp=6.27+1.15 pg/ml). Alors que, ’EBRT (Cl5,>200 pg/ml) a faiblement
inhibé I’activité de I’AChE.
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111.6.1.1.2. Les huiles essentielles de trois plantes
Les résultats sont présentées dans la figure 34 et tableau 21.

Tableau 21. Inhibition de 1’acétylcholinestérase par les huiles essentielles des trois plantes

Extracts % D’inhibition de I’ Acétylcholinestérase

3.125 ug 6.25 ug 125 ug 25 ug 50 ug 100 pg 200 ug Clg

(g/mL)

HD 9 NA NA NA NA 19,55+ 3,10 | 49,23+2,63 | 91,64+2,74 | 111,48+1,92

HD 28 NA NA NA NA NA NA 37,95+ 1,73 >200
MCW 29 NA NA NA NA NA NA 17,19+ 4,94 >200
HD 17 NA NA NA NA NA NA 40,33+ 4,12 >200

Galantamine | 3593 % 43,77 £ 68,50 + 80,69 £ 85,78 = 91,80 + 94,77 + 6.27+1.15

2,28 0.00 031 0,41 1,63 0,20 0,34

NA : pas d’absorbance.

HD 9 : Ocimum basilicum.
HD 28 : Cedrus atlantica.
MCW 29 : Cedrus atlantica.
HD 17 : Eucalyptus globulus.

111,48
120

100

80

60

Cl g pg/ml

40

20 6,27
>200 >200 >200 -

HD 9 HD28 MCWwW29 HD17 Galantamine

Figure 34. Inhibition de I” ACHE par les huiles essentielles de trois plante
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HD 9 ( Clso= 111,48+1,92 pg.mL-1) et les trois autres huiles essentielles ( Clsp >200
pg.mL-1) ont montre une trés faible activité contre I’AChE par rapport au standard la
galantamine (Cls=6.27+1.15ug.mL-1) . L’huile essentielle de Ocimum basilicum (HD9)
est dix-huit fois inférieur a celle du standard la galantamine.

111.6.1.2. Butyrylcholinestérase
Dans cette activite le passage de la couleur jaune foncé vers le transparent issu de
I’activité anti Butyrylcholinestérase a été évaluée par spectrophotométrie a 412 nm.

La galantamine est le standard utilisé pour évaluer ces résultats.

111.6.1.2.1. Les extraits de Rosmarinus tournefortii

Les résultats obtenus sont représentés ci-dessous :

Tableau 22. Inhibition de la butyrylcholinestérase par les extraits de Rosmarinus

tournefortii
Extracts % D’inhibition de Butyrylcholinestérase

3.125 g 6.25 12,5 ug 25 ug 50 g 100 pg 200 ug Clg

Mg (Mg/mL)

EBRT NA 43,07+ | 50,86+ 67,21+ 78,94+ 81,16+ 83,90+ 11.92+
5,20 2,75 5,49 2,53 3,79 2,62 1.56

ECRT 18,12+ 27,62+ | 58,22+ 70,40+ 84,55+ 88,81+ 88,81+ 10,82+
0,17 0,91 0,86 0,45 2,54 2,23 1,47 0,13

Galantamine 3,26+ 0,62 | 6,93+ | 24,03+ 45,13+ 63,87+ 73,57+ 78,95+ 34.75%
0,62 2,94 2,60 2,85 0,77 0,58 1.99
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Figure 35. valeurs d’Clsp du test BCHE des deux extraits de la plante Rosmarinus
tournefortii

L’ECRT (Cl5,=10,82£0,13 pg.mL-1) et ’EBRT (Clsp=11.92+1.56 pg.mL-1) ont présenté
une activité inhibitrice contre la BChE plus élevée que celle du standard galantamine
(Cl50=34.75£1.99ug /mL ). On remarque que ces deux extraits sont trois fois plus actifs
que la galantamine.

Le résultat d’inhibition de la butyrylcholinestérase des deux extraits de la plante
Rosmarinus tournefortii est confirmé par 1I’¢tude efféctué par Bensouici et al [5], avec
(C150 =10.03 £0.71 pg/mL) pour I’extrait chloroformique et (CI150 = 73.94 + 0.44 pg/mL)

pour I’extrait butanolique.

111.6.1.2.2. Les huiles essentielles de trois plantes
Les résultats sont présentés dans la figure 36 et tableau 23.

Tableau 23. Inhibition de la butyrylcholinestérase.

Extracts % D’inhibition de Butyrylcholinestérase

3.125ug | 6.25 g 12.5 ug 25 ug 50 ug 100 g 200 pg Clsg (ng/mL)

HD 9 NA NA NA NA 8,14+ 1,61 15,44+ 2,01 16,94+ 0,60 >200
HD 28 NA NA NA NA 27,60+ 0,80 40,23+ 1,20 59,92+ 2,31 155,43+1,17

MCW 29 NA NA NA NA 12,77+ 1,81 23,08+ 0,80 44,40+ 1,20 >200

HD 17 NA NA NA NA NA NA NA >200

Galantamine | 35,93+ 43,77+ | 68,50+0,31 | 80,69+0,41 @ 85,78+1,63 91,80 £0,20 94,77 £0,34 34.75+1.15
2,28 0.00
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Figure 36. Inhibition de I’ BChE

HD28 (Clso =155,43+£1,17 pg/mL) a montré une activité modérée contre la BChE.
Cependant, les trois autre huiles essentielles ( Clsg >200 pug/mL) ont présente une trés
faible activite contre la BChE par rapport au standard la galantamine (Clso=34,75+1,99
Hg.mL-1). L huile essentielle de Cedrus atlantica (HD28) est quatre fois inférieur a celle
du standard.




111.6.2.Evaluation de ’activité inhibitrice de I’a. amylase
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L activité inhibitrice de I’enzyme alpha-amylase des deux extraits de la plante Rosmarinus

tournefortii est comparée avec le standard I’acarbose. Les résultats sont présentés dans le
tableau 24 et figure 37.

Tableau 24. Inhibition de 1I’a amylase par les extraits de Rosmarinus tournefortii

Extraits 6.25 ug 12.5 ug 25 pg
EBRT NA 45,08+3,05 | 46,99+1,24
ECRT NA 38,71+1,50 | 45,90+4,13

62,5 ug 125 pg 250 ug

Acarbose 7,76+0,17 8,08+0,30 9,46+0,11

NA : pas d’absorbance

% d’inhibition

50 pg 100 pg

53,54+3,95 | 62,13+2,31

49,02+0,21 | 54,12+2,89

500 pg 1000 pg

10,70+0,96 | 31,81+2,89

200 g

NA

NA

2000 pg

37,21+3,54

400 pg

NA

NA

4000 pg

53,05+1,59

Clso (Mg/mL)

41,25+2,74

50,34+3,43

Clso (ug/mL)

3650,93+10,70
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Figure 37. valeurs d’Clsp du test d’inhibition de I’a. amylase.
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D’aprés les résultats obtenus (Tableau 24, Figure 37), on remarque que 1’activité inhibitrice
d’a-amylase des deux extraits ECRT (Clsp= 41,25+2,74ug.mL-1) et EBRT (Clso
=50,34+3,43ug.mL-1) ont présenté une activite meilleure que celle de 1’acarbose (Clsg
=3650,93+10,70 png.mL-1). L’EBRT est quatre-vingt huit fois plus fort que le standard.
Cependant, ’ECRT est soixante-douze fois supérieur au standard 1’acorbose.

La présente étude soutient l'utilisation de ces especes comme source prometteuse de

molécules bioactives pour les industries pharmaceutiques pour traiter le diabéte [6].

111.6.3.Evaluation de Pactivité de ’uréase

Les résultats sont présentés dans la figure 38 et le tableau 25.

Tableau 25. Inhibition de I’uréase par les extraits de Rosmarinus tournefortii

Extracts % Inhibition
3.125 pg 6.25 g 12.5 ug 25 ug 50 ug 100 g 200 g Clsg (ng/mL)
EBRT NA NA NA NA NA 20,72+2,08 | 58,20+0,78 178,08+2,40
ECRT NA NA NA NA 28,17+0,71 | 57,90+1,30 | 57,94+0,29 86,76+1,53

Thiourea | 4,49+0,78 | 19,85+2,74 | 55,64+4,24 | 94,17+0,15 | 98,42+0,19 | 98,49+0.41 | 98,90+0.05 11.57+0.68
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Figure 38. valeurs d’Clso du test d’inhibition de 1’uréase pour les deux extraits de la plante
Rosmarinus tournefortii

Selon les résultats obtenus dans cette étude (Tableau 25, Figure 38), on constate que
I’ECRT (Clsp =86,76+1,53ug.mL-1) de R.tournefortii de la région de Bechar a manifesté
une activite uréasique moderé comparé a celui de ’EBRT (Clso =178,08+2,40 pug.mL-1).
L’ECRT est sept fois inférieure au standard thiourea (Clso = 11.57+0.68 pg/ml).
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Conclusion générale

Cette recherche a pour objectif d'évaluer la capacité des plantes médicinales et
aromatiques pour traiter quelques maladies en algérie. Pour cela notre étude a éteé
d’examiner le  domaine botanique, chimique et biologique de la  famille
des Myrtaceae, Lamiacées, et Pinaceae. Nous avons également évalué [I’activités
antioxydantes de la plante de Rosmarinus tournefortii et I'activité enzymatique des huiles
essentielle des trois plante suivante : Eucalyptus globulus, Ocimum basilicum et Cedrus
atlantica. Ainsi que les extraits butanolique et chloroformique de la plante de Rosmarinus

tournefortii de noé afin de valider leurs utilisations en médecine traditionnelle.

Pour l'identification de la composition chimique de nos quatres huiles essentielles , nous
avons mis en ceuvre la technique d'analyse GC-MS qui a révelé que ces huiles essentielles
sont composées majoritairement de : monoterpéne, sesquiterpenes, hydrocarbures, composés

organique, ether cyclique.

Pour 1’évaluation du pouvoir antioxydant des deux extraits chloroformique et butanolique
de la plante Rosmarinus tournefortii, septs méthodes antioxydantes complémentaires ont
été évaluée in vitro : activité du pouvoir réducteur (FRAP), activité de réduction du
complexe cuivre-neocuproéne (CUPRAC), activité du piégeage du cation radical ABTS™,
activité antiradicalaire DPPH, activité basés sur les nanoparticules d’argent (SNP), activité
de réduction par la formation du complexe Fe*’-phenanthroline, activité du piégeage du
radical Galvinoxyl (GOR).

Pour les septs méthodes antioxydantes utilisées la meilleure capacité antioxidante a été
observée sur I’extrait chloroformique (ECRT), ainsi que pour les activités enzymatiques,

anticholinesterase (AChE et BChE), I’a amylase et I’urcase.

Pour les huiles essentielles :

Les deux huiles essentielles HD9 et HD28 on manifesté les meilleures activités du AChE
et BChE respectivement.

Ces résultats orientent sur I’utilisation de ces especes pour le développement de nouvelles
applications thérapeutiques, notamment pour le traitement de 1’ Alzheimer et le diabete.
L’étude d’autres activités biologiques complémentaires (cytotoxicité, anti-inflammatoire et

antidiabétique, etc...), sont aussi envisagées pour pouvoir confirmer les résultats obtenus.
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Résumé

Ce travail s’articule sur I’étude de la composition chimique par la technique GC-MS et
I’évaluation de 1’activité biologique des extraits et des huiles essentielles de quatre plantes
médicinales : Eucalyptus globulus, Ocimum basilicum, Cedrus atlantica et Rosmarinus tour-
nefotii.

L’analyse GC-MS nous a permis d’identifier 38 composés pour 1'huile de Cedrus Atlantica
(HD 28), 21 constituants pour I'huile de Cedrus Atlantica (MCW 29), 45 constituants pour

I’huile d’Ocimum basilicum et 62 composés pour 1’huile essentielle de Eucalyptus globulus

La meilleure capacité antioxidante a été observée sur I’extrait chloroformique (ECRT) pour les
sept méthodes antioxydantes testées.

Pour les huiles essentielles les deux huiles HD9 et HD28 ont manifesté les meilleures activités
du AChE et BChE respectivement.

Pour les extraits, ’ECRT a manifesté la meilleure activité vis-a-vis des deux enzymes anti-
cholinesterase (AChE et BChE) et I’urcase, tandis que I’EBRT a présenté une forte activité

inhibitrice de I’a amylase.

Mots clés : Eucalyptus globulus, Rosmarinus tournefotii de no¢, Cedrus atlantica, Ocimum

basilicum, activité enzymatique, activité antioxydante.



Abstract

This work is based on the study of the chemical composition by the GC-MS technique and the
evaluation of the biological activity of extracts and essential oils of four medicinal plants:
Eucalyptus globulus, Ocimum basilicum, Cedrus atlantica and Rosmarinus tour -nefotii.

GC-MS analysis allowed us to identify 38 compounds for the oil of Cedrus Atlantica (HD
28), 21 constituents for the oil of Cedrus Atlantica (MCW 29), 45 constituents for the oil of

Ocimum basilicum and 62 compounds for the essential oil of Eucalyptus globulus.

The best antioxidant capacity was observed on chloroform extract (ECRT) for the seven anti-
oxidant methods tested.

For essential oils, the two oils HD9 and HD28 showed the best activities of AChE and BChE

respectively.

For extracts, ECRT showed the best activity against the two anti-cholinesterase enzymes

(AChE and BChE) and urease, while EBRT showed strong inhibitory activity of a amylase.

Key words: Eucalyptus globulus, Rosmarinus tournfotii de noe, Cedrus atlantica, Ocimum

basilicum, enzymatic activity, antioxidant activity.
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Résumé
Ce travail s’articule sur 1I’é¢tude de la composition chimique par la technique GC-MS et
I’évaluation de I’activité biologique des extraits et des huiles essentielles de quatre plantes mé-
dicinales : Eucalyptus globulus, Ocimum basilicum, Cedrus atlantica et Rosmarinus tournefotii.
L’analyse GC-MS nous a permis d’identifier 38 composés pour I'huile de Cedrus Atlantica (HD
28), 21 constituants pour I'huile de Cedrus Atlantica (MCW 29), 45 constituants pour 1’huile
d’Ocimum basilicum et 62 composés pour I’huile essentielle de Eucalyptus globulus
La meilleure capacité antioxidante a été observée sur I’extrait chloroformique (ECRT) pour les
sept méthodes antioxydantes testées.
Pour les huiles essentielles les deux huiles HD9 et HD28 ont manifesté les meilleures activités
du AChE et BChE respectivement.
Pour les extraits, ’ECRT a manifesté la meilleure activité vis-a-vis des deux enzymes anticho-
linesterase (AChE et BChE) et I’urease, tandis que I’EBRT a présenté une forte activité inhibi-

trice de I’a amylase.

Mots clés : Eucalyptus globulus, Rosmarinus tournefotii de noé, Cedrus atlantica, Ocimum

basilicum, activité enzymatique, activité antioxydante.




