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Liste des abréviations :
v Aos: Concentration indiquant 0,50 d’absorbance

ABTS : Sel d’ammonium de I’acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)
AChE : Acétylcholinestérase

ADN : Acide désoxyribonucléique

BChE : Butyrylcholinestérase

BHA : Butylhydroxyanisole

BHT : Butylhydroxytoluéne

°C : Degreé Celsius

CCM : Chromatographie sur la couche mince

Clso : Concentration d’inhibition a 50%

CUPRAC : Complexe cuivre- néocuproine

DPPH : a, a-diphényl-B-picrylhydrazyl

DTNB : Acide 5,5 -dithio-bis (2-nitrobenzoique)

EAEG : Extrait acétate d’éthyle de la plante d’Euphorbia guyoniana
EBEG : Extrait butanolique de la plante d’Euphorbia guyoniana
ECEG : Extrait chloroformique de la plante d’Euphorbia guyoniana
EMEG : Extrait méthanolique de la plante d’Euphorbia guyoniana
FRAP : Pouvoir réducteur

FTIR : infra rouge a transformée de Fourier

g : Gramme

ILPA : Inhibition de la longueur de la partie aérienne

ILR : Inhibition de la longueur de la racine

IPG : Inhibition de la germination

IPM(%0) : Le pourcentage d’inhibition des moisissures

IR : infra-rouge

Kg : Kilogramme

LPA : la longueur de la partie aérienne

LR : longueur de la racine

m : Masse

M : Molaire

mg : Milligramme

min : Minute
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ml : Millilitre
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mM : Millimolaire

MM : Masse molaire

mmol : Millimole

mm : millimétre

nm : Nanometre

PG : Le pourcentage de la germination

pH: Potentiel hydrogene

PM(%0) : Le pourcentage de moisissures et mortalité
PN (%) : Le pourcentage pupes

PS (%) : Le pourcentage vivant

s : Seconde

SD : Standard de déviation

TEAC : Capacité antioxydante équivalente Trolox

T (%) : Transmittance

Trolox : Acide 3,4-dihydro-6-hydroxy-2, 5, 7,8-tétramethyl-2H-1-benzopyran-2-carboxylique

U : Unité

UV : Ultraviolet

Vit ¢ : vitamine ¢ ou acide ascorbique
Hg : Microgramme

ul : Microlitre

pumol : Micromole
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Introduction générale :

> Les plantes sont considérées comme source efficace utilisée par 'nomme pour lutter
contre diverses maladies qui menacent constamment sa vie depuis I’antiquité. Jusqu'a présent
une grande partie de la population mondiale, en particulier dans les pays en développement,
utilise les plantes médicinales en raison de leur incapacité a accéder ou méme a bénéficier des
avantages de la médecine moderne. Ces plantes médicinales, devenues par la suite une source
majeure pour la découverte de nouveaux principes actifs dignes d’intérét, occupent
actuellement une grande place dans la production agricole et industrielle, et intéressent
également les chercheurs dans le domaine de la recherche de nouveaux médicaments.

Actuellement, plus de 50% d'entre eux sont d'origine naturelle (Haba, 2008).

L'organisation mondiale de la santé estime que quatre milliards de personnes (80 % de
la population mondiale) et plus de 80 % de la population africaine utilisent les herbes
médicinales comme traitement. Le pourcentage de medicaments fabriqués a partir de plantes
en Amerique (65%) a atteint un tel point qu'il existe des cliniques thérapeutiques limitées au
traitement des plantes médicinales en Inde, en Chine, en Amérique et aussi en
Europe....(Rasool Hassan, 2012)(Xu et al., 2017).

Le systeme antioxydant du corps humain a la capacité d'éliminer les radicaux libres tels
que les especes réactives de lI'oxygene (ROS) et les especes réactives de I'azote (RNS), telles
que l’anion superoxyde (O2.) et l'oxyde nitriqgue (NO.), qui endommagent I'ADN et
conduisent a l'oxydation des graisses et des protéines dans les cellules. Cela permet de
maintenir I'équilibre entre la production de ROS et les capacités antioxydantes de lI'organisme
(Xu et al., 2017).

De plus, l'exposition a des facteurs environnementaux tels que les polluants
atmosphériques, les radiations et les solvants organiques augmente la production de radicaux
libres, ce qui perturbe cet équilibre et conduit a certaines maladies chroniques et
dégenératives (Xu et al., 2017).

En plus, les antioxydants synthétiques ne conviennent pas particulierement aux patients
atteints de maladies chroniques, et leur utilisation prolongée est nocive pour I'homme et peut

provoguer I'émergence de maladies dégénératives dangereuses (Yang et al., 2016).
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Bien que dangereux, ils sont largement utilisés pour leur faible colt et retarder
l'oxydation des lipides en raison de leur stabilité oxydative élevée. Comme le
butylhydroxyisane (BHA) et le butylhydroxytoluéne (BHT) (Yang et al., 2016).

La demande d‘antioxydantes naturels, en particulier d'origine végétale, est en
augmentation dans le secteur de la cosmétique alimentaire et pharmaceutique, car ils peuvent
étre utilises comme alternatives naturelles aux antioxydants synthétiques qui provoquent une
toxicité (Nicolai et al., 2016).

De la, un certain nombre de questions a ce sujet viennent a l'esprit et ce a l'objectif
principal de ce travail qui se focalise sur I’évaluation de ’activité¢ biologique de l'espece

Euphorbia guyoniana. En conséquence, ce manuscrit a été organisé comme suit :

v Le premier chapitre est consacre a des généralités bibliographiques sur la famille des
Euphorbiaceae, ainsi que des généralités sur I’évaluation de I’activité biologique par, les
méthodes antioxydantes, activités antioxydantes, les techniques de CCM, les méthodes
enzymatiques et I’analyse infra-rouge (FTIR).

v Le deuxieme chapitre concerne la partie expérimentale comportant la description du
matériel biologique , les techniques analytiques CCM et les méthodes d’évaluation in vitro
des activités antioxydantes, I’activité enzymatique antiuréase, anti-BChE ainsi que la
méthodes anti-moisissures, anti-germination, toxicité et la cytotoxicité et I’analyse
infrarouge.

v Le troisiéme chapitre comprend les résultats et discussion des activités antioxydantes,
I’analyse CCM, activités enzymatiques, anti-moisissures, anti-germination, la toxicité et la
cytotoxicité. Et I’analyse infra-rouge des extraits d’Euphorbia guyoniana.

Enfin, une conclusion générale relative a nos travaux résumant ce manuscrit.
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| .1 Historique :

Le nom Euphorbiaceae est dérivé du genre Euphorbia le plus important de la
famille, le méme nom donné par le roi mauritanien Juba Il a I'¢poque romaine & son médecin
Euphorbos au premier siécle de notre ére, conservé par Linné (Watson L and Dallwitz M.
J, 2000) .

1.2 Présentation botanique et géographique de famille Euphorbiaceae :

Les Euphorbiaceaes sont des familles existants mondialement, bien que principalement
une famille qui se trouve dans les régions tropicale (A.M. Saleh, 1985).

Il existe cependant en concentrations locales, comme des espéces du genre Euphorbia
sont les seuls représentants dans la famille, dans le sud de I’Amérique du nord, le Moyen
Orient et le sud de I’Afrique (Figure 1). Les plantes de cette famille se rencontrent dans les
régions tropicales indo-malaise, Amérique et Afrique Elle est moins représentée dans les
régions tempérées (Hohmann et al., 1999).

Sauf dans les régions antarctiques et les sommets des hautes montagnes, les
Euphorbiaceaes poussent partout,(Bruneton, 1996) ce sont des plantes herbacées annuelles
ou vivaces, lianes arbustes ou arbres dont certaines especes sont succulentes ou en forme de
cactus (Saleh, 1985)(Ma et al., 1997). Elles élaborent souvent une matiere visqueuse de
couleur blanche appelée latex, irritant pour les yeux et provoquant des rougeurs sur la peau.
Cette famille est trés hétérogéne. Les plantes qui la constituent varient a la fois par leur

appareil végétatif ainsi que par la structure de leurs fleurs (Ozenda, 1991)(Bruneton, 1996).

Présent s
Absent ——

Figure 1 : Répartition géographique de la famille des Euphorbiaceae dans le monde entier.
(“Families of dicotyledons 1 2 3 4 5,” 2008)
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1.2.1 Caractéres morphologiques généraux de la famille des Euphorbiaceae :

Geénéralement les feuilles a formes tres variables, sont le plus souvent longuement
alternes, pétiolées voire plus rarement opposees, simples ou composées, palmatinervées ou
pennatinervées (Ozenda, 1991)(Spichiger et al., 2002) . Elles sont réduites a des épines, pour
certaines espéces. Le limbe est le plus souvent denté. Des glandes sécrétrices sont
généralement présentes sur le pétiole, le limbe et la marge du limbe. Les inflorescences sont
trés variables puisqu’il s’agit de cymes, de thyrses, de grappes, d’épis ou de panicules,

généralement bisexués (Figure 2).

Figure 2: Photo des feuilles de la famille des Euphorbiaceae (Ricin commun) .

(“Ricin : semer et planter — Ooreka,” n.d.)

Les fleurs sont déclines et rarement isolées, plus souvent groupées en grappes et chez
certains genres réunies pour former un dispositif appelé cyathe, comme dans le genre
Euphorbia. La fleur est cycligque, achlamyde ou haplo chlamyde et dans ce cas, actinomorphe
et sépaloide, trimére ou pentamére, hypogyne et unisexuée. Les sépales sont libres ou soudés
par la base.

v La fleur méle, souvent exempte de pétales, contient de zéro (0) a un nombre indéfini
de sépales et de un (1) 2 un nombre indéfini d’étamines. Les anthéres présentent une
déhiscence qui peut étre longitudinale, transversale ou encore poricide. Un ovaire

rudimentaire est parfois présent.
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v La fleur femelle ne contenant pas de pétales, peut compter de zéro (0) & un nombre
indéfini de sépales et trois (3) carpelles. L’ovaire, la plupart du temps tricarpellé et

triloculaire, est surmonté de trois (3) styles libres ou partiellement soudés a la base, eux

méme surmonteés de trois (3) (Figure 3) .

flegr méle

fleti femelle
q 3':=fyle;$

\
‘L : o

Figure 3 : Photo de La fleur male et femelle d’Euphorbiaceae (Euphrobe petit-cypres).
(“L’euphorbe petit-cyprés, une belle mystérieuse - Des fleurs a notre porte,” 2016)

Le fruit est une capsule tri-coque a déhiscence loculicide, septicide ou encore un

schizocarpe a déhiscence explosive (Figure 4).La graine est albuminée et caronculée

(Ozenda, 1991)(Spichiger et al., 2002).
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Figure 4 :Photo de Les fruits d’Euphorbiaceae (Euphrobe épurge).
(Jacques BURY, 2020)

1.2.2 Position systématique de la famille Euphorbiaceae :

Elle est considérée comme 1’'une des familles les plus vastes et les plus cosmopolites
que compte le sous embranchement des Angiospermes (Spichiger et al., 2002) . Elle n’est
pas assez connue sur le plan systématique. Des tendances a la division se manifestent souvent.
A titre d’exemple, plus de cinquante genres ont été introduits puis considérés comme
synonymes.

Cela revient par sa distribution car localisée principalement dans les régions tropicales
et I’existence éphémeére des fleurs chez certains de ses représentants, rendant par voie de
conséquence leur identification difficile, entravant et empéche ainsi toute étude botanique
(WEBSTER, 1987).

Malgre ca, les plantes Euphorbiaceaeon fait 1’objet de plusieurs études menées par
quelques systématiciens en vue d’élaborer une classification plus précise de cette grande
famille. En effet, la classification botanique qui n’est pas statique, est une discipline en

perpétuelle évolution. De nombreux travaux de recherches, tenant compte du nombre toujours
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plus important de caractéres tant morphologiques qu’anatomiques, permettent 1’établissement

de nouveaux systémes de classifications et le remaniement de certains d’entre eux.

Au cours des deux dernieres décennies, aucune de ces modifications dans la
systématique n’a eu de retombées directes sur la famille des Euphorbiaceae. De autre coté, la
majorité des systématiciens qui se sont penchés sur sa classification se sont toujours accordés
a dire que la principale famille représentative de I’ordre des Euphorbiales qui a été identifié
par Lindley en 1833, restait la famille Euphorbiaceae (WEBSTER, 1987).

La partie amont de ’ordre Euphorbiales a été fait exclusivement des modifications
avec un ensemble des changements apportées aux différents systémes de classification qui ont
été développés

Dans la hiérarchie de cette d'idées, plusieurs systematiciens ont émis les hypotheses de
classification suivante (Tableau 1).

v Selon Engler, les Euphorbiaceae appartiennent au taxon des Rhizophytes qui
comprend I’embranchement des Spermaphytes avec comme sous embranchement celui des
Angiospermes. Elles font partie de la classe des Dicotylédones, de la sous classe des
Dialypétales, de la série des Thalamiflores, de 1’ordre des Géraniales et du sous ordre des
Euphorbiineae.

v Pour Cronquist, cette méme famille est rattachée au super-ordre des Rosidae et I’ordre
des Euphorbiales.

v Dahlgren classe la famille des Euphorbiaceae dans le super ordre des Malviflorae et
I’ordre des Euphorbiales.

v Thorne a élaboré une classification selon laquelle les Euphorbiaceae se trouvent dans

le super-ordre des Malvanae et ’ordre des Euphorbiale.
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Tableau 1 : Position systématique de famille Euphorbiaceae (WEBSTER, 1987) .

Régne Plantae

Taxon Rhizophytes
Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous-classe Dialypétales
Série Thalamiflores
Sous-serie Meéristémones
Ordre Tricoques
Famille Euphorbiaceae

Cependant, Webster (WEBSTER, 1987) propose une autre classification et
reconnait cing sous-familles  Euphorbiaceae :  phyllanthoideae, oldfieldioideae,

Acalyphoideae, crotonoideae et Euphorbiadeae.

Dautre part, I'émergence d'un nouveau taxon connu sous le nom de taxonomie
phylogénétique s'appuie sur les principes de la phénétique et de la cladistique pour procéder a
des classifications des especes. Elle a conduit au véritable bouleversement de la théologie
systématique ces derniers temps. Ainsi les Euphorbiaceae appartiennent aux Angiospermes
supérieurs ou Eudicotylédones, a ’ordre des Rosidées, Rosidées hypogynes, gamocarpellées,

disciféres ou glanduliféres, ordre des Malpighiales (Spichiger et al., 2002) .

1.2.3 Utilisation en médecine traditionnelle :

1.2.3.1 Intérét industrielle:
L'origine des plantes d'Euphorbia est polygénique et leur distribution a travers les
continents ouvre leur grande diversité botanique et chimique complexe, En tant que tel, cette

famille présente un grand nombre de plantes d'importance économique. Il y a des plantes qui
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contiennent du latex et des fibres oléagineux, aliments et végétaux producteurs de bois et de
papier (Spichiger et al., 2002)(Bruneton, 1996)(Schultes, 1987).

L’espéce Hevea brasiliensis Mull Arg couvre actuellement plus de 95% de la
production mondiale et joue un rble industriel majeur dans la production de caoutchouc
naturel (Schultes, 1987).Mais I’apparition de caoutchouc synthétique a réduit son intérét

économique (Uemura and Hirata, 1972).

L’espéce Ricinus communis L dont les graines produisent une huile connue depuis tres
longtemps pour ses propriétés purgatives. Cette huile est utilisée comme lubrifiant pour les
moteurs au début du XXe siecle et pour la fabrication de peintures et de vernis. La
polymérisation de certains de ses dérivés, donne un polyamide appelé Rilsan servant a la
fabrication de pieces moulées et tissues Il est utilisé principalement dans le milieu industriel,

par exemple dans la fabrication de savons, peintures et vernis(Jeske et al., 1995).

Le latex d’autres plantes Euphorbiaceae est employé comme poison de fléches en
Afrique lutilisent dans leur vie quotidienne pour obtenir de la nourriture de la chasse
(Euphorbia unispina N. E. Br.), dans les Caraibes (Hippomane mancenilla L.) ainsi qu’en
Malaisie (Excoecaria agallocha L)(Bruneton, 1996). La toxicité est a la présence d’esters

diterpéniques a squelettes tigliane, daphnane et ingénane .

1.2.3.2 Intérét pharmacologique :

Les plantes Euphorbiaceae sont largement et universellement utilisées en médecine
populaire pour guérir un bon nombre de maladies (Bellakhdar, 1997) lls étaient utilisés par
les populations locales pour soigner leurs malades. Cette utilisation a grande échelle par les
sociétés primitives, en fait un argument prépondérant qui justifie les travaux intensifs de
recherches réalisés tant du point de vue phytochimique que pharmacologique. A ce jour,

nombre d’espéces sont utilisées en médecine traditionnelle (Tableau 2) .
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Tableau 2: Les espéces Euphorbiaceae qu’utilisées en médecine traditionnelle (Bellakhdar,

Les especes de
Euphorbiaceae

Bridelia retusa (L.)

Chrozophora brocchiana
(Vis.) Schweinf.

Chrozophora tinctoria (L.)
A. Juss.

Croton eluteria Bennett

Croton tiglium L.

Euphorbia cyparissias L.

Euphorbia obtusifolia
Poiret

Euphorbia resinifera Berg.

1997).

Intérét pharmacologique

Les racines de cette plante sont utilisées dans le traitement du rhumatisme.

Les extraits (AcOEt et MeOH) de cette espéce ont des activités antifongiques

(Ravikanth et al., 2002).

Elles s’averent considéré plus efficaces que le goudron. Car les cendres de cette
espece sont employées par les Touaregs, particuliecrement dans le sud d’Algérie,
pour soigner les plaies des dromadaires.

Les graines de cette plante sont utilisées pour leurs propriétés purgatives et
émétiques dans la région d’ Agadir (Maroc).

Elle est utilisée en médecine traditionnelle contre la malaria, la dysenterie et
la fievre. Dans lequel la drogue préparée a partir d’écorce de cette plante, ce

cela conduit a son action hypotensive chez les populations d’ Amérique latine.

Mais dans I’Europe de I’ouest, elle est particulierement réputée comme

fébrifuge.

Ont préconisées en tant que purgatif énergique. En général, on associe a ces
graines de la gomme arabique pour adoucir son action. Ses graines disponibles
chez les herboristes marocains.

Les graines de cette espéce renfermant des saponosides, sont utilisées pour leurs

propriétés purgatives et anti-inflammatoires.

Le latex de cette espéce est préconisé au Sahara occidental, en applications

externes, en tant que remeéde contre les morsures de serpents et la gale animale.

Elle est employée pour soigner les pigdres, les morsures venimeuses et les
algies dentaires. Les femmes emploient aussi un mélange a base de la résine
d’euphorbe comme abortif malgré ses dangers. Le latex frais de cette plante est
recommandé. par les berbéres de Beni Mellal, contre les verrues. La résine
également de cette espéce endémigque marocaine Pétrie avec de la farine et du

blanc d’ceuf, elle est utilisée contre les rhumatismes et les paralysies.

10
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1.2.3.3 Intérét alimentaire :

Le manioc ou Manihot esculenta (Crantz) est une plante alimentaire possédant des
racines charnues d’ou est tiré le tapioca.

Ses racines riches en amidon sont considére comme la base alimentaire de nombreuses
populations, particulierement les africaines. En tant que tel trouve aussi des plantes
fournissant des fruits comestibles (Phyllanthus emblica L.), des teintures (Sapium sebiferum
Lour.,Chozo phora tinctoria L., Mallotus philippinensis Lam....etc) (Ma et al., 1997) .

1.2.3.3 Autres utilisations :

Iy a plusieurs espéces européennes, issues des genres C Qroton et Euphorbia qui sont
cultivées pour étre utilisées également a des fins d’ornementation. Parmi ces especes, on peut
citer Euphorbia lathyris L.

Certaines espéces du genre Croton aux feuilles panachées ainsi que la plante Euphorbia
pulcherrina (Willd.) appelée Poinsettia ou Etoile de Noél sont utilisées comme plantes

ornementales (Hohmann et al., 1999).

1.3 Genre Euphorbia :

Les Euphorbiaceae sont une famille de plantes a fleurs qui contient plus de 300 genres,
dont trois genres le plus connu (Euphorbia, Croton et Phyllanthus ) sont considérés les plus
représentatifs de cette famille. La famille doit son nom au plus vaste de ses genres a savoir
Euphoprbia (1600 espéces).La simplicité et 1’extréme réduction des fleurs des plantes
Euphorbiaceae ne sont pas représentatives de 1’ensemble de la famille (Saleh, 1985)et ces
derniéres sont bien représentées en Europe et au Sahara septentrional. En Algérie, on peut

rencontrer principalement les especes suivantes (Tableau 3).
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Tableau 3 :Especes du genre Euphorbia en Algérie (Quezel and Santa, 1963)(Ozenda,
1991)

E. granulata Forsk.

E. chamaesyce L.

E. echinus Hook fil. et Coss.
E, guyoniana Boiss. et Reut.

E. calyptrata Cosson et DR.

m

. retusaForsk.

. dracunculoides Lam. ssp. flamandi (Batt)

. dracunculoides Lam. ssp. inconspicua (Ball.)

. dracunculoides Lam. ssp. glebulosa (Cosson et DR.)
. pubescens Vahl.

. peplus L.

. terracina L.

. helioscopialL.

. sanguinea Hochst. et steud.

m

. atlantica Coss.

E.akenocarpa Guss.

15 E. nicaensis All.
16 E. pithyusa L.

17 E. paniculata Desf.

Les fleurs des plantes du genre Euphorbia sont groupées en formant un dispositif appelé
cyathe, constituée par une cupule dont le diameétre peut mesurer quelques millimetres portant
sur ses bords quatre appendices généralement de couleur jaune ou rouge ; de cette cupule
sortent des étamines et un pistil portés sur un pédoncule. L’étamine représente une fleur male
et le pistil une fleur femelle. La cyathe a donc la valeur d’une inflorescence dont la cupule et
les piéces sous forme de croissant représenteraient ’involucre (Quezel and Santa, 1963)
(Ozenda, 1991).
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1.3.1 Plante d’Euphorbia guyoniana :

C'est une espece qui supporte la chaleur et résiste a la sécheresse, car il est d'un type
fort sous un sol étendu de couleur verte, avec une hauteur de 30 cm au un métre (Reynaud,
2002).

C'est une plante vivace connue sous le nom de plante labdanum que I'on trouve sous les
tropiques au dessechement de toute la partie aérienne, ou la reprise de la croissance se fait.

C’est une hémicryptophyte, d’un vert foncé, a port herbacé trés rameux et élancé. Les
tiges dressées, non charnues et trés ramifiées des la base, contiennent du latex irritant et

peuvent atteindre jusqu’a 1 m de hauteur (Figure 5).

Figure 5 : Photos de la plante Euphorbia guyoniana (Ozenda, 1991).
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1.3.2 Position systématique d’Euphorbia guyoniana :

Selon la flore Medcheklist (Greuter et al., 1984) et le catalogue de
(Dobignard and Chatelain, 2010)la position systématique d'Euphorbia guyoniana

est la suivante :(Tableau 4)

Tableau 4 :Position systématique d’Euphorbia guyoniana (WEBSTER, 1987) (Greuter et
al., 1984).

Rhizophytes

Spermaphytes
Angiospermes
Dicotylédones
Dialypétales
Thalamiflores
Meéristémones
Tricoques
Euphorbiaceae

Euphorbiadeae
Euphorbieae

Euphorbiinae

Euphorbia

E. guyonianaBoiss et Reut.

1.3.3 la Toxicité du genre Euphorbia :

Le latex des plantes du genre Euphorbia provoque des rougeurs et irritabilité sur la
peau, des érythemes ou des phlyctenes. Egalement trés irritant pour les yeux, il entraine par
simple contact, méme furtif, des larmoiements intenses. A des doses plus élevées,
interviennent des lésions graves de I’ceil au niveau de la rétine pouvant aller jusqu’a la cécité.
Les troubles de la vue sont accompagnés souvent de toux, de rhinite avec écoulement nasal,
de laryngite et de bralure des lévres. Une fois absorbé, le latex entraine des symptomes plus
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ou moins sévéres de gastro-entérite et d’inflammation des muqueuses du tube digestif
(Bellakhdar, 1997).

1.3.4 Synonymie d’Euphorbia guyoniana :

v Nom scientifique:Euphorbia guyoniana Boiss et Reut.

<

Nom vernaculaire : lebbin (Lebina) (arabe ).
v Nom Commun( frangais): Euphorbe de Guyon (Cronquist, 1981).

1.3.5 Les activités biologiques d’Euphorbia guyoniana:

Le latex de la plante Euphorbia guyoniana est utilisé par les populations locales pour
attaquer les verrues et pour extirper les épines. On I’applique également sur les morsures et

piqlres venimeuses pour les scorpions et les serpents (Bellakhdar, 1997).
1.3.5.1Effet antibactérien :

Euphorbia guyoniana Contient des métabolites secondaires puissants et trés efficaces
sont dotés d’une activité antibactérienne importante vis-a-vis de certaines souches cliniques
(Zellagui et al., 2012).D’aprés ces auteurs, Pseudomonas aeruginosa, Proteusvulgaris,
Klepsiella pneumoniae, Enterobacter, Escherichia coli, Staphylococcus aureus ont montrés

une sensibilité aux extraits Chloroformique-Méthanolique, et n-butanol.

1.3.5.2 Effet insecticide :

Dans une nouvelle étude en quéte de nouvelles techniques de lutte contre les insectes
nuisibles, (Kemassi et al., 2014)ont démontré que les extraits aqueux d’Euphorbia guyoniana
exercent une abstinence et une diminution de la prise de nourriture, une diminution du poids
corporel et des modifications dans 1’anatomie du tube digestif des larves L5 et imagos de
Schistocercag regaria. Par ailleurs, et selon ces auteurs, ’extrait aqueux, acétonique et

alcaloidique provoquent des mortalités importantes chez les acridiens.
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1.3.6 Description botaniques de espéce Euphorbia guyoniana :

/ Les tiges: trés ramifiées dés la base, dressées et non

charnues tres ramifiées dés la base, contiennent du latex et
peuvent atteindre jusqu’a 1 m de hauteur en tant que telles

tiges secretent du lait lorsqu'elles sont cassées (Figure 6) .

Les fleurs : Appelée cyathium ou cyathium est trés petite,
mesurant moins de 2 mm une fleur a sépales, souvent
définitifs, une touffe de cing feuilles et un cyathium a cing
glandes. A laisselle de chaque feuille nait une nouvelle tige
portant 2 petites feuilles et un cyathium avec 4 glandes On
les voit de loin sous forme de petites boulettes jaune vif ou
vertes (Ozenda, 1991)(Figure 7) .

Figure 7 : Photo de Les fleurs de la plante Euphorbia guyoniana (Merzouga, 2015)

Les feuilles: Généralement absent des branches
fleuriessécretent du lait lorsqu'elles sont cassées les
rameaux portent des feuilles trés petites, étroites, linéaires,

alternes et sechent rapidement (Ozenda, 1991) (Figure 8)

Figure 8 : Photo des feuilles de la plante Euphorbia guyoniana (Ouanissa, 2014).
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Les fruits: est une capsule de 4 a 5 mm, contenant des
graines ailées (Ozenda, 1991) (Figure 9) .

cotes longitudinales grises, glandes de la cyathe arrondies,
Sans créte sans pointe ,son couleur il a tendance a étre
noir, avec de longues cOtes grises et un cotylédon
circulaire non pointu (Ozenda, 1991).Lorsque les graines

marissent, toutes les parties des cyathes disparaissent ; il

ne reste que les fruits au bout des tiges. (Figure 10)

Figure 10 : Photo des graines de la plante Euphorbia guyoniana (Ouzina,2018).

Cette espece s’adapte a la sécheresse et la chaleur par la
réduction de la surface foliaire. En effet, les feuilles tres
petites, qui sont parfois absentes, qui conduit la
diminution de la quantité d’eau perdue par transpiration
¥ (Ozenda, 1991)(Figure 11).Cette espéce Habite tous les
milieux sableux ou elle est souvent la seule plante a

subsister quand les troupeaux ont mangé toutes les

autres.

Figure 11 : Photo de partie aérienne de la plante Euphorbia guyoniana (Palici, 2016).
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1.3.7 Les Propriétés thérapeutiques et biologiques de genre Euphorbia :

Les plantes du genre Euphorbia sont largement utilisees en médicine traditionnelle a

travers le monde. Le tableau 5, ci-dessous montre quelques propriétés thérapeutiques et

activités biologiques attribuées aux quelques plantes du genre Euphorbia.

Tableau 5 : Utilisation en médecine traditionnelle et activités biologiques de quelques

Espece
Euphorbiapeplus

Euphorbiafischerian

Euphorbiasalicifolia

Euphorbialunulata

Euphorbiasapinii

Euphorbiaaellenii

Euphorbiasororia

Euphorbiamilii

Euphobiaguyoniana

Euphorbiafalcata

Espéce du genre Euphorbia (Haba, 2008)

Propriétés thérapeutiques et biologiques

Antiasthmatique, anticatarrhe et traitement du cancer.

Grand soin pour traitement d'cedéme, indigestion,
toux,

asthme et bronchite chronique .

Antivirale, antitumorale, cytotoxique, activité PKC .

Traitement de 1’asthme et bronchite chronique.

Irritant de peau, anti-inflammatoire, antitumorale .

raitement de mal de dos et soin de plaies .

Traitement de douleurs abdominales, maladie de
peau et

paralysie .

Antibactérienne, parasites intestinaux, rhumatisme,
Morsures de serpents .

Anti verrues et extirper les épines, traitement des
morsures

et piqures venimeuses.

Irritant de peau, antitumorale, anti-allergique,

antivirale,

18
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anticancéreuse .

Euphorbiapeplis Prophylaxie de cancer de la prostate, anti- (Ferreira et al., 1990)
inflammatoire et
activité protéine kinase C (PKC) .

Euphorbiahumifusa Traitement de I'népatite causée par le virus HBV . (Gewali et al., 1990)

Euphorbiatangutica Cytotoxique . (Akihisa et al., 2002)

1.4 Activités biologiques :

Les composés phénoliques jouent un réle important dans la santé humaine en raison de
leurs activités pharmacologiques diverses comme antivirales, anti-inflammatoires,
anticancéreuses, antiallergiques, antimicrobiennes, cardio-protectives et vasodilatoires. En
outre, ils peuvent prévenir la modification oxydative par neutralisation et piégeage des
radicaux libres, ou réduction des métaux par l'intermédiaire de leurs activités antioxydantes
(Ladoh et al., 2015).

1.4.1 Le role d’oxygéne :

L'oxygene moléculaire (O2) est considéré a la fois toxique qui provoque d’acidité,
d’altération, et de dégénérescence (les dégats de ROS..) et important pour la vie.Il est
responsable de respiration, régulation et de la protection...(Koechlin-Ramonatxo, 2006). Il
peut étre toléré par I'hnomme et tous les corps aériens car c'est un gaz. C'est le dernier
accepteur d'électrons de la chaine respiratoire, ce qui permet de synthétiser I'énergie sous
forme ATP (Leeuwenburgh and Heinecke, 2001) mais son utilisation excessif conduit a la
formation de produits chimiques efficaces qui sont des radicaux libres qui peuvent entrainer
de part ce que I’on appellele stress oxydative (Koechlin-Ramonatxo, 2006).

1.4.2 Les radicaux libres :

Sont des substances chimiques avec des électrons non appariés tres instables et actifs
vis-a-vis des réactions chimiques avec d'autres molécules. Ils dérivent de trois éléments :
Oxygeéne, azote et soufre, créant ainsi des espéces réactives de I'oxygene (ROS), les espéeces

réactives de l'azote (RNS) et les especes réactives du soufre (RSS). Parmi les radicaux libres

dangereux : superoxide anion (O2- .) et hydroperoxyl radical (HO. ') (Ferreira et al., 2009).

19
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1.4.3 Activité antioxydante :

Les antioxydants sont définis comme « toute substance qui, lorsqu'il est présent a une
faible concentration par rapport a celle d’un substrat oxydable, retarde ou empéche
significativement 1’oxydation de ce substrat » (Halliwell and Gutteridge, 2015).

Ils sont employés pour la stabilisation des polymeres, des produits pétrochimiques, des
produits alimentaires, des produits cosmétiques et pharmaceutiques (Pisoschi and Negulescu,
2012) .

Les antioxydants et les pro-oxydants peuvent étre traités comme des termes biologiques,
alors que les réducteurs et les oxydants sont des termes chimiques inhibant les systéemes
antioxydants (Prior and Cao, 1999).

L'équilibre entre la production et la neutralisation des ROS par les antioxydants est tres
délicate, et si cet équilibre tend a la surproduction de ROS, les cellules commencent a subir
les conséquences du stress oxydatif (Wiernsperger, 2003).

Les antioxydants exogenes peuvent provenir de sources naturelles (la vitamine E, C, le
B-caroténe, les flavonoides, les anthocyanes, certains composés minéraux, mais aussi la
vitamine D et la vitamine Kz) , mais peuvent aussi étre des composés synthétiques, comme le

butylhydroxyanisole, le butylhydroxytoluéne, les gallates... etc (Molyneux Philip, 2004).

Les antioxydants endogénes sont des enzymes, comme le superoxydedismutase, la
catalase, la glutathion peroxydase ou des composés non enzymatiques, tels que l'acide urique,
la bilirubine, I'albumine, les métallothionéines (Svancara et al., 2009).

Lorsque les facteurs endogenes ne peuvent pas assurer un contrble rigoureux et une
protection compléte de l'organisme contre les espéces réactives de l'oxygéne le besoin
d'antioxydants exogenes se fait sentir, sous forme de compléments nutritionnels ou de
produits pharmaceutiques, qui contiennent comme principe actif un composé antioxydant
(Carmen et al., 2011).
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1.4.3.1 Mise en évidence de Pactivité anti-radicalaire :

Les antioxydants intéressent de plus en plus les scientifiques de l'alimentation, les
professionnels de la santé et le grand public en raison de leur r6le protecteur dans les produits
alimentaires contre la dégradation oxydative et dans le corps contre le stress oxydatif.

Des antioxydants naturels et puissants sont nécessaires dans les conservateurs
alimentaires et les nutraceutiques /pharmaceutiques. Une recherche efficace sur les sources
d'antioxydants naturels et de composés antioxydants nécessite des méthodes fiables pour
évaluer l'activité antioxydante. Un certain nombre d'essais chimiques et de systéemes de
modeles nutritionnels et biologiques ont été développés pour mesurer au niveau moléculaire
ou cellulaire, la capacité de piégeage des radicaux.

la puissance reduite et dautres attributs spécifiques des antioxydants, ainsi que
I'inhibition oxydative générale dans plus de nutriments et de produits biologiques (Shahidi
and Zhong, 2015).

Ces méthodes different en termes de mécanisme antioxydant, de substrat, d'initiateur,
d'expression des résultats et de facilité d'utilisation. Le choix approprié de la méthode ou de la
combinaison de méthodes est important pour I'évaluation correcte de l'activité antioxydante
et, en fin de compte, du potentiel des antioxydants en tant que conservateur alimentaire ou

agent de promotion de la santé(Shahidi and Zhong, 2015).

1.4.3.1.A Activité antiradicalaire au DPPH :

Cest l'une des méthode les plus anciennes utilisées pour mesurer lactivité
antioxydante d'un échantillon a été développée par Blois (1958) en employant un radical libre
stable I’a,a-diphényl-B-picrylhydrazyl (Blois, 1958) .

Cette méthode est basée sur la mesure du transfert des protons par I’antioxydant et la
capacité de ces derniers a piéger le radical DPPH" (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil). Le DPPH
de couleur violette se réduit en 2.2-diphényl -1- picryl hydrazine de couleur jaune en captant
un atome d’hydrogéne (Figure 12). Cette transformation peut étre suivie par
spectrophotométrie UV visible, en mesurant la diminution de 1’absorbance a 517nm

(Molyneux Philip, 2004).



Chapitre | Geénéralités & données bibliographiques

Ve L

HA + RH NH + R+

Y

O,N NO, O,N NO,

NO, NO,

DPPH’ stable violet DPPH réduit jaune

Figure 12 : Transformation du radical DPPH" en DPPHH (Gulgin, 2012).

1.4.3.1.B Activité du piégeage du cation radical ABTS™":

L’analyse spectrophotométrique de l'activité de piégeage de ’ABTS™" a été déterminée
selon le procédé de (Re et al., 1999). Cette méthode est basée sur le transfert des protons et
la capacité des composés a piéger le radical-cationique ABTS®" (sel d’ammonium de I’acide
2,2’-azinobis 3-éthylbenzothiazoline -6-sulfonique), qui présente un spectre d’absorption dans
le visible a 734 nm . En réagissant avec le persulfate de potassium (K2S20s), I’ABTS forme
le radical chromophore ABTS™", de couleur bleue a verte. L'ajout d’un antioxydant va réduire
ce radical et provoque la décoloration du mélange par transfert d’électrons pour redonner
I’ABTS incolore (Figurel3)(Roginsky et Lissi, 2005) .Cette capacité est comparée au Trolox
(acide 6-hydroxy-2,5,7,8 tétraméthylchroman-2 carboxylique ), analogue structural
hydrosoluble de la vitamine) Ainsi, plus la valeur TEAC est élevée, plus I’antioxydant est
efficace (Schlesier et al., 2002).
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Figure 13 : Formation et piégeage du radical ABTS"" par un antioxydant donneur de H*
(Gulgin, 2012).

1.4.3.1.C Activité de réduction du complexe cuivre-néocuproine :

Cette activité est déterminée selon la méthode d’ (Apak et al., 2004)le le teste de

(Cupric ion Reducing Antioxidant Capacity) est basé sur le transfert des électrons par la

réduction de (Cu?") en (Cu") par les antioxydants présents dans I'échantillon.(Cu*)forme un

complexe avec la néocuproine (2,9-diméthyl-1,10-phénanthroline) (Figure 14) avec une

absorbance maximale a 450 nm (Prior et al., 2005). Les valeurs de Cuprac sont comparables

aux valeurs TEAC (Ozyirek et al., 2011).
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Figure 14 :Réduction du complexe chromogéne de Cu*2-Nc; (Ozyiirek et al., 2011).

1.4.3.1.D Activité de réduction par la formation du complexe Fe*?- phénantroline :

La méthode a la phénanthroline est basée sur transfert des électrons par la réeduction de
Fe3* en ion Fe?" par un antioxydant. Il se forme le Fe?* qui réagit avec l'ortho-phénanthroline
qui agit comme un ligand pour donne un complexe (le Tris de 1,10-phénanthroline - Fe?*)
rouge-orange (Figure 15) (Yefrida et al., 2018). Cette méthode est appliquée largement dans
la spectrophotométrie classique pour la détermination du fer (Szydlowskaczerniak et al.,
2008).
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1.4.3.1.E Activité du pouvoir réducteur (FRAP) :

C’est une méthode qui suit le de transfert des électrons et elle repose sur la capacité des
antioxydants a réduire le Fe®* en Fe?*(Figure 16) (Benzie and Strain, 1996).

Pour chaque extrait, 1’absorbance est mesuré a 593 nm. Les résultats sont exprimés en
équivalent Trolox (Pulido et al., 2000) .

N —
. N . [ ‘ 4-
3-
N C N
N\ I %N \C /7, ” KN C%
7, W\ ‘", . .
C ‘i, 3+"\\ c ” "'Fe2+‘ ~+-Antioxydant

/"'Fe\ + Antioxydant —— = 4k* /C / \ oxydeé
“ ¢ S
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z

z

- N

Ferricyanure de potassium
Ferricyanure de potassium

Figure 16 : Mécanisme réactionnel du test FRAP (Guilgin, 2012).

1.4.3.1.F Activiteé du silver nano particule (SNP) :
C’est une méthode qui suit le principe du transfert des électrons, elle est basée sur la
réduction de I’Ag* en Ag® dans le sphére des nanoparticules par 1’antioxydants en présence
du tri-sodium de citrate produisent un plasmon de surface tres intense, avec une bande

d’absorption mesurée a 423 nm (Figure 17) (Ozyirek et al., 2012).

Ag*+ citrate

Ar(=0),

Figure 17 : Mécanisme de réduction d’Ag en nanoparticule (SNP) (Ozyiirek et al.,2012)
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1.5 Technique de la chromatographie :

La chromatographie d'adsorption est une technique de séparation de composés basée sur
la différence d'affinité existant entre ces composés, la phase mobile qui entraine les composés,

et la phase stationnaire.
1.5.1 Principe de la chromatographie sur couche mince (CCM) :

La chromatographie sur couche mince (CCM) est une analyse chimique bien connue

comme procédure peu colteuse et simple a réaliser.

Utilisée pour séparer les composants d'un mélange elle consiste a déposer une solution
d'échantillon sur une plaque CCM, et le placement de la plaque dans un récipient contenant la
phase mobile (Spangenberg et al., 2011) .

Les forces capillaires attirent la phase mobile a travers la plaque, qui entraine la
séparation des composants de I’échantillon. Une fois la plaque CCM séchée, des bandes
individuelles peut étre observé par absorbance ou fluorescence (Hansen et al., 2012) ,les

composants de cette technique sont :
-Une phase stationnaire (gel de silice) déposée sur un support inerte. (Hydrophile polaire)

-Une phase mobile (éluant) est entrainée par capillarité vers le haut de la plague (hydrophobe

apolaire)

Les composés migrent selon la déférence de polarité entre deux phase et affecte la
vitesse pour obtenir des spots bien définie et bien séparé. Au cours de cette séquence nous

verrons le principe de cette technique sur deux exemples :

> la séparation des colorants visibles a I'ceil nu.

> la séparation des composés non colorés qu'il faudra révéler par Bio-autographie.
1.5.2 Le principe de bio-autographie :

La bio-autographie est une méthode semi-quantitative largement utilisée en raison de
sa simplicité , rapidité et peu colteuse pour le criblage chimique et biologique d'extraits
végetaux complexes elle utilise des composants chimiques pour réagir avec des substrats et
des agents chromo-géniques pour former des contrastes de couleurs, dans un fond chromo-

génique pour suivre les composants actifs (Ramallo et al., 2020). Elle permettent la
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séparation et la détection simultanées des composés bioactifs présents dans un extrait(Choma
and Grzelak, 2011).

Différents types d’activités, telles que des activités antimicrobiennes, d’inhibition
enzymatique (acétylcholinestérase, glucosidase), ou encore de piégeage des radicaux libres
(DPPH, ABTYS) ou antioxydants, peuvent étre évalués par bio-autographie (Marston, 2011).

La pulvérisation de plaques de CCM combinée a la bio-autographie d'une part peut
refléter la différence de la composition chimique entre les échantillons. D'autre part, ce format
de dosage permet de pré-attribuer I'activité biologique observée dans un mélange, a un ou
quelques-uns de ses composants a travers les taches qu'ils produisent (Ciesla et al., 2015).

Elle détermine la présence, I’absence ou la force de l'activité biologique de la substance
détectée en montrant des taches avec des couleurs différentes de la zone inactive sous
certaines conditions, ce qui est particulierement adapté au criblage et a la découverte

d'ingrédients actifs dans des systemes de mélanges complexes (Ciesla et al., 2015) .

1.6 Activités enzymatiques :

Les enzymes sont des biocatalyseurs qui jouent un rdle important dans les réactions
biochimiques nécessaires dans I’organisme tel que la reproduction, croissance, et la
reproduction des étres vivants. Leur quantification par mesure de 1’activité catalytique dans

les échantillons biologiques est importante dans divers domaines (Glatz, 2006).
1.6.1 Evaluation de I’activité anticholinestérase:

La maladie d'Alzheimer (AD) est un trouble neurologique chronique caractérisé par une
déficience de la mémoire, une dysfonction cognitive, des perturbations comportementales et
des décisions dans des activités de la vie quotidienne cette maladie neurodégénérative
caractérise de la diminution du taux de neurotransmetteur acétylcholine(Jann, 1998);
(Adams et al., 1986);(Aisen and Davis, 1997) et que l'effet est diminué par le clivage
(Quinn, 1987) ou inhibé principalement par l'acétylcholinestérase particulierement dans la
région présynaptique (AChE) importante dans la pathologie d'Alzheimer (Hebert et al.,
1995).

Les inhibiteurs de I'AChE et de la BChE sont devenus d'excellentes alternatives dans le
traitement de la maladie d'Alzheimer (MA). Cependant, les médicaments actuels (tacrine,
rivastigmine, donépézil) ayant une activité inhibitrice de I'AChE ont certains effets
secondaires et ne sont efficaces que contre la MA légere et jusqu'a présent aucun médicament

n'était disponible avec un inhibiteur de la BChE et AChE. Par conséquent, de nouveaux
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médicaments doivent étre développés pour lutter contre la maladie d'Alzheimer (Schneider,
2001).
1.6.2.A Inhibition de la butyrylcholinestérase :

La BUChE peut étre considérée comme une cible importante pour le développement de
nouveaux médicaments pour le traitement de la maladie d'Alzheimer. actuellement, le
développement de ses inhibiteurs spécifiques (Figure 18) et [I'utilisation continue
d'inhibiteurs de I'ACh pourraient conduire a de meilleurs résultats cliniques (Greig et al.,

2005).

0
. SH,
/L Ny BChE HC A~ OH
H.C S N CHy ——> /N\ + HC
} HC  CH; N
CH3 Thiocholine acide butirique
Butyrylcholine
O,N s-S NO,
DTNB
HOOC COOH
°2“t> /v e HSO
Melange disulphide Jaune acide-5-thio 2-nitrobenzoique (TNB)

Figure 18 : Mécanisme chimique de la méthode (Ellman et al., 1961).
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1.6.2.B Inhibition de I’uréase :

L'uréase est le composant protéique le plus important de H. pylori (Dunn et al., 1997).
Il est hydrolyse l'urée, libérant de 'ammoniac responsable des complications néfastes dans les
domaines de la santé (Figure 19). La pathogenése de nombreuses conditions cliniques, telles
que l'ulcere peptique causée par I'hélicoplacter pylori, le coma hépatique, la pyélonéphrite et
les pierres urinaires induites par les infections sont liées a I'activité uréolytique des enzymes
microbiennes (Burne and Chen, 2000)(Carlini and Ligabue-Braun, 2016).

La recherche de médicaments inhibiteurs de l'uréase est une cible importante pour
contrdler les infections causées par des bactéries productrices d'uréase. Ces inhibiteurs jouent
un réle important dans le contréle des microorganismes uréolytiques et aider également a
explorer et comprendre de nouveaux aspects du mécanisme d'action des uréases (Kosikowska
and Berlicki, 2011) , (Follmer, 2010).

@)

O
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Figure 19 : Formation de NHs et CO2 par I’hydrolyse de I’'urée (Taha et al., 2018) .

I.7.1Evaluation d’anti-moisissures :

Les infections provoquées par les champignons Aspergillus ou les levures Candida
est un réel probleme de santé publique comme I’alternariose est I'une des pathologies les
plus répandues chez les tomates et la pourriture rose de la pomme de terre est causée par
Phytophthora erythroseptica (Meena et al., 2017).

Elles sont de plus en plus difficiles a les inactiver et leurs fréguences sont en tres forte
progression. Les détériorations des plantes provoquées par les champignons sont devenues un

réel probléme pour I’homme, que ce soit pour sa consommation personnelle ou pour son
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économie. Car effectivement ces altérations peuvent étre a ’origine de la perte de plusieurs
tonnes de produits destinés a I’alimentation (Meena et al., 2017).

Les extraits végétaux représentent une nouvelle alternative pour lutter contre les germes
pathogenes : ils permettent d’inhiber ceux qui ont développé des résistances et agissent en
causant moins de nuisance au consommateur humain ou animal (Chen et al., 2014)
(Lozowicka et al., 2015) (Hashem et al., 2018).

Récemment, plusieurs travaux ont mis en évidence les différentes activités biologiques
des plantes médicinales, a bio-conservation des plantes est due aux composés phénoliques,
alcaloides, saponines, tanins, stéroides, flavonoides, terpénoides, composés phénoliques et
autres composés secondaires qu’elles contiennent (Sharma et al., 2016).

Ces composes sont en effet des antimicrobiens trés puissants, les différents extraits de
ces plantes ont été utilis€és dans le domaine de conservation alimentaire, d’industrie des
parfums, des cosmétiques, de la pharmacie et de 1’agroalimentaire (Rempe et al., 2017).

1.7.2 Evaluation d’anti-germination :

L'utilisation accrue d'un certain nombre d'herbicides chimiques a des effets négatifs sur
la santé humaine et I'environnement. Cette influence a incité la recherche sur les méthodes
biologiques de lutte contre les nuisibles sous plusieurs aspects. Le phénomeéne de compétition
mauvaises herbes-culture joue également un réle dans les pertes de rendement (HUSSAIN et
al., 2007); (Walia and Walia, 2015).

Certaines plantes adventices sont exotiques et causent de graves probléemes dans leur
nouvel environnement et sont collectivement désignées comme des espéces envahissantes
(Cronk and Fuller, 2001). Cette derniere impose des codts importants a l'agriculture et
affecte les espéces indigenes et les écosystémes de maniere souvent irréversible(Keller et al.,
2014).

L'allélopathie (herbicide) est un phénomeéne intéressant utilisé comme technique de lutte
biologique prometteuse (Rice, 2012). C'est un ensemble de réactions biochimiques directes ou
indirectes, positives ou négatives d'une plante a une autre (Macias et al., 2007)(Rice, 2012).
L'allélopathie présente des capacités élevées de contrble des mauvaises herbes dans des
conditions réelles (Olofsdotter, 2001) .

1.7.3 Evaluation de I’effet toxicité :

Les insectes et les invertébrés comestibles représentent une source potentielle de

composés redox non découverts a faible impact environnemental, avec une efficacité

antioxydante liée a leur classification et a leurs habitudes alimentaires (Van Huis, 2013).
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Des efforts importants se sont concentrés sur les substances a base de plantes a utiliser
comme bio-fongicides, en raison du développement sous-déclaré de la résistance des
ravageurs aux extraits de plantes et parce que les principaux composants des extraits de
plantes peuvent se dégrader plus rapidement que les substances synthétiques (Koul and
Dhaliwal, 2000).

Les larves de Tenebrio molitor sont des insectes appartenant aux Coléopteres
Tenebrionidae et sont réparties dans le monde entier. Il est facile de fournir des vers de farine
de qualité constante pour la transformation, car un systeme d'élevage en masse de larves de T.
molitor a été systématiquement développé (Yoo et al., 2013).

Les larves sont utilisées comme source de nourriture dans de nombreux pays (Yoo et
al., 2013). En raison de leur teneur élevée en protéines et de leurs propriétés équilibrées en
acides aminés, (Rumpold and Schliter, 2013) avantages potentiels pour la santé (Seo et al.,
2017)faibles émissions de gaz a effet de serre (Dennis and Oonincx, 2012), faible utilisation
des terres (Ortiz et al., 2016).

1.7.4 Etude de la cytotoxicité des extraits sur les larves de crevettes (Artemia salina) :

Le test de toxicité est un test non clinique, basé sur la survie des larves de crevette

(Artemia salinaLEACH) dans l'eau de mer en présence de la solution a tester, ce qui a été
suggeré par (Michael et al., 1956)et utilisé par (Djengue et al., 2017) (Adjatin et al., 2013).

Les ceufs sont cultivés dans une fiole conique contenant de l'eau de mer prélevée dans
l'océan atlantique et filtrée avant utilisation, puis laissée sous agitation continue pendant 48
heures. Pendant ce temps, les ceufs éclosent pour donner naissance a de petites larves.

Puis l'activité cytotoxique d'extraits végétaux des plantes étudiées est réalisée sur des
larves d'Artemia salina (Michael et al., 1956)(Migliore et al., 1997).

Ce test est trés utile pour déterminer l'activité cytotoxique des extraits de plantes et il
largement utilisé (Sam, 1993).

1.8 Technique de spectroscopie d’infra-rouge :

Spectroscopie d’infra-rouge (IR) c’est une classe de spectroscopie qui traite de la région
infrarouge du spectre électromagnétique. Par [I'étude de I'absorption des espéces organiques
pour des rayonnements de longueurs d'onde comprise 2,5 pm a 25 pum soit en nombre d’onde
de 400 cm™ & 4000 cm™ (Jérémie, Mathurin., 2019).

C’est une technique qui recouvre une large gamme de techniques analytique, la plus

commune étant un type de spectroscopie d'absorption.
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Comme pour toutes les techniques de spectroscopie, elle peut étre employée pour
I'identification de composés ou pour déterminer la composition d'un échantillon a grace

rayonnement électromagnétique non visible par ceil humain (Manuel PELLETIER, 1999).

Source Ml
lumineuse Interféromeétre de
[| Michelson
separenra || |SOUEE
[\ faisceau laser
Coulisse
Détecteur | ¢ Ml M2
[ ] g
| E — Echantillon
Blanc Spectrométre

i\r({uii{‘i()n et traitement DéteCteur (b)

des données (a)

Figure 20 : Schéma de principe d'un spectrométre d’infra-rouge a transformée de Fourier.
(Dominique Gennet and Christian Ley, 2004), (Jérémie, Mathurin., 2019)

1.8.1 Technique expérimentale de Spectroscopie infrarouge a transformée de
Fourier :

Les spectromeétres infrarouges modernes sont généralement des spectrométres
infrarouges a transformée de Fourier (FTIR) est basé sur un interféerométre de Michelson. , un
miroir mobile coulisse régulierement Lors de l'acquisition du spectre conduisant a une figure
d'interférence qui est enregistrée p le détecteur en fonction de la différence de marche
(Figure 20) (Dominique Gennet and Christian Ley, 2004).

Le rayonnement issu de la source infrarouge vient frapper la séparatrice semi-
transparente a I’IR (interférometre de Michelson ) qui conduit la division et génere une
différence de chemin optique variable entre deux faisceaux qui donne un signal de détecteur
qui contient l'information spectrale de le faisceau issu de la source en deux faisceaux,
Figure 20 (a) 1'un réfléchi vers un miroir fixe, ’autre transmis vers un miroir mobile qui
introduit une différence de trajet variable 6 Figure 20 (b) , puis sont recombinés sur la
séparatrice. Lors de la recombinaison des deux faisceaux, la différence de phase créée

entraine une interférence, constructive ou destructive selon la différence des longueurs de
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trajet. Le faisceau recombiné traverse ensuite 1’échantillon avant d’aller vers le détecteur qui

regoit I’intensité lumineuse (Athénais Davantes, 2015).

1.8.2 Applications d’analyse de Spectroscopie FTIR :

La spectroscopie infrarouge est largement utilisée dans l'industrie ainsi que dans la
recherche. C'est une technique simple et fiable de mesure, de contr6le de qualité et de mesure
dynamique, recherche biologique, analyse pharmaceutique, biotechnologie, analyse chimique
et petrochimique.

Il est également utilisé dans I'analyse médico-légale dans I'analyse civile et pénale. Certaines
des principales applications de la spectroscopie IR sont les suivantes: (“Home Page |
PharmaTutor,” n.d.)

Identification du groupe fonctionnel et élucidation de la structure des composés inconnus
(lipides, protéines, polysaccharides et ADN...), cellulaire (bactéries, levures et cellules...),
tissulaire (peau, aorte, cerveau, sein, colon et divers organes...) et étudier I'évolution de la
réaction.

Détection des impuretés et analyse quantitative.

Dans les mesures astronomiques et dans le cas ou les spectres et les basses concentrations de
I'échantillon sont requis.

Utilisé lorsque le spectre est requis pour obtenir rapidement.

Peut étre utilisé comme détecteur pour chromatographie (BARAVKAR1IBARAVKAR and
KALE, 2011) .
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I1.1. Matériel biologique :

Matériel végétal :

Le matériel végétal choisi dans la présente étude est représenté par la plante : Euphorbia

guyoniana de la famille des Euphorbiaceaes .
< Euphorbia guyoniana :
La plante Euphorbia guyoniana

Végétaux :

L'étude de I’activité bio-herbicide a été menée sur des graines de laitue choisie pour
leur taux de germination rapide, qui ont été placées dans une microplaque a température
ambiante (25-28°C). Et traitées avec les extraits de la plante et arrosé quotidiennement avec

de I'eau pour éviter leur déshydratation.

L'é¢tude d’anti-moisissures a eté réalisée sur la sauce de tomate, aprés broyage et
traitement avec les extraits de la plante sur une microplaque a température ambiante (25-
28°C).

L’étude in vivo a éte réalisee sur des vers de farine (Tenebrio Molitor), dont le poids
varie entre 96-200 mg. Les vers de farine ont été achetés au centre commercial Retaj Mall .
Ils ont été placés dans des tasses en plastique a température ambiante (25-28 °C) ou ils avaient

libre acces a la nourriture.

Model animal :

L’étude a été réalisée sur des larves d’Artemia salina. Dans un becher de deux litre
contenant un volume de 1.5 litre d’eau de mer, on a introduit une masse de un gramme d’ceufs
d’Artemia salina, le tout est introduit dans un incubateur a air , dont la température est
maintenu a 25 ° C sous une intensité lumineuse et cela durant 72 heures d’incubation (Krimat

etal., 2017).
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11 .2 Méthodes d’extraction :

l‘ Matériel vegetal \l

-Macération a froid (Méthanol/eau 80 :20) pendant 72 heures
et a température ambiante

___l___ -Filtration

Filtrat
|

-Concentration au rota-vapeur a 40°C

Extrait brut

l -Dilution dans 250 ml d’eau distillée
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Phase
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-Décantation
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Figure 21 : Schéma de la préparation des extraits d’Euphorbia guyoniana.




Chapitre 11 Matériels & Méthodes

I1. 3.Activités biologiques :

Les mesures des absorbances des activités biologiques ont été faites a I’aide d’un lecteur
de microplaques a 96 puits de marque Perkin Elmer (USA) avec son logiciel EnSpire au

niveau du laboratoire de Contrdle de qualité au CRBt de Constantine.
1. 3.1 Activité antioxydante :

L’activité antioxydante des extraits d’ Euphorbia guyoniana a été réalisé par
I’utilisation de six méthodes: Pi¢geage du radical libre DPPH, piégeage de I’ABTS, réduction
du complexe cuivre-néocuproine, pouvoir réducteur, réduction par la formation du complexe

Fe*2- phénantroline et la réduction de la nanoparticule d’argent.
Il. 3.1.A Activité anti-radicalaire au DPPH" :

L'activité anti-radicalaire au DPPH est déterminée spectrophotométriqguement par la
méthode décrite par (Blois, 1958). Brievement, sur une microplaque a 96 puits, une solution
de 160 ul du DPPH" fraichement préparée a une concentration de (0,1 mM) (Annexe Il) a été
mélangé avec 40 pl de ’extrait préparé a plusieurs concentrations. Le mélange a été maintenu
a une tempeérature ambiante a I’abri de la lumiére pendant 30 min. L’absorbance a été mesurée

a 517 nm par un lecteur de microplague.

Le methanol est le contrdle négatif ont été préparé en paralléle suivant le méme
protocole en remplagant 1’extrait par le méthanol. L’a-tocophérol, le BHA et le BHT (Annexe
IV) sont utilisés comme standards dont 1’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions

que les échantillons.

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

Acontréle - Aextrait

InhibitionDPPH(% ) = |

1X 100

Acontréle

Equation 1 : Pourcentage d’inhibition du DPPH.

Ou A controle est l'absorbance du contrdle négatif, et A extrait I'absorbance de

I'extrait/standard.
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I1. 3.1.B Activité du piégeage du cation radical ABTS™ :

Ce test est déterminé selon la méthode de (Re et al., 1999). Le radical ABTS "est
produit par I’oxydation de ’ABTS (Annexe I1), en présence du persulfate de potassium
(K2S20g) (Annexe I1). Le mélange a été conservé pendant 16 heures a 1’obscurité et a
température ambiante , 160 ul de cette solution d’ABTS "ont été ajoutée a 40 pl de différentes
concentrations de 1’extrait étudi¢, aprés 10 minutes d’incubation, 1’absorbance a été mesurée a

734 nm.

Le BHA et le BHT (Annexe 1V) sont utilisés comme standards dont I’absorbance a été

mesuré dans les mémes conditions que les échantillons.

Le pourcentage d'inhibition a été calculé selon I’équation suivante:

Acontrole — Aextrai
Inhibition ABTS (%) = [—2ntdle  “extraity y 190

Acontréle

Equation 2 : Pourcentage d’inhibition d’ABTS.
I1. 3.1.C Activité de réduction du complexe cuivre-néocuproine (CUPRAC) :

La capacité de réduction du complexe cuivre-néocuproine (CUPRAC) a été déterminée
selon la méthode (Apak et al., 2004). Dans chacun des 96 puits, un melange réactionnel
contenant 60 pl d’acétate d’ammonium (Annexe V), 50 ul de chlorure de cuivre (Annexe V),
50 ul de néocuproine (Annexe V) et 40 ul d’extrait dilué dans le méthanol est déposé, pour
arriver a un volume total de 200 pl. Aprés une heure d’incubation, I’absorbance a été mesurée

a 450 nm par lecteur de microplaque.

Le BHA et le BHT (Annexe 1V) sont utilisés comme standards dont ’absorbance a été
mesuré dans les mémes conditions que les échantillons. Les résultats ont été calculés a titre de

Ao 50 (Lg/ml) correspondant a la concentration indiquant 0,50 d’absorbance.
I1. 3.1.D Activité de réduction par la formation du complexe Fe*2- phénantroline :

L’activité de phénantroline est déterminée par la méthode de(Szydlowskaczerniak et
al., 2008) Un volume de 10 pl de I’extrait & différentes concentrations est deposé avec, 50 pl
de chlorure de fer (0,2%) (Annexe V), 30 ul de phénantroline (0,5%) (Annexe V) et 110 pl
de méthanol. Le mélange obtenu est incubé dans I’étuve & 30°C pendant 20 min et

I’absorbance est mesurée a 510 nm.
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Le BHA et le BHT (Annexe IV) sont utilisés comme standards dont ’absorbance a été
mesuré dans les mémes conditions que les échantillons. Les résultats ont été calculés a titre de
Aoso(pg/ml) correspondant a la concentration indiquant 0,50 d’absorbance. Les résultats ont
été calculés a titre de Aoso (pug/ml) correspondant a la concentration indiquant 0,50

d’absorbance.
1. 3.1.E Activité du pouvoir réducteur (FRAP) :

Le pouvoir réducteur des extraits est déterminé par la méthode (Oyaizu, 1986). Un
volume de 10 pl de I’extrait a différentes concentrations est additionné a 40 ul d’une solution
tampon phosphate (pH 6,6) (Annexe V) et a 50 pl d’une solution de ferrycianide de

potassium (1%) (Annexe V). L’ensemble est incubé a I’étuve a 50°C pendant 20 min.

Ensuite, 50 ul d’acide tri-chloroacétique (10%) (Annexe V) sont ajoutés pour stopper
la réaction. Enfin, un volume de 40 pl d’eau distillée et 10 pl d’une solution de chlorure de fer
(0,1%) (Annexe V) sont ajoutés. La lecture de 1’absorbance du milieu réactionnel a été a 700

nm.

L’acide ascorbique et I’a-tocophérol (Annexe 1V) sont utilises comme standards dont
I’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que les échantillons. Les résultats ont
été calculés a titre de Aoso (ug/ml) correspondant a la concentration indiquant 0,50

d’absorbance.
Il. 3.1.F Activité du silver nano particule (SNP) :

L’activité est déterminée selon la méthode de(Ozyiirek et al., 2012)basée sur la
réduction de I’Ag* en nanoparticules d'argent sphériques Ag®, Un volume de 20 pl extrait
différentes concentrations est additionné a 130 puL du solution SNP (Annexe 1), puis 50 pl
H>O ont été ajouté. Enfin aprés une incubation a 25 °C pendant 30 min I’absorbance a été

mesurées a 423 nm.

Le Trolox (Annexe V) est utilisés comme standard dont I’absorbance a été mesuré
dans les mémes conditions que les échantillons. Les résultats ont été calculés a titre de Aoso

(ng/ml) correspondant a la concentration indiquant 0,50 d’absorbance .
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Le pourcentage d'inhibition a été calculé selon I’équation suivante:

contréle — Aextrait

A
Inhibition de SNP (% ) = X100

Aextrait

Equation 3 : Pourcentage d'inhibition de SNP.
1.4 La chromatographie sur couche mince (CCM) :

La séparation par CCM a été réalisée sur des plaques CCM de gel de (Figure 22). Les
plaqgues CCM ont été soigneusement découpées en carrés de 5 x 10 cm.

Une ligne horizontale a été tracée avec un crayon a 1,0 cm au-dessus le fond de la
plaque pour déni le niveau de detachage et 0,5 cm sous le haut de la plaqgue CCM pour
indiquer une limite supérieure pour élution. Dilution en série du compose cible déposé sur la

plaque avec I'échantillon (Mac Fhionnlaoich et al., 2018) .

[ S—

Plaque CCM Plague CCM

00 @0

X B —

Les extraits

Standard

Figure 22 : Préparation de la plaque CCM (Mac Fhionnlaoich et al., 2018) .

.Un volume de 5 a 10 pl des solutions de chaque extrait ont été déposés sous forme de

spota l'aide d’une pipette pasteur (Figure 22).

Aprés ¢€lution dans un cuvent contenant une phase mobile composé d’un mélange
CHCL3/MeOH (9 :1 v /v) (Figure 22b). Les plagues CCM ont été séchées sur une surface
plane a température ambiante pendant au moins 5 min (Figure 23) et ensuite des images ont
été prise par un téléphone portable et des observations des plaques ont été faite dans une

chambre UV par les deux lampes (254 nm ,365 nm) (Figure 1).
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Figure 23 : Photo chromatographie sur la couche mince (CCM) avant, pendant et aprés

I’¢élution.
11.4.1 La bio-autographie directe (DB) :

C’est une méthode qui est réalis¢ sur CCM et que son résultat est interprété par
comparaison aprés et avant pulvérisation du réactif chromogene de chaque activités

antioxydantes utilisées.
11.4.1.1 Détection d'agents antioxydants par bio-autographie :
Bio-autographie utilisant DPPH" comme réactif de détection :

Le changement de couleur du DPPH peut étre observé dans une plaqgue CCM (Takao
et al., 1994), la réaction a été représentée sur la (Figure 24), La plaqgue de CCM est
pulvérisée avec une solution de DPPH. La plaque est examinée a la lumiére du jour apres 30
min. Les antioxydants apparaissent sous forme de taches creme/jaune sur la plaque de
CCM(Rossi et al., 2011).

Bio-autographie utilisant ABTS™ comme réactif de détection:

La plaque de CCM est pulvérisé avec une solution de  ABTS (Miller & Rice-Evans,
1997). La réaction impliquée est illustrée a la (Figure 24). Couches colorées avec de I’ABTS
présentent une couleur blanche sur la plague de CCM et les piégeurs de radicaux donnent des

taches incolores ou roses.
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Bio-autographie par phénantroline :

La plaque de CCM completement séchés est pulvérisée avec une solution de
phénantroline. 1ls peuvent étre laissés dans la chambre température ambiant pour la
décoloration dans la plaqgue de CCM  Les composes actifs en contact avec la solution
pulveérisé changent de couleur et présentes des spots sous forme de taches rouge-orangé et les
composés inactifs restent en couleur bleu claire (Figure 24). Le BHA et I’acide ascorbique

sont utilisés comme produits de références.

Bio-autographie utilisant FRAP comme réactif de détection :

La plaqgue de CCM completement séchés est pulvérisée avec une solution de
trichlorure de fer et de ferricyanide de potassium (FeCls, KsFe (CN), 1 /1%) (FRAP). Les
composes actifs changent de couleur au taches bleu et les composés inactifs restent au
taches vert foncé(Figure 24). Le BHA et I’acide ascorbique sont utilisés comme produits de

références.

Figure 24 : Schéma de méthode de bio-autographie (BD) couplées a la CCM .
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1.5 Activité enzymatique :

1.1.1.1 II. 5.1 Evaluation de I’activité anti butyrylcholinestérase :
L’activité anti-cholinestérase des divers extraits de la plante d’Euphorbia guyoniana

récoltée est réalisée par la méthode d’inhibition de I’enzyme la butyrylcholinestérase.
11.5.1.A Inhibition de la butyrylcholinestérase :

L'activité inhibitrice de la butyrylcholinestérase (BChE) des extraits de la plante
d’Euphorbia guyoniana a été mesurée par la méthode développée par (Ellman et al., 1961)
Briévement, un volume de 150 pl de tampon phosphate de sodium a (pH 8) (Annexe V) est
ajouté a 10 pl d'une solution d'extrait dissoute dans le méthanol a différentes concentrations et
a 20 ul de BChE (Annexe I11). Le mélange est incubé pendant 15 minutes a 25°C, puis 10 ul
de DTNB (acide 5,5 -dithio-bis (2-nitrobenzoique) (Annexe V) ont été ajoutés. Ensuite, la
réaction a été initiée par l’addition de 20 pl de la butyrylthiocholine (Annexe I11).
L’hydrolyse du substrat est suivie par spectrophotométrie a 412 nm, des lectures ont été faites

a0 mnet 15 mn.

La galanthamine (Annexe 1V) est utilisés comme standard dont I’absorbance a été

mesuré dans les mémes conditions que les échantillons.

Le pourcentage d'inhibition de BChE a été déterminé en utilisant la formule suivante

(%) d’inhibition de BChE = =

x 100

Equation 4 : Pourcentage d'inhibition de BChE.

Ou ‘E’ est l'activité de l'enzyme sans extrait, et ©’S’’, est l'activité de I'enzyme avec 37°C

I’extrait.
11.5.2 Evaluation de ’activité de ’uréase :

1.1.1.2 11.5.2 B Inhibition de I’uréase :

L'activité inhibitrice de 'uréase des extraits de la plante d’Euphorbia guyoniana a été
mesurée par la méthode décrite par (Nabati et al., 2012) Sur une microplaque a 96 puits, un
volume de 10 pl d’extrait a différentes concentrations est mélangé avec 25 pl d’une solution

d’uréase (Annexe I11) et 50 ul durée (Annexe I11), Ensuite 45 pl du réactif de phénol
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(Annexe I1) et 70 pl du réactif basique (Annexe I1) sont additionnés. Le mélange est incubé a

30°C pendant 50 minutes. La lecture de I’absorbance est réalisée a 630 nm.

Thiourée (Annexe 1V) est utilisés comme standard dont I’absorbance a été mesuré dans

les mémes conditions que les échantillons.

Le pourcentage d’inhibition de 1'uréase a été calculé par la formule suivante :

Acontréle - Aextrait]

Inhibition de uréase (%) = [ X100

Aextrait

Equation 5 : Pourcentage d'inhibition d’uréase.
I1.6.1 Evaluation d’anti-moisissures:

La bio-conservation alimentaire est I’utilisation des composés d’origines organique
provenant de sources naturelles, pour la protection de la qualité des produits alimentaires et la
santé des consommateurs. Actuellement les huiles essentielles et leurs composants
représentent un outil tres intéressent pour augmenter la durée de conservation des produits

alimentaires.

Les quatre extraits d’Euphorbia guyoniana sont préparés a une température ambiante
(25-28°C), avec les différentes concentrations considerées sont (50% 25% 12,5% 6,25%

3,125% 1,5625% et 0,78125%).
Evaluation d’anti-moisissures de sauce tomate :

L’objectif de cette étude était de trouver un moyen de la bio-conservation de la sauce de
tomate contre les moisissures qui pouvaient les altérer, les tests de la bio-conservation sont
réalisés dans une microplaque a 160 pl d’une solution de sauce de tomate (10g dans 10 ml
d'eau distillée est mise dans chaque puits de la microplaque, aprés un volume de 40ul de
chaque extraits est ajoutés. Le sulfate de cuivre (CuSOs) (Annexe 1V), I'huile végétale et le
méthanol sont utilisés comme contrdle positif et négatif respectivement. L’expérimental a été

mis a +4 °C et observée durant dix jours (Figure 25).
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Figure 25 : Photo de la répartition de la sauce tomate (b) dans les puits de la

microplaque(a).

Le pourcentage de dégradation de la sauce tomate pour chaque extrait dans la
microplaque est déterminé selon la formule suivante :

P1% = (nombre des sauce tomate dégradés / nombre des sauce tomate Totale) x 100

Equation 6 : Pourcentage de dégradation de la sauce tomate.

11.6.2 Evaluation d’anti-germination:

Les tests de germination sont réalisés dans une microplaque a 96 puits, chaque puits
contient de petits morceaux de coton afin d’empécher le desséchement des solutions d’extraits
imbibés. Apres trois graines de laitue (Lactuca sativa) d’une seule taille sont placées dans les

puits de la microplaque (Figure 26) .
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Les 4quatre extraits d’Euphorbia guyoniana sont préparés a une température ambiante
(25-28°C), avec les différentes concentrations considérées sont (50% 25% 12,5% 6,25%
3,125% 1,5625% et 0,78125%). Le test est réalisé en deux répétitions double pour chaque
extraits d’Euphorbia guyoniana.

Le sulfate de cuivre (CuSO.) (Annexe 1V) et le méthanol sont utilisés comme contréle
positif et négatif respectivement (Figure 27). Aprés dix jours d’incubation a 25 °C, les
mesures des longueurs de la partie aérienne (LPA) ont été également prises. Le pourcentage
de germination des graines pour chaque extrait dans la microplaque est déterminé selon la

formule suivante :

PG(%) = Nombre des graines germées X 100
°” 7 | Nombre des graines Totale

Equation 7 : Pourcentage de germination des graines.

Afin de comparer les differents effets des deux especes allélopathiques, les
pourcentages de germination et les mesures des LPA ont été converties en pourcentages

d’inhibition (%lI). Les conversions sont effectuées selon la formule utilisée par (Dhima et al.,

2006) et (Chung et al., 2003).

(Témoin - Extrait)

%Iz[ ]x100

Témoin

Equation 8 : Pourcentage d’inhibition de germination des graines.

%l : le pourcentage d’inhibition par rapport au témoin, Témoin : la moyenne des 7
répétitions du témoin d’extrait LPA de chaque puits traitée par des extraits. Le %I de chaque
variable (la germination et LPA) est calculé séparément, tel que %IG : Le pourcentage
d’inhibition de germination (G), %ILPA : Le pourcentage d’inhibition de la longueur de la
partie aérienne (LPA).
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Figure 27 : Photo de la répartition des grains Lactuca sativa(b) dans les puits de la

microplaque (a).
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11.6.3 Evaluation de effet toxicité :

Les larves de vers farine (Tenebrio Molitor), ont été achetées du supermarche Ritaj Mall
de Constantine. lls ont été divisées en fonction de leur poids en huit groupes, est placés dans

des boites en plastique comme est indiqué dans le Tableau 6.

Tableau 6: la répartition des groupes des vers de farine en fonction de leur poids.

Les poids de TenebrioMolitor (mg) Le nom de I'échantillon d'injection Numéro des groupes

(0.175/0.170/ 0.166/ 0.164/ 0.160) ECEG

(0.200/ 0.190/ 0.190/ 0.190 /0.185) EAEG

(0.166 /0.164/ 0.160 /0.160 / 0.159) EBEG

(0.180/0.178/0.176 /0.176 / 0.170) | EMEG

(0.151 /0.150/ 0.148 /0.145/ 0.136) Acide ascorbique

(0.125 /0.123/0.121 /0.120 / 0.118) | Méthanol

(0.120/0.118/0.118 /0.116 /0.114) | Air

O N0 B~ Wl N -

(0.110/0.107/0.105/0.102 / 0.096) Témoin naturelle

'r-r'r /y‘_s?‘

L~
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Les vers de farine ont été sélectionnées car ils sont facilement disponibles, robustes et
relativement petits. L’expérimental a été réalisé par I’injection au niveau abdominal d’un
volume de 3ul d’extraits d’Euphrobia gynonina a l'aide d'une seringue Hamilton (de GSMS)
. Les injections ont été faites caudalement dans la face ventrale des larves, latéralement a la
médiane car cela évite les systemes d'organes les plus essentiels(Figure29). Les larves sont
ensuite incubées a température ambiante avec une bonne aération de 5a7 jours. La mortalité a
été évaluée par la décoloration des larves. L’effet de toxicité sur les vers a été suivi pendant
dix jours(Tom van der Valk & Arie van der Meijden, 2014) . Le méthanol et acide

ascorbique sont utilisés comme des contrbles négatifs (Tableau 6).

Segment ~
| téte

la colonne vertébrale

Prothorax

Mesothorax
Metathorax

l

I'abdomen

—— LaLévre

: Eye oculaire
Antenne

La bouche

'\ — Les pattes
— (riffe

/ ()

Figure 29 : Photo par I’injection au niveau abdominal de I’extrait (a) et Anatomie de
Tenebrio Molitor (b)

(Mealworm - Alchetron, The Free Social Encyclopedia, 2018) .
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Les pupes de farine ont été retirées et les larves mortes ont été comptées

quotidiennement dans chaque groupe. (Figure30)

Figure 30 : Photo des vers de farine placé en groupes des boites en plastique.

» Evaluation de la toxicité :

La mortalité est le premier critere de jugement de I’efficacité d’un traitement chimique
ou biologique. Le pourcentage de la mortalité et des larves observee chez les adultes témoins
et traités par les extraits d'Euphorbia guyoniana est estimé en appliquant la formule suivante

(Kemassi et al., 2019).

Nombre de morts
Nombre total des individus

Mortalité (%) = [ 1 X100

Equation 9 : Pourcentage de la Taux de mortalité de la toxicité.

Nombre de pupes
Nombre total des individus

PN (%) = [ ]1X 100

Equation 10 : Pourcentage des pupes.
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11.6.4 Evaluation de la cytotoxicité des extraits sur les larves de crevettes (Artemia

salina) :

Le test de toxicité est un test non clinique, basé sur la survie les larves d’Artemia salina
dans I'eau de mer en présence de la solution d'essai(Figure 31), le test est realisé par la
méthode de (Meyer et al., 1982).

Figure 31 : Photo des larves d’ Artemia salina dans un récipient en verre ouvert.

» Traitement par les extraits :
Une série de solutions d’extraits sont préparées a des concentrations variables et

croissantes. Environ 100ul d’une solution contenant 20 larves ont €té ajoutées puis un
volume de 80ul I'eau de mer est ajouté a une microplaque contenant 20 ul de chaque extrait

de solution mére (50%).

Le test est réalisé en triplé et un contrdle est réalisé en remplacant I’extrait par 20 pl de

méthanol et le bichromate de potassium est utilisé comme standard.

» Induction de cytotoxicité :
Apres 24 heures d'incubation a l'obscurité et a température ambiante, par un comptage
sous une loupe oculaire. Permet de connaitre le nombre de larves restant dans chaque solution

afin d'évaluer la cytotoxicité de la solution et les taux de mortalité (Meyer et al., 1982).
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> Evaluation de la cytotoxicité :

Elle est déterminé a l'aide de la formule suivante :

[Acontréle - ASurvivantsit]

Mortalité (% ) = X100

AContrﬁle

Equation 11 : Pourcentage de mortalité de la cytotoxicité.

M : Pourcentage de mortalité.
Controle : nombre des larves dans le contr6le (généralement 20).
Survivants : nombre des larves survivants dans chaque dilution.

Les résultats des tests effectués sont exprimés en taux de mortalité des larves pour

chaque échantillon.
I1.7 Fonctionnement du spectromeétre FT-IR :

Le schéma ci-dessous explique généralement le monde du fonctionnement du FTIR.

Interférométre de Michelson
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I11.1 Activités biologiques :

L’activité biologique d'Euphorbia guyoniana récolté été réalisé par 1’évaluation

in vitro des activités antioxydantes, et antibutyrylcholinestérase etc.........

I11.1.2 Activité antioxydante :

L’évaluation de Iactivité antioxydante des extraits: chloroformique (ECEG), acétate
d’éthyle (EAEG), butanolique (EBEG) et méthanolique (EMEG) d'Euphorbia guyoniana,
a été réalisée par I'utilisation de six méthodes.

111 .1.2 .A Activité anti-radicalaire au DPPH :

Dans cette étude, I’activité anti-radicalaire des différents extraits d'Euphorbia  guyonianaa
été évalué par la mesure des concentrations inhibitrices a 50 % (Clsp) ; en se basant sur
la capacité d’une substance a réduire le radical DPPH ; par rapport a un antioxydant

standard le BHA. Les résultats sont présentés au- dessous :

Figure 33 : La plaque I’activité anti-radicalaire (DPPH) des extraits d'Euphorbia guyoniana
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Tableau 7 : Inhibition du radical DPPH par les extraits d'Euphorbia guyoniana

Concentration
Analyse de % d’Inhibition de DPPH
(Hg/ml)
| \
es extralt 12.5 g 25 ug 50 g 100 pg 200 pg 400 g 800 pg Clso
et les standard (P-g /m |)
ECEG NA NA 2,19+0.17 8.26+1.71 26.59+1.85 | 37.44+3.93 | 74.99+0.97 | 516.03+1.80
EMEG 8.54+0.26 12.14+1.55 18.55+1.17 31.70+1.34 | 68.58+0.97 | 88.70+0.34 | 88.42+0.10 | 156.60+0.83
1.5625 ug 3.125 g 6.25 pg 12.5ug 25 ug 50 pg 100 pg Clso pg/mL
EAEG 18.74 +£26.77 32.76+0.50 67.21+0.13 87.29+0.13 | 87.36+1.25 | 86.28+2.05 | 86.78+0.65 5.01+0.06
EBEG 8.63+0.66 14.48+1.09 24.59+1.52 44.60+0.50 | 73.28+0.88 | 87.07+0.50 | 86.85+0.13 15.57+0.24
BHA 76.55+ 0.48 79.89+ 0.26 81.73+0.10 | 84.18+0.10 | 87.13+0.17 | 89.36+0.19 | 90.14+0.00 6.14+0.41
BHT 49.09+ 0.76 72.63+2.06 88.73+0.89 94.00+0.31 | 94.97+0.08 | 95.38+0.41 | 95.02+0.23 12.99+0.41
a 37.21+1.82 81.53+1.51 89.23+0.12 89.38+0.19 | 89.45+0.22 | 89.99+0.23 | 89.52+0.33 13.0245.17
Tocophérol
mECEG
= = EMEG
£ U EAEG
(@]
= M EBEG
_3 M BHA
o uBHT

i g-Tocophérol

Figure 34 : Les Valeurs des Clso du test DPPH pour les extraits d'Euphorbia
guyoniana

D’apres les résultats obtenus, on constate que les extraits 'EAEG et EBEG possedent
une excellente activité anti-radicalaire au DPPH, dont 1’extrait EAEG a présenté une activité
supérieure (Clso=5.01+0.06ug/ml) a celle des standards utilisés, de plus I’EBEG (Cls
=15.57+0.24ug/ml) a manifesté une activité (Clsy =15.57+0.24ug/ml) proche a celle des
standards, BHT (Clsy =12.99£0.41ug/ml) et a-Tocopherol (Clgp=13.02+5.17ug/ml). Tandis
que les extraits "TECEG et EMEG ont manifesté une faible activité anti- radicalaire (Tableau
7, Figure 34).

> [e | <
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Cette excellente activité des extraits d’acétate d’éthyle et butanolique d'Euphorbia
guyoniana est due a la présence des polyphénols et spécialement les polyphénols qui ont des
structures chimiques spécifiques. Autrement dit, par la haute sélectivité du DPPH car il ne
réagit qu’avec les flavonoides contenants des groupes hydroxyles dans le cycle B (Yokozawa
et al., 1998) . Ainsi que les acides aromatiques comportantplus d’un groupe hydroxyle (von
Gadow et al., 1997) . En plus, la différence dans les résultats peut probablement étre due a
des différences dans la méthode d'extraction et/ou a des facteurs géographiques ou les plantes

ont été récoltées.

En comparaison avec la littérature, I’étude faite par (Lahmadi et al., 2019) sur la plante
Euphorbia retusa Forssk a montré que I’activité du DPPH , des deux extraits méthanolique et
acétate d’éthyle des graines et des capsules est supérieure a celle du BHT, ce résultat est en

total similarité avec nos résultats.

111.1.2.B Activité du piégeage du cation radical ABTS™ :

Dans ce test, I’antioxydant réagit avec I’ABTS"" de couleur bleu/vert par transfert
d’électrons pour redonner I’ABTSH™ incolore. Cette transformation a été suivie par la mesure
de I’absorbance et la détermination de la concentration inhibitrice des différents extraits en

comparaison avec les standards BHA et BHT. Les résultats obtenus sont illustrés ci-dessous :

Figure 35 : La plaque de dosage de activité du piégeage du cation radical ABTS™" des
extraits d'Euphorbia guyoniana .
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Tableau 8 : Inhibition du radical ABTS par les extraits d'Euphorbia guyoniana .

Concentration
Analyse de % d’Inhibition de de ABTS
g/ml) Clso (ng/ml)
| .
es extraits 12.5 ug 25 ug 50 ug 100 ug 200 pg 400 pg 800 ug
et les standards
ECEG 8.38+2.38 10.85+0.47 | 10.19+2.42 | 26.54+1.98 | 47.99+1.71 | 73.54+1.00 | 91.70+1.42 | 237.37+7.36
EMEG 12.04+0.57 | 15.32+2.13 | 24.61+2.92 | 33.77+0.78 | 72,76+0.00 | 89.15+3.20 | 91.37+2.22 | 135.59+2.38
1.5625 ug 3.125 pg 6.25 pg 12.5ug 25 ug 50 pg 100 pg Clsp pg/mL
EAEG 13.00¢2.21 | 24.15+156 | 39.91+1.98 | 94.24+1.27 | 94,16+1.14 | 95.35+0.21 | 95.22+0.12 6.93+0.06
EBEG 4.76+2.05 9.78+0.99 | 11.94+0.42 | 43.99+0.92 | 80,61+1.84 | 93.43+2.49 | 92.98+1.84 | 15.85+0.16
BHT 69.21+0.40 | 78.23+1.34 | 88.12+1.28 | 88.76+3.07 | 90.85+1.74 | 90.95+0.51 | 96.68+0.39 1.29+0.30
BHA 92.83+1.42 | 94.68+0.42 | 94.95+0.90 | 95.32+0.25 | 95.50+0,47 | 95.83+0,15 | 95,86+0,10 1.81+0.10
300 mECEG
. = EMEG
% 200 UEAEG
S uEBEG
5 100 4 BHA
W BHT
0

Figure 36 : Les Valeurs des Clso du test ABTS pour les extraits d'Euphorbia guyoniana .

D’aprés les résultats, les extraits EAEG et EBEG ont fortement réduit le radical
ABTS™, et leur valeurs des Clsg sont proche a celle des standards, cependant les autres
extraits ECEG et EMEG ont faiblement réduit le méme radical utilisé (Tableau 8, Figure
36).

L’EAEG a manifesté une (Clsp= 6.93+£0.06 pg/ml) quatre fois plus faible que les
standards BHA (CI50= 1.81+0.10ug/ml) et le BHT (Clsg= 1.29+0.30 pg/ml) respectivement
et huit fois plus faible que PFEBEG (Clgo= 15.85+0.16 pg/ml). Par contre les autres extraits

ECEG et EMEG sont loin d’étre comparés aux standards utilisés.

D’aprées le littérateur sur la plante Euphorbia retusa Forssk a montré que l’activité

d’ABTS des deux extraits d’acétate d’éthyle et boutanolique d'Euphorbia guyoniana , sont
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plus élevés que les extraits d’acétate d’éthyle et aqueuse de racine d’Euphorbia retusa
Forssk.

111.1.2.C Activité de réduction du complexe cuivre-néocuproine (CUPRAC) :

C’est une réaction de réduction du complexe cuivre-néocuproine [Nc2-Cu?*], le dosage
de cette réaction est mesuré a titre de valeurs Agso des extraits d'Euphorbia guyoniana et des

standards BHA et BHT mentionnées ci-dessous :

Figure 37 : La plaque de dosage de I’activité de réduction du complexe cuivre-néocuproine

des extraits d'Euphorbia guyoniana .

Tableau 9 : La capacité antioxydante de réduction du cuivre d'Euphorbia guyoniana .

Concentration
Analyse de I'absorbance de CUPRAC
(kg/ml) Aoso
/mL
les extra 12.5 g 25 g 50 pg 100 pg 200 pg 400 pg 800 pug (hg/mL)
et les standar
ECEG 0.12+0.02 0.21+0.05 0.13+0.03 0.26+0.00 0.50+0.00 0.95+0.04 1.67+0.09 198.69+3.21
EMEG 0.10+0.00 0.10+0.01 0.15+0.03 0.20+0.01 0.22+0.01 0.47+0.03 0.49+0.07 >800
1.5625 ug 3.125 pg 6.25 ug 12.5 ug 25 ug 50 pg 100 pg Aoso
pg/mL
EAEG 0.09+0.00 0.10+0.01 0.16+0.00 0.35+0.04 0.70+0.05 1.51+0.10 1.94+0.23 18.08+0.57
EBEG 0.12+0.01 0.13+0.00 0.19+0.01 0.31+0.01 0.52+0.01 0.86+0.03 1.44+0.02 24.31+0.75
BHA 1.12+0.05 1.95+0.31 3.14+0.46 3.58+0.42 3.35%0.20 3.77+0.19 3.92+0.13 5.35+0.71
BHT 1.41+0.03 2.22+0.05 2.42+0.02 2.50+0.01 2.56+0.05 2.86+0.07 3.38+0.13 8.97+3.94

o[ s | ©
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Figure 38 : Les Valeurs des Ag s du test CUPRAC pour les extraits d'Euphorbia guyoniana.

D’apres les résultats de la méthode CUPRAC, les extraits EAEG et EBEG ont
considérablement réduit le complexe cuivre-néocuproine, et leur valeurs des AQ.5 sont proche

a celle du BHT et BHA, en revanche les autres extraits ECEG et EMEG ont légérement réduit
le complexe cuivre-neocuproine (Tableau 9, Figure 38) .

Les deux extraits EAEG et EBEG ont manifesté des valeurs de Agso (Aoso =

18.08+0.57, 24.31+0.75 ug/ml respectivement) deux a quatre fois plus faible que les standards
le BHA (Aoso = 5.35+0.71 pg/ml) et le BHT (Aoso = 8.97+3.94 pg/ml) respectivement.

Cependant les autres extraits ECEG et EMEG sont loin d’étre comparés aux standards
utilisés.

Cette différence d’activité vis-a-vis au complexe cuivre-néocuproine est due a plusieurs
critéres que le test CUPRAC présente de nombreux avantages (Ozyiirek et al., 2011) . Le

réactif est beaucoup plus stable que d'autres radicaux tels que le DPPH et I’ABTS.

I11.1.2.D Activité de réduction par la formation du complexe Fe*2-phénantroline :

Suite a une réaction d’oxydoréduction, un complexe Fe*?- phénantroline de
couleur rouge-orangé est forme. Cette réduction est déterminee par les valeurs de Agso des

extraits de la plante et celles des standards BHA et BHT.
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Figure 39 : La plaque de dosage de I’activité de réduction par la formation du complexe Fe*2 -

Résultats & discussion

guyoniana

phénantroline par les extraits d'Euphorbia guyoniana

Tableau 10 : Absorbance du complexe Fe*?- phénantroline des extraits d'Euphorbia

Concentration
(Hg/ml)

Les absorbances

\ Ao 50
les extrai
(ug/m)
et les standar 3,125 pg 6,25u9 12,5 ug 25ug 50 pg 100 g 200pug

ECEG 0.16+0.03 | 0.16+0.01 | 0.20+0.02 | 0.20+0.04 | 0.26+0.04 | 0.32+0.02 | 0.62+0.06 | 19.73+2.22
EMEG 0.17+0.01 | 0.1940.01 | 0.19+0.01 | 0.20+0.00 | 0.22+0.00 | 0.29+0.06 | 0.32+0.02 | 59.07+8.26

EAEG 0.17+0.01 | 0.1940.04 | 0.27+0.06 | 0.31+0.05 | 0.49+0.10 | 0.70+0.01 | 0.81£0.00 | 7.25+0.91
EBEG 0.18+0.02 | 0.2140.01 | 0.25+0.01 | 0.31+0.05 | 0.40+0.04 | 0.49+0.01 | 0.68+0.00 | 12.94+0.97
LesStandards | 09769 | 0.195ug | 0390ug | 078lug | 1562pg | 3.125pg | 6.25ug u’;‘}’ﬁﬁ_
BHA 0.49+0.01 | 0.59+0.01 | 0.73+0.02 | 0.93+0.01 | 1.25+0.04 | 2.10+0.05 | 4.89+0.06 | 0.93£0.07
BHT 0.47+0.01 | 0.47+0.01 | 0.53+0.03 | 1.23+0.02 | 1.84+0.01 | 3.48+0.03 | 4.84+0.01 | 2.24+0.17
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Figure 40 : Les Valeurs des Ag 5 du test Fe?*-phénantroline pour les extraits d'Euphorbia

guyoniana.

D’apres les résultats obtenus, les extraits sont révélés capables de réduire le fer et de
former un complexe Fe*?- phénantroline. A partir du (Tableau 10 , Figure 40), on peut
déduire que I’extrait EAEG montre le pouvoir réducteur le plus important (Agso =7.25+0.91
ug/ml) par rapport aux autres extraits d'Euphorbia guyoniana .Ce dernier présente
respectivement un pouvoir réducteur cing a sept fois moins faible que les deux standards le
BHA et le BHT (Agso = 0,93+0,07 et 2,24+0,17 pg/ml respectivement).

Cette différence du pouvoir réducteur vis-a-vis au complexe Fe*2-phénantroline est due

a la réductiondes polyphénols en tant qu'antioxydants qui dépend du degre d'hydroxylation et
du degré de conjugaisondes composeés phénoliques.

111.1.2.E Activité du pouvoir réducteur (FRAP) :

Le suivi de cette activité est basé sur I'aptitude des extraits testés a réduire le fer

ferrique (Fe*®) de couleur jaune en fer ferreux (Fe*?) de couleur bleu verte et cela en mesurant

les valeurs des Agso et par comparaison avec les standards 1’acide ascorbique et I’ a-
tocophérol.
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Figure 41 : La plaque de dosage de I’activité de pouvoir réducteur (FRAP) des extraits
d'Euphorbia guyoniana .

Tableau 11 : Absorbance du pouvoir réducteur par les extraits d'Euphorbia guyoniana .

Concentration Les absorbances Aos
(ug/ml) (Hg/mi)
les extraits
et les standards 3.125 pg 6.25 ug 12.5 pg 25 ug 50 pg 100 pg 200 pg
ECEG 0.05£0.01 | 0.050.01 0.0620.00 0.09+0.02 | 0.11#0.05 | 0.24+0.03 0.5520.07 175.1520.89
EMEG 0.0740.01 | 0.090.01 0.10+0.02 0.17#0.04 | 0.23+0.02 | 0.52+0.01 0.81+0.19 97.75+1.90
EAEG 0.08£0.01 | 0.11%0.04 0.15+0.03 0.23+0.04 | 0.35£0.07 | 0.69+0.08 1.28+0.06 70.59+ 6.35
EBEG 0.0610.01 0.0610.01 0.10£0.02 0.1740.01 | 0.24+0.00 0.41+0.00 0.75+0.08 121.75+1.25
Acide ascorbique 0.3520.05 | 0.4620.03 0.8420.12 0.93+0.30 | 1.18+0.34 | 1.37+0.20 1.44+0.21 6.77+1.15
o-Tocophérol 0.11£0.00 | 0.1620.00 0.21%0.03 0.35:0.03 | 0.73+0.03 | 1.37+0.08 1.81+0.09 34.93+2.38

500 B ECEG
- mEAEG
€ 150
\g B EBEG
:%’ 100 » EMEG
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50
¥ a-Tocophérol

Figure 42 : Les valeurs des Ag 5o du test pouvoir réducteur des extraits d'Euphorbia

guyoniana.
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D’aprés les résultats obtenus, la plupart des extraits d'Euphorbia guyoniana ont
faiblement réduit le fer en complexe (Tableau 11, figure 42). Selon les résultats figurant dans
le Tableau 11 et la Figure 42, on peut déduire que I’extrait EAEG présente le pouvoir
réducteur de fer en complexe, le plus important (Ags0=70.59+ 6.35ug/ml) par rapport aux
autres extraits d'Euphorbia guyoniana. Le pouvoir réducteur de I’extrait EAEG est deux fois
plus faible que le standard 1’a-Tocophérol (Ags0=34.93+2.38ug/ml) et dix fois plus faible que
’acide ascorbique (Ag50=6.77+1.15ug/ml).

Tandis que, les autres extraits EBEG, ECEG et EMEG sont légérement réduit le fer en
complexe et ils sont loin d’étre comparés aux standards utilisés (Tableau 11, Figure 42).

Le pouvoir réducteur des extraits de la plante est dépendant de leur concentration, moins
que ’extrait est riche en polyphénols, moins qu’il a un pouvoir réducteur élevé et vice versa
(Amarowicz et al., 2004) . La faiblesse de pouvoir réducteur de la plante d'Euphorbia
guyoniana est probablement di a la carence des composés phénoliques comportant des
groupements hydroxyles qui peuvent servir comme donneur d’électron (Siddhuraju &
Becker, 2007).

L’étude sur Euphorbia retusa Forssk, appartenant au méme genre d'Euphorbia
guyoniana , elle a notamment confirmé de pouvoir réducteur de fer d'Euphorbia retusa
Forssk surtout dans les valeurs d’Ags des extraits d’acétate d’éthyle et méthanolique a
capsules et les grains qui sont plus élevés extraits d’acétate d’éthyle et méthanolique

d'Euphorbia guyoniana.

I11.1.2 .F Activité du Silver nanoparticules (SNP) :
Le suivi de cette activité est basé¢ sur I’aptitude des extraits testés a réduire la
nanoparticule d’argent (Ag+) de couleur marron clair en nanoparticule d’argent sphérique Ag®

en couleur marron foncé. Les résultats sont eprimeés en termes d’Ags.

ECEG EAEG EBEG EMEG
1/2 s X 3 SR
i/a " Q?.;\Q 3 3 . 1
\ N/ T2

Figure 43 : La plaque de dosage de I’activité de pouvoir réducteur (SNP) des extraits

d'Euphorbia guyoniana.
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Tableau 12 : Absorbance du Silver nanoparticules par les extraits d'Euphorbia

guyoniana.
Concentration
Les absorbances
(Hg/ml)
les extraits Aos
3,125ug | 6,259 12,5 ug 250g 50 pg 100 pg 200pg
et les standards (pg/mt)
ECEG NA 0.05+0.01 | 0.32+0.04 | 0.32+0.03 | 0.39+0.06 | 0.40+0.00 0.44+0.06 57 76+0.22
EMEG NA 0.23:0.03 | 0.24+0.06 | 0.25:0.03 | 0.29+0.05 | 0.45:0.03 | 0.57+0.04 | 308.04+573
EAEG NA 0,24+003 | 0,29+0,03 | 0.39+0.02 | 0.86+0.03 | 1.14+0.03 1.86£0.10 61.90+1.28
EBEG NA NA NA 0.20+0.02 | 0.26+0.03 | 0.37+0.10 0.38+0.09 >200
Les Standards 1.5625ug 3.125ug 6.25g 12.5ug 2519 50ug 100ug Ags (Lg/mL)
Acide ascorbique | 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
Trolox 0.17+0.00 | 0.200.01 | 0.23+0.00 | 0.30+0.01 | 0.43+0.01 | 0.64+0.03 1.04+0.01 34.17+1.23
mECEG
— “ EAEG
£
=) mEBEG
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Figure 44: Les valeurs des Aoso du test Silver nanoparticules pour les extraits d'Euphorbia

guyoniana .

Le résultat de cette activité montre que la plupart des extraits d'Euphorbia guyoniana

ont une faible activité de réduction de la nanoparticule d’argent (Ag®) en nanoparticule
d’argent sphérique Ag° (Tableau 12 et la Figure 44), Les deux extraits ECEG et EAEG ont

présentés une activité équivalente avec des valeurs (Aos= 57.76+0.22 et 61.90+1.28 pg/ml

respectivement). Cependant, les autres extraits EBEG et EMEG sont loin d’étre comparés aux

standards utilisés (Tableau 12 et la Figure 44).

La faible activité de la plante d'Euphorbia guyoniana est probablement d0 a la carence

des composés phénoliques et selon la littérature, la réduction de la nanoparticule dépend de la
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position et du nombre des groupes phénoliques -OH, ainsi que du niveau de la conjugaison
globale de la molécule polyphénolique qui peut servir comme donneur d’électron (Ozyiirek
etal, 2011) .

Conclusion

En conclusion et a I’issue de ces résultats, il apparait que 1’extrait d’acétate d’éthyle
d’Euphorbia guyoniana (EAEG) a montré la meilleure activité antioxydante pour les six
meéthodes utilisées : 1’activité anti-radicalaire au DPPH, P’activité du piégeage du cation
radical ABTS™, T’activité de réduction du complexe cuivre- néocuproine (CUPRAC),
Iactivité de réduction par la formation du complexe Fe*?- phenanthroline, I’activité du
pouvoir réducteur (FRAP), et I’activité du nanoparticule d’argent sphérique (SNP) . Il est a
noter que I’ordre d’efficacité des extraits étudiés était le méme dans les six méthodes, ce qui
confirme la corrélation entre les méthodes étudiées et la bonne pratique expérimentale.

Dans une étude sur la plante d’Euphorbia guyoniana I’activité antioxydante est due a
sa richesse en trois classes de métabolites secondaires : les diterpenes, les triterpenes et les
stéroides, particulierement tétracycliques. Ces derniers sont d’ailleurs utilisés comme

marqueurs chimiotaxonomiques.

I11.1.3 Chromatographie sur couche mince (CCM) :

Par ses faibles contraintes techniques, son emploi simple et son colt modeste, la
CCM est un outil de choix pour des analyses phytochimiques de routine d’extraits bruts, de
fractions, ainsi que de produits purs isolés. Le systéeme de migration constitué de chloroforme,
et méthanol (9: 1: V/V), a permis d’avoir une trés bonne séparation chromatographique et une
visibilité acceptable des spots. La révélation est réalisée par trois méthodes différentes, par
I’observation sous lumiére ultraviolette (a 254 nm) et (a 365 nm), et la détection d'agents
antioxydants par la méthode de bio-autographie en utilisant des solutions de quatre méthodes

antioxydantes (DPPH, ABTS, phénantroline et FRAP) par pulvérisation sur les plaques CCM.

Suite a ’observation sous la lampe UV (254 nm) et (365 nm), la séparation des
extraits permet d’avoir une idée sur les composés présents dans les extraits (Figure 45).Le
solvant liquide (phase mobile) se déplace vers le haut de la plaque de CCM par capillarité et

entraine les molécules d’Euphorbia guyoniana avec lui dans lequel :
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Les extraits plus hydrophobes (moins polaire) sont entrainés par la phase mobile,
dans ce test, les extraits sous forme de spots (ECEG (E1) et EMEG(G2)) ont migrés
rapidement et cela est dd a leur faible polarité et leur faible adsorption par le gel de silice et
comme une premiére observation préliminaire on peut dire que la majorité des composés que
comporte les deux extraits, ECEG (E1) et EMEG(G2) sont de faible polarité. Par contre les
extraits plus hydrophiles (polaire) établissent des interactions plus forte avec la phase
stationnaire, dans cet essai les extraits sous forme de spots (EAEG (E2) et EBEG (G1)) ont
migré plus lentement et la majorité de leur spots ont restés au niveau de la ligne de dépot et
comme une deuxiéme observation préliminaire on peut dire que la majorité des composés que
comporte les deux extraits, EAEG (E2) et EBEG (G1) sont de forte polarité (Figure 45).

Figure 45 : Photos de Chromatographie sur couches mince des extraits d'Euphorbia
guyoniana

(Observation sous UV 254 nm et 365 nm)
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111 .1.3.1 Détection d'agents antioxydants par bio-autographie :

111 .1.3.1 Abio-autographie par DPPH et ABTS :
La révélation de la plaque par la solution méthanoligue de DPPH est une CCM de
criblage qui permet I’obtention de renseignements supplémentaires sur ’activité antioxydante
des différents composants des extraits testés, les composes actifs apres révélation sont
visualisables comme des taches jaune-pale sur la plaque de CCM. Ce test a permis d’observer
des taches colorées pour les deux spots E2 et G1. Cependant, les extraits des spots G2 et E1

étaient inactifs avec des taches incolores (Figure 46 (b)).

La révélation de la plaque par la solution méthanolique d’ABTS est une CCM de
criblage qui permet I’obtention de renseignements supplémentaires sur I’activité antioxydante
des différents composants des extraits testés, les composés actifs aprés révélation sont
visualisables comme des taches blanche sur la plaque de CCM et comme des taches jaunes
sous fond vert. L’extrait d’acétate d’éthyle présente le plus grand nombre de taches actifs dont
plusieurs sont de couleur blanche. Ce dernier extrait est suivi par ’extrait G1 avec des taches
blanches concentrés. Ensuite, I’extrait G2 avec trois taches blanches et enfin 1’extrait E1 avec

une seul tache incolore (Figure 46 (a)).

Figure 46 : Photo des chromatogrammes des extraits d'Euphorbia guyoniana apreés la révélation
par les solutions d’ABTS (a) et DPPH (b).
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111 ..1.3.1 B bio-autographie par phénanthroline et FRAP :

Le test permet de visualiser les taches actives en couleur bleu claire des taches de
couleur vert foncé sur la plaque de CCM. Le BHA et I’acide ascorbique sont utilisés comme
des taches de réferences, ces derniers donnent des taches actives en couleur bleu claire.
L’extrait E2 présente le plus grand nombre de taches inactives suivi par ’extrait E1 qui
apparaissent en couleur bleu claire. Tandis que, I’extrait E1 comporte une seule tache bleu
claire avec des taches colorées en vert foncé et I'extrait G2 comporte des taches colorées en
aussi vert (Figure 47 (a)) .

Les taches actives sont visualisables comme des taches rouge-orangé par contre les
taches inactives sont visualisables comme des taches bleu sur la plaque de CCM, Le BHA et
I’acide ascorbique sont utilisés comme des taches de références, ces derniers donnent des
taches actives en couleur rouge-orange.

L’extrait E1 présente le plus grand nombre de taches actives suivi par I'extrait G2
qui apparaissent sous forme de taches de couleur rouge-orangé et des taches de couleur bleu.
Tandis que I’extrait G2 comporte plusieurs taches bleues. L’extrait acétate d’éthyle comporte
quelque taches rouge- orang € cela indique qui contient des composés faible avec
phénantroline par contre I’extrait E2 (Figure 47(b)) .

Figure 47 : Photo des chromatogrammes des extraits d'Euphorbia guyoniana aprés
la révélation parles solutions de FRAP (a) et phénantroline (b).
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I11.1.4 Activité enzymatique :

L’évaluation de [Dactivité enzymatique des extraits : méthanolique (EMEG),
chloroformique (ECEG), acétate d’éthyle (EAEG) et butanolique (EBEG) a été réalisée
par I’inhibition de deux enzymes.

I11.1.4.1 Evaluation de I’activité d’inhibition de la butyrylcholinestérase :

L’activité anticholinestérase des extraits de la plante d'Euphorbia guyoniana est testée

par la méthode d’inhibition de la butyrylcholinestérase décrite selon la méthode d’(Ellman et
al., 1961) .

111.1.4.1 A Inhibition de la butyrylcholinestérase :

L'activité d'inhibition de la butyrylcholinestérase a été déterminée selon la méthode
décrite par Ellman (Ellman et al., 1961) .

Cette inhibition est suivie par la mesure de I’absorbance et la détermination de la
concentration inhibitrice (Clso) des différents extraits en comparaison avec le standard la

galantamine. Les résultats obtenus sont représentés ci-dessous :
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Figure 48 : La plaque de dosage de I’activité inhibitrice de la butyrylcholinestérase

par les extraitsd’Euphorbia guyoniana .
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Tableau 13 : Inhibition de butyrylcholinestérase par les extraits de d'Euphorbia guyoniana .

Concentration % d'activité inhibitrice de Butyrylcholinesterase -
(ng/ml) 50
les extraits (g/mL)
3.125 ug 6.25 g 12.5 pg 25 ug 50 ug 100 pg 200 pg
et les standards
ECEG NA NA NA NA 40.39+0.78 49.80+4.08 54.25+2.26 ND
EMEG NA NA NA NA 28.636.79 47.45+1.36 52.68+3.62 ND
EAEG NA NA NA NA 34.64+2.97 49.80+6.79 52.1621.36 ND
EBEG NA NA NA NA NA NA 12.1622.72 ND
Galantamine 3.26£0,62 | 6.930,62 24.03+2.94 45.13+2.60 63,872.85 73,570.77 78,95+0.58 34.75+1.99

B ECEG
. » EAEG
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=
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Figure 49 : Les valeurs des Clso du test d’inhibition de butyrylcholinestérase pour les extraits

d'Euphorbia guyoniana.

Pour l'activité d’inhibition de la butyrylcholinesterase, les trois extraits ECEG, EAEG
et EMEG, ont inhibé 1égerement ’enzyme et cela a un pourcentage de 50 % a la concentration
de 200 pg/ml. Cependant, I’extrait EBEG a faiblement inhibé I’enzyme a la méme
concentration. Le resultat de cette étude est loin d’étre comparé avec le standard utilisé
(Tableau 13, Figure 49).

L’absence de l'activité anti-BChE des extraits est due peut étre a la non présence
d’alcaloides, ces derniers sont connu pour leur effet anti-cholenesterasique (Orhan et al.,
2004) .




Concentration
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111 .1.4.2 Evaluation de Pactivité de ’uréase :

L’activité uréase des extraits de la plante d’Euphorbia guyoniana est testée par la
méthode d’inhibition de 1’uréase mesurée par la méthode de (Nabati et al., 2012) .

I11.1.4.2.B Inhibition de ’uréase :

L'hydrolyse de l'urée par l'uréase, enzyme exprimée de maniére constitutive, produit
de 'ammoniacet du CO.. La formation d'ammoniac alcalinise le milieu et le changement de
pH est détecté par le changement de couleur du rouge de phénol de l'orange clair a pH 6,8 au
magenta (rose) a pH 8,1. Cette ihibition est suivie par la mesure de I’absorbance et la
détermination de la concentration inhibitrice (Clso) des différents extraits en comparaison

avec le standard la thiourée. Les résultats obtenus sont representés ci-dessous :

Figure 50 : La plaque de dosage de I’activité inhibitrice de 1’uréase par les extraits

d’Euphorbia guyoniana .

Tableau 14 : Inhibition de I’'uréase par les extraits d'Euphorbia guyoniana.

%o d'activité inhibitrice de I’Uréase

(Hg/ml)

:: :::;:Iati;: 3.125 pg 6.25 ug 12.5 g 25 g 50 pg 100 pg 200 pg
ECEG NA NA NA 3.06+2.60 5.97+1.12 9.48+1.57 9.56+3.71
EMEG NA NA NA NA NA NA 1.22+0.48
EAEG NA NA NA 3.19+1.6 3.600.38 6.74+1.14 10.19+1.2
EBEG NA NA NA NA 4.12+1.12 5.44+3.01 9.67+3.58

Thiourée 4.49+0.78 | 10.85:2.74 | 55.64+424 | 94.17+05 | 98.42+¢0.9 | 98.49+0.41 | 98.90+0.5

Clso
(Mg/mL)

ND
ND
ND
ND

11.57+0.68
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Figure 51 : Les valeurs des Clsodu test d’inhibition de 'uréase pour les extraits
d'Euphorbia guyoniana.

D’aprés les résultats figurant dans le Tableau 13 et la Figure 51, une absence
presque totale de I’inhibition de 1’uréase par les quatre extraits est observé et ce résultat est
loin d’étre comparé au standard la Thiourée (Clsp=11.57+0.68ug/ml) (Tableau 14, Figure
51).

L’absence de l'activité des extraits peut étre due a leur faible teneur en tanins

hydrolysables, aux saponines, glycosides, phénols, et flavonoides (Dabur et al., 2008) .

Une étude realisée par (Nabati et al., 2012)sur 1’espéce d’Euphrobia guyoniana a
montré une activité inhibitrice de I’'uréase avec un pourcentage d’inhibition de 68.94 +
0.03%. La différence du résultaten comparaison avec ce travail est peut étre due aux modes

d’extractions utilisés.
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111.1.5.1 Evaluation d’anti-moisissures :
L’effet de la bio-conservation des extraits ECEG, EAEG, EBEG et EMEG
d'Euphorbia guyoniana a été évaluer sur le développement des moisissures sur la sauce de ta

tomate. Les résultats de cette expérimentation sont présentés ci-dessous :

Figure 52 : L’effet des extraits d’Euphorbia guyoniana sur la bio-conservation de sauce de la

tomate.

Apres 20 jours d’incubation, le résultat obtenu du pourcentage de moisissures a ¢été
calculé suivant I’équation (6) avec le pourcentage d'inhibition = 100 — pourcentage de

moisissures. Les résultats obtenusde ce test sont présenté au Tableau 15.

Tableau 15 : Les valeurs de pourcentage des moisissures pour les extraits d’Euphrobia

guyoniana sur sauce tomate.

Le pourcentage
%) Le pourcentage Leyp ou‘rQe.ntage
Les extral de moisissures (PM %) d .lllhlbltlondeS
les standards moisissures (IPM%o)
ECEG 20% 80%
EAEG 40% 60%
EBEG 40% 60%
EMEG 60% 40%
Huile végétal 90% 10%
CuSo4 20% 80%




Chapitre 1l Résultats & discussion

90 -

80 -

70 - u Pl (%)
60 -

50 -

40 +

30 -

20 - u IPI (%)
10 -

O T T T T T 1

CuSo4 Huile ECEA EAEG EBEG EMEG
végétal

Figure 53 : Les pourcentages d'inhibition des moisissures en fonction des extraits

d'’Euphorbia guyoniana et les témoins.

D’apres les résultats illustrés dans la Figure 53 on remarque que la plupart des extraits
ont présentés un pourcentage anti-moisissures inférieur a 60 %, cependant ’ECEG a
manifesté le pourcentage anti- moisissures le plus faible avec 20%, suivi par les deux extraits,
EAEG et EBEG avec le méme pourcentage d’anti-moisissures egale a 40%, et en dernier
I’EMEG avec une inhibition de 60%.

En revanche, le sulfate de cuivre est un standard qui marque le pourcentage le plus
faible de dégradation. Ce qui signifie qu'il soit le meilleur standard, pour cela utilisé comme
un fongicide et aussi un conservateur alimentaire dans le secteur agriculture biologique
(Didier Andrivon, 2018) .

En comparaison avec la littérature, 1’étude faite par (Lakhdari Wassima, 2017) sur la
I'inhibition de la croissance mycélienne d'un champignon tellurique de la tomate (Fusarium
oxysporum f. sp. radicis lycopersici). Ce résultat s’accord avec nos résultats, ou on a que
montré que ces extraits ont une bio- conservation particuliere sur la sauce de tomate surtout
dans I’extrait ECEG.
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111.1.5.2 Evaluation d’anti-germination:

Afin d’évaluer D’effet des extraits ECEG, EAEG, EBEG et EMEG d'Euphorbia
guyoniana sur la germination, les graines de laitue (Lactuca sativa) ont était sélectionnées.

Les résultats de cette expérimentation sont présentés ci-dessous :

_ Méthanol Eau distillé ECEG_EAEG._ EBEG _ EMEG
1 e e I e e ks :

Figure 54 : Effet des extraits d’Euphorbia guyoniana sur les grains de (Lactuca
sativa).
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Figure 55 : Cinétique de germination pour les extraits d’Euphorbia guyoniana sur

(Lactuca sativa).

La Figure 55 présente la cinétique de I’anti-germination des graines de Lactuca
sativa pulverisés par une seule dose des extraits d’Euphorbia guyoniana. Les résultats

obtenus sont présentés comme suit :

> n | <
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Un taux de germination du témoin de 90.47% pour les graines pulvérisé par I’eau distillé.
Un taux de germination du témoin de 14.28% pour les graines pulvérisé par le méthanol.
Un taux de germination du témoin de 0% pour les graines pulvérisé par une
solutiondu sulfate de cuivre (CuSQOys).

Un taux de germination du témoin de 47.67 % pour les graines pulvérisé par ’EBEG.
Un taux de germination du témoin de 38 % pour les graines pulvérisé par 'ECEG.

Un taux de germination du témoin de 27.57 % pour les graines pulvérisé par ’EMEG.

Un taux de germination du témoin de 23.8 % pour les graines pulvérisé par 'ECEG.
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Figure 56 : Effet des extraits d’Euphorbia guyoniana sur la longueur de la partie aérienne
(LPA)de (Lactuca sativa) .
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Figure 57 : Effet des extraits d’Euphorbia guyoniana sur la longueur de laracine (LR) de

(Lactuca sativa) .
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D'apres les résultats illustrés dans les Figures 56 et 57 qui représentent la longueur de la
racine (LR) et la longueur de la partie aérienne (LPA) de Lactuca sativa, pulverisé par les

extraits d’Euphorbia guyoniana il a été observé ce qui suit :

v" L’EBEG avec les longueurs (LPA : 2.6 mm, LR : 0.18 mm).
v' L’EAEG avec les longueurs (LPA : 2.5 mm, LR : 0.21 mm).
v L’eau distillée avec les longueurs (LPA : 3.25 mm, LR : 0.4 mm).
v' L’EMEG avec les longueurs (LPA :1.96 mm, LR : 0.15 mm).
v" L’ECEG avec les longueurs (LPA:0.32 mm, LR : 0.12 mm).
v Le méthanol avec les longueurs (LPA : 0.35 mm, LR : 0.1 mm).
o 100
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Figure 58 : Effet des extraits d’Euphorbia guyoniana sur l'inhibition de la germination (IPG),
la longueurde la partie aérienne (ILPA) et la longueur de la racine (ILR) de Lactuca sativa.
La plus grande valeur d'inhibition de la germination par les extraits a été observée pour
les extraits, ECEG (73,7%) et EMEG (69,5%). Cependant les faibles pourcentages
d’inhibition de la germination (IG)a été observé pour les extraits EAEG (58%) et EBEG
(47,3%) (Figure 58). Les resultats du pourcentage d’inhibition de la longueur de la partie
aérienne (ILPA) et de la longueur de la racine (ILR), sont présentés comme suit :
v" L’EBEG avec les pourcentages d’inhibitions (ILPA: 20%, ILR: 20%) .
v' L’EAEG avec les pourcentages d’inhibitions (ILPA : 23%, ILR: 23%) .
v' L’EMEG avec les pourcentages d’inhibitions (ILPA : 39.7%, ILR: 62,5%) .
v" L’ECEG avec les pourcentages d’inhibitions (ILPA : 90%, ILR: 70%) .
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La majorité des extraits inhibent significativement le développement de la
germination de Lactuca sativa et cela a été observé pour les extraits ECEG et EMEG.
L’utilisation des extraits des plantes pour le contrdle des mauvaises herbes peut apporter un
grand plus dans le domaine agricole. Cependant, la composition chimique des extraits
étudiés doit étre determinée, et elle pourrait étre utile pour le développement de bio-
herbicides (T. BENMEDDOUR & M. FENNI, 2018).

111 .1.5.3 Evaluation de I’effet toxicité :
La toxicité des extraits ECEG, EAEG, EBEG et EMEG d'Euphorbia guyoniana a été évalué

surles vers de farine, les résultats sont présentés ci-dessous :

Figure 59 : Photo des larves de farine vivants avec de (a) ver mort et de ver pupe (b).

mPM (%) =PN (%) ®PS(%)

Acide Témoin Air Méthanol  ECEG EAEG EBEG EMEG
ascorbique naturelle

Figure 60 : Les pourcentages de larves de vers de farine mortes (PM), pupes (PN) et vivantes
(PS) nourries avec différents régimes pendant dix jours.
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D’apres les résultats illustrés dans la Figure 60 qui représente 1’évolution durant dix

jours du taux de mortalité, des vers de farine dont les extraits de la plantes ont été injectés. Le

méthanol, le contenu vide de la seringue et I’acide ascorbique ont été utilisés comme des

contrbles négatif et positif respectivement. Les résultats de ce test est comme suit :

v" Les contrdles négatifs et positifs : le méthanol, le contenu vide de la seringue et

I’acide ascorbique, ont présentés un taux de 0 % de mortalité.

v' Les extraits EAEG et EBEG ont présentés un taux de mortalité de 20%, 40% respectivement.

v’ Les extraits ECEG et EMEG ont présentés un taux de mortalité de 0%.

Une étude de la toxicité des racines de la méme plante réalisé sur les adultes de
Tribolium castaneuma montré un taux de mortalité allant jusqu’a 100%, ce résultat

confirme la toxicité de I’espéce étudié¢ (Kemassi et al., 2019) .

111 .1.5.4 Evaluation de la cytotoxicité des extraits sur les larves de crevettes (Artemia

salina) :

La cytotoxicité des extraits ECEG, EAEG, EBEG et EMEG d'Euphorbia

guyoniana a été évalué sur les larves d’artemia salina, les résultats sont présentés ci-

dessous :

Figure 61 : Photo d’Artemia salina avant et aprés traitement par les extraits d’Euphorbia

Tableau 16 : Les valeurs des larves mortes présence du témoin, des extraits et les

pourcentagesde mortalité d'Euphorbia guyoniana

guyoniana .

Les extrai PM(%0) Pourcentage de mortalité (%)de 20
et les standards larves Artemia salina
Cystoseirastricta (ug.ml ) [c] NLT NLP PM (%) cytotoxicité
ECEG 400 4 14 70% +++
EAEG 400 4 12 60% ++
EBEG 400 4 14 70% ++
EMEG 400 4 10 50% ++
Méthanol 400 4 4 20% +
Bichromate de potassium 80 4 20 100% +++
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Figure 62 : Les pourcentages de mortalité d’Artemia salina en fonction des

extraits d'Euphorbia guyoniana .

Apres 24 h de contact avec les extraits de la plante, les larves sont comptées et le
pourcentage de mortalité a été calculé selon I'équation (11), ou NLP est le nombre
de larves mortes en présence du produit a tester et NLT est le nombre de larves
mortes en présence du témoin (solvant). Les résultats sont présentés dans le tableau 16.

Les résultats de ce test est se resume comme suit (Figure 62):
v’ Les extraits, ECEG, EBEG ont présentés un taux de 70 % de mortalité.
v’ Les extraits, EMEG, EAEG ont présentés un taux de 50 a 60 % de mortalité.
v Le méthanol a présenté un taux de 20 % de mortalité.

v' La plupart des extraits ont manifestés une forte toxicité sur les larves de 1’espéce

artémia salina, et cela est di a la forte dose de concentration utilisé.
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111 .2 Analyse des extraits d’Euphorbia guyoniana par le spectrométre infra rouge a
transformée de Fourier (FTIR) :

Le spectre FTIR des extraits est présenté dans la Figures 63. Et les données des
valeurs maximales et des groupes fonctionnels présents dans les extraits ECEG,
EAEG, EBEG et EMEG sont présenté au Tableau 17.

ECEG
EAEG
EBEG
110 EMEG
Tk Témoin
100 =,
90 4
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S 504 \ ‘
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Figure 63 : Spectre FTIR obtenu par analyse en Infra-rouge (IR) des extraits d'Euphorbia

guyoniana

Dans I’ensemble, les extraits d ’Euphorbia guyoniana ont présentes une
gamme forte en liaisons -OH a fonction phénol. En comparant les différents
spectres d’analyse obtenus & partir des extraits étudiés, on trouve presque
les mémes liaisons et les mémes bandes d’absorption. Les spectres IR
montrant les groupements sont présentés dans le Tableau 17.
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Tableau 17 : Les résultats de I’analyse infrarouge (IR) des extraits d'Euphorbia guyoniana

les extraits Longueur d’onde (Cm™) Liaisons | Nature de la Fonction
liaison

3397.78 -OH libre Bande large Phénol

Extrait 2927.34 C-H Bande étroite Alcéne
chloroformique 1718.20 C=0 Bande moyenne Aldéhyde

(ECEQG) 1449.35 CH,, CHs Bande étroite Alcane

1028.20 C-0 Bande forte Ester

3249.06 -OH libre Bande large Phénol

Extrait 2925.15 C-H Bande étroite Alcéne

d’acétate d’éthyle 1601.92 C=0 Bande moyenne Alcéne

(EAEG) 1023.91 C-0 Bande moyenne Ester

324477 -OH libre Bande large Phénol

Extrait 2937.31 C-H Bande étroite Alcéne
Butanolique 1603.72 C=0 Bande moyenne Aldéhyde

(EBEG) 1037.49 C-0 Bande forte -

3333.43 -OH libre Bande large Phénol

Extrait 2920.86 C-H Bande étroite Alcéne
méthanolique 1718.20 C=0 Bande moyenne Aldéhyde

(EMEG) 1660.65 N-H Bande moyenne Amide
primaire

1363.54 O-H Bande moyenne Alcool

1036 .78 C-O0 Bande forte Ester

Le spectre FTIR de ’ECEG montre une premiére bande d’absorption intense 1028.20

cm? indiquant la présence d’un groupement ester

(C-0),

une deuxiéme bande

d’absorption étroite a 1449.35 cm? indiquant la présence d’une liaison alcane (C-H), une

troisieme bande d’absorption moyenne 1718.20 cm™ lindiquant la présence d’une liaison

aldéhyde (C=0), une quatriéme bande d’absorption étroite 2927.34 cm? indiquant la

présence d’une liaison alcéne(C-H) et une cinquiéme bande d’absorption large

cm? indiquant la présence d’une liaison phénol (- OH libre).

3397.78
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Le spectre FTIR de P'EAEG montre une premi¢re bande d’absorption moyenne
1023.91cm? indiquant la présence d’un groupement d'ester(C-O), une deuxiéme bande.
d’absorption moyenne 1207.67cm™ indiquant la présence d’une liaison d’alcéne (C-H),
une troisitme bande d’absorption étroite 1457.21cm™ indiquant la présence d’une liaison
alcane (CHz, CHs), une quatriéme bande d’absorption étroite 2924.44 cm? indiquant la
présence d’une liaison alcene (C-H) et une cinquiéme bande d’absorption large 3249.06
cm? indiquant la présence d’une liaison phénol (-OH libre) .

Le spectre FTIR de 'EBEG montre une premiére bande d’absorption intense
a 1037.49 cm? indiquant la présence d’un groupement ester (C-O), une deuxiéme
bande d’absorption moyenne 1603.72 cm? indiquant la présence d’une liaison aldéhyde
(C=0) , une troisiéme bande d’absorption étroite 2937.31cm" ! indiquant la présence d’une
liaison alcéne (C-H) et une quatrieme bande d’absorption large 3244.77 cm? indiquant

la présence d’une liaison phénol (-OH libre).

Le spectre FTIR de PEMEG montre une premiere bande d’absorption intense
a 1036 .78cm? indiquant la présence d’un groupement ester (C-O), une deuxiéme
bande d’absorption moyenne 1363.54 cm™ indiquant la présence d’une liaison alcool (O-H)
, une troisiéme bande d’absorption moyenne 1660.65 cm™ indiquant la présence d’une
liaison amide primaire (N-H) ,une quatriéme bande d’absorption moyenne 1718.20cm*
indiquant la présence d’une liaison aldéhyde (O-H), une cinquieme bande d’absorption
étroite 2920.86 cm? indiquant la présence d’une liaison alcéne (C-H) et une sixiéme
bande d’absorption large 3333.43cm? indiquant la présence d’une liaison phénol (-OH
libre) .
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Conclusion :

L'intérét de I'étude des plantes médicinales a augmenté vue de leurs utilisations dans
traitement de nombreuses maladies, car les plantes médicinales sont une pharmacie naturelle
des substances bioactives, utilisés pour traiter naturellement toute une variété de maladies. Elles
contiennent des métabolites secondaires avec des effets biologiques différents, en plus du
meécanisme des nombreux effets efficace. En comparaison aux médicaments qui contiennent
des substances actives produites chimiquement en laboratoire et qui peuvent étre nocives et

parfois agressifs sur notre corps.

L’évaluation des activités biologiques de I’espéce Euphorbia guyoniana a montré un
potentiel antioxydant intéressant surtout pour les extraits d’acétate d’éthyle et boutanolique,
cette activité biologique est probablement liée a la richesse de I’espéce en métabolites
secondaires notamment en flavonoides. Et aucune activité anti-butyrylcholinestérase et anti-
uréase. D’apreés les résultats nous avons trouvé que 1’extrait ECEG est le plus efficace pour la
bio-conservation des aliments, tandis que les extraits ECEG et EMEG sont des composes
toxiques sur les grains de Lactuca sativa, alors que les extraits d’E. guyoniana semblent

toxiques vis-a-vis de Tenebrio Molitor et I’ Artémia salina.

Enfin, nous avons fait une analyse spectroscopique a transformé de fourrier (FTIR) pour

confirmer la bonne extraction.
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Annexe | : matériels et instruments utilisés :

1. Matériel du laboratoire :
Micropipettes variables, microplaques, ballons, béchers, erlenmeyers, éprouvettes,

flacons, cuve, spatules, portoirs, verres de montre, mortier avec pilon, loupe a main, boite de Pétri.

> aa

Les tubes eppendorf Loupe a main

Béchers, Erlenmeyers avec la microplague Seringue Hamilton, pince de labo, lame de verre

Mortier avec pilon Les éprouvettes Les spatules
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2. Instruments :

Ultrason (fisherscientific FB 15047). PH metre (METTLER TOLEDO).
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Une chambre UV avec deux lampes 254 nm et 365 nm Hotte chimique

Spectrometre FT-IR — (FTIR-6800 - JASCO Europe) Réfrigérateur

Balance analytique ABJ 320-4NM KERN
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Annexe Il : Réactifs des activités antioxydantes :

Réactifs
DPPH
ABTS (7 mM)
Persulfate de potassium
Néocuproine

Phénantroline (0.5%)

SNP

réactif phénolique

réactif basique

Compostions
DPPH
ABTS
K2S20g (2.45 mM)
Néocuproine
Ethanol
1,10-Phénantrolinemonohydraté
Méthanol

Ag NO3
Trisodium citrate
Phenol (CsHsOH)

Naz[Fe(CN)sNO,2H20]
NaOH

NaOCI (liq)
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Annexe I11 : Solutions enzymatiques et substrats :

Solutions Compostions
BChE
BChE
Tampon phosphate (pH = 8)
Chlorure de butyrylthiocholine Chlorure de butyrylthiocholine
(0,2 mM) Tampon phosphate (pH = 8)

[NaH2PO4, 2H20]
Tampon phosphate
[Na2HPO4, 2H20]
Urée Urée
Tampon (pH = 8.2)
Urease Urease
Tampon (pH = 8.2)
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Annexe IV : Standards :

standards Compostions
BHA
BHA
Méthanol
BHT
BHT
Méthanol
Acide Ascorbique

Acide ascorbique )
Meéthanol

) a-Tocophérol
a-Tocophérol

Méthanol
) Galantamine
Galantamine ;
Méthanol
Trolox Trolox
., Thiourée
Thiourée Méthanol
Glse: Cu SO
Eau distillée

Huile végétale Huile végétale



Annexe V : Solutions chimiques :

Solutions chimiques
Acétate d’ammonium

Chlorure de cuivre 11 dihydraté
Tampon phosphate pH 6,6

Ferrycianide de potassium (1%)
Acide trichloracétique (10%)
Chlorure de fer 111 anhydre (0.1%)
Chlorure de fer I11 anhydre (0.2%)

Tampon phosphate (pH 8) (100 mM)

DTNB

Annexes

Compostions
CH3COONH4
CuCl,, 2H.0
NaH2PO4
NaxHPO4
KzFe(CN)e
TCA
FeClz
FeClz
NaH2PO4
NazHPO4
DTNB
Tampon phosphate (pH 7)
NaHCO3
Tampon phosphate (pH 8)






Résumeés

Résumé :

Le présent travail concerne 1’étude de D’activité biologique de la plante d’Euphrobia

guyoniana, appartenant a la famille des Euphorbiaceae.

L’activité biologique des extraits de 1’espéce Euphrobia guyoniana a été réalisé par
I’évaluation in vitro de lactivité antioxydante par I'utilisation de six méthodes : DPPH,
ABTS, CUPRAC, Phenanthroline, FRAP, SNP et Bio-autographic (CCM) et 1’évaluation
enzymatique par ’utilisation de deux méthodes : Uréase et BChE. Le résultat obtenu a
montré une bonne activité pour le test antioxydant et une faible activité pour le test

enzymatique.

De plus les extraits ont été évalués contre la germination des grains de la laitue et la
croissance des moisissures de la tomate et leur toxicité a été observé, les résultats obtenus ont
montré une bonne inhibition de croissance des moisissures et une toxicité raisonnable de la
toxicite pour tous les échantillons étudiés. Une analyse spectroscopique a transformé de

fourrier (FTIR) a éte utilisé pour confirmer la bonne extraction.

Mots clés : Euphrobia guyoniana, antioxydante, DPPH, ABTS, CUPRAC,
Phenanthroline, FRAP, SNP, CCM, spectroscopique a transformé de fourrier, FTIR.



Résumeés

Abstract:

This work concerns the study of the biological activity of Euphrobia guyoniana plant,

belonging to the Euphorbiaceae family.

The biological activity of the extracts of the species Euphrobia guyoniana was carried
out by the in vitro evaluation of the antioxidant activity by the use of six methods: DPPH,
ABTS, CUPRAC, Phenanthroline, FRAP, SNP and Bio-autography ( CCM) and enzymatic
evaluation using two methods: Urease and BChE. The result obtained showed a good activity

for the antioxidant test and a weak activity for the enzymatic test.

In addition the extracts were evaluated against the germination of lettuce grains and the
growth of tomato molds and their toxicity was observed, the results obtained showed good
inhibition of mold growth and reasonable toxicity of toxicity for all samples studied. Fourier-
transformed spectroscopic analysis (FTIR) was used to confirm proper extraction.

Key words: Euphrobia guyoniana, antioxidant, DPPH, ABTS, CUPRAC, Phenanthroline,
FRAP, SNP, CCM, spectroscopic fourier transformed, FTIR..
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Résumeé
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étudiés. Une analyse spectroscopique a transformé de fourrier (FTIR) a été utilisé pour confirmer la bonne
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