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Résumé

Etudes phytochimiques comparatives des extraits de trois plantes locales de la famille lamiacée .

Le présent travaile étudie la composition chimique et les activités antioxydantes, antimicrobiennes et anticancéreuses des
extraits éthanoliques (EE) et des huiles essentielles (HE) de trois espéces de la famille des Lamiacées, Ocimum
basilicum L, Thymus algeriensis et Mentha spicata, Cultivé dans I'Atlas algérien saharien. L’analyse qualitative et
guantitative des extraits par HPLC a révélé la richesse de plusieurs composés phénolique dans les trois plantes étudiées.
L'analyse GCMS des HEs montre une augmentation du pourcentage des monotérpénes oxygénés dans chaque plante.
Majoritairement, le linalool (52,1%) et I'acétate de linalyle (19,1%) pour O.B ; l'acétate d'a-terpinyle (47,4%), l'acétate
de néryle (9,6%) et l'a-pinene (6,8%) pour T.A; le carvone (49,5%), le limonéne (16,1%) et 1,8-cineole (8,7%) Pour
M.S . Par ailleurs, tous les extraits ; et spécialement les HES montrent des activités antioxydantes importantes (DPPH,
ABTS, FRAP et du phosphomolybdate). L’évaluation de ’activité antimicrobienne de ces extraits vis-a-vis de 8
microorganismes s’est révélée modérée avec des actions renforcées contre les bactéries gram-positives.Les EEs
possédent une activité anticancéreuse du test MTT faible par rapport aux HEs , ces dérinier enregistrent des valeurs LDsy
considérables contre les 7 lignées cellulaires testées varient entre 279 et 1090 pg / mL.

Mots clés : Ocimum basilicum, Thymus algeriensis, Mentha spicata, huile essentielle, extrait ethanolique, activité antioxydante,
activité antibactérienne, activité anticancéreuse
Abstract

Comparative phytochemical studies of extracts from three local plants of the lamiaceae family

The present work studies the chemical composition and the antioxidant, antimicrobial and anticancer activities of
ethanolic extracts (EE) and essential oils (EO) of three species of the Lamiaceae family, Ocimum basilicum L, Thymus
algeriensis and Mentha spicata, Cultivated in the 'Algerian Saharan Atlas. The qualitative and quantitative analysis of
the extracts by HPLC revealed the richness of several phenolic compounds in the three plants studied. GCMS analysis of
HEs shows an increase in the percentage of oxygenated monoterpenes in each plant. Predominantly, linalool (52.1%)
and linalyl acetate (19.1%) for O.B; a-terpinyl acetate (47.4%), neryl acetate (9.6%) and a-pinene (6.8%) for T.A ;
carvone (49.5%), limonene (16.1%) and 1,8-cineole (8.7%) For M.S. In addition, all extracts; and especially EOs show
significant antioxidant activities (DPPH, ABTS, FRAP and phosphomolybdate). The evaluation of the antimicrobial
activity of these extracts against 8 microorganisms was found to be moderate with enhanced actions against gram-
positive bacteria. EEs have a low anti-cancer activity in the MTT test compared to EOs, these derinier record
considerable LDs, values against the 7 cell lines tested vary between 279 and 1090 pug/mL

Keywords : Ocimum basilicum, Thymus algeriensis, Mentha spicata, essential oil, ethanolic extract, antioxidant activity, antibacterial
activity, anticancer activity
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Introduction générale

De tout temps, les plantes ont occupé une place prépondérante dans la vie de
I'nomme. Toutes les civilisations connues ont utilisé les plantes soit sauvages ou
cultivées pour se nourrir, se déefendre, se vétir ou se soigner. Ces utilisations se sont

diversifiées au fil des temps pour s'adapter aux besoins de ’homme [1].

L’homme pour Se protégé contre toute maladie, fait appel quotidiennement a
ses systemes de défense intrinsects notamment son systeme immunitaire. Mais
parfois ces systemes de défense s’avérent insuffisants pour venir a bout de leur
vocation curative. A cet effet, ’homme a recourt a des ressources thérapeutiques en
I’occurrence, celles végétales qui sont des entités vivantes ayant la capacité de
produire une grande diversité de substances ne participant pas a leur métabolisme de
base, mais représentant plutdt des produits du métabolisme secondaire comme, les
polyphénols, les huiles essentielles, les alcaloides...etc. Qui aide ou stimulent les

systemes de défense interne [2].

Malgré les efforts des chimistes pour la synthétisation de nouvelles molécules,
plus de 25 % des médicaments prescrits dans les pays développés dérivent
directement ou indirectement des plantes [3].Cependant, en tant que sources de
médicaments, les plantes restent encore sous exploitées surtout dans le domaine
thérapeutique. Certaines populations pratiquent une auto médication, le plus souvent a
base de tisane de plantes [4].

Plusieurs études ont montré que les plantes médicinales sont trés riches en
molécules a activité biologique comme les huiles essentielles et les polyphénols. Ces
composés sont tres répondus dans les aliments d’origine végétale et sont doués de
plusieurs activités biologiques y compris les activités antioxydante, anticancéreuse et
chimiopréventive. Parmi les plantes médicinales riches en ces molécules prometteuses
de grade thérapeutique on trouve les plantes de la famille lamiaceae. Les composés
actifs trouvés dans de nombreuses plantes de cette famille.

Le romarin, le thym, le basilic et la sauge sont des membres essetiels de la famille
des Lamiacées et sont parmi les plantes les plus couramment utilisées dans la
médication méditerranéene traditionnelles, principalement pour le traitement des
gastrites , de divers infections, de dermatites , de la bronchite et de I’inflammation
[5-8]. Pour étre valorisés, les composés bioactifs doivent d’abord étre séparés de leur

matrice végétale d’origine. L’obtention de ces molécules nécessite de nombreuses



Introduction générale

étapes souvent longues et couteuses, telles que 1’extraction, I’isolement par des essais

bio-guidés ainsi que leur identification [9].

Notre recherche s’inscrit dans une démarche innovante, puisqu’elle vise a
étudier et comparer, dans un premier temps , la composition chimique et les activités
biologiques des huiles essentielles et des extraits phénoliques de I'Ocimum basilicum
,Thymus algeriensis et du Mentha spicata autochtones dans I'Atlas saharien algérien

(specifiqguement dans la région de Laghouat).

Parmi les critéres ayant conduit au choix de ces plantes, se trouve 1’origine
géographique (le climat aride et I’exposition aux rayons solaires peuvent influencer le
développement des mécanismes de protection, basés sur la synthése de métabolites
secondaires spécifiques, avec des caractéristiqgues et des activités chimiques et
biologiques originales), d’autres part, nous visons aussi 1’enrichissement de la
bibliographie qui comporte peut de données relatives aux études phytochimiques et
méme biologiques de ces trois plantes.

Dans ce contexte, Les travaux de cette thése s’axent sur la définition de 1’activité
biologique des parties aériennes  (en particulier la capacité antioxydante,
antibactériénnes et anticancéreuses des extraits phénoliques et des huiles essentielles)
et sur la caractérisation chimique des molécules qui seraient responsables de ces

activités.

Cette démarche a un double objectif : celui, de valoriser et d’améliorer les
connaissances quasi inexistantes sur ces plantes endémiques d’Algérie, mais aussi,
d’entrevoir des usages nouveaux relatives aux activités biologiques de ces plantes et a
leur composition chimique par la création de produits dérivés, tels que des

compléments alimentaires ou des produits cosmétiques ou pharmaceutiques.

La premiere partie de cette thése est consacrée a 1’étude des données
bibliographiques et les généralités sur le sujet, et comprend trois chapitres: Le
premier chapitre est constitué d’une description botanique des trois plantes choisies.
Le deuxiéme chapitre est réservé a la définition des composés bioactifs (huiles
essentielles et les phénols) , leurs classification ,leurs méthodes d’extraction et leurs

propriétés thérapeutiques . Dans le troisiéme chapitre nous expliquons les activités
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biologiques étudiées tout en mettant I’accent sur le mécanisme d'action des composés

bioactifs des plantes et leurs bienfaits sur la santé.

La deuxieme partie est relative aux méthodes expérimentales utilisées dans
cette recherche, elle est divisée en trois chapitres le premier chapitre est consacré aux
méthodes d’extractions des deux composés bioactifs : des huiles essentielles avec
I’étude de ces propriétés physicochimiques et les composés phénoliques avec leurs
quantification. L’identification par les méthodes chromatographiques HPLC et GCMS
des principaux substituants contenues dans les huiles essentielles et les polyphénols
sont est exposés dans le deuxiéme chapitre ; le troisieme chapitre est consacré a la
mise en évidence de I’activité antioxydante, antibactérienne et anticancéreuse des

extraits recueillies des trois plantes.

Nous mettons en exergue et discutons les résultats de chacun de ces chapitres

dans un chapitre associé dans la troisiéme partie.

A cela s’ajoute une conclusion générale dans laquelle sont résumés les

principaux résultats obtenus ainsi que les perspectives envisagées.
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Chapitre | : Présentation des plantes étudiées

I Introduction
Une plante est dite médicinale lorsqu'un de ses organes possede des activités

pharmacologiques, pouvant conduire a des emplois thérapeutiques. On utilise
généralement qu'une partie de la plante : la racine, la feuille, la fleur, la graine, ... la

plus riche en principe actif.

Avant d’antamer D’etude chimique et biologique des huiles essentielles et des
composés phénoliques des trois plantes de la famille des lamiacées : Ocimum
basilicum, Thymus algeriensis et Mentha spicata ; il nous a paru nécéssaire de

présenter dans le premier chapitre les trois plantes choisies.

1. La famille des Lamiacées
Les Lamiacées constituent une famille tres diversifiée avec 224 genres et

environ 4000 especes [1]. Un des traits les plus caractéristiques de cette famille réside
dans le fait que plusieurs genres renferment des terpenes qui sont responsables de
I’odeur aromatique de ces plantes et qui sont utilisés dans la médecine traditionnelle
et dans les plats de cuisine [2]. Les Lamiacées sont essentiellement représentées dans
le pourtour de la Méditerranée et le Sud-Ouest de I’Asie et dans les foréts tropicales.
Certaines Lamiacées sont tres connues du grand public comme les : bugles, brunelles,
lamiers, lavandes, menthes, basilics, origans et marjolaines, romarins, sauges,
sarriettes, épiaires, germandrées, et les thyms. Un trés grand nombre des genres de la
famille des Lamiaceae sont des sources riches en terpénoides, flavonoides et
iridiodes, glycosylés et composes phénoliques [3].
II.1. Etude botanique d’Ocimum basilicum (Basilic)
Description :

O. basilicum est une plante annuelle de la famille des Lamiacées (Labiacée,
Labiées) [4], herbacée ligneuse, feuillée, trés ramifiée et parfumée.

v’ Latige : quadrangulaire, pouvant atteindre jusqu’a 1m de hauteur.

v Les feuilles : sont opposée, denticulées dans la partie supérieure, ovales,
cuvees a la base, acuminées au sommet [5]. Elles sont petites ou large et
toujours tres brillantes (vert pale a vert foncé).

v’ Les fleurs : bilabiées et petites, ont la léve supérieure découpée en quatre

lobes, entourée d’une substance mucilagineuse qui se renfle dans 1’eau
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comme celle de la graine de lin [6]. Elles sont de couleur créme, blanche, rose
ou violacée selon la variété [7], [8].
Graines : petites (fines), oblongues et marron foncé [5], la durée de
germinative de cette graine est de huit ans [6].

v" Les fruits : sont des tétrakénes renfermant chacun une seule graine marron-
noire oblongue.

v’ Le systéme racinaire : est du type pivotant [7].

Classification :

D’aprées Quezel et Santa (1963) I’espéce de basilic appartient a :
Tableau 1 : Classification botanique d’Ocimum basilicum [9]

Régne Plantae

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Ordre Lamiales

Famille Lamiacées

Genre Ocimum

Espece Ocimum basilicum
Nom vernaculair Habak

Habitat et culture

v' Le basilic étant une plante des pays chauds méditerranéen, introduit dans toutes les
régions tropicales et subtropicales (Bulgarie, Madagascar, Italie, Comores et Maroc
...etc.) et cultivé dans les pays tempérés [10],[11].

v" Herbe de saison chaude, son multiplication se fait par semis au printemps, vers
Mars-Avril. En climat tempéré, il faut le faire en serre ou dans des pots maintenus a
une température de I’ordre de 20°C. La germination se produit au bout de 4 a 7 jours.
Le repiquage en pleine terre peut se faire lorsque le sol est suffisamment réchauffe. Le
basilic a besoin d’un pH de 5 a 8 et d’une température plus de 15°c et une exposition

abritée et cinq heures d’ensoleillement quotidien [12].
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Figure 1 : Présentation d’Ocimum basilicum L [5].

11.2. Etude botanique de Thyms algeriensis
Description :

Le thym vient du mot grec thymon qui signifie courage, force. A une époque

plus moderne, le thym était considéré comme 1’«ennemi du poison» et I’on s’en
servait pour la fumigation des chambres de malades [13].
Les populations de T. algeriensis sont réparties du sub-humide au bas aride bioclimat
a des altitudes allant de 120 a 1100 m. L’espéce pousse sur des sols calcaires fertiles
pauvres et se rencontre dans de petites populations dispersées, montrant différents
niveaux de destruction, principalement en raison de la surexploitation et du
surpaturage.

T. algeriensis est un arbuste diploide de courte durée (2n%2x%30) et
gynodioique Il se reproduit par graines et peut atteindre 20 a 50 cm de hauteur. Les
feuilles sont opposées et linéaires / lanceolées (6 — 12 mm). Les fleurs, avec des
bractées ovales et une corolle rose violacée ou pourpre blanchétre, sont petites (5 — 7
mm). Des plantes hermaphrodites (méales fertiles) et femelles (males stériles) peuvent
étre présentes dans la méme population. La floraison a lieu entre avril et juin.
L’espéce est considérée comme un croiseur comme la plupart des thymes et souvent
pollinisées par les abeilles [14].

Classification :

D’aprés Quezel et Santa (1963) 1’espéce de thym appartient a :
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Tableau 2 : Classification botanique du Thymus algeriensis [9].

Régne Plantae

Division Angiospermes

Classe Eudicotes

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Genre Thymus

Espece Thymus algeriensis Boiss. &Reut
Nom vernaculair Djertil

Habitat et culture

T. algeriensis est une espéce endémique du Maroc, d’Algérie, de Tunisie et de

Libye.T. algeriensis est largement utilisé frais ou séché, dans les aliments, comme
herbe culinaire et en médecine populaire pour ses propriétés antiseptiques,
antispasmodiques et antifongiques.
A I’heure actuelle, la demande d’huiles essentielles pour cette plante est augmentée
pour la parfumerie, la cosmétique et la médecine sans travail d’amélioration pour
sélectionner les cultivars appropriés. La matiere en vrac provient de populations
naturelles fortement affectées par les pressions anthropiques (surpaturage,
défrichement, etc). Par conséquent, les populations ont été gravement épuisées et
fragmentées en raison de la collecte excessive et de la destruction de I’habitat.
L’espéce a tendance a étre présente dans des métapopulations dispersées, souvent de
petite taille [15].

Figure 2 : présentation du thymus algeriensis.
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11.3. Etude botanique du Mentha spicata
Description

C’est une plante vivace sauvage ou cultivée, elle est souvent subspontanée.
Les feuilles sont sessiles, opposées, a limbes gaufré muni de dents pointus, elles sont
lancéolées de couleurs vert vif sur les deux faces [16].
Les fleurs, comportent un calice en forme de clochette, glabre ou ciliée, divisé en 5
dents linéaires , une corole violet pale, rose ou blanche ,4 étamines saillantes de taille
identique .La floraison a lieu de juillet a septembre [17].
Classification

Parmi plusieurs classifications il existe celle qui est faite par [18] ; présenté

dans le tableau ci-dessous (Tableau 3).

Tableau 3 : Classification botanique de Mentha spicata [19].

Régne Plantae
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Lamiales
Famille Lamiacées
Genre Mentha

Espéce Mentha spicata
Nom vernaculaire Naanaa

Habitat et culture

Le genre Mentha se trouve dans les régions tempérées d’Eurasie, d’Afrique,
les parties nord, ouest et est de I’Europe, ainsi qu’en Turquie et en Russie. La menthe
est utilisée comme plante medicinale et aromatique depuis I’Antiquité, dans les
cultures occidentales et orientales.

Des études sur les valeurs thérapeutiques de la menthe et des huiles de menthe ont été
rapportées ; ceux-ci sont stomacaux, carminatifs, antispasmodiques, stimulants,
anestheésiques  locaux, anti-inflammatoires,  diurétiques,  anthelmentiques,
antibactériens, antifongiques et antioxydants. Les usines de menthe produisent un
certain nombre d’huiles essentielles commercialement valables a savoir. Huile de
menthe verte (huile de M. spicata), huile de menthe poivrée (huile de M. piperita),

huile de menthe de mais (huile de M. canadensis) et huile de Pennyroyal (huile de M.
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pulegium). Les rendements en huile des plantes de menthe varient considérablement
selon les saisons, les conditions culturelles, la situation géographique et la

composition génétique (espéeces, sous-especes, cultivar) [20].

Figure 3 : présentation de la plante Mentha spicata.

IV.  Conclusion
Les Lamiacée particulierement retrouvées sur le pourtour méditerranéen. Elles sont
connues et utilisées en thérapeutique depuis des centaines d'années. Les propriétés et
utilisations des lamiacées sont trés nombreuses, en usage médicinal ou culinaire
surtout. Les lamiacées donnent de nombreuses plantes médicinales, dont toutes les
parties peuvent souvent étre exploitées.  Plusieurs d'entre-elles peuvent étre
transformées en huile essentielle. Nous présentons dans le chapitre Il un rappel

bibliographique sur les huiles essentielles et les composés phénoliques.
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l. Introduction
Les substances actives Sont des composés chimiques synthétisés par les plantes
(métabolites secondaires) ; exercent des fonctions de défense contre les prédateurs et
les agents pathogénes et possédent des propriétés biologiques et thérapeutiques. Dans
cette recherche, on s’intéresse a 1’etude des propriétés des huiles essentielles et les
composés phénoliques dans les plantes choisie.

1. Les huiles essentielles

Une huile essentielle est définie comme le produit obtenu d’une plante ou

certaines parties de celui-ci par hydrodistillation, distillation a la vapeur, distillation
seche ou par un procédé mécanique approprié sans chauffage (par exemple pour les

agrumes) [1].

Ce sont des liquides huileux aromatiques, volatils, caractérisés par une forte
odeur, souvent colorés, et généralement avec une densité inférieure a celle de I'eau. lls
peuvent étre synthétisés par tout organe végétal (fleurs, bourgeons, graines, feuilles,
brindilles, écorces, herbes, bois, fruits et racines) et stockés dans des cellules
sécretoires, des cavités, des canaux, des cellules épidermiques ou des trichomes
glandulaires [2], [3].

Les huiles essentielles ne représentent qu'une petite fraction de la composition
de la plante. Néanmoins, elles conférent les caractéristiques par lequel les plantes
aromatiques sont utilisées dans I'alimentation, le domaine de la cosmétologie et les

industries pharmaceutiques [4].
I1.1. Composition chimique des huiles essentielles

Sur le plan chimique, les HE sont des mélanges de structure extrémement
complexes, pouvant contenir plus de 300 composés différents. Ces substances sont
des molécules trés volatiles appartenant pour la grande majorité a la famille des
terpénes comme les monoterpénes (myrcéne, B-pinéne, vy-terpinene) et les

sesquiterpénes (B-caryophylléne, a-humuléne, 3- bisabolene) [5].

e Lesterpenes

Les terpenes sont des hydrocarbures naturels, de structure cyclique ou de

chaine ouverte. Leur particularité structurale la plus importante est la presence dans
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leur squelette d’unites isoprénique a 5 atomes de carbone (CsHg). Ils sont subdivises
selon le nombre d’entites isoprénes en monoterpénes formés de deux isoprénes
(C10H16), les sesquiterpenes, formés de trois isoprénes (CisHz4), les diterpénes, formés
de quatre isoprénes (CyoHsy). Les tetraterpenes sont constitués de huit isoprénes qui
conduisent aux caroténoides. Les polyterpenes ont pour formule générale : (CsHg) n
ou n peut étre de 9 a 30 ; Les térpénoides sont des terpénes avec une ou plusieurs

fonctions chimiques (alcool, aldéhydes, cétone, acide) [6].

Isopréne (2méthylbuta-1,3-diéne)

e Les monoterpénes

Sont volatils, entrainables a la vapeur d’eau, d’odeur souvent agreable et
representent la majorité des constituants des HE, parfois plus de 90%. lls peuvent etre
acyclique (myrcene, o-cyméne), monocyclique (terpinene, p-ciméne) ou bicyclique
(pinéne, sabinene). A ces terpenes se rattachent un certain nombre de substances a

fonction chimique :

- Alcools : géraniol, menthol.

- Aldéhydes : géranial, citronellal, sinsenal.

- Cétones : carvone, menthone, f-vétinone.

- Esters : acétate de géranyle, acétate de linalyl, acétate de cédryle, acétate a-terpinyle

- Peroxydes : ascaridol, allicine [7].
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’ OH
S H-OH (o)
CH-OH
N

Géraniol Citronellol Linalol Carvone
y-Terpinéne a-Pinéne Borneol Camphre

Figure 4 : Monotérpénes acycliqus et cycligues rencontrés dans les huiles

essentielles.

e Les sesquiterpénes

il s’agit de la classe la plus diversifiee des terpenes. Elle contient plus de 3000
molécules comme par exemple : B-caryophylléne, B-bisaboléne, a-humuléne, a-

bisabolol, farnesol [8].

H OH
OH )
Farnésol Cadinéne p-Bisabolol
—
p-Caryophylléne B-sélinéne B-Elémeéne

Figure 5 : Sesquiterpenes rencontrés dans les huiles essentielles.

e Composés aromatigues

Les dérivés du phénylpropane (Cgs-C3) ou composes phenoliques s’agissant le
plus fréquemment des allyl- et propénylphénols, parfois des aldéhydes. La
biosynthése par voie phenylpropanoides débute par des aromatiques que sont la
phénylalanine et la tyrosine, Ils sont generalement caracterises par la presence d’un
groupement hydroxyle fixe a un cycle phenyle. Egalement, la synthese de ces
constituants necessite une seric d’acides dont 1’acide shikimique et 1’acide

cinnamique. Les phenylpropanoides sont moins repondu dans I’HE que les terpénes,
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néanmoins elles sont caractéristiques dans certaines huiles essentielles d’Apiaceae :

(anis, fenouil, persil, cannelles (eugénole, myristicine, asarones, cinnamaldéhyde) [8].

o
= - =0
o]
-
OCH3y Qf'LO
OCH3 CH

OCH,4 NH,
E-Anéthol Eugénol Anisaldéhyde Antrhanilate de méthyle
MeO, —0
O
. OCH,
OCH;  HsCO o
OH o/ OCH,
Cinnamate de méthyle Vanilline Apiole Méthylchavicol

Figure 6 : Phénylpropanoides rencontrés dans les huiles essentielles.

o (Composes d origine diverses

I s’agit de produits resultant de la transformation de molecules non volatiles

(composes issus de la dégradation d’acides gras ou d’autres composés).

Ces composés contribuent souvent aux arémes de fruits. Compte tenu de leur mode de
préparation, les concrétes et les absolues peuvent en renfermer ces types de composés.
Il en est de méme pour les huiles essentielles lorsqu’elles sont entrainables par la

vapeur d’eau [8].
I1.2. Les techniques d’extractions des huiles essentielles

e Extraction par Hydrodistillation

Elle est de loin le procéde le plus répondu, car il convient a la majorite des
plantes c’est la méthode normée pour ’extraction d’une huile essentielle, ainsi que

pour le controle de qualité.

Le procéde consiste a immerger la matiére premiere végétale dans un bain
d’eau. L’ensemble est ensuite port¢ a ¢ébullition généralement a pression
atmosphérique, et comme les HE sont insolubles dans 1’eau mais soluble dans la

vapeur, lorsqu’on envoie de la vapeur d’eau sur la plante, elle se charge au passage
des huiles [9].
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La chaleur permet I’éclatement et la libération des molécules odorantes
contenues dans les cellules végétales. Ces molecules aromatiques forment avec la
vapeur d’eau, un mélange azeotropique. Sachant que la température d’ébullition d’un
mélange est atteinte lorsque la somme des tensions de vapeur de chacun des
constituants est égale a la pression d’évaporation, elle est donc inferieure a chacun des
points d’ebullition des substances pures. Ainsi le mélange azéotropique « eau + huile
essentielle » distille & une température égale 100°C a pression atmospheérique alors
que les temperatures d’ebullition des composes aromatiques sont pour la plupart tres
elevees, la vapeur d’eau ainsi restée de ces essences est envoyée dans un
compartiment pour y refroidir. La, la vapeur redevint donc liquide et les huiles s’en

desolidarisent (elles flottent a la surface). On les recupere alors par decantation [10].

Condenseur
Colonne de distillation

Huile essentielle

Phase aqueuse

Vase florentin

Réacteur——— >

Matériel végétal e Eau

Plaque chaufhnte —- ; / %

[ @ @&F

Figure 7 : Schéma du procédé d’extraction par hydrodistiltion

o Entrainement a la vapeur d’eau

L’entrainement a la vapeur d’eau est I’une des methodes officielles pour
I’obtention des huiles essentielles. A la difference de I’hydrodistillation, cette

technique ne met pas en contact direct I’eau et la matiere vegetale a traiter.

Le but de cette méthode est d'emporter avec la vapeur d'eau les constituants
volatils des produits bruts. La vapeur détruit la structure des cellules végétales, libére
les molécules contenues et entraine les plus volatiles en les séparant du substrat
cellulosique. La vapeur, chargée de l'essence de la matiére premiére distillée, se
condense dans le serpentin de I'alambic avant d'étre récupérée dans un essencier (vase
de décantation pour les huiles essentielles). Les parties insolubles dans l'eau de

condensation sont décantées pour donner I'huile essentielle. La partie contenant les
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composés hydrosolubles est appelée eau de distillation (ou hydrolat ou eau florale).
On recueille alors un melange de composition défini de ces deux produits [11].

Condenseur
-

Cohobage Huile essentielle

Alambic ———

Matériel végétal

Phase aqueuse

Vase florentin

Chaudiére —

s S
SRR ARy

Figure 8 : Schéma d’extraction par entrainement al vapeur.
11.3. Méthodes d’identification des huiles essentielles

e La Chromatographie en Phase Gazeuse (CPG)

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est une methode d’analyse par
separation qui s’applique aux composes gazeux ou susceptibles d’etre vaporises par
chauffage sans decomposition. La CPG est la technique usuelle dans 1’analyse des
huiles essentielles. Elle permet d’operer la separation de composes volatils de
melanges tres complexes et une analyse quantitative des resultats a partir d’un volume

d’injection reduit [12].

La CPG est aussi une méthode d’analyse. En effet, les temps de rétention
peuvent donner une information sur la nature des molécules et les aires des pics
fournissent une gquantification relative. Depuis peu de temps, la quantification relative
par CPG est remise en cause. En effet, I’utilisation des detecteurs les plus repandus a
ionisation de flamme (DIF) et/ou de spectrométrie de masse (DSM), ne donnent pas
un facteur de réponse unique. Pour certaines familles de composés chimiques, il peut
y avoir une erreur relative pouvant atteindre 60%. En effet, le squelette et surtout la
composition élémentaire des constituants organiques influent sur le facteur de
réponse. Ainsi des méthodes de quantification réelle avec étalons interne et externe
qui sont quasiment les seuls utilises aujourd’hui et developpees pour repondre aux
exigences de la pharmacie, la cosmetique, I’agro-alimentaire et surtout le domaine de

la recherche scientifique [13].
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Pour chacun des composés, deux indices de rétention polaire et apolaire, peuvent étre
obtenus. IIs sont calcules a partir des temps de retention d’une gamme etalon

d’alcanes ou plus rarement d’esters methyliques lineaires, a temperature programme

(indice de rétention) [14].

e Le couplage Chromatographie en Phase Gazeuse/Spectrométrie de Masse

(CPG/SM)

D’un point de vue analytique, d’importants progres ont ete realises en couplant
la CPG avec des appareils tels que le spectrometre de masse (SM). La CPG couplée a
la SM est la technique de routine la plus utilisee pour 1’analyse des huiles essentielles.
Le principe de la spectrométrie de masse consiste a bombarder a ’aide d’electrons
une molecule qui sera fragmentée; les différents fragments obtenus, chargés
positivement, constituent le spectre de masse de cette molécule. Trés souvent, le
spectre de masse est caracteristique d’une molecule donnee et, en theorie, il est donc
possible d’identifier un compose en comparant son spectre a ceux de composés de
référence, contenu dans des bibliothéques de spectres informatisées commerciales
[15].

Dans la pratique, [’utilisation conjointe de la spectrometrie de masse
(utilisation conjointe de banques laboratoire et littérature) et des indices de rétention
calculés sur deux colonnes de polarite differente en CPG, permet, en general
I’identification d’un grand nombre de constituants dans les mélanges complexes tels

que les huiles essentielles [16],[17].

Il existe d'autres méthodes d’analyse, qui ont pour objet l'identification
qualitative et quantitative, des différents constituants d'une huile essentielle on cite :
I’HPLC, ’'RMN, I’'IR.

Il. Les composes phénoliques

Les composés phénoliques, ou polyphénols sont des phytomicronutriments
synthétisés par les végétaux et qui appartiennent a leur métabolisme secondaire. Ils
participent a la défense des plantes contre les agressions environnementales [18]. Ces

molécules jouent un réle majeur au niveau de la croissance des végétaux et dans la
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lutte contre des agents pathogenes et des infections. La couleur des fruits, des fleurs et
des feuilles est une des caractéristiques d’une sous-classe des flavonoides [19].

Les polyphénols, qui forment une immense famille de plus de 8000 composés
naturels, sont divisés en plusieurs catégories: les flavonoides qui représentent plus de
la moitié des polyphénols; les tanins qui sont des produits de la polymérisation des
flavonoides; les acides phénoliques, les coumarines, les lignanes et d’autres classes

existent en nombres considérables [20].

L’¢élément structural fondamental qui caractérise les composés phénoliques est la
présence d’au moins un noyau benzénique auquel est directement li¢é au moins un
groupement hydroxyle ainsi que des groupes fonctionnels (ester, méthyle ester,
glycoside...) [21].Les composés phénoliques sont commodément classes selon le
nombre d’atomes de carbone dans le squelette de base [22].

I11.1. Classification

e Flavonoides

C’est le groupe le plus représentatif des composés phénoliques. Ils sont formes
d’un squelette de base a 15 carbones (Cs-C3-Cg). Ces composes existent sous forme
d’aglycones (génines) ou sous forme de glycosides et plus de 4000 structures sont
connues a ce jour [23] .On peut remarquer ici que :

e Les flavones sont des 2-phénylchromones, incolores ;

e Les isoflavones sont des 3-phénylchromones, beaucoup moins répandues que

les flavones ;

e Les flavonols sont des 3-hydroxyflavones. Ce sont des pigments végétaux que

I’on trouve souvent sous forme de glycosides ;

e Les flavanones sont des 2,3-dihydroflavones ;

e Les chalcones sont des isomeres des flavanones avec ouverture du noyau

pyronique entre les positions 1 et 2 ;

e Les anthocyanidols sont des dérivés réduits des flavonols avec formation d’un

oxonium ;

e Les flavanes ou catéchines sont egalement des produits de réduction, au

moins formellement, des flavonols.

Les flavonoides les plus étudiés appartiennent aux groupes des flavones, des

flavonols, en particulier, la quercétine et son hétéroside la rutine, mais aussi a ceux
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des flavanes, flavanones et chalcones. [23]. Les principaux aglycones sont représentés
dans la figure 9. Tous les flavonoides peuvent étre regroupés en une douzaine de

classes selon le degré d’oxydation du noyau pyranique central [24].
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Figure 9 : Les principaux aglycones des flavonoides.

e Anthocyanosides

Ce sont des pigments vacuolaires rouges, roses, mauves, pourpres, bleus ou
violets de la plupart des fleurs et des fruits [24].1ls sont caractérisés par 1’engagement
de I’hydroxyle en position 3 dans une liaison hétérosidique (les anthocyanosides).
Leurs génines (les anthocyanidols) sont des dérivés du cation 2-phényl-
benzopyrylium plus communément appelé cation flavylium. Ces pigments
représentent des signaux visuels qui attirent les animaux pollinisateurs (insectes,
oiseaux) [25].

e Tannins

Cette classe désigne le nom général descriptif du groupe des substances
phénoliques polymériques, ayant une masse moléculaire compris entre 500 et 3000
qui présente, a coté des réactions classiques des phenols, la propriété de précipiter les
alcaloides, la gélatine et d’autres protéines [26].

Les tannins sont caractérisés par une saveur astringente et sont trouvé dans toute les

parties de la plante: 1’écorce, le bois, les feuilles, les fruits et les racines [27]. On
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distingue deux groupes de tannins différents par leur structure et par leur origine
biogénétique :

e Tannins hydrolysables

Ils sont des oligo ou des polyesters d’un sucre et d’'un nombre variable d’acide
phénol. Le sucre est tres genéralement le D-glucose et 1’acide phénol est soit 1’acide
gallique dans le cas des gallotannins soit 1’acide ellagique dans le cas des tannins
classiquement dénommeés ellagitannins [24].

e Tannins condensés ou tannins catéchigues ou proanthocyanidols

lIs se différent fondamentalement des tannins hydrolysables car ils ne possedent
pas de sucre dans leur molécule et leur structure est voisine de celle des flavonoides.
11 s’agit des polyméres flavaniques constitués d’unité de flavan-3-ols liées entre elles
par des liaisons carbone- carbone. Les proanthocyanidols ont été isolés ou identifiés
dans tous les groupes végétaux, Gymnospermes et Fougeres [21].

e Acides phénoligues et phénols simples

Le terme d’acide phénol peut s’appliquer a tous les composés organiques
possédant au moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. En
phytochimie, I’emploi de cette dénomination est réservé aux seuls dérivés des acides
benzoique et cinnamique.

e Acide phénoliques dérivés de [’acide benzoique

Les acides phénols en C6-C1, dérivés hydroxylés de 1’acide benzoique, sont trés
communs, aussi bien sous forme libre que combinés a 1’état d’ester ou d’hétéroside.
L’acide gallique et son dimere (I’acide hexahydroxydiphénique) sont les éléments
constitutifs des tannins hydrolysables. D’autres aldéhydes correspondants a ces
acides, comme la vanilline, est tres utilisé dans le secteur pharmaceutique [24].

o Acide phénoliques dérivés de [’acide cinnamique

La plupart des acides phénols en C¢-C3 (acides p-coumarique, caféique, férulique,
sinapique) ont une distribution trés large; les autres (acides o-coumarique, o-
férulique) sont peu fréquents [24]. Les acides cinnamique et caféique sont des
représentants communs du groupe de dérivés phénylpropaniques qui différe par son
degré d’hydroxylation et de méthoxylation [28].

e Phénols simples

Tels que le catéchol, guaiacol, phloroglucinol... sont plutdt rares dans la nature a

I’exception de I’hydroquinone qui existe dans plusieurs familles (Ericaceae,
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Rosaceae...). Les deux phénols hydroxylés, le catéchol avec deux groupes OH et le
pyrogallol avec trois ont été montré pour sa toxicité vis-a-vis des microorganismes
[18],[28].

e Coumarines

Les coumarines qui sont aussi les dérivés de Cs-Cgs, appartiennent au groupe des
composés connus par des benzo-a-pyrone [29]. Et toutes sont substituées en 7 par un
hydroxyle. Elles se trouvent dans la nature soit a 1’état libre ou bien combiné avec des
sucres. Elles sont responsables de I'odeur caractéristique du foin [28].

Ce sont des composés oxygénés qui correspondent a 1’oxydation de dérivés
aromatiques avec deux substitutions cétoniques. Elles sont caractérisées par un motif
1,4-dicéto cylohexa-2,5- diénique (para-quinones) ou, éventuellement, par un motif
1,2-dicéto cyclohexa-3,5-diénique (ortho-quinones) [24].Elles sont ubiquitaire dans la
nature, principalement dans le regne végétal et sont fortement réactives [28].

o Stilbene

Les membres de cette famille possedent la structure Cg-C-Cg comme les
flavonoides, ce sont des phytoalexines, composés produits par les plantes en réponse a
I'attaque par les microbes pathogénes fongiques, bactériens et viraux. Les sources
principales des stilbenes sont les raisins, les vins, le soja et les arachides [30].

e Lignanes

Ce sont des composés dont la formation implique la condensation d’unités
phénylpropaniques (Cs-C3). Leur distribution botanique est large, plusieurs centaines

de composés ont été isolés dans environ soixante dix familles.
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Tableau 4 : Principales classes des composés phénoliques

Squelette Classe Structures de base Exemple Origine
carboné
OH
Cs Phénols simples 1 Catechol
COOH
Ces-Cy Acides p-Hydroxybenzolque Epices, fraise
hydroxybenzoiques
OH
HO._.O acide Caféique
Acides _ Pomme,
Cs-Cs hydroxycinnamique OH scopolétine, esculétine P. de terre
coumarines
o)
L
Naphtoquinones Juglone Noix
Or
Ce-C,-Cs Stilbénes Q O Revératol Vigne
Flavonoides
e Flavonols Quércétine, kaempférom Fruits,
Ce-C3-Cs e Anthocyanes Cynidine,pélargonidine legumes
e Flavanols Catéchine,epicatéchine fleur
e Flavanones

Isoflavonoides

Naringénine

Déidzéine

Fleure,fruits
rouges
Pomme,raisin
Citrus

Soja,pois

asuivre ... 24
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(Ce-Co) Lignanes O Pénorésinol pin
- Bois, Fruits A
(Ce-Ca) Lignines e Entérodsiol noyau

(Ce-C3-Co)n, Tanins condensés Procyanidol Raisin

rouge,Kaki

I11.2. Rdle et intérét des composes phenoliques

e Chez les végétaux

Les composés phénoliques peuvent intervenir dans certains aspects de la
physiologie de la plante (lignification, régulation de la croissance, interactions
moléculaires avec certains microorganismes symbiotiques ou parasites...), dans les
interactions des plantes avec leur environnement biologique et physique (relations
avec les bactéries, les champignons, les insectes, résistance aux UV); soit directement
dans la nature soit lors de la conservation aprés récolte de certains végétaux; dans les
criteres de qualité (couleur, astringence, amertume, qualités nutritionnelles...) qui
orientent les choix de I'hnomme dans sa consommation des organes végétaux (fruits,
légumes, tubercules...) et des produits qui en dérivent par la transformation; dans les
variations de certaines caractéristiques des végétaux lors des traitements
technologiques (préparation des jus de fruits, des boissons fermentées...) pendant
lesquels apparaissent fréquemment des brunissements enzymatiques qui modifient la

qualité du produit fini [31].
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e Chez les humains

Le r6le des composés phénoliques est largement montré dans la protection contre
certaines maladies en raison de leur interaction possible avec de nombreuses enzymes
et de leurs propriétes antioxydantes . Spécifiqguement, on attribue aux flavonoides des
propriétés variées: veinotonique, antitumorale, anti-radicalaire, anti-inflammatoire,
analgésique, antiallergique, antispasmodique, antibactérienne, hépatoprotectrice,
estrogenique et/ ou anti-estrogénique. Ils sont également connus pour moduler
I“activit¢ de plusieurs enzymes ou de récepteurs cellulaires. Les flavonoides
favorisent la relaxation vasculaire et empéchent l'agglutinement des plaquettes
sanguines. Par conséquent, ils réduisent la coagulation du sang et le rendent plus
fluide. Ils limitent I'oxydation des lipides sanguins et contribuent a la lutte contre les
plaques d'athérome. Ils sont aussi anxiolytiques et protéges nos arteres contre
I'athérosclérose et réduit la thrombose (caillots dans les arteres) [31]. Les exemples de
quelques composes phénoliques et de leurs activités biologiques sont récapitulés dans

le tableau 5.
Tableau 5 : Propriétés biologiques des quelques poly phénols dans 1’organisme [31].

Polyphénols Activités biologiques

Acide phenols Antibactérienne ; antiulcéreuses, antiparasitaires, antifongiques,

antioxydantes

Protectrices vasculaires, antiinflammatoires, antiparasitaires

Coumarines analgésique , et anti oedémateuse

Flavonoides

Anthocyanes

Proanthocyanidines

Tanins
Lignanes
Saponines

Phytostérols

Antitumorales ,antiparasitaires,antibactériennes,anticarcinogénes,an
tiinflammatoires,analgésiques ,hypotenseurs,antivirales,diurétiques,
ostéogénes,antioxydentes,antiatherogéniques,antithrombotiques,ant
iallérgiques

Protectrices capillaro-veineux,antioxydants

Effets stabilisants sur la collagéne,antioxydants ,antitumorales,
antifongiques , anti inflammatoires

Antioxydantes

Antiinflammatoires , analgésiques

Antitumorales , anticancérigénes

Agent de protection contre le cancer du colon chez I’homme
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V. Conclusion
Les principes actifs des plantes médicinales sont des substances contenues dans

le végetal. Les médicaments puisent leur principe actif du végétal en 1’isolant et en le
synthétisant. La synergie des composes chimiques (molécules actives) donne a la plante
toutes ses propriétés biologiques et thérapeutiques dont nous montrerons certains

d'entre eux dans le chapitre suivant .
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. Activité anti-oxydante
Introduction

Au cours de ces dernicres années, avec l’expansion d’une grande partie du
commerce des produits alimentaires ont de plus en plus recours a I’ajout d’importants
additifs aux aliments ; certains additifs sont devenus indésirables en industrie pour

améliorer la conservation des aliments comme conservateurs et antioxydants [1].

Du point de vue biologique, les antioxydants sont toute substance présente a
concentration faible par rapport celle du substrat oxydable et qui peut retarder ou
empécher I’oxydation des substrats biologique [2]. Un antioxydant alimentaire idéal
doit étre soluble dans les graisses, efficace a faible dose et non toxique, n’entrainant ni
coloration ni odeur, ni saveur indésirable, résistant aux processus technologiques et

stable dans les produits fini [2].

Le stress oxydant est lié a de nombreuses pathologies, par exemple
I’athérosclérose, les cancers, le diabete de type 2, les maladies neurodégénératives et
rhumatismales. C’est pour cela que la recherche sur les antioxydants dans les plantes
s’est beaucoup développée ces dernieres années, afin de permettre de trouver les
meilleurs antioxydants possibles dans I’espoir de protéger notre santé et méme guérir

ces différentes maladies.
I.1. Activité anti-oxydante et leur mécanisme d’action

Le stress oxydatif est caractérisé par un déséquilibre entre la production des
espéces radicalaires et les capacités de défense antioxydante de I’organisme. [3].La
production d’especes réactives de 1’oxygene est utile mais peut étre néfaste pour
I’organisme lors d’une production excessive et en ’absence de mécanismes de

défense.

Les especes réactives de I’Oxygene réagissent avec de nombreuses molécules, ce
qui entraine certaines modifications de ces derniéres. Elles perdent alors leur activité
au sein de la cellule et cela a un impact sur le fonctionnement cellulaire

physiologique.
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L'oxydation d'un aliment est due & molécules appelées : radicaux libres. Ces
radicaux libres sont en fait des molécules instables car elles ne répondent plus a la
regle de l'octet. En effet, les forces initialement exercées ne sont plus les mémes, par
conséquent la stablilité¢ de l'atome se trouve également modifiée. On a alors des
radicaux libres qui vont chercher a respecter les regles de I'octet, pour se faire les
radicaux libres vont chercher un électron sur la couche externe d'un autre atome ou
d'une autre molécule. Qui conduit par conséquent a la perte de la qualité et de la
sécurité des aliments Selon Gazzani et son équipe, (1998) [4], un antioxydant peut
étre défini comme "toute substance qui est en petites quantités, capable d'empécher ou
de retarder 1’oxydation de substrat et ces antioxydants sont a des concentrations plus

basses que les matieres oxydables a protéger ". Les antioxydants peuvent étre
d’origine synthétique ou naturelle. Ce dernier sont soit synthétisés par le processus du
métabolisme dans le corps humain ou sont complétés par d’autres sources naturelles,
et ’activité des antioxydants naturels dépend du mécanisme d’action et leurs

propriétés physiques et chimiques [5].

Au bout des dernieres années les antioxydants commerciaux utilisés étaient des
Antioxydants synthétiques (figure 10) tels que le Butylhydroxyanisole (BHA),
Butylhydroxytoluéne (BHT), le Tertiobutylhydroquinone (TBHQ) et le propylgallate
(PG) car son stable et peu couteux, mais en raison des risques toxicologiques
potentiels de ces molécules antioxydantes, leurs utilisations sont remises en cause et
des recherches d’alternatives naturelles sont effectuées [6].

De nombreux polyphénols d’origine végétale : vitamine E (d-tocophérol),
flavonoides et flavones, caroténoides et vitamine C (acide L-ascorbique) sont des
antioxy dants naturels disponibles (Figure 11). Certains d’entre eux (f-caroténe,
lycopéne...) sont utilisés comme colorants [7].

Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de
I’oxygene singulier, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente,

la réduction de radicaux ou de peroxydes, la chélation des métaux de transition [8].
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Figure 11 : Principaux composés naturels (ou synthétisés) possédant des propriétés
antioxydantes [7].

Afin d’utiliser les HEs et les composés phénoliques en tant qu’antioxydants

alimentaires, il convient d’évaluer leur efficacité antioxydante. dans ce contexte nous

nous sommes donc intéressés a 1’étude de 1’activité antioxydante des extraits des trois

plantes (O.basilicum ; T.algeriensis et M.spicata ) par le test du radical libre DPPH, le
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test du radical cation ABTS ,test du FRAP (Ferric reducing antioxidant power) et le
test du phosphomolybdate.

|1.2. Teste de DPPH

Le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle est un radical libre stable qui agit en se
combinant avec d’autres radicaux libres. Ce composé a été 1’un des premiers radicaux
libres utilisés pour étudier la relation structure-activité des composés. Il s’agit d’un
test largement utilisé car il est simple et relativement reproductible [9]. Le DPPH
présente une coloration violette sombre mais lorsqu'il est piégé par des substances
antioxydantes sa couleur vire vers le jaune péle, le virage vers cette coloration et
I'intensité de cette coloration dépend de la nature, la concentration et la puissance de
la substance anti-radicalaire [10], ce test est généralement utilisé pour les composés,
qui contiennent les groupements donneurs d’hydrogene, comme R2-NH, R-OH et R-
SH. Lorsque le DPPHe. réagit avec un antioxydant, un atome d’hydrogéne vient se
fixer sur le radical, ce qui entraine une perte de couleur (Figure 12). C’est ce qui

permet le suivi de I’efficacité d’un antioxydant par spectrophotométrie [11].

Antioxydant
NO; N—N > NO, NH—N
H
NO, NO,

Figure 12 : Réduction du radical DPPH en présence d’antioxydant.

L’évaluation de ’activité antioxydante peut €tre exprimée ensuite par mesurer
le paramétre EC 50% qui correspond la quantité d’antioxydant nécessaire pour
réduire 50% de la concentration initiale de DPPH . Plus la valeur ECs,% est petite

plus la molécule est antioxydante.

Plusieurs facteurs peuvent entrer en jeu lors de la réaction, en particulier les

conditions de la réaction (temps, rapport antioxydant/DPPH’, type de solvant, pH).
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Le test s’effectue a température ambiante afin d’éviter tout risque de dégradation

thermique des molécules thermolabiles [12].
1.3. Test ’ABTS

Le radical cation de 1’acide 2,2-azinobis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)
(ABTS) est stable sous sa forme libre, de coloration bleu vert possédant une forte
absorption dans I’intervalle 600-750 nm, ce qui permet un suivi relativement simple

par spectrophotométrie.

Ce radical est facilement formé a partir de 1’acide correspondant par oxydation en
présence de persulfate de potassium. D’autres oxydants peuvent étre utilisés, tels que
le dioxyde de manganése (MnO,).Ce radical est utilisé pour évaluer le pouvoir
antioxydant de fluides biologiques, de mélanges complexes ou de composeés purs. |l
est capable de réagir avec des antioxydants classiques de Type phénols et thiols, mais
aussi avec tout composé donneur d’hydrogene ou d’électron [13].

L’ABTS absorbe a 734 nm et lors qu’il est réduit, il vire du vert foncé au vert
clair. Le pouvoir antioxydant d’un échantillon sera proportionnel a la variation de la
couleur du radical [14]. Le potentiel donneur d’hydrogéne d’un échantillon est le plus
souvent exprimé par le paramétre ECs0% qui correspond a la concentration

d’antioxydant nécessaire pour réduire de 50% la concentration initiale d’ABTS °.

—
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Figure 13 : Formation et piégeage du radical ABTS *" par un antioxydant donneur de

o

H
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I.4. Test du pouvoir réducteur (Ferric reducing antioxidant power)

Le pouvoir réducteur des échantillons a été déterminé selon le procédé d’Oyaizu,
1986 ; dont le principe de ce test est base sur la réaction chimique suivante [15].
Fe (Il1) —— Fe (1)
Fe ®*/ferricyanide + Extrait — Fe?*/ferricyanide + Extrait

La présence des réducteurs dans les extraits des plantes provoque la réduction
de Fe*'/ complexe ferricyanide a la forme ferreux. Par conséquent, Fe** peut étre
¢valué en mesurant et en surveillant I’augmentation de la densité de la couleur bleu
dans le milieu réactionnel a 700 nm. En d’autre terme, le systéme FeCls/ K3Fe(CN) ¢
confére a la méthode la sensibilité pour la détermination « semiquantitaive » des
concentrations des polyphénols, qui participent a la réaction rédox [16] ; Le pouvoir
antioxydant des extrais est comparé a la vitamine C comme antioxydante synthétique
dont I’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que les échantillons. Une
augmentation de I’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur
des extraits testés [17].

I.5. Test de Phosphomolybdate

L'analyse de Molybdate Phosphate est un essai direct qui on emploi
principalement pour mesurer la possibilité et la puissance des antioxydants non
enzymatique.

La méthode de Prieto et autres a été employée pour évaluer la capacité réductrice
des extraits phénoliques et d’H.E des plantes [18]. Cette méthode est basée sur la
réduction du molybdene de 1’étage d’oxydation (VI) a I’é¢tage d’oxydation (V) en
présence de I’antioxydant. Cette réduction, se matérialise par la formation d’un
complexe verdatre a un pH acide détectable dans le visible a 695 nm. Le potentiel
antioxydant est exprimé en termes de capacité antioxydante équivalente d'acide
ascorbique (AEAC).

1. Activité antibactérienne

Un microbe, ou micro-organisme, fait partie d’un groupe large et extrémement
divers d’organismes. Ces organismes sont regroupés sur la base d’une seule propriété
: 1ls sont si petits qu’ils ne peuvent €tre visualises sans I’aide d’un microscope. Les
microbes sont indispensables a la vie. Parmi leurs nombreux roles, ils sont nécessaires

au cycle géochimique et la fertilité de sols. Ils sont utilisés pour produire des aliments
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ainsi que des composants pharmaceutiques et industriels. D’un autre cote, ils peuvent
étre la cause de nombreuses maladies végétales et animales et des contaminations
alimentaires. Enfin les microbes sont largement utilisés dans les laboratoires de
recherche pour étudier les processus cellulaires [19].

Elles présentent de nombreuses formes : coques (diplocoques, amas, chainette)
bacilles (droits, incurvés spiralés). Ces formes sont dues a la structure de la paroi
peptidoglycane et au mode de septation propre a chaque espece bactérienne.

Les bactéries peuvent étre groupées en deux catégories selon la méthode de coloration
de Gram, méthode qui tient son nom du bactériologiste danois Hans Christian Gram.
Le protocole consiste a utiliser une coloration au violet de gentiane puis une
décoloration a 1’alcool-acétone. En raison de leur épaisse paroi de peptidoglycane
(Figurel4), les bactéries Gram positif garde la coloration violette. Les bactéries Gram
négatif, avec une paroi plus fine et plus perméable a la décoloration, perdent la
couleur violette. Elles seront révélées avec de la fuscine et apparaitront teintées en

roSeE.

Gram - Gram +
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Figure 14 : Comparaison des parois des bactéries Gram - et Gram+

Paroi
10ed

Actuellement, la maitrise des infections bactériennes et fongiques devient
complexe a cause d’une utilisation anarchique, inadéquate et abusive des antibiotiques
en santé humaine et animale. L’émergence de bactéries et de champignons résistants a
de nombreux antibiotiques conventionnels pose un grave probléme de santé publique.
Ces agents infectieux multi résistants sont néfastes surtout chez les sujets vulnérables
tels que les enfants, les vieillards et les personnes immunodéprimées. La
problématique de la résistance aux antibiotiques interpelle les communautés

scientifiques car il est important de trouver de nouveaux agents antimicrobiens
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naturels en se réferant aux plantes utilisées dans le traitement de maladies infectieuses
en médecine traditionnelle [20].
I1.1. Milieux de culture
Un milieu de culture est compose d’un mélange de substrats nutritifs (acides
aminés, peptides, bases nucleiques, sucres, etc), d’un systeme tampon pour éviter les
variations importantes du pH, de sels mineraux et de vitamines. Il est possible
d’ajouter d’autres facteurs de croissance (sang, proteines, hemoglobine, vitamines).
IIs sont de nature solide, semi-solide ou liquide.
Parmi les milieux de culture, on distingue :
e Les milieux d’isolement qui sont le plus souvent solides et de composition
simples pour permettre le développement de plusieurs espéces bactériennes.
e Les milieux sélectifs qui favorisent artificiellement la croissance d’une espece
au detriment des autres.
e Les milieux d’identification permettent de mettre en évidence une ou plusieurs
propriétés d’une bactérie pour I’identifier.
11.2. Les cibles bactériennes des antibiotiques
Les cibles des antibiotiques sont impliquées dans les fonctions physiologiques ou
métaboliques de la bactérie. Les antibiotiques peuvent inhiber la biosynthése des
acides nucléiques (ADN et ARN), mais leurs cibles principales sont la paroi cellulaire
et les ribosomes [21].
11.3. Notion du bactériostatique et du bactéricide
Quand I’ATB inhibe seulement la croissance des bactéries, on parle ici de ’effet
bacteriostatique, mais lorsque I’ATB provoque la mort des bactéries on parle de
I’effet bactéricide [22].
o L’effet bactériostatique
C’est une activité bactérienne au cours de laquelle il ne se manifeste aucune
destruction bactérienne, on remarque une inhibition de la croissance bactérienne,
croissance qui reprend dés que la substance disparait.
En limitant la croissance bactérienne, la molécule permet aux défenses naturelles de
L’organisme d’entrer en jeu sans étre dépassées.
L’effet bactériostatiques d’une molécule est évalue par la concentration minimale
inhibitrice. Pour une souche donnée, la CMI est la plus faible concentration inhibitrice

d’antibiotique pour la quelle il n’a plus des germes microbiens visibles [23].
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o L’effet bactéricide
C’est un effet qui se manifeste par une accélération de la mort des bactéries aux
concentrations d’ATB utilisées In vivo ou in vitro; s’il persiste moins de 0,01% de
survivants aprés 18 h de culture [23].
11.4. Méthodes d’étude in vitro de I’activité des antibiotiques
11.4.1. Méthode par diffusion en milieu gelosé et facteurs influencant la
dimension de la zone d’inhibition
A partir d’une source quelconque (dépdt en surface ou dans un puits, disque de
papier buvard préimpregné), un antibiotique diffuse dans un milieu de culture gélosé
en réalisant un gradient de concentration. Apres une phase de latence durant laquelle
la diffusion de I’antibiotique progresse, la multiplication des bactéries va se produire.
Une compétition s’installe alors entre la diffusion de 1’antibiotique a partir de la
source et la croissance des bactéries. La dimension de la zone d’inhibition sera
déterminée par la distance que la concentration inhibitrice d’antibiotique pourra
parcourir avant que soit atteinte une certaine densité microbienne. L’antibiogramme
par diffusion en milieu gélosé est un procédé largement répandu du fait de sa
simplicité. Cependant, la qualité des résultats peut varier en fonction de plusieurs
paramétres qu’il importe de maitriser par une standardisation des méthodes. [24],
[25].
11.4.2. Méthodes par dilution
Selon plusieurs auteurs [24-29].
Les méthodes par dilution permettent une meilleure estimation quantitative de
I’activité antibiotique.
e Dilution en milieu gélosé
La méthode de dilution en milieu gélosé Mueller Hinton nécessite 1’incorporation de
chaque concentration d’antibiotique dans le milieu liquéfié de maniére a avoir une
dilution au dixieme de ’antibiotique dans la gélose. Apres solidification, 1 a 10 pl de
I’inoculum correspondant a chaque bactérie testée, sont déposés en spot sur la surface
de la géelose. La CMI est definie par la concentration minimale d’antibiotique ne
laissant subsister aucune ou, au plus, une a trois colonies aprés 18 h d’incubation a
37°C [25].
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e Dilution en milieu liquide (bouillon)
Les méthodes de dilution en milieu liquide (bouillon Mueller Hinton) sont réalisées
dans des tubes (macro méthode) ou dans des plaques de micro titration (micro
méthode) [25].
Les microméthodes sont plus adaptées a la pratique de I’antibiogramme, grace a une
automatisation possible de la préparation des dilutions d’antibiotiques et de la lecture
des CMI.

o E-test
L’E-test tire profit des avantages du test par diffusion (rapidité et simplicité) et du test
par dilution (obtention d’une valeur quantitative de la sensibilité). Des languettes
contenant chacune un antibiotique spécifique sont disposées sur le milieu de culture.
Les languettes sont graduées afin d’indiquer la CMI de I’antibiotique pour la bactérie
étudiée. [25].

I1l.  Activité anti-cancéreuse

Le cancer représente un probléme majeur de santé publique. Il constitue la
premiére cause de mortalité dans le monde entier. Selon 1’organisation mondiale de la
santé (OMS), environ 13 millions de nouveaux cas de cancer, dont 8 millions de
déces, sont enregistrés chaque année a 1’échelle internationale. Par conséquent, elle
estime que cette maladie ferra 84 millions de morts entre 2005 et 2015 si aucune

mesure n’est prise.

I11.1. Cancer

Le cancer est une maladie multifactorielle qui correspond a une multiplication
anarchique et incontr6lée de certaines cellules normales de I’organisme. Ces cellules
échappent aux mécanises normaux de différentiation, de régulation de leur
multiplication et résistent a la mort cellulaire programmée. Pour qu'un cancer se
développe, la cellule doit accumuler plusieurs mutations dans son génome [30]. Ces
mutations sont le résultat d'agressions par des facteurs environnementaux, ou d'origine
naturelle lors de la division cellulaire. Le cancer se developpe a partir d'une seule
cellule saine en un ensemble de cellules cancéreuses [30], [31].
II est a noter qu’en Algérie la situation est alarmante, les adolescents et les jeunes
adultes agés entre 15 et 39 ans sont de plus en plus affectés par le cancer dont la

consanguinité, 1’alimentation et I’environnement sont les facteurs les plus incriminés.
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Les localisations les plus importantes de ces cancers sont le nasopharynx, le sang, le
cOlon, le rectum et le sein chez la femme [32].

INITIATION PROMOTION PROGRESSION CANCER METASTASE
Substances
chimigues g
Radiations 0(\ a )A@
Virus

Figure 15 : Différentes étapes du cancer [33].

Les cancers different selon les caractéristiques des tumeurs: tumeur bénigne,
maligne ou métastasique, et aussi selon leurs origines tissulaires. Selon le tissu
touché, on peut subdiviser les cancers en 3 groupes [34].

111.2. La cellule cancéreuse

La cellule cancéreuse va au cours de son développement acquérir une série de
capacités que ne possedent pas les cellules normales. En 2000, R. Weinberg et D.
Hanahan ont suggéré que ’apparition de cellules cancéreuses passe par 1’acquisition
d’au moins six propriétés [35].
- Indépendance vis-a-vis des signaux stimulant la prolifération : Normalement, les
cellules ne se divisent que lorsqu'elles recoivent un stimulus particulier mais dans les
tumeurs, les cellules n’ont plus besoin de ce signal a cause de 1’expression accrue et
continue des genes de la prolifération cellulaire.
- Insensibilité aux signaux inhibiteurs de la prolifération cellulaire.
- Abolition de I’apoptose ou mort cellulaire programmée. En cas de stress ou
d’anomalie ne pouvant pas étre ¢liminée, une cellule normale se suicide en utilisant
I’apoptose. Les cellules tumorales ont inactivé tous ces mécanismes pour mieux
survivre.
- Capacité proliférative illimitée : le nombre usuel de divisions cellulaires pour une
cellule humaine est de 50 a 60, aprés quoi elle cesse de pouvoir se diviser. Les

cellules tumorales continuent de se diviser sans limite visible grace a ’activité de la
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télomérase qui est fortement active dans toutes les cellules cancéreuses. Les cellules
deviennent immortelles.

- Capacité de susciter I’angiogenese. Les cellules tumorales (et la tumeur) ont un
besoin important en oxygeéne et en nutriments pour survivre. Elles vont donc stimuler
la formation de nouveaux vaisseaux sanguins afin d’alimenter la tumeur.

- Acquisition d’un pouvoir invasif. Les cellules tumorales sont capables de passer a
I’intérieur d’un vaisseau sanguin afin d’étre transportées dans un autre organe ou elles
vont générer une seconde tumeur.

De maniere générale, les cancers résultent de mutations de I’ADN de certaines
cellules, mais des facteurs génétiques et des agents extérieurs comme les
cancérogeénes physiques (UV et les rayonnements ionisants), chimiques et biologiques
(virus du papillome humain, virus de I’immunodéficience humaine, schistosomiase,
Hépatite C et Hépatite B) tendent a accroitre de maniére importante I’apparition des
cancers. Le tabagisme, la consommation d’alcool, la consommation insuffisante de
fruits et de légumes ainsi que le vieillissement ont une incidence directe avec
I’apparition des cancers. De plus, on estime que 5 % a 10 % des mutations génétiques
a I’origine d’un cancer sont héréditaires. Plus globalement, ¢’est la conjugaison de ces
différents facteurs qui entrainent I’apparition de cancers.

111.3. Diagnostic et traitements

Aujourd’hui encore, la majorité des cancers sont diagnostiqués a un stade avancé
et sont incurables, d’ou la nécessité de développer de nouvelles techniques de plus en
plus précises pour détecter les cancers le plus précocement possible. Les recherches
actuelles s’orientent vers 1’imagerie moléculaire avec le développement de sondes
capables de détecter les stades précoces de la progression tumorale et de visualiser les
métastases de taille inférieure au millimétre. Ces sondes reconnaissent des processus
biologiques spécifiques des cancers et permettent de les imager au moyen de
techniques d’imagerie médicale de plus en plus performantes [36].

Les principaux moyens de traiter un cancer sont : [37]
- la chirurgie : elle permet I'ablation d'une tumeur ou des tissus lésés. C'est le principal
mode de traitement des tumeurs solides, localisées.
La radiothérapie : la tumeur est irradiée par des rayons X ou vy afin de détruire les

cellules tumorales. Elle est souvent utilisée en association avec d'autres thérapies.
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- Les traitements biologiques : ils utilisent des substances endogénes. Par exemple,
I'immunothérapie renforce les défenses immunitaires contre les cellules tumorales.
- Les traitements hormonaux : ils agissent sur la vitesse a laquelle les cellules
tumorales grossissent, se multiplient ou meurent. C'est une forme particuliere de
chimiothérapie qui agit sur le systeme endocrinien et qui est utilisée pour le traitement
de cancers hormono-dépendants.
- Les greffes de la moelle osseuse : il ne s'agit pas d'un traitement direct mais elles
sont parfois utilisées pour renforcer le systeme de production des cellules sanguines.
- La chimiothérapie : il s'agit de l'utilisation de substances pharmacologiques pour
tuer les cellules tumorales. L’utilisation de la chimiothérapie anticancéreuse dépend
du type de cancer a traiter. Plusieurs agents anticancéreux avec des mécanismes
d’action différents sont généralement combinés pour augmenter 1’efficacité du
traitement, et éviter des phénomeénes de résistance. L'inconvénient principal des
composés utilisés est le manque de sélectivité qui entraine de nombreux effets
secondaires [38].
111.4. Phytothérapie

La phytothérapie consiste a utiliser des plantes comme médicaments pour rétablir
et conserver le corps en bon état. Plus de 80 % de la population mondiale 1’utilisent
pour les divers problemes de santé [39]. Plusieurs études scientifiques ont confirmés
les biens faits des plantes médicinales dans la guérison ou le soulagement de plusieurs
maladies y compris le cancer. En effet, un nombre importants d’études in vitro ont
montré que les extraits bruts, aqueux ou hydro-alcooliques, de quelques plantes
médicinales exercent un effet cytotoxique sur différentes lignées de cellules
cancéreuses [40-42].

111.4.1. Activité anticancéreuse des flavonoides
Les substances polyphénoliques sont capables d’activer les mécanismes

naturels de la défense anticancéreuse [43]. En effet, les premiers stades de la phase
d’initiation cancéreuse peuvent étre bloqués par la capacité des tissus cibles a
intercepter et a métaboliser les agents mutagénes. Par exemple, les hépatocytes
synthétisent des enzymes dites de phase | (notamment des monooxygénases, telle que
les cytochromes P450) qui peuvent oxyder les substances mutagénes hydrophobes en
produits constituant le substrat des enzymes de phase Il (glucoronyl transférases, sulfo

transférases...). Ces enzymes convertissent leurs substrats en especes hydrolysables
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facilement excrétées hors des cellules. Ces enzymes sont stimulées sous 1’action des
substances polyphénoliques trouvées dans les légumes, et aussi sous 1’action des
isothiocyanates (dérivés des glucosinolates) [44]. Plusieurs études in vitro ont montré
I’effet antiprolifératif et cytotoxique des flavonoides vis-a-vis de nombreuses lignées
cellulaires cancéreuses ainsi qu’in vivo (Tableau 6). En plus, I’effet anticancéreux des
flavonoides observe in vitro a été confirmé par plusieurs études épidémiologiques.
Ainsi, il a été démontré que la consommation d flavonoides diminue le risque et
I’incidence de plusieurs types de cancers a savoir le cancer du sein [45],[46] ; le
cancer du poumon [47] , le cancer de la prostate [48] , le cancer de I’estomac [49] et
le cancer du rectum [50] .Ces études ont montré que les composés polyphénoliques
peuvent inhiber les différents stades du cancer (initiation, promotion et progression)
en déclenchant la cascade proapoptotique par augmentation de 1’expression de
certains composants apoptotiques .

Tableau 6 : Propriétés anticancéreuses, in vitro et in vivo de quelques flavonoides.

Flavonoids Cibles Actions Références

-Mort par apoptose des cellules

Quercétine Jurkat T

Kaempférol Cellules Jurkat K, -Inhibition de la croissance des

Apigénine MDA-MB-231 cellules MDA-MB-231 [51]
Lutéoline xénogreffées dans des souris et

inhibition de la croissance des
tumeurs

Cellules cancéreuses  Activité atiproliférative et arret

Quercétine SK-Br3,MDA-MB de cycle cellulaire en phase G1 [52]
453, Hela.
Quercétine
Finétine Cellules cancéreuses  Effet cytotoxique [53]
Myricétine HEp2 et CK2
Naringine
rutine Cellules leucémiques  Inhibition de la croissance des
murines WHI-3 cellules WEHI-3 a des souris [54]
BALBC
Kaempférol

Kaempférol-3-O-D Cellules cancéreuses
glucoside MCF-7 Activité atiproliférative [55]

Naringénine
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111.4.2. Activité anticancéreuse des huiles essentielles

L’action anti tumorale des HES est liée a 1’activation des cibles moléculaires
menant a la mort de la cellule cancéreuse sans altérer les cellules normales. Un grand
nombre d’études suggerent que les constituants des HE, tels que le carvacrol,
constituent une nouvelle classe de drogues anticancereuses tres frappantes dans la

régression des tumeurs avec une toxicité limitée [56].

IV.  Conclusion

Les huiles essentielles et les composés phénoliques jouent un réle tres
important, dans la lutte contre les cancers, les maladies cardiovasculaires et les
maladies liées au stress oxydatif ; expliquant de ce fait leur grande utilisation dans la
fabrication des médicaments ; compte tenu de I'importance de ces composes, nous les
avons extraits de la plante et étudions leurs propriétés, nous présentons la méthode

utilisée dans la section suivante.
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Chapitre 1V : Extraction, quantification des composes phénoliques et propriétés des
huiles essentielles

l. HUILES ESSENTIELLES
1.1. Isolation des huiles essentielles

L’expérience d'extraction d'huiles essentielles a été réalisée au Laboratoire de
génie des procédés de I'Universitt Ammar Telidji & Laghouat par la méthode
d’hydrodistillation . Cette méthode est assurée grace a un appareil de type Clevenger
(Figure 16 et 17), ou 100 g de matiére végétale sont introduites avec 3 L d’eau dans
un ballon de 2 L. Aprés installation et fermeture du montage, la mise en marche du
chauffe ballon est effectuée avec un réglage optimum du chauffage pour permettre

une stabilité de 1’extraction a une vitesse constante et bien maitrisée.

La vapeur chargée d’huile essentielle arrive dans le condenseur. La durée totale de
I’extraction est estimée a 4 h (jusqu’a ce qu'on obtienne plus d’HE). L’huile
essentielle se distingue de I’hydrolat (eau aromatique) par sa différence de densité et
de couleur. On la sépare de celui-ci par décantation. Elle est ensuite séchée par du
sulfate de sodium anhydre (Na,SQO,4) puis récupérée et conservée dans des vials de
couleur brune, hermétiquement fermés et stockés dans un endroit frais (4°C) a I’abri

de la lumiére.

1: Chauffage L
2 : Evaporation

3 : Séparation

4 : Reflux d’eau Echantillon /

Condenseur

Huile essentielle

Phase aqueuse

Source d’énergie

Figure 16 : Schéma du montage d’hydrodistilation Clevenger.

51



Chapitre 1V : Extraction, quantification des composés phénoliques et propriétés des
huiles essentielles

Figure 17: Photo du montage expérimental clevenger.

1.2. Détermination des constantes physico-chimique des HEs extraites

La sécurité¢ d’emploi des produits cosmétiques contenant des HE est en grande
partie liée a la qualité des maticres premieres mises en ceuvre et a la formulation du

produit fini.

Pour garantir leur qualité, les HE devront notamment étre obtenues a partir de
matiéres premiéres précisément identifiees, contr6lées selon des procedes définis,
présenter des caracteres physico-chimiques précis, étre conservées de facon

satisfaisante.

Les HEs sont caractérisées par leurs propriétés physiques (densité, indice de
réfraction) ainsi que par leurs propriétés chimiques (indice d’acide,) permettant

d’évaluer la nature des composés organiques présents dans 1’essence.

Nous avons évalué les propriétés physico-chimiques des HEs de O. basilicum ,T.
algeriensis, M. spicata suivant la pharmacopée européenne [1] et la commission
francaise de normalisation [2] . Les essais sont répétés trois fois.
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1.2.1. Propriétés physiques

a. Rendement d’extraction
Le rendement en huile essentielle est estimé par le rapport des masses de

I’huile essentielle et de la matiere végétale séchée. Il est exprimé en pourcentage (%).

Rdt,e = ﬁ—;’g x 100

Ou:

Rdtye : Rendement en huile essentielle (%) ;
Mue : Masse de I’huile essentielle (g) ;

MVS : Masse de la matiere végétale seche (g).

b. Ladensité relative & 20 °C (d539
La densité relative a 20°C est le rapport de la masse d’un certain volume d’HE a la

masse d’un volume égal d’eau a 20°C. La densité relative a est calculé par la relation

suivante :

d30 = (M2 -mo) / (M1-Mo)

d33: Densité relative a 20 °C
mO : Masse de densimetre vide en g
m1 : Masse de densimeétre rempli d’eau en g

m2 : Masse de densimetre rempli d’huile essentielle en g

c. L’indice de réfraction a 20 °C (n2°)
C’est le rapport entre le sinus des angles d’incidence et de réfraction d’un rayon
lumineux de longueur d’onde déterminée, passant de I’air dans ’H.E maintenue a une
température constante , Cet indice est mésuré a 20°C et rapporté a la raie D du sodium
(A= 589 nm).

nZ%=nl +0,0004 x (T — 20)
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n&%: Indice de réfraction a 20 °C
n}: Indice de réfraction obtenue a la température de laboratoire
T : Température de laboratoire

0,0004 : Coefficient de correction
1.2.2. propriétés chimiques
a. Indice d’acide I,

L’indice d’acide est le nombre de milligrammes de KOH nécessaire a la neutralisation
des acides libres contenus dans 1g d’huile essentielle.

0,1 g d’H.E solubilis¢ dans 20 ml d’éthanol le mélange est dosée par une solution
¢éthanoique d’hydroxyde de potassium KOH/EtOH (0,005 M) en présence de
I’indicateur coloré la phénolphtaléine jusqu’a la solution vire au rose. L’indice d’acide

est calculé par la relation suivante :

Ia = 56,11 (VxCkon) / M

I.A : Indice d’acide.

56,11 : Masse molaire de KOH en g/mol.

V : Volume de la solution éthanoique d’hydroxyde de potassium en ml.

Ckon : Concentration de la solution éthanoique d’hydroxyde de potassium en M.

m : Masse d’huile essentielle prise en g .

II. COMPOSES PHENOLIQUES

I1.1. Extraction des composés phénolique

Cette parie est réalisé dans le laboratoire de métabolites secondaires de de
I’université de Pamukkale en Turquie .
Cette étape consiste a extraire le maximum des substances actives contenues dans les
plantes en utilisant 1’ethanol comme solvant organique. Les parties aériennes
(feuilles) des plantes séchées ont été pulvérisées. Chaque 15 g d'echantillon broye a
été placé dans un Erlenmeyer séparé. Ensuite, 100 ml d'éthanol ont été ajoutés et les

échantillons ont été incubés dans un bain-marie a 55 ° C pendant 6 h. La séparation du
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mélange d'extraction du résidu a été réalisée par filtration a travers du papier filtre
Whatman n ° 1.

Chaque résidu de plante a été extrait de nouveau en triple avec de I'éthanol. Apres
filtration, les portions ont été melangées. Le solvant résiduel dans les extraits
éthanoliques a été éliminé sous pression réduite a 48-49 ° C a l'aide d'un évaporateur
rotatif (Rotavapor IKA VB 10, Allemagne). L'eau dans les extraits a été lyophilisée en
utilisant un lyophilisateur (Thermo Savant Modulyo D, USA) pendant8 ha -50 ° C
et 0,040 mbar ; les résidus secs (figure 18 ) sont pesés puis repris dans 1’Ethanol ou
dans le DMSO 1% pour le test antibactérien.

Figure 18 : Les résidus secs

Le protocole d'extraction est résumé dans le schéma ci-dessous (Figure 19)
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15 g de matiere végétale broyée

Macération dans 1’ethanol 3 fois

Filtration puis evaporation a 48- 49°C

Résidu
P Lyophilisation de I’eau a —50°C et
0,040 mbar
Résidu sec
Solubilisation dans le DMSO o — P Solubilisation dans 1’ethanol pour les
pour les tests antibacteriens differents tests

Extrait brut

Figure 19 : Schéma illustrant I’extraction ethanolique.
11.2. Rendement d’extraction et dosage des composés phénoliques
v" Calcul de rendement

Le rendement en pourcentage (%), est défini comme étant le rapport entre la masse

d’extrait et celle de la plante seche en poudre. Il est calculé par la formule suivante :

Rdt=(PB/PA) x 100

PB : poids d’extrait brut.
PA : poids de la plante seche en poudre.

v" Dosage des phénols totaux

e Principe

Les polyphénols totaux ont été déterminés par spectrophotométrie en utilisant la

méthode de Folin-Ciocalteu. Le réactif de Folin-Ciocalteu est un acide de couleur
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jaune constitué¢ d’un mélange de deux acides: acide phosphotungstique (H3PW12040)
et acide phosphomolybdique (H3PMo012040). Il est réduit lors de I'oxydation des
phénols pour former un complexe bleu stable d'oxydes de tungsténe et de molybdéne.
La coloration produite, dont I'absorption maximum est au voisinage de 760 nm, est
proportionnelle a la quantité des composés phénoliques présents dans les extraits

végetaux.

La quantification des polyphénols totaux a été faite a 1’aide d’une courbe
d’étalonnage linéaire, réalisée dans les mémes conditions que celles de 1’échantillon,
en utilisant I’acide gallique comme standard (Figure 20). Les résultats sont exprimeés
en milligramme d’équivalents de 1’acide gallique par gramme de matiére séche en

poudre d’extrait (mg EAG/g extrait).

@) OH

HO OH
OH

Figure 20 : Structure de I’acide gallique.
e Protocol expérimentale

La teneur phénolique totale a été déterminée avec le réactif Folin-Ciocalteu en
utilisant la méthode décrite par Singleton et al. [3].
En bref, a 200 ul de chaque échantillon (trois répétitions), 1 ml de réactif Folin-
Ciocalteu a 10% (v / v) et 800 ul de Na,COs3 (7,5%, p / v) ont été ajoutés et incubés a
25 °C pendant 30 min. L'absorbance de chaque échantillon a été mesurée a 760 nm a
I'aide d'un spectrophotometre (OPTIZEN 2120 UV). Une solution éthanolique d'acide
gallique a été testée en paralléle pour obtenir une courbe d'étalonnage.
La teneur en composés phénoliques des échantillons analysés est calculée par la

formule suivante:

TCP=C.V/m
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C: Concentration de I’extrait ;
V: Volume de solvant utilisé pour I’extraction ;
m: Masse en grammes de la prise d’essai.

Les essais sont répétes trois fois.

e Courbe d’étalonnage

A partir d’'une solution mere de I’acide gallique de 0,1 mg/ml, une série de
solutions filles est ainsi préparée, de concentrations allant de 0,01 a 0,1 mg/ml.
Ensuite, nous avons suivi le méme protocole entrepris pour doser les échantillons. La

courbe d’étalonnage de I’acide gallique est représentée dans la figure ci dessous :

y = 10,698x - 0,0102
1 R?=0,9973

Abs a 750 nm

O T T T T T 1
0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

Concentration en Acide gallique mg/ml

Figure 21 : Courbe d’étalonnage d’acide gallique pour le dosage des phénols totaux.

v" Dosage des flavonoides totaux :

e Principe

Le dosage des flavonoides totaux est basé sur un test colorimétrique utilisant le
trichlorure d’aluminium AlCl3 avec lequel ils forment des complexes acides stables
soit avec le carbonyle (C=0) en position C-4, soit avec le groupe hydroxyle en C-3 ou
C-5 des flavones et des flavonols. Par ailleurs, AICI; peut également former des
complexes acides labiles avec les groupements orthodihydroxyles éventuellement

présents sur le noyau A et/ou B des flavonoides [4].
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Figure 22 : structure de la rutine.

e Protocole

La teneur totale en flavonoides a été estimée en utilisant la méthode
colorimétrique au chlorure d'aluminium [5].

En bref, 1 ml d'extrait dilué a été mélangé avec 1 ml d'une solution de méthanol a

2% d'AlCI;. Apres incubation a température ambiante pendant 15 min,

I'absorbance a été mesurée a 430 nm a l'aide d'un spectrophotométre (OPTIZEN

2120 UV). La teneur totale en flavonoides a été calculée a partir de la courbe

d'étalonnage de la rutine et exprimée en milligrammes d'équivalents de rutine par

gramme de poids sec (mg RE / g de poids sec). Les essais sont répétés trois fois.

e Courbe d’étalonnage

A partir d’une solution mére de la rutine de 0,1 mg/ml, une série de solutions filles
est ainsi préparée, de concentrations allant de 0,01 a 0,1 mg/ml. Ensuite, nous avons
suivi le méme protocole entrepris pour doser les echantillons.

La courbe d’¢talonnage de la rutine est représentée dans la figure ci dessous :
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1 - y = 11,761x - 0,0041
R%=0,9993

Abs a 430 nm

0 T T T T 1
) 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1

-0,2 -
Concentration en rutine mg/ml

Figure 23 : Courbe d’étalonnage de la rutine pour le dosage des flavonoides totaux.

I1l. Conclusion

La connaissance du mode d’extraction et propriétés physico-chimiques des HES pour
répondre aux normes intérnationales de caractérisation et de controles de la qualité
des HEs . Les tests phytochimiques des composés phénoliques consistent a détecter
les différentes familles de composés existantes dans la plante par les réactions
qualitatives de caractérisation. Ces réactions sont basées sur des phénomeénes de
précipitation ou de coloration par des réactifs spécifiques. Les methodes

d’identification des constituants de nos extraits seront traitées dans le chapitre suivant.
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Chapitre V : Techniques d’analyse des polyphénols et des huiles essentielles

l. Introduction

La composition chimique des huiles essentielles a été déterminée par une
analyse GC-MS a l’aide d’un chromatographe en phase gazeuse couplée a la
spectroscopie de masse. Cette analyse est réalisée dans le laboratoire de département
de pharmacie a I’université de Pisa en Italie. Pour déterminé la profile chimique des
polyphénoles , nous avons effectué une analyse HPLC dans le laboratoire des
métabolites secondaires de 1’université de Pamukkale en Turquie . Dans cette partie,
nous présenterons les deux methodes analytiques.

1. Conditions opératoires de ’analyse GC/MS
Les analyses GC-EIMS des trois huiles essentielles ont été réalisées avec un
chromatographe en phase gazeuse Varian CP-3800 équipé d'une colonne capillaire
DB-5. et un détecteur de masse a piege a ions Varian Saturn 2000 . Les conditions

opératoires sont regroupées dans le tableau 7.

Tableau 7 : Conditions opératoires de I’analyse GC/MS

Pramétres

Colonne capilaire

DB-5

Phase stationaire

5% Phényle-diméthylpolysiloané

Longueur 30m
Diamétre intérne 0.25 mm
Epaiseur de phase 0,25 pm

Température d’injection

Transfert respective 220°C et 240°C

Température de détécteur

300°C

Gaz vécteur

He

Debit

1 ml/ min

Programmation du température du four

3°C/min de 60°C a 240°C

Volume injecté

0,2 pul

Mode d’injection

Split 1:30

Détecteur de masse

Piége a ions Varian saturn 2000
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I.1. Identification des composés

Pour D’identification de chaque composé, une comparaison des temps de
rétention avec le temps de rétention des standards a été effectuée. De plus, nous avons
évalué les indices de rétention linéaires en fonction des temps de rétention d'une série
de n hydrocarbures et utilisé I'appariement assisté par ordinateur avec les spectres de
masse et les spectres de masse disponibles dans le commerce contenus dans la

bibliothéque interne.

I11. Chromatographie Liquide Haute Performance (HPLC) pour I’analyse des
composés phénoliques

I11.1. Conditions opératoires de ’analyse HPLC

La procédure HPLC décrite par Caponio et al. [1] a été adopté pour l'analyse

du contenu phénolique. Les conditions utilisées sont regroupées dans le tableau 8.

Tableau 8 : Conditions opératoires de 1’analyse HPLC

Parameétres
Colonne C-18 (CTO-10ASVp, 4,6 mm x 250 mm, 5 pM).
phase mobile solvant A (3% d'acide formique dans de I'eau distillée)

et solvant B (100% aceétonitrile)

Elution en gradient de 15 a 100% de B sur une durée de 45
minutes & un débit de 1 ml / min

Quantité injectée 20 pl

Détecteur UV a barrette de diodes (DAD)

Les chromatogrammes ont été tracés sur la base d'une détection a 280 nm avec le
détecteur UV-Vis. Les temps de rétention et les spectres d'absorption UV des

composés phénoligues ont été comparés a ceux des standards purs.

L’acide gallique, acide 3,4-dihydroxybenzoique, acide4- hydroxybenzoique, l'acide 2,

5-dihydroxybenzoique, l'acide chlorogénique, l'acide vanillique, l'acide caféique,
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I'acide p-coumarique, l'acide férulique, la rutine, l'acide ellagique, la naringine et la

quercétine ont été utilisés comme étalons.

Les pics ont été identifiés en faisant correspondre les temps de rétention et les spectres
UV avec ceux des standards. La quantité de chaque composé phénolique a été

rapportée en pg par gramme d'extrait.

V. Conclusion

Le but visé est en plus de I’identification des constituants des extraits recueillis,
de faire une etude comparative de la composion chimique des trois plantes choisies.
La mise en evidance des activités biologiques de nos extraits fera 1’objet du chapitre

suivant.
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Chapitre VI : Activites biologiques

l. Introduction

Afin de vlider I’utilisation des plantes de la familles lamiacees en médecine
traditionnelle, nous nous somme proposé d’évaluer in vitro le pouvoir antioxydant ,
antibctérien et anticancéreus des trois plantes Ocimum basilicum , Thymus
algeriensis et Mentha spicata en vue d’effectuer une étude comparative.

1. Activité anti-oxydante

Afin d’évaluer la capacité antioxydante de 1’extrait in vitro, quatre méthodes sont

utilisées:

e Test du radical libre DPPH

e Test du radical cation ABTS

e Test Pouvoir antioxydant réducteur du fer: FRAP (Ferric Reducing Anti-
oxidant Power).

e Test Pouvoir antioxydant réducteur du phosphomolybdate.
Les essais sont répétes trois fois.

I1.L1.  Determination de Dactivité antioxydante des HEs et des extraits
éthanoliques des trois plantes par le test au DPPH

L’activité antioxydante des extraits a été évaluée par le test au DPPH suivant
la méthode [1] .
les HEs obtenu par hydrodistillation a partir des feuilles d’O.basilicum ;T.Algeriensis
et M.Spicata ont été soumises a des dilutions en série dans le méthanol a différentes
concentrations ; pour les extraits phénoliques.
Dans cette étude, 1 ml d'extrait éthanolique ou d'huile essentielle a été ajouté a 2 ml
d'une solution méthanolique de DPPH 60 uM, et le mélange réactionnel a été
maintenu a température ambiante et a l'abri de la lumiere pendant 30 min avant que
I'absorbance ne soit enregistrée a 517 nm. L'équation suivante était utilisé pour

estimer l'activité d’inhibition du radical DPPH :

I (%) = [100 * (Ac - As / Ac)]

ou Ac est I'absorbance de I'echantillon contréle (solution DPPH sans extrait)
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et As est I'absorbance de I'échantillon d'essai ( solution DPPH aprés la réaction avec
I’extrait ) .
la capacité de chaque extrait a été comparée au standard acide ascorbique et BHA en
utilisant la méme méthode pour différentes concentrations.
11.2.  Determination de P’activité antioxydante des HEs et des extraits
ethanoliques des trois plantes par le téste ABTS

Le procédé utilisé était tel que decrit par Re et al. (1999) [2]. avec des
modifications mineures. Basé sur la capacité d'un échantillon a inhiber le radical
cationique ABTS™ par rapport a un antioxydant de référence (Trolox). Le radical
cationique ABTS™ est généré par une réaction chimique avec le persulfate de
potassium (K,S,0g) [3].
Pour pouvoir générer le radical cationiqgue ABTS™ nous avons préparé une solution
aqueuse de persulfate de potassium K,S,0g (2,45 mM) et a partir de cette solution on
prépare la solution ABTS (7 mM) qui présente une coloration bleu-vert correspondant
a la formation du radical cationique ABTS™.
Ce mélange a été incubé a I'obscurité pendant 12 a 16 heures. La solution obtenue est
diluée avec le méthanol pour obtenir une absorbance de 0,700.
1450 pl de la solution ABTS préparé est ajouté a 50 ul de I'échantillon d'essai ou du
standard Trolox, apres I’incubation du mélange pendant 6 min, L'absorbance a été lue
a 734 nm a I’aide d’un spectrophotométre.
Pour chaque échantillon d'essai, le pourcentage d'inhibition de 'ABTS ™ a été calculé

en utilisant la formule suivante:

(% d'inhibition) = [100 * (Ac - As/ Ac)]

ou
Ac est I'absorbance de I'échantillon témoin (solution ABTS ) et As est I'absorbance de
I'échantillon d'essai .
La concentration d'huile ou d'extrait qui pourrait piéger 50% des radicaux ABTS
(ICsp) a été calculée. Trolox a été utilisé comme composé de référence.
11.3. Determination de [P’activité antioxydante des HEs et des extraits
ethanoliques des trois plantes par le test FRAP

La méthode d'Oyaizu 1986 a été adoptée pour déterminer le pouvoir réducteur

des EE et HE examinés [4] La solution d'extrait (0,1 ml), le tampon phosphate (2 ml,
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0,2 M, pH 6,6) et le ferricyanure de potassium [K3Fe(CN)e] (2 ml, 1%) ont été
mélangés puis incubés a 50 ° C pendant 20 min.
Ensuite, 2 ml dacide trichloroacétique (10%) ont été ajoutés a la solution pour
terminer la réaction. Le mélange a ensuite été centrifugé a 3000 tr / min pendant 10
min, et la phase supérieure de la solution (2 ml) a été recueillie.
La phase collectée a été mélangée avec de I'eau distillée (2,5 ml) et du FeCl;z (0,5 ml,
0,1%) avant de mesurer I'absorbance a 700 nm. Un plus grand pouvoir réducteur a été
associe avec une absorbance accrue du mélange réactionnel.

Les resultats sont exprimés en termes de capacité antioxydante équivalente
d'acide ascorbique (AEAC).

0,8 - y = 90,399x +0,1103
R2 = 0,9838

0,7 -
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
0 T T T )
0 0,002 0,004 0,006 0,008
mg/ml

ABSORBANCE

Figure 24 : Courbe d’etalonage de 1’acide ascorbique (test FRAP).

1.4, Determination de D’activité antioxydante des HEs et des extraits
ethanoliques par le Phosphomolybdate

La methode se Prieto et al. a été adoptée pour évaluer la capacité de réduction
des EE et des HE des trois plantes évaluées [5] En résumé, 0,3 ml de chaque extrait
dilué a été ajouté a 3 ml d'un réactif phosphomolybdique solution contenant du
molybdate d'ammonium (4 M), du phosphate de sodium (28 mM) et de l'acide
sulfurique (0,6 M).
Le mélange a été placé dans un bain-marie a une température de 95 ° C pendant 90
min. Apres refroidissement a température ambiante, I'absorbance a été mesurée a 695
nm contre une solution a blanc contenant 0,3 ml d'éthanol mélangé a 3 ml de réactif
phosphomolybdique. Les résultats sont exprimes en termes de capacité antioxydante
équivalente d'acide ascorbique (AEAC).
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y =45,673x - 0,0137
R?=0,9916

0,8 ®

0,6

0,4

absorbance

0,2

0,005 0,01 0,015 0,02 0,025
-0,2
mg/ml

Figure 25 : Courbe d’étalonnage de I’acide ascorbique (test phosphomolybdate).

1. Activité antibactérienne

Microorganismes

Huit espéces bactériennes et deux fongiques ont été acquis au Centre de collecte
de cultures microbiennes de la faculté de médecine de I'Université de Jordanie. Les
especes utilisées étaient :

Tableau 9 : Micro-organismes utilisés pour 1’activité antibactérienne.

Microorganismes Code Grame
Staphylococcus epidermidis ATCC12228 Positive
Staphylococcus aureus ATCC25923 positive
Bacillus subtilis ATCC11562 positive
Escherichia coli ATCC29425 négative
Pseudomonas aeruginosa ATCC15442 négative
Klebsiella pneumoniae ATCC43816 négative
Candida glabrata ATCC22553 Champignon
Candida albicans ATCC10231 Champignon

Les huit micro-organismes représentent des agents pathogenes alimentaires
prédominants qui sont fréqguemment rencontrés [6].[7].

Détermination de la CMI

La mesure de la concentration minimale inhibitrice (CMI), définie comme la
concentration minimale a laquelle plus de 80% de la croissance microbienne est

restreinte, ont été effectuées dans 96 plaques de microtitration a fond plat (TPP,
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Suisse) conformément a la méthode de microdilution, comme précédemment rapporté
par Bardaweel et al [6].

Un volume d'inoculum de 1 x 105 CFU mL— 1 pour chaque micro-organisme a été
utilisé dans chaque puits de microplaque. 20 pL d'huile ou d’extrait phénolique dilué
dans le DMSO 0,1% sont placés sur les plaques inoculées. L'ampicilline et
I'amphotéricine B (témoins positifs), ainsi que les milieux (témoin négatif), ont été
utilisés dans des conditions expérimentales comparables. Les plaques contenant des
bactéries ont été placées dans un incubateur a secousses pendant 48 h a 37 °C, tandis
que les plaques contenant Candida ont été incubées dans les secoueurs pendant 48 h a
33 ° C. Pour évaluer la croissance microbienne, les densités optiques ont été lues a
600 nm (OD600) a I'aide d'un lecteur de microplaques (Palo Alto, CA, USA) .

V. Activité anticancéreuse
IV.1. Conditions de la culture cellulaire

Afin d’évaluer Dactivité anticancéreuse des extraits, 7 lignées de cellules
tumorales sont utilisées :

- MCEF-7, lignée cellulaire du cancer du sein (human breast cancer cells).

-  MDA-MB 231, lignées cellulaires de cancer du sein

- HeLa, lignée cellulaire du carcinome épithéloide du col de I'utérus humain

(human cervix epitheloid carcinoma cell line).

- PC3, lignée cellulaire du cancer de la prostate humain

- K562, , lignée cellulaire du leucémie humaine

- HCT-116, lignée cellulaire du cancer du colon

- T47D, lignée cellulaire de cancer du sein humain

Bien que les trois lignées cellulaires MCF-7 , MDA-MB 231 et T47D sont des lignées
cellulaires de cancer du sein ; ils différent par la sensibilité au médicament .

Ces cellules se développent régulierement dans une atmosphere saturée en humidité
contenant 95% O, et 5 % de CO, a 37°C et dans un milieu de culture modifié
DMEM, Le milieu de culture utilisé pour le développement des cellules doit contenir
10 % du FBS, 100 U/ml penicilline et 100 pg /ml du streptomycin.
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Congélation/Décongélation des lignées cancéreuses

Les cellules cancéreuses sont conservées dans un milieu qui contient 1 ml de
la suspension cellulaire. Le milieu de conservation est composé de 40 % (V/V) de
milieu de culture complet, 50 % (V/V) de FBS et 10 % de DMSO (V/V), utilisé pour
son effet cryoprotecteur. Ensuite, I’ampoule est conservée a - 80°C pendant 48 heures,
puis dans 1’azote liquide a - 196°C. La décongélation des cellules cancéreuses
commence par l’incubation de I’ampoule dans un bain-marie a 37°C pour une
décongélation rapide car la décongélation lente provoquera un contacte lent avec le
DMSO qui est cytotoxique a température ambiante. Ensuite, le contenu de I’ampoule
est transferé vers un tube de 15 ml contenant 7 ml de milieu de culture complet froid
et est homogénéisé délicatement. Puis, une centrifugation est pratiquée pendant 5
minutes a 1000 rpm et les cellules sont resuspendues dans 5 ml du milieu de culture
complet. Un léger tapotage du fond du tube est effectué pour remettre en suspension
le culot , et incubées a 37°C dans une atmosphére saturée en humidité contenant 5 %
de CO2.

Figure 26 : Décongelation des lignées cancéreuses .

Passage des lignés cancéreuses

Aprés 24 heures de culture des cellules, un contr6le quotidien de leur état est
nécessaire afin de s’assurer que la culture n’a pas été contaminée durant le processus

de congélation/décongélation, ainsi que pour vérifier leur confluence et leur viabilité.
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Si leur confluence est adéquate un passage des cellules est réalisé avec une fréquence
de 48 / 72 heures. Le passage des cellules doit se faire sous la hote (figure 29) et il
consiste a 1’aspiration de I’ancien milieu de culture et lavage des cellules par du PBS.
Puis, 0,5 ml de la trypsine EDTA sont additionnés et les cellules sont incubées
pendant 2 & 3 minutes a 37°C. Apres détachement des cellules de la surface de la boite
de culture, un volume de 2,5 ml du milieu de culture est ajouté et une
homogénéisation est pratiquée pour bien séparer les cellules encore en agrégats. Apres
comptage et dilution convenable, les cellules sont transférées dans un nouveau flacon.
Une homogénéisation est pratiquée pour répartir uniformément les cellules. Le reste
des cellules est centrifugé, le milieu est éliminé, puis 1 ml du milieu de congélation
est ajouté. Ensuite, les ampoules sont congelées rapidement a - 80°C pendant 48
heures puis dans 1’azote liquide a - 196°C. Les cellules cancéreuses doivent subir 2

passages avant d’étre utilisées dans les expérimentations.

Figure 27: Le passage des cellules.

Comptage des cellules

La détermination du nombre cellulaire est une étape nécessaire qui précede
chaque expérience. La méthode du bleu de trypan a été utilisée pour faire le
dénombrement des cellules cancéreuses. Cette méthode permet de distinguer entre les
cellules vivantes qui apparaissent claires entourées d’un halo bleu, et les cellules
mortes qui apparaissent totalement bleues. Pratiquement, un volume de 10 pl de la
suspension cellulaire est mélangé avec 10 ul de la solution du bleu de trypan 0,4 %.
La solution obtenue est incubée pendant 5 minutes a température ambiante. Puis, les 2

chambres de ’hémocytomeétre sont remplies et les cellules sont comptées a 1’aide d’un
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microscope a phase inverse sous un objectif X10. Le nombre de cellules est déterminé

selon la formule suivante:

Concentration cellulaire par ml = nombre de cellules par carré x facteur de dillution x 10*

IV.2. MTT assay

Le test colorimétrigue MTT est une méthode établie de détermination du
nombre de cellules viables dans les études de prolifération et de cytotoxicité. Ce test
est basé sur le clivage du sel de tétrazolium jaune, le MTT, pour former un produit de
formazan bleu soluble par les enzymes mitochondriales, et la quantité de formazan
produite est directement proportionnelle au nombre de cellules vivantes, et non
mortes, présentes lors de I'exposition au MTT. Etant donné que le test MTT est
rapide, pratique et économique, il est devenu une technique trés populaire pour la
quantification des cellules viables en culture [8].

/N\T’ : Cellular N/““
—
=N N Reductase |
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MTT (Yellow) Formazan (Purple)

Figure 28 : Structures chimiques du MTT jaune et du formazan violet dans les
cellules vivantes.
Protocol :
L’activité anticancéreuse des extraits phénoliques et des huiles essentielles a
été étudiée dans des microplaques a fond rond a 96 puits en utilisant le test MTT (3-
[4, 5-diméthylthiazole-2-yl] -2, 5-diphényl-tétrazolium bromure) (Sigma -Aldrich,
USA) comme décrit précédemment par Bouziane et al. [7]. En résumé, les cellules ont
été ensemencées dans des plaques & 96 puits & une densité cellulaire de 1 x 10*
cellules / ml et incubées pendant 24 h pour permettre la fixation. Les échantillons
d'essai ont été préparés en dissolvant I’extrait ethanolique ou I'huile essentielle dans

du DMSO, puis en diluant davantage avec du milieu DMEM pour atteindre la
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concentration finale souhaitée. la concentration finale de DMSO dans le test a été
maintenue & 0,1% .

0,1% de DMSO dans les milieux DMEM comme contr6le négative.
Chague puits a été traité avec différentes concentrations des extraits preparés en triple
et incubés pendant 48 h. Par la suite, 10 uL de 0,5 mg / mL de MTT ont été ajoutés a
chaque puits et incubé encore pendant 4 h avant de mesurer I'absorbance a 570 nm.

L'inhibition de la croissance a été déterminée sur la base de I'équation suivante:

100 —[abs teste —abs controle (_)]

% inhibition = * 100

abs controle )~ abs controle (-)

Le logiciel Graph Pad Prism 7 (Graph-Pad Software, Inc., La Jolla, CA, USA)
a été utilisé pour lI'analyse des données afin de déterminer le pourcentage d'inhibition
et les résultats sont présentés comme la valeur LDsg, décrite comme la concentration
qui produit une suppression de croissance de 50%. La doxorubicine témoin positif a

été utilisée dans les mémes conditions expérimentales.

HsC™ ™ “NHZ

Figure 29 : Structure chimique de la doxorubicine.

V. Conclusion

L'étude des activités biologiques des plantes médicinales par des méthodes in
vitro nous donne une idée de la possibilité de leur utilisation dans le domaine de la
pharmacie, de la nutrition et de la médecine. Nous présenterons les résultats obtenus

dans la section des résultats et discussion.
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Chapitre VII : Propriétés physico-chimiques des HEs et quantification des composés phénoliques

I. HUILES ESSENTIELLES
|.1. Rendement d’extraction des huiles essentielles

Le rendement en huile essentielle est estimé par le rapport des masses de 1’huile

essentielle et de la matiere végétale séchée. Il est exprimeé en pourcentage (%).

Rdt,e = ’;—;’g x 100

Ou:
Rdtye : Rendement en huile essentielle (%) ; Myge : Masse de I’huile essentielle (g) ;
MVS : Masse de la matiere végétale seche (g).
L’extraction des HEs a partir des trois plantes étudiées durant les 4 h a permet
d’obtenir des rendements différents consignés dans le tableau 10.

Tableau 10 : Rendements des HEs obtenues par hydrodistilation.

O. basilicum T. algeriensis M. spicata

Rdtye (%0) 1.05 0.51 1.04

L’ensemble des échantillons des trois espéces a donné des rendements allant de

0,51% a 1,05 %, pour la technique conventionnelle (hydrodistillation).

Le rendement obtenu par hydrodistillation avec 1’échantillons de T.algeriensis
est largement plus important que celui trouvé par Benabed HK et al qui est de 0,27%
région d’Aflou laghouat [1]. et il est moin important que celui trouvé par Dob et al
,qui est de 1,13% region de Médéa [2].

Dans une étude sur le genre M. spicata du Brésil, De Sousa Barros et al Ont
constaté que le rendement moyen en huiles essentielles des déférents échantillons de
M. spicata peut varier de 0,02 a 0,17% [3], et c’est un faible pourcentage par rapport a
notre résultat.

Une étude réalisée par sur I’huile essentielle d’O. basilicum , collectée en
Egypt [4] , a montré que le rendement d’extraction est de 1,7% ; Cette valeur est
nettement supérieure au rendement de notre échantillon obtenu par le méme procédé.

En général, les techniques d’extractions sont influencées par la durée de la

distillation, la température, la pression et surtout le type et la qualité des matieres
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premiéres végétales [5]. Ceci pourrait étre en partie, I’un des facteurs influengant le
rendement en huiles essentielles de certaines plantes aromatiques.

De méme, ces différences de rendements en huiles essentielles pourrait étre
expliquées par plusieurs facteurs notamment, 1’origine de récolte, les facteurs
génetiques, la position géographique, la nature du sol, les conditions climatiques, le
temps et l'appareillage d’extraction [6-9].

1.2. caractéristiques organoleptiques

Les différentes caractéristiques organoleptiques (aspect, couleur, odeur) de

I’essence de feuilles de O. basilicum ; T. algeriensis et M. spicata sont regroupées

dans le tableau 11.

Tableau 11 : Caractéristique organoleptiques des essences étudiées.

HE Aspect Couleur Odeur
frais, épicé et
O. basilicum Liquide huileux Jaune pale Iégerement anisé.

odeur forte,

T. algeriensis Liquide huileux Jaune orange aromatisante tres
agréable
Forte,
M. spicata Liquide huileux Jaune Caractéristique de

la plante M. spicata

1.3. Propriétés physicochimique des huiles essentielles

Les HEs présentent une forte instabilité vis-a-vis de divers facteurs extrinséques et
intrinséques . L’éventuelle dégradation des HEs peut étre facilement révélée par la
mesure des indices chimiques (indice de peroxyde, indice d’acide, etc.), par la
détermination de grandeurs physiques (indice de réfraction, pouvoir rotatoire,

miscibilité a 1’éthanol, densité, etc.) et par I’analyse chromatographique [10].

Les différentes constantes caractéristiques (densité, indice de réfraction, indice
d’acide) de I’essence de feuilles de O. basilicum ; T. algeriensis et M. spicata ont été

détérminees ; les résultats sont regroupées dans le tableau 12 .
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Tableau 12 : Densité, indice de réfraction, indice d’acide des HEs d’O. basilicum ; T.

algeriensis et M. spicata

HE Densité Indice de
d3) réfraction n3°
O. basilicum 0,842 1,45
T. algeriensis 1,090 1,47
M. spicata 0,879 1,48

Indice d’acide

la

0,7855

1,403

1,309

A titre indicatif, nous avons reporté sur le tableau 13, les propriété

physicochimiques des HEs trouve dans la littérature.

Tableau 13: les propriétés physicochimiques des HEs trouvé dans la littérature.

HE Densité Indice de

d réfraction n,

O. basilicum 0,894 (a28°C) 1,394 (a25°C)

[11] [11]
T. algeriensis 0.915-0.935 1.495-1.505
[12] (20 °C) [12]
M. spicata 0.880-0.910 1.458 - 1.470
(20 C°) [13] (20 C°) [13]

Couleur

Jaune-clair
[11]

Jaune
rougeétre

[12]

Jaune

[13]

L’analyse des données de ce tableau montre que les propriétés physico-chimiques

des HEs des plantes étudiées sont comparables a ceux releves dans la littérature

Le résultat obtenu pour l'indice de réfraction de I'huile essentielle était dans la

norme, ce qui nous indique que I'huile est sensiblement pure [14].
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Les valeurs de gravité spécifique des huiles sont inférieures a 1 pour la plupart des
huiles, sauf quelques-unes (thymus algeriensis) contenant des composés aromatiques
oxygénés. Les huiles a faible valeur en acides gras libres ont une utilisation et une
comestibilité plus importantes [14].

Il.  EXTRAIS ETHANOLIQUES

11.1. Rendement d’extraction et teneur en polyphénols totaux des extraits

bruts

Les composeés phénoliques sont les principales classes d'antioxydants naturels
présents dans les plantes et sont généralement quantifié a lI'aide de la méthode de
Folin—Ciocalteu. C’est une méthode qui offre de nombreux avantages: en particulier,
elle est rapide, facile a réaliser et ne nécessite pas de réactifs colteux ou de dispositifs
instrumentaux sophistiqueés [15].

Les plantes étudié¢es dans ce travail ont été macérées trois fois dans 1’ethanol
pendant 24h. Les rendements de leurs extraits bruts sont mentionnés dans le tableau
ci-apres.

L’analyse quantitative des phénols totaux des extraits ethanoliques a éte
réalisée en adaptant la méme procédure utilisée pour effectuer la courbe d’étalonnage,

en remplacant I’acide gallique par I’extrait dilué.

La teneur des flavonoides totaux dans nos échantillons a été mesurée par la

methode AICI; et déterminée a partir d’une courbe d’étalonnage de la rutine.

La quantit¢ des phénols totaux dans nos échantillons est exprimée en

milligrammes par un gramme d’extrait équivalent en acide gallique (mg EAG/g).

Et pour I’estimation des flavonoides dans nos éxtraits, les resultats sont
exprimées en milligrammes par gramme d’extrait en équivalent de la rutine . Les

résultats obtenus sont présentés dans le tableau 14.
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Tableau 14 : Rendement d’extraction, teneurs des phénols totaux et des flavonoids

totaux dans les extraits ethanoliques des trois plantes etudiées.

Plante Rendement Phénols Totaux Flavonoids Totaux
(%) (mg EAG /g (mg ER /g extrait)
extrait )
O.Basilicum 20,16 22642 213+3
T.Algeriensis 15,78 125+1 118+1
M.Spicata 22,00 35612 115+2

Pour les trois plantes étudiées nous avons remarqué une variabilité des teneurs
en phénols totaux. La teneur la plus élevée est constatée dans les feuilles de
M.Spicata, elle est de I’ordre de 356 £ 2 mg EAG /g suivi par O.Basilicum avec une
teneur de 226£2 mg EAG /g. La teneur la plus faible a été enregistrée dans 1’extrait
T.Algeriensis (125+1 mg EAG/g). Ces variations de teneurs peuvent étre dues a la
nature et a la structure des molécules présentes dans la plante étudiée.

L’ensemble de ces résultats reflétent les données trouvées avec le rendement
d’extraction ou nous avons enregistré des rendements élevés des extraits ce qui

prouve la richesse de cette plantes en polyphénols totaux.

Neéanmoins, 1’estimation des phénols totaux par un tel test nous donne des

résultats globaux et approximatifs.

D’aprés la synthése des différents résultats de dosage des composes
phénoliques, nous pouvons constater que la teneur en polyphénols dépend de
différents facteurs tels que (la nature de plante, conditions physiologiques ainsi que le
type d’extraction : nature de solvant, le temps, agitation ou non, le mode d’extraction

« a froid, a chaud » ....) [16], Cela est prouveé par des travaux anterieurs.

Beaucoup de données bibliographiques concernant la teneur en composés
phénoliques des plantes choisies sont disponibles. Dans un travail précédent de Noor,
Z.1. [17] ont trouvé des teneurs en phénols totaux de la fraction hydroéthanolique
(80 :20) de 374,45 ng EAG/g d’extrait ; Ces résultats sont nettement inférieurs a ceux

que nous avons trouvés. Dans une autre étude I'extrait éthanolique de toutes les
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especes d'Ocimum semble avoir une teneur de (0,08-0,037 mg EAG/g) des composes

phenoliques lorsqu'il est cultivé a I'ombre [18].

Selon Bhuvaneshwari, K et al ; Les valeurs de la teneur en phénols se situaient
entre 4 et 165 mg GAE / g de matiere séche pour les feuille cultivée en champ, les
feuille in vitro et I'inflorescence cultivée en plein champ [19].

En mettant en valeur la quantification des polyphénols de T.Algeriensis, On
trouve parmi les articles précédemment publiés, que cette plante qui pousse en
Tunisie et récoltée en janvier 2013, est riche en phénols; et elle dépasse la valeur des
phénols obtenue dans notre étude (248,8 mg EAG/g de matiere seche) [20].

De plus, la quantité de composés phénoliques trouves dans les espéces de
Thymus est largement supérieure a celle trouvée dans d'autres plantes médicinales
lamiacées [20].

Notre recherche et celle rapportée par A. Salhi et al , (qui ont montré que la
teneur en polyphénols d'extrait aqueux de T. algeriensis égal a 117.50 mg EAG/g de
matiére séche ) sont assez similaires [21] .

Le travail mené par Biswas, A. et son équipe sur la menthe obtenue d’un
supermarché local on Inde, montre que I’extrait ethanolique avait la plus forte part
des composés phénoliques totaux, par rapport a I’extrait aqueux de feuille et 1’extrait
éthanol: eau (1: 1) des feuilles [22].

Dorman et al ont rapporté que la teneur totale en phénols dans différentes
variétés de Mentha est d'environ 128 a 230 mg / g d'extrait en équivalent d'acide
gallique [23]. Cependant, la quantité de composés phénoliques trouvés dans notre

travail est supérieure a ce domaine limité.

La détermination quantitative des flavonoides totaux par la méthode au
trichlorure d’aluminium révéle que 1’éxtrait d’O.Basilicum est le plus riche en
flavonoides avec (213+3 mg ER/g), suivi par I’extrait de T.Algeriensis qui a été
marqué par des teneurs flavonoides /polyphénols relativement voisines (118+1 mg
ER/g et 125+1 mg EAG/g). En revanche, I’extrait du M.Spicata a donné la plus faible
valeur (1152 mg ER/qg).

La comparaison entre la teneur des flavonoides et phénols totaux dans chaque
extrait, nous a permis de dire que la variation des quantités des flavonoides est

relative a celle des phénols totaux c’est—a-dire elles varient dans le méme sens, cela
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peut étre expliqué par la composition de chaque extrait de méme types de polyphénols
mais avec des quantités différentes. Si on parle des pourcentages des flavonoides par
rapport aux teneurs en phénols totaux, ces pourcentages ne varient pas dans le méme
sens avec la teneur en flavonoides. Par conséquent, on peut conclure que la quantité
de différents composés phénoliques est un caractére spéecifique pour chaque plante,
Elle est aussi influencée par la capacité du solvant d’extraire le maximum de ces

composes selon leur polarité.

100 - 94,24 94,4
80 -

60 -

Pourcentage des
flavonoides %

20 -

O.BASILICUM T.ALGERIENSIS M.SPICATA

Figure 30 : Pourcentage des flavonoides dans les trois plantes étudiées.

A la lumiére de ces résultats, on peut dire que les flavonoides représentent les

composés majoritaires des polyphénols pour O.Basilicum et T.Algeriensis.
I11.  Conclusion

Par ailleurs, I’évaluation des propriétés physico-chimiques des trois HEs, criteres

de pureté et de qualité conduit a des résultats conformes a ceux de la littérature.

A la fin on peut dire que notre étude présent également ces plantes comme source
potentielle de composes phenoliques et les suggerent comme candidats appropriés
pour les études liées aux antioxydants naturels et a leur utilisation dans la prévention

des maladies et la promotion de la santé.
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Chapitre VIII : Analyse GC-MS & HPLC

. Composition chimique des HE des trois plantes étudiées

La composition chimique de I’huile essentielle d” O.basilicum ; T.algeriensis et

M.spicata a été déterminée par une analyse crhomatographie en phase gazeuse

couplée a la spéctrométrie de masse (GC/MS). En utilisant la colonne capillaire

apolaire DB-5 (Voir I’annexe) . Les conditions opératoires ont été détaillées dans la

partie "matériel et méthodes”.

Les pourcentages relatifs des différents composés volatils des différents échantillons

d'HE sont présentées dans le tableau 15.

Tableau 15 : Composition chimique des huiles essentielles extraites des feuilles de

O. basilicum et T. algeriensis et M.spicata .

Concentration (% total area)

Constituants L.r.i. Ocimum Thymus Mentha Methode
basilicum algeriensis  spicata d’identification

a-pinene 941 0,3 6,8 0,7 MS:; LRI; RC
Camphene 955 0,8 MS; LRI; RC
Sabinene 977 0,4 0,7 0,6 MS; LRI; RC
B-pinene 982 0,6 1,2 1,1 MS; LRI; RC
Myrcene 993 1,3 1,2 0,8 MS; LRI; RC
3-octanol 994 0,3 MS; LRI; RC
a-terpinene 1020 0,3 MS; LRI; RC
p-cymene 1028 0,3 0,2 MS; LRI; RC
Limonene 1032 2,7 16,1 MS; LRI; RC
1,8-cineole 1034 9,2 41 8,7 MS; LRI; RC
(2)-B-ocimene 1042 07 0,3 MS; LRI; RC
(E)-p-ocimene 1052 0,5 1,5 0,1 MS; LRI; RC
v-terpinene 1063 0,4 MS; LRI; RC
cis-sabinene hydrate 1070 0,8 MS; LRI; RC
Terpinolene 1090 0,2 0,4 0,2 MS; LRI; RC
Linalool 1101 52,1 1,2 0,2 MS; LRI; RC
Nonanal 1104 0,1 MS; LRI; RC
pentyl isovalerate 1108 0,1 MS; LRI

1-octen-3-yl acetate 1111 0,1 0,4 MS; LRI; RC

Assuivre ...
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cis-p-menth-2-en-1- 1123 0,2 MS; LRI
ol
3-octyl acetate 1126 0,2 MS; LRI; RC
a-campholenal 1127 0,5 MS; LRI
camphor 1145 1,1 MS; LRI; RC
trans-verbenol 1147 0,5 MS; LRI; RC
o-terpineol 1172 0,2 0,5 MS; LRI
4-terpineol 1179 0,1 0,5 15 MS; LRI; RC
a-terpineol 1191 5,7 4,9 0,3 MS; LRI; RC
cis-dihydrocarvone 1195 3,9 MS; LRI; RC
trans-carveol 1219 0,4 0,2 MS; LRI; RC
(2)-3-hexenyl 1238 0,9 MS; LRI; RC
isovalerate
pulegone 1239 0,2 0,5 MS; LRI; RC
neral 1242 0,2 MS; LRI; RC
carvone 1244 0,3 49,5 MS; LRI; RC
linalyl acetate 1259 19,1 MS; LRI; RC
bornyl acetate 1287 3,1 MS; LRI; RC
dihydroedulan 1A 1292 0,1 MS; LRI
isodihydrocarvyl 1329 0,6 MS; LRI
acetate
a-terpinyl acetate 1352 47,4 MS; LRI; RC
cis-carvyl acetate 1364 0,3 MS; LRI; RC
neryl acetate 1365 1,8 9,6 MS; LRI; RC
geranyl acetate 1383 3,6 0,9 MS; LRI; RC
B-elemene 1392 0,3 MS; LRI
(Z2)-jasmone 1395 0,3 MS; LRI; RC
p-caryophyllene 1419 1,0 0,6 2,7 MS; LRI; RC
p-copaene 1430 0,2 MS; LRI
Aromadendrene 1440 0,1 MS; LRI; RC
a-humulene 1455 0,1 0,2 MS; LRI; RC
(E)-p-farnesene 1458 0,1 MS; LRI; RC
cis-muurola-4(14), 1463 0,1 0,3 MS; LRI
5-diene

Assuivre ...
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germacrene D 1482 0,6 2,1 MS; LRI
bicyclogermacrene 1496 0,7 MS; LRI
germacrene A 1505 0,7 MS; LRI
6-cadinene 1524 0,2 MS; LRI
(E)-o-bisabolene 1542 0,2 MS; LRI
(E)-nerolidol 1564 3,5 MS; LRI
Spathulenol 1577 0,2 MS; LRI
caryophyllene oxide 1582 0,1 0,9 0,3 MS; LRI; RC
Viridiflorol 1591 0,4 MS; LRI
1,10-di-epi-cubenol 1615 0,1 0,2 MS; LRI
T-cadinol 1641 0,3 MS:; LRI
T-muurolol 1642 0,2 MS:; LRI
Monoterpene 4,0 15,6 20,8
hydrocarbons
Oxygenated 92,0 74,7 67,2
monoterpenes
Sesquiterpene 1,3 1,4 75
hydrocarbons

0,6 4.4 1,2
Apocarotenes 0,0 0,0 0,1
Non-terpene 0,4 0,4 1,6
derivatives
Total identified 98,3 96,5 98,4

MS : spectre de masse, LRI : indice de rétention linéaire, RC : Composé de référence .

Les huiles essentielles isolée a partir des feuilles d ocimum basilicum ; thymus
algeriensis et mentha spicata contient différent composés dominants . 61 constituants
ont été identifiés représentants 98,3 et 96,5 et 98,4 % de la composition chimique
totale des HE d’ocimum basilicum; thymus algeriensiset mentha spicata
respectivement. Des monotérpénes, des sesquitérpénes, des apocarotenes et non

terpénes dérivatives ont été identifiés.
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L’étude comparative des résultats obtenus de la composition chimique des
trois huiles essentielles montré des quantités légerement faibles des monotérpénes
hydrocarbures (4,0% ; 15,6% et 20,8%) et de plus grandes quantités des
monotérpénes oxygeénes (92,0% ; 74,7% et 67,2%).

Dans Il'huile essentielle d'O. Basilicum, 26 composés ont été identifiés,
représentant 98,3% de I'huile. 1l est intéressant de noter que la teneur en monoterpénes
oxygenés (92,0%) était 23 fois supérieure a celle en hydrocarbures monoterpénes
(4,0%). Le linalol (52,1%), I’acétate de linalyle (19,1%) et 1,8-cineole (9,2%), ont été
détectés comme composés principaux dans l'huile. La composition de [’huile
essentielle de O. basilicum est extrémement variable en raison de I’existence de
plusieurs chimiotypes, par exemple le linalool, methyl chavicol, eugenol, methyl
eugenol et neral [1].

Dans I’huile essentielle de T. algeriensis, 29 composés ont été identifiés, dont
74,7% de monoterpenes oxygénés et 15,6% d’hydrocarbures monoterpéniques. Parmi
les composés mineurs, le sesquiterpéne oxygené (4,4%) ont été caractérisés. Les
principaux composés de T. algeriensis étaient 1’acétate d’a-terpinyle (47,4%),
’acétate de néryle (9,6%) et I’a-pinéne (6,8%).

44 composés ¢été identifiés dans I’huile essentielle de M.Spicata ; notre huile
essentielle est trés riche en monotérpénes oxygénés 67,2% et d’hydrocarbures
monoterpéniques 20,8% ; et Parmi les composés chimiques prédominants dans la
composition, on trouve le carvone 49,5 % , le limonene 16,1 % , 1,8-cineole 8,7% et
qui appartiennent a ces deux familles.

I.1. Comparaison de la composition chimique des huiles essentielles éxtraite

avec les essences étrangeres

D’apres la littérature, plusieurs études menées sur la composition des huiles
essentielles ont révélé 1’éxistance d’un nombre important de chémotypes dans
différentes régions du monde avec une grande divérsité dans les principaux
constituants. Afin de classer les huiles essentielles des partie aériennes des plante
étudiées par rapport aux essences étrangeres et pour déduire a quel chémotype elle
appartient , nous avons comparé sa composition chimique a celle des HEs provenant
de différents pays , les principaux constituants identifiés dans les essences des plantes

étrangeres , ainsi que leur pourcentage relatif sont consignés dans le tableau 16.
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Tableau 16 : Composés majoritaires présents dans I’HEs des trois plantes étudiées de

différents pays.

Plante Pays Partie utilisée
Brésil Feuilles seche
Algerie Feuilles
Khemis séches
Miliana
Maroc Partie aérienne
£ fraiche
>
QL
2
o]
IS - ——
g Italie Partie aérienne
8 fraiche
Madagascar plante
Roumanie Plante séche
Tunisie Plante
2
g Libye Plante séche
5
o)
©
(%2]
>
IS
>
ey
= Algerie Partie arienne
800 m altitude fraiche
de Chrea

National Park

Composés majoritaires
Linalol(72,14),géraniol(12,95),
1,8-cinéole(7,90)

Linalool (32,83%), linalyl acetate (16%),
elemol (7,44%), geranyl acetate (6,18%),
myrcene (6,12%), allo-ocimene (5,02%),
a-terpineol (4,9%), (E)-B-ocimene (3,68%)
and neryl acetate (3,45%)

(54%),
méthyle(15,3%),1,8-cinéole
(9,33%),farnesol(4,56%),cis-caryophylléne
(3,43%)

Linalol

Linalol trans-cinnamat  de

(41,17-76,20%),méthyl
charvicol(18,01-41,40%),eugénol(1,16-
3,89%), 1,8-cinéole(0,94-12,91%)
Méthyl charvicol(74,87%),
cinéole(2,55-4,43%),Linalol(0,97-
2,72%),Méthyleugénol(0,-4,16%)
Linalol(46,95%),

B-éléméne (7,84%),farneséne(6,86%),
épi-bicyclosesquiphéllandréne (5,92%),

1,8-

a-guaiéne (5,26%)
1,8-cineole (4,3 — 24,1%),

a-pinene  (2,4-25,2%), camphor (0,2—
14%), linalool (0,2-22,4%), borneol
(<0,01 -24,3%), caryophyllene oxide
(<0,01 — 18,8%),

thymol (<0,01 — 54,9%)

thymol (38.5%) p-cymene, terpineng,

bornyl acetate and borneol (8.9%, 7.1%,
7.0% et 6.0%

thymol (29.5%) , terpinyl acetate (18.0%),
nerolidol  (12.6%), (11.1%),
borneol (9.0%) bornyl acetate (7.7%)

a-pinene

Références

(2]

(3]

[4]

(5]

[6]

[7]

(8]

(9]

[10]

A suivre ...

93



Chapitre VIII : Analyse GC-MS & HPLC

Maroc Partie arienne  borneol  (18.3%) camphene (11.8%), [11]
camphre (10.0%) et myrcene (8.6%).
Tunisie Feuilles Camphor 16.7% , [12].
séches 1,8 cineol (13.9%) et
a-pinene (13.6%)
Algerie Feuilles Thymol(71,45%) , [13]
Hamam seches linalool(7,89%),
Alwan carvacrol (3,98%) ,
P-cymene (3,00%)
La chine Parties Carvone (46,7- 65,4), linalool (0,3-6,9), [14]
aérienne menthone (1,5-6,9%) , menthole(2-8,7%) ,
séches pulégone(1,4-7,9%) ,pipéritéone oxyde
(0,3%)
Turquie Plante séche  Pulegone (26,71-29,56%) , [15]
pipéritone (22,17-28,16%)
Algérie (Setif)  Plante séche  Carvone (59,4%), limonéne (6,12%), 1,8- [16]

cinéol, germacrene-D (04,66%),
B-caryophylléne (2,969% ),
B-bourbonéne (2,796% ),

E a-terpinéol (1,986%),
g Terpinéne-4-ol (1,120% )
§ Italie Feuilles Carvone (62,9%) , limonéne (8,5%), 1,8- [17]
= cinéol (7,1%)
La Grece Plante séche  Linalool (85,0-93,9%), germacrene D [18]

(1,0%- 4,2%), B caryophyllene (0-2,6%),
1,8-cineole (0,4 -2,1%), B-elemene (0,5-
1,2%), neodihydrocarveol (0,4-1,2%)
,myrcene (0,3-1,1%)
Algérie Feuilles Carvone(48,5%) , limonéne(20,7%) , [19].
(Bejaia) séches 1,8-cinéol (5,4%)

Dans I’HE des feuilles de basilic du Brésil, le Linalol, géraniol ,1,8-cinéole
sont les principaux composés . en ltalie, les composes majoritaires : Linalol et méthyl
charvicol ont été révélé dans I’HE de basilic, il a été également rapporté que les
composés majoritaires : Linalol , trans-cinnamat de méthyle,1,8-cinéole caractérisent

le basilic du Maroc .
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L’isolement de linalol a été signalé comme étant le seul composé majoritaire
dans I’HE de la Roumanie. En outre le basilic de Madagascar est riche en

méthylcharvicol

Par ailleur , en algérie « khemis miliana » , les principaux composés de I’HE
extraite des feuilles du basilic qui ont été signalé : Linalool et linalyl acetate , ces

résultats sont similaire a ceux trouvés dans notre étude

Pour I’HE de Thymus algeriensis, les résultats révelent que la composition
est en effet trés différente et dérive d'un chémotype différent de Thymus algeriensis
Boiss. & Reut. Présents en Algérie et de ceux déja étudié par Ouariachi et al sur
échantillons marocains. Ce dernier a constaté que I'huile essentielle se caractérise par
une teneur riche en borneol (18,3%) et camphene (11,8%). Megdiche-Ksouri et al a
trouvé une composition différente dans son étude sur le tunisien Thymus algeriensis
Boiss & Reut Avec Camphor (16,7%) , 1,8 cineol (13,9%) and a-pinene (13,6%). Ce
résultat était attendu étant donné que la littérature avait déja mentionné que les
échantillons algériens de Thymus algeriensis présentaient des différences
significatives au sein et entre les échantillons d'huiles essentielles selon les régions

géographiques [10],[20].

L’huile extraite de menthe verte est riche en carvone (49,5%) et en Limonene
(16.1%) Sa composition est globalement proche de celle rapportée par Brahmi, F et al
dans la region de béjaia avec 48,5 % de carvone et celle rapportées par H. Boukhebti
et al de Setif avec 59,4% de carvone et 6,12% de limonéne. Piras, A et al a obtenu
62,9% de carvone et 8,5 % de limonéne dans I’Italie. Ces huiles originaire
méditerranéenne sont des chémotypes a Carvone et Limonéne differents de ceux
analyses par G. Kofidis et al de la Gréce et par I. Telci et al de la Turquie qui ont
été signalés que linalool (85-93,9%) et la Pulegone (26,71-29,56%) sont les
principaux composants réspéctivement.

e Conclusion

Les données sur les chémotypes du basilic puisées dans la littératue nous ont
permis de confirmer que I'HE d’Ocimum basilicum que nous avons étudiée

,appartient bien au chémotype européen riche en linalol .
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Les principaux composes de I'huile essentielle de T. algeriensis de différentes
zones géographiques ont été fréquemment signalés comme incluant du camphre et /
ou des a-le pinene, tandis que le thymol et le linalol ont parfois été signalés comme
les principaux composés. Fait intéressant, La composition chimique de [I'huile
essentielle de T. algeriensis rapportée dans cette étude semble unique, car l'acétate
d'a-terpinyle et l'acétate de néryle ont été détectés comme les principaux composes de

I'nuile mais le thymol n'a pas été détecté du tout.

Fait intéressant, I'nuile essentielle de M.Spicata dans cette étude semble étre
plus riche en certains composants clés tels que le 1,8-cinéole et les monoterpénes
oxygenés. la littérature disponible sur ce sujet révele que de nombreuses études ont
déja été publiées sur la composition chimique des huiles essentielles de M. spicata,
néanmoins il n'y a aucun rapport sur la composition de M. spicata de la région de

I'Atlas saharien algérien.

Par ailleurs, les variations observées dans la structure et les pourcentages des
différents composant dans les essences des différents pays , que nous avons exposeées ,
sont dues a plusieurs sources ,entre autres , 1’origine géographique , la nature du sol,
le mode d’extraction, le matériel végétal frais ou sec ,I’organe de la plante a partir
duquel est retiré 1’essence (plante entiere ,partie aérienne ,feuilles ,fleurs ,fruits .....)

et les conditions d’analyse .

1. Composition chimique des extraits ethanoliques des trois plantes
étudiées
La composition chimique des extraits phénoliques d’O.basilicum ; T.algeriensis et

M.spicata a été déterminée par une analyse HPLC-UV DAD. (Voir I’annexe).

la présence supposée des flavonoides dans un extrait ethanolique (polaire) nous a
permis d’orienter les recherches sur 1’utilisation du gel de silice dont le rdle est de

permettre la séparation de composés polyphénoliques suivant leur polarité.

Les composes les plus polaires sont moins retenus par la colonne Cyg alors que

ceux possedant un caractere apolaire se verraient plus retenus par celle-ci.
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Les composes élués sont généralement repérés en sortie de colonne par leur
absorption en lumiére ultraviolete (280,325,360 nm) pour tous les phénols dd a la

présence du cycle phénolique [21].

La quantification des composés phénoliques se fait par intégration de 1’aire sous

les pics grace aux courbes d’étalonnage des différents étalons.

e Les étalons

Dans cette analyse nous avons utilis¢ un mélange composé¢ d’une solution
méthanol-eau 50:50 (v/v) qui contient 15 étalons.
Le tableau 17 montre les propriétés des étalons utilisés dans cette analyse.
Chaque étalons est caractérisé par une valeur LOD en ppm définie comme la limite de
détection d’une procédure analiytique (c’est la quantité la plus faible d’analyte dans
un échantillon qui peut étre détectée), une valeur Amax et un temps de rétention.

Tableau 17 : les propriétés des étalons utilisés.

Les étalons LOD (ppm) Longueur d’onde
Gallic acid 0.01 280
3,4-dihidroxy benzoic 0.03 280
acid
4-hidroxy benzoic 0.01 280
acid
2,5 dihidroxybenzoic 0.75 320
acid
Chlorogenic acid 0.01 320
Vanillic acid 0.11 320
Epicatechin 0.43 260
Caffeic acid 0.01 280
p-coumaric acid 0.01 320
Ferulic acid 0.01 320
Rutin 0.57 360
Ellagic 0.45 240
Naringin 0.40 280
Quercetin 0.57 360
Cinnamic acid 0.01 280
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Les concentrations des composes phénoliques identifiés dans tous les
échantillons analysés sont présentées dans le tableau 18 (présentées dans I'ordre de
leur temps de rétention).

Tableau 18 : Teneur en composés phénoliques des extraits par 1’analyse HPLC.

Composés Temps de O.basilicum T.algeriensis M.spicata
phénoliques rétention (ng/g) (ng/g) (ng/g)
standard standard

RT (min)
Gallic acid 6.8 17.61 10.49 10.19
3,4-dihidroxy 10.7 21.56 142 7.23
benzoic acid
4-hidroxy 15.7 46.29 10.03 46.50
benzoic acid
2,5 17.2 52.14 778.76 87.10
dihidroxybenzoic
acid
Chlorogenic acid 18.2 25.11 22.68 26.44
Vanillic acid 19.2 138.24 182.67 71.33
Epicatechin 21.3 225.01 824.79 167.78
Caffeic acid 22.7 6.48 33.30 4.34
p-coumaric acid 26.1 12.83 83.80 65.09
Ferulic acid 30.1 25.00 34.30 309.97
Rutin 45.6 476.28 280.39 295.10
Ellagic 47.7 27.64 374.58 418.96
Naringin 49.7 21.02 120.67 9.76
Quercetin 70.4 0.36 2.84 1.07
Cinnamic acid 71.1 54.68 20.51 180.29

Les données du tableau 2 ont révélé que I'extrait éthanolique d'O. Basilicum
avait des quantités élevées de rutine, d'épicatéchine et d'acide vanillique: 476,28 ng /
g, 225,01 ng / g et 138,24 pg / g, respectivement. Deux composés phénoliques, la
quercétine (0,36 pg / g) et l'acide caféique (6,48 pg / g), ont été trouvés en faibles
concentrations. Dans I'extrait éthanolique de T. algeriensis, six composés ont été

détectés a des concentrations particuliérement élevées: épicatéchine (composé majeur;
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824,79 ng/ g), 2, 5 acide dihydroxybenzoique (778,76 nug / g), acide ellagique
(374,58

ug / g), rutine (280,39 pg / g), acide vanillique (182,67 ug/ g) et naringine
(120,67 pg /g). L'épicatéchine s'est revélée étre le principal composé de I'extrait
éthanolique de Thymus algeriensis (824,79 ug / g), et l'acide 3,4-dihydroxybenzoique
a été détecté a la plus faible concentration (1,42 ug/ g).

Les analyses ont montré aussi que 1’acide ellagic , ferulic , rutin, ’acide
cinmic et I’epicatechin sont les composés les plus importants dans 1’extrait du
M.spicata avec des valeurs respectives de 418,96 ng/g, 309,97 ug/g et 295,10 pg/g et
180,29 pg/g .

Il est a noter qu’au cours de cette ¢tude on n’a pas pu identifier certains
composés phénoliques présents dans les extraits des plantes par manque des étalons

adéquats.

La recherche bibliographique sur le profil chimique des extraits phénoliques

des trois étudiées a également permis d’identifier plusieurs composés (Tableau 19).
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Tableau 19 : Composé phénoliques présents dans les trois plantes étudiées d’aprés des

recherches

Composé phénoliques

Ocimum basilicum L

Thymus algeriensis

Mentha spicata L

Syringic acid 0.004 mg /g [26]
0-Coumaric acid 9.83 pg/g [25] 0.627 mg /g [26]
p-Anisic acid 0.329 mg /g [26]
Salicilic acid 0.004mg /g [26]
Methoxy-cinnamic acid 0.030mg /g [26]
caftaric acid 1595.32 mg/1009[22] <0.2 mg/100g [27]
<0.2ug /9[23]
gentisic acid <0.2 mg/100g [27]
caffeic acid 88.452 mg/1009[22] <0.2 mg/100g [27][29][30]
<0.2 ug/g[23]
[24]
p-coumaric acid [24] 0.44 mg/100g [27]
[24]
isoquercitrin [22] 16.06 mg/100g [27]
179.19 pg/g[23]
rutin 658.443 mg/100g[22] 452 uglg [25] <0.2 mg/100g [27]
425.71 pgl/g[23] 0.01 mg/g[ 28]
Quercitrin [22] 2.23mg/100g [27]
50.39 pg/g[23]
Quercetin 3.39 po/g[23]
[24]
luteolin [24] 2.23 mg/100g [27][29]
6.06 pg/g[23]
apigenin [22] <0.2 mg/100g [27][29]
salvianolic acids 14.70 mg /g
[28]

Hydroxycinnamic acids

3.00 mg /g [28]

Caffeoylquinic acids

3.06 mg /g [28]

Hydroxyphenylpropanoic
acids

0.99 mg /g [28]

Luteolin-O-glucoside

[29]
Apigenin-7-O-rutinoside [29]
Rosmarinic acid derivatives <0.2 pg/g[23] 230.50 mg /g [28]
[29] [30]
Flavones 0.53 mg /g [28]
Flavonols 0.01 mg /g [28]
Flavanones 0.04 mg /g [28]
Thymusin [29]
Thymonin [29]
DesmethylInobiletin [29]
Cirsilineol [29]
Sideritoflavone [29]
Eriocitrin [29]
diosmin [30]
p-hydroxy benzoic acid [24]
benzoic acid [24]
kaempferol [24]
catechin [24]
Benzoic acid 5,71 ug/g [25]
Epicatechin 48,03 ug/g [25]
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D’apres la comparaison avec la littérature nos résultats sont en bon accord
avec les recherches de Benedec et all [22] ; ont montré que les extraits d’ocimum
basilicum est riches en composes phénoliques. Ainsi, les composés identifés sont
essentiellement 1’acide caftaric ,1’acide caffeic et la rutine .

Et d’aprés Vlase et al, la quantification de la retine égale a 425.71 pg/g [23],
cette valeur est proche a notre résultats 426,28 pg/g.

Néanmoins, a notre connaissance, l'identification par HPLC de composés
phénoliques de Thymus algeriensis n'a pas beaucoup signalée auparavant.

Nous avons trouvé un seul article qui montrait la richesse de cette plante en
epicatechin (48.03 ug/g) [25].

Concernant M.spicata , il existe de nombreuses études sur la composition
chimique de son extrait phénolique . Parmi eux, une eétude qui a montré la richesse de

cette plante en acide Rosmarinic derivatives (230,50 mg /g) [28].
e Conclusion

L’¢étude phytochimique par HPLC des extraits ethanoliques des trois espéces
étudiées a montré sur la base des spectres UV et des composés témoins disponibles
que tout les extraits ethanoliques présentent un grand nombre des composés
phénoliques , identifiés et quantifiés .

La méme étude a montré la présence des composés phénoliques majoritaires
communs entre les trois especes telle que : epicatechin , rutine , acide vanilique ,
acide ellagique . Composés connus selon la littérature par leurs puissantes activités

biologiques.
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Chapitre IX : Résultats des activités biologiques

l. Activité antioxydante

Les antioxydants naturels sont remplacer les antioxydants synthétiques et qui
peuvent étre employés pour empécher les maladies et 1’oxydation des systémes
complexes des aliments. Les résultats de détermination de la capacité
considérablement de la méthodologie utilisée, de 1’oxydant et du substrat oxydable
utilisé dans la mesure [1] .Par conséquent, il est important de comparer différentes
méthodes analytiques variantes dans leur cible d’oxydation afin de comprendre
I’activité biologique d’un antioxydant et obtenir des données précises pour une
meilleure comparaison avec d’autres données de la littérature [2].

Ce travail, nous avons utilisé quatre méthodes pour évaluer I’activité antioxydante
in vitro des plantes étudiées a savoir : DPPH, ABTS, FRAP et phosphoolybdate . Ces
tests ont été choisis parmi les tests les plus cités dans la littérature.

Dans un souci de comparaison, nous avons fait le choix d’exprimer les résultats
découlant différents tests de facon homogene : en milligramme par millilitre (ou tout
simplement 1C50) pour les tests antiradicalaire DPPH et ABTS et en microgramme
ou milligramme d’équivalent d’acide ascorbique (antioxydant de référence) par
millilitre d’extrait ou tout simplement AEAC (Ascorbic acid Equivalent Antioxidant
Capacity) pour les deux testes anityoxidants FRAP et Phosphomolybdate .

Le tableau 20 résume les résultats obtenus de I’évaluation de 1’activité

antioxydante par les différents tests des extraits bruts des plantes étudiés.
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Tableau 20 : Activité antioxydante des extraits ethanolyques et des huiles essentielles
des plantes et des standards déterminée par les tests DPPH, ABTS , FRAP et

phosphomolybdate.
Extraits  1C50 (DPPH) IC50 (ABTS)  AEAC(ug/ml) AEAC (mg/ml)
(mg/ml) (mg/ml) Test de FRAP Teste de
Phosphomolybdate
EE 0,679 + 0,383 0,970 + 0,022 3,657+ 0,009 0,005+0,0003
Ocimum
basilicum L HE 16.296+0.394 0,6870+0,203 0,003+0,0007 0,760 +0,001
EE 1,560+0,010 1,743 £ 0,195 0,897+0,064 0,007+0,0006
Thymus
5
algeriensis HE 1.437+4.51 .10 0,896+0,203 1,387+0,265 0,432+0,001
EE 0,367 + 0,010 0,586+ 0,008 2,332+ 0,018 0,008+ 9,485E-05
Menta spicata
HE 3,451+0,177 0,377+ 0,008 3,79740,212 0,297+0,003
Ascorbique 0.002+3.826.10°° 0,001+5,13E-05 ND ND
acide
Vitamin E ND ND ND 0.674 + 0.057
Trolox ND 0,003+3,35E-05 ND ND
BHA 1.685+0.658 ND 1000+0.047 ND

ND : Non déterminé .
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I.1. Activité anti-radicalaire DPPH

Pour évaluer les différents potentiels antioxydants des extraits phénoliques et des
huiles essentielles, leurs valeurs ICs, été déterminées par le test DPPH, et ont été
compareées a I'lCsp de composé de référence acide ascorbique (vitamine C) en mg /
ml. La présente étude montre que les extraits éthanoliques ont démontré d'excellentes
activités d'élimination des radicaux DPPH.

En général, l'activité associée a I'extrait de M.Spicata était plus forte que celle
associee a l'extrait de T. algeriensis et d’O.Basilicum, mais les trois extraits avaient
moins d'activité que I'acide ascorbique (ICsp = 0,002 + 3,826.10 ° mg / mL). Pour les
huiles essentielles, I'activité la plus forte a été associée a I'huile de T. algeriensis, avec
une valeur 1Cso de 1,437 mg / mL, suivie de BHA (ICsp de 1,437 mg / mL), de I’huile
de M.Spicata (ICsq =3,451+0,177 mg /ml) et en fin de I'huile O. basilicum (ICsy de
16,296 mg / mL). Cependant, tous les échantillons examinés étaient moins actifs que

I'acide ascorbique.

Pour 1’O.Basilicum, des nombreuses etudes sont concentrées principalement sur
les activités antioxydantes des extraits bruts, en utilisant du méthanol, de I'acétone ou
de I'eau comme solvant, Cepondant Giilgin, 1. et al ont constaté que 1’extrait ethanolic
d’O. basilicum de la turquie exerce une inhibition du radical DPPH (62% pour une
concentration de 50ug /ml d’extrait) [3].

O.Basilicum , recoltee en Serbie , a fait aussi I’objet d’'une etude portant sur la
capacite antioxydante des extrais organiques avec le test DPPH . Tous les extraits
évalués ont pu réduire le radical DPPH stable avec des valeurs ICsy (50% de
réduction) comme suit: 8,17 pug / mL pour H>0, 12,86 pg / mL pour EtOAc, 17,67 pg
/ mL pour n-BuOH, 21,14 ug / mL pour CHClj, et 24,91 pug / mL pour l'extrait Et,0.
Respectivement [4].

Pour I’'HE, Hussain et al ont montré que I’HE de basilic riche en linalol offre
une activité antioxydante (6 pg /ml ) comparable a 1’antioxydant synthétique BHT
(5,8ug /ml) [5].Concernant les résultats obtenue précédemment pour 1’extrait
phénolique et I’huile essentielle de T.Algeriensis par la methode DPPH, Bendjabeur
et al [6], ont montré que I’ EE avait presque méme efficacité que le BHT pour des
concentrations supérieures a 50 g / mL et etaient bien plus efficaces pour piéger le
radical DPPH que I’ HE , ou l'huile de T. algeriensis avait une activité modérée

traduite par une valeur élevée de ICsq (547,68 g / mL).
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L'huile de M. spicata présentait une activité considérable de piégeage des
radicaux libres selon Hussain, A et al [7], I’huile essentielle marque une valeur ICs
de 13,3 pg / ml

Dorman et al [8] ont établi que différents isolats de Mentha étaient capables
de piéger le radical DPPH dans l'ordre décroissant suivant; M. piperita> M. dalmatica
et M. spicata.

Une autre étude de Mata, A [9] a montré que 1’extrait ethenolique présente de trés
bonnes activités d'élimination des radicaux DPPH (IC50=5.7 £ 0.4 pug /ml).
1.2. Activité antiradicalaire ABTS

Ce test est basé sur la capacité d’un antioxydant a stabiliser le radical cationique
ABTS™ de coloration bleu-verte en le transformant en ABTS" incolore, par piégeage
d’un proton par 1’antioxydant.

Nous avons déterminé pour chaque extrait le pourcentage 1Csp mg / ml; Une
comparaison est faite avec la capacité du Trolox et d’acide ascorbique a capturer
I’ABTS.

D’apres le tableau 20, les activités antioxydantes varient considérablement entre
les différents extraitsdes trois plantes étudiées En comparant les valeurs d’ICsg, 0N
constate que, les HE posséder une activité anti-radicalaire plus élevée que les extraits
éthanoliques. L'extrait éthanolique de M.spicata et d'O. Basilicum a démontré une
activité antiradicalaire plus élevée que l'extrait éthanolique de T. algeriensis, ce qui
peut étre attribué a sa haute teneur en phénols (rutine, acide vanillique, épicatéchine,
ellagic ); ces composés sont responsables du piégeage du radical cationique ABTS **
en fournissant H ™.

La Comparaison de nos resultats avec les travaux antérieurs sur la plante
d’ocimum basilicum , Nous constatons qu'ils sont presque identique : les huile
essentielles sont plus actif visa vis I’ABTS que les extraits ethanoliques .

Coelho, J A trouvé que I’extrait ethanolique de basil possede une valeur 1Cso=
5.38 = 0.23 mg /ml alors que I’huile essentielle obtenue par extraction de fluide
supercritique a marqué une ICsp égal a 1.74 + 0.05 mg/ml [10].

De méme, Bayala et son équipe ont suggéré que L’huile essentielle du basilic qui
contiennent es monoterpenes les monoterpenes oxygénés, tels que le thymol, le

carvacrol et l'a-terpinéol, (principalement responsables du potentiel antioxydant des
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huiles végétales ) montrent une activité antiradicalaire élevée.( 0.69+0.03 mmol TE/g)
[11].

En outre, une étude réalisée par sur I’activité antioxydante (exprimée en ICsg
(mg/l) d'huiles essentielles et d'extraits éthanoliques de T. algeriensis irradiés par
rayons gamma a différentes doses (0, 10, 20 et 30 kGy). A donéé une faible activité
antiradicalaire par test d’ABTS (du 7.64 a 11.01 mg/l pour I’huile essentielle et du
20.37 a 33.16 mg/1 pour I’extrait ethanolique ) [12].

Dans la methode ABTS, tous les échantillons du T.algerinsis étudiés par
Bendjabeur (huiles et EE) ont montré des activités significatives similaires ou
meilleures que celles des standards (Trolox et BHT) [13].

L’HE a montré un taux de piégeage des radicaux plus élevé que I'extrait de méthanol.

Malgré le méme meécanisme de transfert d'électrons unique rapporté pour les
deux méthodes, le méme composé phénolique peut avoir une cinétique d'oxydation
différente selon le test utilisé et par conséquent avec un comportement différent, bien
que le méme mécanisme . Dans certains composés volumineux, le test ABTS est
supérieur au test DPPH en raison de I'encombrement stérique. De plus, les composés
hydrophiles et lipofiliques peuvent étre testés pour leur activité antiradicalaire en
utilisant le test ABTS " " [6].

En mettant en évidence la plante de menthe, et en comparant notre échantillon
d'huile essentielle avec un autre échantillon de la région de Bejaia en Algérie, nous
constatons une similitude dans les résultats obtenus en ce qui concerne le test ABTS
(IC50=36.2 £ 3.2 ug /ml) [13].

Avec une différence dans les valeurs ICsy dans les deux tests (DPPH et ABTS),
malgré la similitude du mécanisme d'interaction, Cela est probablement di aux
facteurs stériques qui contribuent largement a la réduction du radical DPPH - stable.
[13], et c'est ce que notre étude indique.

1.3. Test de FRAP

Le tableau 4 montre les valeurs AEAC pour les extraits éthanoliques et les huiles
essentielles obtenus a partir des plantes étudiées, ainsi que celui de BHA, qui a été
choisi comme antioxydant standard. Une attention considérable a été accordée a la
détermination de la capacité antioxydante totale en utilisant I'activité antioxydante de
I'acide ascorbique en termes d'équivalence et reflétée dans I'AEAC, définie comme la

concentration d'acide ascorbique (ug / mL) qui donne un pouvoir antioxydant
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équivalent a celui de une concentration de 1 mg / mL de I'OE et de I'EE. Un AEAC
élevé indique une capacité antioxydante notable [14].

Par rapport a celle du contréle positif, I'EE d'O. Basilicum avait l'activité la plus
puissante (AEAC de 3,657 £ 0,009 ug / mL), suivie par I'EE de M.spicata (AEAC de
2,332+ 0,018 pg / mL) et enfin I’EE de T.algeriensis (AEAC=0,897+0,064
Cependant, I'EE de T. algeriensis a démontré un potentiel antioxydant inférieur, avec
une 1Cso de 0,897 + 0,064 ug / ml ). Notamment, les OE des deux plantes M.spicata
et T.algeriensis ont démontré un potentiel de réduction du Fe, ™ tres elevé par

rapport a I’HE d'O. Basilicum.

Selon Gllgin , Aux différentes concentrations, 1’extrait ethanolic <’Ocimum
basilicum a montré une capacité a reduire le fer plus élevées que le contréle et ces

différences étaient statistiquement significatives (p <0,05) [15].

Pour les mesures des capacités réductrices d'HE de Thymus algeriensis , la
transformation de Fe® *— Fe?* en présence d'huiles a été étudiée par Nikoli¢ 2014 . Le
pouvoir réducteur le plus élevé a été enregistré pour T. algeriensis (IC 5= 0,68 g /
ml) [16].

Hazzit a indigué dans sa précédente étude que Les pouvoirs réducteurs des huiles
de T. algeriensis pauvres en thymol ou carvacrol étaient nettement inférieurs a ceux
des huiles essentielles riches en ces deux phénols. Ce résultat suggére qu'il pourrait y
avoir une relation étroite entre ces deux composés phénoliques et le pouvoir
réducteur, en raison des substitutions hydroxyles dans le cycle aromatique, qui

possedent de puissantes capacités de don d'hydrogéne [17].

De nombreuses études s'intéressent au suivi de l'activité antioxydante de I'huile
essentielle de la menthe (M. spicata), parmi lesquelles une étude de Chauhan, S [18],
qui prouve que I'huile de menthe possede une tres forte capacité a réduire le complexe
ferricynide (Fe>*) en ions ferreux (Fe? ) et qui est équivalente méme a l'activité des

produits de contréle.

Le pouvoir réducteur maximal a été observé dans I'huile de collection Tanakpur en
Inde, avec une absorbance a 700 nm (Azp) (2,873-4,000 (x 0,003-0,000)),
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comparable a celle du BHT standard, de la catéchine et de I'acide gallique (Ao =
4.000 * 0,000) [18].

Les résultats d’une autre étude concernant le pouvoir réducteur (FRAP) de
I’extrait phénolique de M.spicata, démontrent clairement que l'extrait aqueux de
feuille de M. spicata est riche en composé phénolique et posséde un pouvoir réducteur
élevé. Ou la concentration d'extrait qui peut fournir une absorbance de 0,5 (ECso) a
été déterminee a partir du graphique de I'absorbance par rapport & la concentration
d'extrait (EC 50= 0.026+0.001 mg/mL) [19].

I.4. Test du phosphomolybdate

Les différents extraits d'O. Basilicum, de T. algeriensis et de M.spicata ont
également été utilisés pour déterminer leurs capacités antioxydantes a partir de la
formation du complexe de phosphomolybdéne vert. Les activités antioxydantes des
extraits ont été référencées a celles de I'acide ascorbique en termes d'équivalence en
calculant la valeur AEAC. Cette méthode est basée sur la réduction du molybdene
d'un état d'oxydation VI a un état d'oxydation V en présence d'un antioxydant. Cette
réduction se matérialise par la formation d'un complexe verdatre détectable dans le
visible a 695 nm a un pH acide [20].

Les résultats indiquent que dans les conditions expérimentales appliquées, les HE
des trois plantes sont de puissants antioxydants, tandis que leurs extraits phénoliques
ont le plus faible potentiel de réduction du molybdéne. L'huile d'Ocimum basilicum a
enregistré I'AEAC le plus élevé, qui a dépassé I'AEAC de la vitamine E dans les
mémes conditions expérimentales.

Ce résultat peut étre attribué a la composition chimique de I'huile d'O. Basilicum,
qui contenait principalement 92% de monoterpénes oxygénés, avec le linalol comme

composé prédominant [21].
1.5. Corrélation entre teneur en polyphénols totaux et activité antioxydante

Afin de confirmer que ’activité antyoxydante des extraits phénoliques des trois
plantes étudiéees issue de leurs richesses en composés phénoligues, nous avons essayé
de trouver des corrélations linéaires entre les valeurs de capacité antioxydante de nos
extraits avec leurs contenue en polyphénols totaux et flavonoides totaux. (Figure 31 et
32).

114



Chapitre IX : Résultats des activités biologiques

1,8 - 2 -
1,6 - —
. RZ = 0,8876 . R2 = 0,9315
~ 1,4 - 15 -
E12- £
o0 1 4 V)
€ € 1 - ¢
T 0,8 - e
206 - * 5
[a] 0,4 i . 0,5 7
0,2 -
O T T T 1 O T T T 1
0 100 200 300 400 0 100 200 300 400
Phénols totaux (mg /g d'extrait) Phénols totaux (mg /g d'extrait)
4 - , 0,009 - R?2=0,1564
35 - ¢ R=02079 0,008 - .
~ 3 E 0,007 - 0/
E i = _
£25 . & 0,006
2, = 0,005 - *
- -
& 1,5 - s 0,004
£ 1 . £ 0,003 -
05 - g 0,002 -
0 . . 0,001 -
0 200 400 0 - -
Phénols totaux (mg /g d'extrait) 0 200 400
Phénols totaux (mg /g d'extrait)

Figure 31 : Corrélation entre teneur en phénols totaux et tests d’activité antioxydante.
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Figure 32 : Corrélation entre teneur en flavonoides totaux et tests d’activité

antioxydante.

D’aprés ces tracés, une corrélation significative est observée entre la teneur en
polyphénols totaux et I’activité antiradicalaire DPPH et ABTS avec R%?=10,887 et R*=
0,931 respectivement, Alors cette coordinance confirme que I’activité antiradicalaire
est due principalement a la teneur élevé en polyphénols totaux dans les extraits des
plantes. Mais pas forcément les flavonoides, ces derniers ont enregistrés des
coefficients de corrélation faibles vis-a-vis le radical DPPH et ABTS (figure 32).
L’activité antioxydante elevée est due a I’effet inductif des trois groupes hydroxyles
de I’acide gallique et aussi a la présence de I’acide p-coumarique [22],[23].

D’autres travaux ont montré que ’acide vanillique, 1’acide syringique, 1’acide
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férulique, I’acide p-coumarique et la catéchine possédent de forte corrélation positive
entre les activités du piégeage des radicaux (DPPH, ABTS") I’acide gallique et la
catéchine sont étroitement corrélés a I’activité de chélation des métaux et I’inhibition
de la peroxydation lipidique [24].

Apres toutes les combinaisons effectuées, nous enregistrons 1’absence de
corrélation entre les deux tests du pouvoir antioxydant (FRAP et Molybdate ) et les
teneurs en polyphénols, cette confirmation est largement répandue dans la littérature
[25].

Il est trés accepté que ce n’est pas nécessairement la forte teneur en
polyphénols exige une activité antioxydante puissante [26].

La seule explication de 1’absence de cette corrélation est du a la synergie des
composés phénoliques dans les extraits alcolique [27] , et que I’activité antioxydante
dépend non seulement de la concentration mais aussi de la structure de ces molécules.
C’est pourquoi les deux extraits T.Algeriensis et M.spicata , comme avec des teneurs
plus au moins comparables en flavonoids de 1’ordre de 114 mg ER/ g et 118 mg
ER/g respectivement peuvent présenter des changements remarquables dans leur
activité antioxydante (cas de ’ABTS , réduction de fer, test de DPPH).

Les extraits des composés phénoliques révele la présence d’une bonne
corrélation entre les teneurs en flavonoides (R = 0,705 et 0,908 ) et les autres
propriétés antioxydantes FRAP et MOLYBDATE
Ces correlations sont dues a la présence des flavonoides. Ces derniers possedent des
propriétés antioxydantes puissantes. Le nombre et/ ou la position des groupes
hydroxyle sur les noyaux de ces molécules, les substitutions sur les cycles B et A avec
la présence de la double liaison C2-C3 en conjugaison avec la fonction 4-oxo sur le
cycle C renforcent I’activité antioxydante des flavonoides [28].

De plus nous avons cherché la présence d’une corrélation linéaire entre les
quatre tests in vitro DPPH ,ABTS,FRAP et phosphomolybdate . Les graphiques nous
permettent d'obtenir les codificent des corrélations regroupées dans la matrice

suivante :
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Tableau 21: Corrélation entre les quatres testes d’activité antioxydante des extraits
éthanoliques des trois plantes étudiées.

DPPH ABTS FRAP PHOSPHOMOLYBDATE

DPPH 1

ABTS 0,994 1

FRAP 0,529 0,453 1
PHOSPHOMOLYBDATE 0,004 0,02 0,405 1

Les activités d’inhibition des radicaux DPPH et ABTS présentaient une bonne
corrélation r =0,994 , peut étre expliquée par le fait que ces deux méthodes utilisent
des mécanismes d’action similaires.

Et  inversement aucune corrélation est observé entre les activités
antiradicalaires et le test de phosphomolybdate cela peut étre expliqué comme suit :
les composés phénoliques responsables au pouvoir réducteur sont différents au
composés phénolique piégeant des radicaux libre.

Cependant, cette faible corrélation est expliquée par le fait que le pouvoir réducteur
est sensible au transfert d’électron, tandis que I’ABTS en plus de sa sensibilité au
transfert d’électron, elle est aussi sensible au transfert d’atome d’hydrogene.

Selon Clark et al [29] il existe une corrélation négative entre ces trois tests,
cela peut etre expliqué par I’existence d’une différence entre ces derniers, le DPPH
qui est le piégeage des radicaux libres. Par contre, le pouvoir réducteur et le
phosphomolybdate c’est la réduction des ions, en plus de ¢a chaque analyse refléte un
aspect différent du comportement antioxydant d'un échantillon.

Nos résultats suggeérent que les trois plantes de la famille lamiaceae peuvent
étre considérées comme une source précieuse de produits antioxydants. de sorte que
ces plantes cultivés en Atlas saharien algérien pourraient trouver un certain nombre

d'applications industrielles, en particulier dans le domaine médical.

1. Activité antibactérien

Pour surmonter le probleme de résistance des microorganismes vis-a-vis les
antibiotiques, la plupart des travaux sont orientes actuellement vers d’autres agents
antimicrobiens possedant un mode d’action tout a fait spécifique [7]. Afin de mettre

en évidence 1’activite antibacterienne des huiles essentielles et des extraits
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Phénoliques des trois plantes, des microorganismes causant pour la plupart des
infections et des maladies nosocomiales ont été testés.

Lorsque des huiles sont soumises aux essais biologiques, la toxicité du solvant
peut étre egalement critique meme a 1’etat de traces, le solvant ne devrait pas
empecher la conduite du processus biologique [30]. Pour éviter toutes interactions
possibles avec le solvant, les huiles ont ete utilisees a I’etat brut.

L’etude in vitro du pouvoir inhibiteur des huiles et des extraits été quantitative par la
détermination de la concentration inhibitrice minimale (CMI).
Les résultats de sensibilité des germes par la méthode de microdilution sont
représentés dans le tableau 22 .

La détermination des CMI des différents agents antimicrobiens testés dans
cette étude a été réalisée par la méthode des puits (Partie expérimentale, chapitre 6).
Cette méthode consiste & mettre en contact les bactéries avec différentes
concentrations d’echantillons pendant 48 h . Apres ce temps, il est possible de voir la
premiére concentration, qui induit une inhibition des bactéries. Cette concentration est
alors la CMI.

Plus les CMI sont faibles, plus 1’activité antibactérienne des agents testés est
meilleure.
Aligiannis et ses collaborateurs 2001 ont proposés une classification des exrtraits des
matériels végétaux sur la base des résultats des CMI comme suit [31]:

- Forte inhibition : CMI inférieure a 500 pg/ml.

- Inhibition modérée : CMI varie de 600 a 1500 pg/ml.

- Faible inhibition : CMI supérieure a 1600 pg/ml.
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Tableau 22 : Activités antimicrobiennes des extraits éthanoliques et des huiles
essentielles des plantes étudiés contre huit micro-organismes pathogénes exprimée en

valeurs CMI (ug / mL).

Extract S. S. B. E. K. p. C.
epidermidis aureus subtilis coli pneumoniae  aeruginosa albicans
O.basilicum 128 128 64 128 256 256 64
EE
T.algeriensis 128 64 64 256 256 512 128
EE
M.Spicata - - - - - - -
EE
O.basilicum 32 32 16 64 128 256 32
HE
T.algeriensis 32 32 32 64 256 512 64
HE
M.Spicata 32 - - 64 - - -
HE
Ampicillin 2 2 4 16 64 128 -
Amphotericin B - - - - - - 2

Les extraits éthanoliques d'O. Basilicum et de T. algeriensis ainsi que leurs
huiles essentielles ont été évalués en termes d'activité antimicrobienne potentielle
contre un groupe de micro-organismes pathogénes, comprenant des bactéries gram-

positives et gram-négatives et champignons.

Une activité antimicrobienne supérieure a été observée contre les bactéries
gram-positives examinées dans cette étude, tandis que les extraits de plantes et les
huiles essentielles ont démontré des activités moderées contre les bactéries gram-
négatives. Fait intéressant, les activités antimicrobiennes observées apres le traitement
aux huiles essentielles semblaient généralement plus puissantes que celles associées

aux extraits éthanoliques d'O. Basilicum et de T. algeriensis. Comme le montre le
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tableau 22 , une activité antifongique modérée a été associée a la fois aux extraits
éthanoliques et aux huiles essentielles d'O. Basilicum et de T. algeriensis lorsqu'ils

ont été examinés contre Candida glabrata et Candida albicans.

L'huile de Mentha spicata a démontré un niveau variable dactivité
antimicrobienne contre les micro-organismes examinés. la détermination de la
concentration (CMI) a indique que I'huile essentielle était la plus active contre le

Staphylococcus epidermidis a Gram positif avec une valeur de CMI de 32 ug \ mL

De nombreuses études documentaires ont fourni un soutien pour les activités
antimicrobiennes de plusieurs des composés dans les extraits éthanoliques et les
huiles essentielles de O. basilicum et T. algeriensis. Par exemple, la quercétine a été
signalée comme un composé antimicrobien trés efficace contre plusieurs bactéries

pathogénes a Gram positif et & Gram négatif [32].

En outre, il a été démontré que les activités antibactériennes des flavonoides,
tels que la quercétine, étaient efficacement améliorées en présence de rutine, un
composant majeur des extraits éthanoliques des deux plantes, bien que la rutine n‘ait
pas montré d'activité seule [33].

Afin de caractériser l'activité biologique des I'huiles essentielles, l'activité
antimicrobienne de I'huile essentielle a été examinée dans la présente étude. Fait
intéressant, les rapports de la littérature sur l'association entre la composition
phytochimique des huiles essentielles et son activité antimicrobienne se sont révélés
étre en grande cohérence avec les résultats de la présente étude. En particulier, les
monoterpénes oxygénés étaient manifestement signalés comme un puissant agent
antimicrobien dans la composition de plusieurs huiles essentielles [34]. De plus, le
1,8-cinéole et les sesquiterpenes ont montré une activité antimicrobienne considérable

contre une large gamme de bactéries Gram-positives et Gram-négatives [34],[35].

L’huile essentielle de T. algeriensis est moins active comparée a 1’essence
d’0O.Basilicum selon Amarti, F et al [36 ]. Cette faible activité peut étre due a la
présence dans I’huile de T. algeriensis de I’a-pinéne, du B-pinéne et du limonéne

reconnus par leur faible activité antibactérienne .

La méme constatation a été rapportée par Giordani et al [37] qui ont montré

que parmi les huiles de sept plantes aromatiques et médicinales différentes de
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I’Algérie, I’essence de T. algeriensis a présenté la plus faible activité antifongique
contre Candida albicans.

L’activité antimicrobienne est aussi attribuée au phénomeéne de synergie entre
les composants minoritaires des huiles essentielles [38].Les interactions entre ces
composants peuvent étre a I’origine d’une activité plus €levée par rapport a celle
prévisible pour les composés Majoritaires [39],[40] .

Cependant, comme les huiles essentielles contiennent de multiples
composants, leurs activités antimicrobiennes sont plutt dues a I'action additive ou
synergique de plusieurs composés chimiques agissant sur un ou plusieurs sites cibles
[39].

La sensibilité des souches bactériennes aux huiles essentielles dépend aussi de la
composition de leur membrane externe. Les bactéries a Gram négatif sont plus
résistantes que les bactéries & Gram positif [41],[42].

Ceci est di a leur membrane externe qui est constituée d’une barriere de
perméabilité efficace. Le lipopolysaccharide, grace a ses charges négatives de surface
empéche la diffusion des molécules hydrophobes [43].

En raison de I’absence ce cette barriere, les bactéries a Gram positif sont moins
protégées contre les agents antibactériens, leur faible teneur en phospholipides permet
le contact direct des constituants hydrophobes des huiles essentielles [41].

I1l.  Activité anticancereuse

Nous avons évalué I’activité de nos différents extraits sur le taux de croissance
globale des lignées de cellules cancéreuses du sein ( MCF-7, MDA-MB 231), du col
de I'utérus humain (HelLa) , du prostate humain (PC3), du leucémie humaine
(K562) , du colon (HCT-116 ) , du carcinome canalaire humain (T47D) a I’aide du
test colorimétrique de cytotoxicité MTT. Il a permis de déterminer, pour chaque
extrait testé, les indices LDsy (la concentration a laquelle la survie des cellules
cancéreuses a été réduite de 50%.) a partir des courbes dose-réponse de cytotoxicite
(figure 33 et 34).

Le tableau 23 reprend les résultats du test de cytotoxicité MTT des différents
composeés testés, sur les lignées cellulaires. Les courbes dose-dépendantes obtenues

par régression non linéaire ont été utilisées pour calculer les valeurs de LDs,. La
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doxorubicine, un agent anticancéreux bien connu, a été utilisée comme contrdle

positif et a démontré des valeurs de LDsg allant de 1 & 20 ug / ml contre les différentes

lignées de cellules cancéreuses utilisées dans cette étude.

Tableau 23: Activités antiprolifératives des extraits phénoliques et d'huiles

essentielles des trois plantes étudiées sur les lignées cellulaires cancéreuses

humaines, temps d'exposition 48 h. Les valeurs de LD 5 (ug / mL) sont affichées £SD

MCF-7
Extrait
O.basilicum
HIem - 10,000
EE
T.algeriensis
geriensis . 10,000
EE
M.spicata
EE
.basilicum
O.basilicu 1090+64
HE
T.algeriensi
algeriensis 647416
HE
M.spicata 9754156
HE

MDA-MB-
231

> 10,000

> 10,000

1012+44

715%22

HelLa

> 10,000

> 10,000

1052+38

746%19

Pc3

> 10,000

> 10,000

1028+78

1067+96

K562

> 10,000

> 10,000

929+18

300£13

T47D

324+81

HCT-
116

279+52

Généralement, les huiles essentielles des plantes étaient beaucoup plus

efficaces pour supprimer la croissance des cellules cancéreuses que les extraits

éthanoliques.
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Sur la lignée celulaire K 562, les résultats indiquent que tous les huiles
essentielles de feuilles de T . Algeriensis et d’O.basilicum ont visiblement des effets
antiprolifératifs sur cette lignée cellulaire. Le meilleur résultat sur les K 562 a été

obtenu avec le T . Algeriensis , qui a montré une LDsg de 300+13 pg /mL

Concernant la lignée MCF7 par le méme test; La meilleure activité est
obtenue avec I’huile essentielle du T.algeriensis : une LD 50 égal a 647 + 16 ug/ml,
suivi d’huile de M.spicata avec une LDsy de 975 = 156 pg/ml et enfin I’huile
d’O.basilicum LDsy =1090+64 pg /ml.

1 Ocimum basilicum - MCF7 1 Ocimum basilicum - MDA231 1 Ocimum basilicum - Hela
100
5w
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Figure 33: Activités antiprolifératives de I'huile essentielle de O. Basilicum

sur trois lignées cellulaires cancéreuses, temps d'exposition 48 h.

2 Thymus algeriensis - MCF7 2 Thymus algeriensis - MDA231 2 Thymus algeriensis - Hela
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Figure 34 : Activités antiprolifératives de I'huile essentielle de T. Algeriensis sur

trois lignées cellulaires cancéreuses, temps d'exposition 48 h.

L’huile hydrodistillée M. spicata a été évaluée pour ses caractéristiques
antiprolifératives in vitro sur trois lignées cellulaires de cancer humain, y compris la
lignée cellulaire MCF-7 d'adénocarcinome du sein humain, la cellule T47D de la

tumeur épithéliale du sein canalaire humain et le cancer du c6lon humain HCT-116.
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LDso a été calculée sur la base des courbes dose-dépendantes et était de 324 + 81 pg /
mL, 279 + 52 ng / mL et 975 + 156 pg / mL pour les lignées cellulaires T47D, HCT-
116 et MCF-7, respectivement . Les activités anticanceéreuses observées sur les trois
lignées cellulaires cancéreuses examinees peuvent étre attribuées a l'abondance
significative de certains des composants anticancéreux les plus naturellement actifs de

I'huile, tels que le 1,8-cinéole et le limonene [44].

Mentha spicata - T47D Mentha spicata - MCF-7 Mentha spicata - HCT
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Figure 35 : Activités antiprolifératives de I'huile essentielle de M. spicate sur trois

lignées cellulaires cancéreuses, temps d'exposition 48 h.

La résistance pléiotropique aux agents chimiothérapeutiques (Multidrug
Resistance ou MDR) est la diminution de la sensibilité des cellules cancéreuses, et par
conséquent la réduction de I'efficacité du traitement, C’est une obstacle majeur pour le
traitement de nombreuses pathologie malignes, notamment pour ceux qui ne peuvent
pas étre traités par chirurgie ou radiothérapie, dont les leucémies, les lymphomes, les
sarcomes et la plupart des carcinomes, en particulier hépatiques, rénaux, surrénaux et
coliques [45],[46].

Les différents mécanismes qui peuvent induire la résistance sont tres
complexes et tres divers, et pourrait étre due a ’altération du métabolisme du
médicament, 1’altération de la cible du médicament, 1’activation des mécanismes de
réparation de I’ADN et la modification de I’expression des génes apoptotiques [47].
De plus, Cette résistance multi-drogues (MDR) pour cette large catégorie de
chimiothérapies est associée a une diminution de I’accumulation intracellulaire des
médicaments soit par la diminution de I’entrée du médicament dans la cellule ou
I’augmentation de D’efflux du médicament de la cellule par 1’augmentation de

I’expression du produit d’un géne fortement conservé. plusieurs efforts sont investis
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dans l'identification de produits naturels ayant des propriétés réversantes, permettant
d'inhiber les transporteurs membranaires, de renverser le phénotype MDR envers
differentes médications, et de sensibiliser les cellules cancéreuses a la chimiothérapie
conventionnelle sans les effets secondaires rapportés avec les inhibiteurs classiques
des transporteurs membranaires. C’est dans ce contexte que 1’utilisation des extraits
des plantes fait actuellement I’objet de nombreuses recherches [48-50].

Des études montrent que certains flavonoides particulierement la lutéoline, la
quercétine, le kaempférol, 1’apigénine et la taxifoline inhibent d'une fagon marquée la
lipogenése des cellules cancéreuses; d'autres flavonoides sont plutét capables
d'induire l'apoptose.

Certains flavanols (épigallocatéchine-3-gallate) présentent des effets
cytotoxiques sur les cellules cancéreuses de la prostate; ces effets sont corrélés avec
leur capacité a inhiber les enzymes clés lipogeniques FAS (Fatty Acid Synthase) [51].

Les travaux réalisés par Mahmoud, N. N. [52] et Depeint et coll [53];
montraient que la curcumine permet de prévenir la formation des tumeurs spontanées
induites génétiquement, ce méme flavonoide réduit I'apparition des tumeurs de la
peau induites chimiquement. La quercétine et la rutine, sont les deux flavonoides les
plus conseillées pour prévenir I'apparition du cancer de l'appareil gastro-intestinal;
tandis que l'apigénine avec la quercétine ont la capacité a inhiber la phase de
métastase. Toutefois Caltagirone et coll. 2000 [54]; Depeint et coll. 2002 [53]
signalaient que I’inhibition des différents stades de développement de cancer, est
plut6t assurée par toutes les flavonoides.

Quelques composés phénoliques (les acides phénoliques, les flavonoides, les
quinones, les coumarines) ont prouvé une activité antioxydante efficace et ont
également prouvé des activités anticancéreuses/anticarcinogenique/antimutagenique
[55].

L’action antitumorale des HE est liée a 1’activation des cibles moléculaires menant a
la mort de la cellule cancéreuse sans altérer les cellules normales. Un grand nombre
d’études suggerent que les constituants des HE, tels que le carvacrol, constituent une
nouvelle classe de drogues anticancéreuses trés frappantes dans la régression des

tumeurs avec une toxicité limitée [56].
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Nikolic et al. ont montré ’activité cytotoxique des HE de cing especes de la
famille de Lamiaceae (Mentha piperita, Mentha pulegium, Lavandula angustifolia,
Satureja montana et Salvia lavandulifolia) contre des lignées tumorales des cellules
de carcinome (HelLa), Adenocarcinoma (A549) et de cellules fibroblastiques
cancéreuses de foetus humain (MRC-5) .

L’huile a également révélé l'activité cytotoxique la plus élevée contre les
lignées cellulaires testées, présentant des valeurs 1C50 de 40,13 a 65,51 g / ml, avec
une légere sélectivité envers les cellules HelLa observée par rapport a la lignée
cellulaire normale (MRC-5) [16].

Rahimifard et al. (2010) ont démontré que les six espéces de Mentha, y
compris les extraits et les huiles essentielles de M. piperita et M. pulegium, étaient
toxiques contre les lignées cellulaires Vero, Hela et Hep2 a différentes concentrations.
Cette espece a été largement étudiée pour sa composition chimique et son profil
pharmacologique [57].

Selon les données de la littérature, l'activité antiproliférative d’O. basilicum
huile essentielle et des extraits ont été étudié par Zarlaha et al. in vitro, sur quatre
lignées cellulaires cancéreuses humaines différentes: les cellules HelLa de
I'adénocarcinome du col humain, les cellules FemX du melanome humain, les cellules
K562 de la leucémie myéloide chronique humaine et les cellules SKOV3 ovariennes
humaines. Les principaux constituants de I'OE et des extraits, tels que I'eugénol,
I'isoeugénol, le linalol, l'acide caféique et l'acide rosmarinique ont également été
étudiés. Dans cette étude, l'isoeugénol, I'eugénol, le linalol et l'acide caféique
présentaient une cytotoxicité élevée et une activité anticancéreuse contre les cellules
ovariennes humaines SKOV3. En comparant nos et leurs résultats sur les cellules
HelLa et K562, on a pu voir que notre extrait et I'nuile essentielle présentent une

activité légére mais notable [58].

L'activité anticancéreuse in vitro de I’HE d'O. basilicum a été examinée en
utilisant un dosage de méthylthiazol tétrazolium contre la lignée cellulaire de cancer
du col de l'utérus humain (HeLa) et la lignée cellulaire de carcinome épithélial du
larynx humain (Hep-2). Les valeurs 1C50 obtenues étaient respectivement de 90,5 et
96,3 ug / mL [59].
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De méme, I’huile essentielle du Thymus algeriensis from lybia présente une
forte activité anticancéreuse contre quatre cellules tumorales humaines : NCI-H460,
MCF-7, HCT-15 et AGS avec des valeurs de LDsq allant de 62,12 a 64,79 pg / ml
[16].

L’activité antitumorale de I’huile essentielle du Thymus algeriesis maroain
ainsi que celle de deux composés purs (carvacrol et thymol) a été évaluée par rapport
a la lignée cellulaire tumorale P815. Les résultats montrent que cette huile a un effet
cytotoxique important et que le carvacrol est le produit cytotoxique le plus important

et qui représente le composé majoritaire [60].

On ce qui concerne la plante M.Spicata , selon Fitsiou et al , I'nuile de menthe
verte était puissante contre la lignée cellulaire THP-1 (ECso = 0,71 £ 0,004 mg / mL),
alors qu'elle présentait une activité similaire contre la lignée cellulaire HepG2 et
MCF-7 (ECsp = 0,22 = 0,038 mg / mL et ECsp = 0,284 + 0,02 mg / mL,
respectivement) ). Les cellules Caco2 étaient les plus sensibles a I'huile de menthe
verte (ECso = 0,162 + 0,0035 mg/ml ) [61].

L'huile de menthe verte s'est également révélée étre un puissant agent
antiprolifératif contre les cellules KB, P388, LNCaP et MCF-7 aprés 24 h
d'incubation [62],[63].

Le basilic doux ainsi que la menthe verte appartiennent a la famille des
Lamiacées et de nombreuses huiles essentielles de plantes de cette famille ont
également recu une grande attention et étudié pour leurs effets antioxydants et
antiprolifératifs ou synergiques possibles avec les médicaments chimiothérapeutiques

conventionnel . [63].

En fait, les résultats des recherche précédentes ont révéelé que plusieurs
monoterpenes tels que le D-limonene (sur les cellules PZ-HPV-7 de la prostate
épithéliale humaine), I'a-pinéne, le myrcene et le linalool (sur les cellules rénales de
singe Vero), et la stylosine (sur les cellules de fibroblastes feetaux humains) pourrait

avoir des effets cytotoxiques. [64-66].

L’activité cytotoxique est fortement liée a la présence des composés

terpéniques et phénoliques bioactifs. Cependant, les mécanismes physiologiques et
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moléculaires impliqués dans les propriétes antitumorales des HE ne sont pas clairs. Il
existe plusieurs cibles moléculaires sur lesquelles agissent les huiles essentielles pour
inhiber et/ou arréter la prolifération des cellules tumorales. Elles peuvent induire
I’apoptose activant les protéines proapoptotiques directement ou via les voies de
signalisation, arréter le cycle cellulaire directement ou via I’inhibition de I’activité des
protéines-kinases, et elles peuvent modifier le potentiel membranaire des cellules
cancéreuses. Etant donné que les HE sont riches de plusieurs composés, on peut avoir

I’effet de plusieurs mécanismes générant ainsi une action amplificatrice [56].

Cependant, malgré de nombreuses études montrant I'évaluation des
mécanismes d'action possibles de ces composes, la majorité des études ne présentent
toujours que des données de dépistage préliminaires et ne décrivent donc aucun
mécanisme d'action. Pour ces études, les monoterpenes sont classés uniquement
comme «actifs». Ainsi, des recherches supplémentaires doivent étre développées pour
élucider comment divers monoterpénes agissent pour inhiber la prolifération et

induire la mort des cellules tumorales [67].
IV.  Conclusion

Tous les extraits ; et spécialement les HEs montrent des activités antioxydantes
importantes (DPPH, ABTS, FRAP et du phosphomolybdate). L’évaluation de ’activité
antimicrobienne de ces extraits vis-a-vis de 8 microorganismes s’est révélée modérée
avec des actions renforcées contre les bactéries gram-positives.Les EEs possédent une
activité anticancéreuse du test MTT faible par rapport aux HEs , ces dérinier
enregistrent des valeurs LDs, considérables contre les 7 lignées cellulaires testées
varient entre 279 et 1090 pug / mL. ’huile essentielle de T. Algeriensis a montré une

activité remarquable contre la lignée cellulaire MCF-7 .
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Le présent travail a porté sur 1’étude des extraits phénoliques et huiles
essentielles des différentes plantes de la famille lamiaceae : Ocimum basilicum,
Thymus algeriensis et Mentha spicata , et nous avons tenté de contribuer a sa
valorisation en Algeérie en établissant une relation entre sa composition chimique et

ses activités biologiques.

Quantitativement, 1’évaluation du contenu des polyphénols totaux en adoptant
la méthode de Folin-Ciocalteu révele la présence des quantités importantes en
polyphénols. De méme nous avons dosé les flavonoides par la méthode d’AlCI3 qui
nous meéne a conclure que cette plante contient une quantité considérable de

flavonoides. Il ressort de ces analyses que les trois plantes sont riches en flavonoides

L’analyse qualitative et quantitative des extraits par HPLC a révél¢ la richesse
de plusieurs composés phénolique dans les trois plantes étudiées comme I’acide
vanilique, I’acide ferulique, I’acide cinnamique, I’acide 2,5

dihidroxybenzoique ,I’epicatechin , la retine et ’acide ellagique.

L'analyse chimique des huiles essentielles montre une augmentation du
pourcentage des monotérpénes oxygénés dans chaque plante. Ocimum basilicum a
révélé 26 composés uniques, avec le linalool (52,1%) et I'acétate de linalyle (19,1%)
comme principaux composés. 29 composés ont été identifiés dans les I'huile de
Thymus algeriensis, avec 1'acétate d'a-terpinyle (47,4%), l'acétate de néryle (9,6%) et
l'a-pinene (6,8%) comme principaux cOmposes.

Pour Mentha Spicata , on a identifié 44 composés dont le carvone (49,5%) , le

limonéne (16,1%) et 1,8-cineole (8,7%) sont les composes les plus dominants .

Par ailleurs, tous les extraits ; et spécialement les huiles essentielles possedent
une activité antioxydante importante in vitro. Ills montrent une inhibition trés
importante vis-a-vis du radical DPPH,ABTS et une forte activité réductrice vis-a-vis

du fer ferreux et du phosphomolybdate.

L’évaluation de 1’activité antimicrobienne de ces extraits vis-a-vis de 6

especes bactériennes et 2 especes fongiques s’est révélée modérée avec des actions
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renforcées contre les bactéries gram-positives.les concentrations minimaux
inhibitrices varient entre 512 pg/ml et 32 pg/ml .

D’apres les résultats du test correspondant a la méthode de dilution en milieu liquide,
nous pouvons considérer que nos extraits peuvent étre des substances

bactériostatiques.

Les extraits phénoliques possedent une activité antiproliférative du test MTT
faible par rapport aux huiles essentielles , ces dérinier enregistrent des valeurs LDsg
considérables contre les lignées cellulaires testées, toutefois I’huile essentielle de
Montha spicata et de Thymus Algeriensis ont montré une activité remarquable contre
la lignée cellulaire MCF-7 ou la valeur LDsy égale a 279 pg/ml et 647 pg /ml

respectivement.

Perspectives et recommandations:

e Poursuivre 1’étude photochimique des espéces la famille lamiaceae : Ocimum
basilicum, Thymus algeriensis et Mentha spicata, sur I’ensemble des parties de la
plante.

e Purifier et identifier les principes actifs majoritaires,

e FEtudier les activités biologiques de ces métabolites in vivo et in vitro.
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Chromatogramme GC-MS de 1I’échantillon thymus algeriensis

Chromatogramme GC-MS de I’échantillon Mentha spicata
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Chromatogramme HPLC-DAD de I’EE de 7 .Algeriensis .

(1) Gallic acid ; (2) 3,4-dihidroxy benzoic acid ; (3)4- hidroxy benzoic acid ; (4) 2,5 dihidroxy benzoic
acid ; (5)Chlorogenic acid ; (6)Vanillic acid ; (7)Epicatechin ;(8)Caffeic acid ;(9) p-coumaric acid ;
(10)Ferulic acid ; (11)Rutin ; (12)Ellagic ; (13)Naringin ;(14)Quercetin ; (15)Cinnamic acid .
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Chromatogramme HPLC-DAD de I’EE de O.Basilicum

(1) Gallic acid ; (2) 3,4-dihidroxy benzoic acid ; (3)4- hidroxy benzoic acid ; (4) 2,5 dihidroxy benzoic
acid ; (5)Chlorogenic acid ; (6)Vanillic acid ; (7)Epicatechin ;(8)Caffeic acid ;(9) p-coumaric acid ;
(10)Ferulic acid ; (11)Rutin ; (12)Ellagic ; (13)Naringin ;(14)Quercetin ; (15)Cinnamic acid
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Chromatogramme HPLC-DAD de I’EE de M Spicata.

(1) Gallic acid ; (2) 3,4-dihidroxy benzoic acid ; (3)4- hidroxy benzoic acid ; (4) 2,5 dihidroxy
benzoic acid ; (5)Chlorogenic acid ; (6)Vanillic acid ; (7)Epicatechin ;(8)Caffeic acid ;(9) p-coumaric
acid ; (10)Ferulic acid ; (11)Rutin ; (12)Ellagic ; (13)Naringin ;(14)Quercetin ; (15)Cinnamic acid



