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Introduction générale

Depuis les temps les plus reculés, I’homme a trouvé dans la nature et particulierement, chez
les plantes des solutions a ses problémes quotidiens et surtout pour traiter et soigner toutes

sortes de maladies [1].

Ces plantes représentent un réservoir immense de composés potentiels, attribués aux
métabolites secondaires qui ont l'avantage d'étre d'une grande diversité de structures
chimiques et qui possédent un trés large éventail d'activités biologiques. Actuellement,
I’organisation mondiale de la santé (OMS) estime qu'environ 80% de 1’humanité a recours

aux préparations traditionnelles a base de plantes en tant que soins de santé primaire [2].

Malgré I’utilisation croissante des plantes medicinales a travers le monde, il reste encore
beaucoup de chose a comprendre sur les mécanismes de biosynthése et de leurs vertus

thérapeutiques [3].

L’Algérie par son emplacement géographique particulier et ces qualités climatiques tres
variées, présente une végétation riche et diverse. On compte plus de 3000 especes de plantes,
dont 15% endémiques, appartenant a plusieurs familles botaniques [4].

Dans ce contexte se presente ce travail de recherche dont le but principal est la valorisation
de la richesse de 1’ Algérie en plantes médicinales, et de recherche de nouvelles molécules
naturelles qui peuvent remplacer les molécules synthétiques, pour cela notre étude englobe
deux aspects dont le premier est d’ordre phytochimique, le second aspect est consacré a une

évaluation des activités antioxydantes.

Ce travail est divisé en trois chapitres dont le premier a été consacrée a des généralités
bibliographiques.

Le second chapitre concerne la description du matériel végétal et les méthodes d’extractions,
séparations et analyse CPG/SM et CPL/SM ainsi que les méthodes d’évaluation des activités

antioxydantes.

Le dernier chapitre de ce travail comprend la discussion des résultats de 1’étude
phytochimique des trois plantes: Centaurea parviflora, Limonium thouini et Cedrus
atlantica ainsi que les composés identifiés par 1’analyse CPG/SM de 1’huile essentielle de
Cedrus atlantica et par 1’analyse CPL/SM de I’extrait butanolique de Centaurea parviflora
en plus les résultats des activités antioxydantes.
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Chapitre | Synthése bibliographique

I. 1. Présentation botanique et géographique de la famille des Asteraceae,
Plumbaginaciae et Pinaceae

> La famille des Asteraceae

Les Asteraceae constituent la plus grande famille d'angiospermes, appelées aussi Composées
(Compositae) ou, plus rarement des Composacées, avec 1600 a 1700 genres et 24 000
espéces réparties dans le monde [1]. Le sol algérien compte environ 109 genres et plus de

408 especes divisées en deux sous-familles [2].

Tableau 01. Dénombrement des taxons de la famille des Astéracées en Algérie [2].

Genres

Famille des Sous familles Groupes Espéces

Astéracées Tubuliflores
Liguliformes - 27 109

Elles s'acclimatent bien aux régions tropicales, subtropicales et semi-arides, a la toundra

alpine et arctique et aux régions tempérées. Elle est adaptée a tous les écosystemes [3].

Les Asteraceaes sont tres majoritairement des plantes herbacées, méme si la famille
comprend aussi des arbres, des arbustes ou des lianes, et ils ont des formes de croissance
telles que des géophytes, des épiphytes et des plantes grimpantes [4].

Les Astéracées sont caractérisées par la disposition des fleurs en capitule. Les capitules sont
constitués du regroupement de fleurs sessiles sur un méme réceptacle. Les fleurs sont de
deux types (figure 01) : fleurs tubulées (tubuliflores) et fleurs ligulées (liguliflores). Le tout
donnant a l'ensemble I'apparence d'une seule fleur. Le capitule est entouré a la base

généralement par 1 a 6 séries de bractées dont I'ensemble forme I'involucre [5].
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Fleurs
tubuleuses

Leucanthemum vulgare Carduus nutans platylepis
Taraxacum officina

Figure 01. Types de fleurs des Asteraceae.

Les feuilles sont le plus souvent alternes. Elles peuvent aussi étre opposées ou réunies en
rosette principale (Paquerette). Les fruits sont des akenes généralement surmontées d'une
aigrette de poils (Pappus) apparaissant sous la forme d'écailles, de soies, d'arétes ou d'une

couronne qui favorise leur dispersion par le vent [6].
» La famille des Plumbaginaceae

Les Plumbaginaceae sont une famille cosmopolite, largement répandue dans les régions
tempérées du nord. Elle se compose de 27 genres et 650 especes [7].

Les Plumbaginaceae sont représentées en Algérie par quatre genres sont respectivement

présentés dans le tableau ci-dessous [2].

Tableau 02. Les genres et les especes de la famille Plumbaginacées en Algérie

[2].
 Dew  Nmedes
Arméria Willd 6
Plumbago Tourn 1
Limoniastrum Moench 3
Limonium Tourn 23

Ce sont des plantes herbacées la plupart du temps, des arbustes ou des lianes. Les plantes de
cette famille se rencontrent dans de nombreuses régions climatiques mais sont généralement

associées aux steppes riches en sel, a la cote et aux marais [8].
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Les fleurs sont actinomorphes, pentameéres en général en épillets munis des bractées. Les
feuilles sont alternes ou en rosette basale sans stipules en général. L’inflorescence est en
cyme ou en capitule (Staicoideae), rarement spiciforme (Plumbagoideae). Le fruit est un

akene ou une capsule a une graine a déhiscence irréguliére, entouré par calice persistant [9].
» La famille des Pinaceae

La famille des Pinaceae compte 220 a 250 especes réparties en 11 genres (Abies, Cedrus,
Larix, Picea, Pinus, Pseudolarix, Pseudotsuga, Tsuga, Cathaya, Ketelaria, Nothotsuga) [10].
En Algérie, on trouve trois genres qui sont : Abies (le Sapin), Cerdus (le Cedre), Pinus (le
Pins) [11].

Cette famille est exclusivement distribuée dans 1'hémisphére nord a 1'exception d’une (01)
espece équatoriale de Pinus a Sumatra. Les espéces rares se rencontrent dans les habitats de
montagne, en particulier dans les foréts de coniferes des régions tempérées a froides ; moins
fréquemment, ils se produisent dans les régions semi-arides et sous les latitudes tropicales et
subtropicales [12]. Ce sont des arbres ou plus rarement des arbustes persistants, monoiques,
aux rameaux régulierement verticillés [13]. Les especes ont des feuilles persistantes en forme
d'aiguilles [14].

Les fleurs sont réunies en ombelles simples ou composées, munies de bractées appelées
involucelles a la base. Elles comptent 5 pétales et 5 étamines et un ovaire a deux loges. Les
fruits sont formés de 2 méricarpes accolés a un axe central (chaque méricarpe présente deux
faces : commissurale (plane) et dorsale (convexe). La face dorsale porte au moins 5 cotes

séparées par 4 vallécules contenant des canaux sécréteurs courts (bandelettes) [15].

I .1.1. Intérét pharmacologique, nutritionnel et commercial

> La famille des Asteraceae

Plusieurs plantes de cette famille sont cultivées pour leur valeur alimentaire (le tournesol,
le topinambour, la laitue, la chicorée, la camomille, etc.) ou comme plantes décoratives (les
dahlias, les asters, les rudbeckies, les gaillardes, ...etc.)[16].En effet, il a été rapporté que
les fleurs et les feuilles de ces plantes possédent des activités antibactériennes, antifongiques,
antiviraux et anti-inflammatoires et une activité antiproliférative, anti-leishmaniose [1,17].

La diversité en métabolite secondaire des Astéracées explique leurs multiples activités
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pharmacologiques, de ce fait, de nombreuses espéces de cette famille sont utilisées en

meédecine traditionnelle [18].
» La famille des Plumbaginaceae

De nombreuses espéces et genres des Plumbaginaceae ont fait partie de la médecine
traditionnelle de plusieurs populations mondiales. Pour le traitement des bronchites et des
infections intestinales et aussi utilis¢é comme antidote contre les piqlres d’insectes et le

traitement des douleurs [19,20].
» La famille des Pinaceae

Leur majeure partie du bois résineux utilisé dans le monde, pour la construction navale,
I'industrie papetiére et I'industrie chimique et pharmaceutique. De nombreuses espéces et
leurs variétés sont utilisées comme plantes décoratives. Les Pinacées ont aussi des

utilisations alimentaires [21].

I .2. Le Genre Centaurea

Le genre Centaurea comprend plus de 500 espéces, dont 45 se développent spontanément en
Algérie, dont 7 sont localisées dans le désert du Sahara [22]. Les Centaurea sont des plantes
a résine ou a essence sans latex, ils se multiplient par touffes ou par semis, généralement au
printemps. Elles se rencontrent sur différents types d’habitats [23]. Le genre Centaurea est
connu pour produire des lactones sesquitérpeniques et les principaux métabolites
secondaires des espéces de Centaurea sont représentés par les triterpenes, les flavonoides,
les lignanes [24, 25, 26,27]. lls sont isolés a partir des feuilles, des parties aériennes et parfois

des racines [28].
1.2.1. La plante Centaurea parviflora

Centaurea parviflora Desf, une espéce endémique de I’ Algérie et de la Tunisie [2], 1 "étude
phytochimique faite par Ramos-Dorantes sur les parties aériennes de Centaurea parviflora
Desf a montré qu’elle contient 13 metabolites secondaires parmi lesquels: huit (8)
flavonoides, deux (2) lactones sesquiterpenes, un (1) phénylpropanoide glucoside, un (1)
alcane glycoside et un p-lactone glucosylé qui sont : 5-hydroxy-6,7,3 °, 4’
tétraméthoxyflavone (1), eupatiline (2), eupatorine (3), cirsilinéol(4), jaceosidin (5), SHa,

6HP, 7Ha-15-hydroxy-8a- (1 ', 2'-dihydroxyéthylacryloxy) -elema-1 (2), 3 (4), 11 (13) -
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trien6,12-olide (6), genkwanin (7), thevetiaflavone (8), cnicine (9), éthyl-O-L-
arabinofuranoside (10), cornicinine (11), syringine (12) et nicotiflorine (13) [29].

1.2.2. Synonymie de Centaurea parviflora
- Centaurea polyphylla Pomel

- Centaurea pomeliana Batt

- Centaurea pterocaulos Coss

1.2.3. Description botanique

Appendice des bractées sans partie scarieuse blanchéatre ou a partie scarieuse peu marquée ;
a 8-12 laciniures latérales. Plantes suffrutescentes a la base, de 40-60 cm, trés rameuses,
formant des buissons serrés, intriqués. Feuilles supérieures non décurrentes sur la tige. Petits
capitules de 5 mm de large sur 15mm de long, solitaires. Appendices a épine médiane
fortement recouvrée. Fleurs supérieures. Akenes pubescents, ventrus, noirs, a 4 stries
marquées. Aigrette également le 1/3 de I’akéne. Assez rare : en sol algérois, Oran et

Tlemcen, Constantine, Hauts plateaux.
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Figure 02. La plante centaurea parviflora.
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| .2.4. Place dans la systématique

Embranchement } [ Angiospermes ]7
Classe I { Dicotylédones ]—
Ordre ) ( Astérales ]—
Famille ( Compositae ]7

(\ Sous famille | Tubiflores
Tribus } ( Cynarées \

f Genre } ( Centaurea |

| Espece I ( Parviflora |

1.2.5. Propriétés pharmacologique du genre Centaurea

De nombreuses espéces du genre Centaurea ont été utilisées en médecine traditionnelle pour
soigner divers maux et pour le traitement de plusieurs maladies. Ces espéces du genre sont
utilisés comme : anticancéreux, anti-inflammatoire, anti-affection urogeénitale, anti-
nociceptif, antipyrétique, anti-artérioscléreux, antineoplasique, antiulcérogéne et anti-
infection microbienne. Elles sont aussi utilisées contre les douleurs rhumatismales, les
problémes cardiovasculaires, les maux de téte, les symptémes gastro-intestinaux, les
parasitaires et comme soulageant de la fiévre, reméde stimulant et cicatrisation des plaies
[22,29, 30, 31, 32, 33].

Elles présentent une activité élevée dans les systémes vivants, ont donc un fort intérét

pharmacologique ce qui explique I’utilisation a long terme du genre dans la médecine
traditionnelle [34].
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Tableau 03. Quelques especes de genre Centaurea utilise en médecine.

antifongique, cytotoxique,

anticancéreuse.

Espéces Propriétés thérapeutiques ou usages Réferences
médicinales
C. amaena et C. aksoyi Antioxydants, antibactériens [35]
C. drabifolia et C. Antioxydants , anti microbienne, anti [36]
lycopifolia alzheimer , anti diabétique
Centaurea albonitens Agent anticancéreux potentiel et /ou [37]
un activateur de la sensibilité
chimiothérapeutique.
Centaurea pungens I'activité antimicrobienne [35]
Centaurea maroccana Protecteur contre I’hépatotoxicité [38]
Centaurea Contre les palpitations, et elle est [24]
chamaerhaponticum Ball | utilisée pour le traitement des
maladies du foie, de I’estomac et de
I’intestin
Centaurea montana En cas de dyspepsie (difficulté de [27,38]
digestion), et comme diurétique, le
refroidissement
Centaurea pullata, et Effet analgésique contre des douleurs [39]
Centaurea grisebachu abdominales, atténuer la douleur
(Nyman) inflammatoire
Autre Activités antimicrobienne, antivirale, [40,41,42,43,44]

1.3. Le Genre Limonium

Le genre Limonium comprend 400 especes réparties dans le monde [45]. Dans la flore

Algérienne on récence environ 23 espéces [2].
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Le genre est le mieux représenté dans les régions méditerranéennes d'Europe et d'Asie, mais
également dans les régions cétiéres d’Amérique du Nord et du Sud, d'Afrique du Sud et
d'Australie [46].

Les Limonium sont trés caractéristiques des zones vaseuses salées ou des régions
subdeésertiques de I'hémisphére Nord. Les fleurs ont un périanthe imbrique, dont les écailles
sont placées les unes sur les autres, la corolle est en forme d’entonnoir a leur base, mais
larges et étendus au sommet, la fleur a cinq étamines en forme d’aléne, plus courtes que la
corolle et dont les sommets sont tombants, avec un germe trés menu, qui soutient cing styles
minces, eloignés et couronnés par des stigmates aigus, le calice de la fleur se resserre ensuite
au cou par I’expansion du limbe, et renferme les semences [47]. La détermination des
especes du genre Limonium est rendue difficile par la forte variabilité qui s’observe chez de

nombreuses espéces [48].

La composition chimique des espéces de Limonium comprend des acides aminés, des
éléments inorganiques, des vitamines, des flavonoides, des tanins, des polysaccharides, des
alcaloides et des acides organiques utilisés comme traitement antimicrobien, substance anti-

inflammatoire et antioxydante [49].
1.3.1. La plante Limonium thouini

Limonium thouini est un élément saharo-sindien typique. Cette plante est présente dans les
pays suivants : Espagne, Maroc, Algérie, Tunisie, Tripolitaine et Cyrénaique (Libye),
Egypte, Sinai, Palestine, Mésopotamie et Perse [50]. En Algérie ’espéce Limonium thouinii

(Viv) O. Kuntze est souvent connu sous les noms Khedda et Zahim [2].

Limonium thouinii est une plante capable I’inhibition de la corrosion de I'acier au carbone

en solution acide [51].

1.3.2. Synonymie de Limonium thouini
- Limonium lobatum (L.f.) Kuntze

- Statice thouinii Viv

- Statice aegyptiaca Pers
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- Taxanthema aegyptiaca (Pers.) Sweet
- Statice cuneata Sm. Ex Link

- Taxanthema alata Sweet

- Statice lobata L. f

- Taxanthema thouinii (Viv.) Sweet
1.3.3. Description botanique

Plante annuelle de 10-20 cm [9], feuilles confiné a une rosette, étroitement oblongues

oblacéolées.

Fleurs grandes, cyme hélicoidales peu de fleurs latérales et terminales, calice blanche ou

bleutée, corolle jaune.

Les feuilles de Limonium thouinii (Viv.) O. Kuntze sont fréguemment utilisées en tant que

I[égumes dans I'alimentation humaine.

Figure 03. La plante limonium thouini.
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1.3.4. Place dans la systématique
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i Espéce } { Limonium thouinii (Viv) ]—

1.3.5. Propriétés pharmacologique du genre Limonium

Plusieurs especes du genre Limonium sont largement utilisées en médecine traditionnelle.
La plante a été considérée comme une plante vivace endémique rare et d'importance
commerciale dans la médecine chinoise car elle est utilisée comme remede pour
saignements, fievre, hépatite, diarrhée, bronchite et autres troubles. Récemment, il a été
démontré que I’espéce limonium sinense possédait une action hépatoprotectrice contre
I'intoxication au tétrachlorure de carbone (CC1.) et a la D-galactosamine (D-GalN) [52].
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Tableau 04. Quelques especes de genre Limonium utilisé en médecine.

Espéces Medecine Propriété Références
traditionnelle thérapeutique
Limonium Les hémorragies, Cardioprotective [53]
brasiliense (Boiss) | les troubles Anti-inflammatoire
kuntze menstruels, les Antioxydante
rhumatismes Bactériostatique
Limonium sinense | La fiévre, les Antivirale [54] [55]
(Girad) kuntze hémorragies, les Antioxydante
troubles menstruels, | Hepatoprotective
I'hnémostase
sanguine
Limonium wrightii | La fievre, l'arthrite | Antioxydante [54] [56]
(Hance) kuntze Hepatoprotective
Cardioprotecteur
Limonium gmelinii | Les maladies Antibactérienne [54] [57]
(willd) kuntze intestinales, les Antifongique Anti
maladies des voies | leishmania
respiratoires Antiproliférative
Anti-exsudative
Limonium axillare | Le diabete, les Anti inflammatoire [55] [58]

(Forssk) Kuntze

blessures, les
inflammation,

Tamer

Antitumorale

Limonium vulgare
P. Mill

La tuberculose,
remede, hémorragie,
la diarrhée,action
astringente, la

dysenterie

Cytotoxique

Antitumorale

[59] [60] [61]
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1.4. Le Genre Cedrus

Le genre Cedrus (Cédre) compte quatre (04) especes végétales appartenant a la famille des
Pinacées originaires d'Afrique du nord, du Moyen-Orient et de I'Himalaya [62] les foréts de
cedres couvrent une superficie de plus de 130 000 ha distribués au Maroc (Rif, Moyen Atlas
et nord-est du Haut Atlas) et en Algérie (Aurés, Belezma, Hodna, DjbelBabor, Djurdjura,
Blida et Ouarsenis) [63].Ce sont des grands arbres "gymnospermes™ conifere pouvant
mesurer jusqu’a 40m, développe des fleurs males jaune clair et des fleurs femelles verdatres

a rougeatres [62].
1.4.1. La plante Cedrus atlantica

Cedrus atlantica (Pinaceae) distribué uniquement dans les montagnes du Maroc et de
I’Algérie, elle a une activité antimicrobienne intéressante et aussi 1’huile essentielle de C.
atlantica a été déja étudiée et a démontré qu’elle possédait des propriétés anti-
inflammatoires, antifongiques, antimicrobiennes. Elle est également utilisée dans le
traitement de la chute des cheveux [64]. L’inhalation d'huile essentielle de Cedrus atlantica
induit un effet anti hyperalgésique dans un modele de douleur postopératoire et des
propriétés antiseptique. Elle est utilisée dans le traitement des bronchites, de la toux et des
indigestions [65,66,67]. C.atlantica a un fort potentiel de croissance lorsqu'un
approvisionnement en eau suffisant est disponible mais est plus sensible a la sécheresse des
sols [68].

1.4.2. Synonymie de Cedrus atlantica
- Cedrus libani (Céred du Liban)
1.4.3. Description botanique

L’arbre du cedre est de grande taille susceptible de dépasser 50 m de hauteur. Sa longévité
est tres remarquable et peut dépasser 1000 ans [69,70]. Son port pyramidal au stade juvénile
présente des ramifications de premier ordre souvent redressées. A 1’age adulte, il prend une
forme tabulaire [71]. Son écorce est divisée en petites €cailles d’une couleur jaune brune

puis grisatre et crevassée profondément avec une couleur foncée a un age [72,70].



http://www.quelleestcetteplante.fr/especes.php?genre=Cedrus&variete=libani
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Le cédre de I’Atlas posséde deux sortes de rameaux (longs et courts) et un feuillage sous

forme d’aiguilles isolées sur les jeunes rameaux et sur les pousses de I’année, rigides a apex

aigu et mesurant 1 a 2 cm [73].

Figure 04. La plante Cedrus atlantica.
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1.4.4. Place dans la systématique
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1.4.5. Propriétés pharmacologique du genre Cedrus

Cedrus est largement utilisé en médecine traditionnelle au Liban pour le traitement de
différentes maladies infectieuses [74].
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Tableau 05. Propriétés thérapeutique de quelque genre Cedrus.

genres Propriété thérapeutique Références
Cedrus libani Effet inhibiteur de 1’a- [74, 75,76]

amylase, activité biologique

contre le virus de I’herpées
simplex de type 1 (HSV-1),
anti-inflammatoires,
Cedrus deodara Insectifuge, effet inhibiteur [77,78,79]

de I’a-amylase, Activités

antisécrétoire et anti-

ulcéreux

Cedrus atlantica anti-inflammatoires, [64]
antifongiques,

antimicrobiennes

1.5. Généralité sur les huiles essentielles

Les huiles essentielles (HE) sont des liquides huileux aromatiques et volatils obtenus a partir
de plantes. De nombreux types d'huiles essentielles végétales sont connus pour leurs
propriétés antibactériennes, antifongiques, antivirales, antioxydants et de modulation

biologique [80].

L'huile essentielle, est un liquide hydrophobe concentré, n’existe quasiment que chez les
vegétaux supérieurs, il contient majoritairement des métabolites secondaires de la plante
naturelle, composée de terpénes, de terpénoides oxygénés, d'aromatiques, de phénoliques,
d'acétonides, etc [81,82].

Il existe plusieurs méthodes d’extraction qui sont utilisées, telles que I’extraction assisté par
micro-onde, extraction par des solvants organiques et I’extraction par les gaz supercritiques
[83].

Ces techniques d’extraction reposent toutes sur le méme principe, sont basées sur

I'entrainement a la vapeur d'eau, I'expression, la solubilité et la volatilité [84].
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Selon 1’ Association Frangaise de Normalisation (AFNOR) et la pharmacopée européenne
I’hydro-distillation est la méthode la plus indiquée pour I’extraction d’une huile essentielle
et le contrdle de sa qualité, C’est la méthode la plus ancienne, la plus utilisée et la plus
rentable [85].

1.5.1. Facteurs de variabilité des huiles essentielles

La composition en huiles essentielles dépend du plusieurs facteurs qui influencent également
la composition et le rendement des huiles essentielles.En effet, les facteurs d’environnements
(dépend du sol et de ses paramétres, du climat et techniques sylvicoles, la pluviométrie
[83,86,87], I’influence du cycle végétatif [87] (une variation selon I’age de la plante et la
période de récolte ou la saison), I'organe de la plante [88], et Les conditions culturales telles
que I'emploi d'engrais, les traitements phytosanitaires, le procédé d’extraction aussi méme
le temps d’extraction [89,90,91,92,87].

1.5.2. Intérét pharmacologique, nutritionnel et commercial

Les huiles essentielles sont progressivement étudiées a des fins d’utilisation industrielle
(chimique, cosmétique, alimentaire, parfumant et pharmaceutique) en raison de leur
potentiel bioactif ; antioxydant, répulsif, antibactérien, antifongique, analgésique, anti-
inflammatoire, antihypertenseur et inhibiteur de I'AChE. L’origine de I’espéce pourrait avoir
un impact sur la variabilité chimique des huiles essentielles [93]. Et avec 1’attention
croissante portée a la sécurité alimentaire grace a des alternatives naturelles, I’utilisation des
huiles essentielles de plantes a été mise en eévidence en raison de son potentiel élevé en tant
qu’agent de conservation, tout en étant généralement reconnue comme étant sans danger
(GRAS) par ’OMS (Organisation mondiale de la sant¢) et beaucoup ont encore une activité

antimicrobienne contrdlant a la fois les agents pathogenes et les bactéries alimentaires [94].
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1.6. Téchniques d’analyse CPG couplée a la masse (CPG/ SM)

La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG/SM) est
une methode d'analyse couramment reconnue dans la communauté scientifique pour sa

reproductibilité et ses capacités quantitatives [95].
1.6.1. Principe de I’analyse CPG/SM

La spectrométrie de masse (SM) est I'étude des systémes par un processus de formation
d'ions gazeux, avec ou sans fragmentation, ensuite caractérisés par leur rapports
masse/charge (m / z) et leurs abondances relatives. Typiquement lors du couplage de la
chromatographie en phase gazeuse a la spectrométrie de masse (CPG/SM), Le principe
consiste a transférer les composés séparés par chromatographie en phase gazeuse par la
phase mobile (le gaz vecteur) dans le spectrometre de masse au niveau duquel, ils vont étre
fragmentés en ions de masse variables dont la séparation sera en fonction de leur rapport

masse/charge [96,97].

L’identification est ensuite réalisée par comparaison des indices de rétention (Ir) et des
données spectrales (spectres de masse) des constituants individualisés avec les
caractéristiques de produits de référence contenus dans des bibliothéques de spectres [98,99].

1.6.2. Les applications de la CPG couplée a la masse (CPG/SM)

La technique CPG/SM est efficace pour obtenir des informations structurelles sur les
composés volatils en comparant des fragments de composés cibles avec ceux de références
standard de la base de données disponible dans le systeme CPG/SM. Elle est couramment
utilisée pour l'analyse des arémes, telle que I'odeur / le godt désagréable des aliments et les
composés organiques volatils presents dans I'environnement (air, eau potable, sol, etc.).
Jusqu'a présent, plus de 10 000 composes volatils ont été identifiés dans differents aliments
[100]. Et pour déterminé les Composés organiques hydrosolubles présents dans les aérosols
a biomasse en Amazonie [101] Analyses par CPG-SM de lipides méthylés directs dans des
liants utilisés dans des intérieurs peints de maniére traditionnelle du XVIlle siecle a
Hélsingland, en Suéde [102] ...
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1.7. Téchniques d’analyse HPLC couplée a la masse (CPL/SM)

La chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse (CPL/SM) est la
combinaison de deux techniques sélectives permettant d’analyser et de mesurer le ou les

analytes d’intérét dans des mélanges trés complexes [103].
1.7.1. Principe de I’analyse CPL/SM

La spectrométrie de masse est une technique tres sensible et est largement considérée comme

ayant une bonne sélectivite.

La CPL différencie les composés par leurs propriétés physico-chimiques et la SM différencie
les composés en masse (en particulier leur rapport masse sur charge). C'est cette double

sélectivité qui fait de la CPG/SM un outil d'analyse extrémement puissant.

Le spectrometre de masse sert non seulement de « détecteur LC », mais, au moins en
principe, il permet d’identifier I’espéce correspondant a chaque pic chromatographique grace

a son spectre de masse unique [103].
1.7.2. Les applications de la HPLC couplée a la masse (CPL/SM)

La CPL/SM comprend plusieurs domaines d’application tels que le développement des
médicaments biopharmaceutiques, la quantification des médicaments dans des fluides
biologiques (plasma, urine, tissus, etc.), les études de pharmacocinétique, les études de
biodisponibilité, contrdle du dopage, quantification des amines biogénes, surveillance

thérapeutique des médicaments et les études environnementales [104, 105].
1.8. Activité anti-oxydante
1.8.1. Introduction

L’oxygeéne, molécule indispensable a la vie, est susceptible d’entrainer des effets
dommageables dans 1’organisme via la formation de radicaux libres et d’espéces oxygénees

activées (EOA) [99].

Le stress oxydatif est cause par un déséquilibre entre I'homéostasie pro-oxydant et
antioxydant qui conduit a la génération d'especes radicalaires toxiques. Différents types de

stress oxydatif dans les organismes aérobies endommagent les macromolécules, telles que
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les lipides membranaires, les protéines et I’ADN, responsables du développement de divers
troubles chroniques, tels que le diabéte de type 2, ’inflammation, le vieillissement, les
maladies neurodégénératives et le cancer [106]. La réduction univalente de I’oxygéne résulte
dans la formation d’especes oxygénées activées (EOA) dont font partie les radicaux libres

(anion superoxyde, radical hydroxyle), le peroxyde d’hydrogéne et I’oxygéne singulet [107].

Dans les systemes biologiques, un antioxydant est une substance qui, en faible concentration
comparativement a la quantité des substances oxydables, retarde significativement ou
prévient I’oxydation des substrats comme les lipides, les protéines, les DNA et les

carbohydrates. Son role est d’intercepter les radicaux libres avant qu’ils ne réagissent avec

le substrat [108].
1.8.2. Mise en évidence de ’activité anti-radicalaire

Les plantes sont depuis longtemps une source d'antioxydants et ont une capacité innée a
biosynthétiser des antioxydants non enzymatiques. Les plantes synthétisent et accumulent
des vitamines (C, E, caroténoides, etc.), des flavonoides (flavones, isoflavones, flavonons,
anthocyanes et catéchines), des polyphénols (acide ellagique, acide gallique et tanins) et

possédent une puissante activité antioxydante [110].

Les principes généraux de I'évaluation de I'AOA d'objets biologiques reposent sur des
réactions d’oxydoréduction : mesure directe ou indirecte de la vitesse de réaction ou de
complétude de la réaction via l'application de différentes techniques chimiques et physico-
chimiques. Les plus courantes sont deux approches : I’utilisation de radicaux libres comme
réactifs, y compris les radicaux générés, et / ou [’utilisation de réactifs chimiques non
radicalaires pouvant altérer le fonctionnement optique, propriétés électrochimiques et autres
propriétés du milieu lorsqu’il interagit avec les antioxydants de 1’échantillon testé [109].
L’évaluation de I’activité¢ antioxydante a été largement adoptée avec différentes méthodes
analytiques, telles que ’acide DPPH (acide 2,2 diphényl-1-picrylhydrazyle), ABTS™" (acide
2,2'-azino-bis 3éthylbenzothiazoline-6-sulfonique), FRAP (pouvoir antioxydant réducteur
ferrique), ORAC (capacité d’absorption des radicaux oxygénés), tests de la capacité
antioxydante cuivrique réductrice (CUPRAC), capacité réductrice totale et inhibition des
lipoprotéines de faible densité (LDL) [110].
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1.8.2.1. Activité antiradicalaire au DPPH

Le dosage au 2,2-diphényl-1 picrylhydrazyle est I'un des plus largement utilisés. Au cours
de cet essai, le radical chromogene violet est réduit par les composés antioxydants /
réducteurs (antioxydants donneurs d’hydrogéne) en hydrazine jaune péle correspondante et
la réaction est contrdlée a 517 nm (voir Figure 05). La méthode DPPH offre des avantages
par rapport aux tests classiques, elle est basée sur la rapidité, la sensibilité, la facilité et la

faible consommation de réactifs [111].

0.0 A

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

Figure 05. Transformation du radical DPPH" en DPPHH.

La méthode DPPH peut étre utilisée pour des échantillons solides ou liquides et elle n'est pas
spécifique a un composant antioxydant particulier, mais s'applique a la capacité antioxydante
globale de I'échantillon [112].

Ce type de test est recommandé pour les composés contenant des groupes SH, NH et OH.

Deux mécanismes connus sont utilisés dans la littérature pour décrire les réactions

antioxydants :

1) le mecanisme de transfert d'atome d'hydrogéne (HAT) et 2) le transfert d'électron unique
suivi du mécanisme de transfert de proton (SET-PT). Le premier mécanisme peut étre

exprimé comme suit :

DPPH. —RX. (1)

Ou X est un atome de O, S, N ou C et Y est DPPH. La vitesse de réaction de I'antioxydant

(RXH) avec le ROS dépend de la barriére d'énergie d'un transfert d'atome d'hydrogéne.
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Le deuxiéme mécanisme comprend trois étapes :

RXHDPPH. —RXH. DPPH—(2.1)

RXH. —RX. H(2.2)

DPPH - H—DPPHH (2.3) [113].

1.8.2.2 Activité du piégeage du radical Galvinoxyl

Le radical Galvinoxyl ou "Coppinger" a été synthétisé pour la premiére fois par Galvin M.
Coppinger 1957 [114].

Le radical galvinoxyle (GO) est un radical phénolique relativement stable, il est largement
utilisé pour évaluer I'activité anti-radicalaire des composés phénoliques et déterminer leur
capacité a transférer des protons H labiles aux radicaux libres. Il peut étre réduit de maniére
irréversible, en raison de son électron impair, le radical galvinoxyle présente une bande
d'absorption puissante a 428 nm, dans son état radical et a une faible concentration, une
solution de galvinoxyle apparait en jaune. Sa couleur est dégradée du jaune foncé en jaune

pale en présence d’un antioxydant et son absorbance diminue [115].

t-BU

t-BU t-BU
N t-BU A
+RH — +R
*o o ®0 o}
t-BU

t-BU - t-BU t-BU

Figure 06. Mécanisme de la réaction de Galvinoxyl avec un antioxydant [115].
1.8.2.3. Activité de réduction du complexe cuivre-neocuproéne (CUPRAC)

Le test CUPRAC ayant un potentiel rédox de 0,6 V pour la réduction de Cu (Nc) 22 +/Cu
(Nc) 2+ peut oxyder sélectivement la plupart des composes antioxydants, y compris les
polyphénols en solution neutre, en raison de la stabilisation sélective de la néocuproine

cuivreuse vis-a-vis du cuivre. Néocuproine [116].
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Le réactif CUPRAC est beaucoup plus stable et facilement accessible que les réactifs
radicalaires chromogenes (par exemple, ABTS et DPPH). L’espéce colorée produisant la
réaction rédox est réalisée a un pH presque physiologique (pH 7 du tampon d’acétate
d’ammonium), Dans des conditions plus acides que le pH physiologique, la capacité de
réduction peut étre supprimée du fait de la protonation sur des composes antioxydants, alors
que dans des conditions plus alcalines, la dissociation des phénols par des protons

augmenterait la capacité de réduction de 1’échantillon [117].

O Q Oxidized O O
4 N Aox ~ AOXProduct ( \ .
HsC \c/ (Czll:ll3 HaC A\ / CHs tH
HC 3 > 3 c CH
s RN WG/ L\ 3

réactif CUPRAC bleu clair produit jaune orange

Figure 07. Réduction du complexe chromogéne de Cu+2-Nc [118].

La méthode de mesure des antioxydants CUPRAC (capacité de réduction d'antioxydant
CUPric), est basée sur la mesure d'absorbance du chélate de Cu (1) -Néocuproine (Nc) formé
a la suite de la réaction d'oxydo-réduction des antioxydants briseurs de chaine avec le réactif
CUPRAC. Cu () -Nc, ou I’absorbance est enregistrée a la longueur d’onde d’absorption

maximale de la lumiére de 450 nm [118].
1.8.2.4. Activité du pouvoir réducteur (FRAP)

Le dosage du pouvoir antioxydant réducteur ferrique (FRAP) repose sur la capacité des
antioxydants a réduire le fer (111) en fer (I1). L’évaluation est basée sur la réaction de

réduction du (Fe*®) présent dans le complexe ferrocyanure de potassium en (Fe*?), la réaction
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est révélée par le virement de couleur jaune du fer ferrique (Fe*®) en couleur bleu vert du fer

ferreux (Fe*?), l'intensité de cette coloration est mesurée par spectrophotométre a 700 nm.

Le test FRAP est appliquer a une large gamme d’antioxydants, mais sa vitesse de réaction et

son rendement final peuvent varier pour chaque composé antioxydant [119,120,121].

3-

Bleu de Prusse

Antioxydant
—

Fe3+ (FeC|3)

K+

Bleu de Prusse
N
I
C

KFe ‘Fe n

Bleu de Prusse (Amnax= 700 nm)

Figure 08. Réduction de fer (111) en fer (11).

1.8.2.5. Activité de réduction par la formation du complexe Fe*?-phenanthroline

Le fer aqueux, sous sa forme ferreuse réduite (Fe*?), peut étre déterminé par

spectrophotométrie a partir de son complexe intensément coloré avec la 1,10-phénanthroline

en solution acide (pH 3-4), par la réaction suivante :

N

G- =

N

o-Phenanthroline

o-Phenanthroline

Figure 09. Formation du complexe Fe*2-phenanthroline [122].
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Seul le fer ferreux Fe(ll) ou Fe?* forme un complexe stable avec I'orthophénantroline et
donne une couleur orangée. On nomme ce complexe ferroine et il se quantifie photo-

métriquement a une longueur d'onde de 510 nm [123].
1.8.2.6. Activité du piégeage du cation radical ABTS™*

Le test ABTS détermine la capacité de piégeage de l'activité antioxydanteet basée sur la
capacité des composés a piéger le radical-cation ABTS™, (sel d’ammonium de 1’acide 2,2’-
azinobis  (3-éthylbenzothiazoline)  -6-sulfonique), qui peut étre mesuré par
spectrophotométrie a 414, 660 ou 734 nm. Le radical est formé par oxydation de I’ABTS
incolore avec différents composés, Ce test est une approche plus simple et plus fréquente
[124,125].

Cette méthode est comme le dioxyde de manganése [126], lametmyoglobine [127], le
peroxyde d’oxygene [128] ou le persulfate de potassium [125]. Le composé a tester est ajouté
au radical préformé. L’activité des composés est alors exprimée par la Capacité
Antioxydante Equivalente Trolox (TEAC) qui correspond a la capacité antioxydante d’une
solution de Trolox® (1 mM) (analogue hydrophile de la vitamine E). Ainsi, plus la valeur
TEAC est élevée, plus I’antioxydant est efficace [129]. Le radical ABTS " (absorbant a
734nm) est formé par arrachement d’un €lectron a un atome d’azote de I’ABTS. En présence
de Trolox (ou d’antioxydant donneur de H®), le radicale d’azote concerné piege un H®,
conduisant a ’ABTSH+, ce qui entraine la décoloration de la solution, Par ce test, nous
déterminons a un temps de réaction donné (1, 4 ou 6 minutes) un pourcentage d’inhibition a
734 nm (correspondant a une diminution de la coloration de la solution) en fonction de la

concentration en agent réducteur [130].
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Figure 10. Formation et piégeage du radical ABTS™" par un antioxydant.
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1.8.2.7. Activité du piégeage du radical superoxyde (057)

Cet essai évalue la capacité d’un produit a capturer un radical libre, I’anion superoxyde O3".
Ce radical est géneré in vitro par le systeme hypoxanthine/xanthine oxydase. Dans cette
méthode, le radical réduit le NBT?* (Nitro-Blue Tétrazolium) de couleur jaune, en bleu de
formazan de couleur pourpre qui absorbe a 560 nm. Ainsi, un composé antioxydant capable
de capturer I’anion superoxyde empéchera la formation du bleu de formazan et la solution
restera jaune. Les absorbances obtenues permettent de calculer un pourcentage de la
réduction du NBT?* par rapport & un témoin constitué du milieu réactionnel dépourvu de

composeé antioxydant [131].

NO, i y NO,

N MeO @ % N MeO @

z
NI L =z | o ) 5 0, NI N m /

N @ X N 2 i NH A N NH
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0 O T
9 O ol &

NBT Formazon

Figure 11. piégeage du radical superoxyde ( 05~) et formation du bleu de

formazan.
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Il .1. Matériel végétal

» Centaurea parviflora

La récolte du matériel végétal (Parties aériennes de Centaurea parviflora Desf) a été

effectuée dans les montagnes du Tiaret dans le nord-ouest de I'Algérie, en juin 2018.

L'identification taxonomique des matiéres végétales a été confirmée par le Dr MD Miara
du département de biologie de I'Université de Tiaret, et un spécimen d'herbier a été

archivé a I'Herbarium de I’Université de Tiaret.
> Limonium thouini

La plante a été récoltée au début du mois de mai 2018 durant la période de floraison, &

Sétif dans I’est algérien.

La détermination botanique a été réalisée par Mr Hocine Laouer botaniste de I’université

de Sétif.
» Cedrus atlantica

La plante a été recoltée au début du mois de juin 2018 a la région d’Arisse de la wilaya

de Batna.
Il .1.1. Macération et extraction
» Centaurea parviflora

Apres séchage dans un endroit sec et aéré, a I’abri de la lumiére du soleil, la plante est
broyée entierement. La matiére végétale obtenue (50 g) est mise a macération (La
maceration est une opération qui consiste a laisser la poudre du matériel vegétal en
contact prolongé avec un solvant, pour extraire les principaux actifs) dans un melange
hydroalcoolique 300 ml (Méthanol /eau;8/2;V /V).

Cette maceration est répétée trois fois avec renouvellement du solvant, cet derniére dure
24 heures a chaque fois. Aprés évaporation a sec a une température de 45°C maximum,
I’extrait méthanolique est dilué avec de 1’eau distillée. La solution est filtrée sur du coton

a I’aide d’un entonnoir. Apres une nuit de repos.
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Apres filtration, des extractions successives de type liquide-liquide sont éffectuées sur la
phase aqueuse, en utilisant des solvants de polarité croissante, commengant par 1’acétate
d’éthyle, puis Le n-butanol. Chaque extraction est répétée trois fois. Le protocole

d’extraction est résumé dans la Figure 01.
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Matériel végétal m=50 g J

Extraction MeOH /H-0 : 80/20

——————————————————————————————

e Concentration a sec
¢ Addition de H20 distillée (680 ml)

e Filtration

Filtrat (Phase agqueuse) -]

Extraction par le CHCI3
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Extraction par n-butanol
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Phase aqueuse

Figure 01. Différentes étapes de I’extraction des parties aériennes de Centauria parviflora.
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> Limonium thouini

Les parties aériennes (300 gr) de la plante ont été coupées en petits morceaux et macérées
dans une solution hydro alcoolique (Méthanol-Eau) a chaud avec la portion (7 :3) pendant
72 heures. Apreés filtration, les fractions obtenues sont combinées et évaporées a sec sous

pression réduite, a une température inférieure a 45°C (extrait méthanolique).

L’extrait méthanolique est reprit par 1’eau bouillante une décantation d’une durée d’une nuit
a été effectuée pour éliminer la chlorophylle. Le filtrat obtenu a été extrait trois fois
successives par ’acétate d’éthyle. Ceci permet 1’obtention de 1’extrait acétate d’éthyle. Le

protocole d’extraction est résumé dans la Figure 02.
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Matériel végétal m=300 g J

Extraction MeOH /H20 : 7/3

______________________________

e Concentration a sec

o Addition de H2O distillée

v e Filtration

[ Filtrat (Phase aqueuse) ]

Extrait chloroformique Extraction par le CHCl3

Phase aqueuse

Extraction par AcOEt

Phase aqueuse

Figure 02. Différentes étapes de I’extraction des parties aériennes de limonium thouini.
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> Cedrus atlantica

Un montage d’hydrodistillation de type Clevenger a été utilisé pour extraire 1’huile
essentielle de Cedrus atlantica, L’hydrodistillation proprement dite, est la méthode normée
pour I’extraction d’une huile essentielle, ainsi que pour le contrdle de qualité, elle reste sans

doute la plus rentable.

En effet, une quantité de la poudre végétale (100g) a été introduite avec de 1’eau distillée
dans un ballon, placé sur une source de chaleur, le tout est ensuite porté a 1’ébullition. Portée
au chauffage, Les vapeurs sont condensées sur une surface froide et 1’huile essentielle se
sépare de I’hydrolysat par simple différence de densité. L’ huile essentielle étant plus 1égere

que I’eau, elle surnage au-dessus de I’hydrolysat.
I1..2. Analyse CPG/SM de I’huile essentielle

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

épaisseur du film 0,25 um).

La température du four a été programmée comme isotherme a 60 ° C pendant 8 minutes, de
I'nélium a été utilisé comme gaz vecteur a un débit de 0,5 ml / minute. La GC / MS a été
réalisée a l'aide d'un détecteur HP Agilent technologies 6800 plus a sélection de masse. Les
conditions de fonctionnement sont les mémes que pour la GC analytique. Les paramétres de
fonctionnement de la SM sont les suivants : potentiel d'ionisation, 70 ev ; courant
d'ionisation, 2 A ; température de la source d'ions, 280 ° C ; résolution, temps 1000.can, 5s
; plage de masse de balayage, 34-450 u ; rapport de rotation, 50 : 1 ; volume injecté, 1,0 uL.

L'identification des composés de I'huile essentielle est basée sur leurs temps de rétention par
rapport aux pics spectraux correspondants, disponibles sur les banques de spectres de masse
NIST et Wiley.

I1.3. Analyse CPL/SM de I’extrait butanolique

L’analyse HPLC a ét¢é effectuée en utilisant I’instrument Agilent série 6420 triple quadrupole
a double MS avec un systeme de chromatographie liquide a haute performance de derniére

génération, il s’agit de la HPLC 1260 infinity LC, équipé d'un dégazeur a vide, injecteur
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automatique Infinity 1260, double pompe a double pistons en série et détecteur UV a baratte
des diodes (DAD) ultra-sensible. La colonne utilisée pour la séparation chromatographique
est une Zorbax Eclipse Plus C18 (1,8 um, 150 mm x 4,6 mm) (Agilent Technologies, Palo
Alto, CA, USA). Dans la séparation des composes de la fraction butanolique de Centaurea
parviflora, le taux du flux utilisé a été de 0,80 mL. Min-1 et lI'analyse a été effectuée a

température ambiante.
Il .4. Activités biologiques

Il .4.1. Détermination du total en polyphénols et flavonoides et flavanols
I1.4.1.1. Total phénolique

Selon la méthode de dosage sur microplaque décrite par Muller et al., (2010) [1]. Le réactif
FCR, constitué¢ par un mélange d’acide phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique

est réduit lors de 1’oxydation des phénols en mélange d’oxyde de tungsténe et molybdeéne.

Un volume de 20 ul d’extrait (Une masse de 1 mg d’extrait est dissoute dans un volume de
1 ml de méthanol) de plante est ajouté a 100 pl de FCR dilué (1 ml de solution FCR concentré
est diluée dans 9 ml d’eau distillée) et 75 pl de carbonate de sodium (une quantité de 7.5 g
de Na2COs est dissouts dans 100 ml d’eau distillée). Le mélange est incubé a 1’obscurité

pendant 2 heures.

La coloration bleue produite est proportionnelle a la teneur en polyphénols totaux et possede

une absorbance maximum aux environ de 750-765 nm.

Pour la Gamme d’étalonnage de 1’acide gallique (Une quantité de 1 mg d’acide gallique est
dissoute dans 5 ml de méthanol pour obtenir la solution mére), les dilutions ont été préparées

comme suit :

25 pg/ml — 25 pl de SM +175 pl de méthanol.
50 pg/ml ——. 50 pl de SM +150 pl de méthanol.
75 pg/ml —— 75ul de SM +125 ul de methanol.

100 pg/ml ——100ul de SM + 100 pl de méthanol.
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125 pg/ml —— 125ul de SM + 75 pl méthanol.
150 pg/ml —— 150ul de SM + 50 pl de méthanol.
175pg/ml —— 175 pl de SM + 25 pl de méthanol.
200 pg/ml — 200 pl de la SM.

Il .4.1.2. Total flavonoides

Le dosage des flavonoides totaux est déterminé selon la méthode de Topgu et al., (2007) [2]

utilisée avec quelques modifications.

Dans une microplaque a 96 puits, 50 pl d’extrait (Une masse de 1 mg d’extrait est dissoute
dans un volume de 1 ml de méthanol) sont ajoutés a un mélange de 130 pl méthanol, 10 pl
de la solution 1 (9.8 g de potassium acétate (CH3COOK) sont dissouts dans 100 ml I’eau
distillée) et 10 pul de solution 2 (10 g de nitrate d’aluminium sont dissous dans 100 ml d’eau

distillée). Le tout a été incubé durant 40 min. I’absorbance a été mesurée a 415 nm.

Pour la gamme d’étalon de la Quercétine (Une quantité de 1 mg de la Quercétine est dissoute
dans 5 ml de méthanol pour obtenir la solution mére). Les dilutions ont été préparées comme

suit :

25 pg/ml —— 25 pl de SM +175 pl de méthanol.
50 pg/ml —. 50 pl de SM +150 pl de méthanol.
75 pg/ml —— 75ul de SM +125 pl de méthanol.
100 pg/ml —— 100l de SM + 100 pl de méthanol.
125 pg/ml — 125ul de SM + 75 pl de méthanol.
150 pg/ml —— 150pl de SM + 50 pl de méthanol.
175ug/ml —— 175 pl de SM + 25 ul de méthanol.

200 pg/ml —— 200 pl de SM.
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11 .4.1.3. Total flavonols

La teneur en flavonols des extraits a été déterminée en utilisant la méthode colorimétrique

au trichlorure d’aluminium (AICl3) [3].

Une masse de 1 mg d’extrait est dissoute dans un volume de 1 ml de Méthanol, dans une
microplaque a 96 puits 50ul d’extrait de plante et 50 ul de trichlorure d’aluminium (AICl3)
(200 milligramme de AICIs sont dissouts dans 10 ml d’eau distillé¢), 150 ul d’acétate de

sodium (500 milligramme d’acétate de sodium sont dissouts dans 10 ml d’cau distillé).

Aprés incubation a I’obscurité pendant deux heures et demi, I’absorbance a été mesurée par

un lecteur de microplaques a 440 nm.

Pour la gamme d’étalon de la Quercetine, On prend 1 mg de la Quercetin et on le dissolve
dans 5 ml de méthanol pour obtenir la solution SM: 0,2mg/ml. Les dilutions ont été

préparées comme la suite :

Quercetin (25) — 25 pul SM + 175 pl MeOH
Quercetin (50) — 50 pl SM + 150ul MeOH
Quercetin (75)—, 75 pl SM + 1254 MeOH
Quercetin (100)—, 100 pl SM + 100ul MeOH
Quercetin (125)__,, 125 pl SM + 75l MeOH
Quercetin (150) __, 150 pl SM + 50ul MeOH
Quercétine (175)__, 175ul SM + 25ul MeOH
Quercetin (200) __,, 200ul SM

11 .4.2. Activité anti-oxydante

L’étude de D’activité antioxydante des deux plantes Centaurea parviflora et Limonium
thouini a été testée selon sept méthodes : piégeage du radical libre DPPH, piégeage du radical
Galvinoxyl, méthode CUPRAC, pouvoir reducteur (FRAP), réduction par la formation du
complexe Fe*?-phenanthroline, chélation des ions métalliques, piégeage de I’ABTS et

piégeage du radical superoxyde (O2").
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11 .4.2.1. Activité antiradicalaire au DPPH

L'activité de piégeage des radicaux libres a été menée selon la méthode de Blois (1958) [4].
Brievement, 40 pL/1 ml MeOH de I'échantillon a différentes concentrations, ont été ajoutés
a 160 pL de DPPH fraichement préparée a une concentration de (0,1 mM). L’absorbance du
mélange réactionnel a ét€¢ mesurée par spectrophotométrie a une longueur d’onde de 517 nm,

apreés une incubation de 30 min a température ambiante et & I’obscurité.

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

DPPH (%) = Acontrote — Aschantilion % 100

Acontréle

11.4.2.2. Activité du piégeage du radical Galvinoxyl
L'activité du piégeage du radical est déterminée par la méthode de Shi H et al (2001) [5].

Dans une microplaque a 96 puits, un volume de 160 ul d’une solution de Galvinoxyl
préparée a une concentration de 0.1 mM a été ajoutée a 40 uL d’échantillon préparé dans du
méthanol a différentes concentrations. Aprés 120 minutes, I'absorbance a été mesurée a une

longueur d’onde de 428 nm.

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

Acontrote — Aschanti
Galvinoxyl (%) — controle échantillon % 100

Acontr()le

11 .4.2.3. Activité de réduction du complexe cuivre-neocuproéne (CUPRAC)

Cette activité est déterminée selon la méthode d’Apak et al. (2004) [6]. Dans une plaque a
96 puits, 40 uL de I’échantillon ont été ajoutés a 60 uL de tampon acétate d’ammonium (1M,
PH=7), 50 uL de Néocuproine (7,5 mM) et 50 uL de CuCl2 (10 mM). Apres une heure de
temps, 1’absorbance a été enregistrée a 450 nm, par un lecteur de microplaque. Les résultats

de I’activité antioxydante ont été calculés a titre de Aos (1Ug/ mL).
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11 .4.2.4. Activité du pouvoir réducteur (FRAP)

Basée sur la réaction chimique de réduction du Fe3* présent dans le complexe KsFe(CN)s en
Fe?*, le pouvoir réducteur du fer (Fe*) dans les extraits a été déterminé selon la méthode
décrite par Aicha Bouratoua en 2017 [7]. Brievement, 10 pl de I’extrait a différentes
concentrations ont été mélangé avec 40 pul d’une solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6)
et 50 pl d’une solution de ferricyanure de potassium KsFe(CN)s & 1%. L’ensemble est incubé
a I’étuve a 50°C pendant 20 min. Ensuite, 50 puL de I’acide trichloroacétique (TCA) a10%,
40 pL d’cau distillée et 10 uLL d’une solution aqueuse de chlorure ferrique FeClz a 0,1% sont
additionnés. La lecture de 1’absorbance du milieu réactionnel a été mesurée a 700 nm. Une
augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des
extraits testés.

11 .4.2.5. Activité de réduction par la formation du complexe Fe*?-phenanthroline

L'activité de réduction par la formation du complexe Fe*?-phenanthroline des extraits a été
mesurée selon la méthode décrite par Szydlowska-Czerniaka (2008) [8]. Des extraits de
différentes concentrations, de volume de 10 pl ont été ajoutés a une solution de : 50 ul FeCls
(0.2%), 30 pl Phenanthroline (0.5%) et 110 pl de méthanol. Le mélange a été agité
vigoureusement et incubé pendant 20 min a 1’étuve a température de 30°C. L absorbance a
été déterminée a 510 nm. Les résultats ont été calculés a titre de Aos (ug/ml) correspondant

a la concentration indiquant 0,50 d’absorbance.
11 .4.2.6. Activité du piégeage du cation radical ABTS™

Ce test est déterminé selon la méthode de Re (1999) [9], avec une légére modification. Le
radical ABTS"" est produit par ’oxydation de I’ABTS (7 mM), par le persulfate de potassium
(2,4mM). Le meélange a été conservé pendant 16 heures a 1’obscurité et a température
ambiante. Le mélange a été dilué avec ’eau distillé afin de parvenir a une absorbance de
0,7+0.02 a 734 nm. 160 pL de cette solution d’ABTS"* ont été ajoutée a 40 uL de différentes
concentrations de I’extrait étudié, ainsi que les standards BHA et BHT.

Le blanc est préparé en paralléle suivant le méme protocole en remplagant I’extrait par le

méthanol. Apres 10 minutes d’incubation, I’absorbance a été mesurée a 734 nm.
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Les différents pourcentages d’inhibition ont été calculés selon la formule suivante :

Acontréle - Aéchantillon

x 100

ABTS(%) =

Acontréle

I1.4.2.7. Activité du piégeage du radical superoxyde (O2")

L’activité a été¢ déterminée selon la méthode de K. Elizabeth et M.N.A. Rao [10]. Dans une
plaque a 96 puits de volume 200ul pour chaque puits, on introduit 40 pl de la solution
d’échantillon a différentes concentrations (3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 et 200 pg/ml), 130
pl de DMSO alcalin (20 mg de NaOH dans 100 ml DMSO), et 30 pl de NBT (10 mgNBT
dans 10 ml d’eau distillé¢). Les absorbances sont mesurées instantanément a température
ambiante a 560 nm (les résultats ont été exprimés comme moyenne de trois mesures separées

* écart type). Le pourcentage d’inhibition a été calculé selon 1’équation suivante :

Aéchantillon - Acontr(”)le

X 100

Inhibition (%) =

Aéchantillon

I1.5. Analyses statistiques

Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + SD d’analyses en trois essais.
Les valeurs de Clso (Concentration d’inhibition a 50%) et de Ao (la concentration indiquant
0,50 d’absorbance) sont calculées par la méthode de régression linéaire a partir des deux
courbes : [% inhibition = f (concentrations)] pour la Clsg et [Absorbance= f (concentrations)]

pour la Ao.so.
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111 .1.1. Composition chimique de I'huile essentielle de Cedrus atlantica

Aprés I’extraction de 1’huile essentielle par hydrodistillation des parties aériennes de Cedrus
atlantica, L’huile essentielle (HE) a été analysée par un chromatographe en phase gazeuse
doté d’un injecteur automatique de type Agilent HP6800. Le chromatogramme est représenté

sur la figure 01.
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Figure 01. Chromatogramme de 1’analyse CPG/SM de I’huile essentielle de Cedrus

atlantica.

111 .1.2. Fragmentations proposées pour les neuf moléecules majoritaires

L’analyse des résultats par le logiciel MSD ChemStation du GC et GCMS Systems de
Agilent MSD Productivity du Chromatogramme a été effectué par comparaison avec les
deux banques de données NIST02.L et WILEY 7N. I. Ceci nous a permis d’identifier (39)

COMpOsés.
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111 .1.3.1. Identification du produit majoritaire (1)

Le pic qui apparait a un temps de rétention de 10.226 mn avec m/z = 136 et les fragments :
121 (17.7 %), 105 (13.9%), 93 (100 %), 77 (33.48%), 67 (8.4 %), a ¢té identifi¢ au a-Pinéne
(Figure 2 et Figure 3).
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Figure 02. Spectre de masse de 1’a-Pinene.
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Figure 03. Fragmentations proposées pour I’a-Pinéne.
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111 .1.3.2. Identification du produit majoritaire (2)

Le pic qui apparait & un temps de rétention de 12.741 mn avec m/z = 136 et les fragments :
121 (10.78 %), 107 (4.12%), 93 (77.55 %), 79 (18.45 %), 69 (23.24 %), a été identifié au B-
Pinene (Figure 4 et Figure 5).
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Figure 05. Fragmentations proposées pour la B-Pinene.
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111 .1.3.3. Identification du produit majoritaire (3)

Le pic qui apparait & un temps de rétention de 34.351 mn avec m/z = 196 et les fragments :
154 (4.14 %), 136 (15.28 %), 121 (16.67 %), 108 (6.86 %), 95 (38.24 %), a été identifié au
Bornyl Acetate (Figure 6 et Figure 7).
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111 .1.3.4. Identification du produit majoritaire (4)

Le pic qui apparait & un temps de rétention de 16.159 mn avec m/z = 136 et les fragments :
121 (5.67 %), 107 (5.14 %), 93 (21.54 %), 79 (8.81 %), 68 (20.89 %), 53 (4.73 %), a été

identifié au D-Limonéne (Figure 8 et Figure 9).
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Figure 08. Spectre de masse de la D-Limonene.
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Figure 09. Fragmentations proposees pour la D-Limoneéne.
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111 .1.3.5. Identification du produit majoritaire (5)

Le pic qui apparait & un temps de rétention de 76.771 mn avec m/z = 290 et les fragments :
272 (0.58 %), 257 (3.08 %), 244 0.99 %), 137 (5,76%), 95 (5.00 %), a été identifié au
Epimanool (Figure 10 et Figure 11).
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Figure 10. Spectre de masse de I’Epimanool.
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111 .1.3.6. Identification du produit majoritaire (6)

Le pic qui apparait a un temps de rétention de 28.950 mn avec m/z = 150 et les fragments :
135 (6.79%), 107 (8.83 %), 91 (5.97 %), 80 (3.94 %), 67 (1.64 %), a été identifié au D-
Verbenone (Figure 12 et Figure 13).
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Figure 12. Spectre de masse du D-Verbenone.
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Figure 13. Fragmentations proposées pour le D-Verbenone.
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111 .1.3.7. Identification du produit majoritaire (7)

Le pic qui apparait & un temps de rétention de 13.678 mn avec m/z = 136 et les fragments :
121 (1.29%), 93 (25.93%), 79 (4.35%), 69 (18,70%), 53 (2.97%), a été identifi¢ au f-
Myrcene (Figure 14 et Figure 15).
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Figure 14. Spectre de masse du 3-Myrcene.
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Chapitre 111

111 .1.3.8. Identification du produit majoritaire (8)

Résultats et discussion

Le pic qui apparait a un temps de rétention de 20.965 mn avec m/z = 152 et les fragments :
137 (4.16%), 119 (1.01 %), 109 (6.79 %), 83 (5.13 %), 67 (11.90 %), a été identifié¢ au a-

Pinene oxide (Figure 16 et Figure 17).
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Figure 17. Fragmentations proposées pour I’a-Pinene oxide.
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111 .1.3.9. Identification du produit majoritaire (9)

Résultats et discussion

Le pic qui apparait & un temps de rétention de 27.721 mn avec m/z = 152 et les fragments :
136 (5.40 %), 121 (6.28%), 107 (0.78 %), 93 (7.16 %), 81 (4.58 %), 59 (10.44 %), a été
identifié au a-Terpinéol (Figure 18 et Figure 19).
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Tableau 01. Composition chimique de I’huile essentielle de Cedrus atlantica.

TR MM Formule (%)

1 a-Pinéne 10.317 136 CioHise 46,613
2 Camphene 10.980 136 CioH1s6 1.223
3 Verbenene 11.295 134 CioHa4 0.259
4 B-Pinéne 12.741 136 CioH1s6 9.698
5 B.-Myrcene 13.678 136 CioHise 2.282
6 O-Cymene 15.833 134 CioH14 0.781
7 D-Limonene 16.159 136 CioH1se 4.351
8 3,4-Dimethyl-4-penten-1- 20.314 110 C10H100 0.466

yn-3-ol
9 a-Pinene oxide 20.965 152 C10H160 2.190
10 Linalol 21.285 154 C10H180 0.679
11 Cyclohexene, 3,5,5- 21.565 124 CoHis 1.119

trimethyl-
12 trans,cis-2-methyl-1,3- 22.257 122 CoHis 0.147

cyclooctadiene
13 a-Campholenal 22.983 152 C10H160 0.300
14 trans-Pinocarveol 23.852 152 C10H160 1.287
15  trans-Verbenol 24.383 152 C10H160 1.741
16 Pinocarvone 25.555 150 C10H140 0.834
17 Bornéol 25.795 154 C10H180 1.038

18 4-Terpineol 26.646 154 C10H180 0.598
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19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

2-Cyclohexen-1-one, 4-(1- 27.258 138 C19H140
methylethyl)-

a-Terpinéol 27.715 154 C10H180
Benihinal 28.012 150 C10H140
D-Verbenone 28.956 150 C10H140
Carvéol 29.641 152 C10H160
Propanal, 2-methyl-3- 30.996 148 C10H120
phenyl-

D-Carvone 31.305 150 C10H10
2-(1- 32.299 184 C11H2002
Methylcyclopentyloxy)-

tetrahydropyran

2-Methyl-2-cyclopenten-1-  33.516 98 CeH100

ol

Bornyl Acetate 34.351 196 C12H2002
cis-Sabinol 35.620 152 CeH160

15- 36.226 320 C20H3203

oxabicyclo[12.1.0]pentadec

a-6,10-diene-7-methanol, 5-

hydroxy-1,11-dimethyl-4(1-

methylethenyl)-

E,Z-4- 36.723 108 CgH12
Ethylidenecyclohexene

Geranyl acetate 40.815 196 C12H2002

Résultats et discussion

1.091

2.168

1.363

2.615

0.374

0.171

0.254

0.300

0.202

7.330

0.213

0.479

0.159

0.395
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33 trans-p-Farnesene 45.376 204 CisH24 1.660

34 Manool oxide 73.668 290 Ca0H340 0.166

35 Epimanool 76.771 290 C20H340 4.350

36 2,3,5,6-Tetrahydro-1,3- 83.773 211 C12H9N30 0.201
diimino-1H-5,8-

epoxybenz[f] isoindole

37 7-Dehyroabietanone 87.076 284 C20H280 0.487
38 Tricosane 87.505 324 Ca23Has 0.270
39 Pentacosane 95.421 352 CasHs2 0.146
Identified compounds (%) Total 100
Monoterpenes 65.207
hydrocarbonés
Monoterpenes 0xygénés 24,499
Sesquiterpénes 1.660
hydrocarbonés
Sesquiterpénes oxygénés 0.00
Autres 8,634

11 .1.4. Interprétation des résultats d’analyse CPG/SM

L’analyse CPG/SM arévelé la présence de 39 constituants qui représentents 100 % de I'huile
essentielle. Comme le montre le tableau 1, I’huile essentielle est caractérisée par la présence
de I’a-Pinene (46,613%), du B-Pinene (9.698%), de Bornyl Acetate (7.330%) de D-
Limonene (4.351%), de Epimanool (4.350%), D-Verbenone (2.615%), de PB.-Myrcene
(2.282%), o-Pinene oxide (2.190 %) et du a-Terpineol (2.168%) comme produits
majoritaires. La classe des monoterpénes est prédominante, avec 1’a-pinéne comme
constituant majoritaire (46,613%).

Ces résultats sont similaires a la majorité des travaux déja effectués par Mostafa B Khalifa
Milad [1] montrant la composition en commun des composés : D-Limonene (8,36%), B-
Pinene (6,62%), Bornyl acetate (0,23%), B.-Myrcene (21,63%). De méme, les travaux
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entrepris par Derwich et Benziane 2010 [2] ont montré que 1’a-Pinene est le composé
majoritaire de Cedrus atlantica avec la concentration de (14,85%).

Alors que les travaux réalisés par Saab et Harb, 2005[3], sur la méme espece Cedrus
atlantica ont mis en évidence un autre chémotype dont les composeés majoritaires sont :
Himachalol (46,32%), y-Himachalene (13,95%) et B-Himachalene (7.03%). De méme,
I’analyse GCMS établie par Aberchane et Fechtal en 2004[4] présente une composition
diférente dont les composés majoritaires sont : B-Himachalene (40,0%), Benzylbenzoate
(16,4%), Khusimol (9,7%).

La comparaison bibliographique de la composition chimique de I’huile essentielle de Cedrus
atlantica avec la composition des mémes espéces montre d’une part une ressemblance
presque identique caractérisée par la présence de : a-Pinene, B-Pinene, B-Myrcene, D-
Limonene et d’une autre part par une diférence totale dans la composition chimique. Cette
différence de chémotype est probablement liée a des différences génétiques de I’espéce
Cedrus atlantica, ces espéces peuvent présenter des variations chimiques de leur métabolite
secondaire en fonction des influences de leurs écosystemes (altitude, humidité,
ensoleillement, biotope, etc.). Bien que leur morphologie ainsi que leur génétique ne soient
pas substantiellement transformées, seul leur phénotype chimique est mouvant.

En conclusion, l'analyse qualitative et quantitative par CPG et CPG/SM de I’huile essentielle
des parties aériennes de Cedrus atlantica a permis d'identifier trente-neuf (39) constituants
dont neuf (9) composants majoritaires : 1I’a-Pinene (46,613%), le B-Pinene (9.698%), le
Bornyl Acetate (7.330%), le D-Limonene (4.351%), le Epimanool (4.350%), le D-
Verbenone (2.615%), le B.-Myrcene (2.282%), I’a-Pinene oxide (2.190 %) et I’a-Terpinéol
(2.168%).



https://fr.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9tabolite_secondaire
https://fr.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9tabolite_secondaire
https://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89cosyst%C3%A8me
https://fr.wikipedia.org/wiki/Biotope
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ph%C3%A9notype
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111 .2.1. Résultats d’analyses CPL/MS et interprétation

Une solution de 1000 ppm a été préparée dans le méthanol puis injectée a I’instrument LC-
ESI-MS. Les figures 20 et 21 montrent le chromatogramme de cette injection.

111 .2.2. Modes d’ionisation positive et négative
111 .2.2.1. lonisation positive

Les deux chromatogrammes d’ionisation positive et négative montrent une richesse en

composés majoritaires concentrés entre 0.5-11 minutes.

x10 6 |+ESI BPC Scan Frag=135,0V CF=0,000 DF=0,000 (+)const 1 -ext ch.d
1,741 3
1,64
1,54
1,44 e
13
1,34
1,24

1,14

0,94
0,84

0,7 2

o6 1
0,5
0,4

0,34

0,2

0,14

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
Counts vs. Acquisition Time (min)

Figure 20. Chromatogramme de I’ionisation positive de I’extrait butanolique de
C.paviflora.




Chapitre 111 Résultats et discussion

I11.2.2.2. lonisation négative

La majorité des produits sont concentrés entre 0.5-11 minutes du temps de rétention.

x10 5 |-ESI BPC Scan Frag=135,0V CF=0,000 DF=0,000 (-)const1 -ext ch.d

|
2,1

4
1,9
1,8
1,74
1,6
1,5
1.4 15
1,3
1,2 16
1,14
24
0,9
0,8

0,7 18

0,54
0,4 20

031 ° 17 22

0,24 21

0,14

0.5 1 15 2 25 3 35 a 45 5 5.5 6 6.5 7 7.5 8 85 9 95 if0 105 11 115 12 125 13 135
Counts vs. Acquisition Time (min)

Figure 21. Chromatogramme de I’ionisation négative de 1’extrait butanolique de

C.paviflora.

111 .2.3. Identification des composés phénoliques contenus dans ’EBCP

L’analyse des résultats par le logiciel Qualitative Analysis B.06.00 de Agilent Mass Hunter
Workstation de 1’ionisation négative en comparaison avec les données de la littérature nous

a permis d’identifier 08 composes.
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111 .2.3.1. Identification du produit 1

Le pic qui apparait & un temps de rétention de 0.68 mn avec m/z =191.00 et une formule
brute C7H1206 a €été identifie au Acide quinique (Figure 22 et Figure 23).

x10 2 |-ESI EIC(191,0000) Scan Frag=135,0V CF=0,000 DF=0,000 (-)const1 -ext ch.d

09
08 Acide quinique
0,7
061
0,5
04
03
0,2

0,19

0,14

05 1 w2 25 3 3% 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95 10 105
Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

Figure 22. Chromatogramme du produit 1.

x10 4 |-ESI Scan (0,687 min) Frag=135,0V CF=0,000 DF=0,000 (-)const1 -ext ch.d

5’ 191,0000 HO, OH

3,84 HO OH

324 376,9000 OH

4 341,0000
2.8 Acide quinque

593,0000

533,0000

149,1000

0.6 683,0000

0,4

0,24 295,0000 487,1000 l l L 792,7000  850,9000

2 *l l“tll_l N o Lo e Leiaan 1000 | e e ettt o b M b i e

100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750 775 800 825 850 875 900 925 950 975 1000
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figure 23. Spectre de masse du produit 1.
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111 .2.3.2. Identification des produits 2, 3, 4 et 5

Le pic qui apparait au temps de rétention de 0.72, 1.00, 1.22, 1.62 mn avec m/z =353.00 et
une formule brute C16H1809 a été identifié au Acide chlorogénique (Figure 24 et Figure 25).

x10 5 |-ESI EIC(353,0000) Scan Frag=135,0V CF=0,000 DF=0,000 (-)const1 -ext ch.d
8,541

4

5.5 Acide chlorogénique

a 4.5 5 5.5 6 6.5 7 7.5 8 8.5 9 9,5 10 10,5 11 11,5
Counts vs. Acquisition Time (min)

Figure 24. Chromatogramme des produits 2, 3, 4 et 5.

x104 |-ESI Scan (1,006 min) Frag=135,0V CF=0,000 DF=0,000 (-Jconst1 -ext ch.d

591
353,0000

451 0

3,91 OH

OH

Acide

251

H 624,9000

) 1909000 707,000
1t 2989000 B0 o 550000 s oo 7711000 79,0000
0 R A A _“..-.A.LA.J.LLLLLMJL_MJAA.LM._A“.LL_ ke N | L.

===

T T T T T T r— 1 71 71 71 1 1 1 1T 1 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750 775 800 825 850 875 900 925 950 975 1000
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figure 25. Spectre de masse des produits 2, 3,4 et 5.
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111 .2.3.3. Identification du produit 6

Le pic qui apparait & un temps de rétention de 3.58 mn avec m/z =609.00 et une formule
brute C27H30016 a été identifié au Rutine (Figure 26 et Figure 27).

x10 2 |-ESI EIC(609,0000) Scan Frag=135,0V CF=0,000 DF=0,000 (-)const1 -ext ch.d
1,14

1,
09
038
07 Rutin
06
051
04
03
02
01

0,

" 08 112141618 2 22242628 3 32343638 4 42444648 5 52545658 6 6264 6668 7 72747678 8 82848688 9 92 9496 98
Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

Figure 26. Chromatogramme du produit 6.

x104 |-ESI Scan (3,583 min) Frag=135,0V CF=0,000 DF=0,000 (-)const1 -ext ch.d

609,000

5,5 OH

4,54 OH

ORutinose

Rutine
567,0000

521,0000

0,5- 431,0000 l l
286,9000 671,7000 723,0000
ol "

04 L PR A T S L | A

100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750 775 800 825 850 875 900 925 950 975 1000
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figure 27. Spectre de masse du produit 6.
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111.2.3.4. Identification du produit 7

Résultats et discussion

Le pic qui apparait & un temps de rétention de 4.26 mn avec m/z =463.00 et une formule

brute C21H20012 a été identifié au Quercetine 3-O-glucoside (Figure 28 et Figure 29).

x102

1,05

0,951
0,94
0,85
0,84
0,75
0,74
0,651
0,64
0,551
0,54
0,45
0,44
0,35
0,34
0,25
0,24
0,15
0,14
0,05

-0,05+
-0,14

x104
584
5,64
544
524

48
46
444
424

38
36
344
3,24

2,84
264
244
224

184
164
144
124

0,84
0,6
0,44

-ESI EIC(463,0000) Scan Frag=135,0V CF=0,000 DF=0,000 (-)const1 -ext ch.d

Quercetine 3-O-glucoside

"08 1 12 14 16 1.8 2 22 24 26 28 3 32 3.4 3.6 3.8 4 42 44 46 48 5 52 54 56 58 6 62 64 66 6,8 7 72 7.4 76 7.8 & 82 84 86 88 9 92 94 96 98
Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

Figure 28. Chromatogramme du produit 7.

0,2

-ESI Scan (4,221 min) Frag=135,0V CF=0,000 DF=0,000 (-)const1 -ext ch.d

Quercetin 3-0-glucoside
463,0000
535,0000
639,0000
345,0000
l 439,1000
1850000 - 395,1000 579,100 717,000 927,0000 9992000
112,900 1 ) '
000 | e | Bl l b, L 4989000 biudiash e b B L ), | 809,0000 ) |

100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750 775 800 825 850 875 900 925 950 975 1000
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figure 29. Spectre de masse du produit 7.
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111 .2.3.5. Identification du produit 8

Le pic qui apparait & un temps de rétention de 5.46 mn avec m/z =463.00 et une formule
brute C3oH10014 a été identifié au acide chlorogénique derivative (Figure 30 et Figure 31).

x10 6 |-ESI EIC(593,0000) Scan Frag=135,0V CF=0,000 DF=0,000 (-)const1 -ext ch.d
1.5

1.2 Acide chlorogenique derivatives

05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6 6.5 7 7.5 8 85 ) 95 10 105 11 115
Counts vs. Acquisition Time (min)

Figure 30. Chromatogramme du produit 8.

x10 5 |-ESI Scan (5,460 min) Frag=135,0V CF=0,000 DF=0,000 (-)const1 -ext ch.d

593,0000

0,05+ 707,0000
o] . X e . I R VR

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 200 950 1000
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figure 31. Spectre de masse du produit 8.
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111 .2.4. Discussion

Une tentative d'identification des composés phénoliques contenus dans I’EBCP est basée sur
des comparaisons de masse précises [M - H] des ions pseudo-moléculaire avec ceux trouvés
en accord avec la littérature.

L’analyse CPL/SM de I’extrait butanolique de Centaurea parviflora a permis d’identifier

huit (08) composeés dont (06) acides phénoliques et (02) flavonoides :

1

Acide quinique

2- Cinq dérivés de I’acide chlorogenique
3- Rutine

4

Quercétine 3-O-glucoside

Tableau 02. composés de I’extrait butanolique identifiés par CPL/SM.

1 Acide quinique 0.68 C7H1206 191.00 191.05 Neg
2 Acide Chlorogenique 0.72 C16H1809 353.00 353.08 Neg
3 Acide Chlorogénique derivatives 1.03 C16H1809 353.00 353.08 Neg
4 Acide Chlorogénique derivatives 1.20 C16H1809 353.00 353.08 Neg
5 Acide Chlorogénique derivatives 1.60 C16H1809 353.00 353.08 Neg
6 Rutine 3.60 C27H30016 609.00 609.14 Neg
7 Quercétine 3-o0-glucoside 4.26 C21H20012 463.00 463.08 Neg
8 Acide Chlorogénique derivatives 5.73 C3oH10014 593.00 593.00 Neg
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111 .3.1. L’étude quantitative des deux plantes

L’étude quantitative de Centaurea parviflora et limonium thouinii a été faite par trois

dosages. les résultats sont présentés dans le (tableau 3).

Tableau 03. La teneur en composés phénoliques, flavonoides et flavonols.

Extraits Teneur en COMPOSES Teneur en Teneur en
phénoliques (ug flavonoides (ug Flavonols (pg

GAE/mg) QE/mg) QE/mg)
EMCP 113,51+2,95 24,49+0,49 20,03+0,63
ECCP 105,47+1,35 17,78+0,21 22,89+1,33

136,94+2,94 20,83+0,21 27,86+1,45
175,27+2,79 59,89+0,91 47,30+0,51
122,04+1,69 28,11+0,73 23,58+0,68
167,92+2,88 30,55+1,62 29,47+0,04

111 .3.1.1. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux dans les extraits de Centaurea parviflora et limonium
thouinii a été réalisé par la méthode spectrophotométrique de Folin-ciocalteu (FCR). La
teneur en polyphénols totaux est exprimée en pg équivalent d’acide gallique par mg
d’extrait, en utilisant I’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage tracée par

I’acide gallique (y = 0,0034x + 0,1044) avec Rz = 0,9972 (Figure 32).

0,90

0,78
0,80 0,70

0,70
0,60
0,50

0,40
0,28

0,18 y =0,0034x + 0,1044
R2=0,9972

0,30

Absorbance a 760 nm

0,20
0,10

0,00
0 50 100 150 200 250

Concentration en pg/ml

Figure 32. Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.
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Les résultats du dosage colorimétrique des composés phénoliques totaux sont présentés
dans la (figure 33) et le (tableau 3).

“"EMCP mECCP mEACP mEBCP mEMLT =EALT

Figure 33. Evaluation des polyphénols totaux des extraits de Centaurea parviflora et
limonium thouinii.

Les résultats du dosage des polyphénols totaux ont été obtenus par extrapolation de
I’absorbance des extraits sur la courbe d’étalonnage de I’acide gallique. Les résultats
montrent que ’EBCP et EALT sont les extraits les plus riches en polyphénols avec une
teneur de 175,27+2,79 ug EAG/mg d’extrait et de 167,92+2,88 pug EAG/mg, suivi par les
extraits EACP et EMLT (136,94+2,94 et 122,04+1,69 pg EAG/mg d’extrait
respectivement), cependant I’EMCP et ’ECCP ont les plus faibles teneurs en polyphénols
avec 113,51+2,95 et 105,47+1,35 EAG/mg d’extrait.

111.3.1.2. Dosages des flavonoides

La détermination quantitative des flavonoides est réalisée par la méthode de trichlorure
d’aluminium, elle est basée sur la formation d’un complexe flavonoide-ion d’aluminium

ayant une absorbance maximale a 430 nm.

La Quercétine a été utilisé comme étalon. Les résultats sont obtenus a partir d’une courbe
d’étalonnage ayant 1’équation : (Y= 0,0071x + 0,0274) avec R2 = 0,9985 (figure 34).
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Figure 34. Courbe d’étalonnage de la Quercétine.

La quantité des flavonoides a été rapportée en pg d’équivalent de la quercétine par mg de

poids sec de I’extrait (ug EQ/mg PS).

Les résultats sont illustrés dans la figure au-dessous.

i n @ 28,11 30,55 [
24,49 5083
. 1778 ’ B

“EMCP mECCP mEACP mEBCP mEMLT ®=EALT

Figure 35. Evaluation des flavonoides totaux des extraits de Centaurea parviflora et
limonium thouinii.
D’apres la figure 35 et le tableau 3, I’EBCP est le plus riche en flavonoides avec 59,89+0,91,
ensuite les extraits EALT et EMLT et EMCP avec une teneur de 30,55+1,62 et 28,11+0,73
et 24,49+0,49 pg EQ/mg d’extrait, respectivement, suivi par les extraits EACP et ECCP qui




Chapitre 111 Résultats et discussion

ont montré les teneurs les plus faibles avec 20,83+0,21 et 17,78+0,21ug EQ/mg d’extrait,

respectivement.
111.3.1.3. Dosages des flavonols

La teneur en flavonols des extraits a été déterminée par la méthode colorimétrique au
trichlorure d’aluminium (AICI3) a 440 nm.

La quercétine a été utilisée comme étalon, les résultats sont obtenus a partir d’une courbe
d’étalonnage ayant I’équation : (Y=0,0122+0,0179) avec R2=0,9991 (figure 36)

2463
= 2,5
[
S 2
N~
O
L 15
S
e 1
2 0,639
<L os 0,299 y = 0,0122x + 0,0179
R2 = 0,9991
0
0 50 100 150 200 250

Concentration (ug/ml)

Figure 36. Courbe d’étalonnage de la Quercétine.

La quantité des flavonoides a €té rapportée en ug d’équivalent de la quercétine par mg de

poids sec de I’extrait (ug EQ/mg PS).

Les résultats du dosage sont illustrés dans la figure 37.
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EMCP mECCP wmEACP mEBCP mEMLT ®=EALT

Figure 37. Evaluation des flavonols totaux des extraits de Centaurea parviflora et
limonium thouinii.
D’aprés la figure, les extraits EBCP sont les plus riche en flavonols avec 47,30+0,51 ensuite
les extraits EALT et EACP avec 29,47+0,04 et 27,86%£1,45 pg EQ/mg d’extrait,
respectivement. Suivi par les extraits EMLT et ECCP et EMCP qui ont montré les teneurs
les plus faible avec 23,58+0,68 et 22,89+1,33 et 20,03+0,63 ug EQ/mg d’extrait,

respectivement.
111.3.2. Les activités antioxydantes

De différents extraits des plantes sont des sources potentielles des composants chimiques
naturels responsables d’activités antioxydantes. A cet effet, plusieurs essais ont été menés
par certains auteurs pour évaluer le potentiel antioxydant de ces différents extraits. C’est
dans ce contexte que nous avons évalué ’activité antioxydante des extraits de la plante

Centaurea parviflora et limonium thouinii par sept méthodes différentes.

L’acide ascorbique, BHA, BHT et 1’a-tocophérol sont connus pour leurs propriétés

antioxydantes et ils sont utilisés comme control positif.
111.3.2.1. Activité antiradicalaire DPPH

L’activité antiradicalaire des extraits vis-a-vis du radical DPPH™" a été évaluée par
spectrophotométrie a 517 nm, en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par
son passage de la couleur violette a la couleur jaune. Dans ce test les résultats ont été

comparés aux étalons de référence (BHA, BHT).
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Les résultats sont présentés dans 1’histogramme illustré dans la Figure 38 et Tableau 4.

Tableau 04. Inhibition du radical DPPH.

Extraits % inhibition
3.125 ug 6.25 ug 12.5 ug 25 ug 50 ug 100 pg 200 ug Cl 50 pg/mL

EMCP Na Na 3,16+4,06 5,63+4,47 8,95+0,70 | 32,57+1,40 | 62,33+3,33 | 160.92+5.11
ECCP Na Na Na Na Na 10,56+0,54 | 24,76+1,06 > 200
EACP Na Na Na 3,97+2,01 16,71+1,52 | 38,36+1,20 | 67,32+0,23 | 144.75+1.17
EBCP Na Na 9,30+£3,60 | 20,89+0,75 | 45,66+1,54 | 81,01+0,38 | 83,38+0,30 | 59.38+0.72
EMLT Na 2,82+0,70 8,46%1,29 19,79+0,59 | 37,50+1,15 | 65,87+0,74 | 82,48+0,28 | 74.09+1.83
EALT 5,09+2,15 7,78+0,59 | 19,55+1,20 | 36,58+1,44 | 61,58+1,21 | 84,44+0,11 | 84,84+0,38 | 40,58+0.90

BHT 11,69+1,88 22,21+1,30 | 37,12+1,80 | 52,63+2,70 | 56,02+0,53 | 83,60+0,23 | 87,28+0,26 | 22.32+1.19
BHA 28,95+1,16 54,33+1,59 | 76,76+1,65 | 84,09+0,35 | 87,53+0,82 | 87,73+0,15 | 88,43+0,23 | 5.73+0.41
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Figure 38. Valeurs Clso du test DPPH.

L’EBCP a présenté la meilleure activité antiradicalaire par rapport aux autres extraits (Clsp :
59,38+0,72 ug/ml), cette activité est deux fois plus faible que le BHT (Cl 50: 22.32+1.19
pg/ml) et onze fois plus faible que le BHA (Clso : 5.73£0.41 pg/ml).

L’EALT a exhibé une activité meilleure que celle de I’extrait EMLT avec (Clsp : 40,58+0.90
ug/ml), ’activité est deux fois plus faible que celle du BHT (Clso: 22.32+1.19 pg/ml) et
huit fois plus faible que celle du BHA (Clsg: 5.73£0.41 pg/ml). Ces resultats sont en total
accord avec la richesse des deux extraits EALT et EMLT, en: TPC (175,27+2,79;
167,92+2,88), TFC (59,89+0,90; 59,89+0,90); TFLC (47,30+0,51; 29,47+0,03)

respectivement.
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111.3.2.2. Activité du piégeage du radical Galvinoxyl

L’activité du piégeage du radical Galvinoxyl a été évaluée par spectrophotométrie a 428 nm,
en suivant la réaction par son passage de la couleur jaune foncé en jaune pale. Dans ce test
les résultats ont été comparés aux standards de références (BHA, BHT).

Les résultats sont présentés dans la Figure 39 et Tableau 5.

Tableau 05. Inhibition du radical Galvinoxyl.

Extraits Inhibition (%)

6.25 ug 12.5 ug 25 g 50 pg 100 pg 200ug Cl sopg/mL
EMCP 2,22+1.68 8,28+£1.40 10,41+1.98 | 17,00£1.39 | 32,67+1.76 | 54,98+0.59 | 72,64+0.33 | 88.87£1.86
ECCP Na NA 1,37+0.55 | 1,61+0,27 | 7,69+1.88 | 20,76+0.27 | 34,89+0.83 » 200
EACP 1,27+1.25 | 1,37£1.66 | 6,21+1.05 | 14,37+0,86 | 35,45+0.90 | 55,93+0,43 | 71,97+£0,98 | 97.72+3.07
EBCP 6.07£1,37 6.64+1.00 | 21.92+0.29 | 40.43+0,75 | 64,27+1.15 | 72.44+0.58 | 75.37+1,23 | 36.25+0.72
EMLT 1,54+135 | 4,91+1,04 | 9,70+1,44 | 24,79+0,65 | 50,24+0,08 | 73,20+0,26 | 75,06+0,48 | 37.39+0,39
EALT 3.89+0.82 | 7.00+0.96 | 17,67+0,95 | 36,87+0,13 | 64,89+0,61 | 77,35+0,14 | 78,18+0,16 | 38.86+0,58

1.5625ug | 3.125 g 6.25 ug 12.5 ug 25 ug 50 pg 100 pg

BHT 34,66+2.62 | 49,23+0.77 | 61,29+0.69 | 68,89+0,26 | 70,02+0.50 | 70,49+0,55 | 71,13+0,74 | 3.32+0,18
BHA 25.99+2,56 | 39.15+0.88 | 54.16+0.27 | 65.02+1,26 | 70,19+0.51 | 70.32+0.65 | 70.60+0,10 | 5.38 +0,06
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Figure 39. Valeurs des Clso du test radical galvinoxyl.
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D’aprés Les valeurs de Clso (ug/mL) calculées a partir des courbes de pourcentage
d’inhibition en fonction de la concentration, on remarque que ’EBCP a montré le
pourcentage d’inhibition le plus élevé avec une valeur de (Clsp :36.25£0.72 pg /mL) suivi
par les extraits : EACP (Clso : 97.72+3.07 pg /mL), EMCP (Clso : 88.87£1.86 pg /mL) et
ECCP (>200 pg /mL). L’activité de 'EBCP est dix fois plus faible que le BHT (Clsp:
3.32+0,18ug/ml) et six fois plus faible que le BHA (Cls:5.38 £0,06 pg/ml). Les extraits
EMLT et EALT avec des valeurs égale a Clso : 37.39+0,39 pg/mL et 38.86+0,58 ug/mL ont
montré une activité six fois plus faible que le BHA (Clso : 5.38 £0,06 pg/mL) et onze fois
plus faible que le BHT (Clso : 3.32+0,18 pg/mL). Ce test confirme les résultats du test
précédent avec une Iégere concurrence entre les deux extraits EMLT et EALT.

111.3.2.3. Activité de réduction du complexe cuivre-neocuproéne (CUPRAC)

L’activité antioxydante par la méthode (CUPRAC) est basée sur la mesure de 1’absorbance
a 450 nm de la réduction en présence d’un antioxydant du complexe stable Neocuproine-

cuivre (11) de couleur bleu en complexe stable Neocuproine-cuivre (1) de couleur orange.

Tableau 06. Réduction du complexe néocoproine par la méthode CUPRAC.

Extraits Absorbance
3.125 ug 6.25 ug 12.5 ug 25 ug 50 ug 100 ug 200 pg Ao.s0 Hg/mL
EMCP 0.08+0.00 0.11+0.01 0.15+0.00 0.19+0.00 0.27+0.01 | 0.42+0.01 | 0.74+0.02 | 128.44+4.14
ECCP 0.0940.01 0.11+0.01 0.16+0.01 0.18+0.01 0.24+0.01 | 0.36£0.01 | 0.59+0.00 | 188.33+4.62
EACP 0.10+0.00 0.13+0.00 0.1940.01 0.25+0.01 0.36+0.01 | 0.53+0.01 | 0.80+0.01 92.00+4.85
EBCP 0.10+0.00 0.14+0.01 0.23+0.02 0.28+0.01 0.44+0.01 | 0.72#0.00 | 1.17+0.01 71.80+1.22
EMLT 0,13+0,01 0,15+0,00 0,26+0,01 0,34+0.00 0,50+0.03 | 0,81+0,03 | 1,34+0,03 | 46.96+2.75
EALT 0,13+0.01 0,15+0.58 0,25+0.01 0,37+0.03 0,62+0.00 | 0,95+0.01 | 1,44+0.03 | 39.10+2.25
BHT 0.194+0.01 0.33+0.04 0.66+0.07 1.03+0.07 1.48+0.09 | 2.04+0.14 | 2.32+0.28 9.62+0.87
BHA 0.46+0.00 0.78+0.01 1.34+0.08 2.36+0.17 3.45+0.02 | 3.76+0.03 | 3.93+0.01 3.64+0.19
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Figure 40. Valeurs des A o5du test CUPRAC.

D’aprés les résultats, ’EBCP exerce la plus grande activité inhibitrice des échantillons
étudiés, avec une valeur de (Aos:71.80+1.22 pg/ml), suivi par les extraits EACP, EMCP et
ECCP avec des valeurs de Aos égale a: 92.00+£4.85 ; 128.44+4.14 et 188.33+£4.62 pg/ml
respectivement. L’EBCP est sept fois plus faible que le BHT (Ao5:9.62+0.87g/ml) et vingt
fois plus faible que le BHA (Aos: 3.64+0.19 pg/ml). Cependant les extraits EALT et EMLT
ont présenté une bonne activité (Aos: 39.10+2.25ug/ml), (Aos: 46.96+2.75 pg/ml)
respectivement, 1’activité de ces extraits est plus proche au standards que celle des autres

extraits. Les résultats de ce test confirment les résultats des deux premiers tests.
111.3.2.4. Activité du pouvoir réducteur (FRAP)

Le ferricyanide de potassium est réduit en présence d’un antioxydant pour former le
ferrocyanide de potassium qui va réagir ensuite avec le chlorure ferrique pour former un
complexe fer ferreux de couleur bleu-vert, qui a un maximum d’absorbance a 700 nm.

Les résultats sont exprimés dans la Figure 41 et le tableau 7.




Chapitre 111 Résultats et discussion
Tableau 07. Réduction du fer par la méthode FRAP.
Extraits Absorbance
3.125 ug 6.25 ug 12.5 g 25 ug 50 ug 100 ug 200 pg Aos pg/mL
EMCP 0,08+0,00 | 0,09+0,01 | 0,14+0,01 | 0,15+0,02 | 0,24+0,02 | 0,40+0,01 | 0,45+0,00 » 200
ECCP 0.07+0.01 | 0,08+0,01 | 0,10+0,01 | 0,13+0,01 | 0,20+0,01 | 0,24+0,01 | 0,43+0,01 » 200
EACP 0,08+0,01 | 0,08+0,01 | 0,14+0,01 | 0,17+0,02 | 0,21+0,01 | 0,41+0,01 | 0,61+0,02 | 193.67+1.44
EBCP 0.09+0.01 | 0,10+0,01 | 0,19+0,00 | 0,23+0,00 | 0,35+0,00 | 0,49+0,02 | 0,66+0,01 | 119.17+0.29
0.78125pg | 1.5625ug | 3.125 g 6.25 pg 12.5 ug 25 ug 50 ug
EMLT 0.09+0.00 | 0.09+0.01 | 0.14+0.01 | 0.22+0.02 | 0.36+0.00 | 0.62+0.0 | 0.70+0.01 | 19.87+0.28
EALT 0.11+0.02 | 0.12+0.01 | 0.20+0.01 | 0.32+0.02 | 0.52+0.00 | 0.70+0.01 | 0.87+0.01 | 11.95+0.24
Acide ascorbique | 0,35+0,05 | 0,46+0,03 | 0,84+0,12 | 0,93+0,30 | 1,1840,34 | 1,37£0,20 | 1,44+0,21 | 6.77£1.15
Acide tannique 0.28+0.02 | 0,78+0,06 | 1,02+0,07 | 1,24+0,18 | 0,86+£0,6 | 1,01+0,21 | 1,02+0,13 | 5.39+0.91
a-Tocophérol 0.11+0,00 | 0.16+0.00 | 0,21+0,03 | 0,35+0,03 | 0,73+0,03 | 1,37+0,08 | 1,81+0,09 | 34.93+2.38
el
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Figure 41. Valeurs des Aos du test FRAP.

Les résultats du test du pouvoir réducteur confirment les résultats des trois premiers tests,

I’EBCP avec la valeur de (Ao5:119.17+0.29 pg/ml) a montré la meilleure activité par rapport

aux autres extraits de la méme plante. Cette activité est loint d’étre comparé avec les deux

standards, 1’acide ascorbique (Aos: 6.77£1.15 pg/ml) et I’acide tannique (Aos:5.39+£0.91

Mg/ml) mais elle est trois fois inféricure au standard 1’a-Tocophérol (Aos:34.93+£2.38
pg/ml). Par contre les deux extraits EALT et EMLT avec des valeurs de (Aos: 11.95+0.24,

19.87+0.28 pg/ml respectivement) ont manifesté une trés bonne activité par rapport a 1’a-




Chapitre 111

Résultats et discussion

Tocophérol (Aos:34.93+2.38 ug/ml) et de deux a trois fois inférieure a celle des deux

standards, 1’acide ascorbique et 1’acide tannique. Ce bon résultat est peut-étre dd a la

présence de composés donneurs d’électrons, puisque la méthode du pouvoir réducteur suit

le mode d’action du transfert d’¢électron (ET).

111.3.2.5. Activité de réduction par la formation du complexe Fe*?-phenanthroline

En présence d’un antioxydant, le fer ferrique (Fe %) est réduit en fer ferreux (Fe %), ce

dernier forme un complexe stable avec la phénantroline de couleur rouge orange, qui a un

maximum d’absorbance a 510 nm.

Tableau 08. Réduction du fer par la méthode phenanthroline.

Extraits Absorbances
3.125 ug 6.25 ug 12.5 pg 25 Ug 50 pg 100 pg 200 Jg Aos ug/mL
EMCP 0,35+0,01 | 0,36+0,01 | 0,40+0,01 | 0,42+0,01 | 0,51+0,00 | 0,67+0,00 | 0,98+0,01 | 46,56+1,54
ECCP 0,33+0,01 | 0,34+0,00 | 0,36+0,01 | 0,38+0,02 | 0,48+0,01 | 0,58+0,02 | 0,76+£0,00 | 75,67+0,29
EACP 0,34+0,01 | 0,35+0,01 | 0,38+0,01 | 0,42+0,01 | 0,49+0,01 | 0,68+0,01 | 1,21+0,01 | 56,56+3,34
EBCP 0,35+0,01 | 0,37+0,00 | 0,41+0,02 | 1,36+0,01 | 1,56+0,01 | 1,65+0,01 | 2,11+0,01 | 20,29+1,16
0.78125pg | 1.5625pg | 3.125ng | 6.25ug | 12.5ug 25 1g 50 pg
EMLT 0,30+0,0 | 0,30+0,00 | 0,31+0,00 | 0,33+0,00 | 0,39+0,01 | 0,46+0,01 | 0,63+0,02 | 31,60+2,29
EALT 0,31+0,01 | 0,31+0,01 | 0,33+0,00 | 0,37+0,01 | 0,45+0,01 | 0,57+0,02 | 0,88+0,01 | 17,58+2,40
0.78125pg | 1.56250g | 3.125ng | 6.25ug | 12.5ug 25 1g 50 pg
BHA 0,49+0,01 | 0,59+0,01 | 0,73+0,02 | 0,93+0,01 | 1,25+0,04 | 2,10+0,05 | 4,89+0,06 | 0,93+0,07
BHT 0,47+0,01 | 0,47+0,01 | 0,53+0,03 | 1,23+0,02 | 1,84+0,01 | 3,48+0,03 | 4,84+0,01 | 2,24+0,17
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Figure 42. Valeurs des Aos dans le test phénanthroline.
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En comparaison avec les autres extraits, I’EBCP a présenté la meilleure activité de réduction
du fer avec (Aos : 20,29+1,16 pug/ml), I’activité est vingt fois inférieure a celle du BHA (Aos:
0,93+0,07 pg/ml) et neuf fois plus faible que le BHT (Aos: 2,24+0,17 pg/ml). De plus
IPEALT avec (Aos: 17,58+2,40 pg/ml) a manifesté une activité presque égale a celle de

I’EBCP. Les résultats de cette activité sont en accord avec les cinq méthodes précédentes.
111.3.2.6. Activité du piégeage du cation radical ABTS**

L’ABTS (acide 2,2'-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique) est un compose
organique stable utilis¢ dans [’évaluation de l'activité antiradicalaire, avec un pic
d'absorption a 734 nm. 103,104 en présence d'un antioxydant donneur d'hydrogéne, le cation
ABTS"" subit une réduction et passe de la couleur bleu-vert a un état neutre incolore. Les

résultats sont présentés dans la Figure 44 et le tableau 9 ci-dessous.

Tableau 9. Inhibition du cation radical ABTS.

Extraits Inhibition (%)
3.125 ug 6.25 ug 12.5 pg 25 Ug 50 Ug 100 g 200 ug ICs0 pg/mL

EMCP Na 8.26x0.35 13.16+£1.97 | 17.75x0.47 | 27.03+0.54 | 37.67£1.86 | 57.66+0.72 | 162.39+0.15
ECCP 3.95+0.27 8.47+1.09 14.06+£0.82 | 19.95+0.37 31.25+0.98 | 38.27+0.46 | 49.34+0.29 | >200

EACP 4.01£1.43 7.70+£1.44 12.40+£0.78 | 19.71+0.62 | 32.92+1.39 | 44.22+0.37 | 67.83£1.65 | 124,22+0.61
EBCP 5.60+0.53 12.10+£0.21 | 18.23+1.62 | 34.05+0.57 | 54.33£1.39 | 76.03+0.57 | 88.52+0.57 | 49.52+1.54
EMLT 13,38+0,17 15,28+0,54 | 22,81+0,26 | 37,34+0,73 | 60,35%+0,42 | 85,81+0,76 | 91,85+0,19 | 39.12+0.30
EALT 16,45+0,76 20,64+0,26 | 31,42+0,68 | 51,35+0,92 | 76,82+0,79 | 89,84+0,84 | 92,07+0,26 | 24.12+0.42

BHT 59.22+0.59 78.55+3.43 | 90.36+0.00 | 92.18+1.27 | 93.37+0.86 | 94.87+0.87 | 96.68+0.39 1.29+0.30
BHA 83.42+4.09 93.52+0.09 | 93.58+0.09 | 93.63+0.16 | 93.63+0.95 | 94.20+0.90 | 95.39+2.62 1.81+0.10

49,52
Cl 50 (Hg/ml)
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Figure 43. Valeurs des Clso dans le test ABTS.
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Les résultats du test ABTS ont révélé que ’EBCP présente la meilleure activité
antiradicalaire (Clso : 49.52+1.54 pg/ml) en le comparant avec les autres extraits de la méme
plante. L’activité est moderée en la comparant avec les deux standards : BHT et BHA (Clso
:1.29+0.30, 1.81+0.10 pg/ml respectivement). Cependant ’EALT a révélé une activité (Clsg
: 24.12+0.42 pg/ml) modeérée par rapport aux standards utilisés. Les résultats du sixiéme test
confirment les résultats des tests précédents.

111.3.2.7. Piégeage du radical superoxide par la méthode DMSO-alcalin

Le principe de cette activité est de mesurer la capacité des échantillons a empécher la
réduction du NBT par le piégeage des anions superoxydes résultants de la solution alcaline.
Les résultats obtenus du pouvoir antioxydant par la méthode du piégeage du radical

superoxyde (DMSO-alcalin) sont représentés dans la figure 45 et tableau 10.

Tableau 10. Inhibition de 1’anion superoxide.

Extraits Inhibition (%)

12.5 ug 25 ug 50 ug 100 ug 200 pg 400 ug 800 pg 1Cs0 pg/mL
EMCP 40,35+1,57 | 56,02+0,54 | 70,22+0,60 | 79,50+1,11 | 86,79+0,78 | 89,31+0,82 | 92,26+0,59 | 21.91+0.70
ECCP 13,25+1,02 | 31,30+0,74 | 48,26+0,18 | 62,83+1,72 | 71,45+1,43 | 81,79+0,81 | 86,07+1,13 | 64.77+2.37
EACP 44,4340,50 | 65,13+1,41 | 78,62+0,96 | 86,97+0,55 | 91,59+0,38 | 93,44+0,70 | 94,24+0,25 | 14.36+0.90
EBCP 48,26+0,67 | 67,66+0,38 | 74,86+0,41 | 85,98+1,33 | 89,73+1,07 | 90,83+1,06 | 91,85+1,31 | 13.61+0.38

EMLT 75,06+1,26 | 84,49+155 | 89,66+0,60 | 94,46+0,41 | 94,55+0,78 | 95,42+1,26 | 96,14+0,32 <125

EALT 79,44+1,18 | 87,34+1,88 | 91,55+1,26 | 93,39+1,15 | 94,35+0,34 | 95,40+0,46 | 96,24+1,08 <12.5
3.125 g 6.25 ug 12.5 ug 25 ug 50 ug 100 pg 200 pg Clso pg/ml

Acide tannique 83.58+1 88.35£0.61 | 92.66+0.42 | 94.98+0.85 | 96.53+0.23 | 96.95+0.81 | 97.54+0.68 <3,125

a-tocophérol 70.09+1.84 | 79.07+2.54 | 85.1+1.36 | 89.48+0.88 | 94.76+0.28 | 96.62+0.29 | 96.86+1.53 <3,125
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Figure 44. La capacité de piégeage du superoxide DMSO alcalin.

L’analyse des résultats de I’activité antioxydante montre que tous les extraits sont actifs, en
premicre position I’EBCP (Clso : 13.61+0.384 pg/ml), suivi directement par ’EACP (Clsp :
14.36+0.90 pg/ml) et en troisiéme position ’EMCP (Clso : 21.91+0.70 pg/ml) et ’ECCP en
quatriéme position (Clso : 64.77+2.37pug/ml). En prenant en considération les valeurs élevées
d’inhibitions des extraits aux différentes concentrations, ces résultats sont presque dans
I’intervalle des standards utilisés, I’acide tannique (Clso : < 3,125 pg/ml) et I’a-Tocophérol
(Clso : < 3,125 pg/ml). De méme les deux extraits de la deuxieme plante ont manifesté une
tres bonne activité : PEALT (Clso : < 12,5 pg/ml) et PEMLT (Clso : < 12,5 ug/ml), ces

résultats sont proche des résultats des standards utilisés.

En conclusion et a I’issue de ces résultats, il apparait que 1’extrait butanolique de Centaurea
parviflora (EBCP) et acétate de limonium thouini (EACP) ont montré une activité modérée
antiradicalaire aux : DPPH, piégeage du radical Galvinoxyl, réduction du complexe cuivre-
neocuproéne (CUPRAC), pouvoir réducteur (FRAP), réduction par la formation du
complexe Fe*?-phenanthroline, piégeage du cation radical ABTS™, Piégeage du radical
superoxide par la méthode DMSO-alcalin et piegeage de superoxide DMSO alcalin. 1l est a
noter que I'ordre d’efficacité des extraits étudiés était le méme dans les sept méthodes, ce qui

confirme la corrélation entre les méthodes étudiées et la bonne pratique expérimentale.
EBCP : (Clso : 59,38+0,72 pg/ml) Piégeage du radical DPPH.
EALT : (Clso: 40,58+0.90 pg/ml) Piégeage du radical DPPH.

EBCP : (Clso :36.25+0.72ug /ml) Piégeage du radical Galvinoxyl.
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EALT : (Clsp :38.86+0,58 pug/ml) Piégeage du radical Galvinoxyl.

EBCP : (Aos:71.80£1.22 pug/ml) Réduction du complexe cuivre-neocuproéne (CUPRAC).
EALT : (Aos: 39.10+2.25 pg/ml) Réduction du complexe cuivre-neocuproéne (CUPRAC).
EBCP : (Ao0s5:119.17+0.29 pg/ml) Pouvoir réducteur (FRAP).

EALT : (Aos: 11.95+0.24 pg/ml) Pouvoir réducteur (FRAP).

EBCP: (A05:20,29+1,16 pg/ml) Réduction par la formation du complexe Fe*?

phenanthroline.

EALT: (Aos: 17,58+2,40 pg/ml) Réduction par la formation du complexe Fe*

phenanthroline.

EBCP : (Clso : 49.52+1.54 pg/ml) Piégeage du cation radical ABTS".

EALT : (Clso : 24.12+0.42 pg/ml) Piégeage du cation radical ABTS'™.

EBCP : (Clso : 13.61+0.384 pg/ml) Superoxide par la méthode DMSO-alcalin.

EALT : (Clso : < 12,5 ug/ml) Superoxide par la méthode DMSO-alcalin.
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Conclusion générale

L’ Algérie dispose d’une diversité exceptionnelle de plantes qui dont certains sont utilisées
en pharmacopée traditionnelle comme reméde pour soigner de divers maladies et infections,
cependant des tests in vitro sont nécessaires pour confirmer 1’utilisation de ces espéces dans

la pratique médicinale.

L’analyse chimique par CPG/SM a montré que 1’huile essenticlle de Cedrus Atlantica nous
a permis d’identifier 39 composés dont les produits majoritaires sont: 1’a.-Pinene
(46,613%), B-Pinene (9.698%) et Bornyl Acetate (7.330%).

L’analyse CPL/SM de I’extrait butanolique de Centaurea parviflora nous a permis

d’identifier huit (08) composés dont 06 acides phénoliques et (02) flavonoides :

[EEN
1

Acide quinique

2- Cing dérivés de I’acide chlorogénique
3
4

Rutine

Quercétine 3-O-glucoside

L’extraction de la partie aérienne de Centaurea parviflora et Limonium thouini par différents
solvants a permis d’obtenir une bonne teneur en composés phénoliques, flavonoides et

flavonols qui différe d’un extrait a un autre.

En paralléle Iactivité antioxydante des différents extraits des deux plantes Centaurea
parviflora et Limonium thouini a été testée selon sept méthodes : piégeage du radical libre
DPPH, piégeage du radical Galvinoxyl, méthode CUPRAC, pouvoir réducteur (FRAP),
réduction par la formation du complexe Fe*2-phenanthroline, piégeage de I’ABTS et

piégeage du radical superoxyde (02™).

Pour la Centaurea parviflora la meilleur capacité antioxidante a été observée sur 1’extrait
butanolique et d’acétate d’éthyle, dans la plupart des tests. Par contre 1’extrait

chloroformique est le plus faible par rapport aux autres.

Alors que dans la deuxiéme plante Limonium thouini la plupart des tests ont montré que
I’extrait d’acétate d’éthyle posséde la capacité antioxydante la plus élevée. Cette derniere est
justifiée par une richesse en composés phénoliques. Ces derniers sont probablement

responsables de son potentiel antioxydant.
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EBCP : (Clso : 59,38+0,72 pg/ml) Piégeage du radical DPPH.

EALT : (Clso: 40,58+0.90 pg/ml) Piégeage du radical DPPH.

EBCP : (Clso :36.25£0.72 pg /mL) Piégeage du radical Galvinoxyl.

EALT : (Clso :38.86+0,58 pug/ml) Piégeage du radical Galvinoxyl.

EBCP : (Aos:71.80£1.22 pg/ml) Réduction du complexe cuivre-neocuproéne (CUPRAC).
EALT : (Aos: 39.10£2.25 pg/ml) Réduction du complexe cuivre-neocuproéne (CUPRAC).
EBCP : (Ao0s5:119.17+0.29 pg/ml) Pouvoir réducteur (FRAP).

EALT : (Aos: 11.95+0.24 pg/ml) Pouvoir réducteur (FRAP).

EBCP: (Aos: 20,29+1,16 pg/ml) Réduction par la formation du complexe Fe*2-

phenanthroline.

EALT: (Aos: 17,58+2,40 upg/ml) Réduction par la formation du complexe Fe*2-

phenanthroline.

EBCP : (Clso : 49.52+1.54 ug/ml) Piégeage du cation radical ABTS™".

EALT : (Clso : 24.12+0.42 pg/ml) Piégeage du cation radical ABTS'™.

EBCP : (Clso : 13.61+0.384 pg/ml) Superoxide par la méthode DMSO-alcalin.
EALT : (Clso : < 12,5 ug/ml) Superoxide par la méthode DMSO-alcalin.

L’ensemble de ces résultats explique les propriétés pharmacologiques des plantes et fournie
une base de données scientifiques a I’utilisation de ces plantes dans la médecine

traditionnelle algérienne.




Résumé

Le présent travail concerne trois plantes : Centaurea parviflora, Limonium thouini et Cedrus
Atlantica, appartenant respectivement aux familles des Asteraceae, Plumbaginaciae et
Pinaceae.

Dans cette étude, I’analyse CPG/MS de I’huile essentielle de Cedrus Atlantica nous a permis
I’identification de 39 constituants dominée par la présence des produits majoritaires : I’a-
Pinene (46,613%), B-Pinene (9.698%) et Bornyl Acetate (7.330%).

De plus, L’analyse CPL/MS de I’extrait butanolique de Centaurea parviflora nous a permis
d’identifier huit (08) composés dont (06) acides phénoliques et (02) flavonoides : acide
quinique, cing dérivés de I’acide chlorogenique, rutine et quercétine 3-O-glucoside.

Le potentiel antioxydant a été étudié in vitro et les extraits de Centaurea parviflora et de
Limonium thouini ont manifesté un pouvoir antioxydant important.

L’EBCP et ’EALT ont montré les meilleures valeurs Clso et cela justifier par leurs richesses
en composés phénoliques et en flavonoides et flavonols.

Les résultats des activités biologiques observées pour les trois meilleures valeurs d’Clso de
Centaurea parviflora et Limonium thouini sont comme suit :

EBCP : (Clso : 13.61+0.384 pg/ml) Superoxide par la méthode DMSO-alcalin.

EBCP: (Aos: 20,29+1,16pg/ml) Réduction par la formation du complexe Fe*2-
phenanthroline.

EBCP : (Clso :36.254+0.72pug /mL) Piégeage du radical Galvinoxyl.

EALT : (Clso : < 12,5 ug/ml) Superoxide par la méthode DMSO-alcalin.

EALT : (Aos: 11.95+0.24 pg/ml) Pouvoir réducteur (FRAP).

EALT: (Aos: 17,58+2,40 upg/ml) Réduction par la formation du complexe Fe*2-

phenanthroline.

Mot cle :
Centaurea parviflora, Limonium thouini, Cedrus Atlantica, Asteraceae, Plumbaginaciae et
Pinaceae, CPL/SM, CPG/SM, flavonoides, flavonols.




Abstract

The present work concern three plants: Centaurea parviflora, Limonium thouini and Cedrus
Atlantica, belonging respectively to the families Asteraceae, Plumbaginaciae and Pinaceae.
In this study, GC/MS analysis of the essential oil of Cedrus Atlantica allowed us to identify
39 constituents dominated by the presence of the majority products: a.-Pinene (46,613%),
B-Pinene (9.698%) and Bornyl Acetate (7.330%).

In addition, LC/MS analysis of the butanolic extract of Centaurea parviflora allowed us to
identify eight (08) compounds including (06) phenolic acids and (02) flavonoids; quinic acid,
five derivatives of chlorogenic acid, rutin and quercetin 3-O-glucoside.

The antioxidant potential has been studied in-vitro and the extracts of Centaurea parviflora
and Limonium thouini showed an important antioxidant activity.

EBCP and EALT showed the best ICso values and this is justified by their richness in
phenolic compounds, flavonoids and flavonols.

The results of observed biological activities for the three best ICso values of Centaurea

parviflora and Limonium thouini are as follows:

EBCP: (ICs0: 13.61 + 0.384 pg / ml) Superoxide by the DMSO-alkaline

EBCP: (Aos: 20.29 + 1.16 pg / ml) Reduction by formation of Fe*2-phenanthroline complex
EBCP: (ICs50:36.25+0.72pug/mL) Scavenging of the Galvinoxyl radical

EALT: (ICso: < 12.5 pg/ ml) Superoxide by the DMSO-alkaline

EALT: (Aos: 11.95 +0.24 pg/ ml) Reducing power (FRAP)

EALT: (Aos: 17.58 + 2.40 ug/ml) Reduction by formation of Fe*2-phenanthroline complex

Keyword:

Centaurea parviflora, Limonium thouini, Cedrus Atlantica, Asteraceae, Plumbaginaciae and
Pinaceae, LC/MS, GC/MS, flavonoids, flavonols.
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Résumé

Le présent travail concerne trois plantes : Centaurea parviflora, Limonium thouini et Cedrus
Atlantica, appartenant respectivement aux familles des Asteraceae, Plumbaginaciae et
Pinaceae.

Dans cette étude, 1’analyse CPG/SM de I’huile essentielle de Cedrus Atlantica nous a permis
I’identification de 39 constituants dominée par la présence des produits majoritaires : I’a-
Pinene (46,613%), B-Pinene (9.698%) et Bornyl Acetate (7.330%).

De plus, L’analyse CPL/SM de I’extrait butanolique de Centaurea parviflora nous a permis
d’identifier huit (08) composés dont (06) acides phénoliques et (02) flavonoides : acide
quinique, cinq dérivés de I’acide chlorogenique, rutine et quercétine 3-O-glucoside.

Le potentiel antioxydant a été étudié in vitro et les extraits de Centaurea parviflora et de
Limonium thouini ont manifesté un pouvoir antioxydant important.

L’EBCP et ’EALT ont montré les meilleures valeurs Clsp et cela justifier par leurs richesses
en composés phénoliques et en flavonoides et flavonols.

Les résultats des activités biologiques observées pour les trois meilleures valeurs d’Clso de
Centaurea parviflora et Limonium thouini sont comme suit :

EBCP : (Clso : 13.61+0.384 pg/ml) Superoxide par la méthode DMSO-alcalin.

EBCP: (Aos: 20,29+1,16pg/ml) Réduction par la formation du complexe Fe*2-
phenanthroline.

EBCP : (Clsp :36.25+0.72pg /mL) Piégeage du radical Galvinoxyl.

EALT : (Clso : < 12,5 ug/ml) Superoxide par la méthode DMSO-alcalin.

EALT : (Aos: 11.95+0.24 pg/ml) Pouvoir réducteur (FRAP).

EALT: (Aos: 17,58+2,40 upg/ml) Réduction par la formation du complexe Fe*2-

phenanthroline.

Mot clé : Centaurea parviflora, Limonium thouini, Cedrus Atlantica, Asteraceae, Plumbaginaciae et
Pinaceae, CPL/SM, CPG/SM, flavonoaides, flavonols.
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