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Résumé

La détermination qualitative et quantitative d'éléments chimiques et de composés organiques,
a I'état de traces dans différentes matrices biologiques et environnementales en utilisant des
techniques nucléaires et / ou non-nucléaires, présente un grand intérét pour les sciences de la
vie.

Afin de mesurer la concentration des éléments minéraux, il existe de nombreuses techniques
analytiques pour déterminer la concentration telles que la spectrométrie de masse a plasma a
couplage inductif (ICP-OES) et l'analyse par activation neutronique instrumentale, mais la
méthode d’INAA donne une bonne exactitude et précision, avec la possibilité de son utilisation
jusqu'a ppm (ng/g). De plus, pour les composés organiques, et notamment les huiles
essentielles, il existe toujours la méthode de chromatographie en phase gazeuse combinée a une
méthode de spectrométrie de masse qui donne de bons résultats.

A l'échelle mondiale, les plantes médicinales sont actuellement considérées comme des
médecines douces et alternatives et de plus, les tendances récentes favorisent I'utilisation de
produits naturels, de préférence biologiques et ce, dans tous les domaines de la vie quotidienne.
Mais, ils contiennent des composés actifs soit organiques et / ou inorganiques (minéraux) qui
lui conférent des effets puissants et nécessitent donc une certaine vigilance et un minimum de
connaissances quant a son utilisation.

A ce titre, le but de ce travail est d'étudier des plantes cultivées en Algérie en particulier :
Teucrium polium L., Matricaria chamomilla L. et Mentha pulegium L., sous l'aspect minéral,
organique, phytochimique et semi-pharmaceutique.

Les résultats des concentrations des éléments minéraux dans les plants déterminés par INAA,
ICP-OES, sont presque comparables. Par ailleurs, les plantes étudiées ont montré qu'elles
étaient riches en minéraux nécessaires a I'homme, tels que le calcium, le potassium, le fer, le
sodium, le magnésium, le manganeése et le zinc. De plus, les teneurs en éléments toxiques étaient
nettement inférieures aux valeurs toxicologiques de référence relativement aux limites de
tolérance fixées par I'organisation mondiale de la santé (OMS), ce qui a conféré a ces plantes
ses propriétés pharmaceutiques et médicinales particuliéres.

Grace aux donnée obtenue dans ce travail, qu'il s'agisse d'un élément minéral, d'un composé
organique ou d’activités phytopharmaceutiques sur les plantes médicales algériennes a étudier,
il est possible de déterminer la consommation quotidienne et I'utilisation de ces plantes par
groupes sociaux et professionnels au niveau national, tels que l'utilisation en cuisine, en
médecine traditionnelle ou dans les préparations pharmaceutiques.

MOTS CLES : Eléments minéraux, Technique Nucléaire, ICP-OES, INAA, Spectrométrie
gamma, Plantes Médicinales, Teucrium polium L., Matricaria chamomilla L., Mentha
pulegium L., activité biologique.




Abstract

The qualitative and quantitative determination of chemical elements and organic compounds,
at trace levels in different biological and environmental matrices using nuclear and / or non-
nuclear techniques, are of great interest to life sciences.

In order to measure the concentration of mineral elements, there are many analytical
techniques to determine the concentration, such as inductively coupled plasma mass
spectrometry (ICP-OES), instrumental neutron activation analysis (INAA), but the INAA
methods give a good accuracy and precision, with the possibility of their use up to ppm (ng /
g). In addition, for organic compounds, particularly in essential oils, there is always the gas
chromatography method combined with a mass spectrometry method (GC-MS) which gives
good results.

At international scale, the medicinal plants were currently considered as soft and alternative
medicine, and recent trends favor the use of natural products, preferably naturally organic, in
all areas of daily life. However, they contain active compounds either organic and / or inorganic
(minerals) which give it powerful effects and therefore require a certain vigilance and a
minimum of knowledge as to its use.

Based on these reasons, the aim of this work is to study plants cultivated in Algeria in
particular : Teucrium polium L., Matricaria chamomilla L., and Mentha pulegium L., under
the mineral, organic, phytochemicals, and semi-pharmaceutical aspects.

The results of the concentrations of mineral elements in the plants determined by INAA and
ICP-OES, were found almost comparable. Moreover, the studied plants showed that they are
rich in minerals necessary for the human body, such as calcium, potassium, iron, sodium,
magnesium, manganese, zinc. In addition, the levels of toxic elements were significantly lower
than the toxicological reference values compared to the tolerance limits set by the World Health
Organization, which gave these plants their particular pharmaceutical and medicinal properties.

Based on these data obtained in this work, whether it is about mineral elements, organic
compounds and phytopharmaceutical activities on algerian medical plants to be studied, it is
possible to determine the daily consumption and the use of these plants by social and
professional groups, at the national level, like use in cooking, traditional medicine and in
pharmaceutical preparations.

KEYWORDS: Mineral elements, Nuclear Technique, ICP-OES, INAA, Gamma spectrometry,
Medicinal plants, Teucrium polium L., Matricaria chamomilla L., Mentha pulegium L.,
biological activity.
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Introduction genérale

Pendant des années, les herbes fines et les plantes médicinales et aromatiques ont fourni des
remedes pour presque tous les types de pathologies, avec leurs nombreuses propriétés
thérapeutiques [1-3], elles sont utiles pour la prévention et pour améliorer I'état de bien-étre
général, surtout si elles s’accompagnent d’une alimentation saine. Généralement, les plantes
médicinales sont cultivées et transformées a des fins culinaires, cosmétiques, industrielles et
médicinales ainsi que pour I'élaboration de parfums. Une grande partie de l'intérét manifesté
initialement a leur égard et aux produits naturels et qui repose sur les utilisations médicinales.
Les plantes et les herbes a parfum ne sont habituellement pas consommées en grandes quantités,
mais utilisées comme assaisonnements ou comme médicament traditionnels ou une petite
quantité ajoutée de facon réguliere et significative aux aliments permet de contribuer a améliorer
la qualité de 1’alimentation [4].

La majorité des études sur les plantes ont été realisées in vitro a partir des extraits végétaux.
L’extrait est utilisé afin d’étre en mesure d’isoler et de concentrer les principes actifs, ainsi que
pour comprendre les mécanismes d’action. De nombreuses études sur les plantes traitent des
propriétés pharmacologiques ; et ces études sont citées soit dans des ouvrages, soit dans des
journaux spécialisés ou encore présentées lors de congres scientifiques ; utilisées pour leurs
vertus médicinales, notamment antispasmodiques et analgésiques, les huiles essentielles (HE)
ont aussi des propriétés antitussives et expectorantes, vasodilatatrices et anti-inflammatoires

(en application externe), astringentes, immuno-stimulantes et vermifuges [5,6].
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D’une fagon générale les plantes médicinales sont utilisées de médecine dite douce,
néanmoins, elles contiennent des composés actifs organiques et / ou inorganiques (minéraux)
qui leurs conferent des effets puissants, ce qui nécessite, par conséquent, une certaine vigilance
et un minimum de connaissances concernant leurs usages. Par ailleurs, les tendances actuelles
favorisent le recours a des produits naturels, de préférence biologiques, dans tous les domaines
de la vie quotidienne [4]. C’est dans cette optique que nous nous sommes intéresser a 1’étude
de certaines plantes endémiques cultivées en Algérie notamment : (Teucrium polium L.,
Matricaria chamomilla L. et Mentha pulegium L., cette étude porte sur 1’étude des huiles
essentielles et des extraits bruts, ainsi qu'a la détermination des composants chimiques
(organiques et non-organiques) suivie de plusieurs applications biologiques sur les plantes
sélectionnées.

Les éléments minéraux sont trés importants, en particulier les micro- et macronutriments
pour de divers métabolismes, ou il a été constaté que pres de la moitié des éléments du tableau
de Mendeleiev sont biologiquement nécessaires a I'nomme. Aussi des études récentes
confirment le réle majeur que jouent les éléments minéraux essentiels et non-essentiels pour la
santé humaine comme : Ca, Fe, Zn, Se, ... De ce fait, parmi les objectifs assignés a notre travail
(premiere partie) est de déterminer les concentrations de plusieurs éléments minéraux dans les
plantes étudiées (Teucrium polium L., Matricaria chamomilla L., et Mentha pulegium L. ) par
I’utilisation des techniques nucléaires d'Analyse par Activation Neutronique (INAA) et par
I’utilisation de la spectroscopie d'émission de plasma a couplage inductif (ICP-OES).

La deuxiéme partie est divisée en trois volets, dont le premier sera consacré a I’analyse de
composés organiques volatils (huiles essentielles) extraits des echantillons ciblés. Quant au
deuxieéme volet, il concernera I’analyse des composés organiques non volatils (les extraits bruts

ou extraits méthanoliques). Et enfin, le troisiéme volet sera focalisé sur I'étude des activités
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biologiques des HEs et des extraits des échantillons étudiés, avec quelques recommandations
envisagées qui y seront exposées.

Ce travail de thése se compose de trois chapitres ; le premier touchera une synthése
bibliographique portant sur des généralités sur les plantes médicinales avec des descriptions et
des informations utiles en particulier sur les plantes étudiées, ainsi qu’une étude bibliographique
sur les bio-métaux et sur les méthodes de leurs analyses : (activation neutronique, spectroscopie
d'émission de plasma a couplage inductif (ICP-OES)).

Le deuxiéme chapitre sera consacré au matériel et aux méthodes utilisées pour 1’analyse. Le
troisieme chapitre, sera voué a la présentation des résultats et de leurs interprétations.

Enfin, nous concluronts cette these par une conclusion générale et des perspectives envisagées.
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Etudes bibliographiques

I.1. Les éléments minéraux, oligo-éléments et techniques d'analyse utilisées

1.1.1. Eléments minéraux

Les éléments minéraux sont des substances inorganiques nécessaires pour les corps humains
[7,8]. Au total, les éléments minéraux représentent environ 4% du poids corporel mais
interviennent dans une large gamme de fonctions : minéralisation, contr6le de I'équilibre en
eau, systemes enzymatiques et hormonaux, systemes musculaire, nerveux et immunitaire
[9,10]. Les personnes ont des exigences différentes pour chaque minéral et ce, en fonction de
leur &ge, de leur sexe, de leur état physiologique (grossesse). Les minéraux sont essentiels a
l'organisme en combinaison avec d’autres nutriments ; ils assurent le bon fonctionnement de
I’organisme. Ils sont souvent absorbés plus efficacement par le corps s'ils sont fournis dans les
aliments plut6t que sous forme de compléments. Une alimentation variée aidera a assurer un
approvisionnement adéquat de la plupart des minéraux pour I’ensemble des personnes [11,12].

En général, les éléments chimiques présents dans le corps humain et / ou les besoins de leurs
aliments sont répartis en trois groupes en fonction de leurs concentrations [13,14] :

1. Cing éléments de base (C, H, N, O, S) a des concentrations de plusieurs grammes par kilo.
2. Macro-minéraux (Ca, Mg, P, Na, K, Cl) aux concentrations de I'ordre du gramme par kilo et
au role structurel et fonctionnel.
3. Oligo-éléments, de I'ordre des milligrammes ou microgrammes par kilogramme.
D'autre part, les éléments chimiques sont divisés en termes d'importance ou non, en trois
groupes [15,16]:

= Les éléments chimiques essentiels

= Les éléments chimigues non-essentiels

= Les éléments toxiques
On consideére un élément chimique comme essentiel pour le corps humain, lorsqu’un apport
insuffisant entraine une perturbation fonctionnelle et que la supplémentation en cet élément a

des taux physiologiques empéche ou corrige la perturbation.
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1.1.2. Oligo-éléments (éléments de traces)

Longtemps considérés comme des facteurs marginaux de la biologie et de la nutrition de
I'nomme, les oligo-éléments ont gagné ces derniéres années leurs lettres de noblesse et
connaissent méme un engouement excessif aupres du grand public. Les oligo-éléments sont des
éléments chimiques trouvés en trés petites proportions dans les organismes vivants, végétaux
et animaux. lls constituent une classe de nutriments dont la définition ne repose ni sur des
propriétés chimiques ni sur des propriétés biologiques homogeénes [17,18]. Les oligo-éléments,
autrement appelés « éléments de traces », sont les catalyseurs biologiques indispensables au
fonctionnement harmonieux des systéemes protéique, enzymatique et génétique [19]. Ces
catalyseurs facilitent les fonctions biologiques en diminuant le temps et 1’énergie nécessaires a
leur réalisation. Les oligo-éléments jouent des roles spécifiques, puisqu’ils interviennent aux
niveaux chimique, physique et informationnel. lls se comportent comme des cofacteurs
enzymatiques, potentialisateurs et activateurs d’enzymes. Ils interviennent aussi bien dans les
réactions d’hydrolyse d’anions peptidiques et d’esters phosphoriques, que dans les processus
de décarboxylation ou d’oxydoréduction. Ils ont également un role important dans la synthese
des protéines et dans leurs stabilités et, enfin, ils s’intégrent dans la structure moléculaire de

I’enzyme [20].

Dans le domaine de la santé et de la nutrition on connait actuellement le réle d’un grand
nombre d’éléments de traces dans les organismes vivants. Les éléments de traces ainsi que les
macroéléments, font I’objet de recherches touchant tous les domaines [8,21] : que ce soit la
biochimie, la nutrition, I’agriculture, I’environnement, la chimie clinique, etc, ... Leur efficacité
métabolique a été démontrée et nous savons aujourd’hui, qu’ils concourent a 1’équilibre
biologique et physiologique de 1’organisme dont ils sont les catalyseurs indispensables. Le
désequilibre nutritionnel, fréquent dans nos sociétés induit des carences nombreuses et variées,
qui vont jusqu'a briser les chaines enzymatiques, entrainant différentes pathologies. Les oligo-
éléments devraient étre apportés par nos aliments qui sont souvent eux-mémes carences et ne
remplissent pas leurs roles essentiels comme sources d’approvisionnements. Ainsi, prés de 10%
de la population est carencé en zinc et en sélénium ou en fer. Ce constat est le résultat d’erreurs
écologiques graves, mais aussi celui de régimes et de modes nutritionnelles souvent aussi
aberrantes que fantaisistes [7,10,22].

Les oligo-éléments sont des activateurs essentiels de nombreux mécanismes biologiques sur le

plan digestif, musculaire, circulatoire ou cérébral. Bien que présents en tres faibles quantités
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dans le corps, ils sont indispensables a son fonctionnement et au maintien de son équilibre

[7,11,22], Le tableau (1) résume le réle et les sources alimentaires de quelques éléments de

traces tels que Cr, Cu, Fe, F, I, Mn, Se et Zn.

Tableau 1.1 : Les bienfaits de la présence des oligo-éléments dans I’organisme humain

Oligo- Source alimentaire Réle

éléments

Fer (Fe) Boudins, abats, cacao, légumineuses, | Transporte I'oxygene dans les globules
jaunes d'ceufs, fruits secs rouges

Fluor (F) Eau de boisson, sels fluorés, poissons de | Participe a la fixation du calcium au
mer niveau des os et de I'émail dentaire

Chrome Levure de biére, foie, rognons, germes de | Agit sur le métabolisme des graisses et

(Cr) blé, pomme de terre aide a diminuer le taux du cholestérol

Cuivre (Cu) | Foies d'animaux, coquillages, crustacés, | Anti-inflammatoire, Anti-infectieux
légumes secs Affections rhumatismales

inflammatoires.

lode (1) Algues, fruits de mer, ails, oignons, | Contribue au bon fonctionnement de la
navets glande thyroidale.

Zinc (Zn) Huitres, pain complet, foies, jaunes | Cofacteur des différentes fonctions dont
d'ceufs, viandes, coquillages,... croissance, immunité et réparation de la

peau.

Sélénium Céreales completes, viandes, volailles, | Détruit les radicaux libres. Contribue a

(Se) poissons renforcer les défenses de I'organisme.

Manganese | Céréales, 1égumes, soja, ceufs, café Etats allergiques.

(Mn)

1.1.3. Méthodes d’analyse des éléments de traces

Compte tenu de leurs faibles quantités, les éléments de traces sont presque toujours mesurés en
utilisant une propriété physique bien spécifique. Les propriétés les plus couramment mises a
contribution sont : (la masse de I’¢lément dans 1’échantillon, 1’énergie des rayons X de
I’¢lément, la radioactivité de 1’élément, ...). Il y a plusieurs techniques qui permettent de
mesurer les éléments de traces [23] :

- Analyse par activation neutronique (NAA)

- Emission de rayons X induite par proton (PIXE)

- Spectrométrie d’absorption atomique (AAS)

- Spectrométrie d’émission atomique ICP (Induced Coupled Plasma).

Le choix d’une méthode d’analyse pour la détermination des éléments chimiques existants

dans un échantillon donné est basé sur plusieurs critéres a savoir :

Forte sensibilité pour de faibles concentrations avec une grande précision d’analyse.
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Dans ce travail pour nos échantillons, nous avons opté pour la technique nucléaire par

activation neutronique (INAA) et la technique de séparation radiochimique RNAA.
1.1.3.1. Méthode d'Analyse par Activation Neutronique

L'analyse par Activation Neutronique instrumentale (INAA) est une méthode analytique qui
permet de déterminer les concentrations d'éléments chimiques dans un grand nombre de
matériaux. Indépendamment de 1’état d'oxydation des éléments, la méthode INAA permet de
détecter un nombre important d'éléments aux concentrations extrémement faibles. L'échantillon
est d'abord rendu radioactif par bombardement avec des projectiles nucléaires, pour que par la
suite les isotopes radioactifs formés soient identifiés et leurs concentrations élémentaires
déterminées par l'analyse du spectre des rayons gamma qu'ils émettent lors de la désexcitation
du noyau final ; la mesure se faisant a I'aide d'un détecteur semi-conducteur au germanium. On
choisit un pic photoélectrique le plus intense pour la mesure de chaque élément et le plus dégagé
des chevauchements correspond a I'absorption d'un rayon y par le détecteur. L'aire sous ce pic
est une mesure de l'abondance de I’¢1ément initial [24,25].

L’analyse par activation neutronique est basée sur la mesure de 1’activité des rayonnements
émis par le radionucléide lors de sa décroissance. En effet, lorsque le noyau 4X est bombardé
par un neutron, un noyau composé excité 4*1x*se forme. La désexcitation du noyau composé
produit un noyau 4*1X radioactif accompagné de I’émission d’un rayonnement gamma appelé
gamma prompt (prompt gamma ray). Le noyau produit se désintégre par décroissance f~et y
qui sont appelés rayonnements gamma retardés (delayed gamma ray) (voir la figure 1).
L énergie du rayonnement gamma émis, identifie I"élément émetteur, et son intensité est

proportionnelle a sa quantité dans I"échantillon.

neutron rayons y
incident prompt particule 8 ~
@

Rayons y
retardé

noyau cible 2X  noyau composé 4*1x*

noyau radioactive 431X  noyau produit 411X

Figure 1.1 : Processus de 1’analyse par activation neutronique par la réaction (n, y)

7
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La concentration de 1I’élément dans I’échantillon a analyser est calculée par I’équation
fondamentale de I’analyse par activation neutronique voir (I.1), (ou I’échantillon et le standard

sont irradiés dans les mémes conditions).

2] fow
_ DC e ,D S
JoToln ®
Avec :
cpNgwlye(E) ZAF\  — _
N, = === (1 - e Mi)e (1 — e74m) (1.2)
D = e Ma (1.3)
1— e—/ltm

= 1.4
C . 1.4)
ou:

Np, : nombre de coups sous le pic d’absorption totale,
D: facteur de décroissance,

C : facteur de collection,

tm : temps de collection,

W,, W, : Masse de I’échantillon, masse du standard,
o : section efficace

¢ : flux neutronique.

N, : nombre d’ Avogadro,

w : masse de 1’élément dans 1’échantillon,

6 : rapport isotopique,

vy : taux d’embranchement,

e(E) : efficacité de détection pour I'énergie E de I'installation de mesure,
M : masse atomique de 1’élément analysé.

ti, td : temps d’irradiation, de décroissance,

A : constante de désintégration.

Afin d’estimer I’exactitude de la méthode, on compare la concentration de 1’¢élément dosé dans
le standard témoin avec celle donnée par le fournisseur. L’exactitude est déterminée selon les
parametres des standardisations Zscore €t Uscore définis comme suit :

Accepté si :
Satisfaisant si Z-scorer < 2, discutable pour 2 < Z-score < 3 et insatisfaisant pour Z-score > 3.

U-scorer < 1 est satisfaisant et insatisfaisant si U-score> 1.

8
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U X ap ~¥Ret ] (15)
score 2 N 2 ’
VHLab "M Ref
X —X
zZ __"lab Ref (1.6)
score HRef
AvVec :

XLab €t uiab : résultats de laboratoire et I'écart-type respectivement

Xref €t uret : 1a valeur des incertitudes et I'écart-type respectivement.
1.1.3.2. Méthode d'Analyse de séparation radiochimique
a) Principes et définition

La méthode INAA permet de déterminer prés de 40 éléments, sauf pour certains qui sont dans
des concentrations assez faibles dans la matiere géologique ou biologique et qui ne peuvent étre
mesurées qu’apres la séparation radiochimique, Il y a aussi des d'éléments spécifiques qui sont
difficiles a déterminer en raison des pertes de masse au cours de la préparation des échantillons.
Pour ces éléments, l'analyse par activation neutronique radiochimique (RNAA) reste une
technique trés précise [26]. Dans les derniéres décennies, la RNAA est devenue une technique
d'analyse exceptionnelle pour des déterminations précises et sensibles d'un bon nombre d'oligo-
éléments. Ceci est d0 aux caractéristiques de la technique, une sensibilité extréme pour de
nombreux éléments et une bonne sélectivité. La méthode RNAA permet le dosage des oligo-
éléments tels que Se, I, Hg, Cd, etc, ... [27-30]. La procédure de séparation radiochimique
appliquée sur un échantillon radioactif est basée sur trois étapes qui sont : irradiation, séparation
et comptage (voir figure 2). Le processus d'activation par des neutrons est exactement le méme
que pour l'analyse par activation neutronique instrumentale (INAA). La méthode RNAA peut
utiliser tous les procédés de séparation classiques disponibles comme I'extraction par solvant,

la chromatographie d'échange d'ions et la précipitation.
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Ajout des supports
(radio-traceurs) Procédures les plus utilisées
A 4 ~
Irradiation Destruction de Séparation Mesurede |_ | Déterminationdu
(Activation) (—»  léchantillon | —»| radiochimique || lactivitt | rendement
A

- incinération a sec * Extraction *utilisation de
- incinération humide * D'échange d'ions radio-traceurs
- fusion * Précipitation
- distillation * Distillation

Figure 1.2 : schématisation de la méthodologie de la méthode RNAA
Pour déterminer la concentration de 1’élément ciblé (choisir) dans les échantillons analyseés,

nous avons utilisé I’équation suivante :

2] ow
plng/g) = [ﬁ]e '[pwe*];e (L7)
pc I

Avec : R : rendement de séparation

b) Avantages et limitations
L'analyse par activation neutronique radiochimique (RNAA) est employée dans les cas ou la

sensibilité est exigée. Dans cette méthode, des séparations radiochimiques sont effectuées sur
I’échantillon irradié¢ dans un but d’isoler un élément et / ou un groupe d’¢éléments. En effet, ces
séparations augmentent la sensibilité en éliminant I'interférence et en réduisant le bruit de fond
avec une exactitude meilleure.
La méthode RNAA offre de nombreux avantages importants par rapport aux autres méthodes
analytiques ; nous en mentionnons quelques-unes [31] :

= absence de réactif blanc.

» insensibilité a la contamination apreés activation.

= la RNAA est une méthode de séparation, mais aussi qui nous fournis plusieurs

informations sur le méme échantillon.

Bien que la méthode RNAA soit considérée comme une méthode de référence précise [32], elle
a des limites de détection. Le tableau 1.2 illustre les limites de détection obtenues avec RNAA

exprimée en ng.g’t pour des concentrations de nombreux éléments.

10
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Tableau 1.1 : Limites de détection obtenues en ng.g™ par la méthode RNAA

Elément Limite de Elément Limite de
détection ng.g™ détection ng.g™
Bismuth (Bi) 1 Mercure (Hg) 0,1
Cérium (Ce) 1 Néodyme (Nd) 1
Dysprosium (Dy) 0,1 Palladium (Pd) 1
Erbium (Er) 1 Platine (Pt) 1
Europium (Eu) 0,1 Rhénium (Re) 0,1
Gadolinium (Gd) 1 Rubidium (Rb) 0,2
Or (Au) 1 Samarium 0,1
(Sm)
Holmium (Ho) 1 Terbium (Th) 1
Indium (In) 1 Thallium (TI) 0,1
Iridium (Ir) 0,02 Thulium (Tm) 1
Lanthane (La) 1 Ytterbium (Yb) 2

Lutécium (Lu) 0,3

Dans ce travail, on s'est basé sur la méthode RNAA pour la détermination de 1’¢lément du

sélénium. Ce choix dépend de plusieurs facteurs :

» Premiérement, plusieurs méthodes ont été proposées pour la détermination de la teneur
totale en sélénium des échantillons d'origine biologique, mais dans la plupart des cas, la
détermination précise des traces du (Se) n'est pas certainement précise. La méthode
RNAA, en dépit de quelques inconvénients comme par exemple le besoin d'un
équipement spécial de laboratoire, est la plus adaptée pour la détermination du sélénium
a des concentrations tres faibles et avec une précision trés significative pour des
concentrations a I'état de traces et d’ultra-traces.

» Deuxiemement, ces dernieres années beaucoup de revues ont décrit le développement
de la recherche de 1’élément du sélénium, et la détermination du sélénium a 1’état de
traces est d’une grande importance en sciences de la vie en raison de son bivalent
comme élément essentiel et comme substance toxique. Aussi, bien que sa prévention du
cancer [33]. Le sélénium est consideré comme un élément a double réle : a dose faible,
il est un nutriment essentiel a la vie des animaux et des humains. Par contre a doses
élevées, il devient toxique. Le sélénium est un oligoélément essentiel a plusieurs voies
métaboliques importantes [34-37], y compris le métabolisme de [I'hormone
thyroidienne, les systemes de défense antioxydants et les fonctions immunisées [38,39].
Bien que le sélénium soit un élément toxique, il est un oligo-élément essentiel nécessaire

a la prévention d'un certain nombre de maladies de carence graves chez diverses espéces

11



Chapitre | Etudes bibliographiques

de bétail et de volaille [29,40]. Les composés du sélénium sont impliqués avec la
vitamine E pour la prévention d'un grand nombre de maladies de carence nutritionnelle,
Toutefois, en exces, il provoque des cancers, des déformations des cheveux et des

ongles, des vertiges et méme dans certains cas des dépressions et de la nervosité [27,41].

Il y a de nombreux éléments a 1’état de traces et d’ultra-traces dans les échantillons d'origine
biologique, géologique et environnementale qui ne peuvent étre déterminées par la méthode
INAA, en raison de la limite de détection et méme parfois a la présence d'éléments
d’interférences. Cette problématique ne peut étre résolue que par la mise en place de la méthode

RNAA [26].

1.1.3.3. Spectroscopie d'émission optique a plasma et a couplage inductif (ICP-OES)

La troisieme technique utilisée dans ce travail, pour 1’analyse les éléments minéraux, est
I’ICP-OES (La spectroscopie d'émission optique a plasma a couplage inductif).

L’ICP-OES est une technique multi-élémentaire (peut analyser plus de 70 éléments), est
surtout employée pour effectuer des analyses quantitatives. L’ ICP-OES peut fournir une
composition élémentaire quantitative en vrac d'une grande variété de types d'échantillons, y
compris des poudres, des solides, des liquides et des suspensions. Les échantillons solides sont
généralement dissous ou digérés a I'aide d'une combinaison d'acides. Le principe fondamental
de la méthode d’analyse par I’ICP-OES, consiste a injecter 1’échantillon sous forme d’un
aérosol liquide directement au cceur du plasma via I’injecteur. L’échantillon sous forme liquide,
est transformé en aérosol par un nébuliseur. Celui-ci introduit 1’aérosol dans une chambre de
nébulisation dont le rdle est de filtrer les gouttelettes de taille supérieures a 10pum. L’analyte
peut ensuite étre détecté et quantifié avec un spectrométre d'émission optique (OES), qui
mesure l'intensité du rayonnement émis a la longueur d'onde spécifique de I'élément a partir
d'atomes ou d'ions d'analyte excités thermiquement. Les mesures d'intensité sont converties en
concentration élémentaire par comparaison avec des normes d'étalonnage. Cette technique est
particulierement puissante pour I'analyse chimique quantitative [42,43].

Pour déterminer la concentration des éléments chimiques présents dans les échantillons
analysés, on utilise I'équation suivante :

C(échantillon par ICP(mg/L) * V(minéralisation) (L)
masse de la prise d’essai(kg)

C(échantillon)(mg/kg) = (1.8)

Ou : C : concentration.
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1.2. Généralités sur quelques métabolismes secondaires

1.2.1. Utilisation des plantes en médecine traditionnelle

En général, les plantes vivaient sur cette planéte bien avant les humains, et ont d’abord servi
a le nourrir via la cueillette puis la culture [44]. Leurs emplois ont rapidement évolué suite a
leurs propriétés thérapeutiques pour traiter les blessures et les maladies [44]. Actuellement, les
plantes médicinales jouent un role important dans de nombreux domaines, comme en
alimentation, en parfumerie et en thérapeutique, ou de nombreuses plantes sont utilisées comme

sources de médicaments.

Aujourd'hui, de nombreux travaux menés dans le domaine de I'ethnopharmacologie nous
montrent que les plantes utilisées en médecine traditionnelle, et qui ont été testées, sont souvent
d'une part, des plantes efficaces dans les modeles pharmacologiques, et d'autre part, seraient
quasiment dépourvues de toxicité [45]. Par ailleurs, on sait que le nombre de médicaments dont
les principes actifs sont extraits des végétaux sont beaucoup plus importants aujourd’hui que le
nombre de médicaments obtenus uniquement par synthése. Aussi, les plantes médicinales
représentent une source importante de molécules variées pouvant étre utilisées pour de
multiples fins, notamment thérapeutiques.

En Algérie I'usage des plantes médicinales pour les traitements des différentes maladies

remonte a bien longtemps (médecine traditionnelle).
1.2.2. Composition chimique des plantes médicinales

1.2.2.1. Compose organique volatil (huile essentielle)

Les huiles essentielles sont des substances naturelles complexes possédant des
caractéristiques physico-chimiques bien définies. Il s’agit d’un extrait pur et naturel provenant
des plantes aromatiques. Les huiles essentielles sont définies comme 1’essence de la plante,
autrement dit son parfum [46,47]. 11 s’agit de substances odorantes, volatiles, de consistance
huileuse, trés concentree offrant une large gamme de principes actifs. La quantité de I'huile
essentielle contenue dans les plantes est toujours faible, et parfois trés faible. Pour obtenir
quelques millilitres d’huiles essentielles, il est nécessaire de traiter une grande quantité de
plantes fraiches. Pour cela, la phase la plus délicate pour 1’obtention des huiles essentielles est
la phase de ’extraction. Il existe plusieurs procédés d'extractions, mais le choix de réference
porte sur les procédés traditionnels, a savoir I’entralnement a la vapeur d’eau et

I’hydrodistillation dans le cas des plantes fraiches ou séches. La connaissance de la composition
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chimique des huiles essentielles est nécessaire pour en contrdler la qualité et y déceler une
éventuelle spécificité en vue de leur valorisation et leur utilisation. L’analyse des huiles
essentielles par la chromatographie en phase gazeuse (GC) est la méthode d'analyse la plus
fréguemment utilisée. Les huiles essentielles possédent de nombreuses propriétés biologiques
(antispasmodique, expectorante, rafraichissante, diurétique, ...). Plusieurs travaux de recherche
ont mis en évidence leurs puissantes activités contre les bactéries pathogenes, les champignons

et méme les virus [48].
1.2.2.2. Composés organiques non volatils (les métabolites secondaires)

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées par les
plantes autotrophes. Ils se trouvent généralement a des concentrations faibles dans les tissus
veégétaux [49]. Aussi, ils n’exercent pas de fonction directe sur les activités fondamentales de
la plante. Biosynthétisées a partir de métabolites primaires, ces molécules jouent un réle majeur
dans l'interaction de la plante avec son environnement, contribuant ainsi a sa survie dans son
écosysteme [50]. En 1987, plus de 8500 métabolites secondaires étaient déja connus. Les plus
grands groupes sont les alcaloides, les terpénoides, les stéroides et les composées phénoliques.
Ils représentent une valeur économique énorme (en particulier pour I'industrie pharmaceutique
et cosmétique) [55]. D’apres leur biosynthése, les métabolites secondaires peuvent étre divisés

en trois classes : Polyphenols, terpénoides et alcaloides [50].
a) Les polyphénols

Les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire des végétaux caractérisés par la
présence d’au moins un noyau benzénique auquel est directement li¢ au moins un groupement

hydroxyle libre, ou engagés dans une autre fonction telle que : éther, ester, hétéroside, ... etc
b) Les terpénoides

Le terme terpénoide est attribué a tous les composés possédant une structure moléculaire
construite d’un monomeére a 5 carbones appelé isopréne ; ces composes sont majoritairement
d’origine végétale [51][52] et sont synthétisés par les plantes, les organismes marins, les
champignons et méme les animaux. L’exploitation de ces composés s’effectue sur d’huiles
extraites de plantes (huiles essentielles) via la distillation [53].

Les terpénes sont des composes hydrocarbonés naturels, de structure, soit cyclique, soit a chaine

ouverte. Leur formule brute est (CsHx)n dont x est variable en fonction du degré d’instauration
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de la molécule et n pouvant prendre des valeurs (de 1 a 8) sauf dans le cas des polyterpénes ou
il peut atteindre plus de 100 (le caoutchouc). La molécule de base des térpénoides est I’isopréne
de formule CsHg. Le terme terpénoide désigne un ensemble de substances présentant le
squelette des terpenes avec une ou plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldéhyde, cétone,

acide, lactone, etc.) [53].

c) Les alcaloides

Les alcaloides représentent un groupe de métabolites secondaires trés diversifiés se retrouvant
chez les organismes vivant ; ils ont un large rang de types structuraux, de voies de biosynthéses
et d’activités pharmacologiques. En 1803, Derosne a isolé le premier alcaloide semi-pur du
latex sec de I’opium (Papaver somniferum), une drogue utilisée depuis des siécles pour des
propriétés analgésiques et narcotiques. En 1805, Serturner a caractérisé cet alcaloide et I'a
nommée morphine. Puis, entre 1817 et 1820, plusieurs alcaloides comme la strychnine, la
brucine, et la quinine ont été isolés sous forme de cristalline au laboratoire de Pelletier et

Caventou en France [54].

1.3. Présentation des plantes étudiées

D’une maniere générale, le climat doux et ensoleillé de la région méditerranéenne est
particuliérement favorable a la culture des plantes aromatiques et médicinales, et les plantes
médicinales algériennes méritent une attention particuliére. 1l existerait en effet 3139 especes
décrites par Quézel et Santa [55]. La médecine traditionnelle, généralement basée sur I’emploi
des plantes médicinales pour le traitement de plusieurs maladies, continue a étre utilisée au
cours de ces derniéres années, et sa popularité a augmenter. D’autre part, les produits naturels
présentent un grand intérét comme matiére premiére destinée aux différents secteurs d’activités
tels que : le cosmétique, la pharmacie, I’agroalimentaire, le phytosanitaire et 1’industrie. Selon
I'OMS, pres de 80 % des populations des pays en voie de développement de la région d’ Afrique
ont recours a la médecine traditionnelle [56,57]. Dans cette partie, nous donnons quelques

informations sur les plantes sélectionnées dans ce travail :
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1.3.1. Teucrium polium L.

1.3.1.1. Description botanique

Le genre Teucrium présente environ 260 especes, vivaces, arbustes ou sous-arbrisseaux,
rarement annuels, a feuilles persistantes, simples opposeées et rarement entiéres, le plus souvent
dentées, crénelées ou pennatifides, fleurs blanches, rarement multiflores et dont la réunion
forme des épis ou des grappes ; tiges florales feuillues ou munies de bractées semblables aux
feuilles (figure 1.3) [58] .

La plante de Teucrium polium, en arabe connue sous le nom Jaadah, est une petite plante
blanchatre, cotonneuse, assez commune dans 1’espace méditerrano-saharien, trés polymorphe,

elle croit dans les lieux rocailleux et secs [59,60].

- Famille : labiées (synonyme : lamiacees).
- Nom scientifique : Teucrium polium subsp. capitatum (L.) Brig.
- Nom latin : Germandrée tomenteuse

- Synonymes : Teucrium tomentosum, Teucrium gnaphalodes,

- Teucrium chamaedrys et Teucrium capitatum

Figure 1.3 : feuilles de Teucrium polium L.

1.3.1.2. Propriétés et usages thérapeutiques

La plante Teucrium polium L. est connue pour ses vertus thérapeutiques, par exemple : anti-

inflammatoire, astringente, détersive, fébrifuge, hypoglycémiante.
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Le feuillage de T. polium légerement poivré, était couramment utilisé pour relever les salades
ou parfumer les fromages de chévres. Une infusion des feuilles et des fleurs était ainsi
consommée comme boisson régenératrice [1]. En Algérie, cette plante médicinale est
communément utilisée contre une variété de pathologies comme analgésique, antispasmodique

et hypolipidémique [59].

1.3.2. Matricaria chamomilla L.
1.3.2.1. Description botanique

Matricaria chamomilla appartient a la famille des Astéracées (Asteraceae). C’est une plante
annuelle, glabre, aromatique qui peut atteindre une hauteur de 20 a 60 cm, (figure 1.4). Le nom
de la plante est issu du grec khamaimélon, pomme rampante, 1l fait référence au fait que la
camomille pousse prés du sol (chamos) et que ses fleurs fraichement écloses ont un parfum qui

rappelle celui de la pomme (melos)[47,61-63].

- Famille : Astéracées (Asteraceae)

- Nom scientifique : Matricaria chamomilla L.

- Nom latin : Matricaria recutita

- Autres noms : Babound;

- Nom populaire : camomille allemande, camomille vraie, matricaire commune,

camomille sauvage,

Figure 1.4 : feuilles et fleurs de Matricaria chamomilla L.
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1.3.2.2. Propriétés et usages thérapeutiques

Le genre Matricaria est caractérisé par une diversité structurale en métabolites secondaires

riches en les composés : coumarines, flavonoides, terpenes, hétérosides, sesquiterpenes,
lactonique.
Matricaria chamomilla L. est utilisée comme une tisane en médicine traditionnelle pour traiter
les douleurs d’estomac, et le syndrome d'intestin irritable, et comme un remede doux au manque
du sommeil ; elle est aussi utilisée comme un laxatif léger, anti-inflammatoire et bactéricide,
ainsi que dans les produits cosmeétiques. Matricaria chamomilla a un effet antispasmodique,
anxiolytique et antimutagene, et une activité anti-plaquettaire significative outre un effet
baissant le cholestérol[47,61-63].

1.3.3. Mentha pulegium L.

1.3.3.1. Description botanique
Menthe (Mentha) est un genre de plantes a fleurs comprenant environ 25-30 espéces dans la

famille de Lamiaceae [6,64]. Cette famille est I'une des plus grandes familles de plantes qui
possédent une dispersion géographique universelle (cultivée dans le monde entier en dehors de
la région de I'Antarctique et du Nord). La forme de la fleur et la présence des huiles essentielles
signent cette famille. La menthe est I'espéce la plus importante de cette famille utilisée par I'étre
humain depuis plus de 2000 ans et ayant un impact commercial remarquable [6,65].
Un certain nombre d'especes de menthe présentes en Algérie grandit spontanément et peut aussi
étre transplanté. Ces especes sont largement utilisées dans la médecine traditionnelle [66]. Dans
ce travail, on a choisi I’espéce Mentha pulegium L.

- Famille : labiées (synonyme : lamiacées).

- Nom scientifique : Mentha pulegium L.

- Nom latin : Menthe sauvage (ou pouliot)

- Autres noms : pouliot royal, herbes aux puces,

Figure 1.5 : feuilles de Mentha pulegium L.
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Le recours aux plantes pour se guérir a pris naissance depuis bien longtemps en médecine
traditionnelle grecque, romaine, indienne, chinoise et arabo-musulmane [67]. La menthe est,
avant tout, une plante bienfaitrice ayant un pouvoir positif sur la santé. La Menthe flio connue
du grand public, sous le nom la menthe pouliot (Mentha pulegium) [69], est une plante vivace
aromatique herbacée pouvant atteindre 40 cm de hauteur, avec de trés petites feuilles ovales
Iégerement dentelées et des épis de fleurs 1égérement bleutées figure 1.5 [68,69]. Cette espéce
pousse sauvagement en milieu humide, et on la trouve aussi au centre, au sud et a l'ouest de
I’Europe, au Nord-Africain et en Asie [70,71].

La Menthe (Flio) est fréquemment utilisée en médecine traditionnelle contre 1’asthme, la toux,
I’enrouement, le hoquet et les affections gastriques. Elle est reconnue comme stimulante et
excitante du systeme nerveux. La Menthe pouliot est également utilisée en pharmacologie, en
parfumerie, en confiserie, en alimentation et dans 1’industrie des liqueurs. La commercialisation
de la Menthe Pouliot se fait sous forme d’huile essentielle dont la production connait des

fluctuations trés significatives d’une année en année [72].
1.3.3.2. Utilisations en médecine traditionnelle

En Algérie, la menthe pouliot est connue sous le nom vernaculaire arabe de « flio », elle
est largement utilisée en médecine populaire dans de nombreuses cultures [73,74]. Les parties
aériennes fleuries de la menthe pouliot sont traditionnellement utilisées pour leurs propriétés
antimicrobiennes, expectorantes, carminatives et antispasmodiques dans le traitement du
rhume, de la bronchite, de la tuberculose, de la sinusite, du choléra, des intoxications
alimentaires, des flatulences et des coliques intestinales [68,75,76]. Depuis 1’antiquité, les
menthes conservent une grande diversité d’emplois et occupent une large place comme un
remede thérapeutique. Elles fortifient tout le systéme nerveux comme stimulant diffusible et
sédatif, et présentent un remeéde efficace contre la nervosité et les

différentes manifestations nerveuses [5].
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Matériel et méthodes

11.1. Introduction

Ce travail de recherche est divisé en deux parties ; la premiere est basée sur la détermination
des éléments minéraux et des oligo-éléments par des techniques d'analyse élémentaires, cette
partie de travail a été réalisée au sein du Centre de Recherche Nucléaire de Birine (CRNB) et
aussi au Centre de Recherche Nucléaire de Draria (CRND). Pour la détermination de la majorité
des ¢léments se trouvant a 1’état de traces, nous avons appliqué la méthode INAA et ICP-OES.
A la lumiére des travaux réalisés, et en vue de 1’amélioration des outils d’analyse en plus
performants dans le processus management et qualité, nous avons été conduits au implémenté
la méthode de separation radiochimique pour I’oligo-élément de sélénium [26].

La deuxieme partie est focalisée sur les huiles essentielles, les extraits bruts et leurs applications
biologiques. Ces travaux ont été réalisés dans plusieurs laboratoires nationaux : (Centre de
Recherche Scientifique et Techniques en Analyses Physico—Chimiques (CRAPC-Bousmail),
Centre de Recherche en Biotechnologie (CRBT—Constantine), SAIDAL, etc...

Un certain nombre de plantes médicinales sont encore utilisées de nos jours sous forme de
décoctions et infusions, mais la plupart d’entre elles ont été délaissées au profit de produits
pharmaceutiques de synthese. Cependant, les connaissances actuelles permettent d’analyser ces

plantes et souvent de comprendre 1’activité préconisée par nos ancétres.
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11.2. Matériel végétal
11.2.1. Critéres de choix des plantes

Le choix des échantillons étudiés dans ce travail répond parfaitement aux besoins scientifiques,
car ces trois espéces végeétales sont largement utilisées et consommeées par la population
algérienne dans son mode culinaire et dans la médecine traditionnelle, ainsi que pour la

valorisation de la médecine traditionnelle de notre pays.
11.2.2. Echantillonnage

Les échantillons de plantes sélectionnées dans le cadre de ce travail sont : Teucrium polium L.,
Matricaria chamomilla L., et Mentha pulegium L. Les parties aériennes (feuilles, tiges et fleurs)
qui sont au stade de floraison, ou il y a accumulation importante des substances bioactives, ont
été recoltées manuellement dans la région de M'sila et Djelfa tot le matin (07:00) au mois d’avril
de I’année 2018. Elles ont été coupées a environ 5 cm au-dessus du sol a l'aide d'un couteau.
Elles ont ensuite été placées dans des sacs en polyéthyléne. Apres la récolte, nos échantillons
sont nettoyés, étalés et séchés pendant deux semaines a une température ambiante et a I’abri de
la lumiere et ce, afin de préserver au maximum ’intégrité des molécules. Le matériel végétal a
été conservé dans des sacs en papier, en vue de procéder aux différentes manipulations. La

totalité des échantillons a ensuite été stockée et préparée dans notre laboratoire.
11.3. Analyses élémentaires par les techniques INAA et ICP-OES

11.3.1. Analyses par la technique INAA

11.3.1.1. Echantillonnage

Les échantillons choisis dans ce travail ont été soigneusement broyés puis pesés a I’aide d’une
balance analytique avec une masse maximale d’environs 110-120 mg [12], nous avons prépare
trois exemplaires pour chaque type qu’on conditionnera par la suite dans des enveloppes en
aluminium de haute pureté. Dans cette partie, nous avons introduit des standards de méme
matrice que les échantillons étudiés a savoir : WIPAL-IPE172, WIPAL-IPE189, GBW 07605,
et CRM-NIST1570a et NIST1573a. Les standards certifiés, doivent accompagner les
échantillons a analyser dans toutes les phases du travail d’analyse. L’ utilisation des standards
seront exploités pour une étape ultérieure qui est la validation et le contrdle-qualité des résultats

obtenus. L’ensemble des échantillons et standards sont positionnés dans la capsule d’irradiation
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(cylindre en aluminium de haute pureté) avec la maniére la plus convenable afin de faire subir

les cibles au méme flux neutronique.
11.3.1.2. Irradiation et mesure

Les échantillons et standards ont été placés dans une capsule propre cylindrique en aluminium.
Cette capsule d’irradiation est exposée a un flux neutronique thermique de 4,710 n.cm?2.s
dans le site d'irradiation du réacteur de recherche CRNB et CRND. Le temps d’exposition de
la capsule d’irradiation dans le flux neutronique est de six (6) heures. Apres une décroissance
de 2 jours, la poudre a été mise dans de nouvelles capsules en polyéthyléne, et I’ensemble des
échantillons et standards sont mesurés par un spectrometre gamma. Au préalable, le détecteur
Ge(Hp) a été étalonné en énergie et en efficacité. Cette étape est indispensable dans le processus
d’analyse afin d’ajuster les pics dans le spectre en fonction des canaux. En effet, la premiére
mesure concerne I’analyse des éléments ayant des demi-vies moyennes allant d’une dizaine
d’heures jusqu'a des dizaines de jours, a titre d’exemple *?K, T12=12,36 h et °!Cr ; Ty, = 27,7
jours ; le temps de collection était de 7200 s. Apreés la premiere mesure, les spectres gamma des
échantillons et des standards sont collectés apres 20 jours de décroissance afin de déterminer
les éléments de longues périodes pour un temps de collection de 14400 s.

Tableau 1.1 : Conditions expérimentales d’INAA

Etapes d’analyse Parametres
Temps d’irradiation 8 heures
Refroidissement 3 jours 20 jours
Moyen de mesure Spectrométrie gamma
Temps de collection 7200 s 14400s
Radioéléments analysés | As, Br, Ca, K, La, Na, Sm | Ba, Ce, Co, Cr, Cs, Eu, Fe, Hf,
Rb, Sb, Sc, Sr, Yb et Zn

Dans cette expérience, nous avons utilisé deux géométries différentes : Géo 4 pour la premiére
campagne (les eléments de moyenne période) et Géomeétre deux pour la deuxieme compagne
(les ¢éléments de longue période). La géométrie est la distance séparant 1’échantillon de la

surface active du détecteur (la géométrie représente environ 2,2 cm).
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11.3.2. Analyses par la technique RNAA

11.3.2.1. Préparation expérimentale pour la séparation radiochimique

Un protocole expérimental a été mis en place au niveau du laboratoire radiochimie analytique,
ainsi que les conditions expérimentales liées a la préparation des échantillons ; I’irradiation et
la séparation radiochimique sont illustrées ci-apres. La séparation radiochimique a été réalisee
a I’aide de solvants chimiques par dissolution des échantillons radioactifs afin de séparer
I’élément d’intérét et passer par la suite a 1’étape suivante qui est I’acquisition des spectres a
I’aide d’un systéme de spectrométrie gamma et ce, sur les plans de la collection et du traitement

des spectres gamma, ainsi que le calcul des concentrations de 1’élément séparé (Se).

11.3.2.2. Séparation radiochimique par extraction par solvant

Dans ce travail, la méthode RNAA est utilisée pour déterminer la teneur en sélénium dans les
échantillons de plantes sélectionnées. Aprés I’irradiation des échantillons, ces derniéres
subissent la destruction (minéralisation) [26]. Cette opération nécessite un systeme de mentagre
d’essai dépos¢ sous une hotte fortement ventilée afin d’éviter toute contamination radioactive
ainsi qu’un écran (barriére) en plomb pour minimiser le rayonnement ; la figure I1.1, représente
le processus de séparation radiochimique. Apres environ 10 jours d’irradiation, les échantillons
sont transférés quantitativement dans des récipients spéciaux en verre pour commencer une
éventuelle séparation radiochimique avant d’entamer la collection des spectres des échantillons
a analyser. L'échantillon biologique irradié et le standard de Se sont traités séparément. Chacun
d’eux est transféré dans un ballon de 200 mL de distillation équipé d'un systéme efficace de
condenseur a reflux. On ajoute 3 mL de H2SO4 & 16 M, 5 mL de HNOs concentré et environ 10
mg de NaSeOz comme porteur. Le ballon est chauffé jusqu'a ce que la solution soit transparente
(claire) puis refroidi pendant cinq minutes avant d’ajouter 10 mL de H202 a 30 %. Cette solution
est ensuite chauffée pendant 1 h. Trois (3) mL d'acide chlorhydrique concentré HCI sont versés
sur la solution. Aprés 5 a 10 minutes, on ajoute 5 mL de HNO3 concentré. Le chauffage est
poursuivi pendant 3 a 5 heures. Le pH de la solution résultante est ajusté jusqu’a 8 a 9,5 (avec
une solution de NaOH concentrée). Apres un temps de refroidissement, la solution est transférée
dans une fiole de comptage. Aprés séparation de la phase organique de la phase aqueuse, on
chauffe cette derniére (phase aqueuse) a température modérée avant d’ajouter 15 mL de HC1 a
6 mol/L et la solution est chauffée jusqu'au point d'ébullition, (15 min a 100°C). Le Sélénium
(Se+VI) a été reduit a (Se+IV), et apres addition du réactif de 4-nitro-o-phénylenediamine (4-

NPD), la solution résultante est chauffée a une température de 75°C pendant 20 minutes, le
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chélate résultant 5-nitro-2,1,3 benzoselena-diazole est extrait quatre fois avec 5 mL de CC14 et

I'activité gamma de "°Se dans la phase organique combinée est mesurée par la chaine de

comptage gamma.

« Ajouter 3 mL of 16
mol/L H2SO4, 5SmL
HNO; 5M etl0 mg

NaxSeOs,
(Chauffer la solution)

* Ajouter 10 ml de 30%
H203
(Chauffer la solution)

= Ajouter 3 mL of 6M

HCl1

* Ajouter aprés 10 min

5mLde 5 M HNOs
(Chauffer ~ 3h)

* Adjust pH ~9.5 avec
NaOH Con.
Transférer 2 ampoule
a décanter
« Extrait dans CCl4

I—>|

* Rejeter la phase
organique

* Ajouter 15mL 6M

(5mL three times)

) HCl

l * Ajouter 2mL 1% 4-
NPD

« Irradiation au flux

neutronique pour 6 h
Désintégration ~10 j ﬁ

a décanter

(chauffer 75°C ,~20min)

Transférer 2 ampoule

Préparation des échantillons Transfer la phase organique l

et standards

Pour l'irradiation a Spectrométrie de rayons-y

(~120-200 mg) de 5Se

* Rejeter la Phase
Aqueuse

Figure 11.1 : Organigramme de séparation radiochimique de 1’élément Se par RNAA

11.3.3. Analyse des éléments minéraux par ICP-OES

11.3.3.1. Echantillonnage
La dissolution ‘Digestion” des échantillons a analyser est réalisée en suivant le protocole

représenté sur la figure 11.2. Ainsi, la partie aérienne des échantillons est soigneusement
broyée puis pesée a I’aide d’une balance analytique avec une masse d’environ 500 mg, et
chaque poudre est transférée par la suite dans un ballon de 200 mL de distillation équipé d'un
systeme efficace de condenseur a reflux (voir Figure 2). 8 mL sont ajoutés de HNO3z a 65 %
(Sigma Aldrich-Germany), 1 mL de HCI a 37 % (Sigma Aldrich-Germany) et 1 mL de H20; a
30 %, puis le ballon est laissé a température ambiante pendant 15 heures. Ensuite, le mélange
est chauffé a 100 °C sous agitation magnétique « a vitesse moyenne » pendant environ 3 heures
(pour assurer que la poudre devienne liquide). Apres la mise en solution des échantillons, on
laisse cette dernier pour refroidir plusieurs minutes et ensuite on filtre soigneusement dans une
fiole jaugée de 50 mL (le diametre des pores de filtre est inférieur a 0,45 pm
(MF-Millipore® Membrane Filter, Germany), pour réduire au maximum la quantité
de microparticules lors de 1’ analyse qui pourraient bloquer 1’ apport en

échantillon liquide ou nuire a la nébulisation de la solution par le plasma

utilisé pour les méthodes ICP-OES. Les solutions filtrées ont ensuite été
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diluées avec de I’eau désionisée jusqu’a 50 mL. Enfin, chaque échantillonest mis dans un ICP

pour la détermination de I'élément minéral, et est analysé en triple.

HClO4(2ml) Conc.

Echantillon 0,5 g HNO; (2ml) Conc.
HNO; (8ml) Conc. Filtration
HCl(1mL) Conc.
_‘4——* | 1% o
H20: (1mL) (30 %) R —————————— i

Volume
total
50ml

| Analyse par ICP-OES |

Figure 11.2 : Protocole de mise en solution des échantillons biologiques pour 1’analyse des

éléments minéraux par ICP-OES.
11.4. Extraction et applications biologiques des huiles essentielles et des extraits bruts

Ce travail vise a fournir une base scientifique profonde et bien définie pour I'utilisation de ces
plantes en médecine traditionnelle. Cette partie du travail consiste a étudier I'extraction des
huiles essentielles et la préparation des extraits aqueux de ces trois plantes sélectionnées dans

cette etude et nous en citerons quelques applications biologiques.
11.4.1. Extraction des huiles essentielles

L’extraction de I’huile essentielle a été effectuée par hydrodistillation (HD), par entrainement
a la vapeur d’eau (SD) et aussi par extraction par micro-ondes (MAD), par I’utilisation de
I’appareil de type Clevenger (voir Figure 11.3). 100-300 g environ de chaque type de plante sont
placés dans I'appareil et plusieurs distillations sontréalisées par ébullition durant trois heures

pour chacune avec un litre et demi d’eau ; ceci, dans un ballon de 2 litres, surmonté d’une
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colonne spécifique de distillation de 60 cm de longueur reliée a un réfrigérant (30 minutes pour
I’extraction par micro-ondes). La trace d’eau est éliminée par le sel Na>SOs, et 'huile
essentielle obtenue est ensuite récupéree, pesée, etiquetée et conservée a une température + 4
°C jusqu’a utilisation.

Le rendement en huile essentielle est défini comme étant le rapport de la masse de 1’huile

essentielle extraite et la matiere végétale séche.
On calcule le rendement d’apreés la formule ci-dessous (équation 2) :

R (%) = (Mhe / Mmy)*100  (11.1)
Avec :
R (%) : Rendement de ’huile en %.
Mre : masse de I’huile en gramme

Mmy : masse de la matiére végétale en gramme

L

— Huile essentiel

Echantillon de plante

Figure 11.3 : Montage d'extraction par hydrodistillation (Clevenger) (A) ; par entrainement a
la vapeur d’eau (B) et extraction par micro- ondes (C).

Les composés chimiques des huiles essentielles obtenues des échantillons, sont analysés par
Chromatographie en phase Gazeuse avec détecteur d'ionisation de flamme (FID) couplée a la

spectrométrie de masse (GC-MS). L'identification des composants des huiles essentielles est
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effectuée par la comparaison des temps de rétention et du spectre de masse avec les données de
la base de données atomiques de NIST (I'Institut National des Normes et de la Technologie) et
la bibliothéque de base de données d’ADAMS [77].

11.4.2. Extraits bruts (extraction par la méthode de macération)

Dans ce travail, nous avons utilisé un mélange de solvants tels que I’EtOH (99 °) et I’eau
distillée (80 / 20 v/v) respectivement.

- Une quantité de 20 g de la poudre de plante pour trois echantillons émerge dans le
mélange de solvants dans un Erlenmeyer pendant 24 h a température ambiante, et
ensuite la solution obtenue est filtrée sous vide sur papier filtre (Wattman N°1 de
diamétre 0,2 pm). Cette opération est répétée au moins trois fois.

- Le filtrat est récupéré par 1’élimination de 1’éthanol sous vide a 60 °C a 1’aide d’un
évaporateur rotatif. Enfin, I’extrait sec sous forme solide est ensuite récupéré, pese,
étiqueté et conservé a une température + 4 °C jusqu’a utilisation.

On calcule le rendement des extractions en (%) d’apreés la formule ci-dessous (équation 11.2)
R (%) = (Masse de 1'extrait sec / Masse du plant utilis¢)*100 (IL.2)

11.4.2.1. Détermination de la teneur en composés phénoliques totaux (TPC : Total

Phenolic Content)

La teneur en polyphénols totaux est déterminée en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu [78],
selon une méthode de dosage sur microplaque décrite par Muller et al. [79], le réactif FCR
(Folin-Ciocalteu reactif), constitué par un mélange d'acide phosphotungstique (HsPW12040) et
d'acide phosphomolybdique (H3PMo012040), est réduit, lors de 1’oxydation des phénols, en
mélange d’oxydes de tungsténe (WgO23) et de molybdéne (MogO23). On prend 0,5 mL des
solutions préparées de réactif de Folin-Ciocalteu diluées dix fois, et on leur ajoute 2 mL de
carbonate de sodium (Na2COs) a 20 % (m / v) et 100 puL de solution de 1'extrait ; les solutions
sont maintenues a l'obscurité pendant 30 minutes a température ambiante. La lecture de
I'absorbance de chaque solution est effectuee a l'aide d'un spectrophotométre UV-Vis a une
longueur d'onde de 760 nm contre un blanc (méme solution sans la solution d'acide gallique).

Le contenu phénolique total (TPC) est exprimé par mg EAG / g d’extrait.
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11.4.2.2. Détermination de la teneur en flavonoides totaux (TFC : Total Flavonoid Content)
Le dosage des flavonoides dans les extraits est basé sur la formation d’un complexe entre Al*3
et les flavonoides. La méthode de Topcu et al. [80], est utilisée avec quelques modifications.
La quantification des flavonoides est effectuée avec le trichlorure d'aluminium (AICl3). Le
trichlorure d'aluminium forme un complexe jaune avec les flavonoides et la soude forme un
complexe de couleur rose qui absorbe dans le visible a 430 nm. Le flavonoide utilisé comme
référence dans cette méthode est la rutine. A partir de la solution-mére de la rutine, on a préparé
des solutions diluées de concentrations allant de 0,01 a 0,17 mg / mL. On prend chaque fois 1
mL de chaque solution obtenue de la rutine ou de I'extrait, et on ajoute 1 mL de trichlorure
d'aluminium (AICIs) a2 % (m/ v) dans I'eau. Apres incubation a I'obscurité pendant 30 minutes
a température ambiante, la lecture de l'absorbance s’effectue par spectrophotométrie UV /
Visible a 415 nm. Les résultats sont exprimés en microgrammes équivalents de quercétine par

milligramme d’extrait (ug EQ / mg d’extrait).

11.4.3. Mise en évidence des activités biologiques des huiles essentielles et des extraits

bruts.

Dans cette étude, nous allons nous intéresser qu’a quatre activités biologiques sont, les tests des
activités antioxydantes (in vitro), les tests des activités antibactérienne qui a été expérimentée
sur six souches bactériennes, quatre champignons et une levure, et le dernier test sont

I’évaluation des activités enzymatiques (in vitro) et I’activité anti-inflammatoire (in vivo).
11.4.3.1. Evaluation des activités antioxydantes (in vitro)

Dans cette étude, 1’évaluation de 1’activité antioxydante in vitro des huiles essentielles et des
extraits bruts (extraits méthanoliques) des parties aériennes des plantes : Teucrium polium L.,
Matricaria chamomilla L., et Mentha pulegium L., a été réalisée par 1’utilisation de quatre
méthodes : piegeage du radical libre DPPH, piegeage du radical Galvinoxyl GOR, piégeage de

I’ABTS et le test de blanchissement de -caroténe.

a- Test par radical libre DPPH (2, 2'-diphényl-1-picrylhydrazyle)
Le test antioxydant est réalisé avec la méthode de Braca et al. [81]. En présence du DPPH
comme piégeur des radicaux libres, le DPPH (2,2 diphényl-1-picrylhydrazyle) de coloration
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violette foncée se réduit en (2,2-diphényl-1-picrylhydrazine) de couleur jaune (voir figure 11.4)

[82].
H
O:N + A-H ~ O,N N—N + A"
> O
/‘

VIOLET JAUNE

Figure 1. 4 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPHe entre

I’espéce radicalaire DPPHe et un antioxydant.

Pour la mesure de cette activité anti-radicalaire, on prend 2,5 mL de chaque solution des
extraits, et on leur ajoute a 0,5 mL de la solution du DPPH préparé dans le méthanol (0,2 mM
DPPH dissous dans le méthanol). Aprés agitation, le mélange est incubé a température ambiante
pendant 30 min. en utilisant un spectrophotomeétre UV / Vis (SHIMADZU-2450), la lecture de
I’absorbance est faite par rapport a un blanc préparé dans les mémes conditions dans le
méthanol a 517 nm. Le pourcentage de I’activité antioxydante (| %) est calculé selon I’équation

suivante :

Activité anti-radicalaire de DPPH (%) = (A témoin - A echant / A temoin)*100 (1.3)
Avec A témoin : Absorbance du témoin. A échant. : Absorbance des échantillons testés.
La concentration inhibitrice a 50 % (ICso) est définie comme étant la concentration du substrat
qui cause la dégradation de 50 % de DPPH (c'est-a-dire les concentrations d’échantillons
nécessaires pour piéger 50 % des radicaux libres) ; elle est calculée par régression linéaire a
partir des graphes des taux d’inhibition et elle est exprimée en pug / mL et comparée avec celle

de standard BHT.

b- Test de piegeage du cation radical ABTS™ (2,2'-azino-bis (3-éthylbenzo-

thiazoline-6-sulphonique))

Ce test est la base de lI'une des méthodes spectrophotométriques qui ont été appliquées dans la

mesure de I’activité antioxydante totale des solutions de substances pures [83,84]. ABTS "est
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un radical organique synthétique de couleur bleu-vert qui peut étre réduit en présence
d'antioxydants, avec la décoloration qui en résulte.

L’activité ABTS est déterminée par la méthode de Roberta et al. [83]. Un volume de 40 pL
de D’extrait est dilué dans le méthanol a plusieurs concentrations. Le mélange est maintenu a
I’obscurité et a température ambiante. Apres 10 min. d’incubation, I’absorbance est mesurée a
734 nm par un lecteur de microplaques de 96 puits. Un témoin blanc ou négatif approprié
(solution ABTS avec le méthanol) est utilisé. Le BHT et le BHA sont utilisés comme produits
antioxydants de référence. Le pourcentage d'inhibition est calculé en utilisant la formule

suivante :
Activité scavenger d’ABTS (%) = (Ac—Ae/Ac) * 100 (1.4)

Ou Ac : est I'absorbance du contrble négatif, Ae : 1'absorbance de I'échantillon d'essai. L’ICsg

de chaque échantillon a été déterminée graphiquement (n = 3)
c- Test de piegeage du radical Galvinoxyl (GOR) :

L’activité du piégeage du radical Galvinoxyl (GOR) est déterminée par la méthode décrite par
Honglian et al. [85]. Dans une microplaque a 96 puits, un mélange contenant 160 pl du
Galvinoxyl (4 mg dilués dans 100 ml de méthanol) et 40 pl de I’extrait dilué¢ a plusieurs
concentrations est déposé. Aprés incubation de 120 minutes, une lecture d’absorbance a 428
nm est réalisee. Le BHA et le BHT sont utilisés comme standards.

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

Activité du radical Galvinoxyl (%) = (Ac-Ag/Ac) * 100 (11.5)
Ou Ac : est I'absorbance du contrble négatif, Ae : I'absorbance de 1'échantillon d'essai. L’ICsg

de chaque échantillon est déterminée graphiquement (n = 3).
d- Test de blanchissement du f-caroténe

Cette étude de Iactivité antioxydante est déterminée en mesurant 1’inhibition des composés
volatils et les hydro-peroxydes a doubles liaisons conjuguées qui apparaissent lors de
I’oxydation de I’acide linoléique. Donc, elle consiste a mesurer la décoloration du f-caroténe
(orange) résultant de son oxydation par les produits de décomposition de 1’acide linoléique [86].
Le test du pB-carotene est effectué selon la méthode décrite par Marco [87], 1 mg de -carotene
est dissous dans 2 mL de chloroforme, puis sont ajoutés a la solution obtenue 50 pL de I’acide

linoléique et 400 mg de standard tween4Q. Apres évaporation dans le chloroforme par
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I’évaporateur rotatif a 40°C, a la fin 200 ml d’cau distillée saturée d’oxygene sont ajoutés sous
une agitation vigoureuse de 1’émulsion résultante. De cette nouvelle solution, 140 pL sont
transférés dans la micro-plaque et 60 pL de chaque extrait a différentes concentrations sont
ajoutés. La méme procédure est répétee pour les contrdles positifs (BHT et BHA). L’absorbance
est mesurée a 490 nm a différents intervalles (0, 30, 60, 90 et 120 minutes), avec 1’incubation

de la microplaque a 45 °C. L’activité antioxydante (AA%) est calculée par I’équation suivante:
Activité antioxydante (%) = (Ac— Ae/ Ac)*100 (1.6)

Ou : Ac est le taux de blanchissement du -carotene sans extrait et Ag est I'absorbance du -
caroténe en présence de I'échantillon. On a obtenu la concentration inhibitrice a 50 % (Clso) a

partir de I’équation de régression des pourcentages d’inhibition calculés.

11.4.3.2. Evaluation de I’activité antibactérienne (in vitro)

a- Matériel microbiologique :
Comme on le sait, les bactéries et les champignons sont résistants a de nombreux antibiotiques
conventionnels. Cette problématique a poussé les scientifiques a tout mettre en ceuvre pour
découvrir de nouvelles molécules capables de vaincre ces bactéries multi-résistantes qui
peuvent étre tres dangereuses pour les enfants, les personnes agées et les immunodéprimés. Les
propriétés biologiques et plus particulierement antibactériennes des huiles essentielles et les
extraits bruts sont de plus en plus massivement étudiées pour tenter de maitriser les infections
bactériennes et fongiques, et de nombreuses études ont montré qu’elles peuvent étre dotées d’un
important potentiel en tant qu’agents antimicrobiens et ce, dans divers domaines [88].
Cette application a été effectuée au laboratoire de pharmacotoxicologie du CRD-SAIDAL
(Mohammadia). Dans cette étude, les tests sur 1’activité antimicrobienne ont été appliqués in
vitro sur HEs et sur des extraits bruts des parties aériennes des plantes : Teucrium polium L.,
Matricaria chamomilla L., et Mentha pulegium L. La méthode utilisée est celle des dilutions
en gélose nutritive ou concentrations minimales inhibitrices (CMI). L'activité antimicrobienne
des extraits bruts et d’HE a été testée vis-a-vis de souches contenant des microorganismes
pathologiques parmi lesquelles figurent des bactéries a Gram+ et a Gram-, des champignons et
des levures.
Les souches bactériennes choisies pour cette étude sont des bactéries pathogénes et
fréquemment impliquées dans la contamination et 1’altération des denrées alimentaires et sont

trés souvent rencontrées dans diverses pathologies chez I'nomme, et sont comme suit :
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e Bactérie Gram positive : Listeria monocytogenes CIP82110 ; Bacillus subtilis ATCC
6633 et Staphylococcus aureus ATCC 6538.

e Bactérie Gram négative : Escherichia coli ATCC 8739 ; Klebsiella pneumoniae CIP
8291 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

e Champignons : Mucor ramanianus ; Aspergilus Flavus ; Penicillium expansum et
Fusarium culmorum.

e Levure : Candida albicans ATCC 10231

b- Milieux de culture :

Les milieux de culture utilisés pour la réalisation des tests antibactériens sont les suivants :

- La gélose nutritive pour I’isolement et I’entretien des souches bactériennes.

- La gélose Mueller-Hinton pour 1’étude de la sensibilité des bactéries en milieu solide,
vis-a-vis de I’antibiotique, des huiles essentielles et des extraits méthanoliques.

- Bouillon Mueller Hinton (MHB), pour 1’étude de la concentration minimale inhibitrice
(CMI).

- Lagélose de Sabouraud pour I’¢étude de la sensibilité de la levure aux différents extraits.

c- Conservation des souches :

Les souches bactériennes sont entretenues par repiquage sur Gélose nutritive, incubées

pendant 24 h a 37 °C, et sont conservées a 5 °C dans des tubes contenant de la gélose

nutritive inclinée.

d- Préparation d'extraits pour tests antibactériens :

Tout d'abord, une solution-mére pour le test d'huile essentielle (HES) est préparée par

solubilisation d'huile essentielle brute dans 10 % de diméthylsulfoxyde (DMSO), pour

atteindre une concentration initiale de 50 mg / mL. Les HESs sont testées sur les souches

bactériennes préalablement sélectionnées, d’une part a 1’état brut (pour la méthode des

disques) et d’autre part a 1’état dilué (pour la détermination de la CMI). Par ailleurs, les

extraits méthanoliques sont testés sur les souches bactériennes préalablement sélectionnées.

Ils sont dissous dans le méme solvant (méthanol) a une concentration finale de 30 mg / mL.

e- Evaluation de I’activité antibactérienne :

Par utilisation de la méthode des disques de papier Whatman n°1 de 6mm (0,28cm? de

surface), imprégnés de I’huile essentielle ou de 1’extrait méthanolique, et déposés a la

surface d’un milieu gélosé préalablement ensemencé en surface a 1’aide d’une suspension

bactérienne, et aprés incubation. L’effet de I’agent antimicrobien sur la cible est apprécié

par la mesure du diamétre de la zone claire autour du disque en millimétres. En fonction du
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diameétre d’inhibition, on peut classifier les souches étudiées en souches sensibles ou
résistantes.

Par utilisation de la méthode de micro-dilution en déterminant les valeurs de CMI, cette
technique consiste a disperser 1’agent antimicrobien en concentration variable de fagon
homogene et stable dans le milieu de culture du germe étudié. Elle a pour but de déterminer
la concentration la plus faible de 1’antimicrobien testé qui inhibe la croissance de la bactérie
testée. Elle est réalisable par contact direct en milieu gélosé ou liquide [89].

f- Expression des résultats de tests antibactériens :

Pendant 24 h, les boites ont été incubées a 1’ étuve a 37 °C, et alasortie

de I’étuve, I’absence de la croissance microbienne se traduit par un halo translucide autour
du disque, identique a la gélose stérile, dont le diameétre est mesuré a 1’aide d’un pied a
coulisse (y compris le diameétre de disque de 6 mm). Dans la littérature relative aux huiles
essentielles, les résultats de 1’aromatogramme sont exprimés exclusivement a partir de la

mesure du diamétre des halos d’inhibition en mm [90].
11.4.3.3. Evaluation des activités enzymatiques (in vitro)

11.4.3.3.1. Evaluation de P’activité antidiabétique (inhibition de I’alpha-amylase)

La thérapie du diabete consiste principalement a stimuler la sécrétion de I’insuline,
diminuer la production hépatique du glucose et / ou réduire la résorption intestinale des
hydrates de carbone. Il existe plusieurs types d’enzymes intervenant dans le métabolisme des
oses surtout celles agissant dans le catabolisme de ces derniers pendant la digestion. L’alpha-
amylase et 1’alpha-glucosidase interviennent dans I’hydrolyse des glucides. L’a-amylase
comme toutes les enzymes est une macromolécule appartenant a la classe des protéines
globulaires. C’est une endo-enzyme qui hydrolyse au hasard les liaisons osidiques (1,4) de
I’amylose, de ’amylopectine, de 1’amidon et du glycogene a I’exclusion des liaisons
terminales de ces chaines. Elle provoque la libération du glucose, du maltose et surtout d’a-
dextrines.

L’activité antidiabétique est testée seulement sur les extraits bruts des plants étudiés, et a
été testée selon la méthode d’inhibition de 1’alpha-amylase et selon la méthode de Zengin [91],
avec quelques modifications. Sur une microplaque de 96 puits, un volume de 25 pL d’extrait a
différentes concentrations est mélangé avec 50 pL d’une solution d’a-amylase 1U, puis incubé
pendant 10 min, a 37°C. Ensuite, 50 pL d’amidon (0,1 %) sont additionnés. Le mélange est

incubé une autre fois pendant 10 minutes a 37 °C. Apreés incubation, 25 pL d’acide
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hypochlorique 1 M (un volume de 4.17 mL HCI pur est dilué dans 45.83 mL d’eau et 100 pL.
de potassium d’iode sont ajoutés. La lecture de 1’absorbance est réalisée a 630 nm. L’acarbose
est utilisé comme standard.

Le pourcentage d’inhibition de 1’a-amylase est calculé par la formule suivante :
Inhibition (%) =1-[(Ac-Ae)-(As-Ab) / (Ac-Ae)] (1.7)

Ac = Absorbance [Amidon + IKI+ HCI + vol. de solvant d’extrait + vol. tampon-enzyme]
Ae = Absorbance [Enzyme + Amidon + IKI + HCI + vol. de solvant d’extrait]

As = Absorbance [Enzyme + Extrait + Amidon + IKI + HCI]

Ab = Absorbance [Extrait + IKI + 125 pl de tampon].

Figure 11.5 : la plaque de dosage de ’activité inhibitrice de I’alpha-amylase des extraits de

Teucrium polium (J) et Matricaria chamomilla (Ba)

11.4.3.3.2. Evaluation de ’activité anti-Alzheimer (I’activité anti-cholinestérase)
Le test de I’activité anti-cholinestérase de extraits bruts des plants étudiés a été réalisée par la
méthode d’inhibition de 1’acétylcholinestérase (AChE) et de la butyrylcholinestérase (BChE)
et a été mesurée en modifiant lIégerement la méthode spectrophotométrique développée par
Ellman [92]. AChE de I'anguille électrique et BChE du sérum de cheval ont été utilisés, tandis
que l'iodure d'acétylthiocholine (ACI) et le chlorure de butyrylthiocholine (BuCi) ont été
utilisés comme substrats de la réaction. D-TNB a été utilisé pour la mesure de l'activité du
cholinestérase. 150 pL de tampon phosphate de sodium 100 mM (pH = 8) sont ajoutés a 10 pL
de la solution contenant 1’échantillon (4 mg / mL) et dissoute dans le méthanol a différentes

concentrations. D'autre part, 20 pL de solution AchE ou BchE sont préparés dans un tampon
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(pH = 8), mélangés et incubés pendant 15 minutes a 25 °C, et 10 uL de D-TNB (0,5 mM) y ont
été ajoutés. La réaction est ensuite initiée par I'addition de 10 pL d'iodure d'acétylthiocholine
(0,71 mM) ou 10 pL de chlorure de butyrylthiocholine (0,2 mM). L'hydrolyse de ces substrats
est contr6lée par spectrophotométrie par la formation d'anion 5-thio-2-nitrobenzoate jaune
résultant de la réaction du D-TNB avec la thiocholine libérée par I'hydrolyse enzymatique de
I'iodure d'acétylthiocholine ou du chlorure de butyrylthiocholine, & une longueur d'onde de 412
nm en utilisant un lecteur de microplaques de 96 puits. La galanthamine a été utilisee comme
composé de réference. Les résultats sont donnés en pourcentage d'inhibition contre des
concentrations de 25, 50, 100 et 200 pg / ml, la ICsp a également été donnée.

Le pourcentage d’inhibition de BChE et AChE est déterming en utilisant la formule suivante :

Inhibition (%) = [(E - S)/E]*100 (1.8)
E : I'activité de I'enzyme sans extrait

S : l'activité de I'enzyme avec 1’extrait

! S
! p—

Figure 11.6 : la plaque de dosage de I’activité inhibitrice de la butyrylcholinestérase (BChE)

et I’acétylcholinestérase (AChE) des extraits de Teucrium polium et Matricaria chamomilla
11.4.3.3.3. Evaluation de ’activité anti-inflammatoire in vitro

On détermine, in vitro, I’activité anti-inflammatoire des extraits de la plante étudiée, et ce, via
la méthode d’inhibition de dénaturation du BSA. Ce principe consiste par 1’inhibition de la
dénaturation du BSA (Bovine sérum albumine) provoquée par la chaleur (72°C). L’activité
anti-inflammatoire in vitro est déterminée par la méthode de Kandikattu (2013) avec de Iégeres
modifications. 1 mL de chaque concentration d’extrait ou du standard (Diclofénac) est ajouté a
1 mL de solution de BSA 0,2 % préparée dans le tris-HCI (pH = 6,6). Les solutions sont
incubées a 37 °C pendant 15 min. dans 1’étuve, puis dans un bain-marie a 72°C pendant 5 min.

Aprés refroidissement, la turbidité estmesurée a 660 nm dans un spectrophotométre a cuve.
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Pour chaque concentration d’extrait, un blanc est préparé dans 1 mL d’extrait et 1 mL de tris-

HCI (ce blanc a pour but de soustraire 1’absorbance de 1’extrait des résultats obtenus).
I1.4.3.4. Evaluation de I’activité anti-inflammatoire in vivo

Les différentes activités biologiques (anti-inflammatoires) in vivo ont été effectuées sur des
souris albinos de souche Swiss provenant de I’institut Pasteur (Alger). Les souris males et dont
le poids varie entre 20 g a 22 g ont été utilisées ; ces animaux d’expériences ont été stabulés
dans des cages en plastique a la température ambiante (25 °C), et un éclairage de 12 heures par
jour. Pendant la période d’acclimatation (une semaine avant d’étre utilisées dans les différentes
expériences), les souris avaient un accés libre a I’eau et a la nourriture (croquettes provenant de
la sociét¢ de production des aliments d’animaux, Bouzaréah, Alger). L’activité anti-
inflammatoire est évaluée par la méthode de I’inhibition de 1I’cedéme de la patte de souris induit
par la carragénine ; le principe de cette étude consiste a injecter sous I’aponévrose plantaire de
la patte gauche de la souris de la carragénine pour provoquer une réaction inflammatoire qui
peut étre réduite par un produit anti-inflammatoire (voir figure 16). Cette étude permet la
comparaison de 1’cedéme plantaire aprés administration de doses égales du produit anti-
inflammatoire a tester (I’extrait de la plante a 10 %) et du produit de référence correspondant
(Diclofenac sodique a 10 mg / kg).

D'aprés le protocole expérimental Colot M. 1972 [93], nous avons réalisé les étapes suivantes :

v Premiére étape : Au temps To
Les souris ont été réparties en 5 lots, chaque lot contenant 5 souris et constitué de fagon aléatoire

(voir figure 15) :

» Le groupe témoin : chaque souris recoit 0,5 mLde I’eau physiologique.
= Le groupe contrdle : chaque souris recoit un anti-inflammatoire de référence : le
Diclofénac a 10 mg / kg.
e Legroupe traité : recoit la solution-test (MP, Ba et J), et chaque souris recoit 0,5 mL
de I’extrait de la plante a 10 %
= Un lot essai MP : (5,0008 g / 50 mL H,0O) x100 = 10,00 %
= Unlotessai Ba: (10,1480 g/ 100 mL H>O) = 10,15 %
= UnlotessailJ: (10,0252 g / 100 mL H20) = 10,03 %
Avant de commencer les expériences, Nous avons mis les souris a jeun avant de les peser.
Ensuite, nous avons administré, par voie intra-gastrique (gavage) pour les cing lots, les

suspensions suivantes (solution de témoin, référence et de 1’extrait méthanolique de la plante).
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Figure 11.7: Photographie montrant une souris albinos pour l'essai de I’extrait de la plante MP

(originale)

v' Deuxiéme étape : temps To + 30 minute :
Une demi-heure aprés 1’administration, les souris des cinq lots ont recu 0,025 mL de la
carragénine a 1 % sous I’aponévrose plantaire de la patte arriére gauche de la souris (voir figure

16).

Figure 11.8 : Photo d’une injection sous-plantaire de la carragénine au niveau de la patte arriere
gauche de la sourie (originale).
v' Troisiéme étape : temps To + 4 h:
Quatre heures apres cette opération, les animaux ont été sacrifiés par rupture de la nuque, puis
les pattes postérieures ont été coupées a hauteur de I’articulation (voir figure 17), puis pesées
sur une balance analytique.
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Figure 11.9 : Photo des pattes arriére gauche et droite coupées a hauteur de ’articulation
(Originale).
L’activité anti-inflammatoire a été calculée en pourcentage de réduction de 1’cedéme chez les

souris traitées par rapport au témoin selon la formule suivante :

[(PG - PD) souris témoin - (PG - PD)souris traitée]

% d’inhibition de I'cedéme = [(PG - PD) souris témoin |

(11.9)

Ou : Pp = poids de I’oreille droite et P = poids de ’oreille gauche

I1.5. Analyse statistique

Tous les résultats des calculs effectués dans le travail de ma thése, sont exprimés en moyenne
+ SD (standard déviation), par des analyses d’au moins trois essais. Les comparaisons multiples
et la détermination des taux de signification sont faites par "Student’s t-test” et le test ANOVA

univarié. Les différences sont considérées statistiquement significatives au seuil de 0,05.
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Résultats et discussion

I11.1. Introduction

Ce chapitre comporte trois parties essentielles dont la premiére traite I'étude minérale (analyse
des éléments minéraux par les techniques (NAA et ICP-OES), réalisée sur les plantes
médicinales étudiées au cours de notre travail.

La deuxieme partie fait référence a 1’analyse des composés organiques volatils (huiles
essentielles) et non-volatils ou lourds (extraits bruts méthanoliques) extraits des plantes
étudiées.

La troisieme partie concerne 1’étude des activités biologiques et pharmacologiques des extraits

obtenus a partir de nos plantes.

I11.2. Analyse des éléments minéraux

Les concentrations en éléments majeurs, mineurs, traces et ultra-traces des échantillons

sélectionnés, ont été déterminées par trois méthodes d’analyse qui sont 'INAA, la RNAA et
I' ICP-OES.

111.2.1. Calcul des concentrations élémentaires (minérales)

Pour le calcul des concentrations des éléments contenus dans les plantes étudiées, nous avons
eu recours respectivement aux équations (I.1), (1.7) et (1.8) (chapitre I), pour les techniques
NAA et ICP-OES.

Les résultats obtenus par les trois techniques (NAA et ICP-OES) sont illustrés dans le tableau
I11.1. Celui-ci représente les concentrations (en mg / kg) des vingt-deux éléments qui sont le
Ba, Br, Ca, Cl, Co, Cr, Cs, Eu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, Na, Rb, Sb, Sc, Se, Sr, Th, U et Zn contenus

dans les échantillons analyseés.
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Tableau I11.1. Concentrations en mg/kg des éléments chimiques contenus dans les plantes
étudiées : Teucrium polium L., Matricaria chamomilla L., et Mentha pulegium L.

Plantes étudiées .
- - — - - Techniques
Eléments | Teucrium polium | Matricaria chamomilla L. | Mentha pulegium | tilisées
L. L.
1 | Ba 35,10 £ 6,71 1,10 £ 0,27 26,39 + 3,62 INAA
2 | Br 18,86 £ 2.78 126,74 + 21,69 67,14 + 11,50 INAA
3 | Ca 18267 + 386 6903 +144 31875 + 47 ICP
4 | CI 219,5+3,0 2885+ 6 2697 £ 5 INAA
5 | Co 0,480 + 0,041 0,051 + 0,006 0,776 + 0,064 INAA
6 | Cr 2,29 + 0,65 0,447 + 0,138 1,011+ 0,205 INAA ; ICP
7 | Cs 0,111 + 0,023 0,013 + 0,005 0,201 + 0,037 INAA
8 | Eu 0,040 + 0,015 0,006 + 0,003 0,054 + 0,021 INAA
9 | Fe 983,9 +111,9 56,38 + 4,97 1603,9 +183,5 | INAA, ICP
10 K 7619,0 + 2295,0 14298 + 4310 14216 + 4294 INAA
11 | Mg 230,2+2,0 153,92+ 4 4415+50 INAA; ICP
12 | Mn 39,3+5,0 28,5+ 3 71,2+4,0 INAA
13 | Mo 0,28 + 0,101 0,633 + 0,233 0,785 + 0,256 INAA
14 | Na 803 +41 9294 + 466 10790 + 544 INAA
15| Rb Nd 4,303 + 0,598 5,83+ 0,86 INAA
16 | Sb 0,050 + 0,013 0,015 + 0,006 0,039 + 0,013 INAA
17 | Sc 0,012 + 0,001 0,0047 + 0,0005 0,022 + 0,002 INAA
18 | Se nd nd 0,043 + 0,009 RNAA
19 | Sr 138,03 + 7,97 57,78 £ 3,91 135,40 +£ 9,33 INAA
20 | Th nd 0,126 + 0,066 0,510 £ 0,147 INAA
21 | U 0,040 + 0,013 0,117 + 0,102 0,063 + 0,022 INAA
22 | Zn 24,22 + 1,04 19,35+ 0,77 445+ 20 INAA; ICP
*nd : non déterminé
* De cette analyse, il en découle qu’il y a trois classes d'éléments chimiques présents dans

nos échantillons dont certains sont majeurs, d’autres mineurs ou a 1’état de traces. On peut
également noter que les éléments trouvés dans les plantes étudiées sont répartis selon trois types
inhérents aux caractéristiques biologiques suivantes :

1) Eléments essentiels et nutritifs : K > Na > Fe > Mg > Mn > Zn > Cr > Co > Se.

2) Eléments potentiellement toxiques présents dans le modéle de contenu descendant

tels que le Br > Sb > Th.

3) Les autres éléments chimiques restants sont non-essentiels.
* Par ailleurs, pour la détermination de la concentration du sélénium et la mise en place
de la technique de RNAA [26], on note que pour les étapes pratiques, la méthode de seéparation
radiochimique est quasiment similaire a celle de I'INAA et ce, a partir de la préparation de
I’échantillon jusqu'a la fin de I’irradiation. Aprés celle-ci, et avant d’entamer la phase de

séparation, on a procédée a la mesure des raies gamma par spectrométrie gamma.
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L’accomplissement de cette étape permet de servir de témoin et ce, afin d’illustrer I’absence de
I’élément sélénium par rapport aux éléments détectés. La figure II1.1 [26], représente le
protocole de séparation radiochimique (extraits obtenus par solvant) et le blindage de

radioprotection (écrans biologiques) appliqué au cours de ce travail.

Figure 111.1 : Appareillage de séparation radiochimique du sélénium mis en place au
laboratoire CRNB [26]

A la fin de 1’étape de séparation radiochimique de la phase organique (fraction radioactive), on
a mesuré I’activité gamma du radioélément *Se issu de 1’échantillon et ce, a 1’aide d’un
détecteur co-axial de germanium hyper pur de résolution 1.87 keV de type CANBERRA associé
a une chaine de spectrométrie. Les raies gamma principales sont 136 et 264,66 keV avec une
demi vie T12=120,4 jours (figure I11.2). Au cours de cette étude, le rendement de radio-
séparation obtenu est de 85,47% et le Se analysé par la méthode RNAA est présent uniquement

pour Mentha pulegium L.
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Spectral Data Plot
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Figure 111.2 : Spectre de raies gamma de Mentha pulegium L., avant et apres la séparation
radiochimique (RNAA)

I11.1.2. Evaluation des résultats et qualité —contréle / qualité assurance (QC / QA)

Les résultats des composés minéraux contenus dans les plantes analysées ont été validés en
ayant recours a quatre standards a savoir : NIST 1573a, NIST-1570a, IPE 189 et IPE 172
irradiés simultanément avec les échantillons étudiés. Cette approche permet, d’une part, de
vérifier tout le processus d’analyse allant de la préparation, de I’irradiation et aussi de la mesure
effectuée dans cette étude, et d’autre part a déterminer la performance des analyses et la
signification des résultats obtenus. Ces derniers sont rassemblés dans le tableau 111.2. Notons
que pour le concept QC/QA, les paramétres statistiques d’évaluation des résultats obtenus a
travers U-score et Z-score ont eté calculés par les équations (1.5) et (1.6) respectivement
(Chapitre 1). Leurs évaluations indiquent que la majorité des valeurs des concentrations sont
localisés dans les intervalles admissibles : <|1|, et <|3| des paramétres U-score et Z-score

respectivement.
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Tableau 111.2 : Evaluation de la qualité des résultats analytiques basée sur la comparaison entre les valeurs calculées et certifiées de standards NIST-
1573a, NIST-1570a, IPE 189 et IPE 172, (n = 3),

Standards
Elément NIST-1573a NIST-1570a IPE 189 IPE 172 .
A Techniques
chimique A
utilisées
Valeurs Valeurs U- Z- Valeurs Valeurs U- Z- Valeurs Valeurs U- Z- Valeurs Valeurs U- Z-
Calculées Certifiées score | score | Calculées | Certifiées | score score Calculées Certifiées score score Calculées Certifiées score | score
Ba 63.08£7.572 ©3) 001 | - - - - . 74529518 | 8012596 05 | 094 | 17.606237 | 1642099 | 048 | 124 INAA
Br 12804100 1300 02 | - - - - - 483412964 | 40669 025 | 112 | 1763t0361 | 2.1+1265 | 0,26 | 0.27 INAA
15128%2 | 1526026
Ca 500602854 | 505006900 | 0,15 | 051 | g2 : 007 | 199 | 63465302 | 6730+402 | 095 | 095 - : - - INAA, ICP
Ce 1,89£0,17 B 065 | - - - - - - - - - - 3 - - INAA
Co 056£0,02 | 057+0,02 | 035 | 05 0'3(?74;0' 0'3821'0' 001 | 003 0'07759;—'0’015 0'078921'0’013 006 | o1 | 17624237 | 164+099 | 048 | 1,24 INAA
Cr 0252202 | 1,99£006 | 012 | 05 - - - - 001910267 | 1,18+0,228 | 074 | 1,14 | 1,763t0361 | 2.1#1265 | 0,26 | 027 | INAA, ICP
Cs 0012:0049 | (0053) | 012 | - - - - - | P090%0028 | 0p9:00157 | 004 | 007 | 17626237 | 1642099 | 048 | 124 INAA
Fe 367418 3687 | 005 | 014 - - - - 104,4+12,8 110+7.4 038 | 076 | 67841651 | 644655 | 037 | 053 | INAA, ICP
A 0.12:001 | 0.14%002 | 0,86 | 0.95 - - - : - - : - - : - - INAA
K 27057+1046 | 27000500 | 045 | 094 2850101i5 zgoggﬁ 087 | 188 3650%‘1&421 37100+2160 | 013 | 028 - ; - - INAA
La 2,36£0,02 23) 015 | - - - - : - - : - - . - - INAA
Na 146,5+17,1 13644 06 | 263 [ 176001 | 18210+2 | 5 | 65 - - - - - ; - - INAA
200 30
Rb 14124104 | 1489+027 | 072 | 285 12,;;;0, 127+1,6 | 013 | 015 | 7914059 7540501 | 052 | 082 | 87631167 | 9.07+0536 | 023 | 056 INAA
sb 0,059+0,015 0'06361'0’00 025 | 067 - - - - 0,013+0,007 0'009550'001 05 | 188 0'037250'010 0’04085zf°'° 092 | 2,03 INAA
Sc 0.1£0,0013 | 0.120,0013 | 0 0 - - - . - - . - - - - - INAA
Se 0,061+ 0,009 0'054;0'00 074 | 233 - - - . - . ; ; ; ; RNAA
Sm 0,189+0,008 (0,19) 004 | - - - - . - - . - - . - - INAA
Sr - - - - 54*221'4’ 55'55410' 021 | 1,99 - - - - 43774314 | 422¢211 | 042 | 075 INAA
Th 0,13%0,01 012 1 - - - - - - - - - - - - - INAA
Zn 2899+1,51 | 309407 | 115 | 2,73 82,ggi5, 823+39 | 005 | 009 | 1912¢#130 | 201+132 | o051 | 074 | 33214231 | 316:219 | 051 | 074 | INAA ICP

- non détecté, ( ): non certifié
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111.1.3. Evaluation de I'ingestion diététique des éléments traces (RDA)

Pour les apports nutritionnels recommandés (RDA: recommended dietary allowances),
les quantités minimales et maximales nécessaires et compatibles avec les fonctions normales
de I’organisme sont déterminées en toute sécurité [94]. Généralement, les éléments minéraux
nécessaires en petites quantités pour le métabolisme du corps, se composent principalement de
macronutriments et micronutriments ; autrement dit d’oligo-éléments. Du point de vue

alimentaire, ces derniers peuvent étre divises en trois groupes :

e dans le premier, on retrouve les oligo-éléments essentiels (micronutriments), qui sont
des constituants des hormones, des vitamines et des catalyseurs pour les systemes
enzymatiques du processus métabolique cellulaire ;
e dans le deuxiéme, on a les oligo-éléments principalement essentiels ;
e et enfin, le troisieme groupe qui représente les oligo-éléments non-essentiels qui sont
constitués d’éléments toxiques et non-toxiques qui n’ont pas de fonction métabolique dans
I'organisme vivant [7].
D'un point de vue nutritionnel, il y a un intérét croissant dans la détermination des
macroéléments et oligo-éléments tels que le Ca, Fe, K, Na, Se et Zn dans les aliments qui jouent
un réle important dans la santé humaine. De plus, I'une des plus importantes sources d'éléments
toxiques pour le corps humain est la nourriture et I'eau. Pour cette raison, leur ingestion doit
étre strictement controlée.
Les plantes médicinales peuvent étre une bonne source d'éléments essentiels. Cependant, le
taux de consommation devrait étre soumis a un contréle strict. Les valeurs/ jour, I'apport moyen
/ personne pour les éléments essentiels ou toxiques dans le cas des plantes étudiées doivent étre
respectés.
Au cours de cette étude, certains éléments essentiels ou toxiques ont été estimés en supposant
que leur consommation quotidienne est de 10 g (poids sec) par personne. Le tableau 111.3
représente les valeurs des éléments recommandés pour 1’apport nutritionnel, les limites

d’exigence / tolérance quotidienne recommandée, et les valeurs estimées.
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Tableau 111.3 : Valeurs de I'apport (mg / jour, personne) de certains eléments essentiels et
I’apport journalier tolérable pour les adultes (70 kg) (Tolerable Daily Intake) de certains
éléments toxiques selon I'organisation pour lI'alimentation et I'agriculture (FAO / WHO).

- _ TDI (adulte de 70 kg (BW))

Plantes RDA et Al d’¢léments chimiques essentiels d'éléments chimiques

étudiées; potentiellement toxiques

ggefo""e' Ca | Cr | Fe K& | Mg | Mn® | Mo | Na® | Se | zn Br Sb
(mg/ | (ng/ | (mg/ | (mg/ | (mg/ | (mg/ | (ng/ | (mg/ | (ug/ | (mg/ mg/ jour ug/ jour
jour) | jour) | jour) jour) jour) | jour) | jour) | jour) | jour) | jour) /person Iperson

Teuerium | yer7 1 229 | 984 | 7619 | 2,302 | 0393 | 28 | 803 / 0,242 0.19 0,50

polium L.

Matricari | oo 03 | 447 | 0564 | 142,08 | 1,54 | 0285 | 633 | 9294 | / | 0193 1,27 0,15

chamomil

mﬁggl‘jm 318,7 | 10,11 | 16,04 | 142,16 | 441 | 0,712 | 7,85 | 107,9 | 043 | 0,445 0,67 0,39

Enfants 700 | 11 7 3000 | 80 12 17 | 1000 | 20 3 Nd Nd

1-3ans

Hommes | 4555 | 35 8 4700 | 420 | 23 | 45 | 1500 | 55 11 70 420

19-50 ans

Femmes

19.50ans | 1000 [ 25 18 | 4700 | 310 | 16 45 | 1500 | 55 8 70 420

Femmes

enceintes 1000 | 30 27 | 4700 | 350 | 20 50 | 1500 | 60 11 70 420

19-50 ans

Lactation

To50ans | 1000 | 45 9 5100 | 310 | 26 50 | 1500 | 70 12 70 420

RDA": Recommended daily allowance. Exprimée en mg / jour, par personne pour les hommes adultes. Toutes les
valeurs sont exprimées sur le poids sec.

a: (Al : Adequate Intake), Apport suffisant, exprimé en mg/jour, par personne pour les hommes et les femmes
adultes)

A titre d'observation préliminaire, I'estimation des valeurs d'apport probables pour la
consommation de ces échantillons montre que les teneurs en éléments toxiques sont inférieures
aux valeurs toxicologiques de référence. Elles se sont avérées conformes aux recommandations
alimentaires, sauf pour le fer lors de la consommation de 10 grammes par jour de plante Mentha
pulegium, pour laquelle les résultats montrent que les apports journaliers en Fe (16 mg/jour)
sont supérieurs aux apports journaliers recommandés pour les hommes (8 mg/jour) et la femme

allaitante (Lactation) (9 mg/jour) (Figure. 111.2).

Pour les autres éléments essentiels, ils sont tous inférieurs aux limites admissibles
recommandées par la commission conjointe OMS-WHO / FAO. Notons que la teneur en
éléments toxiques est bien inférieure aux valeurs toxicologiques de référence (Tableau I11.3) et

s’avere conforme aux recommandations nutritionnelles (Tableau III.3).
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Figure 111.3 : Comparaison entre les valeurs mesurées et la tolérance limite des éléments
essentiels et toxiques

Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), les remédes traditionnels a base de plantes
sont des substances naturelles qui sont utilisés pour traiter et soulager localement de
nombreuses maladies [95]. La surveillance de la teneur en minéraux des plantes médicinales
est considérée comme I'un des aspects les plus importants de la sécurité avant d'évaluer
I'utilisation pharmaceutique. Cette étude rapporte le contenu des concentrations en eléments
minéraux dans la partie aérienne des trois plantes étudiées et évalue leurs risques pour la santé.
+ Les oligo-éléments essentiels sont trés importants pour l'activité physique et nutritionnelle
du corps humain, ou la santé humaine en a besoin de beaucoup d’entre eux tels que le

calcium, le potassium, le fer et le sodium.
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Description et apports des oligo-éléments essentiels pour le corps humain :

Calcium : est un minéral essentiel de symbole (Ca) dans le tableau périodique
des éléments. Le Ca est le seul minéral le plus abondant dans le corps humain,
environ 1 a 1,2 kg chez I’adulte. La fonction principale de cet élément est celle
d’édification et de renouvellement du squelette. En effet, 99 % du calcium
contribue a la formation et a la solidité des os et des dents. La faible part de
calcium extra-osseux (1%) est toutefois tout aussi importante que la vaste réserve
squelettique puisqu’elle intervient dans de multiples fonctions indispensables
telles que la contraction musculaire et cardiaque, la coagulation sanguine, les
échanges cellulaires, la perméabilité membranaire, la libération d’hormones et la
transmission de ’influx nerveux. A tout age, il est donc primordial d'assurer une
couverture permanente et suffisante des besoins en calcium. Un apport suffisant
de celui-ci et conforme aux apports nutritionnels conseillés aurait un effet
préventif vis-a-vis de I’hypertension artérielle. Par contre, un régime alimentaire
faible en calcium, peut créer des carences comme autres la fragilisation des o0s
qui se manifestent la plupart du temps tardivement. En consequence, il est
indispensable de s’assurer une quantité suffisante en calcium de manicre
permanente. Pour cela, il est nécessaire d’avoir une alimentation variée et
équilibrée. En outre, un complément alimentaire & base de calcium peut étre pris.
Dans cette étude, les concentrations obtenues pour Ca varient de 6903 & 31875mg
/ kg. Notons que la plus faible concentration concerne la plante M. chamomilla
L. En revanche, la plante Mentha pulegium L., est la plus riche en calcium. Une
prise de 10 grammes de cette plante, permet d’obtenir une grande proportion de
calcium soit 319 mg de Ca/ jour, personne, soit pres du tiers des 1000 mg / jour,
personne recommandés par I'Organisation Mondiale de la Santé OMS -
WHO/FAO

Chrome : de symbole Cr dans le tableau périodique des éléments, c’est un oligo-
élément dont la fonction principale est majeure pour le fonctionnement de
I’organisme : il régule la sécrétion de I’insuline pancréatique de fagon a maintenir
constant le taux de sucre dans le sang (glycemie). La concentration de Cr varie
de 0,45 a 1,01 mg / kg. On remarque que la plante T. polium L. est la plus riche
en Cr. En revanche, la plante M. chamomilla L. en contient la plus faible teneur.
Lors de la consommation des plantes étudiées en particulier Teucrium polium L.,

la valeur RDA recommandée par I'OMS / FAO doit étre prise en considération.
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Cobalt : de symbole Co dans le tableau périodique, le cobalt est un élément
métallique dur et gris. C'est un élément essentiel pour la santé humaine. Il doit
son caractére essentiel en tant qu'atome de liaison central a la vitamine B12
(également appelée cobalamine) qui est nécessaire pour le métabolisme des
folates et des acides gras. En effet, le cobalt entre dans la structure de la vitamine
B12 (le cobalt n'est présent dans 1'organisme qu’en compagnie de la vitamine B-
12). Celle-ci est essentielle a la production des globules rouges (érythropoiése).
Il est également nécessaire au bon fonctionnement du systéme nerveux. Il fait
partie du cycle de Krebs biotine-dépendant. C'est le processus que le corps utilise
pour décomposer les sucres en énergie. L'organisme humain ne peut fabriquer de
la vitamine B12 sans apport de cobalt. Le cobalt via la vitamine B12 permet de
combattre l'anémie et la carence en fer dans le sang. L'oligo-élément est
également utilisé pour combattre les migraines et pour les troubles vasculaires
qui se déclarent dans les membres inférieurs. Cependant, une forte concentration
en Co peut avoir des effets tres néfastes sur la santé [96-98]. Les résultats obtenus
au cours de notre étude montrent que les concentrations en Co varient de 0,051 a
0,78 mg / kg. La plante Mentha pulegium L. présente la plus forte teneur en
cobalt, contrairement a la plante Matricaria chamomilla L. qui a la plus faible
concentration en Co (Tableau I11.1). L'apport journalier recommandé (RDA) en
cobalt n'a pas été fixé, car sa seule forme d’existence est la vitamine B12 dont il
fait partie intégrante. Au Royaume-Uni (United Kingdom), on a fixé I'apport
quotidien en vitamine B12 a 2.4 microgrammes / jour pour les adultes, 2.6
microgrammes / jour pour les femmes enceintes et 2.8 microgrammes / jour pour
les femmes allaitantes.

Fer : de symbole Fe dans le tableau périodique des éléments chimiques, le fer
compte parmi les oligo-éléments essentiels pour le sang, En conséquence, il est
important de consommer du fer tous les jours. Il intervient dans beaucoup de
fonctions physiologiques, et plus particulierement dans le transport et le stockage
de I’oxygene dans le sang en tant que constituant de I’hémoglobine et le pigment
rouge des globules sanguins. Le fer de I'hémoglobine transporte I'oxygene de l'air
inspiré vers tous les organes de lI'organisme. Les globules rouges, quant a eux,
distribuent I'oxygéne des poumons vers I'ensemble des cellules de I'organisme,

leur permettant de produire I'énergie corporelle nécessaire. Le fer est également
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essentiel au métabolisme énergetique cellulaire. Il intervient dans le stockage de
I’oxygene au sein des cellules musculaires. Celles-ci ont la capacité de stocker
I'oxygéne pour permettre des réactions rapides. Dans les muscles, I'oxygene et
les protéines contenant du fer se lient pour former la myoglobine, pigment
d’origine respiratoire présent dans le muscle. Les analyses effectuées sur les
plantés étudiées montrent que les concentrations en fer varient de 56 a 1604 mg
/ kg. Comme dans le cas du Co, M. pulegium L. présente la plus grande
concentration en fer contrairement a la plante M. chamomilla L., dont la

concentration est la plus faible.

** Malgré I'importance du fer pour la santé humaine, son apport doit étre respecté

en-deca des limites admissibles recommandées par le Comité mixte de

I'Organisation mondiale de la santé (OMS) / Organisation pour l'alimentation et
l'agriculture (FAW). Afin d'éviter les risques d'intoxication due au fer, la

consommation journaliére de la plante M. pulegium L. doit étre inférieure a 5

grammes.

Potassium : de symbole K (dans le tableau périodique des éléments), le
potassium compte parmi les sels minéraux. C’est un nutriment essentiel a
I’alimentation. Il est présent dans chacune des cellules de I’organisme et joue un
role majeur dans le bon fonctionnement de 1’organisme humain, le maintien et
I’équilibre de la différence de concentrations entre I’intérieur et I’extérieur de la
cellule. Il est a I’origine d’un potentiel d’action appelé influx nerveux qui permet
d’activer les cellules nerveuses et musculaires. Les concentrations en potassium
résultant de notre étude varient de 7619 a 14298 mg / kg. La plus faible des
concentrations est attribuée a la plante Teucrium polium L.

Magnésium : de symbole Mg, celui-ci est un minéral essentiel a de nombreuses
fonctions de I'organisme humain. Cependant, il est surtout connu pour préserver
I'équilibre nerveux et musculaire. Le magnésium (Mg) est impliqué dans plus de
300 réactions enzymatiques indispensables pour 1’organisme. Le corps d’un
adulte contient environ 25 grammes de ce mineral, dont environ 60 % sont
stockés dans les os permettant de maintenir leur structure. Par ailleurs, 25 % sont
utilisés par les muscles. Au sein de I’organisme, le magnésium participe a de
nombreux processus tels que la production, le stockage et le transfert de I’énergie,

le métabolisme des glucides, des lipides et des protéines, le fonctionnement du

49


https://fr.wikipedia.org/wiki/Nutriment

Chapitre Il

Résultat et discussion

systéme nerveux et des muscles, la réduction de la fatigue et le fonctionnement
psychique. Il contribue également a la décontraction musculaire. Par ailleurs, le
magnésium sert a la transmission de I'influx nerveux, a la fabrication de protéines
et a la régulation du rythme cardiaque. Les teneurs en Mg déterminées dans notre
étude varient de 145 a 441.5 mg / kg, la plus faible des concentrations concerne
M. chamomilla L. La plante M. pulegium est, quant a elle, la plus riche en Mg.
Manganese : de symbole Mn, le manganése fait partie des oligo-éléments
essentiels, non-synthétisés par I'organisme. Il entre dans la composition de
nombreuses enzymes indispensables a de multiples réactions avec celui-ci. Le
manganése contribue a l'assimilation des lipides et des glucides par notre corps.
Il aide également a réguler notre taux de sucre dans le sang et a lutter contre les
radicaux libres. Cependant, lorsque qu’il est présent a des concentrations trop
élevées, il devient toxique. Le corps humain renferme environ 20 mg de
manganese répartis principalement dans les os, le foie, et les reins. Les risques
en carences de ce minéral peuvent entrainer 1’apparition de certains troubles tels
que les atteintes nerveuses et osseuses.

Les concentrations de manganeése (Mn) obtenues dans cette étude varient de 28 a
71 mg / kg. La plus faible et la plus grande des concentrations concernent
respectivement la plante M. chamomilla L. et la plante M. pulegium L.
Molybdene : de symbole Mo, le molybdéne compte la aussi parmi les oligo-
éléments essentiels a I'organisme. On le retrouve en tres faibles quantités dans
I'organisme. 1l est stocké surtout dans le foie et les reins. Cet élément permet
notamment la synthese de protéines, d'enzymes et des purines qui entrent dans la
composition de I'ADN. En effet, il entre dans la composition de I’enzyme qui
permet I’absorption du fer au niveau des intestins. Le molybdeéne renforce la
solidité des dents et des os, il favorise entre autres la rétention du fluor. Sa carence
dans I’organisme entraine un dysfonctionnement du foie, ainsi que des problémes
buccaux et des inflammations gingivales. Ce manque (de molybdéne) peut aussi
aggraver certaines maladies telles que celles de Crohn, la sarcoidose ou encore
celle de Wilson, et causer migraines, vomissements et tachycardies. Les
concentrations de molybdéne (Mo) obtenues au cours de cette étude varient de
0,28 a 0,78 mg / kg. La plante Teucrium polium L. en présente la plus faible

teneur.
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Sodium : élément chimique de symbole Na, il est le sixieme élément le plus
abondant dans la crodte terrestre, qui en contient 2.83 % et ce, sous différentes
formes. Aprés le chlore, le sodium est le deuxieme élément le plus abondant
dissous dans I'eau de mer. Les sels de sodium les plus importants trouvés dans la
nature sont le chlorure de sodium (sel de roche), le carbonate de sodium (soude),
le borate de sodium (borax), le nitrate de sodium et le sulfate de sodium. Les sels
de sodium sont trouvés dans I'eau de mer, les lacs salés, les lacs alcalins et dans
I'eau de source minérale. Les concentrations de sodium (Na) obtenues dans cette
étude varient de 803 a 10790 mg / kg. La plus faible concentration revient a la
plante Teucrium polium L. La plante Mentha pulegium L. renferme la plus grande
concentration en sodium

Zinc : de symbole Zn dans le tableau périodique des éléments, le zinc est un
oligo-élément essentiel pour la santé humaine. Il intervient dans de nombreuses
réactions enzymatiques et joue un réle important dans la fonction immunitaire et
ce, en protégeant le corps humain contre diverses maladies courantes. Il contribue
également dans le role du métabolisme de la plante. Les concentrations en zinc
(Zn) contenues dans les plantes étudiées varient de 19,35 a 44.5 mg / kg. La plus
grande et la plus faible des concentrations reviennent respectivement aux plantes
M. pulegium L. et M. chamomilla L. L'apport quotidien en zinc est entre 0.193—
0.445 mg / jour. Cet apport nutritionnel est beaucoup moins important que celui

recommandé par la DRA (8-12 mg / jour).

Les éléments potentiellement toxiques et apport quotidien tolérable (TDI)

Plusieurs études se sont concentrées sur les problemes toxicologiques et I'effet nocif

des oligo-éléments sur la santé humaine. L'adoption de limites maximales

acceptables pour leur consommation quotidienne peut avoir des effets néfastes sur

la santé. Parmi ces éléments chimiques toxiques et nocifs pour la santé humaine, on

retrouve le brome (Br), le thorium (Th) et I'antimoine (Sb). Le tableau I11.3 montre

que ces eléments potentiels toxiques (Br, Th et Sb) sont presents a des teneurs de

traces tout comme le reste des éléments chimiques non-essentiels.

+ Pour valider les résultats obtenus lors de notre travail, nous avons procédé a I’analyse des
standards de références a savoir : NIST 1573a, NIST-1570a, IPE 189 et IPE 172.
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Les choix judicieux de ces standards et des conditions d’irradiation, de décroissance et de
mesure pour ce type d’analyse permettraient sans aucun doute d’améliorer la qualité des
résultats. Généralement, 1’évaluation est basée sur les comparaisons d’une part, des
résultats calculés et certifiés de ces standards et d’autre part, des parameétres statistiques
d’U-score et de Z-score.
L'évaluation a I’aide de 1’U-score inclut les incertitudes des mesures et I'incertitude de la
valeur trouvée. D'autre part, dans le cas du Z-score, l'incertitude de la mesure n'est pas
prise en compte dans I'évaluation de la performance. Cependant, la performance de la
méthode est plus significative par 1’application de 1’U-score.
Dans ces contextes, on note que les valeurs calculées sont en accord avec les valeurs
certifiées pour la majorité des éléments analysés. Les parameétres statistiques d’évaluation
indiquent que les résultats obtenus sont considérés acceptables du point de vue analytique.
Les valeurs des parametres statistiques Z-score et U-score révelent que la validation par
les CRM est la démarche la plus recommandée par la norme 1SO17025 : 2005. Pour la
majorité des éléments, on remargue que les valeurs calculées et les valeurs certifiées sont
proches.
D’une maniére générale, les standards de NIST-1570a et NIST-1573a présentent les
meilleurs résultats en comparaison avec le IPE 189 et IPE 172. Par voie de conséquence,
on conclut que parmi les deux standards de NIST, celui utilisé pour doser les éléments est
le meilleur choix quant a son utilisation dans le dosage des éléments de nos échantillons.
+ Au cours de cette étude et lors de la détermination des éléments minéraux par la technique
d'INAA, on n’a observé que 1’absence de 1’¢lément sélénium (Tableau I11.1). Notons que
cette technique est utilisée en routine dans notre laboratoire pour le dosage des éléments
minéraux, notamment ceux de faible concentration. Parmi les raisons qui n’ont pas permis
de détecter le sélénium, c’est sa faible concentration qui a entrainé des hauteurs de pics du
Se négligeables (21,12 keV, 136 keV, 264,66 keV, 279,54 keV, 400 keV) en présence
d’autres pics plus émergents et qui s’imposent dans le plateau de Compton (Figure 111.2).
Pour pallier ce probléeme analytique, il a été nécessaire de mettre en place la technique de
séparation radiochimique (RNAA) du sélénium pour les échantillons en question.

Les résultats des teneurs en sélénium present dans les échantillons de M. pulegium L.
obtenus par la méthode RNAA sont présentes dans le tableau 111.11, avec un rendement
de radio-séparation suffisant et égal a (85,47 + 1,53) % [26,99,100]. D’autre part, pour
estimer correctement ce résultat et valider la méthode de RNAA implémentée, on a utilisé

le standard de NIST-1573a comme référence. Le résultat de NIST1573a de sélénium
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obtenu par RNAA est présenté dans le tableau I11.1. A partir de ces résultats obtenus, on

peut conclure que la validation de la technique RNAA a été satisfaisante.

111.3. Analyse des compositions chimiques organiques (CoOmposes organiques

volatils et non-volatils)

Dans cette partie, I’analyse des compositions chimiques organiques se compose de deux
volets dont le premier est consacré aux huiles essentielles extraites a partir des trois plantes
étudiées a savoir : Mentha pulegium L., Teucrium polium L. et Matricaria chamomilla L. Quant
au second, il est dédié pour 1’analyse des composés organiques non-volatils des extraits bruts

(extraits méthanoliques).
111.3.1. Huiles essentielles des plantes

Dans cette partie, les huiles essentielles (HE) des parties aériennes des trois plantes, T. polium
L., M. chamomilla L. et M. pulegium L., ont été extraites par hydro-distillation (HD) avec un
appareil de Clevenger, a I’exception de M. pulegium ou les HE ont été obtenues par trois
méthodes qui sont I’hydro-distillation (HD), la distillation a la vapeur (SD) et la distillation aux
micro-ondes (MAD)). Tous les d'extraits d'HE ont été collectés séparément dans des vials
sombres, séchés au sulfate de sodium anhydre, étiquetés et conservés a une température +4°C

jusqu’a leur utilisation.

Le rendement moyen pour 1I’ensemble des plantes varie de 0,023 % a 0,204 % (mL / g, poids
humide) (Tableaux I11.4-6). Au vu des résultats obtenus, on note que les meilleurs rendements
reviennent a M. pulegium L. La différence des rendements des huiles essentielles est une routine
courante puisqu’ils dépendent de plusieurs facteurs, a savoir la géographie des especes, les
pratiques culturales, la technique d’extraction, ...etc. Plusieurs travaux scientifiques ont montre
que le rendement d'extraction des huiles essentielles varie en fonction de I'origine de la plante
[101,102]. Les résultats montrent que le rendement en huiles essentielles de ces trois plantes

étudiées est relativement faible.

Pour identifier I’ensemble des composés des extraits, I'analyse des huiles essentielles des trois
plantes étudiées, T. polium L., M. chamomilla L. et M. pulegium L., a été réalisee dans un
premier temps par chromatographie en phase gazeuse avec un détecteur a ionisation de flammes

(CPG / FID). Dans un deuxiéme temps, toutes les huiles essentielles ont été analysées par
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chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC/MS).
L’identification des constituants chimiques d'HE des trois plantes a été obtenue par 1’utilisation
des indices de rétention (IR) sur colonnes, polaire et apolaire, par I’analyse des spectres de
masse des composés constitutifs, et par la comparaison de ces données a celles des bases de

données électroniques, WILEY et NIST, ainsi que des bases bibliographiques [77].

Les analyses chromatographiques de ’huile essentielle de T. polium, ont révélé la présence
de 37 composés (Tableau I11.4). Les monoterpénes hydrocarbonés qui représentent 71,46 %
de la teneur totale en huiles essentielles sont le groupe principal. Ils sont suivis par les
sesquiterpenes hydrocarbonés dont le taux s’éléve a 16,32 %. Les monoterpénes oxygénés et
les sesquiterpenes oxygénés sont présents a des taux respectifs de 4,64 % et de 0,60 % de la
teneur globale. Cette huile est caractérisée par sa richesse en f-pinéne, avec une teneur de
36,68 %, suivie par I’a-pinene (14,62 %), le D—germacrene (9,97 %), le limonéne (9,78 %),

et enfin le myrcéne (7,98 %). Les autres composés détectés ont une teneur inférieure a 1,5%.

Tableau I11.4 : Composition chimique de I’huile essentielle de Teucrium polium L.

. . HD

N Composes? IR® TR %

1 2-hexenal 854 8,462 0,13
2 a-thujéne 931 13,073 0,15
3 a-pinéne 939 13,661 14,62
4 Campheéne 953 14,454 0,3
5 B-Pinéne 980 16,948 36,68
6 Myrcéne 991 18,033 _7.98
7 Limonene 1031 20,642 9,78
8 Cis-Ocimene 1040 21,348 0,260
9 trans-Ociméne 1050 22,126 1,30
10 | y-Terpinéne 1062 22,738 0.1
11 | Terpinoléne 1088 24,916 0.29
12 | Linalool 1098 25,960 0.68
13 | Nonanal 1098 26,272 0.13
14 | Nopinone 1137 28,387 0.20
15 | trans-Pinocarveol 1139 28,569 0.86
16 | Camphor 1143 28,912 0,19
17 | trans-Verbenol 1144 29,066 0,27
18 | Pinocarvone 1162 30,313 0,64
19 | Borneol 1165 30,539 0,14
20 | 4-Terpineol 1177 31,417 0,18
21 | a-Terpineol 1189 32,453 0,15
22 | Myrtenal 1194 32,779 1,26
23 | Nerol 1228 35,197 0,14
24 | Bornyl acetate 1285 39,097 0,27
25 | alpha,-Cubebéne 1351 43,346 0,10
26 | alpha,-Copaene 1376 44,977 0,12
27 | p-Bourbonene 1384 45,565 1,06
28 | pB-elemeéne 1391 46,072 0,16
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29 | Germacréne-D 1480 | 51,799 9,97
30 | B-Selinene 1485 51,986 1,08
31 | bicyclogermacréne 1494 | 52,603 2,56
32 | a-Guaiene 1500 48,972 0,18
33 | delta,-Cadinéne 1524 54,192 0,93
34 | Germacrene B 1556 56,009 0,16
35 | Spathulenol 1576 57,224 0,36
36 | B-Eudesmol 1649 61,294 0,18
37 | alpha,-Cadinol 1653 61,564 0,28

Total Identifié 93,84

Rendement d’HE (v/w) % 0,048

Monoterpénes hydrocarbonés 71,46
Monoterpénes oxygénés 4,64
Sesquiterpénes hydrocarbonés 16,32
Sesquiterpenes oxygénés 0,82
Autres composés 0,60

Avec: 2 IR Indices de rétention déterminés expérimentalement et TR: Temps de rétention

+ L’analyse de l'huile essentielle de M. chamomilla a révélé la présence de 45 composés

(Tableau I11.5). Cette huile se caractérise par sa richesse en 1,8-cinéole dont le taux s’éléve

a 13,63 %. Il est suivi de pres par le D-germacréne (12,40 %), puis de 1’artemisia cétone
(8,38 %), le sabinéne (7,28%), I’a-pinéne (5,20 %), le B-pinéne (3,25 %), I’a- muroléne
(2,84 %), le 4-terpinéol (2,74 %), trans-caryophylléne (2,67 %), le 3-élemene (2,55 %) et

le trans-chrysanthényl acétate (2,27 %). Les autres composés détectés sont présents a des

taux inférieurs a 1,8 %. On note également que les monoterpenes oxygénés (35,11 %)

représentent la principale classe de cette HE suivis par celle des sesquiterpénes

hydrocarbonés (26,94 %), des monoterpenes hydrocarbonés (20,06 %), et enfin des

sesquiterpenes oxygénes (2,89 %).

Tableau I11.5 : Composition chimique de I’huile essentielle de Matricaria chamomilla L.

N° Composés IR® HD

TR %
1 Santolina triéne 908 | 11,831 | 0,39
2 a-pinéne 939 | 13,576 | 5,20
3 Camphene 953 | 14,427 | 0,29
4 Sabinéne 976 | 16,561 | 7,28
5 B-pinéne 980 | 16,694 | 3,25
6 Myrcéne 991 | 17,854 | 1,50
7 Yomogi alcohol 998 18,663 | 0,77
8 a-terpinéne 1018 | 19,538 | 0,73
9 1,8-cinéole 1033 | 20,869 | 13,63
10 y-terpinéne 1063 | 22,798 | 1.1
11 Artemisia cétone 1071 | 23,414 | 8,38
12 Artemisia alcool 1083 | 24,795 | 0,26
13 Erpinoléne 1088 | 24,968 | 0,32
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14 a-thujone 1102 | 26,295 | 1,30
15 chrysanthenone 1123 | 27,697 | 0,70
16 Trans-pinocarveol 1139 | 28,607 | 0,58
17 Camphor 1143 | 28,969 | 0,43
18 Pinocarvone 1162 | 30,373 | 0,83
19 Pinocamphone 1160 | 31,229 | 1,70
20 4-terpinéol 1177 | 31,698 | 2,74
21 a-terpinéol 1189 | 32,656 | 0,90
22 Myrtenal 1193 | 32,918 | 1,60
23 Myrtenol 1194 | 33,049 | 0,74
24 Citronellol 1228 | 35,457 | 0,33
25 Trans-chrysanthényl acétate 1235 | 35,837 | 2,27
26 Geraniol 1255 | 37,17 0,22
27 Cis-chrysanthenyl acétate 1262 | 37,526 | 0,40
28 Bornyl acétate 1285 | 39,151 | 0,52
29 d-élémene 1339 | 42,676 | 2,55
30 Neryl acétate 1365 | 44,548 | 0,55
31 Cyclosativéne 1368 | 44,417 | 0,60
32 a-Copaéne 1376 | 45,045 | 0,83
33 Geranyl acétate 1383 | 45,811 | 0,32
34 B-élémene 1391 | 46,165 | 0,99
35 Trans-caryophylléne 1418 | 47,859 | 2,67
36 a-humuléne 1454 | 49,84 0,52
37 (E)- B-farnesene 1458 | 50,451 | 0,51
38 Germacrene-D 1480 | 51,952 | 12,40
39 Bicyclogermacréne 1494 | 52,661 | 1,70
40 a-Muuroléne 1499 | 52,964 | 2,84
41 d-cadinéne 1524 | 54,266 | 1,33
42 Elémol 1549 | 55,728 | 0,26
43 spathulénol 1576 | 57,373 | 0,78
44 Caryophyllene oxide 1581 | 57,648 | 1,22
45 a-cadinol 1653 | 61,695 | 0,63
Composés totaux identifiés 89,060
Rendement d’HE (v/w) % 0,023
Monoterpénes hydrocarbonés 20,06
Monoterpénes oxygénés 35,11
Sesquiterpéenes hydrocarbonés 26,94
Sesquiterpénes oxygénés 2,89
Autres composés 4,06

+ Les 26 constituants identifiés de I'huile essentielle contenue dans les parties aériennes de

Mentha pulegium L. sont rapportés dans le tableau I11.6. Ces composés représentent 85.74

% de la composition globale de cette huile. La pulégone, présente avec une teneur trés

importante de 74.81 %, est le composé majoritaire. Elle est suivie, mais de loin, par la

menthone dont le taux s’éléve a 13.01 %. D'autres composés, entre autres, la pipéritone

(3.82 %), le limonéne (1.55 %), la Cis-isopulégone (1.31 %) enrichissent la composition

de cette HE. Les autres constituants présents ont une teneur inférieure a 1%.

Notons que I’huile essentielle de Mentha pulegium L. se caractérise par une presence

majoritaire trés élevée en monoterpénes oxygénés dont la teneur est prés de 94 %. Avec
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des taux beaucoup moins importants, ils sont suivis par les monoterpénes hydrocarbonés

(2,54 %), les sesquiterpenes hydrocarbonés (0,64 %) et enfin, les sesquiterpénes oxygénés

(0,03 %).

Tableau I11.6 : Variabilité de la composition chimique de ’huile essentielle de Mentha pulegium L.

en fonction du mode d’extraction

Techniques d’extraction
N° Composés IR? HD SD MAD
TR % TR % TR %
1 | o- Thujene 931 - - - - 13,014 | 0,01
2 a-Pinene 939 | 13,415 0,42 13,441 0,24 13,415 0,07
3 Cyclohexanone, 3-methyl 952 | 14,494 0,07 14,532 0,04 14,494 0,01
4 Camphéne 953 - - - - 14,397 0,01
5 [ Sabinéne 976 | 16,28 0,06 - - 16,275 [ 0,01
6 | B-Pinéne 980 | 16412 | 030 | 16,437 | 024 | 16,407 | 0,05
7 3-Octenone 986 | 17,408 0,20 17,439 0,17 17,418 0,04
8 Myrcene 991 | 17,731 0,16 17,757 0,11 17,726 0,01
9 | 3-Octanol 993 | 18,094 | 0,03 | 18,118 | 0,03 | 18,198 | 0,01
10 | Pseudolimonéne 1004 | 18472 | 0,03 | 18,494 | 0,03 | 18462 | 0,03
11 | Limonene 1031 | 20,415 155 20,464 137 20,384 0,17
12 | Terpinoléne 1088 | 24,896 0,02 - - - -
13 | Linalool 1098 - - 25,987 | 0,01 - -
14 | Menthone 1154 | 30,114 | 1301 | 30,166 | 8,69 | 30,418 | 5,72
15 | Isomenthone 1164 | 30,559 0,73 30,577 0,45 30,734 0,18
16 | Cis-Isopulégone 1172 [ 31428 | 137 [31441| 111 |[31471| 013
17 | Menthol 1173 | 31,156 0,11 - - 31,025 0,02
18 | a-Terpineol 1189 | 33,356 0,14 34,004 0,18 32,965 0,02
19 | Pulegone 1237 [ 37,071 | 7481 | 37549 | 7317 | 36,697 | 7152
20 | M’nthyl acetate 1294 | 38,592 0,23 38,754 0,28 38,503 0,02
21 | Piperitone 1340 | 42,972 3,82 43,247 577 42,869 0,39
22 | (E)-Caryophylléne 1418 | 47,728 | 0,16 [ 47779 | 0,18 | 47,685 | 0,04
23 | a- Humuléne 1454 | 49,849 0,43 49,911 0,56 49,800 0,07
24 | Germacréne D 1480 | 51,542 0,05 51,565 0,03 52,513 0,08
25 | (-)-Caryophyllene oxide 1581 | 57,495 [ 0,01 |[57,519 | 0,05 | 5749 | 0,14
26 | Humulene Oxide 1606 | 59,001 [ 0,02 [ 59,032 | 0,09 | 59,004 | 0,20
Composés totaux identifiés 97,73 92,80 78,95
Rendement d’HE (v/iw) % 0,204 0,200 0,175
Monoterpénes hydrocarbonés 2,54 1,99 0,36
Monoterpénes oxygenes 93,99 89,38 77,98
Sesquiterpenes hydrocarbonés 0,64 0,77 0,19
Sesquiterpénes oxygénés 0,03 0,14 0,34
Autres composés 0,53 0,52 0,08

Avec : (-) : non déterminé

+ Les propriétés physico-chimiques des HE telles que I'indice de réfraction, la densité et
I’indice de réfraction, constituent un moyen de vérification et de controle de leur qualité.
Dans cette étude, nous avons déterminé quelques propriétés des huiles essentielles

obtenues par hydro-distillation a partir de T. polium, M. chamomilla et M. pulegium. Les
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analyses ont été réalisées selon un protocole de normes émis par I'Organisation

Internationale de Normalisation (ISO). Les résultats sont rapportes dans le tableau 111.7.

Tableau 111.7 : Propriétés physico-chimiques des HE extraites a partir des plantes étudiées

Caractéristiques | T.polium L. | M. chamomilla L. [ M. pulegium L.

Couleur vert clair Jaune péale jaune clair
Densité a 25°C 870,2 933.9 933.9
(mg/ml)
Indice de réfraction 1,4727 1,4727 1,4760

Les plantes médicinales (PM) telles que la T. polium L., la M. chamomilla L. et la M. pulegium
L., sont une source importante de substances naturelles utilisées en thérapeutique et ce, dans le
monde entier et plus particulierement en Algérie. D'apres la littérature, il y a prés de la moitié
des médicaments, utilisés aujourd’hui, qui sont d’origine végétale, et le quart de ces
médicaments renferme des extraits de plantes ou des molécules actives provenant directement
de plantes. Selon I'Organisation mondiale de la santé (OMS), 21 000 plantes ont une valeur
médicinale sur 300 000 espéces disponibles dans le monde [103]. Cependant, malgré
I’importance de ces substances naturelles, il est & noter qu'a peine prés de 3000 plantes ont fait
I’objet d’études scientifiques, chimiques, biologiques ou pharmacologiques [104].

Dans cette étude, pour les trois huiles essentielles extraites a partir des plantes étudiées, les
résultats obtenus et répertoriés dans les tableaux I11.4, 5 et 6, montrent des différences aussi
bien qualitatives que quantitatives. Les rendements s’échelonnent entre 0,023 et 0,204 %.

En Algérie, la plante médicinale M. pulegium L. est largement utilisée en médecine
traditionnelle. Le tableau 111.8, représente la comparaison des teneurs en composes majoritaires
de notre huile essentielle avec celles publiées dans la littérature [105-113]. La plupart des
études ont indiqué que les monoterpénes oxygénés, avec a leur téte les trois cétones, la
menthone, la pulégone et la pipéritone, sont majoritairement présents dans I'huile essentielle de
M. pulegum:- Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus dans notre étude, comme le montre
le tableau I11.8. Ce dernier montre également que nos resultats présentent une variabilité dans
les teneurs des composés majoritaires avec les travaux scientifiques publiés dans la littérature
[105,110,112].
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Tableau I11.8 : Comparaison des teneurs des composes majoritaires obtenus et présents dans

I’HE de M. pulegium L. avec ceux publiés dans la littérature

Pays Teneurs en % des composés majoritaires présents dans ’HE de | Technique Organe Humidité
M. pulegium L. d’extraction utilisé (sec ou
frais)
Limonene Menthone Menthol Pulegone | Piperitone
Nos données 1,55 13,01 0,11 74,81 3,82 HD Partie
1,37 8,69 - 73,17 577 SD aérienne Fraiche
0,17 5,72 0,02 71,52 0,39 MAD
Algérie [105] 2,1 0,4 - 76,9 1,3 HD Aériennes séche
Algérie [106] 4,29 19,24 - 38,82 6,35 HD Aériennes séche
Maroc [107] 0,1 0,1 - 69,8 3,1 SD Aériennes séche
Maroc [108] 0,2 4,8 - 74,6 - HD Aériennes séche
Egypte [109] 1,31 - - 43,46 12,2 SD Feuilles séche
Portugal[110] 0,40 9 1,3 80,6 0,04 HD Feuilles -
Italie [111] 0,70 1 - 86,2 - HD Aériennes -
Croatie [112] 1,2 14 - 54,4 3,7 HD Aériennes fraiche
Chili [113] - 20,48 28,79 29,33 - HD Aériennes fraiche

Le tableau I11.9 représente la comparaison des teneurs des composés majoritaires de I'huile

essentielle de la plante T. polium L.

La comparaison des résultats obtenus avec ceux de la littérature montre dans un premier temps
qu’il y a une prédominance des monoterpenes hydrocarbonés. Par ailleurs, cela n’exclut pas
I’existence de certaines différences notamment pour le a-pinéne et le f-pinene en particulier

pour T. polium L. de la Jordanie [114], la Croatie [115] et la Tunisie [116]-Cette variabilité-peut

tre attribuée aussi bien aux facteurs extrinseques qu’aux facteurs intrinséques.

En effet, selon Sofowora (1996) [117], la composition d’une plante en métabolites secondaires
varie en fonction de la situation géographique, de I’organe prélevé, de la période, du moment

de préléevement et des conditions de stockage. Selon plusieurs auteurs, ces métabolites

secondaires sont responsables des propriétés bioactives des plantes.
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Tableau 111.9 : Comparaison des composés majoritaires obtenus de I’HE de T. polium avec
ceux publiés dans la littérature.

Teneurs en % des composés majoritaires présents dans I’HE de T. polium L.
Pays
o-pinene | B-pinene Myrcene Limonéne | Germacrene-D | bicyclogermacréne

Nos données 14,62 36,68 7,98 9,78 9,97 2,56
Algérie 3,30 11,3 1,7 4 25 10,4
Bouira [118]
Algérie 9,7 32,8 7,8 7,3 16,6 3,2
M’sila[60]
Iran[119] 6,97 12,97 2,19 3,45 Nd 1
Jordanie 0,74 1,48 0,48 0,66 2,38 Nd
[114]
Croatie [115] Nd 0,3 0,1 5,9 8,7 Nd
Tunisie[116] 6,6 5,8 15,5 2,2 9 Nd
Maroc [120] 6,76 19,82 2,9 571 18,33 3,21

Avec : Nd: non déterminé

En ce qui concerne I’huile essentielle de la M. chamomilla L., sa composition chimique a
été étudiée dans différents pays, entre autres, la Bosnie, 1’Iran, le Népal, I'Egypte et I’Ethiopie
[121-125]. Ces études ont montré sa grande variabilité aussi bien qualitative (composés
différents) que quantitative (proportions différentes de certains composés).

D'aprés les résultats présentés dans le tableau 111.10, il y apparait des différences dans la
concentration des composés. Ces variations peuvent parfois étre dues a des changements
climatiques, géographiques, saisonniers, ou tout simplement a la quantité d'arrosage ou a la
fertilisation utilisée. Les pratiques culturales peuvent également jouer un réle important dans
la variabilité de la composition chimique des huiles essentielles. Le régime hydrique appliqué
a la plante ou I’apport d’engrais vont avoir une grande influence sur les caractéristiques de
I’huile essentielle. Ces variations peuvent €également avoir une origine génétique.

Enfin, ces variations sont également attribuées aux méthodes d'extraction des HE [126].
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Tableau 111.10 : Comparaison des résultats obtenus pour les composés majoritaires de I’HE de
M. chamomilla L. avec ceux publiés par la littérature.

Teneurs en (%) des Pays
composés Algérie Bosnie[121

L (Nos Iran[122] Népal[123] | Egypte[124] | Ethiopie[125]
majoritaires . 1

données)

a-pinéne 5,20 1,9 0,32 0 0,22 6,953
Sabinéne 7,28 0,6 0,14 0,2 0,29 Nd
1,8-cinéole 13,63 0,1 0,13 Nd Nd 4,139
Artemisia cétone 8,38 0,7 1,05 Nd nd Nd
Germacrene-D 12,40 6,2 3,82 9,1 3,71 Nd

Avec : Nd: non déterminé

Dans un souci €cologique, économique, production de produits d’une part, a haute valeur
ajoutée et d’autre part, les plus proches possible de leurs structures originelles (sans
dénaturation), et afin de satisfaire du mieux possible les critéres exigés pour
la qualité d'une huile essentielle, ces derniéres années, plusieurs techniques d'extraction des
huiles essentielles ou extraits aromatiques ont été développées. On retrouve celles assistées par
micro-ondes, aux ultrasons ou encore ’utilisation d’un solvant supercritique ou la détente
instantanée controlée (DIC) [73,127,128] .

En effet, les composés volatils constituant les huiles essentielles sont connus pour étre sensibles
a la chaleur et aux réactions chimiques. Lors de leur extraction, certaines techniques peuvent
entrainer une perte de composés ou leur décomposition (composés insaturés) par action
thermique ou par hydrolyse. L’extraction par solvants organiques est quant a elle pointée du
doigt, car souvent elle est a 1’origine d’une présence résiduelle de solvants organiques

plus ou moins toxiques.
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111.3.2. Les extraits bruts (extraits méthanoliques)

I11.2.2.1. Rendement d’extraction

L’extraction par macération a froid dans le méthanol a été appliquée pour les trois plantes
étudiées (Teucrium polium L., Matricaria chamomilla L., et Mentha pulegium L.).

Le taux d’extraction est calculé selon la formule suivante :

Rendement (%) = ((Ps1 — Ps2) / Ps3) .... ( Equation III.1)

Avec :
Ps1 : poids du bécher avec I’extrait sec ; PS2 : poids du bécher vide ; Psz : poids de la poudre

initiale.

Le Tableau I11.11 représente le rendement d’extraits bruts exprimés en (%) obtenus par
maceération a froid dans le méthanol et ce, pour les 3 plantes. Les rendements varient entre 15
et 20 %, le plus élevé a été obtenu pour la plante Teucrium polium L. (20,45 %) suivi par celui
de Matricaria chamomilla L. (18,32 %) et de Mentha pulegium (15,16). Ces différences en taux
d’extraction laissent suggérer que 1’abondance des métabolites secondaires dépend entre autres

de leur localisation dans chacune de ces plantes et de la structure cellulaire de celles-ci. [129].

Tableau 111.11 : Rendement (%) d’extraction des parties aériennes des plantes Teucrium
polium L., Matricaria chamomilla L. et Mentha pulegium L.

plantes Rendement (%)
Teucrium polium L., 20,45+0,4
Matricaria chamomilla L. 18,32 + 0,34
Mentha pulegium L. 15,17 £ 0,17

111.3.2.2. Evaluation des teneurs en composés phénoliques (TPC)

La mesure de I'absorbance d'une série de solutions de concentrations connues d'acide gallique
a permis de tracer la droite d’étalonnage (Figure I11.4). Les teneurs en composés phénoliques
de chaque extrait obtenu a partir des plantes Teucrium polium L., Matricaria chamomilla L. et
Mentha pulegium L., ont été alors déterminées a partir de cette courbe d'étalonnage de I'acide
gallique pris comme référence.

La mesure de 1’absorbance pour chacun des extraits soumis au méme protocole d’évaluation a
été réalisée en duplicata. On rapporte lI'absorbance moyenne pour chacune des solutions

d’extrait de concentration inconnue sur I'axe des ordonnées. On trace la droite paralléle a I'axe

62



Chapitre Il Résultat et discussion

des abscisses. L’intersection de cette parallele avec la courbe d’étalonnage permet de lire
directement la concentration inconnue en TPC des extraits.

Pour une meilleure précision, on remplace 1’absorbance moyenne de chacun des extraits dans
I’équation de la droite d’étalonnage (y = 2,49667x + 0,0112 avec y 1’absorbance et x la
concentration). De cette équation, on en déduit x (concentration de chacun de nos extraits). Elle
est exprimée en milligrammes d'équivalent d'acide gallique par gramme d’extrait obtenu (mg

EAG/g d'EX). Les résultats obtenus sont répertoriés dans le tableau I11.12.

=  Courbe standard pour I'acide gallique
I'absorbance A

1.5+

y=2.49667x+0.0112
R’=0.98804

1.0 4

0.5 o

I'absorbance A

0.0 o

T T T 1
0.0 0.2 0.4 0.6

Concentration C( mg/ml)

Figure 111.4 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique

Tableau 111.12 : Teneurs en composés phénoliques contenus dans les plantes étudiées

Plantes Teneur des composés phénoligues totaux
(TPC) en mg EAG/g d'EX

Teucrium polium L. 37,99+0,22

Matricaria chamomilla L. 41,90+ 0,32

Mentha pulegium L. 24,49+ 0,19

Les résultats sont exprimés en moyenne + SD (n = 3 essais pour chaque échantillon)

111.3.2.3. Evaluation des teneurs en flavonoides (TFC)

La mesure de I'absorbance d'une série de solutions de concentrations connues de rutine a permis
de tracer la droite d’étalonnage (Figure II1.5). Les teneurs en composés flavoniques de chaque
extrait obtenu a partir des plantes Teucrium polium L., Matricaria chamomilla L. et Mentha
pulegium L., ont été alors déterminées a partir de cette courbe d'étalonnage obtenue avec la

rutine prise comme référence.
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La mesure de 1’absorbance pour chacun des extraits soumis au méme protocole d’évaluation
des flavonoides totaux a été réalisée en duplicata. D’une maniére similaire a celle des phénols
totaux, on rapporte l'absorbance moyenne pour chacune des solutions d’extrait
de concentration inconnue sur I'axe des ordonnées. On trace la droite parallele a I'axe des
abscisses. L’intersection de cette paralléle avec la courbe d’étalonnage, obtenue avec la rutine,
permet de lire directement la concentration inconnue en TFC de chacun des extraits.

Pour une meilleure précision, on remplace 1’absorbance moyenne de chacun des extraits dans
1I’équation de la droite d’étalonnage (y = 9,11752x + 0,03667 d’ou x = ((y- 0,03667)/ 9,11752)
avec y I’absorbance et x la concentration). De cette équation, on en déduit x (concentration de
chacun de nos extraits). Elle est exprimée en milligrammes d'équivalents de rutine par
gramme d’extrait obtenu (mg RuE / g EX). Les résultats obtenus sont répertoriés dans le tableau
111.13.

Tableau 11l. 13 : Rendements en flavonoides totaux (TFC) contenus dans les extraits
méthanoliques des parties aériennes de plantes Teucrium polium L., Matricaria chamomilla L.
et Mentha pulegium L.

Teneur des Plantes

flavonoides totaux | Teucrium polium L. | Matricaria chamomilla L. | Mentha pulegium L.

(mg RuE/g EX) 23,75+ 0,41 17,05 + 1,24 18,77 £ 0,14

Les résultats sont exprimés en moyenne = SD (n = 3 essais pour chaque échantillon).

= Courbe standard de Rutin
— l'absorbance A

1.6

y=9.11752x+0.03667
R?=0.99797

1.4+
1.2
1.0

0.8

['absorbance A

0.6

0.4

0.2

0.0 T T T T T T T T T 1
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12 0.14 0.16 0.18 0.20

(Im/gm)C noitartecnoC!
Figure 111.5 : Courbe standard de la rutine

Méme si la macération a froid reste une méthode d’extraction non-epuisante, les résultats
obtenus montrent que les parties aériennes des plantes étudiées presentent

de rendements conséquents en composés phénoliques et flavonoides.
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L’extrait brut des Teucrium polium L. enregistre le meilleur rendement (20,45 %), suivi par
celui de Matricaria chamomilla L. (18,32 %) et Mentha pulegium L., (15,17 %).

En ce qui concerne les phénols totaux de la plante Matricaria chamomilla a le plus grand
rendement (41,90 mg EAG / g d'extrait) suivi par de Teucrium polium L. (37,99 mg EAG / ¢
d'extrait) et Mentha pulegium (24,49 mg EAG / g d'extrait). Les résultats du dosage des
flavonoides totaux contenus dans les extraits méthanoliques des plantes Teucrium polium L.,
Mentha pulegium L. et Matricaria chamomilla L, sont respectivement, de 23,75 ; 18,77 et 17,05
mg RUE / g d'extrait (Tableau 111.13).

A T’exception de quelques différences qui subsistent et qui peuvent €tre attribuées aussi bien
aux facteurs extrinséques qu’aux facteurs intrinséques, les résultats obtenus pour les extraits
méthanoliques des plantes étudiées montrent une grande similitude avec ceux de la littérature
(Tableau 111.14).

Tableau 111.14 : Comparaison des résultats des TPC et TFC obtenus (a partir de Teucrium
polium L., Matricaria chamomilla L. et Mentha pulegium L.) avec ceux donnés par la
littérature.

Plantes Nos résultats Résultats publiés dans la littérature [130-141]
M’sila [130] Tunisie[131] | Maroc[132] Serbie [133]
Teucrium TPC 37,99 86, 63 34,7 95,53 233,68
poliumL. | TFC 23,75 | 24,43 2,67 101,9 47,8
R (%) 20,45 | 17,5 Nd Nd Nd
- Boumerdes[134] | Egypte[135] | Maroc[136] Iran[137]
Matricaria " Tpc 41,90 | 50,75 22,4 19,62 7,94
chamomilla rc 17,05 | 36,72 18 17,2 3,15
' R (%) 18,32 | 152 Nd 16,76 Nd
.. . Turquie
Vi El-Tarf [138] Tunisie[139] | Croatie [140] [141]
pulegium TPC 24,49 17,00 37,4 157,92 97,2
L. TFC 18,77 13,72 33,83 18,58 20,88
R(%) | 15,168 | Nd 24 10,68 25,85

Avec : Nd : non déterminé

Les travaux de Ksouri et al. (2008) [142] ont rapporté que le contenu en composeés phénoliques
dans les plantes dépendent d’une part, des conditions environnementales comme la température,
I’intensité lumineuse et la salinité et d’autre part, des facteurs biologiques tels que le génotype,
I’organe et I’ontogenese. Par ailleurs, la solubilité des composés phénoliques est régie par le

type d'extraction, du solvant utilisé, leur degré de polymerisation et leur interaction [142].
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I11.4. Etude des activités biologiques des huiles essentielles et extraits

meéthanoliques

111.4.1. Méthodes d’évaluation du potentiel antioxydant des huiles essentielles et des

extraits méthanoliques in vitro

Dans cette étude, la mise en évidence du pouvoir antioxydant des huiles essentielles et
des extraits méthanoliques des plantes étudiées a été réalisée par quatre techniques chimiques
qui sont : la méthode du DPPHe, ’ABTS+, le blanchiment du B-caroténe et I’inhibition du
radical galvinoxyl (GOR)

111.4.1.1. Activité antioxydante déterminée par la méthode du DPPH

La méthode du DPPHe est rapide, et simple tout en étant trés sensible [143]. D’aprés les
travaux scientifiques, prés de 90 % des études utilisent la méthode du DPPHe [144].
Pour chaque échantillon testé, les graphes de 1’absorbance du radical libre DPPH en fonction
des concentrations utilisées permettent d’obtenir le-pourcentage d’inhibition pour chacune de
ces concentrations (Figure 111.6).

Les résultats obtenus pour la concentration d’inhibition de la moitié de la quantité initiale
(ICso) des radicaux présents dans chacun des extraits étudiés (huiles essentielles et extraits

méthanolique) sont rapportés dans le tableau I11.15.

Tableau 111.15 : Concentration inhibitrice 1Cso (ug / mL) in vitro des extraits (huiles

essentielles et extraits méthanoliques) obtenus a partir des plantes étudiées

Plantes et Nature de 1’extrait Symbole ICso (g / mL)
standards
Teucrium Huile essentielle J-oil 54910,4 + 34,0
polium L. Extrait méthanolique J 8,68 + 0,33
Matricaria Huile essentielle Ba-oil 25091,5+12,0
chamomilla L. Extrait méthanolique Ba 324,40 £ 3.33
Mentha Huile essentielle MP-oil 25492 + 272
pulegium L. Extrait méthanolique MP 233,35+ 5,98
Butylhydroxytoluéne (BHT) BHT1 12,99 + 0,41
S}?ﬂdafds de Butylhydroxyanisol (BHA) BHA 15,21 + 0,41
reterence Vitamine E (ou a-Tocophérol) | V.E 1 15,81 + 0,54

* Valeurs moyennes de trois mesures (n = 3) £ SD.
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Figure 111.6 : % d’inhibition du radical DPPH en fonction des concentrations des extraits
(huiles essentielles, extraits méthanoliques et standards)
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L’activité anti-oxydante des huiles essentielles et extraits méthanoliques de nos échantillons
vis-a-vis du radical libre DPPH a été évaluée en suivant la réduction de ce radical qui
s’accompagne par son passage de la couleur violette (DPPH¢) a la couleur jaune (DPPH-H).
Les résultats obtenus pour cette étude (tableau 111.15) indiquent clairement que tous les extraits
méthanoliques présentent nettement une plus grande activité anti-oxydante que les huiles
essentielles vis-a-vis de ce radical libre DPPH. Les concentrations minimales des extraits
méthanoliques obtenus a partir des plantes Teucrium polium L., Mentha pulegium L. et
Matricaria chamomilla L. sont respectivement de 8,68, 233,35 et 324,40 pg / mL contre
54910,4, 25091,5 et 25 492,0 (ug / mL) pour leurs huiles essentielles respectives.

En conséquence, I’extrait méthanolique de Teucrium polium avec sa concentration de 8,68
pug/mL possede le meilleur pouvoir antioxydant en comparaison avec les huiles essentielles
(dont le pouvoir antioxydant reste tres modéré), et méme avec les standards commerciaux
BHT, BHA et vitamine E dont les valeurs respectives restent trés proches puisqu’elles sont
évaluées a 12,99, 15,21 et 15,81 pg / mL.

Ce résultat est probablement 1ié d’une part, a la richesse de Teucrium polium L. en composés
phénoliques et flavonoides évalués respectivement a 23,75 mg EAG / g d'extrait et 37,99 mg
RuE / g d'extrait et d’autre part, a une éventuelle synergie entre les différents composés. Par
ailleurs, les huiles essentielles extraites des plantes étudiées ne sont pas riches en composés

phénoliques comme le montrent les différents resultats (Tableau. 111 4,5 et 6).

Aussi, on constate que les extraits méthanoliques des plantes Mentha pulegium L. et
Matricaria chamomilla L., méme s’ils ont montré une activité anti-radicalaire plus importante
que celle des huiles essentielles, cette activité est plus faible en comparaison avec celle des
standards
BHT (ICs0 = 12,99 pg / mL), BHA (ICso = 15,21 pg / mL) et a-Tocophérol (ICso = 15,81 pg/
mL).

De cette étude, il en ressort que les résultats obtenus, sont en accord avec de nombreuses études
in vitro sur l'activité anti-oxydante des extraits de plantes qui ont montré une corrélation linéaire
significative entre la teneur totale en phénols et l'activité anti-oxydante. Ceci est
particulierement mis en évidence par le test DPPH [145]. En revanche, dans notre cas
Matricaria chamomilla L. possede la plus grande quantité en flavonoides qui est de 41,90 mg
RUE / g d'extrait et paradoxalement le plus petit pouvoir antioxydant. Cela peut suggérer que
celui-ci dépend d’une part de la teneur des composés polyphénoliques et d’autre part de leur

structure et de leur synergie mutuelle [129].
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111.4.1.2. Activité anti-oxydante déterminée par la méthode de PABTS+
Les résultats du test de mesure obtenus par méthode de I’ABTS a partir des graphes de variation
du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration de chaque échantillon testé (Figure
I11.7) sont répertoriés dans le tableau 111.16.

Tableau 111.16 : Resultats de la capacité anti-oxydante des huiles essentielles des plantes
étudiées par la méthode de ’ABTS+

Plantes et standard de référence | Symboles ABTS ICso
(ug / mL)
Teucrium polium L. J oil 373,45+ 17
Matricaria chamomilla L. Ba oil 1034,6 £ 22
Mentha pulegium L. MP oil 7402 £ 34
Composé de référence Vit.E (a-Tocophérol) 37,79 +£0.28
120
100 ././-
./ /'/—/'
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g g . IC,,= 7.4285 mg/mL
= 60 E
40 -
404 =
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Figure 111.7 : Evaluation graphique par la méthode ABTS des activités anti-oxydantes des huiles essentielles
contenues dans les trois plantes étudiées et des standards de référence.

Les tests d’activité anti-oxydante obtenus par la méthode de I’ABTS ont été réalisés

uniquement sur les huiles essentielles des plantes étudiées.
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Les concentrations minimales d’inhibition ICso obtenues pour les trois huiles essentielles de
Teucrium polium L., Matricaria chamomilla L. et Mentha pulegium L. sont respectivement de
373,45, 1035 et 7402 ng / mL. Quant a celle du standard de référence, 1’a-tocophérol (vitamine
E), cette concentration est de 37,79 pug / mL. Les valeurs obtenues pour les trois HE indiquent
que celles-ci ont une activité anti-oxydante trés modérée en comparaison avec celle de la
vitamine E. Cependant, I’'HE de la plante Teucrium polium L. a montré une activité anti-
oxydante nettement supérieure a celle des deux autres plantes. En effet, elle est respectivement
3 et 20 fois supérieure a celles de Matricaria chamomilla L. et de Mentha pulegium L. En
revanche, cette activité est pratiquement dix fois inférieure a celle du standard de référence, en

I’occurrence, 1’a-tocophérol.

En conclusion, il en ressort de cette étude que d’une part, Teucrium polium L. présente la
meilleure activité anti-oxydante en comparaison avec les deux autres plantes et d’autre part,
cette activité est tres modérée, ce qui est le cas de nombreuses huiles essentielles en particulier
celle dont le contenu est faible en composés phénoliques.

111.4.1.3. Evaluation de I'activité anti-oxydante par le test de blanchissement du [-
caroténe

Cette activité consiste a mesurer la décoloration du B-caroténe (orange) résultant de son
oxydation par les produits de décomposition de ’acide linoléique, en comparaison avec les
concentrations inhibitrices (ICso) de deux antioxydants standards (BHA et BHT). Les résultats

obtenus sont répertoriés dans le tableau 111.17.

Tableau 111.17 : % Inhibition du p-carotene / acide linoléique en fonction de la concentration

des extraits

Extraits de Concentration (ug/mL) des extraits des plantes étudiées 1Cs0
plantes etudices et 125 25,0 50 100 200 400 800 (hg/mL)
standards de

référence % Inhibition du B-caroténe/acide linoléique

T. polium (J) 1,74+0,31 4,34+0,20 | 13,90+0,16 | 39,11+0,13 | 55,71+0,15 | 56,14+0,16 | 57,59+0,14 | 165,41+1,57
M.chamomilla (Ba) | 3,69+0,23 | 12,36+0,26 | 20,34+0,23 | 32,43+0,14 | 37,18+0,18 | 43,22+0,08 | 65,32+0,09 | 522,14+0,36
BHT™ 88,29+0,10 | 91,70+0,36 | 93,65+0,30 | 93,68+0,46 | 94,49+0,07 | 94,88+0,10 | 95,58+0,19 [ 0,91+0,01
BHA™ 93,48+0,44 | 95,52+0,33 | 96,34+0,55 | 97,56+0,19 | 97,64+2,22 | 97,85+0,32 | 99,66+0,52 | 1,05+0,03

* Les valeurs de trois essais ont été exprimées en moyenne + SD (n=3).
** Standards de référence.
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Figure 111.8 : % Inhibition du -caroténe / acide linoléique en fonction de la concentration
des extraits bruts des plantes étudiées et des standards de références.

Le test B-carotene / acide linoléique a été utilisé pour évaluer l'effet antioxydant des extraits
méthanolique des plantes Matricaria chamomilla et Teucrium polium (Figure 111.9). Les deux
extraits ont montré une faible activité en comparaison avec les standards de référence, en
I’occurrence, le BHT (ICso= 0,91 pug / mL) et le BHA (ICso= 1,05 ug / mL). Par ailleurs, la
valeur de ICso de I’extrait Teucrium polium L. (ICso = 165 g / mL) est nettement inférieure
(soit prés de 3 fois moins élevée) a celle de I’extrait de Matricaria chamomilla L. (1Cs0=522 pug
/ mL). En conséquence, comme I’activité anti-oXydante est inversement proportionnelle a la
concentration d’inhibition, Teucrium polium L. possede une plus grande capacité  anti-
oxydante que Matricaria chamomilla L., (soit pres de 3 fois plus élevée)

111.4.1.4. Activité du piégeage du radical Galvinoxyl (GOR)

Les tests de cette activité basée sur la mesure de la capacité d’un extrait a réduire le radical
stable de galvinoxyl (GOR) ont été réalisés uniquement sur les extraits des plantes Teucrium
polium L. et Matricaria chamomilla L. en présence des deux antioxydants standards BHA et
BHT. Les résultats obtenus sont regroupes dans le tableau 111.18.
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Tableau 111.18 : Inhibition du radical Galvinoxyl (GOR) par les extraits bruts de Teucrium
polium L. et Matricaria chamomilla L., et les antioxydants de référence (en fonction de la

concentration).

Extraits de plantes Concentration des extraits (ug / mL)
étudiées et
e e 15625 | 3.1250 0/|Inh.6;t5.oo - |l 1-2.5000\ _ 2§ “| 50 100 ICs0 g / mL
référence % Inhibition de la g-caroténe/acide linoléique
T. polium (J) 6,69+0,02 | 11,41+0,02 | 26,93+0,02 | 40,74+0,02 | 53,16+0,02 | 59,23+0,02 | 66,43+0,02 | 21,82+0,19
M.chamomilla (Ba) 2,57+0,02 | 6,41+0,02 | 18,44+0,02 | 40,30+0,02 | 52,16+0,02 | 68,05+0,02 | 71,93+0,02 | 22,72+0,08
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 | 3,324+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 | 5,384 +0,06

Avec : * Les valeurs de trois essais ont été exprimées en moyenne £ SD (n = 3), et ** Standards de référence.
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Figure 111.9 : % Inhibition du radical Galvinoxyl (GOR) en fonction de la concentration des

extraits bruts des plantes étudiées et des standards de références.

De cette étude, il en découle que les deux extraits des plantes, Teucrium polium L. et Matricaria

chamomilla L., présentent une activité anti-oxydante similaire, puisque les valeurs de ICso (g

/ mL) sont trés proches et sont évaluées respectivement a 21,82 et 22,72 ug / mL. Elles sont

respectivement 7 fois et 5 fois moins efficaces que les composés de reférence, BHT et BHA,
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dont les valeurs de ICso respectives sont de 3,320 a 5,384 pg / mL). Néanmoins, ces extraits
des plantes étudiées sont dotés d’une bonne capacité anti-oxydante.

** Conclusion : Les tests d’activité anti-oxydante ont montré que les extraits méthanoliques
présentent une meilleure capacité a piéger les radicaux libres que les huiles essentielles.
Cependant, a I’exception de I’extrait méthanolique de T. polium L. (ICso = 8,68 + 0,33 pg / ml)
dans le cas du radical libre DPPH, cette capacité reste inférieure a celle des standards de
réference (BHT : 1Cs0 = 2,99 + 0,41 pg / ml), BHA : ICs0 = 15,21 £ 0,41 pg/ mlet Vit. E :
ICs0 = 15,81 = 0,54) pg / ml).

111.4.2. Pouvoir antimicrobien in vitro

Aujourd’hui, la plupart des consommateurs exigent des produits non-traités contenant peu de
conservateurs synthétiques avec la qualité sanitaire. La bio-préservation des aliments fait appel
a des « composés naturels » en opposition a 1’utilisation de conservateurs « chimiques »
classiquement utilisés en agro-alimentaire. C’est dans ce sens que nous avons tenté  d’évaluer
les pouvoir in vitro antibactérien et antifongique des huiles essentielles et des extraits

méthanoliques obtenus a partir des plantes étudiées et qui ont fait ’objet de ce travail.

L’évaluation des activités antibactérienne et antifongique des HE et les extraits méthanoliques
de Teucrium polium L., Matricaria chamomilla L. et Mentha pulegium L. a été réalisée par
deux méthodes : diamétre de la zone d’inhibition (DZI) et les concentrations minimales
inhibitrice (CMI) et ce, par dilution en milieu gélosé). Les souches microbiennes concernent

principalement des denrées alimentaires ou des infections humaines.

111.4.2.1. Etude de la sensibilité des germes aux huiles essentielles, extraits méthanoliques
et antibiotiques

Le screening antibactérien et antifongique des huiles essentielles et des extraits
méthanoliques obtenus a partir des plantes de Teucrium polium L., Matricaria chamomilla L.
et Mentha pulegium L. a été réalisé, in vitro, sur 4 souches bactériennes pathogénes a Gram
positif (Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis) et a Gram négatif (Pseudomonas aeruginosa
et Escherichia coli) et sur une levure (Candida albicans). Les résultats de I’évaluation des tests
antibactériens des extraits sont illustrés dans le tableau 111.19. A noter que le diamétre du disque

(6 mm) a été inclus dans le calcul du diamétre de la zone d’inhibition.
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Tableau 111.19 : Diamétres des zones d’inhibition des différents extraits d’huiles essentielles
et méthanoliques obtenus a partir des plantes (Teucrium polium L., Matricaria chamomilla L.
et Mentha pulegium L.), et des antibiotiques de référence

Microorganismes Diamétre des zones d’inhibition (DzI, mm)
Plantes
glzcntqeri'eag; Antibiotiques M.
tesptégs Souches de de T. polium L. | chamomilla M.pulegium L.
référence reférence L.
Méthodes d’extraction-plante
J-HD J Ba- Ba MP- MP- MP
HD HD SD
Fosfomycine
Staphylococcu 42505 11,66+ | 20£15 | 24,66+ | 22+0 37,33+ | 24,33+ | 14,33+
Bacterie a Saurels i 1,32 132 115 | 058 | 029
Gram* ATCC 6538 arpeniciliine
37,5+0,4
Erythromycine 16,66+ 14,33+ 21,5+ 12+0,5 25,5+ 26,33+ 15,66+
Bacillus 326503 1,32 0,66 05 1,32 1,53 0,58
subtilis Cephalexine
ATCC 6633
31203
Pseudomonas Fosfomycine
aeruginosa 90 1441 | 12405 | 12,75+ 16,67+ | 13,67+ | 0,170,
Bactérie a ATCC 9027 310,21 0,75 0,58 057 29
Gram Escherichia Fosfomycine T4x1 | 23,5% | 11,66% 31,67t | 2567 | 1467
coli 90 05 | o033 1,53 0,58 0,58
ATCC 8739 33,2¢0,31
Candida - 9+0 20,66+ | 125+ | 17,5+0,5 11+0,87 9+0 16
Levure albicans 0,33 05 +0,87
ATCC 10231
Avec :

J-HD : Huile essentielle extraite de T. polium L., par hydro-distillation.
J : Extrait méthanolique obtenu par macération & froid de la plante T. polium L.
Ba-HD : Huile essentielle extraite de M. chamomilla L., par hydro-distillation.

Ba : Extrait méthanolique obtenu par macération a froid de la plante M. chamomilla L.

MP-HD : Huile essentielle extraite de M. pulegium L., par hydro-distillation.
MP-SD: Huile essentielle extraite de M. pulegium L., par entrainement a la vapeur.
MP : Extrait méthanolique obtenu par macération a froid de la plante M. pulegium L.

L’activité antibactérienne des HE et des extraits méthanoliques a été évaluée par la méthode

de diffusion sur des milieux de culture solides en gélose nutritive de Mueller-Hinton, et en

gélose Sabouraud respectivement pour les bactéries et la levure testée.

Le pouvoir inhibiteur des huiles essentielles et des extraits méthanoliques est évalué par la

mesure du diamétre de la zone d’inhibition (en mm) formée autour de chaque disque aprés une

nuit d’incubation dans des conditions adéquates pour le développement du micro-organisme

testé.

74




Chapitre Il Résultat et discussion

Chaque test est réalisé trois fois et ce, pour chacun des extraits et antibiotiques. La validité des

résultats est fondée sur la moyenne des valeurs obtenues.

L’interprétation des résultats a été faite selon 1’échelle de performance proposée par Ponce et
al., 2003 [146]. La sensibilité de chaque souche aux différents extraits (HE et extraits
méthanoliques des plantes étudiées) et antibiotiques a été faite par diamétre des zones
d’inhibition comme suit :

- Diameétre de la zone d’inhibition < 10 mm : souche résistante.

- 10mm < diametre de la zone d’inhibition < 15 mm : souche peu sensible.

- 16mm < diamétre de la zone d’inhibition < 22 mm : souche sensible.

- Diamétre de la zone d’inhibition > 22 mm : souche trés sensible.

D’une maniére générale, les résultats du tableau 111.20 montrent une assez grande sensibilité
des quatre souches bactériennes (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilus, Pseudomonas
aeruginosa et Escherichia coli), ainsi que de la souche fongique (Candida albicans) vis-a-vis
des différents extraits a 1’exception de celui de I’'HE de T. polium L. extraite par hydro-
distillation pour laquelle Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli et Candida albicans se
sont avérées résistantes, ainsi que de celui de I’HE de M. pulegium L. extraite par entrainement
a la vapeur vis-a-vis de Candida albicans.

En effet, d’apres les valeurs obtenues a partir des mesures des diamétres de la zone d’inhibition
(DZI1), on remarque que I'huile essentielle extraite par hydro-distillation de la plante M.
pulegium L. (MP-HD) est trés active sur le germe Staphylococcus aureus ATCC 6538, avec
une valeur moyenne de DZI de 37,33 mm. Pour les antibiotiques de référence, a savoir
Fosfomycin et Carbenicillin, cette activité s’est manifestée respectivement par des DZI de 44
et 37,5 mm. Toujours pour cette méme souche bactérienne, 1’activité inhibitrice de ’'HE de
Matricaria chamomilla L. extraite par hydro-distillation, s’est avérée également efficace
puisque la valeur moyenne de DZI est de 25,66 mm.

Les résultats répertories dans le tableau 111.20 indiquent que la souche Bacillus subtilis ATCC
6633, s’est montrée la plus sensible vis-a-vis des huiles essentielles de Mentha pulegium L.
obtenues par hydro-distillation (HD) et entrainement a la vapeur (SD), et dont les DZI sont
respectivement de 25.5 et 26,33 mm. Quant aux antibiotiques Erythromycin et Cephalexin
pris comme référence, les valeurs moyennes du DZI sont de 32,5 et 31 mm respectivement.
En ce qui concerne Escherichia coli, I'huile essentielle extraite par hydro-distillation a partir de

la plante M. pulegium L. (MP-HD) a révélé une grande efficacité vis-a-vis de cette bactérie qui
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s’est manifestée par un DZI moyen de 31,66 mm. Cette valeur reste trés proche de celle obtenue
avec ’antibiotique de référence Fosfomycin dont le DZI moyen est de 33,00 mm.

Pour Pseudomonas aeruginosa, on constate que tous les extraits ont manifesté une activité
moyennement efficace évaluée avec des DZI qui s’échelonnent entre 9 et 16,67 mm. Ces
valeurs restent en-dessous de celle obtenue avec I’antibiotique de référence Fosfomycin dont
la valeur moyenne du DZI est de 31 mm.

Toutefois, les HE extraites a partir de M. chamomilla L. et M.pulegium L. ont manifesté une

meilleure activité en comparaison avec celle obtenue avec 1’huile de T. polium L.

Enfin, pour la levure Candida albicans, les extraits méthanoliques ont révélé une assez grande
activité antifongique évaluée avec des DZI qui varient entre 16 mm a 20,33 mm, contrairement
aux HE dont les valeurs de DZI restent en-dessous puisqu’elles varient entre 9 mm a 13 mm.
En conséquence, dans le cas de ce champignon pathogéne, elles sont moins efficaces que les

extraits méthanoliques.

111.4.2.2. Evaluation des concentrations minimales inhibitrice (CMI) et CMB des extraits
La détermination des CMI et CMB a été realisée avec les HE obtenues a partir des plantes M.
pulegium L., M. chamomilla L., T. polium L., ainsi que les extraits méthanoliques de ces deux
dernieres plantes. Les tests ont été réalises avec divers micro-organismes, principalement les
bactéries (a gram+ et gram-) qui sont au nombre de sept (Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae et enfin Pseudomonas aeruginosa), et quatre champignons (Mucor ramanianus,
Aspergilus flavus, Penicillium expansum et Fusarium culmorum). Les résultats obtenus pour
les Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) et Bactéricides (CMB) des huiles essentielles
(Teucrium polium L., Matricaria chamomilla L. et Mentha pulegium L.) ainsi que des extraits
méthanoliques (Teucrium polium L., Matricaria chamomilla L.) sont rapportés dans le tableau
111.20. 1l en est de méme pour les micro-organismes pris comme référence, a savoir,
I’antibiotique Levofloxacin et I’antifongique nystatine avec lesquels la comparaison a été

effectuée.
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Tableau [111.20 : Détermination des Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI)
et Bactéricides (CMB) des huiles essentielles (Teucrium polium L., Matricaria chamomilla L. et Mentha
pulegium L.) et des extraits méthanoliques (de Teucrium polium L., et Matricaria chamomilla L.)

Valeurs des Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI en pl / ml)
et Bactéricides (CMB en ul / ml)
c T. polium L. M. M. pulegium L.
= Antibiotique/ chamomilla L.
3 . ifongique
k) Micro- MIC/MBC Z”“ ongiq > [ IEX | 4 5 - | e
3 organismes ful/ml) S D a 2| MP-HD i ’
;)i testés HD EX SD EX
Antibiotique de référence : Levofloxacin
Staphylococcus MIC 0.062 2,5 3.06 1 0.5 1 2,5 -
aureus
ATCC 6538
MBC = 5 - 2 - 2 5 -
§ Bacillus subtilis MIC 0,125 20 12.25 - 6.125 2 2 -
= ATCC 6633
o MBC - 20 - - - 2 2 -
)
Listeria MIC 0.125 - 6.125 - 6.125 - - -
monocytogenes
CIP82110 MBC - - - - - - - -
Pseudomonas MiIC - - - - - - - -
aeruginosa
ATCC 9027 MBC = = = = = = = =
Escherichia coli MIC 0.062 20 | <0.76 - 1.53 5 2 -
“— ATCC 8739
g MBC 0.062 20 | <076 | - 2 5 2 -
(<5}
=
% MIC 1 - 6.125 - <0.76 - - -
5 Klebsiella
pneumoniae CIP MBC 1 - 6.125 - <0.76 = = =
8291
MiIC 1 - <0.76 - <0.76 - - -
Pseudomonas
aeruginosa MBC 1 = <0.76 = <0.76 - - -
ATCC 9027
Antifongique de référence . Nystatine
" Mucor MIC 0.94 - 3.06 - 6.125 - - -
5 ramanianus
5 Aspergilus MIC 0.94 - 1.53 - 6.125 - - -
E— flavus
o Penicillium MIC 0.23 = <0.76 = 1.53 - - -
(@) expansum
Fusarium MIC 0.007 - <0.76 - <0.76 - - -
culmorum

Avec : - : non déterminé

Les résultats obtenus sont pertinents et laissent entrevoir de grandes possibilités et perspectives
pour une éventuelle utilisation de I’HE de M. pulegium comme alternative aux antimicrobiens

de synthese entrainant de nombreux effets indesirables.
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111.4.3. Activité enzymatique in vitro

L’activité enzymatique a été effectuée sur les deux extraits méthanoliques des plantes Teucrium
polium L. et Matricaria chamomilla L. Cette activité a été menée in vitro en inhibant trois
enzymes, dont deux sont anti-Alzheimer et une anti-diabétique.

111.4.3.1. Evaluation de ’activité anti-Alzheimer (anti-cholinestérase) in vitro

Les deux extraits méthanoliques ont été testés in vitro pour leurs activités anti-Alzheimer. Les
essais ont été menés suivant la méthode d’inhibition de la butyrylcholinestérase (BChE) et
I’acétylcholinestérase (AChE) et ce, selon la méthode d’Ellman et al., [92]. Cette inhibition est
déterminée par spectrophotométrie.

Les résultats obtenus pour ’activité-inhibitrice (ICso) des extraitsa, en comparaison avec le

standard galantamine, sont présentés dans les tableaux I11.21 et 111.22.

Tableau 111.21 : Inhibition de la butyrylcholinestérase par les extraits de Teucrium polium L.
et Matricaria chamomilla L.

Extraits et Concentrations en pg / ml des extraits méthanoliques et de la galantamine pour P’inhibition de la
standard butyrylcholinestérase
3,125 6,25 12,5 25 50 100 200 1Cso
T. polium 13,54+1,9 | 29,14+4,42 | 43,83+0,07 | 45,85%£3,23 | 73,93+391 | 80,91+0,84 | 82,93+1,65 28,69+2,29
M. chamomilla | 45,1+1,39 | 29,69+2,60 | 45,11+2,23 | 46,58+1,46 | 70,81+2,20 | 84,21+1,77 | 78,89+3,58 28,94+2 50
Galantamine 3,26+ 0,6 | 6,93+ 0,62 | 24,03+2,94 | 4513+2,60 | 63,87+2,85 | 73,57+ 0,77 | 78,95+ 0,58 34,75+1,99

Le tableau I11.21-indique que les deux extraits méthanoliques obtenus a partir des plantes, T.
polium L. et M. chamomilla L., ont des activités d’inhibition de la butyrylcholinestérase d’une
part, similaires et qui sont respectivement de 28,69 et 28,94 ug/ ml et d’autre part, plus efficaces

que celle de la galantamine prise comme référence et dont la valeur est de 34,75 ug / ml).

Tableau 111.22 : Inhibition de I’acétylcholinestérase par les extraits de Teucrium polium L.et
Matricaria chamomilla L.

Extraits et Concentrations en pg / ml des extraits méthanoliques et de la galantamine pour Pinhibition de
standard de I’acétylcholinestérase
reference 3,125 6,250 12,5 25 ug 50 pg 100 pg 200 pg 1C50 pg /
mL
T. polium L. 16,21 + 74,65+0,60 | 8584+182 | 8508+2,07 | 90,91+1,19 | 92,73+2,08 | 94,84 +1,03 4,93+0,1
2,17
M. chamomilla L. 74,46 £ 78,86 £0,44 | 94,07+1,19 | 100,7+0,60 | 109,6 +6,55 | 122,8+ 1,19 | 133,8+2,55 311+£122
0,57
Galantamine 359+ 23 43,77 £0,01 68,5+ 0,31 80,7 £ 0,41 85,8+1,63 91,80+0,2 94,77 £0,34 6,27 £1,15
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La maladie d'Alzheimer (MA) est la maladie neurodégénérative la plus répandue au 21°™siécle
[147] ; c’est le type de démence le plus courant chez les personnes dgées et pour les un fardeau
important aux patients, les soignants et le systeme de santé [148,149]. La maladie d'Alzheimer
n'est pas une maladie psychiatrique ou mentale, mais elle provoque des changements dans les

sens cognitifs, les comportements et les effets de la personne atteinte [150].

Selon les Spécialistes en Neurologie [151], c'est le résultat de modifications structurelles du
cerveau qui sont observees lors de I'examen post-mortem par microscope. Malheureusement, Il
n’y a pas de traitement direct de la maladic d'Alzheimer, et les inhibiteurs de
l'acétylcholinestérase ont un effet trés limité. Aussi, l'efficacité des médicaments
physiopathologiques n'a pas été démontrée, du moins selon les normes cliniques. Parfois, les
agents psychotropes comme les thymo-régulateurs, les inhibiteurs de la recapture de la
sérotonine, ...etc.) peuvent é&tre utilisés, mais avec parcimonie en cas de troubles

comportementaux.

Pour tout cela, les chercheurs actuels se concentrent visant a aboutir a un traitement de la
maladie d'Alzheimer. D’aprés la littératures, il existe des modéles animaux de la maladie

d'Alzheimer qui ont été développés dans le but de la recherche thérapeutique d'un reméde [151].

Selon Povova et al., [152], il existe plusieurs facteurs étiologiques qui jouent un réle majeur
dans la pathogenése de la maladie d'Alzheimer tels que le peptide amyloide-b (Ab) et/ou
agrégation des protéines Tau, excés d'ions métalliques (Cu?*, Fe?* et Zn?*), stress oxydatif et

réduction de I'acétylcholine (ACh).

L'inhibition de I'acétylcholinestérase (AChE), I'enzyme principale dans la dégradation de
I'acétylcholine (ACh), ou (ACh) est considérée comme l'une des approches pour le traitement
de la maladie d'Alzheimer Iégere a modérée [153]. Selon Loizzo et al. [154], aujourd'hui, les
inhibiteurs de 'AChE (AChEI) se sont révélés étre la cible thérapeutique la plus viable pour
I'amélioration symptomatique de la MA, car les AChEI améliorent la transmission neuronale.
En outre, la thérapie anti-oxydante s'est également avérée efficace pour ameliorer la fonction
cognitive et les déficits comportementaux dans les modeles animaux de la maladie d'Alzheimer
[155,156] .

Plusieurs revues éditées [153-156] indiquent, qu'apres avoir isolé des composés chimiques
a partir de produits naturels et de plantes médicinales traditionnelles chinoises, ces dernieres

peuvent agir comme un agent anti-neurodégenératif prometteur en inhibant I'activité des
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enzymes pathogeénes les plus importantes, et en améliorant le stress oxydatif intracellulaire, en
atténuant la neuro-inflammation et en protégeant les neurones contre la mort cellulaire
apoptotique.

Sur la base de ces observations mentionnées ci-dessus, la recherche de nouvelles cibles
thérapeutiques ou de nouveaux médicaments demeure nécessaire, et dans le présent travail,
nous avons étudié les activités inhibitrices anticholinestérase de deux extraits de plants

Teucrium polium et Matricaria chamomilla.

Les résultats contenus dans le tableau I11.22 montrent que les extraits des deux plantes révelent
une activité d’inhibition de 1’acétylcholinestérase (AChE) approximativement dans le méme
ordre de grandeur puisqu’elles sont assez proches. Cependant, contrairement au cas de
I’inhibition de la butyrylcholinestérase, c’est la plante M. chamomilla L. dont la valeur de 1Csg
est égale a 3,11 + 1,22 ug / ml qui est plus efficace que la plante T. polium L. Celle-ci présente
une valeur de ICso égale a 4,93 + 0,1 pg / ml. Comme dans le cas de I’inhibition de la
butyrylcholinestérase, les deux plantes ont une meilleure activité inhibitrice de
I’acétylcholinestérase que la galantamine dont la performance (de I’inhibition) représentée par
ICsoest égale 26,27 + 1,15 pg / ml. Les efficacités respectives de M. chamomilla L. et T. polium

L. sont approximativement 2 fois et 1,3 fois supérieures a celle de la galantamine.

En conclusion, on peut dire que d’une part I’activité inhibitrice des extraits de plantes de M.
chamomilla L. et T. polium L., vis-a-vis de la butyrylcholinestérase est vraisemblablement due
a la présence de polyphénols qui possédent des propriétés anticholinestérasiques [157], que
d’autre part, et dans les deux cas d’inhibition, que ce soit aussi bien avec la
butyrylcholinestérase (BChE) qu’avec 1’acétylcholinestérase (AChE), les deux extraits
méthanoliques des plantes, Teucrium polium L. et Matricaria chamomilla L., sont doués d’une

plus grande efficacité que le standard pris comme référence, a savoir, la galantamine.

Par la comparaison de notre résultat avec la littérature, les auteurs Zlati¢ et Stankovi¢ [158]
ont mentionné que les espéces de plante Teucrium ont montré une forte activité inhibitrice
contre l'acétylcholinestérase. Une étude, faite par Orhan and Aslan de la Turquie [159] sur
I’extrait de 1'éthanol de Teucrium polium, a donné une activité inhibitrice d’AChE de I1Cso =
550 pg / ml, ce qui est une activité faible par rapport a nos résultats de 1Cso = 4,93 pug / ml.

lonita et al. [160] sont des chercheurs de I'Université de Roumanie qui ont mené une étude

sur des souris avec de I'extrait de Matricaria chamomilla ; ils ont été démontré que I'extrait de
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Matricaria chamomilla améliore la mémoire, et ils en ont conclu que I'extrait de Matricaria
chamomilla pourrait étre un médicament thérapeutique naturel prometteur pour prévenir la
perte de mémoire et les troubles cognitifs associés aux vieillissements et maladies

neurodégénératives.

111.4.3.2. Evaluation de ’activité antidiabétique in vitro

L’activité antidiabétique in vitro réalisée pour les deux extraits méthanoliques des plantes,
Teucrium polium L. et Matricaria chamomilla L., a été évaluée par les concentrations
inhibitrices de 50 % (ICso) de I’activité de 1’enzyme a-amylase. Dans cette étude, le standard
acarbose, inhibiteur de celle-ci (I’a-amylase), est pris comme référence ou controle positif.
Les résultats de 1’évaluation de 1’activité inhibitrice des extraits de plantes étudiées sur I’a-

amylase sont présentés dans le tableau 111.23.

Tableau 111.23 : Concentrations de 50 % d’inhibition de 1’a-amylase par les extraits de
Teucrium polium L. et Matricaria chamomilla L. et I’acarbose.

Concentrations inhibitrices (g / ml) de 50 % de P’activité d’a-amylase par les extraits de Teucrium polium L. et
Extraits et Matricaria chamomilla L. et ’acarbose.
standard de
référence
62,5 125 250 500 1000 2000 4000 1Cso
T. polium L. 46,41+0,11 50,97+0,11 53,12+0,11 55,22+0,11 56,88+0,11 57,68+0,11 67,47+0,11 111,68+0,01
M. chamomilla L. 44,75+0,11 46,11+0,11 47,71+0,11 53,25+0,11 55,46+0,11 64,70+0,11 77,32+0,11 440,58+0,06
ggr‘gggg 7,76:017 | 808+030 | 9462011 | 10,70£0,96 | 31,81+2,89 | 37,21+354 | 5305+159 | 3650,93+10,70

Les valeurs sont exprimées en moyenne a partir de 3 essais (n=3) = SD

Le diabete est connu pour €tre une hyperglycémie chronique, généralement résultant d’un
défaut de la sécrétion de I’insuline ou de I’action de I’insuline, ou de ces deux anomalies
associées [161].

Selon le comité international de American Diabetes Association (ADA), il en existe deux types ;
le diabéte du type 1 « insulinodépendant » qui est une pathologie causée par la destruction
sélective des cellules P pancréatiques par le systéme immunitaire, et dont les patients doivent
recevoir des injections quotidiennes d’insuline pendant toute leur vie [162], et le diabete du
type 2 « non-insulinodépendant » qui est la forme la plus fréquente du diabéte. Les maladies de
ce type se manifestent lorsque le pancréas ne produit pas assez d’insuline, ou que 1’organisme
n’utilise pas efficacement 1’insuline qui est produite. Le diabete du type 2 peut se manifester
chez les enfants et les adolescents, mais il apparait habituellement apres 1’age de 30 ans et

devient plus fréquent aux ages plus avancés [163].
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Pour le traitement du diabete, qu'il soit du type 1 ou du type 2, cela dépend généralement
des médicaments par voie orale, injectable (insuline) ou des exercices physiques (sport), ces
afin de stimuler la sécrétion d'insuline, de ralentir la digestion des sucres "glucides” ou d'inhiber
I'absorption intestinale du glucose alimentaire.

Comme il est connu et également prouvé par de nombreux chercheurs, les plantes
médicinales qui sont des sources de métabolites secondaires tels que les polyphénols et les
flavonoides, jouissent d’intéressantes et diverses propriétés biologiques, et d'une capacité a
s'appliquer dans divers domaines, notamment dans le domaine de la médecine traditionnel
[164,165]. Par ailleurs, plusieurs études sur les systemes cellulaires suggerent que les
métabolites secondaires (polyphénols) peuvent exercer un grand nombre d'activités
biologigues, notamment anti-oxydante, anti-diabétique ...etc [166].

Afin de déterminer si les plantes sélectionnées dans cette étude ont un potentiel

antidiabétique, I'enzyme amylase a été utilisée in vitro, ce que beaucoup suggerent comme
traitement potentiel de cette maladie.
Les résultats du tableau II1.23 montrent d’une part, que les extraits des deux plantes inhibent
fortement 1’activité de 1’a-amylase, en particulier celui de T. polium L. dont la concentration
minimale qui inhibe 50 % 1I’a-amylase (1Cso) est de 111,68 + 0,01 pg / ml, contre I1Cso = 440,58
+ 0,06 pug / ml pour I’extrait de M. chamomilla L. Par ailleurs, la comparaison des activités
inhibitrices de ces deux plantes indiquent qu’elles sont respectivement trente-trois et huit fois
supérieures a celle du standard pris comme référence, a savoir, I’acarabose dont 1’ICso est de
3650,93 £ 10,70 pg / ml.

Au terme de cette étude, on peut conclure que d’une part, les plantes, Teucrium polium L. et
Matricaria chamomilla L., présentent des activités inhibitrices de 1'a-amylase consequentes qui
peuvent étre mises a profit pour en tirer le meilleur de ces plantes et soulager les personnes
diabétiques. Et d’autre part, les résultats obtenus contribuent a justifier le recours aux plantes
médicinales pour la recherche de nouvelles molécules douées d’activités anti- diabétiques. Par
ailleurs, I’importance de ces activités en comparaison avec 1’acarabose est certainement
corrélée a la richesse, la teneur et la variabilité des composés polyphénoliques, entre autres, les
phénols et les flavonoides totaux, et a leurs synergies mutuelles dans chacune de ces deux

plantes.

De nombreux types de plantes médicinales ont été examinés afin de trouver des substances
efficaces (actives) pour le traitement du diabéte [167] ; parmi ces plantes se trouvent Teucrium

polium et Matricaria chamomilla.
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Une éetude faite par Vahidi et al. [168], de I'Université d'Iran, sur I'extrait de Teucrium polium
montre que I'extrait de cette espece de plante a donné une bonne efficacité inhibitrice de I'effet
antidiabétique, ce qui et affecte vraiment l'augmentation des niveaux d'insuline, car I'étude a
prouvé que I'extrait réduit les niveaux de glucose dans le sang et les niveaux de triglycérides a
une dose de 4 %.

Mogimi et al. [169], ont mentionné dans leur article (article a review) que I’activité
antidiabétique de I’extrait de Teucrium polium était indiquée en raison de la présence des
flavonoides, des stérols et des huiles essentielles qui ont des effets sur les hypoglycémiants, en
stimulant éventuellement I'utilisation du glucose dans les tissus hépatiques, et en stimulant
également la sécrétion de l'insuline par le pancréas. Aussi, ont-ils suggéré que des études
toxicologiques et des essais cliniques soient réalisées pour déterminer si la plante Teucrium
polium a (ou pas) le potentiel d'étre un hypoglycémiant efficace et sir pour les patients

diabétiques.

Matricaria chamomilla est utilisée depuis longtemps en médecine traditionnelle, et de
nombreuses revues indiquent que la plante M. chamomilla a été utilisée sous forme d'infusion
contre divers maux tels que les douleurs abdominales et le traitement symptomatique des
troubles digestifs [47,170]. En plus, la plante de M. chamomilla a également été utilisée en

thérapie antidiabétique.

Cemek et al. [171], on fait une étude sur les activités anti-hyperglycémiques de la partie
aérienne de l'extrait éthanolique de Matricaria chamomilla L. et ce sur, des souris diabétiques
induits par la streptozotocine. Aprés 14 jours, leurs expériences ont montré que l'extrait
éthanolique de M. chamomilla presentait un effet anti-hyperglycémique significatif, qu’il
protgeait les cellules B chez les souris diabétiques, et qu’il réduisait également le stress oxydatif
associé a I'hyperglycémie.

Une autre étude de Kato et al. [172] a été réalisée sur I'effet de I'extrait de camomille sur
I'nyperglycémie, ou un traitement avec l'extrait pendant 21 jours a montré une réduction
significative de la glycémie dans le sang. Il a également été noté dans leur étude que la
consommation quotidienne du thé a la camomille avec les repas peut aider a prévenir la

progression de I'nyperglycémie et des complications du diabéte.

111.4.4. Activité anti-inflammatoire in vitro
L’étude in vitro des propriétés anti-inflammatoires des extraits methanoliques des deux plantes,

Teucrium polium L. et Matricaria chamomilla L., a été menée selon la méthode décrite qui elle
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a été réalisée par colorimétrie portant sur la dénaturation de la BSA (Bovine sérum albumine).
L’inhibition de cette dénaturation est déterminée avec des concentrations allant de 250 a 2000
ug / ml et ce, pour les extraits des plantes étudiées et du médicament Voltarene (LP a 75 mg)
qui représente le standard de contrdle. Les résultats de cette etude sont illustrés dans le tableau
111.24.

Tableau 111.24. Inhibition en % de ’activité anti-inflammatoire in vitro par différentes

concentrations de I’extrait méthanolique par la méthode de dénaturation de la BSA

Extraits de plantes et Concentrations en pg / ml
st);nrgérsd geprzpére:nece 230 Sl — 2000

% d’inhibition de la dénaturation
Teucrium polium L. 80,35+3,18 | 91,03+028 9576%0,18 | 97,53+0,47
M. chamomilla L. 82,03+1,87 | 9201+0,29 | 9648+0,22 | 98,38+0,08
Voltaréne (LP & 75 mg) 37+0,18 61+ 0,15 92 +0,15 100 + 0,18

Les valeurs sont exprimées en moyenne a partir de 3 essais (n = 3) £ SD.

Les résultats de l'activité anti-inflammatoire, évaluée in vitro, ont montré que les extraits
méthanoliques de Teucrium polium L. et Matricaria chamomilla L. possédent un fort potentiel
anti-inflammatoire. Cet effet d’inhibition maximale se traduit respectivement par 97,53 et 98,38
% pour ces deux extraits, alors qu’il est de 100 % pour le standard de référence (Voltarene) et
ce, pour une méme concentration de 2000 pg / ml (Tableau 111.24). Notons que toutes ces
valeurs restent globalement similaires. Toutefois, et a 1’exception de cette concentration (2000
ug / ml), les deux extraits (pour les autres concentrations) ont montré une meilleure capacité
d’inhibition de la dénaturation de la BSA en comparaison avec Voltaréne. En effet, le
pourcentage d’inhibition des deux extraits confondus varie approximativement de 80 & 96 %,
alors que celui du standard de référence évolue de 37 a 92 %. Il semble que I'effet anti-
inflammatoire de I'extrait ait pu étre dd a la présence de flavonoides et de composes phénoliques
dans la plante [173,174]. Sur la base des résultats obtenus, on peut conclure que les deux extraits
des plantes, Teucrium polium L. et Matricaria chamomilla L., possédent d’une part, un fort
potentiel anti-inflammatoire et d’autre part, (pour une méme concentration de 2000 pg / ml),
ce potentiel est similaire a celui obtenu avec Voltarene. Ces résultats semblent attribuer I'effet
anti-inflammatoire a la présence de constituants polyphénoliques (composés phénoliques et
flavonoides contenus dans les plantes) dans les extraits méthanoliques qui en sont

riches,[173,174].  En conséquence, [I’utilisation de ces plantes comme reméde anti-
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inflammatoire en milieu naturel est donc justifiée, d’autant plus que la prise de médicaments
anti-inflammatoires présente souvent des risques gastriques.

Ces résultats suggérent par ailleurs que ’activité anti-inflammatoire des extraits de Teucrium
polium L. et Matricaria chamomilla L. est en corrélation en grande partie avec leurs effets sur
I’infiltration des cellules inflammatoires, ainsi qu’avec leurs médiateurs libérés dans le site

inflammatoire.

111.4.5. Activité anti-inflammatoire in vivo

L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire in vivo des extraits aqueux de Teucrium polium
L., Matricaria chamomilla L. et Mentha pulegium L. a été réalisée suivant la méthode
d’induction de I’cedéme plantaire par injection de la carraghénine dans la patte postérieure
gauche des souris. Les résultats de cette activité sont illustrés dans le tableau I11.25. Celui-ci
représente les variations du pourcentage de réduction de I’cedeme (patte postérieure gauche des
souris) des différents essais (contrdle positif et des extraits méthanoliques des plantes étudiées)
par rapport au contrdle négatif (eau physiologique).

Tableau 111.25 : Pouvoir anti-inflammatoire aigie in vivo des extraits aqueux de Teucrium
polium L., Matricaria chamomilla L. et Mentha pulegium L. obtenus par des tests d’induction
de I’inflammation dans les pattes de souris.

Tableau 111.25 : Effet de I'inhibition de 1'cedéme par les extraits aqueux de Teucrium polium
L., Matricaria chamomilla L., Mentha pulegium L. et Diclofénac de sodium (anti-
inflammatoire non-stéroidien)

Extraits aqueux, eau Poids des pattes postérieures (g) % de l'edeme | %0 INhibition de
physiologique et Diclofénac Patte gauche Patte droite I’cedéme
Contrble négatif (eau o 0
physiologique, 0.9 % NaCl) 0,109 + 0,006 0,076 + 0,004 43,42 % 0%

T. polium L. 0,178 + 0,009 0,140 + 0,001 27,14 % 37,49 %

M. chamomilla L. 0,181 + 0,003 0,143 + 0,001 26,57 % 38,81 %

M. pulegium L. 0,190 + 0,001 0,142 + 0,001 33,80 % 22,16 %
Controle positif (Diclofénac de 0171+0,009 | 0142+0001 | 20,42 % 52,97 %
sodium, 50 mg / kg)

L’inflammation est un mécanisme de défense de I’organisme contre les agressions d’origine
physique, chimique, biologique ou infectieuse, indispensable a son intégrité [175]. Cette
réponse immunitaire protectrice peut étre parfois néfaste du fait de 1’agressivité de l'agent
pathogéne, de sa persistance, et des anomalies de régulation et de production des cellules
intervenant dans l'inflammation [176]. Ces processus inflammatoires sont impliqués dans
I’apparition d’un grand nombre de pathologies humaines telles que D’arthrite, le diabete,

I'asthme, les allergies et le cancer [177].
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Selon De Céssia da Silveira et al.(2013) [178], la plupart des substances extraites de plantes
médicinales, en particulier celles qui possédent des propriétés aromatiques telles que la menthe,
se sont avérees efficaces pour contréler les mediateurs chimiques de I'inflammation. Il n'est
donc pas étonnant que de nombreuses études leur soient consacrées.

L'administration orale de I'extrait aqueux des plantes étudiées a des souris présentant un
cedéme de la patte arriére induit par la carraghénine a produit une activité anti-inflammatoire
significative (p < 0,01) aux doses testées.

L’¢évaluation de I’activité anti-inflammatoire des plantes a été réalisée en suivant 1’évolution
des cedémes. Lors de cette étude, nous avons vérifié la validité de la méthode d’induction en
testant le Diclofénac, un anti-inflammatoire non-stéroidien, efficace contre 1’cedéme induit par
I’ingestion de la carraghénine (Singh et al., 2011) [179].

L’augmentation des diameétres des pattes lésées jusqu’a la 4éme heure chez les témoins
cedémateux indique que toute réduction d’cedéme durant les quatre heures serait due aux effets
des produits administrés.

D’apres les résultats obtenus, nous constatons que les extraits aqueux de Matricaria chamomilla
L. et Teucrium polium L. de la patte induite par la carraghénine, par rapport au Diclofénac
sodique (10 mg/kg) pris comme référence. On remarque également une diminution progressive
de I';edéme de la patte avec des taux d’inhibition respectifs quasi- similaires de 38,81 % et
37,43 % pour les deux extraits. Quant au Diclofénac sodique, son pourcentage d’inhibition est
de 52,97 %. En conséquence, les résultats obtenus laissent entrevoir que les extraits aqueux de
Matricaria chamomilla L. et Teucrium polium L. possedent un effet anti-inflammatoire tres
significatif en comparaison avec Diclofénac dont 1’action reste tout de méme plus importante.
Notons également que I’extrait aqueux de Mentha pulegium a manifesté une activité anti-
inflammatoire non négligeable par rapport aux deux autres extraits aqueux avec un taux
d’inhibition de I’cedéme de 22,16 %. Cette propriété pharmacologique importante des plantes
étudiées peut étre due a la présence de composés polyphénoliques biologiquement actifs.

Les résultats obtenus dans cette étude, conférent aux plantes étudiées un mécanisme d’action
anti-inflammatoire semblable a celui des anti-inflammatoires non stéroidiens qui pourrait
éventuellement s’expliquer par la présence de composés bioactifs tels que les composés
phénoliques et les saponines [180].

De nombreuses revues scientifiques ont rapporté que les propriétés anti-inflammatoires
d'extraits de plantes sont généralement attribuées a la présence de composés phénoliques dans
ces extraits, et que leurs métabolites inhiberaient les activités enzymatiques, et réduiraient la

production des médiateurs de I’inflammation. Plusieurs études ont également rapporté que les
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polyphénols sont de puissants antioxydants qui éliminent directement les especes réactives de
'oxygeéne et des radicaux libres tels que 1’oxyde nitrique (présent dans la circulation sanguine),
impliqués dans I’inflammation [181-183]. Par voie de conséquence, les polyphénols peuvent
éventuellement étre responsables des activités anti-inflammatoires, d’ou leur utilisation comme

des agents chimio-préventifs potentiels.
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Conclusion générale

Grace aux données obtenues par les travaux expérimentaux a partir des plantes médicinales
algériennes, que ce soit sur les minéraux, composés organiques et / ou les activités biologiques, il
est devenu possible de déterminer la consommation et I'utilisation quotidienne de ces plantes par
les groupes sociaux et professionnels au niveau national, soit en cuisine, en médecine

traditionnelle, ou dans les préparations pharmaceutiques.

Le contexte de ces travaux rapporte I'analyse phytochimique, la détermination de la concentration
des éléments minéraux, les applications biologiques et enfin I'effet des méthodes d'extraction sur
les huiles essentielles des parties aériennes des plants de Teucrium polium L., Matricaria
chamomilla L., et Mentha pulegium L. Ces derniers ont été extraits par trois méthodes,

I'nydrodistillation, la distillation a la vapeur et la distillation par microondes.

Récemment, la méthode d’INAA utilisée comme méthode d’analyse de traces et d’ultra-traces
est surtout pour calibrer et vérifier les résultats obtenus par d’autres méthodes comme ICP, XRF,

qui se caractérise par leurs accessibilités et leurs rapidités.

Dans notre travail nous avons réalisé les analyses des éléments minéraux par trois techniques :
INAA et ICP-OES, les résultats étés assez comparables. Les éléments minéraux sont trés
importants, en particulier les micro- et macronutriments qui sont essentiels dans divers processus
métaboliques humains et contribuent de maniere significative a la santé humaine. L'analyse de
ces minéraux dans les plantes étudiées a travers ces techniques a montré que M. pulegium est riche
en minéraux nécessaires a I'nomme, tels que le calcium (31875 mg / kg), le potassium (14216 mg

/ kg), le fer (1604 mg / kg), le sodium (10790 mg / kg), le magnésium (71 mg / kg), le manganese
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(71,2 mg / kg), le zinc (44,5 mg / kg), etc... De plus, les teneurs en éléments potentiellement
toxiques etaient bien inférieures aux valeurs toxicologiques de référence par rapport aux limites
de tolérance fixées par I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), conférant a ces plantes des

propriétés pharmaceutiques et médicinales particuliéres.

Récemment, 1’étude des oligo-éléments tels que le sélénium (Se) est devenu 1'une des plus
grandes préoccupations des chercheurs et spécialistes dans le domaine de la santé humaine a
I’échelle nationale et internationale. A cet effet, et a partir des expériences réalisées afin de mettre
en ceuvre la méthode de séparation radiochimique (RNAA) de I’élément du Se dans la matrice
biologique (plante médicinale), et grace aux résultats obtenus, nous pouvons conclure deux
choses ; tout d’abord nous avons pu résoudre la problématique liée aux limitations de I’analyse
par activation neutronique instrumentale (INAA), par la suite, la précision des concentrations
obtenus ouvrira de nouveaux horizons pour 1’amélioration des procédures de séparation
radiochimique, et également de I'¢élargissement de la détermination d’autres oligo-éléments

essentiels ou toxique qu’on peut analyser par la technique INAA tel que I’iode et le mercure, ...

En outre, et sur la base des résultats obtenus sur les tests des activités antioxydantes, il a été
démontré que l'activité antioxydante de I'extrait méthanolique de M. pulegium est supérieure a
celle de I'nuile essentielle. Cependant, il est un peu faible par rapport aux témoins positifs (BHT)
et V.E. Les tests de sensibilité antimicrobienne in vitro ont montré que les activités des huiles
essentielles extraites par les méthodes, (HD) et (SD) était tres élevée contre les bactéries par
rapport aux composés de référence (Fosfomycine, Carbénicilline, Eryth-romycine, Céphalexine)
I'extrait méthanolique a montré des effets moindres. Les résultats de I'activité anti-inflammatoire
in vivo ont montré que I'extrait méthanolique de M. pulegium a une activité anti-inflammatoire
considérable et significative par rapport au produit de référence Diclofenac Sodium, ces effets sont
dus aux concentrations plus ou moins élevées des flavonoides et des phénols. Ces résultats obtenus

indiquent que les extraits méthanoliques et I'huile essentielle de M. pulegium peuvent étre utiles
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en tant qu'agents actifs biologiques dans des formulations alimentaires et pharmaceutiques et ce,

en raison de leur richesse en minéraux essentiels.

Par la suite et d’apres les résultats obtenus sur I’activité anti-Alzheimer in vitro, il a été observé
que les extraits méthanoliques des plantes Teucrium polium et Matricaria chamomilla
présentaient une activité d'inhibition importante par rapport au standard la Galantamine. D’autre
part, les résultats obtenus sur I’activité antidiabétique in vitro, des deux extraits méthanoliques des
plantes T. polium (ICso: 111,68 = 0,01 pg / ml), et M. chamomilla (ICso : 440,58 = 0,06 pg / ml),
présentaient une activité d'inhibition supérieure a celle du standard 1’ Acarabose (ICso : 3650,93 +
10,70 pg / ml).

Nous pouvons conclure que notre travail de recherche ouvrira de nouveaux horizons pour
I’amélioration et 1’application de ces techniques d’analyses pour la détermination des éléments
minéraux et aussi pour la détermination des propriétés chimiques et pharmaceutiques, des
composés chimiques des plantes médicinales, afin de satisfaire les besoins scientifiques de la

recherche.

Par le biais de ce travail, nous espérons avoir apporté notre modeste contribution a la
valorisation de ces espéces véegétales (plantes médicinales) qui sont largement utilisées par la
population algérienne. Enfin, on peut dire que la méthode INAA est une méthode tres pratique

pour la détermination des oligo-éléments a faible concentration.

Et comme perspectives il serait intéressant : d'identifier et quantifier les différents composés
phénoliques présents dans les extraits testés. Une évaluation biologique approfondie de ces
plantes, afin d’isoler les substances responsables sur les déférentes 1’effet biologiques, et aussi
réalisation d’autres activités biologiques telles que les activités antivirales et [’activité
antitumorale, et d'analyser d'autres plantes médicinales algériennes pour élaborer une banque de

données
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Tableau (1) : Les données nucléaires utilisées dans ce travail pour la technique d’INAA

Elément Nucléide E(keV) Période
(jour)
As As76 559,1 1,08
As As76 657,1 1,08
Au Aul98 411,8 2,69
Ba Bal31 496,3 11,50
Br Br82 554,3 1,47
Br Br82 698,4 1,47
Br Br82 776,5 1,47
Ca Ca47 1297,1 454
Ce Cel4l 145,4 32,50
Co Co60 1173,2 1 924,06
Co Co60 1332,5 1 924,06
Cr Cr51 320,1 27,70
Cs Cs134 604,7 753,65
Cs Cs134 795,9 753,65
Fe Fe59 1099,3 44,50
Fe Fe59 1291,6 44,50
K K42 312,7 0,52
K K42 1524,7 0,52
La Lal40 487,02 1,68
La Lal40 815,8 1,68
La Lal40  1596,2 1,68
Na Na24 1368,6 0,62
Rb Rb86 1077 18,63
Sc Sc46 889,3 83,79
Sc Sc46 1120,5 83,79
Se Se75 1211 119,78
Se Se75 136 119,78
Se Se75 264,7 119,78
Se Se75 279,5 119,78
Se Se75 400,7 119,78
Sm Sm153 103,2 1,93
Th Pa233 300,1 26,97
Th Pa233 311,9 26,97
Zn Zn65 1115,5 244,26
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Les spectres de raies gamma collectés obtenu par analyse d'activation neutronique de courte, moyenne
et longue période des échantillonnons de Teucrium polium L, Matricaria chamomilla L et Mentha
pulegium L
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Figure S1. Les spectres de raies gamma de courte, moyenne et longue période de Matricaria chamomilla L
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Figure S2. Les spectres de raies gamma de courte, moyenne et longue période de Teucrium polium L
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