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Liste des abréviations

Les abréviations ont généralement été indiquées sous la forme la plus couramment utilisée

dans la littérature, elles sont donc souvent issues de terminologie anglo-saxonne.

Mg microgramme.

pl microlitre.

pum micrometre.

AAR Activité Antioxydante Relative.
ADN Acide Désoxyribonucléique.

AINS Anti Inflammatoire Non Stéroidien.
AlS Anti Inflammatoire Stéroidien.
ARN Acide Ribonucléique.

ATB Antibiotique.

AUG Augmentation.

BHA Hydroxyanysol butylé.

BHT Butyryl hydroxytoluene.

C Concentration.

C Celsius.

CCM Chromatographie sur Couche Mince.
Cal Capacité de la double couche.

CE Contre Electrode.

cm centimetre.

Corr Corrosion.

COX Cyclo-Oxygénase.

CPE Elément constant de phase.

CPG Chromatographie en Phase Gazeuse.
CR Contre électrode.

DAD Détecteur a Diode.

DPPH 2,2- Diphényle-1-picrylhydrazil.
Ecorr Potentiel de corrosion.

El Efficacité Inhibitrice.

ER Electrode de Référence.

ET Electrode de travail.

F Faraday.

g gramme.

Gal Galactose.

GC Gaz Chromatography.

GC/MS Gaz Chromatography-Mass- Spectrometry.
GC-FID Gaz Chromatography Mass Spectrometry- Flamme lonisation Détector.
GHz Giga hertz.

Glc Glucose.

h heure.

HCTZ Hydrochlorothiazide.

HPLC Chromatographie Liquide a Haute Performance.

1Cso Concentration Inhibitrice a 50%.



ICOI’I’

INH
kg

KW

MAE
mg
MHA
MHZ
min
ml
mM
mm
MPa
mV

nm
PDA

ppm
Rham

Ric
SFE
SIE
SM

TR

uv
UV-Vis
Vit C

Be

Densité de courant de corrosion.

Inhibition.

Kilogramme.

Indice de Kovat.

Kilo watt.

Litre

Molaire.

Microwaves Assisted Extraction.
milligramme.

Mueller Hinton Agar.

Méga hertz.

minute.

millilitre.

milli mole.

millimétre

Méga Pascal.

millivolt.

Normale.

nanometre.

Photo Diode Array Detector .
partie par million.
Rhamnose.
Résistance de polarisation.
Résistance de transfert de charge.
Supercritic Fluid Extraction.

Spectroscopie d’Impédance Electrochimique.

Spectroscopie de Masse.
Temps de Rétention.
Ultra-Violet.

Ultraviolet visible.
Vitamine C.

Pente anodique de Tafel.
Pente cathodique de Tafel.
longueur d’onde.
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Introduction

Les plantes sont depuis toujours une source essentielle de médicaments. Aujourd’hui
encore une majorité de la population mondiale, plus particulierement dans les pays en voie de
développement, se soigne avec des remedes traditionnels a base de plantes. De I’aspirine au
taxol, I’industrie pharmaceutique moderne elle-méme s’appuie encore largement sur la
diversité des métabolites secondaires végétaux pour trouver de nouvelles molécules aux
propriétés biologiques inédites. Cette source semble inépuisable puisque seule une petite
partie des 400000 especes végétales connues ont été investiguées sur les plans phytochimique
et pharmacologique, et que chaque espéce peut contenir jusqu’a plusieurs centaines de
constituants différents [1].

Les techniques traditionnelles d’extraction de ces constituants naturelles a partir des plantes
nécessitent d’importantes adaptations afin de réduire les risques pour la santé, la sécurité et
I’environnement. En conséquence, la recherche de produits et de procédés alternatifs plus
respectueux de I'homme et de son environnement occupent une place primordiale en
recherche et développement, y compris en ce qui concerne des opeérations unitaires du génie
chimique avec les technologies séparatives associées telle que I’extraction solide-liquide.

Pour répondre aux besoins des différentes industries qui doivent satisfaire a la fois les
demandes économiques changeantes et le respect de l'environnement tout en restant
mondialement compétitives, des approches scientifiques modernes du génie chimique et des
procédés ont vu le jour. Il s’agit par exemple de «I’approche verte du génie des procédés» et
de «I’éco-extraction» et ses principes [2,3] qui sont fortement mobilisées sur I'intensification
des procédes et sur le couple produits/procédés verts. Le but est de produire beaucoup plus et
mieux en consommant beaucoup moins, avec des technologies innovantes conduisant a une
meilleure utilisation des matieres premiéres et de I'énergie.

Notre objectif principal consiste en I’application des nouvelles technologies d’extraction,
telle que I’utilisation de dioxyde de carbone a 1’état supercritique, qui a une densité graduable,
une diffusivité relativement élevée et une faible viscosité [4] et ’application des micro-ondes
qui augmente la cinétique d'extraction, réduit le temps d'extraction et les déchets de solvant,
favorise un taux d'extraction plus élevé et permet de réaliser des économies de codts par
rapport aux méthodes classiques [5].

Apreés chaque extraction, les extraits obtenus ont été analysées par une méthode HPLC-

PDA validée [6]. Certains parameétres ont été optimisés afin d'améliorer le profil du motif

-

phénolique.
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Le présent travail s'inscrit dans le cadre du programme de recherche du laboratoire et
consiste a effectuer des différentes extractions, une caractérisation phytochimique des
métabolites secondaires, des activités biologiques et activité anticorrosion de deux plantes
medicinales algériennes appartenant aux familles des Lamiacées et Chénopodiacees: il s'agit
de Thymus algeriensis Boiss & Reut et Atriplex mollis Desf. Toute deux endémiques en
I'Algérie.

Ce manuscrit est réparti en trois chapitres :

Le premier chapitre est consacré a une recherche bibliographique sur les genres étudieés,
comportant les présentations botaniques et phytochimiques, les différentes classes de
meétabolites secondaires les plus connus, les différentes méthodes d’extraction, ainsi que les
activités réalisées sur ces deux especes.

Au niveau du second chapitre nous décrivons le matériel et les méthodes utilisées dans ce
travail notamment :

v' Les tests de criblage phytochimique de I’espéce Thymus algeriensis.

v L’extraction des huiles essentielles, des polyphénols et des pigments par différentes
extractions.

v' L’analyse quantitative et qualitative par chromatographie GC-MS et HPLC et
spectrophotometre.

v' L’étude de lactivité antioxydante et antibactérienne (in vitro) des extraits n-butanol
des deux especes étudiées.

v L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire et effet diurétique (in vivo) des extraits n-
butanol des deux especes.

v' L’étude de Iactivité anticorrosion des extraits n-butanol.

Dans le troisieme chapitre nous analysons les résultats obtenus renfermant I’analyse
qualitative et quantitative des différents extraits obtenus ainsi que 1’évaluation des activités
biologiques et 1’activité anticorrosion.

Au terme de ce travail, nous présenterons une conclusion générale dans laquelle nous
rappellerons les principaux résultats obtenus.

Enfin, nous exposant les références bibliographiques ainsi qu’une section consacrée articles
publiés par ce travail.

Les travaux réalisés a travers cette these ont été couronnés par deux publications parus et

une autre qui est en cour de finalisation.
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A- Plantes médicinales et métabolites secondaires
1. Apercu sur utilisation des plantes médicinales
1.1. Utilisation des plantes médicinale ou phytothérapie

Le mot "phytothérapie” se compose étymologiquement de deux racines grecques : phuton et
therapeia qui signifient respectivement "plante” et "traitement".

La Phytothérapie peut donc se définir comme étant une discipline allopathique destinee a
prévenir et a traiter certains troubles fonctionnels et/ou certains états pathologiques au moyen
de plantes, de parties de plantes ou de préparations a base de plantes [1], qu’elles soient
consommees ou utilisées en voie externe.

Depuis 1987, la phytothérapie est reconnue a part entiere par I’Académie de médecine.

Il est important de ne pas confondre cette discipline avec la phytopharmacie qui, quant a
elle, désigne I'ensemble des substances utilisées pour traiter les plantes, a savoir les pesticides,

fongicides, herbicides, ou encore insecticides [1].

1.2. Principales méthodes de préparation des plantes médicinales

Pendant longtemps, les plantes ont été utilisées uniqguement en nature, sous forme de tisanes
ou de poudres [2]. Maintenant beaucoup sont présentées en gélules, mais il existe de
nombreuses formes d’utilisation des plantes medicinales. Quelle que soit leur présentation,
elles jouissent d'un regain d'interét largement suscité et entretenu par la publicité ainsi que par
d'innombrables ouvrages de vulgarisation.

De plus en plus de plantes sont utilisées en mélange. Pour ces préparations, des regles de
bonnes pratiques officinales ont été instaurées. De nombreux paramétres sont a respecter
comme le nombre de plantes, les associations possibles, la saveur, ou encore le go(t qui devra
étre adapté au client. L'dge du patient et son état devront également étre pris en compte. La
menthe par exemple, sera évitée chez un patient ulcéreux.

Signalons également que de nombreuses plantes s’emploient uniquement en homéopathie.

C’est par exemple le cas de la souche Arum triphyllum provenant de I’Arum a trois feuilles,
ou Navet indien, appartenant a la famille des Araceae. Elle est utilisée en dilution dans le
traitement des affections respiratoires et du surmenage de la voix.

Pour finir il ne faut pas oublier que les plantes medicinales sont aussi utilisées dans la
thérapeutique vétérinaire. Citons comme exemple le Serpolet (Thymus serpyllum L.) qui est

utilisé comme antiseptique, ou contre les entérites et les parasitoses des volailles [1,2].
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2. Métabolites secondaires
2.1. Les polyphénols

Les polyphénols, dénommeés aussi composés phénoliques, sont des molécules spécifiques du
regne végetal et qui appartiennent a leur métabolisme secondaire. On les trouve dans les
plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits. Leurs fonctions ne sont pas strictement
indispensables a la vie du végétal, cependant ces substances jouent un r6le majeur dans les
interactions de la plante avec son environnement [3], contribuant ainsi a la survie de
I’organisme dans son écosysteme. Le terme « phénol » englobe approximativement 10000
composeés naturels identifiés [4,5].

Les polyphénols sont caractérisés par la présence d’au moins un noyau benzénique auquel
est directement lié au moins un groupe hydroxyle, libre ou engagé dans une autre fonction :
éther, ester, hétéroside [6]. lls sont communément subdivisés en acides phénoliques (dérivés
de I’acide benzoique ou dérivés de I’acide cinnamique), coumarines, stilbeénes, flavonoides,

lignanes, lignines, tanins [7].

OH|

Figure 1.1: Structure du noyau phénol [3].

Le tableau 1.1 regroupe les principales classes des composés phénoliques.

Tableau 1.1 : Les principales classes des composés phénoliques [8].

Squelette | Classe Exemple Origine (exemple)

carboné

Ce Phénols simples catéchol Moules marines

Ce-C1 Acides hydroxybenzoiques | p-hydroxybenzoique Epices, fraise

Ce-Cs Acides hydroxycinnamiques | Acide caféique, acide Pomme de terre,

férulique. pomme

Coumarines Scopolétine, esculétine Citrus

Cs-C2-Cs | Stilbénes Resvératrol Vigne
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Tableau 1.1, la suite.

Cs-C3-Cs | Flavonoides

e Flavonols Kamphérol, quercétine Fruits, légumes, fleurs
e Anthocyanes Cyanidine, pélargonidine | Fleurs, fruits rouges
e Flavanols Catéchine, épicatéchine | Pomme, raisin
e Flavanones Naringénine Citrus
e Isoflavonols Daidzéine Soja
(C6-Cs)2 | Lignanes Pinorésinol Pin
(Ce-C3) n | Lignines Bois, noyau de fruits
(C15) n Tanins Raisin rouge, kaki

2.1.1. Classification des polyphénols

Les polyphénols peuvent se regrouper en deux grands groupes : Les non flavonoides dont
les principaux composes sont : les acides phénoliques, les stilbénes, les lignanes, les lignines
et les coumarines [9] et les flavonoides, dont on caractérise principalement : les flavones,

flavanones, flavonols, isoflavonones, anthocyanines, proanthocyanidines et flavanols [10].

2.1.1.1. Les non flavonoides

a. Acides phénoliques

Ce sont des composes organiques possédant au moins une fonction carboxylique et un
hydroxyle phénolique. Ils sont représentés par deux sous-classes : les dérivés de 1’acide

hydroxybenzoique et de ’acide hydroxycinnamique [11].

> Dérivés de I’acide hydroxybenzoique
Les acides hydroxybenzoiques sont des dérivés de l'acide benzoique et ont une structure
générale de base de type (Ce-C1) (Tableau 1.2). Ces molécules existent souvent sous forme
d'esters ou de glycosides.

Les acides hydroxybenzoiques les plus abondants sont répertoriés dans le tableau 1.2 [12].
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Tableau 1.2 : Principaux acides hydroxybenzoiques [12].

R:i | Rz R3 R4 Acides phénoliques

H H H Acide benzoique

H OH |H Acide p-hydroxybenzoique Ra R1

H OH OH | H Acide protocatechique R, COOH
H OCHs; |OH |H Acide vanillique

H OH OH | OH Acide gallique Ry

H OCHsz | OH | OCHs | Acide syringique

OH | H H H Acide salicylique

OH | H H OH Acide gentisique

> Dérivés de I’acide hydroxycinnamique
Ces composes ont une distribution trés large. Rarement libres, ils sont souvent estérifiés
[17] et peuvent également étre acidifiés ou combinés avec des sucres (O-acylglucosides, O-

arylglucosides) ou des polyols tels que I’acide quinique (Tableau 1.3) [12].
yig poly! q quiniq

Tableau 1.3 : Principaux acides hydroxycinnamiques [12].

R1 R2 Rs Acides phénoliques
H H Acide cinnamique Ry N COCH
OH H Acide p-coumarique
OH | OH H Acide caféique Rz
OCHs3 | OH H Acide férulique Rs
OCHs | OH | OCH3s Acide sinapique

L'acide caféique est le principal représentant de cette catégorie. Il est présent dans de
nombreux végétaux (graine de café, tomate, olive, pomme), en particulier dans les fruits. Il
représente 75 a 100% de la teneur totale en acides hydroxycinnamiques de la majorité des
fruits, principalement sous forme d'ester de l'acide quinique (acide chlorogénique). L'acide
chlorogénique est présent en trés forte concentration dans la pomme (430 mg/kg) et dans le

café, une seule tasse peut en contenir de 70 a 350 mg [13,14].
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La liste des acides phénoliques présents dans les plantes ne s’arréte pas la, nous tenons a
mentionner, en particulier, I’acide méthylgallique, I’acide rosmarinique, 1’acide carnosique et
le carnosol [15].

Les acides phénoliques sont plutét rares dans la nature a I’exception de I’hydroquinone qui
existe dans plusieurs familles (Ericaceae, Rosaceae..), le plus souvent a I’état de glucoside du
diphénol (arbutoside) ou de son monométhyléther. On connait également des alcénylphénols

(Urushiol) et des monoterpénes phénoliques (Thymol) [15].

b. Stilbénes

Les stilbénes présentent une structure en Cs-C,-Cs, avec un cycle A portant deux fonctions
hydroxyles en position méta et un cycle B portant des fonctions hydroxyles ou méthoxyles en
méta, ortho et para (Tableau 1.4).

Tableau 1.4: Quelques exemples des structures chimiques des stilbénes [16].

R1 R2 R3 R’1 | R2 | R’3 | Stilbénes
OH H OH H |OH |H Resvératrol
OCH3 | OH | OCHs | OH | OH | OH | ptérostilbéne
Glc OH | OH OH | OH | OH | picéide

Les deux noyaux aromatiques sont reliés par une double liaison, formant un systeme
conjugué. Cette particularité leur confere une grande réactivité due a la délocalisation des
¢lectrons 7 sur la totalité de la molécule. Les stilbénes se trouvent en petites quantités dans
I’alimentation humaine. Ils sont généralement isolés des plantes sous formes hydroxylés,
méthylés, esterifiés, glycosylés ou méme prenylés. Leur solubilité est négligeable dans 1’eau
et accrue dans la plupart des solvants organiques.

Ces composés sont présents dans de nombreuses familles de plantes supérieures mais les

principales sources alimentaires sont le raisin (les graines, la peau, et les tiges) et le vin [16].

c. Lignanes
Ce sont des composés dont la formation implique la condensation d’unités
phénylpropaniques (Ce-C3) (Tableau 1.1). Leur distribution botanique est large, ils se trouvent

souvent dans le bois des gymnospermes et dans les tissus soumis a lignification chez les

°
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angiospermes .Les graines de lin sont la source la plus importante de lignanes, viennent

ensuite, les lentilles, les haricots blancs, les graines de céréales et certains legumes [15].

d. Coumarines Cs-Cs

Les coumarines sont des hétérocycles oxygénés ayant comme structure de base le benzo-2-
pyrone. lls ont été isolés pour la premiére fois par Vogel en 1820 dans le Coumarouna
odorata [17]. Ce sont des composés phénoliques cyclisés (Figure 1.2) qui dérivent des acides
t-cinnamique et p-coumarique pour la majorité d’entre eux. Cependant, leur voie de
biosynthése peut varier d’une espéce a I'autre. En effet, la scopolétine de tabac dérive de
I’acide férulique, tandis que des expériences d’apport de précurseurs marqués semblent

montrer que ce n’est pas le cas chez le tournesol.

R,

HO o (@)
R,=H Umbelliférol
R,= OH Aescultol

R,= OCHj,4 Scopolétol

Figure 1.2 : Quelques exemples des structures chimiques des coumarines [17].

Les coumarines ont des effets différents sur le développement des plantes suivant leur
concentration mais aussi suivant ’espéce. Dans la cellule, les coumarines sont principalement
présentes sous forme glycosylée. Cette glycosylation serait une forme de stockage permettant
d’éviter les effets toxiques des coumarines sur la cellule et la croissance. Elles sont
considérées comme des phytoalexines. Celles-ci sont des molécules de faible masse
moléculaire provenant de voies métaboliques variées comme celle des phénylpropanoides ou

des sesquiterpénes [18].

2.1.1.2. Flavonoides

Les flavonoides sont des composés possédant un squelette de base a quinze atomes de
carbone, constitués de deux noyaux aromatiques et d'un hétérocycle central de type pyrane,
formant une structure Ce-C3-Cs (Figure 1.3). Ce sont les composés les plus abondants parmi

tous les composés phénoliques. Ils interviennent dans la pigmentation des fleurs et dans les

-
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processus de défense contre le rayonnement UV, les herbivores et les attaques microbiennes

[19]. Les flavonoides sont présents dans une grande variété d'aliments (fruits et légumes,
ceréales, jus de fruits, thé et vin...).

Figure 1.3 : Squelette de base des flavonoides [19].

Il existe plusieurs classes de flavonoides, dont les principales sont les flavones, les

flavonols, les flavan-3-ols, les isoflavones, les flavanones et les anthocyanidines.

a. Flavonols

Les flavonols sont caractérisés par la présence d’une double liaison en position 2-3 et d’un
groupement hydroxyle en Cs (Figure 1.4). Elles sont les flavonoides les plus répandus dans le
regne végetal, leur couleur varie du blanc au jaune, elles sont essentiellement représentés par
la quercétine, le kaempférol et la myricétine. Les flavonols qui s'accumulent dans les tissus

vegétaux sont presque toujours sous la forme conjugués glycosylés [20].

OH (@]

R=H, Kaempférol
R=OH, Quercétine

R=0OCH;,, Isorhamnétine

Figure 1.4 : Des exemples des structures chimiques des flavonols [20].
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b. Flavones
Les flavones sont structurellement trés similaire aux flavonols et ne different que par
I'absence d'hydroxylation en position 3 sur le cycle C (Figure 1.5). Elles sont principalement
représentées dans l'alimentation par I'apigénine et la lutéoline. Contrairement aux flavonols,
elles sont moins répandues dans les fruits et les légumes. Par conséquent, leur apport
alimentaire est trés faible [20].

OH (]

R,=R,= H, Apigénine
R,=0OH, R,=H, Lutéoline

R,=R,= OCH,, Tricine

Figure 1.5 : Des exemples des structures chimiques des flavones [20].

c. Flavanones
Ces molécules sont caractérisées par I’absence de double liaison en 2, 3 et par la présence
d’un centre d’asymétrie en position 2 (Figure 1.6). Chez les flavanones naturelles, le carbone 2
est normalement de configuration S. Elles existent sous forme libre ou sous forme glycosylée
[21]

OH (©)
R= H, Naringénine
R= OH, Eriodictyol

R= OCH,, Héspéritine

Figure 1.6 : Des exemples des structures chimiques des flavanones [21].
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La principale source des flavanones reste les agrumes qui sont caractérisés par
l'accumulation des montants élevés en ces composés. Les agrumes incluent les oranges
ameres, les citrons, les pamplemousses, les mandarines, les clémentines et les oranges douces.

Parmi les formes libres des flavanones, on cite la naringénine qui est retrouvée dans le
pamplemousse et I’orange amére. Le plus souvent, les flavanones existent sous forme
glycosylée en position 7, comme L’hespéridine, qui est retrouvée dans le citron, I’orange
douce et la mandarine, et les néohesperidosides responsables du golt amer du pamplemousse
et de I’orange [22].

d. Flavan-3-ols ou flavanols
Ces molécules sont toujours hydroxylées en Cs et se caractérisent par ’absence du groupe
carboxyle en C4 (Figure 1.7). Elles sont souvent a I’origine des polyméres flavoniques appelés
proanthocyanidols ou tannins condensés. Les flavan-3-ols sont trés abondant dans les fruits

comme les abricots, les cerises, les raisins,... etc [20].

OH
OH
OH
OH|l
|HO
HO O =
/OH
OH
OH
(+)-catéchine (-)-épicatéchine

Figure 1.7 : exemples des structures chimiques des flavan-3-ols [20].

Les flavanols sont largement répandus dans les fruits et legumes, mais la source la plus
riche de flavanols au sein de I’alimentation humaine est certainement le thé. Ce dernier
contient principalement de la (—)-épicatéchine, de la (—)-épigallocatechin-3-O-gallate et de la

(-)-épigallocatéchine [23].

e. Isoflavones
Les isoflavones sont considérées comme des dérivés des flavones, elles représentent une
sous-classe importante et trés distinctive des flavonoides. Contrairement a la plupart des

autres flavonoides, les isoflavones sont caractérisées par la présence d’un cycle B fixé a C3
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plutét que la position C, (Figure 1.8). lls ont une distribution tres limitée dans le regne végétal
[20].

R,=R,= OH, Genisteine

R,= OH, R,=H, Daidzeine

Figure 1.8 : Exemples des structures chimiques des isoflavones [20].

f. Anthocyanes
Les anthocyanes (en grec Anthos signifie fleur, et kyanos signifie bleu) sont des pigments
hydrosolubles présents dans la plupart des espéces. Ces pigments sont des dérives du cation 2-
phénylbenzopyrylium plus communément appelé cation flavylium (Figure 1.9). lls sont
accumules dans les vacuoles cellulaires et ils sont responsable des couleurs rouges, violettes
et bleues dans les fruits, les légumes, les fleurs et les graines, mais aussi jouent un réle
important dans la physiologie vegétale comme attracteurs des insectes et dans la dispersion

des graines [24].

OH
R=H, P¢largonidine
R= OH, Cyanidine

Figure 1.9 : Exemples des structures chimiques des anthocyanes [24].
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2.1.1.3. Les tannins
Les tanins représentent une classe tres importante de polyphénols localisés dans les vacuoles
[25]. Sur le plan structural, les tanins sont divisés en deux groupes, tanins hydrolysables et
tanins condensés [26] :
e Tanins hydrolysables : ce sont des esters du D-glucose et de I’acide gallique ou de ses
dérivés, en particulier ’acide ellagique (Figure 1.10) [27, 28].
e Tannins condensés : les tannins condensés ou les proanthocyanidines sont des
polymeres constitués d’unités flavane reliées par des liaisons entre les carbones Cs4 et
Cs 0u C4 et Ce (Figure. 1.10) [28, 29].
En raison de leur complexation avec les protéines salivaires, les tanins condensés sont
responsables de l'astringence caractéristique des fruits avant maturité (raisin, péche, pomme,
poire, etc...) et de certaines boissons (vin, cidre, thé, etc...) et de I'amertume du chocolat.

OH
OH OH o)
o ’ OH
O
(@)
OH
A OH
O OH
OH
(@ (b)

Figure 1.10 : Structure chimique (a) d’un tanin condensé (proanthocyanidine) et (b) d’un

gallo-tanin (1, 2, 3-tri-O-galloyl-B-D-glucose) [30].

2.2. Les terpénes

Les terpénes sont des hydrocarbures naturels de structure cyclique ou de chaine ouverte,
largement répandus dans le regne végétal [31].

Leur particularité structurale est la présence dans leur squelette d’unité isoprénique a 5

atomes de carbone (CsHg) dérivées du 2-méthylbutadiéne (Figure 1.11) [32].
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CHj

_
H,C™

Isoprop

ene

Figure 1.11 : Structure de base des terpénoides [33].

Le terme terpénoide désigne un ensemble de substances présentant le squelette terpénique

avec une ou plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldéhyde, cétone, acide, lactone, etc.)

[33,34].

Dans le régne végétal, les terpénoides sont classés dans la catégorie des métabolites

secondaires (avec les flavonoides). Leur classification est basée sur le nombre de répétition de

I’unité de base isopréne (Tableau 1.5) :

Tableau 1.5 : Classification des triterpénes [33].

Monoterpéenes Cuo
Sesquiterpénes Cis
Diterpénes Cao
Sesterpenes Cas
Triterpenes et Stéroides Cao
Tetraterpenes Cao

Polyterpénes

(C10) n avec n>8

2.3. Les huiles essentielles
2.3.1. Définition

Ce sont des substances volatiles et odorantes obtenues des végétaux par entrainement a la

vapeur d’eau. Elles se forment dans un grand nombre de plantes comme produits du

métabolisme secondaire. Les huiles essentielles sont des mélanges liquides tres complexes.

Elles ont des propriétés et des modes d’utilisation particuliers et ont donné naissance d’une

branche nouvelle de la phytothérapie : I’aromathérapie [35].
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Les huiles essentielles ont, & toutes époques, occupé une place importante dans la vie
quotidienne de I’homme qui les utilisait autant pour se parfumer, aromatiser la nourriture ou

méme se soigner.

2.3.2. Composition Chimique des Huiles Essentielles

Dans les plantes, les huiles essentielles n’existent quasiment que chez les végétaux
supérieurs. Elles sont produites dans le cytoplasme des cellules sécrétrices et s’accumulent en
général dans des cellules glandulaires spécialisées, situées en surface de la cellule et
recouvertes d’une cuticule. Elles peuvent étre stockées dans divers organes : fleurs, feuilles,
écorces, bois, racines, rhizomes, fruits ou graines.

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

aromatiques dérives du phénylpropane [36].

a. Les monoterpenes :

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

chimiques spéciales [37].

c:|H2 CHjg CHg
| [
NN
H,C CHa HeC™ CHy H,C CH,
Myrceéne Puléguone Limoneéne

Figure 1.12 : Exemples de quelgues monoterpenes [37].

b. Les sesquiterpenes
Ce sont des dérivés d’hydrocarbures en CisHz2 (assemblage de trois unités isoprenes). 11 s’agit

de la classe la plus diversifiée des terpénes qui se divisent en plusieurs catégories
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structurelles, acycliques, monocycliques, bicycliques, tricycliques, polycycliques. lls se
trouvent sous forme d’hydrocarbures ou sous forme d’hydrocarbures oxygénés comme les

alcools, les cétones, les aldéhydes, les acides et les lactones dans la nature [38].

CH4 CHj
. . CH,OH CHs
=
H,C”~ CHy

H | CH,

CHy  H,c” CH, © CH,

CHy

Caryophyllene Farnésol Valéranone

Figure 1.13 : Exemples de quelques sesquiterpenes [38].

c. Lescomposés aromatiques
Une autre classe de composes volatils fréquemment rencontrés est celle des composés
aromatiques dérivés du phénylpropane (Figure 1.14). Cette classe comporte des composés
odorants bien connus comme la vanilline, I'eugénol, I'anéthole, I'estragole et bien d'autres. Ils
sont davantage fréequents dans les huiles essentielles d'Apiaceae (persil, anis, fenouil, etc.) et
sont caractéristiques de celles du clou de girofle, de la vanille, de la cannelle, du basilic, de
I'estragon, etc [38,39].

CH, CHj
o H
\ NS
H3;CO H3;CO
OH OCH 4 OH
Eugénol trans-Anéthole Vanilline

Figure 1.14 : Exemples de composés aromatiques [38].

2.3.3. Intérét thérapeutique, écologique et économique des huiles essentielles
Les huiles essentielles possédent de nombreuses activités biologiques. En phytothérapie,

elles sont utilisées pour leurs propriétés antiseptiques contre les maladies infectieuses
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d’origine bactérienne [40], ou au niveau de la microflore vaginale et d’origine fongique contre
les dermatophytes [41]. Cependant, elles possédent également des propriétés cytotoxiques
[42] qui les rapprochent donc des antiseptiques et désinfectants en tant qu’agents
antimicrobiens a large spectre.

Les huiles essentielles jouent un réle écologique dans les interactions végétales, végétale-
animales et pourraient méme constituer des supports de communication par des transferts de
messages biologiques sélectifs [43]. En effet, elles contribuent a I'équilibre des écosystemes,
attirent les abeilles et des insectes responsables de la pollinisation, protegent les végéetaux
contre les herbivores et les rongeurs, possedent des propriétés antifongiques, antibactériennes,
allopathiques dans les régions arides et peuvent servir de solvants bioactifs des composes
lipophiles [44].

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

facon considérable ces dernieres années [45].

3. Les pigments foliaires
3.1. La chlorophylle
La chlorophylle est le principal pigment photosynthétique. Elle est présente chez presque
tous les organismes photosynthétiques et est a l'origine de leur couleur verte car elle absorbe
fortement la lumiére visible dans les longueurs d’onde correspondant au bleu et au rouge mais
laisse filtrer une grande partie de la lumiére verte. On dénombre jusqu’a plusieurs centaines
de millions de molécules de chlorophylle dans un seul chloroplaste. Deux structures
remarquables caractérisent cette molécule :
e un noyau tétrapyrrolique ou chlorine, contenant un atome de magnésium en son
centre ;
e une chaine terpénique ou phytol, constituée de vingt atomes de carbone.
Il existe différentes formes de chlorophylles, dont les seules présentes chez les végétaux

supérieurs sont la chlorophylle a et la chlorophylle b. Les autres formes (chlorophylles c et d)
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présentes chez certaines algues ou bactéries et sortent du cadre de notre étude. Comme le
montrent la figure 1.15 et le tableau 1.6, la structure des formes a et b de la chlorophylle est

quasi identique, a ’exception d’une fonction aldéhyde située sur la chlorine [46].

Chlorophylle a Chlorophylle b

Figure 1.15 : structure des chlorophylles a et b [46].
Le tableau suivant résume les structures brutes de la chlorophylle a et b.

Tableau 1.6 : caractéristiques physico-chimiques des chlorophylles a et b [46].

Chlorophylle a Chlorophylle b

Formule brute Css H72 Os Na Mg | Css H7o0 Os N2 Mg

Masse molaire (g.mol?) | 893.5 907.5

L’atome de magnésium participe aux propriétés optiques de la molécule alors que le
groupement phytol n’interagit pas avec la lumiére. En revanche, en raison de ses propriétés
liposolubles, il joue un réle essentiel dans I’intégration de la chlorophylle dans les protéines
de la membrane des thylakoides.

3.2. Les caroténoides

Les caroténoides sont présents chez de nombreux étres vivants, végétaux, animaux et
microorganismes.

Les animaux sont incapables de les synthétiser aussi se les procurent-ils par leur
alimentation. Ce sont des pigments photosynthétiques d’apparence orangée ou jaune,

liposolubles, appartenant a la famille des terpénoides en Cao. Plus de six cent formes de
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caroténoides ont été répertoriées a ce jour. lls sont divisés en deux grandes familles: les
caroténes, uniquement composés de carbone et d’hydrogéne, et les xanthophylles qui sont
synthétisés a partir des caroténes et possédent en plus des atomes d’oxygéne. Dans le
chloroplaste, on distingue deux formes principales de carotenes (a-carotene et p-caroténe)
(Figures 1 .16) et cinq de xanthophylles (lutéine, zéaxanthine, violaxanthine, anthéraxanthine
et néoxanthine) [46].L’introduction d’une fonction hydroxyle dans le a-caroténe permet la
formation de lutéine, alors que le B-caroténe est le précurseur de la zéaxanthine, la
violaxanthine, et I’anthéraxanthine. Ce mécanisme est a I’origine de leurs propriétés anti-

oxydantes. La néoxanthine est formée a partir de la violaxanthine.

[-caroténe

Figure 1.16 : structure chimique du a-carotene et du p-carotene [46].

Les caroténoides présentent une trés forte absorption de la lumiére bleue entre 400 nm et
500 nm. Comme pour la chlorophylle, leur spectre d’absorption est sensible au solvant utilisé

et a ’environnement de la molécule [47].

3.3. Détermination des concentrations des pigments foliaires

La méthode de détermination des pigments photosynthétiques (les chlorophylles a et b et
des caroténoides) a été améliorée avec des chlorophylles pures et des caroténoides purs
fraichement isolés. Leurs spectres d'absorption ont été mesurés dans des solvants organiques
les plus purs en utilisant des spectrophotométres modernes a deux longueurs d'onde, ce qui a
permis de déterminer leurs coefficients d'absorption spécifiques. C'est la méthode que la

plupart des phytotechniciens appliquent pour la détermination quantitative des chlorophylles a
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et b dans les extraits de feuilles de plantes obtenus avec des solvants organiques tels que
I'acétone ou le méthanol.

Les teneurs en Chlorophylle et Caroténoide ont été déterminées par spectrophotométrie en
utilisant les valeurs des coefficients d'absorption dans les solvants utilisés. [46,48].
Une quantité donnée du pigment foliaire cristalline est pesée et mise en solution dans un
volume connu de solvant (méthanol, chloroforme, éther.....).

L'absorbance est mesurée au maximum d'absorption dans le rouge et le coefficient
d'absorption spécifique (o) est alors calculé d'aprés la relation de Beer-Lambert:

A

TdxcC
Ou : A = absorbance au maximum dans le rouge

(04

d : longueur du parcours optique (cm)
C : concentration en chlorophylle (mg ml-")

Ce coefficient permet de calculer la concentration en pigments de toute solution dans le
solvant choisi. Le tableau 1.7 regroupe les coefficients d'absorption spécifiques (o) des
chlorophylles a et b dans le chloroforme et le diméthylformamide déterminés a l'aide de

spectrophotometres a haute et basse résolution.

Tableau 1.7 : Les coefficients d'absorption spécifique (a) des chlorophylles dans deux

différents solvants [48].

Solvant Chloroforme Diméthyl-formamide
Résolution 0.1-0.5 nm 1-4nm 0.1-0.5 nm 1-4nm
A @ A (nm) o A (nm) o A (nm) o A (nm) o
Chl a 665.5 90.42 666 94.57 | 663.8 | 89.78 | 664 | 90.41

648.8 18.74 648 26.37 | 646.8 | 20.37 647 19.87

480 1.33 480 1.42 480 1.12 480 0.89

470 1.66 470 2.84 470 1.36 470 1.23

Chlb 665.5 8.26 666 6.95 | 663.8 | 10.89 664 11.68
648.8 47.47 648 62.98 | 646.8 | 48.11 647 50.59

480 23.93 480 46.09 480 34.07 480 52.02

470 73.45 470 142.1 470 78.92 470 105.2

:i]
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Les équations appropriées pour calculer les concentrations (en pg ml 1) de la chlorophylle a
(Ca), de chlorophylle b (Cp) et de caroténoides totaux (Cx + ¢) dans les 3 solvants par

spectrophotometres a haute et basse résolution sont indiqués dans le tableau 1.8 [48].

Tableau 1.8 : Equations de détermination des concentrations des pigments foliaires [48].

Concentration des pigments

Résolution 0.1-0.5 nm 1-4 nm
Chloroforme | Ca=11.47 Asese- 2As476 Ca=10.91A666 -1.2A64s
Cb = 21.85A547,5-4.53A555,5 Cb = 16.38A648-4.57A666

Crre=(1000Aug0-1.33C4 23.93Cp) /202 | Cysc = (1000Au50-1.42C4-46.09C1)/202

Dlmethyl- Ca=12A6635-3.11Ass65 Ca - 11.65A664-2.69A 647
formamide Cb = 20.78A¢46.8 - 4.88Ac63.8 Cb = 20.81A647-4.53Ases
Cx+c=(1000A450-1.12C4-34.07Cp) /1245 | Cxec = (1000A450 -O.89C, - 52.02Cy)/245

4. Techniques d’extraction :

Les techniques traditionnelles d'extraction par solvant des matériaux végétaux sont basees
sur le choix correct des solvants et l'utilisation de la chaleur ou / et agitation pour augmenter
la solubilité du composeés [49].

Le fait que les plantes peuvent contenir plusieurs centaines de métabolites secondaires, des
techniques modernes d'extraction et d'isolement seront decrites comme des techniques
alternatives pour réduire considérablement la consommation de solvants et accélérer le

processus d'extraction [50].

4.1. Techniques d’extraction classiques
4.1.1. Extraction solide-liquide et Macération :

C’est une méthode traditionnelle, a été couramment employée. Elle consiste en la mise en
contact du matériel végétal avec le solvant avec ou sans agitation, a température ambiante ou
a température élevée pour une durée déterminée. Elle est basée sur la solubilité des composés
bioactifs dans un solvant d’extraction et elle est influencée par une série de facteur incluant la
nature du matériel végétal, la concentration en solutés de 1’échantillon, la nature du solvant, la

durée d’extraction...etc [49].
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La macération est relativement peu colteuse et aussi la plus simple, elle est utilisable dans
le cas de Dl’extraction d’un ensemble de molécules fragiles et se déroule a température
ambiante ce qui est tres positif pour conserver l'intégrité des molécules bioactifs qui sont
sensibles aux changements de température. En outre, une matrice peut subir plusieurs
extractions successives en utilisant des solvants de plus en plus polaires afin d’obtenir des

mélanges enrichis en molécules d’intérét [51].

4.1.2. Hydrodistillation

Il s'agit de la méthode la plus simple et de ce fait la plus anciennement utilisée. Le principe
de I’hydrodistillation correspond a une distillation hétérogeéne qui met en jeu I’application de
deux lois physiques (loi de Dalton et loi de Raoult) [52]. Le procédé consiste a immerger la
matiere premicre végétale dans un ballon lors d’une extraction au laboratoire ou dans un
alambic industriel rempli d'eau placé sur une source de chaleur. Le tout est ensuite porté a
I’¢bullition. La chaleur permet I’éclatement des cellules végétales et la libération des
molécules odorantes qui y sont contenues. Ces molécules aromatiques forment avec la vapeur
d’eau, un mélange azéotropique. Les vapeurs sont condensées dans un réfrigérant et les huiles
essentielles se séparent de 1’eau par différence de densité.

La durée d’hydrodistillation, de trois a six heures en fonction de la matic¢re végétale a traiter,

peut avoir une influence sur le rendement en huile essentielle et sur sa composition chimique.

4.2. Techniques d’extraction modernes
4.2.1. Extraction assistée par micro-onde :

Dans cette technique d’extraction alternative, la matrice solide est immergée dans un
solvant chauffé par micro-ondes. Les micro-ondes sont des ondes électromagnétiques de
fréquences entre 300 MHz et 300 GHz (Figure 1.17). Leur assistance permet de chauffer le
solvant tres rapidement et en utilisant peu d’énergie. Cette technique a été brevetée par Paré et
Bélanger en 1990 pour I’extraction de produits naturels. En général, les échantillons sont
homogénéisés et mélangés avec un solvant et la suspension est irradiée a plus de 2000 MHz
pour une courte période de temps. Le chauffage est généralement répété plusieurs fois avec
des periodes de refroidissement pour éviter I’ébullition. L’efficacité de cette technique
s’approche de celle de I’extraction classique Soxhlet, mais avec I’avantage de pouvoir étre
réalisée beaucoup plus rapidement [53]. Les inconvénients de cette technique sont la nécessité

de maitriser parfaitement le temps de chauffage par micro-ondes, 1I’inhomogénéité du
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chauffage par les micro-ondes et le fait qu’elle n’est peut pas étre utilisée pour I’extraction de
composés thermosensibles (vitamines, protéines, anthocyanines ..etc)

Produit a traiter
Condenseur

Générateurs micro-ondes

2kw 2kw 2kw 2kw
Ll Ll |l

Enceinte micro-ondes

[000000000000000:

Transfert par vis sans fin

Température finale

Extrait

Figure 1.17 : L’extraction par solvant assistée par micro-ondes [53].

4.2.2. Extraction a fluide supercritique :

L’extraction par fluides supercritiques utilise comme solvants des fluides en état
supercritique (I’¢tat du fluide lorsque sa température et sa pression sont supérieures a la
température et a la pression critiques de ce fluide). Cet état n’existe pas a pression
atmosphérique. Les propriétés des fluides supercritiques sont intermédiaires entre celles des
gaz et des liquides. Les taux de transfert de matiere sont plus grands que dans des solvants
liquides classiques a cause des coefficients de diffusion plus élevés et de faibles valeurs de
VISCOsités.

Malgré ces propriétés favorables pour I’extraction de molécules bioactives, un frein majeur
au développement de cette technologie est le fait que les fluides envisageables ont une
pression critique relativement élevée qui entraine des investissements importants pour
construire les appareillages sous pression correspondants. Le fluide supercritique le plus
utilisé comme solvant est le CO, a cause de ses nombreux avantages : abondant, bon marche,
inerte, inodore, pas toxique et température et pression critiques relativement basses (31,1 °C
et 7,3 MPa) .Le grand inconvénient de I’utilisation du CO> comme solvant est qu’il est

apolaire et donc non adapté pour ’extraction de composés polaires. Souvent, pour I’extraction

E

de telles substances, 1’éthanol est ajouté au CO2comme co-solvant [54].
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Entrée

CO2

Vanre de réqulatior

\: ? Condenseur

Extracteur

Réservoir
CO2 kquide

Figure 1.18 : Représentation schématique d’un extracteur par fluide supercritique [54].

5. Les méthodes d’identification et de quantification :

L’analyse d’un mélange complexe s’effectue classiquement par le couplage d’une
technique chromatographique, la chromatographie en phase gazeuse GC pour la fraction
légere et la chromatographie liquide a haute performance HPLC pour la fraction lourde, avec
une technique d’identification spectrale [55].

En routine, I’analyse se fait sur I’huile essentielle globale ou I’extrait brut. Dés lors que se
présentent des difficultés d’identification pour certains constituants, la procédure nécessite un
fractionnement de I’échantillon, qui peut se poursuivre jusqu’a la purification du composé par

des techniques chromatographiques préparatives.

5.1. Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS)

Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse est aujourd’hui une
des techniques les plus utilisée en chimie analytique.

Le principe de cette technique consiste a transférer les composes séparés par
chromatographie en phase gazeuse par la phase mobile (Gaz vecteur) dans le spectrométre de
masse au niveau duquel, ils vont étre fragmentés en ions de masse variables dont la séparation
sera en fonction de leur masse.

La principale difficulté rencontrée lors de ce couplage est due a la grande différence de

pression.
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En effet, la spectrométrie de masse requiert un niveau de pression tres bas, alors que la
chromatographie en phase gazeuse se déroule a un niveau de pression plus élevé.

L’identification est ensuite réalisée par comparaison des indices de rétention et des spectres
de masse des constituants individualisés avec ceux des produits de référence contenus dans

des bibliothéques informatisées contenant plusieurs milliers de spectres [55,56].

5.2. Chromatographie liquide a haute performance (HPLC)

La chromatographie liquide haute-performance (HPLC) est une puissante technique de
séparation utilisée pour [I’identification, la quantification et/ou la purification
(chromatographie semi-préparative ou préparative) des composés dans un mélange. Ce
dernier est mis en solution dans la phase mobile (solvants) puis est injecté sous haute pression
en téte de la colonne (tube en acier inoxydable contenant la phase stationnaire). Les molécules
sont identifiées en sortie de colonne grace a un détecteur spectrophotométrique ou
spectrométrique ; il enregistre un signal qui est ensuite transformé par 1’ordinateur en un
chromatogramme [57,58].

L’association de la station de HPLC avec un détecteur a barrettes diode (Diode Array
Detector, DAD) permet une analyse qualitative d’un mélange par I’enregistrement des
spectres UV des constituants individualisé€s, d’une part et permet une analyse quantitative sur
la base de l’aire de chaque pic chromatographique rapportée sur une courbe d’étalonnage

externe, d’autre part.

6. Monographie des plantes etudiées
6.1. La famille des Lamiacées
6.1.1. Généralités sur la famille des Lamiacees

Les Labiées ou Lamiacées constituent une importante famille de plantes angiospermes
dicotylédones herbacées ou légerement ligneuses et comprennent, selon les auteurs, de 233 a
263 genres et de 6900 a 7200 especes qui se répartissent sur tout le globe. C’est une famille
trés importante en Algérie, représentée par 28 genres et 146 especes.

Les feuilles sont en général opposées sans stipules, les fleurs sont bisexuées et zygomorphe,
les inflorescences sont en cymes axillaires plus ou moins contractées simulant souvent des
verticilles, ou encore condensées aux sommets des tiges, et simulant des épis [59,60].

Le calice est synsépale ou gamosépale (calice a sépales soudés formant un tube),

typiquement pentaméres, parfois bilabiée et porte 5 a 15 nervures protubérantes.
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La corolle est sympétale ou gamopétale (corolle a pétales soudés) et typiquement bilabiée
avec deux lobes formant une leévre supérieure, et trois lobes formant la levre inférieure.

L'androcée peut consister soit en quatre étamines didynames, soit en deux étamines soudées
au tube de la corolle ou a la zone périgyne et alternant avec les lobes.

Le gynécée consiste en un ovaire avec une fausse cloison et style terminal a gynobasique
(Style inséré a la base du carpelle); a I'extrémité des styles, les stigmates sont petits et peu
apparents [61].

Les fleurs a deux levres, en glomérules verticillés ou en épi sur des tiges feuillées
quadrangulaires, parfois fleurs solitaires, fleurs hermaphrodites, généralement zygomorphes,
5 Sépales généralement soudés, calice actinomorphe a zygomorphes plus ou moins tubuleux,
campanulées ou rotacé, persistant, parfois accrescent dans le fruit. 5 Pétales généralement
soudés, corolle bilabié, a lobes imbriqués, sauf chez Ajuga et Teucrium ou la levre inférieure
est trilobée et la supérieure bilobée.

La famille des Lamiacées contient une tres large gamme de composés comme les
terpénoides, les iridoides, les polyphénols, les flavonoides, les huiles essentielles et plus
précisement les courtes chaines des terpenoides qui sont responsables de I’odeur et la saveur

caractéristique des Lamiacées [60].

6.1.2. Systématique de la famille des Lamiacées

La famille des Lamiacées est classée comme suit [60] :

Regne Plantae

Sous-régne Angiospermes

Division Superovariées Tétracycliques
Classe Dicotylédones

Sous-classe Gamopétales

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae
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6.1.3. Le genre Thymus
6.1.3.1. Description du genre Thymus

Plantes sous-ligneuses érigees ou prostrées, odorantes. Inflorescences en faux verticilles.
Feuilles plus au moins contractées. Calice tubuleux a 2 lévres, la supérieure a 3 dents,
l'inférieure a 2, ciliées dentées. Corolle + exserte a 2 levres, a 2 et 3 lobes. Etamines 4
saillantes plus au moins divergentes avec des carpelles lisses.

Genre de détermination toujours délicate, en raison de I'extréme variabilité des espéces et
des hybridations interspécifiques. Les especes algériennes a feuilles linéaires constituent en
particulier un complexe qu'il est souvent illusoire de chercher, en I'état actuel de nos
connaissances, a déterminer d'une fagon précise. Seule une révision générale des especes
nord-africaines permettra peut-étre de résoudre ces questions. Les caractéres du calice
permettent en principe de distinguer les espéces du groupe hirtus de celles du groupe ciliatus,
ce dernier restant particulierement inextricable [61].

6.1.3.2. Origine et répartition géographique du genre Thymus

L'origine du nom est sujette a diverses interprétations : Thym proviendrait du mot latin
"Thymus" qui signifie "Parfumé”, Thym a partir du mot grec "Thumos" qui signifie parfumer a
cause de I’odeur agréable que la plante dégage.

Le thym fait partie du genre Thymus défini comme un ancien groupe tertiaire, ayant son
origine dans le sud-est de ’Espagne.

L’ Algérie est connue par sa richesse en plantes médicinales a cause de sa superficie et sa
diversité bioclimatique. Le thymus comprend plusieurs especes botaniques réparties sur tout le
littoral et méme dans les régions internes jusqu’aux zones arides.

Le tableau 1.9 montre la localisation des principales especes de thym en Algérie.

Tableau 1.9 : Localisation des principales especes du genre Thymus en Algérie [62].

Espéces Découverte par Localisation
Thymus capitatus Hoffman et Link Rare dans la région de Tlemcen
Thymus fontanesii Boiss et Reuter Commun dans le Tell

Endémique Est Algérie-Tunisie

Thymus Commutatus Battandier Endémique Oran
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Tableau 1.9, la suite.

Thymus numidicus

Poiret

Assez rare dans :

Le sous-secteur de I’ Atlas tellien

La grande et la petite Kabylie

De Skikda a la frontiére tunisienne,
Tell constantinois

Thymus guyonii

Noé

Rare dans le sous-secteur des hauts plateaux

algérois, oranais et constantinois

Thymus lancéoatus

Desfontaine

Rare dans :

Le secteur de I’ Atlas tellien (Terni deMédéa
Benchicao) et dans le sous-secteur des Hauts
Plateaux algérois, oranais (Tiaret) et

constantinois

Thymus pallidus Coss Tres rare dans le sous-secteur de L’ Atlas
Saharien et constantinois

Thymus hirtus Willd Commun sauf sur le littoral

Thymus glandulosus Lag Tres rare dans le sous-secteur des hauts

plateaux algerois

Thymus algériensis

Boiss et Reuter

Tres commun dans le sous-secteur des

hauts plateaux algérois et oranais

Thymus munbyanus

Boiss et Reuter

Endémique dans le secteur Nord algérois

6.1.3.3. Travaux antérieurs et usages thérapeutique du genre Thymus :

Les travaux phytochimiques effectués sur le genre Thymus ont permis I’isolement, de

plusieurs métabolites secondaires notamment les flavonoides et les terpénes.

» Flavonoides :

Le tableau suivant ressemble quelques flavonoides isolés des différentes especes du genre

Thymus en Algérie.

@



Chapitre |

Etude bibliographique

Tableau 1.10 : Exemples des flavonoides isolés de differentes espéces du genre thymus en

Algerie.
especes Composés isolés N° Références
Thymus Cirsilinéol 13 [62]
numidicus Cirsimaritine 5
Apigénine 1
Lutéoline 11
7-O-glucuronyl apigénine 25
7-O-glucuronyl Lutéoline 26
Thymus hirtus Apigénine 1 [63]
Lutéoline 11
Diosmétine 12
Thymus vulgaris | Acacétine 2 [64]
Hispiduline 4
Cirsimaritine 5
Xanthomicrol 6
Scutellarine 9
Cirsilinéol 13
Thymonine 15
8-methoxycirsilinéol 16
Kampférol 17
Quercétine 18
Rutine 24
Thymus Kampférol [65]
algeriensis Quercetine

Isorhamnétine
5,3’di-hydroxy-3, 7,4’,5’-tetraméthoxyflavone
Galangin

Chrysine

B8R Ik Ik IS
O 1o I o |0 IN

@




Chapitre | Etude bibliographique

Tableau 1.10, la suite.

Thymus Acacétine 2 [64]
serpyllum Genkwanine 3
Hispiduline 4
Xanthomicrol 6
Scutellareine 9
Lutéoline 11
Thymonine 15
8-methoxycirsilinéol 16
Quercétine 18
Thymus capitatus | Lutéoline-7 rutinoside 27 [66]
Vicenin-2 28
Thymus herba Genkwanine 3 [67]
barona Xanthomicrol 6
Sorbifoline 7
Thymusine 8
Cirsilinéol 13
Cirsiliol 14
8-méthoxycirsilinéol 16
Naringénine 22
Eriodictyol 23

¢ Flavones : Les structures de 1 a 16 sont les suivantes :

Ry
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N° Ri1 R2 Rs R4

1 H OH H OH

2 H OH H OCHj

3 H OCH3 H OH

4 OCH; OH H OH

5 OCHs OCH3 H OH

6 OCHzs OCH3 OCH3 OH

7 OH OCH3s H OH

8 OH OCH3 OCHs OH

9 OH OH H OH

10 H OH H H

Rs
Structure R1 R2 Rs R4 Rs

11 H OH H OH OH
12 H OH H OH OCHs
13 OCHs OCHs H OCH3 OH
14 OCHs OCH3 H OH OH
15 OH OCHs OCH3 OCH3 OH
16 OCHs OCHs OCHs OCHs OH

*
*

s+ FElavonol : Les structures des flavonols de 17 a 21 sont les suivantes :
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Structure R1 R»
17 H OH
18 OH OH
19 OCHs OH
20 H H
OCHj,
OCHj,
21
« Flavanone
OH OH
OH
HO (0] \\\\\
- HO O ..\\\\\
OH O OH )
22 2

7

% FElavonoides glycosylés : Les structures de 24 a 26 sont les suivantes :
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Structure R1 R2 Rs
24 Glc H H
25 Glc H OH
26 H ORhamGlc H
27 RhamGlc OH OH

% Les terpenes :
L’étude effectuée sur l'espéce Thymus vulgaris .L a permis I’isolement de monoterpénes

glycosylés dont

contient quelques exemples de monoterpénes glycosyles isolés.

(R)-p-cymen-9-yl beta-D-glucopyranoside est nouveau. Le tableau .11

Tableau 1.11 : quelques monterpénes glycosylés isoles de Thymus vulgaris.

Espece Composés isolés N° | Référence
Thymus (R)-p-cymen-9-yl beta-D-glucopyranoside 29 [68]
vulgaris L 2-B-D-glucopyranosylthymoquinols 30
5-B-D- glucopyranosylthymogquinols 31
(-)-angelicoidenol-beta-D-glucopyranoside 32
CH,
OR;
Structure R1 R2
30 B-D-Glc H
31 H B-D-Glc
H4C CH,4
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CHj
CHj

e p-D-Glucopyranose

O-p-D-Glucopyranose

29 32
> Huiles essentielles du Thymus :

L’essence du thym est souvent rapportée comme étant parmi les huiles essentielles les plus
actives.

Elles sont composées par des molécules aromatiques d’origine végétale présentant une tres
grande diversité de structure.
Plusieurs espéce de Thymus possedent de nombreuses activités biologiques tels que,
antimicrobienne, antibactérienne, antiviral, antioxydant et activité fongicides, anti-

inflammatoire, antiseptique [69-72].

6.1.3.4. Usage et propriétés du Thymus

v Assaisonnement des aliments et des boissons.

v' Les principaux constituants du thymus montrent des propriétés vermifuges et
vermicides [73].

v’ Propriétés antivirales, antifongiques, anti inflammatoires, et antibactériennes dont une
étude récente a montré que les extraits méthanoliques et hexaniques des parties
aériennes de Thymus vulgaris inhibent la croissance de Mycobacterium tuberculosis
(bactérie qui cause la tuberculose) [74].

v’ Propriétés anthelminthiques [75].

v Propriétés antioxydantes en raison de ces propriétés, le thym est utilisé comme un
conservateur afin de prolonger la durée de conservation des poissons durant leur
stockage [76].

6.2. La famille des Chénopodiacées :

6.2.1. Généralités sur la famille des Chénopodiacées

C’est une famille de plantes, a fleurs sans pétales, qui comprend en particulier des especes

E

cultivées, des espéces poussant dans les décombres ou sur des sols salés.
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Environ 1 500 especes, réparties en une centaine de genres, sont présentes dans le monde.
Les fleurs, petites, sont formées de 2 & 5 sépales, le plus souvent verdatres, parfois tirant sur le
blanc ou le rouge. Les feuilles sont quelquefois trés réduites ; sinon, elles sont entiéres ou
Iégérement découpées, et certaines ont la forme d'une patte d'oie (d'ou le nom de la famille, du
grec khénopous, " patte d'oie ").

De nombreuses chénopodiacées poussent en bordure de mer, dans les marais salants, les
déserts salés. Les chénopodiacées font partie des plantes qui colonisent les zones frontieres
entre terre et eaux, la ou la marée laisse algues, plantes aquatiques ou animaux en
décomposition, qui sont autant de sources d'azote [77].

Les analyses phytochimiques précédentes de certains Atriplex ont signalé la présence de
plusieurs classes de métabolites secondaires tels que les saponines, les glycosides, les
flavonoides, les tanins, les terpénoides, les alcaloides et les protéines, ainsi que des acides
amines et des alcools a longue chaine. De plus, aucune huile essentielle n'a été trouvée chez
ces especes, mais elles étaient caracterisées par de grandes quantités de composés et de

minéraux (derivés du soufre) [78,79].

6.2.2. Classification taxonomique de la famille chénopodiacées

La famille chénopodiacées des est classée comme suite [77]:

Regne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Caryophyllidae
Ordre Caryophyllales
Famille Chenopodiaceae

6.2.3. Le genre Atriplex
6.2.3.1. Description du gentre Atriplex

Fleurs unisexuées, monoiques ou diofques avec parfois quelques-unes hermaphrodites.
Fleurs males sans bractées, a périanthe a 4-5 tépales et 3-5 étamines. Fleurs femelles avec
deux bractées, a périanthe nul ou a 2-4 segments hyalins. Ovaire uniloculaire et uniovulé, a 2

styles filiformes. Fruit membraneux, comprimé dans les deux bractées de la fleur femelle ou
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hermaphrodite (Périanthe fructifere ou valves frutiféres). Graine lenticulaire, noire et disposee
verticalement (sauf dans les fleurs hermaphrodites ou elle est horizontale) [61].

6.2.3.2. Origine et répartition géographique :
Le tableau 1.12 montre la localisation des principales espéces d’Atriplex en Algeérie.

Tableau 1.12 : Localisation des principales especes d’Atriplex en Algérie [61].

Espece Auteur localisation
Atriplex Battandier Terrains argileux
chenopodioides Trés rare a Bou Hanifia prés de Mascara

Endémique Nord-Africain

Atriplex hastata Litardiére Assez commun dans le Tell

Trés rare ailleurs

Atriplex Litardiére Marécages salés du littoral

portulacoides Assez commun dans le Tell

Atriplex Halimus Litardiere Rocailles, talus, argileux, zones d’épandage plus ou
moins salés.

Commun dans toute I’ Algérie
Secteur du Sahara Septentrional, Secteur du Sahara
Central, Secteur du Sahara Occidental.

Commun en montagne.

Atriplex mollis Desfontaines | Sables salés
Tres rare a Biskra, Oued Rhir.
Endémique de ’Oued Rhir.

6.2.3.3. Travaux antérieurs du genre Atriplex
La composition chimique des espéces Atriplex est trés compliquée car elle contient du
flavonol comme composants principaux, des saponines triterpéniques, des alcaloides et acides

aminés, coumarines et ecdystérols [80].

% Saponine :
Voici quelgues saponines isolés des différentes especes du genre Atriplex.
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Tableau 1.13 : Exemples des saponines isolés de différentes especes du genre Atriplex.

Espece aglycone | substituent référence
Atriplex 33 3-Glc-(1 — 2)-Gal [81]
semibaccata 34 3-Glc-(1 — 2)-Gal

35 3-Glec-(1 — 2)-Gal

36 3-Glec-(1 — 2)-Gal
Atriplex 37 3-[2-O-sulfate]-Glc-(1 —2)-Ara [81]
glauca 37 3-[2-O-sulfate]-Glc-(1 —2)-Ara,

21-0-4-4S
38 3-Gle-(1 — 2)-Gal
36 3-Glc-(1 — 2)-Gal
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R

% Triterpénes :

L’étude effectuée sur l'espéce Atriplex lindleyi Moq a permis I’isolement des triterpénes tel
que : olean-12-ene-3,11-dione 39 et B-amyrenone 40 qui ont connu par leur effet anti-
inflammatoire et anti-analgésique [82].

% Flavonoides:
L’étude effectuée sur lI'espece Atriplex lindleyi Moq. a permis I’isolement des flavonoides
de types flavonols.
Voici quelques flavonols isolés de cette espéce: Quercétine 41, quercémetrine 42,
isorhamnetine-3-O-glucoside 43 et quecétine-3-O-glucopyranoside-7-O-rhamnopyranosside
44 [81].

@



Chapitre | Etude bibliographique

« Autres métabolites :

L’¢tude de ’espéce Atriplex Halimus a permis I’isolement de deux phénols glycosidiques :
v’ 3,4-diméthoxyphényl-B-D-glucopyranoside 45 ;
v’ 3, 4,5-trimethoxyphényl-1-O-B-D-glucopyranoside 46 ;
v un ecdysteroide 47 [82].
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6.2.3.4. Intérét des Atriplex :
a. Intérét fourrager :

Actuellement, les Atriplex semblent étre les plantes les mieux adaptées pour la stabilisation
des sols et I’augmentation de la production fourragére en climat semi-aride et aride.
L’Atriplex constitue en période de sécheresse un aliment de réserve précieux et un fourrage
apprécié des camélidés et bien plus des ovins et des caprins.

Grace a sa grande résistance a la sécheresse et a la salinité, Atriplex halimus, compte avec
Atriplex nummularia et Atriplex canescens, parmi les especes les plus intéressantes,
produisant de 2000 a 4000 kg de matiére séche par an, par hectare de fourrage, sous des

précipitations annuelles de 200 a 400 mm [83].

b. Intérét écologique :

En Algérie, les essais effectués dans le cadre du « barrage vert » montrent que les Atriplex,
peuvent aussi avoir un role dans la fixation des dunes. L’installation d’un couvert végétal sur
des sites salins dénudés contribue a réduire 1’érosion éolienne et hydrique.

Le feuillage dense de ces formations végétales assure une bonne couverture du sol et
empéche son érosion causée par les agressions climatiques (pluies, vent, gréle). Ils ont une

croissance rapide et leur exploitation peut donc commencer rapidement [84].
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De nombreuses études ont mis en évidence le fait qu’en associant la culture de I’orge aux
arbustes fourragers appartenant au genre Atriplex, la production de céréales a augmenté de
25% ; de plus, le bétail peut éventuellement brouter les chaumes d’orges et les arbustes
d’Atriplex en été et en automne [85].

De méme, les espéces d’Atriplex annuelles sont connues pour contenir de fortes teneurs en

fer, en manganeése, en aluminium et en molybdene [86].

c. Autres intéréts :

L’Atriplex halimus L. est utilisé comme plante médicinale dans la pharmacopée
traditionnelle. En effet elle agit sur la maladie du sommeil (trypanosomiase), et elle posséde
également un effet antidiabétique notamment sur le diabéte type 2, 3g/Jour de feuille
d’Atriplex halimus L. diminue le taux du glucose dans le sang [85].

D’aprés plusieurs études, les espéces du genre Atriplex ont été rapportées comme
cytotoxiques [86,87], antimicrobiennes [88], antioxydant [89], antidiabétique [90], et de

réduire la fertilité masculine rats [91].

B- Activités biologiques
1. Activité antioxydante
1.1. Qu’es ce qu’un radical libre ?

Un radical libre est une espéce chimique, molécule, morceau de molécule ou simple atome,
capable d'avoir une existence indépendante (« libre») en contenant un ou plusieurs électrons
célibataires (électron non apparié sur une orbitale). Cela lui conféere une grande réactivité
donc une demi-vie tres courte. En effet, ce radical libre aura toujours tendance a remplir son
orbitale en captant un électron pour devenir plus stable : il va donc se réduire en oxydant un
autre composé [92].

L’activité antioxydante d’un composé correspond de sa capacité a neutralise 1’oxydation.
Les antioxydants les plus connus sont le B-caroténe (provitamine A), I’acide ascorbique
(vitamine C), le tocophérol (vitamine E) ainsi que les composés phénoliques. En effet, la
plupart des antioxydants de synthése ou d’origine naturelle possédent des groupes
hydroxyphénoliques dans leurs structures et les propriétés antioxydantes sont attribuées en
partie, a la capacité de ces composes naturels a piéger les radicaux libres tels que les radicaux
hydroxyles (OH") et superoxydes (O2") [93-96].
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1.2. Polyphénols naturels comme antioxydants
Les composés phénoliques sont capables d'agir comme des antioxydants qui peuvent
neutraliser les radicaux libres en donnant un électron ou un atome d'hydrogene (figure 1.19).
Leurs structures leurs conférent une activité antioxydante aussi importante. Les groupes
hydroxyle des polyphénols sont bien des donneurs d'atomes d’hydrogenes ; ils peuvent réagir
avec les espéces réactives de 1’oxygene et les especes réactifs de I'azote, enfin de réaction, le

cycle de génération de nouveaux radicaux est interrompu [97,98].

ROO" + ArOH ——_3 ROOH + ArO’

Figure 1.19 : Illustration d’un mécanisme d’action des polyphénols : la donation

d’hydrogene.

Suite a l'interaction avec les espéces réactives initiales, la forme radicalaire de l'antioxydant
est produite, ayant une plus grande stabilité chimique que le radical initial. L'interaction des
groupes hydroxyle de composés phénoliques avec les électrons = du noyau benzénique donne
aux molécules des propriétés particulieres, le plus notamment la capacité a generer des
radicaux libres, ou le radical est stabilise par la délocalisation. Le pouvoir antioxydant des
composes phénoliques est également attribué a leur capacité a chélater les métaux ioniques
impliqués dans la production de radicaux libres. Cependant, les composés phénoliques

peuvent agir comme des pro-oxydants [99].

1.2.1. Piégeage des radicaux libres

Les composés phénoliques ont des propriétés antioxydantes en raison de leur capacité a
piéger les radicaux libres et les espéces réactives de I'oxygene, le processus est radicalaire. lls
interférent avec I'oxydation des lipides et d'autres molécules par la donation rapide d'un atome
d'hydrogene aux radicaux libres selon le mécanisme: I’antioxydant céde formellement un
radical hydrogene, qui peut étre un transfert d’électrons suivi, plus ou moins rapidement, par
un transfert de proton, pour donner un radical intermédiaire (figure 1.20). Il est stabilisé par

ses structures mésomeres conjuguées [100].
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OH o 0

I
R + . RH+ — cT_ _
_

Figure 1.20 : Mécanisme d’action des antioxydants phénoliques.

Les radicaux intermédiaires phénoxy (PO-) sont relativement stables en raison de la
résonance et donc une nouvelle réaction en chaine n'est pas facile a initier [101]. Par ailleurs,

ils peuvent agir avec d'autres radicaux libres selon la réaction:
PO+ R ™ POR

Les composés phénoliques possedent une structure chimique idéale pour le piégeage des
radicaux libres, parce qu’ils possedent:

e Des groupes phénoliques hydroxyles qui sont susceptibles de donner un atome
d'’hydrogéne ou un électron au radical libre.
e Un systéeme aromatique stabilisé par la résonnance [101].

Les flavonoides en général et les flavan-3-ols en particulier sont de bons piégeurs des
radicaux libres. A cause la présence de 3°,4’-dihydroxy et la présence du groupe o-dihydroxy
(structure des catéchol) sur le noyau aromatique B; ils possedent la propriété de donneur
d’¢lectrons. En outre, la présence du 3-OH du cycle C est également bénéfique pour l'activité
antioxydante des flavonoides. La présence de la double liaison C,-Cs conjuguée avec le
groupe 4-céto est responsable de la délocalisation des électrons du noyau B, ce qui améliore

encore I’activité antiradicalaire (figure 1.21) [100].

Figure 1.21 : Les caractéristiques structurelles des flavonoides avec une activité de piégeage

des radicaux libres élevée.
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a. Testau DPPH

Le DPPH est un radical libre, stable, qui posséde une bande d'absorbance a 517 nm,
employé pour évaluer l'activité antioxydante des composés purs ou de mélange complexe. La
meéthodologie est basée sur la décroissance de l'absorbance d'une solution méthanolique de
DPPH suite a I'addition de I'antioxydant visualisé également par un changement de coloration
de la solution qui vire du violet au jaune [102,103].

La premiere étape est la capture d'un atome d'hydrogene du composé phénolique par le
radical DPPH pour donner du diphénylhydrazine et un radical phénoxy (Figure 1.22). Cette
étape est la premiére d'une série de réactions telles que des fragmentations, additions, ou
autres qui peuvent éventuellement influencer les résultats, notamment les cinétiques de la

capture du DPPH par le composé testé [104].

o
O,N OxN

Figure 1.22 : Reaction du radical DPPH avec un phénol [103].

b. Test de blanchissement du p-caroténe
Les acides gras polyinsaturés, comme I’acide linoléique, sont la cible privilégiée de
I’attaque par le radical hydroxyle ce qui génére des radicaux peroxydes. Ces radicaux vont
oxyder le B-caroténe entrainant la disparition de sa couleur rouge, mais en présence d’un
antioxydant ces radicaux sont neutralisés. Le pouvoir des différents extraits a inhiber la
dégradation oxydative du B-caroténe (décoloration) par les produits d’oxydation de I’acide

linoléique est déterminé par la méthode décrite par Kelen et Bektas (2007) [105].

2. Activité anti-inflammatoire
2.1. L’inflammation

L’inflammation est la réponse principale de I’organisme a une agression et est précisément
régulée afin de limiter les atteintes possibles des structures de I’organisme. Cependant, une

régulation inappropriée de ce phénoméne peut conduire a un état inflammatoire chronique. La
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plupart des pathologies chroniques possédent une composante inflammatoire. C’est le cas de

I’obésité, du diabete de type 11, des maladies cardiovasculaires et du cancer [106].

2.2. Les polyphénols comme des anti-inflammatoire

Les différentes études menées sur les effets protecteurs des polyphénols dans ces contextes
pathologiques ont montré que ceux-ci diminuaient les marqueurs de I’inflammation et
agissaient sur de nombreuses cibles moléculaires au centre des voies de signalisation de
I’inflammation. De nombreuses ¢tudes ont pu montrer que les polyphénols et leurs
métabolites agissaient également comme des modulateurs des voies de signalisation de
I’inflammation. Les études menées chez I’homme sain ont montré que le suivi d’un régime
riche en fruits et légumes était inversement corrélé aux marqueurs de I’inflammation dans le
plasma, et que la consommation d’anthocyanes était associée a la diminution du taux de

cytokines circulantes [107].

2.3. Mécanisme de la réaction inflammatoire
En réponse a une perturbation physique ou chimique, il se produit une activation de la
phospholipase A2 qui hydrolyse les liaisons esters des phospholipides membranaires et libére
des dérivés de I’acide arachidonique, ce dernier a son tour est métabolisé selon deux voies
possibles :
» Lavoie de la lipo-oxygénase qui le transforme en leucotriene.
» Lavoie de la cyclo-oxygénase qui le transforme principalement en prostaglandine.
Les leucotrienes augmentent la perméabilité capillaire et exercent une chimioatractivité sur
les polynucléaires.
Les prostaglandines produisent une vasodilatation locale, favorisent I’cedéme et I’afflux
leucocytaire, en outre, ils dépriment certains mécanismes immunitaires et potentialisent les
effets algogénes de la bradykinine.

Les thromboxanes stimulent les mécanismes de 1’agrégation plaquettaire [108].

2.4. Mécanisme d’action des anti-inflammatoires
» Anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)
C’est une classe pharmaceutique qui possede des propriétés antalgiques, antipyrétiques et
anti-inflammatoires.
Les AINS ont une similitude dans leurs effets thérapeutiques liés a I’inhibition de la

synthese des prostaglandines en bloquant la synthése de la cyclo-oxygénase (COX) qui
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catalyse la formation des prostaglandines a partir de I’acide arachidonique. Ils entrainent une
diminution de la migration cellulaire et des actions des tissus conjonctifs (glycoprotéine,
collagéne) [108].

> Les anti-inflammatoires stéroidiens ou glucocorticoides (AIS)

Les glucocorticoides constituent une classe thérapeutique qui a des propriétés anti-
inflammatoires, antiallergiques et immunosuppressives.

Ils sont représentés par la cortisone et I’hydrocortisone qui sont des produits naturels
sécrétés par la corticosurrénale et les produits synthétiques .

Les glucocorticoides empéchent la formation de glycéro-phospholipides membranaires en
acides arachidoniques par la production d’enzyme lipocortine. Ils diminuent la migration des
polynucléaires, monocytes, macrophages vers les sites de I’inflammation et la production de

médiateurs comme la sérotonine, histamine les cytokines [108].

3. Activité diurétique
3.1. Les diurétiques

Les diurétiques représentent une des classes de médicaments les plus prescrites. lls
augmentent I’élimination urinaire de sodium en agissant a différents niveaux de la surface
luminale (pdle urinaire) des cellules de tubule rénal. Cet effet a pour conséquence la
diminution de la volémie et de la surcharge sodique de I’organisme, donc d’une baisse de la
pression artérielle, ce qui expligue que certains diurétiqgues sont utilisés comme

antihypertenseurs [109].

3.2. Mode d’action des diurétiques
3.2.1. Diurétiques thiazidiques

Les diurétiques thiazidiques réduisent la réabsorption de CI" et de Na*, essentiellement en
inhibant leur Co-transport électroneutre, surtout au niveau de la partie initiale du tube
contourné distal ou il reste moins de 10% du CI" et du Na* filtrés par le glomérule. Par ce
mécanisme, les diurétiques thiazidiques augmentent I’élimination urinaire de sodium, de

chlorure et dans un moindre mesure de potassium [110].

3.2.2. Diurétiques de I’anse de Henlé

Ce sont des diurétiques a haut efficacité, ils agissent au niveau de la partie large de la
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Na*/k*-2CI" en se fixant probablement sur le site chlorure du Co-transporteur. lls diminuent la
réabsorption du sodium, du potassium et du chlorure dont I’élimination urinaire augmente.

L’inhibition de transport actif de NaCl provoque une augmentation associée de I’excrétion
des Mg?" et Ca?*, cette propriété est de grande utilit¢ dans le traitement aigue des
hypercalcémies [110].

3.2.3. Diurétiques épargnant le potassium

Les diurétiques épargneurs de potassium sont aussi appelés diurétiques distaux en raison de
leurs sites d’action au niveau rénal : le tube contourné distal et le tube collecteur qui sont les
deux derniers segments du néphron. Leur role essentiel est I’inhibition de la sécrétion

tubulaire du potassium et ne sont que faiblement natriurétiques [111].

3.2.4. Diurétiques inhibiteurs de I’anhydrase carbonique

L’anhydrase carbonique est une métalloprotéine a zinc activant 1’hydratation du CO2 en
acide carbonique.

Les inhibiteurs de I’anhydrase carbonique augmentent la diurése par I’inhibition de
I’anhydrase carbonique au niveau du tube contourné proximale. Ils réduisent la production

intracellulaires des ions H* du transporteur Na*/H* situé dans la membrane apicale [112].

3.2.5. Diurétiques osmotiques
Le terme de diurétiques osmotiques s’applique a des substances qui sont librement filtrées
par le glomérule, ne sont pas réabsorbées par le tube rénale, sont généralement inertes sur le

plan pharmacologique et peuvent étre administrées en quantité importante [113].

4. Activité antibactérienne
4.1. Généralités

Une définition précise des bactéries permet actuellement d’établir les limites du mode
bactérien, elle fait intervenir tous les caractéres structuraux et métaboliques qui leur donnent
une individualité parmi les microorganismes et permettent de les distinguer d’une part des
champignons inférieures et des protozoaires, d’autre part.

Les bactéries sont connues depuis 1676, il s’agit des microorganismes unicellulaires classés
parmi les procaryotes, car ils ne possédent pas de membrane nucléaire [114].

La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur I'usage des

antibiotiques. La prescription a grande échelle et parfois inappropriée de ces agents peut

@




Chapitre | Etude bibliographique

entrainer la sélection de souches multirésistantes d’ou I’importance d’orienter les recherches
vers la découverte de nouvelles voies qui constituent une source d’inspiration de nouveaux

medicaments a base des plantes [114].

4.2. Culture des bactéries

On utilise habituellement pour cultiver les bactéries des milieux complexes a base d’extraits
ou d’hydrolysats enzymatiques de viandes. Ces milieux peuvent étre liquides (bouillons) ou
solides. La solidification des milieux et obtenue par I’addition de 1’agar, un extrait d’algues
qui a la propriété de fondre a I’ébullition et se solidifier a des températures inférieures a 40°C.

En milieu liquide, les bactéries se dispersent librement et leur multiplication se traduit par
un trouble, le plus souvent homogene. Sur un milieu solide, lorsque la quantité de bactéries
est faible, chaque bactérie va pouvoir se multiplier sur place jusqu’a former un amas de
bactéries visible a I’ceil nu, que I’on appelle colonie (Si la densité bactérienne est trop €levée
dans I’échantillon ensemencé, les colonies sont confluentes et forment une nappe). L’emploi
de milieux solides permet ainsi le dénombrement des bactéries viables dans un échantillon
[115].

4.3. Les antibiotiques

Les antibiotiques, au sens strict, sont des produits élaborés par des micro-organismes, mais
on inclut généralement parmi eux les dérivés semi-synthétiques et les produits entiérement
synthétiques. La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur 'usage
des antibiotiques qui inhibent sélectivement certaines voies métaboliques des bactéries, sans
exercer habituellement d'effets toxiques pour les organismes supérieurs. Cette propriété les

distingue des antiseptiques [116].

4.3.1. Les cibles bactériennes des antibiotiques

Les cibles des antibiotiques sont impliquées dans les fonctions physiologiques ou
métaboliques de la bactérie. Les antibiotiques peuvent inhiber la biosynthese des acides
nucléigues (ADN et ARN), mais leurs cibles principales sont la paroi cellulaire et les

ribosomes bactériens [117].
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4.3.2. Notion du bactériostatique et du bactéricide
Quand I’ATB inhibe seulement la croissance des bactéries, on parle ici de I’effet

bactériostatique, mais lorsque ’ATB provoque la mort des bactéries on parle de I’effet

bactéricide [118].

» L’effet bactériostatique
C’est une activité bactérienne au cours de laquelle il ne se manifeste aucune destruction
bactérienne, on remarque une inhibition de la croissance bactérienne, croissance qui reprend
dés que la substance disparatt.
En limitant la croissance bactérienne, la molécule permet aux défenses naturelles de
I’organisme d’entrer en jeu sans €tre dépassées.

L’effet bactériostatique d’une molécule est évalué par la concentration minimale inhibitrice.

[118].

» L’effet bactéricide
C’est un effet qui se manifeste par une accélération de la mort des bactéries aux

concentrations d’ATB utilisées in vivo ou in vitro; s’il persiste moins de 0,01% de survivants

apres 18 h de culture [118].

C- Activité anticorrosion

1. Définition de la corrosion

La corrosion est une destruction non voulue des métaux (détérioration de leurs propriétés)
sous l'action d’agents atmosphériques ou réactifs chimiques.

Apreés attaque, les métaux ont tendance a retourner a leur état primitif qui est plus stable par
rapport au milieu considéré.

La détérioration par des moyens physiques n'est pas appelée corrosion, mais suivant le cas:
érosion, usure, grippage...

La corrosion des métaux est due a une réaction d’oxydoréduction interfaciale irréversible
entre le métal et un agent oxydant de 1’environnement [119].

Métal + Oxydant — Métal oxydé + Réducteur

Selon la thermodynamique, les métaux ne sont pas stables au contact de I’air et de 1’eau.

La corrosion est donc un processus spontané qui s’effectue dans la plupart des cas sans

@
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2. Potentiel d’électrode et corrosion

Lorsqu’un métal plonge dans une solution aqueuse, ses atomes perdent des électrons et
entrent en solution.

Métal (M) — Ion métallique (M"™) + électrons (ne’)
M — M"™ + ne’

Au voisinage du métal se forme un nuage d'ions positifs alors que la surface du métal
contient un exces d'électrons. L'équilibre est donc rompu et les forces électrostatiques
d'attraction maintiennent les ions positifs et les électrons au voisinage immédiat de la surface
métallique. Il s'établit une couche double et un champ électrique constant.

Une différence de potentiel s’établit entre le métal et la solution au voisinage immédiat du
métal qui acquiert un potentiel électrique appelé "potentiel d'électrode”.

Le potentiel d'électrode n’est pas accessible a la mesure expérimentale. Seule, peut étre
mesurée, la différence de potentiel par rapport a une électrode de reférence dont le potentiel
est connu.

D’apres les lois de la thermodynamique on sait que :

G=-nFt.E
n : le nombre d'électrons mis en jeu dans la réaction.
F : la constante de Faraday (1 £ = 96500 Coulombs).
E : le potentiel d'électrode exprimé en volts et mesuré par rapport a I'électrode standard a
Hydrogeéne(le potentiel est pris égal a O par convention)
Pour le cas particulier d'un métal plongé dans un électrolyte, NERNST a trouvé la relation

suivante :

E = EO0 + “log[Mn-+]

[Mn*] : concentration en ion-grammes par litre de solution
Eo : potentiel standard du métal
La corrosion n’est possible que si :

G <0c'est-a-direE>0

3. Taux de corrosion et polarisation
Si la thermodynamique et I'¢lectrochimie permettent de prévoir la corrosion d’un métal,
elles ne donnent aucune information sur la vitesse de corrosion.

C'est le phénomene de polarisation des piles qui nous indiquera le taux de corrosion.
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Quand le courant électrique circule a I’intérieur d’une cellule électrochimique entre 1'anode
et la cathode, les deux potentiels d'électrode changent (le plus faible augmente quand I’autre
diminue). La tension entre les deux électrodes diminue : c'est la polarisation.

On appelle habituellement courbe de polarisation le graphe intensité fonction du potentiel
qui met en évidence le phénomene de polarisation [119].

4. Inhibiteurs de corrosion dans des milieux acides
Un inhibiteur de corrosion est un composé chimique qui, ajouté a faible concentration au
milieu corrosif, ralentit ou stoppe le processus de corrosion d’un métal placé au contact de ce

milieu [120].

4.1. Inhibiteurs organiques

Il existe de trés nombreux composés organiques susceptibles d’étre utilisés comme
inhibiteurs. Ceux-ci contiennent, en principe, un centre actif susceptible d’échanger des
¢lectrons avec le métal : I’azote (N), I’oxygene (O), le soufre (S) et le phosphore (P).

Dans le but d’améliorer I’efficacité inhibitrice ou encore certaines propriétés physiques

comme la solubilité en milieu aqueux.

4.2. Inhibiteurs inorganiques

D’une maniere générale, les inhibiteurs inorganiques sont utilisés dans des milieux voisins
de la neutralité ou alcalins. Ils agissent soit par formation d’un composé protecteur, précipité
en surface, soit en aidant a la formation d’une couche d’oxyde homogene et isolante.
La quasi-totalité des molécules inorganiques inhibitrices contiennent de 1’oxygene dans leur
formule.

D’une maniere générale un inhibiteur doit :

e diminuer la vitesse de corrosion d’un métal, en conservant ses caractéristiques

physicochimiques

présenter une stabilité (vis-a-vis des autres constituants du milieu, en particulier des
oxydants et a la température d’utilisation)

e étre efficace a faible concentration

e étre compatible avec les normes de non-toxicité d’ou la tendance vers des inhibiteurs
verts biodégradables

e étre peu colteux [121].
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4.3. Produits naturels comme inhibiteurs de corrosion des métaux en milieu corrosif

L’utilisation des inhibiteurs est I'une des méthodes les plus pratiques pour le controle de la
corrosion des métaux et alliages qui sont en contact avec un environnement agressif.

Les produits naturels tels que les composes extraits de plantes semblent étre une alternative
écologique idéale pour remplacer les traditionnels inhibiteurs de corrosion. Les différents
inhibiteurs de corrosion ainsi obtenus et appelés inhibiteurs verts, ont été largement
développés. Ces composés organiques naturels sont extraits de plantes aromatiques, épices et
plantes médicinales. Des extraits de plantes sont considérés comme une source
incroyablement riche de composés chimiques naturellement synthétisées qui peuvent étre
obtenus par des procédures simples et a faible codt.

Au cours des derniéres années, l'attention s'est de plus en plus focalisée sur les propriétés
anti-corrosives des produits naturels d'origine végétale et 1’utilisation d’inhibiteurs verts a
nettement augmenté. Les nombreux travaux réalisés sur le sujet avec la diversité des
conditions expérimentales sont largement rapportés par plusieurs auteurs et rendent leur
synthese difficile.

Une lecture attentive de la littérature révele clairement que I'ére des inhibiteurs verts a déja
commencé. Cependant, les références bibliographiques suivantes ne présentent que quelques
contributions des plus récentes ou les propriétés inhibitrices de corrosion en milieux acides
des différents extraits de plantes (extraits aqueux, alcooliques, huiles essenticlles...) ont été
étudiees [122-124].

Le pouvoir d'inhibition de la corrosion dans beaucoup de ces extraits de plantes pourrait étre
da a la présence de constituants hétérocycliques comme les alcaloides, flavonoides, les tanins

...etc.

4.4. Comportement des inhibiteurs de corrosion dans des milieux acides

Dans les milieux acides, les inhibiteurs organiques sont les plus fréquemment utilisés. Ces
inhibiteurs s’adsorbent d’abord a la surface des métaux, puis interviennent dans les processus
réactionnels de corrosion pour en diminuer la vitesse.

Dans les solutions aqueuses, en raison de leur caractére polaire, les molécules d’eau
s’adsorbent a la surface du métal. Les inhibiteurs organiques doivent donc déplacer les
molécules d’eau adsorbées (figure 1.23).

L’adsorption d’une substance organique a la surface du métal peut étre décrite par la
réaction suivante:

Org (s) + n H20 ads — Org ads + n H2O (S)
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Ou n est le nombre de molécules d’eau déplacées a partir de la surface pour chaque
molécule organique adsorbée.

Le nombre n’est indépendant du recouvrement et de la charge du métal, mais dépend de
I’aire géométrique de la molécule organique par rapport a celle de 1’eau.

L’adsorption de la molécule organique se produit parce que les forces d’interaction entre la
surface du métal et celle-ci sont plus fortes que les forces d’interaction entre le métal et les

molécules d’eau [125].

‘ groupe lonctionnel
%pamc non polaire

Figure 1.23 : Adsorption d’un inhibiteur organique sur la surface métallique en milieu aqueux
[125].

5. Méthodes d’étude des inhibiteurs de corrosion
5.1. Méthodes stationnaires : courbes de polarisation

Les méthodes stationnaires permettent d’étudier un systéme se trouvant dans son état
quasiment d’équilibre thermodynamique.

La courbe de polarisation de l'interface métal-solution est une caractéristique fondamentale
de la cinétique électrochimique, mais ne rend compte que de I'étape la plus lente du processus
global a l'interface électrochimique.

Pour déterminer une courbe de polarisation, on applique, a l'aide d'un potentiostat, différents

potentiels entre I'électrode de travail (ET) et une électrode de référence (ER). On mesure le
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courant stationnaire qui s'établit aprés un certain temps dans le circuit électrique entre cette
électrode de travail et une contre-électrode (CE).

Cette derniere permet de maintenir I'électrode de travail & un potentiel constant.

Le potentiostat est programmé pour balayer automatiquement le potentiel a une vitesse
choisie.

Cette méthode permet de déterminer d'une fagon précise les parametres électrochimiques
d'un métal au contact d'un électrolyte a savoir: la vitesse instantanée de corrosion (lcorr), le
potentiel de corrosion (Ecorr), les pentes de Tafel, la résistance de polarisation (Rp). Elle donne
des mesures rapides et sa mise en ceuvre est relativement simple.

La détermination de la vitesse de corrosion a partir des courbes de polarisation est
étroitement liée a la cinétique régissant le processus électrochimique.

Pour déterminer experimentalement ces paramétres électrochimiques, une présentation
logarithmique de la densité de courant est en général préférable, car elle met en évidence la
relation linéaire entre le logarithme de la densité de courant et le potentiel (Figure 1.24).

Courbes de Tafel
LOg I A
Cathodique Anodique
\‘\
Logl. }

E(Oﬂ E

Figure 1.24 : Courbe de polarisation et droites de Tafel dun systéme redox a I’équilibre
[125].

Le tracé permet de confirmer les indications données par I’évolution du potentiel de
corrosion et de les préciser en distinguant I’influence de I’inhibiteur sur chacune des réactions

élémentaires, anodique et cathodique [125].
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5.2. Méthodes transitoires: la spectroscopie d'impédance électrochimique

Différentes méthodes transitoires sont decrites et se différencient les unes des autres par la
forme du signal respectif appliqué : une impulsion, un balayage ou une modulation.

Les méthodes transitoires peuvent étre classée en deux catégories a savoir: la méthode de
perturbation de grande amplitude (voltamétrie cyclique) et la méthode de faible amplitude
(impédancemétrie électrochimique).Seule cette derniere méthode est utilisée dans le présent
travail et est décrite brievement dans ce qui suit.

Cette technique présente plusieurs avantages et permet de recueillir des informations liées a
la thermodynamique du systeme étudié et quelquefois a sa cinétique. Néanmoins, elle
présente des limitations, surtout pour 1’étude des mécanismes réactionnels ou dans le cas de
systemes tres résistants [126].

Dans le domaine de la corrosion, elle permet la détermination précise de la vitesse de
corrosion méme dans le cas ou le métal est recouvert d'une couche protectrice.

La S.I.LE permet aussi I'évaluation du taux d'inhibition, la caractérisation des différents
phénomeénes de corrosion comme la dissolution ou la passivation...

La S.ILE repose sur la mesure d’une fonction de transfert résultant d’une perturbation
volontaire du systeme électrochimique étudié. Classiquement, la perturbation imposée est
sinusoidale.

L’impédance électrochimique se définit comme étant le nombre complexe Z(w) résultant
du rapport :

AE(w)
Al(w)

Z(w) =

E(w) est la perturbation imposée a un potentiel choisi Eo,
I(w) la réponse en courant du systéme étudié avec une composante continue lo.

L’impédance Z(®) est un nombre complexe qui peut étre €crit sous la forme suivante :

Z(w) =7Ir(w) +j Zj(w) Avec j=1-
Z étant le module de I’impédance,
® le déphasage, Zr la partie réelle et Z; la partie imaginaire.
Z(m) peut ainsi étre représenté en coordonnées cartésiennes par sa partie réelle et sa partie

imaginaire : c’est le diagramme de Nyquist (Figure 1.25) [126].
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Figure 1.25 : Diagramme de Nyquist (spectre d’impédance électrochimique).

6. Modes d’expression de I’efficacité d’un inhibiteur de corrosion
Il existe plusieurs facons d’exprimer I’efficacité d’un inhibiteur de corrosion. L’expression

la plus courante et la plus souvent utilisée est le taux d’inhibition (%) :

(u0 -u)
0 =
EI % "

x 100

Ou Up est la mesure de la corrosion (perte de masse, intensité de corrosion, etc.) en ’absence
d’inhibiteur u est la mesure en présence d’inhibiteur.

D’autres expressions sont employées mais a un degré moindre ; il s’agit du coefficient
d’inhibition qui permet de différencier mieux des inhibiteurs entre eux lorsque le taux

d’inhibition devient trés élevé ou encore de la concentration minimale efficace [124].
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Chapitre 11 Description des travaux personnels

1. Introduction
Ce chapitre est divisé en trois parties :

% La premiére comporte la description de nos travaux d’extraction par différentes
méthodes, ’analyse du profil des polyphénols par chromatographie liquide a haute
performance couplée avec un détecteur a photodiode des différents extraits obtenus
ainsi que I’extraction des huiles essentielles de l'espéce T.algeriensis. Cette étude est
complétée par une caractérisation des pigments spécifiques (caroténoides et
chlorophylles).

% La deuxi¢me partie renferme 1’étude pharmacologique de I’extrait n-butanol des deux

especes.
% La troisieme comporte 1’¢tude d’activité anticorrosion de I’extrait n-butanol des deux

especes.

2. Critéres de selection des plantes
Pour la sélection des plantes, nous avons considéré un certain nombre de critéres comme
I’apport de la littérature.
% Nous avons sélectionné cette plantes médicinales saharienne (T.algeriensis) ayant un
fort potentiel d’activité du fait de leurs usages traditionnels largement répandus, aussi
le manque des études sur les fractions polaire, ainsi 1’aspect chimiotaxonomique qui a
une grande variabilité des huiles essentielles. Le genre Thymus, a montré sa richesse

en flavonoide et terpénoides [1].

/7
A X4

Les espéces du genre Atriplex sont réputées pour ’accumulation des métabolites
secondaires de types flavonol comme composants principaux [2,3], des saponines
triterpéniques [4,5], des alcaloides et acides aminés [6], coumarines et ecdystérols [7].
% La recherche bibliographique que nous avons menée sur 1’espéce A.mollis a montré

que cette plante n’a fait I’objet d’aucune étude phytochimique auparavant.

3. Place dans la systématique
3.1. L’espéce Thymus algeriensis

L’espéce T.algeriensis est une espéce qui appartient a : [8]
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Chapitre 11
Regne Plantae
Embranchement | Spermaphytes
Classe Magnoliopsida
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Thymus
Espéce Thymus algeriensis Boiss & Reut

3.2. L’espece Atriplex mollis Destf.

D’apres Quezel et Santa (1963), Atriplex mollis est une espéce qui appartient a :

Regne Plantae

Embranchement Spermatophyta (Plantes a graines)
Classe Magnoliophyta (Plantes a fleurs)
Ordre Caryophyllales

Famille Chenopodiaceae

Genre Atriplex

Espéece Atriplex mollis Desf

4. Description et répartition géographique

4.1. L’espéce Thymus algeriensis Boiss & Reut

C’est une plantes avec des feuilles florales peu différentes des feuilles caulinaires, peu

dilatées. Epis floriféres courts et étroits ne dépassant guere 15 x 12 mm. Fleurs de 5-6 mm, a

corolle moins de 2 fois plus longue que le calice Pelouses, rocailles (Figure 11.1).

Trés commun dans le sous-secteur des

hauts plateaux algérois

et oranais et

dans toutes les régions montagneuses et rares ailleurs. On peut la trouver sous le nom Th.

Zattarellus Pome (Djertil). C’est une plante endémique dans I’ Afrique du nord [8].
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Figure 11.1 : Photo de la plante Thymus algeriensis Boiss et Reut.

4.2. L’espéce Atriplex mollis Desf.

Atriplex mollis Desf. est un arbuste ne dépassant guére 50 cm; a feuilles bien plus petites (1-
2 cm), tiges dressées. Périanthe fructifére grand de 1 cm environ, orbiculaire, papyracé et lisse
(Figure 11.2). Buisson trés rameux a tiges blanchatres [8].

A.mollis pousse dans des dépressions sableuses salines qui avoir une nappe phréatique au

nord du Sahara, en Algérie, Tunisie et Libye [9].

Figure 11.2 : Photo de la plante Atriplex mollis Desf.
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5. Etude bibliographique
% A notre connaissance, 1’étude qualitative et quantitative des composes phénoliques de
Thymus algeriensis et Atriplex mollis n'ont jamais été rapportées jusqu'a présent.

% La majeure partie de la littérature concerne la détermination structurale des différents

polyphénols dans Thymus algeriensis.

6. Récolte du matériel végétal
Les plantes étudiées ont été récoltées au niveau de plusieurs sites en Algérie (Figure 11.3).
% Larécolte de I’espece T.algeriensis a été réalisée au mois de Mai 2013 des environs de
la ville de M’Sila.
% Les parties aériennes de 1’espéce A.mollis a été récoltés au mois de Mai 2016 des
environs de la ville de Beskra.
La plantes a été identifiée par le professeur Mohamed Kaabeche (Département des
sciences de la nature et de la vie, Université Ferhat Abbas, Sétif).
Elle a été deposée a I'Unité de recherche VARENBIOMOL, Université des Fréres Mentouri,
Constantine.
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‘ Cite de récolte

Figure 11.3: Localisation géographique des sites de récolte en Algérie des plantes étudiées.
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7. Préparation des eéchantillons

Apres récolté le matériel vegétal, nous avons procédé au séchage a une température
ambiante (20-25°C) pendant environ un mois a ’air libre, jusqu’a la stabilisation de leur
masse afin d’éviter d’éventuelles risques d’oxydation des polyphénols et de préserver au
maximum |’ intégrité des molécules.

Ensuite, les échantillons ont été récupérés et stockés a I’abri de la lumiére et d”humidité.

A. Caractérisation phytochimique des parties aériennes des especes étudiées
1. Screening phytochimique

La premiére étape était la recherche des grandes classes de composés chimiques appartenant
aux métabolismes secondaires de la plante étudiée.

Le principe est basé soit sur la formation de complexes insolubles en utilisant les réactions
de précipitation, soit sur la formation de complexes colorés en utilisant des réactions de

coloration entres les réactifs et les substances désirés.

» Test des alcaloides

La présence d’alcaloides est établie par la précipitation de sels et la révélation a I’aide du
réactif de Dragendorff (solution aqueuse d’iodo-bismuthbnite de potassium)
Une quantité de 5g du matériel végeétal est mise a macerer dans 25 ml d’acide sulfurique dilué
(H2S04) (10%) pendant 24h a tempeérature ambiante.

Ensuite, le mélange est filtré et lavé avec I’eau distillée pour obtenir 25 ml de filtrat. On
prélever 1ml de filtrat et on ajouter 5 gouttes de réactif de Dragendorff et on laisser reposer
pendant 10 mn.

La formation d’un précipité orangé ou un changement de couleur indique la présence

d’alcaloides [10].

» Recherche des terpenes et des stérols insaturés :

La présence des stérols insaturés et des triterpenes est mis en évidence a I’aide de H2SOg4
[11].

Une quantité de la poudre végétale est ajoutée dans un mélange MeOH/H,0 (80 /20), apres
agitation, filtration et évaporation a sec, on ajoute 50 ml d’éther a la solution précédente et on
laisse décanter. Aprés séparation des deux phases et évaporation de la phase éthérée, on
ajoute 15ml de chloroforme a I’extrait obtenu.

Ensuite, le mélange est réparti dans trois tubes en quantité égale, comme suit:
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Tube (1) : témoin.
Tube (2) : Ajouter 3 ml d’anhydride acétique.
Tube (3) : Ajouter3 gouttes d’acide sulfurique.
Le changement rapide de couleur confirme la présence de terpéne.

L’apparition de la couleur rouge cerise confirme la présence des stérols insatures.

> Recherche des triterpenes :

La présence des stérols insaturés et des triterpénes est mis en évidence a I’aide de H2SOs,
comme suit [12]:

Une quantité de la poudre végétale est ajoutée a un mélange MeOH/H>O (80 /20), apres
agitation, filtration et évaporation a sec, on dissous le résidu obtenu dans 1ml d’anhydre
acetique, puis dans 1ml de chloroforme.

La mise en évidence des terpénoides est effectuée par I’ajout de 1ml d’acide sulfurique
concentre au fond du tube sans agiter.

La formation d’un anneau rouge brunatre ou violet a la zone du contact des deux liquides

révele la présence des triterpenes.

» Recherche des saponines:
Les saponines sont caractérisees par leurs pouvoirs moussant en solution aqueuse [13].
On fait dissoudre 5¢g de la poudre végétale dans 50 ml d'eau distillée dans un erlen meyer de
250 ml, apres décoction du mélange pendant 30 minutes, refroidissement et filtration, on
prélever 5 ml du décocté et on 1’ introduit dans un tube a essai et on agite.

L'apparition d'une mousse persistante indique la présence des saponines.

» Recherche des quinones :
Pour mettre en évidence la présence des quinones [14], une masse de 5g de la poudre
vegétale est mise a macérer dans 10ml d’éther de pétrole pendant 24 h. Apreés filtration, on
prend 2 ml de filtrat et on ajouter 2 ml de NaOH a 10 % sous agitation.

L’apparition de la coloration rouge virant au violet indique la présence des quinones.

» Recherche des coumarines
La recherche des coumarines est réalisée selon le protocole suivant [15]:
Une masse de 1g de la poudre végétale est mise a macérer dans 20ml d’éther diéthylique

pendant 24 h. Apres filtration, on complete a 20ml avec de 1’eau distillée, on évapore I’extrait
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éthérique a Dair libre jusqu’a obtention de Sml en reprenant avec de I’eau distillée chaude
(2ml). On ajouter a ce contenu de I’'ammoniaque 25%, on mélange et observe la fluorescence
sous UV a 365 nm.

Une fluorescence intense dans le tube contenant de ’ammoniaque indique la présence des

coumarines.

» Recherche des tanins catéchiques et galliques :

La présence de tannins galliques et catéchiques a été mise en évidence a I’aide de
chlorure ferrique [12,16] .Les étapes réalisees sont comme suit :

Une masse de 2,59 de matiére végétale est infusée dans 25 ml d’eau bouillante pendant 30
mn. Apres filtration, on préléeve 4ml u filtrat et on le partage dans deux tubes en quantité
égale :

Tube (1) : on ajouter trois gouttes de chlorure ferrique FeCls (1%).

L’apparition de coloration, ou la formation d’un précipité¢ indique la présence des tannins
catéchiques.

Tube(2) : on fait saturer la solution en acétate de sodium puis on ajoute quelques gouttes de
FeClz 1%.

La formation d’un précipité ou changement de couleur indique la présence des tanins

galliques.

> Recherche des flavonoides :

Plusieurs tests de caractérisation permettent de mettre en évidence differents types de
flavonoides [17] .En présence de différents réactifs les flavonoides donnent des réactions de
coloration caractéristique.

Une masse de 5g de la poudre végétale est mise a macerer dans 50 ml d’cau distillée
pendant 30 min. Apres filtration, on préleve 8 ml du filtrat et on les introduit dans 4 tubes a
essai a raison de 2 ml par tube.

Tube (1) : témoin

Tube (2) : on ajoute 1 ml de NaOH (1N).

Tube (3) : on ajoutelml d'eau distillée.

Tube (4) : on ajoute 0.5ml de HCI concentré avec des coupeaux de magnésium.

En présence des flavonoides, un changement de coloration sera observe.
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» Recherche des anthocyanes :

Les étapes de recherche des anthocyanes sont realisées comme suit [18]:

Une masse de 2,59 de la poudre végétale est mise a macérer dans 25 ml d’eau distillée
bouillante pendant 15 min. Apres Filtration, on complete avec un peu d’eau chaude a 25 ml.
Ensuite, on prend 5 ml du filtrat auquel on additionne 5 ml de H2SO4 a (10%).

Si la coloration se voie par acidification jaune claire et vire vers le bleu-violacé par addition

de 5 ml d’ammoniaque (10%) ceci indique la présence d’anthocyanes.

2. Procédure d’extraction
2.1. Extraction de I’huile essentielle par entrainement a la vapeur

L’analyse de la composition de 1’huile essentielle de Thymus algeriensis a été effectuée au
laboratoire de Chimie des Heterocycles et Glucides, Ecole Nationale Supérieure de Chimie,
de Clermont-Ferrand, Ensemble Scientifique des Céseaux, BP 187- 63174. France.

Aprés distillation a la vapeur d’eau de ’espéce Thymus algeriensis, a 1’aide d’un appareil de
type Clevenger (passage de la vapeur d’eau au travers de la substance végétale) pendant une
durée de 4h. Elle consiste a immerger directement la matiére végétale (190 g) a traiter (coupé)
dans un ballon rempli d’eau distillée (3L) surmonté d’une colonne de 60 cm de longueur
reliée a un réfrigérant. La masse d’huile isolée a la fin de toutes les opérations est de 1.11g,
donc le rendement d’extraction a été estimé 0,58%. L’huile essentielle de cette plante

présente une couleur jaune claire avec une forte odeur.

Réfrigérant (ou condenseur) _
k( / /L :
/
/
/

/i
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gau \
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v

/ +Eau &
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Figure 11.4 : Schéma du montage utilisé pour entrainement a la vapeur.
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2.2. Extraction hydroalcoolique (Macération)

Une masse de 2Kg des parties aériennes de la matiére végétale est coupée en petits
morceaux et mises a macérer dans un mélange éthanol/ eau (70/30) pendant 24 a 48 heures.
Cette opération est répétée trois fois avec renouvellement du solvant. Aprés concentration a
une température n’excédant pas 35 °C, I’extrait éthanolique est dilué avec de I’eau distillée a
raison de 400 ml pour 1kg de matiére seche.

Apres filtration, la phase aqueuse obtenue est épuisée successivement par une extraction
liquide-liquide dans une ampoule a décanter en utilisant des solvants non miscibles a 1’eau et
de polarité croissante en commengant par 1’éther de pétrole afin d’éliminer la chlorophylle
puis le chloroforme, I’acétate d’éthyle et en dernier le n-butanol. Les phases organiques ainsi
obtenues (chloroforme, acétate d’éthyle et n-butanol) sont filtrées et concentrées a sec sous
pression réduite et pesées.

Le processus d’extraction est résumé par I’organigramme suivant (Figure 11.5)

% Calcul du rendement

Nous pouvons déterminer le rendement en extrait sec par le rapport entre le poids de

I’extrait sec, avec le poids du matériel végétal sec utilisé pour I’extraction en gramme. Le

rendement est calculé par la formule suivante :

R—M0x100
M

Mo : Masse en gramme de I’extrait brut évaporé

M : Masse en gramme de la matiere végétale initiale seche
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Matériel végétale

m=2000g
® Macération a froid dans un mélange
EtOH/H,0 (70:30 ; v/v), répétée 3 fois
(24-48h)
o Filtration

Extrait éthanolique

e Concentration non a sec (t = 35 °C)
e Dilution avec H,O distillée.
e Filtration

Extrait éther de e Extraction par éther de pétroles (x1)

pétrole J ° Déc_antation et évaporation de la phase
organique (t=35°)

@ase aqueuse

Extrait CHCls e Extraction par CHCI; (x3)
e Décantation et évaporation de la phase
organique (t=35°)

Phase aqueuse

e Extraction par AcOEt (x3)
e Décantation et évaporation de la phase

i

T\

Extrait AcOEt

AAL

organique (t=35°)
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Figure 11.5: Organigramme d’extraction.

E



Chapitre 11 Description des travaux personnels

2.2.1. Fractionnement des extraits

Pour I’ensemble des extraits, nous avons commencé le traitement par une chromatographie
analytique sur couche mince pour bien choisir le systéme d’élution qui donnerait les meilleurs
résultats.

Le but de ce fractionnement est d’obtenir des fractions avec une composition chimique

différente en utilisant des différentes méthodes avec d’autres solvants.

a. Protocole de fractionnement des extraits de I’espéce Thymus algeriensis
% Fractionnement de I’extrait chloroformique

Le fractionnement de I’extrait chloroformique de Thymus algeriensis a été réalisé par
chromatographie d’adsorption sur une colonne de gel de silice. L’extrait chloroformique
(m=7g) est dissout dans du méthanol et mélangé a une petite quantité de gel de silice,
I’ensemble est séché sous vide, puis pulvérisé jusqu’a ’obtention d’une poudre homogene.
Cette derniére est déposée sur une colonne confectionnée avec 222 g de gel de silice (type 60,
230-400 Mesh) préparée dans le cyclohexane, 1’élution est réalisée avec un gradient
cyclohexane — éther diéthyliqgue, commencant par le cyclohexane pur, en augmentant la
polarité par I’addition progressive d’éther diéthylique puis de méthanol.

Les fractions recueillies sont regroupées suivant la similitude de leur profil
chromatographique sur couches minces de gel de silice déposées sur feuilles d’aluminium qui
apres développement dans des cuves en verre avec des systemes adéquats, ont été visualisees
a la lumiére du jour et sous lampe UV a 254 et 365 nm, puis révélées avec I’anysaldéhyde et

chauffées pendant 3 mn a 100°C.

% Fractionnement de I’extrait Acétate d’éthyle

L’extrait acétate d’éthyle a été testé avec plusieurs systémes de solvant avec des polarités
différentes. L’¢éluant utilisé est composé de deux solvants le chloroforme/méthanol.

Environ 4 g de ’extrait acétate d’éthyle sont dissous dans un minimum de chloroforme. La
solution est introduite a I’aide d’une pipette sur une colonne confectionnée avec 120 g de gel
de silice, (type60, 230-400 mesh, Merck) préparée dans le chloroforme. L’¢lution débute avec
le méme solvant dont la polarité sera augmentée par addition progressive de méthanol. Des
pots de 50 ml sont recueillis et analysées par chromatographie sur couche mince (CCM). Les
plaques sont examinées sous UV, puis révélées par I’anisaldéhyde et chauffées a 100°C,

pendant quelques minutes. Les fractions présentant le méme profil chromatographique sont

E
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Les extraits e les fractions ont été recueillis dans un flacon a température ambiante, le
solvant d'extraction a été seché sous un flux de N2 doux a température ambiante et le résidu a
été stocké a -20 ° C jusqu'a l'analyse chromatographique.

La figure I1.6 résume les différentes méthodes d’extractions jusqu’a I’obtention des

fractions.

Thymus
algeriensis

1. Broyage
2, Macération
3 Filtration

Extrait éthanolique

CIHCI3 Fractionnement
p—— 7.42g > F1-F3l

EtOAc Fractionnement,

n-BuOIl

— 33.15g

Figure 11.6 : extraction et fractionnement de T.algeriensis.

b. Protocole de fractionnement des extraits de ’espece Atriplex mollis
% Fractionnement de I’extrait chloroformique

L’extrait chloroforme est dissous dans le méthanol puis additionné a quelques grammes de
gel de silice puis évaporé a sec afin d’obtenir un solide sous forme de poudre.

Le mélange est dépose sur une colonne de gel de silice (type60, 230-400 mesh, Merck).

L’¢lution est réalisée initialement par le chloroforme dont on augmente la polarité par un
gradient de méthanol.

La séparation par chromatographie sur colonne a été suivie par un contréle des lots sur des
plaques CCM analytiques de gel de silice en utilisant divers systémes d’élution. L’examen des

plaques est réalisé sous lumicere UV a 254nm et 365nm et apres révélation par I’anysaldéhyde.

|

Les fractions similaires ont été regroupées, évaporées et pesees.
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A I'issue de ce fractionnement, 17 fractions ont été recueillies.

% Fractionnement de I’extrait Acétate d’éthyle

Cette étape permet une séparation grossiere des molécules selon leur polarité. Le résultat
des tests chromatographiques nous a conduits a utiliser comme systéme d’élution le
chloroforme-méthanol en gradient de polarité. Une masse d’environ 2.67 g d’extrait acétate
d’éthyle est déposée sur une colonne de gel de silice (type60, 230-400 mesh, Merck) préparée
dans de le chloroforme. L’¢lution est réalisée par un gradient de polarit¢ du systeme
chloroforme-méthanol en commencant par le chloroforme pur avec un fractionnement tous
les 25 ml.

Le suivi de ces fractions est effectué par chromatographie sur couche mince de gel de silice
sur support Aluminium. Les plaques sont visualisées sous lumiere UV (254 et 365 nm) puis
révélées avec de ’anisaldéhyde et chauffées.

18 fractions ont été obtenues lors de ce fractionnement.

La figure I1.7 résume les différentes extractions jusqu’a I’obtention des fractions.

Atriplex
mollis

l. Broyage
2. Macération
3. Filtration

Extrait éthanolique

CIHCI3 Fractionnement
3 257g >» F1-F17

EtOAc i
Fracthonnement.
——> 267 ¢ > F1-FI8

Figure 11.7 : Extraction et fractionnement de I’espéce Atriplex mollis.
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2.3. Extraction assistée par micro-ondes (Microwaves Extraction MAE)

L’extraction assistée par micro-ondes a eté réalisé en utilisant un Biotage InitiatorTM 2.0
automatique (Uppsala, Suéde) caractérisé par micro-ondes de haute fréquence 2,45 GHz et
une gamme de puissance de 0 a 300 W (figure 11.8). La température interne des flacons a été
strictement contr6lée par une sonde infrarouge (IR).

Des échantillons broyés ont été ajoutés au solvant choisi (20: 1 , rapport liquide / solide).
Ensuite, la suspension a été transférée dans un récipient scellé approprié pour un réacteur
micro-ondes monomode automatique. L’extraction assistée par micro-ondes a été réalisé en
chauffant a 40, 60, 80, 100 ou 120 ° C pendant 5, 10 ou 15 min puis refroidir avec de I'air
sous pression. Apres filtration sur papier Chromafil® PET 20/25 (taille des pores 0,2 um,
Machery-Nagel AG, Oensingen, Suisse) dans des flacons en verre brun.

Les mélanges séchés ont été stockés a -20 ° C jusqu’a une analyse chromatographique
ultérieure [19].

Figure 11.8 : Extracteur Biotage Initiator TM 2.0 automatique.
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2.4. Extraction a fluide supercritique (Supercritical Fluid Extraction SFE)

L’extracteur SFE se compose de :

» Une pompe de distribution de CO» (PU-2080-CO2, Jasco, Tokyo, Japon).
» Une chambre thermostatique avec une colonne d’extraction de 50 ml.

> Un détecteur UV-Vis avec cellule haute pression (875-UV, Jasco).

> Un régulateur de contre-pression automatique (BP-2080 plus, Jasco).

L’extraction a été effectuée en utilisant 20 g de la poudre végétale, qui a été chargés dans
une colonne d'extraction en acier inoxydable entre deux couches de laine de coton dans les
deux extrémités pour éviter les particules de colmatage de systéme.

La colonne d’extraction est placée dans la chambre thermostatique.

Le matériel végétal a été exposé a une extraction dynamique a 40 ° C pendant 60 min avec
un débit de CO2 de 3 ml / min. Deux différentes valeurs de pression (10 et 30 MPa) ont été
appliquées afin de moduler la densité de fluide supercritique, comme indiqué dans la
littérature concernant les especes du genre thymus [20]. Apres filtration sur Chromafil® PET
20/25 (taille des pores 0,2 pum, Machery-Nagel AG, Oensingen, Suisse) dans des flacons en
verre brun, les extraits ont été recueillis a température ambiante et stocké a -20 ° C jusqu'a
I'analyse chromatographique.

Figure 11.9 : Extracteur a fluide supercritique.
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2.5. Extraction des pigments foliaires

L'analyse des caroténoides totaux et de la chlorophylle a et b dans I'échantillon des especes
étudiées a eté realisé selon Solovchenko avec quelques modifications [21]. Un échantillon de
masse 150 mg a ét¢ homogénéisé¢ a I’aide d’un mortier dans 5 ml du systéme chloroforme-
méthanol (2: 1, v / v) contenant 0,01% d'hydroxytoluéne butylé (BHT) pour inhiber le
processus de péroxydation.

De plus, une homogénéisation a été effectuée avec 50 mg d’oxyde de magnésium (MgO)
pour prévenir la phéophytinisation de la chlorophylle. L'homogénat a été filtré avec le papier
filtre. Ensuite, I'eau distillée a été ajoutée a ce filtrat a raison de 0,2% du volume d'extrait.
Finalement, le mélange a été centrifugé dans un tube a essai en verre pendant 18 min a 3000 g
a 10 ° C pour compléter la séparation des phases (chloroforme et méthanol / aqueux. La phase
chloroforme (phase inférieure) contient les molécules hydrophobes (chlorophylles,
caroténoides, lipides, etc.), tandis que la phase méthanol-eau (phase supérieure) contient les
molécules hydrophiles.

Le spectre d'absorption de la phase chloroforme a été enregistré avec un instrument
Beckman Coulter DU 800 dans la gamme de 350 a 800 nm avec une résolution spectrale de
0,5 nm a une température de 20 ° C.

Selon Wellburn (1994) [22], les teneurs en chlorophylles et en caroténoides totaux ont été
déterminées a l'aide du coefficient d'absorption.

Les équations permettant de déterminer les concentrations de chlorophylle a (Ca) et b (Cy),

ainsi que les teneurs totales en caroténoides (Cit) sont indiquées ci-dessous:

o Ca=11, 47 Ases,6- 2Ac47,6;
o Cp=21,85Ass7,6-4,53 Asss, 6;
e Ciot= (1000 Asgo — 1.33C4 — 23.93 Cp)/202.

3. Analyses qualitative et quantitative
3.1. Analyses chromatographiques par GC des huiles essentielles de I’espece Thymus
algeriensis
3.1.1. Analyse par Chromatographie gazeuse/Détecteur a lonisation de Flamme (GC-
FID)

L'analyse a été réalisée a l'aide d'un chromatographe Agilent 6890 (GC-FID), équipé d'une
colonne capillaire db-5 (5% -Phenyl-95%-diméthylpolysiloxane) (20m x 0,18 mm, épaisseur

du film 0,18 um), la programmation de la température consiste en une élévation de 50 °C (2,3
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min) puis augmentation de la température de 10°C/min jusqu’a 300°C. Palier & 300 °C
pendant 20 min. La température de I'injecteur était de 280 et celle du détecteur de 365 °C et
alimenté par un mélange de gaz Ho/Air (Hz : 40ml/min - Air : 450 ml /min). L'injection se fait
par mode split avec un rapport de division de 1/50. La quantité d'huile essentielle a été diluée
dans I’hexane et 1 pl a été injecté. Le gaz utilisé est I’hydrogéne (H2) avec un débit de

Iml/minute.

3.1.2. Analyse par Chromatographie gazeuse / Spectrométrie de Masse (GC/MS)

La spectrométrie de masse a été effectuée sur une chromatographie en phase gazeuse
couplée d'un spectrométre de masse Agilent 7890/5975 (GC-MS), équipée d'une colonne
capillaire db-5 (20m x 0,18 mm, épaisseur de film de 0,18 pum) programmé avec les mémes
conditions que pour GC-FID.

L'ionisation du spectrométre de masse (MS) a éteé réglée en mode impact électronique
positif a 70 eV, et le multiplicateur d'électrons a été fixé a 2200 V. Les températures de la
source d'ions et le quadripolaire MS étaient de 230 °C et 180 °C respectivement.

Les données spectrales de masse ont été acquises dans le mode de balayage dans la gamme
m/z 33-450.

L’identification des constituants a été réalisée en se basant sur leurs indices de Kovats (IK)

et sur la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse avec ceux des

bases de données [23].

3.2. Analyses chromatographique des extraits par HPLC/PDA
L'analyse des polyphénols des extraits est réalisée sur un HPLC avec un détecteur a
ultraviolets (Photo-Diode-Array Detector : PDA).

3.2.1. Les standards analytiques utilisés

Acide gallique, catéchine, acide chlorogénique, acide 4-hydroxy-benzoique, acide
vanillique, épicatéchine, acide syringique, acide 3-hydroxybenzoique, isovanilline, acide p-
coumarique, rutine, acide sinapinique, acide t-férulique, naringine, acide 2,3-
diméthoxybenzoigue, acide benzoique, acide o-coumarique, quercétine, acide t-cinnamique,
naringénine, carvacrole, harpagoside (98% de pureté) ont été fournis par Sigma-Aldrich
(Milan, Italie).
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Le méthanol, le chloroforme, ’acétate d’éthyle et n-butanol (qualité HPLC), acide acétique
(99%), acétonitrile (qualité HPLC) ont été fournis par Carlo Erba Reagenti (Milan, Italie).
L’cau distillée a été obtenue on utilisant le systéme de traitement de 1’eau Millipore Milli-Q
Plus (Millipore Bedford Corp., Bedford, MA, USA).

Toutes les extractions ont été contrélées par chromatographie sur couche mince (CCM)
réalisée sur des plaques de gel de silice de 0.2 mm d’épaisseur (60 F254 Merck) et les taches
ont été détectées sous une lampe a ultraviolets (UV) a 254 et 365 nm.

Les extraits ont été préparés par dissolution 1 mg de chaque extrait avec 1ml de méthanol
puis centrifugé avec une centrifugeuse, modele 5804 (Eppendorf, Hambourg, Allemagne)et
enfin filtré a travers un filtre millipore 0,45 um (Phenex, Phenomenex, Torrance, CA, USA),

avant l'injection dans HPLC-PDA.

3.2.2. Mode opératoire

L’étude du profil des polyphénols par HPLC-PDA a été effectuée suite a une méthode
développee [20] pour les polyphénols dans le laboratoire du département de Pharmacie,
Université de G. d’Annunzio” of Chieti-Pescara, Italie, en utilisant une chromatographie
liguide HPLC Waters (pompe a solvant modele 600, 2996 PDA).

La phase mobile a été directement dégazée en ligne en utilisant un dégazeur Biotech 4CH
DEGASI Compact (Onsala, Suéde). Le logiciel Empower v.2 (Waters Spa, Milford,
Massachusetts, Etats-Unis) a été utilisé pour collecter et analyser des données.

La séparation chromatographique a été réalisée en mode gradient d'élution sur une colonne
en phase inverse Cig (Prodigy ODS(3), 4.6 x 150 mm, 5 um; Phenomenex, Torrance, CA). La
colonne a été réglée a 30 °C (x 1 °C).

La phase mobile était un mélange de solvants (93% A+ 03% B) ou :

v" A (Eau avec 3% (v / v) de l'acide acétique)

v" B (I’acétonitrile avec 3%(v / v), de l'acide acétique).

Le tableau I1.1 résume le mode graduant d’élution de la colonne.
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Tableau I1.1: Programme d’¢lution de la colonne

Temps (min) | Débit (ml.mint) %A %B

0 93 7
0.1 93 7
30 72 28
38 75 25

1

45 2 98
47 2 98
48 93 7
58 93 7

Tous les extraits ont été pesés, dissous dans la phase mobile, centrifugé et filtré, puis 20 pl

ont eté directement injectés dans le systeme HPLC-PDA. Pour les echantillons hors gamme,

un facteur de dilution de 1:10 a été appliqué. Les données sont rapportées en moyenne *

écart-type de trois mesures indépendantes.

L'identification de composés a été soigneusement effectuée sur la base de leur temps de

rétention (vérifié également par les spectres UV-Vis) par comparaison avec ceux de cOmposeés

standard purs.

Les chromatogrammes des standards utilisés ont été enregistrés a 278 nm dans laquelle tous

les composés présentent une absorbance.

Les temps de rétention ainsi que la longueur d’onde d’adsorption maximale d’absorbance

des standards utilisés sont mentionnés dans le tableau I1.2.

E



Chapitre 11

Description des travaux personnels

Tableau 11.2 : Les standards utilisés avec leurs temps de rétention et leurs longueurs d’ondes.

Le temps de
Standards Rétention A max
(min)

Acide gallique 5.82 271 nm
Catéchine 14.42 278 nm
Acide chlorogénique 16.37 324 nm
Acide 4-hydroxybenzoique 16.73 256 nm
Acide vanillique 19.18 260 nm
Acide caféique 19.81 315 nm
Epicatéchine 20.04 278 nm
Acide syringique 20.54 274 nm
Acide 3-hydroxybenzoique 22.20 275 nm
Isovanilline 24 278 nm
Acide p-coumarique 25.66 310 nm
Rutine 26.49 256 nm
Acide sinapinique 27.64 324 nm
Acide t-ferulique 29.28 315 nm
Naringine 30.86 285 nm
Acide 2,3-dimethoxybenzoique 31.71 299 nm
Acide benzoique 32.65 275 nm
Acide o-coumarique 36.48 276 nm
Quercetine 45.43 367 nm
Harpagoside 46.32 280 nm
Acide t-cinnamique 46.57 276 nm
Naringénine 47.19 290 nm
Carvacrole 49.33 275 nm
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B- Evaluation de I’activité biologique
1. Materiel VVégétal

Durant cette étude, nous avons travaillé sur les extraits butanolique des deux espéces
étudiées.

L’¢étude qualitative et quantitative par la méthode HPLC/PDA montre la richesse de ces

extraits en polyphénols qui ont connu par leurs effets pharmacologique.

2. Etude pharmacologique in vitro

2.1. Activité antioxydante

2.1.1. Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides totaux
2.1.1.1. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux de 1’extraits n-butanol des especes étudiées a été évaluée
spectrophotomeétriguement  selon la méthode de Folin-Cioclateu [24], avec quelques
modifications.

Le folin-Cioclateu, réactif de couleur jaune est constitué par un mélange d’acide
phosphotungstique (HzPW12040) et d’acide phosphomolybdique (HsPMo012040). Lorsque les
polyphénols sont oxydés, ils réduisent le réactif Folin-Cioclateu en un complexe ayant une
couleur bleue constitu¢ d’oxyde de tungsténe et de molybdéne.

La coloration bleue produite posséde une absorption maximale aux environs de 755-770
nm. L’absorbance, par référence a une gamme étalon obtenue avec un acide phénolique
(Acide gallique comme référence), permet de déterminer la quantité de polyphénols totaux
présents dans notre extrait.

La lecture de ’absorbance était a 765 nm.

% Protocole :
Une solution mere d'acide gallique a été préparée avec une concentration de 1mg/ml
(1000 pg /ml) a partir de laquelle on a préparé une série de solutions filles de 10 ml de
concentrations (10, 50, 100, 150 et 200ug/ml). Une courbe d'étalonnage standard a été
obtenue a partir de ces solutions filles d'acide gallique.
v" 1ml de chaque solution a été introduit dans des tubes a essai, suivi de I'addition de 0,5
ml de réactif de Folin-Ciocalteu (1N) et 7,5 ml d'eau distillée.
v Apres agitation puis repos pendant 10 minutes, un volume de 1,5 ml de carbonate de
sodium (Na2C0O3) a 10% a été ajouté.
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v Les mélanges réactionnels sont agités et incubés 90 min a ’obscurité a la température
de la chambre.
L'absorbance de chaque solution a été déterminée a 765nm a l'aide d'un spectrophotomeétre.
Les valeurs obtenues avec les solutions filles d’acide gallique ont permis d’établir les courbes

d’étalonnage correspondantes.
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Figure 11.10 : Courbe d’étalonnages de I’acide gallique de 1’espéce T.algeriensis.
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Figure 11.11 : Courbe d’étalonnages de I’acide gallique de I’espece A.mollis.
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2.1.1.2. Dosage des flavonoides totaux

La quantification des flavonoides a été effectuee par une méthode adaptée, on utilisant le
trichlorure d’aluminium (AICIz), ce réactif forme avec les groupements hydroxyles du
flavonoide un complexe tres stable, de couleur jaune et absorbe a une longueur d'onde de 430
nm [24]. La quantification des flavonoides se fait par spectrophotométrie UV avec la rutine et

la quercétine comme des flavonoides standards.

v Protocole
Une solution mére du standard (la rutine pour thymus et la quercétine pour Atriplex) a été
préparé avec une concentration 1mg /ml.
v A partir de la solution mére de la rutine ou de la quercétine (utilisée comme étalon), on
va préparer des solutions filles de différentes concentrations (5, 10, 50, 100 ,150 et
200 pg).
v 1ml de chaque solution de la rutine ou de I'extrait est introduit dans des tubes a essali,
suivi de l'addition 1 ml d’AlCls (2% préparé dans le méthanol).
v On laisse reposer dans une chambre noire pendant une heure [25].
Aprés on fait la lecture de ’absorbance au moyen de spectrophotométre a 480 nm.
Les valeurs d’absorbances obtenues avec les solutions filles de la rutine ont permis d’établir

la courbe d’étalonnage correspondante.
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Figure 11.12 : Courbe d’étalonnages de la rutine.
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Figure 11.13 : Courbe d’étalonnages de la quercétine.

2.1.2. Effet anti-radicalaire par le test au DPPH

L’effet anti-radicalaire de I’extrait n-BuOH des espéces étudiées a été évalué in vitro par la
méthode de DPPH (2,2-diphényl-2-picryl-hydrazyle) décrite par Ohinishi [26].

La solution du DPPH (C18H12Ns0s) est solubilisée dans le méthanol absolu pour en obtenir
une solution de 0,2 mM.
1mL de chacun des extraits a différentes concentrations (0-400 pg/ml) sont ajoutés a 1 ml de
la solution méthanolique du DPPH (0,2 mM).

Apres 30 min d’incubation dans 1’obscurité et a la température ambiante, I’absorbance a été
lue a A=517 nm. La BHT, la BHA et a-tocophérol (0-50 ug) ont été également utilisés
comme références.

L’effet antioxydant des extraits est exprimé en pourcentage de réduction de DPPH selon la
formule suivante :

(Abs controle - Abs échantillon)

% de réduction = Abs controle x 100

2.1.3. Test de blanchissement du p-carotene
% L’espéce Thymus algeriensis
Le test de blanchissement de la B-caroténe a eté realisé en adoptant la méthode de

Krishnaiah et ses collaborateurs [27].
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L’émulsion de B-caroténe/acide linoléique a été préparée par la dissolution de 0.5 mg de B-
carotene dans 1 ml du chloroforme, 25 pl de I’acide linoléique et 200 mg de tween 40.

Aprés I’évaporation compléte du chloroforme par un rotavapeur (40 °C), on ajoute 100 ml
d’eau distillée saturée en oxygeéne. A 2.5 ml de I’émulsion précédente on ajoute de I’extrait n-
BuOH de I’espéce Thymus ou d’antioxydant de référence Trolox ou Vit C préparés dans le
méthanol. La cinétique de décoloration de I’émulsion en présence et en absence de 1’extrait ou
d’antioxydant de référence est suivie 8 A=490 nm a des intervalles de temps réguliers pendant

120 minutes. L’activité antioxydante relative (AAR) est calculée selon 1’équation suivante :

Abs au temps zéro
AAR = - x 100
Abs au temps 120 minutes

7

% L’espéce Atriplex mollis

L’acide linoléique en émulsion aqueuse est oxydé€. Les radicaux libres formés sont piégés par
la B-carotene. La mesure de Iactivité antioxydante suit la diminution de la densité optique en
fonction du temps. En effet la décoloration du B-caroténe résulte du piégeage des radicaux
formés au cours de I’autoxydation de I’acide linoléique, ce qui a pour effet de diminuer la
conjugaison [28].

La méethode décrite par Marco, G.J., (1968) a eté employée avec une légére modification.

Une émulsion B-caroténe/acide linoléique est préparée par les mémes procédures que dans
I’espéce T.algeriensis sauf qu’on a ajouté seulement 50ml de I’eau distillée saturée en
oxygene (barboter a ’oxygéne pendant 30 min avec un débit de 100 ml/min) .Tout cela pour
donner la solution A.

A 160 pl de I’émulsion (solution A) on ajoute 40 pl de I’extrait n-BuOH d’Atriplex ou
d’antioxydant de référence : la BHT et la BHA préparés dans le méthanol (de la méme
maniére). Les microplaques sont alors mises en incubation a 45°C pendant 120 min et
I’absorbance est mesurée (a t=0 et t=120 min) a 470 nm.

La cinétique de décoloration de I’émulsion en présence et en absence de I’extrait ou
d’antioxydant de référence est suivie a A=470 nm pendant 120 munites.

L’activité antioxydante (pourcentage d'inhibition) des échantillons a été calculée selon
I'équation suivante:

Inhibtion % = Abs du (B — carotene)a 120 min 100
MHDHON Y0 = ~Abs initiale du (B — carotene)
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2.2. L’activité bactérienne

Pour caractériser 1’activité antibactérienne de 1’extrait n-butanol des especes étudiées, nous
avons utilisé la méthode de diffusion sur gélose. C’est une technique qualitative basée sur la
mesure du diamétre des halos d’inhibition apparents autour des disques chargés d’extrait

végeétaux.

2.2.1. Méthodes et matériels
L’¢tude in vitro de I’activité antimicrobienne de I’extrait butanolique a été effectuée par la

methode de diffusion en milieu solide [29].

» Souches bactériennes :
Toutes les souches que ce soit standard ou issues des prelévements proviennent de 1’institut
Pasteur a Alger.
€ Staphylococcus aureus : ATCC 25923
€ Pseudomonas aeruginosa : ATCC 27853
€ Klebsiella pneumoniae : ATCC 700603
€ Escherichia coli : ATCC 25922

Les souches bactériennes sont entretenues par repiquage sur la gélose (MHA) nutritive en
favorisant leur croissance pendant 24 h a ’obscurité a 37°.
Les disques de papier WATMAN (N°3) imprégnés d’une quantité définie 20 pl d’extrait n-
butanol sont déposés a la surface du milieu gélose préalablement ensemencé par les bactéries.
Puis, les boites sont incubées a 4 °C pendant 4 h pour permettre une bonne diffusion du
surnageant. Ensuite I’incubation est faite a 37 °C pendant 24 h (Figure 11.14).
L’activité antibactérienne est révélée par I’apparition des zones d’inhibition autour des

disques.
2.2.2. Lecture

Toute activité antibactérienne se manifesterait par la formation d’un diametre d'inhibition

qui sera alors mesuré en mm avec une regle.
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Figure 11.14 : Boites de Pétri des quatres souches bactériennes utilisées apres incubation
d’extrait n-butanol (BETA et BEAM) des deux espéces.

3. Etude pharmacologique in vivo
3.1 Les animaux

Les expériences de notre étude pharmacologique, ont été réalisées sur les rats albinos de la
souche Wistar femelles pesants entre 170-220 grammes. Les rats ont été divisés en plusieurs
groupes, dans des cages en plastique opaques. Ils ont libre acces a 1’eau et a la nourriture, et la

température de I’animalerie était maintenue entre 20° et 22°.

3.2. Préparation des solutions administrées
Nous avons administrés pour chaque rat une dose qui correspond a son poids corporel. Les
solutions a administrer, & chaque rat, ont été préparées juste avant I’administration, en

solubilisant la quantité du produit a tester dans 1’eau distillée.

3.3. L activité anti-inflammatoire
3.3.1. Protocole expérimental
3.3.1.1. Prétraitement par les extraits
Une demi-heure avant I’injection de la carragénine, un effectif de 16 rats pesant 170-200g
est divisé selon les deux extraits en trois groupes, le diamétre de la patte arriere droite a été

mesuré avant I’injection de la carragénine. Chaque groupe regoit par voie orale les solutions

= |

expérimentales comme suit :
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v Groupe témoin (n=4) : injecté seulement par la carragénine (non traité) pour suivre
I’inflammation.

v' Groupe standards (n=4) : l’anti-inflammatoire Diclofénac (50mg/kg) dissout dans
I’cau.

v Groupe extrait n-but (n= 4) : I’extrait n-butanol (BETA et BEAM) a la dose de 50

mg/Kg dissous dans I’eau.

3.3.1.2. Induction de ’inflammation

Pour mettre en évidence I’activité anti-inflammatoire de I’extrait d’une plante médicinale,
un modele expérimental d’inflammation aigue de la patte du rat induit par la carragénine a été
sélectionné. Des cedémes au niveau des pattes de rats sont induits aprés injection sub-
plantaire (intra articulaire) d’une solution de carragénine au niveau de la patte arriere droite
des rats, une heure apres ’administration des extraits par voie orale. L’ inflammation causée
sera diminuée en présence de I’extrait ayant une activité anti-inflammatoire [30]. Les rats
utilisés sont privées de nourriture et d’eau pendant 12 heures avant la période

d’expérimentation.

> Injection de la carragénine
Une demi-heure aprés I’administration des traitements, chaque animal regoit par injection
subplantaire dans la patte arriere droite 0,1 ml d’une suspension de carragénine a 1% dissous

dans 1’eau.

3.3.1.3. Evaluation de Pactivité anti-inflammatoire
» Mesure de I’cedéme
Le diamétre de la patte a été mesuré, a ’aide d’un micrometre digital avant et apres
induction de ’cedéme a des intervalles d’une demi-heure pendant trois heures. L'évolution de

'cedéme de la patte a été déterminée chaque demi-heure jusqu’a 3 heures (Figure 11.15).

» Calcul du pourcentage d’augmentation du volume de la patte (%AUG)
Le pourcentage d’augmentation (%AUG) de 1’cedéme est calculé pour chaque groupe de

rats. Il est donné par la formule suivante :

(Dn — Do)
%AUG = T X 100

Dn : diameétre de la patte I’iéme heure apres 1’injection de la carragénine.

E



Chapitre 11 Description des travaux personnels

Do : diamétre de la patte avant I’injection de la carragénine.

» Calcul du pourcentage d’inhibition de I’eedéme (% INH)
Le pourcentage d’inhibition (%INH) de I’cedéme est calculé pour chaque groupe de rats
traités par rapport au lot témoin. 1l est obtenu par la formule suivante :

%AUG témoin — %AUG traité
%INH = x 100

%AUG témoin

Figure 11.15 : Mesure de ’cedéme.

3.4. L’effet diurétique
3.4.1. Protocole expérimentale

L’évaluation de I’effet diurétique consiste a mesurer le volume de 1’urine émis par le rat mis
en surcharge hydrosodique suivi immédiatement par I’administration du composé a tester
avec une posologie de 50mg/kg. Nous avons séparé les rats en plusieurs lots, de trois rats
chacun. Les animaux sont placés dans des cages de métabolisme transparent, qui nous permet

de surveiller le comportement des animaux, et de récupérer les urines dans un récipient.

=,
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» Administration des produits
Pour cette étude, 15 rats sont utilisés. Ils sont repartis en cing groupes en raison de 3 rats par
cage. Les composés sont administrés en solution par gavage a 1’aide d’une sonde métallique.
4+ Groupe 1 (3 rats) : (Témoins négatifs) animaux recevant par voie orale de I’eau
distillée (40ml/kg).
<+ Groupe 2 (3 rats) : animaux recevant par voie orale une solution de NaCl a 0.9 %.
<+ Groupe 3 (3 rats) : (HCTZ) ces rats recoivent par voie orale une solution de NaCl a 0.9
% suivie immédiatement d’une dose de 50mg/Kg de I’hydrochlorothiazide.
<+ Groupe 4 (3 rats) : animaux recevant par voie orale une solution de NaCl a 0.9 %
suivie immédiatement d’une dose de 50 mg/Kg de ’extrait n-butanol des deux espéces
(BETA et BEAM).
Les urines émises par les 3 rats de chaque cage sont collectées et mesurées chaque heure

pendant 5 heures (Figure 11.16).

Figure 11.16 : La collection des urines.

3.4.2. Etude de l’influence des extraits sur le pH, les taux de sodium, potassium, et
calcium dans les urines

Juste apres le test on mesure le pH urinaire par un pH-métre étalonné dans le but d’évaluer
I’effet de nos extraits sur 1’acidité des urines qui nous donne une idée sur les échanges

ioniques au niveau rénal.
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Les urines récupérées pour les 5 heures sont conservées au refrigérateur en vue de les
utiliser ultérieurement, pour effectuer des dosages des ions : calcium, potassium, et sodium.
Ce dosage urinaire permet de surveiller I’équilibre acido-basique de 1’organisme, il est

réalisé par la spectroscopie d’émission de flamme de marque AFP 100.

+ Principe de la méthode

Cette méthode decrite dés la fin du XIX siécle reste la méthode de référence [31].
Schématiquement les atomes sont stimulés & de hauts niveaux énergétiques en vaporisant la
solution a déterminer dans une flamme. Lors de la stimulation, les électrons des sous-couches
périphériques sont amenés & des niveaux energétiques supérieurs. Lors du retour a leur état
initial, ils libérent leur énergie supplémentaire sous forme de photons. Cette émission de
lumiere dont la longueur d'onde de résonance est spécifique de I'atome (589 nm pour le Na *,
767 nm pour le K, 671 nm pour te Li ...) est appelée emission atomique.
La spectrométrie d'émission de flamme utilise une mesure quantitative de I'émission optique

provenant des atomes stimulés pour déterminer la concentration de la substance a doser.

C- Activité anticorrosion
1. Introduction

Le pouvoir inhibiteur de la corrosion de I’acier en milieu acide sans et avec addition de
I’extrait n-butanol sera évalué en utilisant la technique électrochimique.

Lors de cette étude expérimentale, le systéme électrochimique métal / solution considérée
est compose par :
- une électrode en acier doux,
- un milieu acide chlorhydrique 1M.

La vitesse de corrosion d’un systéme électrochimique métal /solution peut étre déterminée
par plusieurs méthodes classiquement utilisées par les expérimentateurs.

Nous avons utilisé, pour y parvenir, I’extrapolation des droites de Tafel a partir du tracé des
courbes intensité - potentiel et les diagrammes d’impédance de type Nyquist ainsi que la

perte de masse de cet acier dans I’inhibiteur utilisé [32].

2. Matériels et méthodes
2.1. Inhibiteur utilisé

L’inhibiteur utilisé est ’extrait n-butanol des deux especes étudiées (Thymus et Atriplex).
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2.2. Matériel utilisé
Notre étude est effectuée sur I’acier de carbone 316L dont la composition massique
répertorie ci-dessous :
Tableau 11.3 : La composition chimique de I’acier 316L.
Elément C Cr Ni Mo Mn
% Massique 0,02 16-18 10,5-13 2-2,5 2

2.3. Milieu corrosif
Le milieu corrosif est constitué¢ de 1’acide Chlorhydrique HCI de 1M préparé a partir d’une

solution d’acide 37%.

3. La mesure de perte de masse

Cette opération a été faite par immersion des coupons de I’acier de carbone 316L dans la
surface de 1 cm?(1 cm x 1 cm x 2 mm), préalablement polies avec le papier SIC a différents
graduant, et lavées avec de I’eau et de ’acétone , dans le milieu corrosif dans lequel a été
additionnée I’inhibiteur a différentes concentration, I’immersion durera 2 jours pour chaque
opération [32] .

L’efficacit¢ inhibitrice a ¢été calculée en absence et en présence d’inhibiteur selon

I’expression suivante :

WO - Wi
EI (%) = T x 100

W : la perte de la masse en absence de I’inhibiteur.

Wi : la perte de la masse en présence de I’inhibiteur.

4. Les mesures électrochimiques
Les expériences électrochimiques sont effectuées dans une cellule en verre pyrex,
thermostatée (a double paroi) et équipée d’un montage conventionnel a trois électrodes.
v' L’acier comme électrode de travail (ET).
v Le platine comme électrode auxiliaire (CE)
v Une électrode au calomel Hg / HgzCl> / KCI saturé (ECS) comme électrode de

référence (ER).

4.1. Les courbes de polarisation

Les mesures électrochimigues sont réalisées a I’aide d’un montage comprenant un
g p
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potentiostat-galvanostat PGZ 301 de type VOLTALAB et de marque Radiometer, piloté par
un logiciel d'analyse « VVoltaMaster4 ».

Dans la méthode potentiodynamique, le potentiel appliqué a I’échantillon varie de fagon
continue de -530 a 800 mV, avec une vitesse de balayage de 1 mV.mn [32].

L’efficacité inhibitrice a ét¢ calculée selon I’expression suivante :

Icorr - Icorr(i)
EI(%) = Tcorr x 100

leorr, lcorrGiy © représentent la densité de courent de corrosion en absence et en présent de
I’inhibiteur.

Le tracé des courbes intensite-potentiel permet la détermination du potentiel de corrosion
(Ecorr), la résistance de polarisation (Rp), la densité de courant de corrosion (leorr), les pentes
cathodiques (bc) et anodiques (ba) de Tafel et par conséquent le taux d’inhibition dans les

conditions opératoires utilisées.

4.2. La spectroscopie d’impédance électrochimique (EIS)

Les mesures d’impédance ¢lectrochimique sont effectuées aprés une heure d’immersion en
milieu acide chlorhydrique 1M a la température d’étude désirée.

Le systeme électrochimique et les conditions opeératoires utilisés sont les mémes que ceux
des courbes de polarisation [32].

L’amplitude de la tension sinusoidale appliquée au potentiel de polarisation est de 5Sm V a
des fréquences entre10 kHz et 100 MHz.

L’efficacité inhibitrice a été calculée selon I’expression suivante :

R 1

Roet Ry représentes respectivement les valeurs de résistance de transfert de charge en présence

et en absence d’inhibiteur.
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Partie 1 : L’espéce Thymus algeriensis Boiss & Reut.

A. Caractérisation phytochimique des parties aériennes de I’espéce Thymus
algeriensis Boiss & Reut
1. Criblage phytochimique

Le tableau, ci-dessous, présente les résultats obtenus au terme des tests préliminaires pour
le criblage phytochimique des parties aériennes de T.algereinsis (Tableau 111.1).
Il ressort de ces résultats que notre espece renferme la majorité des molécules polaires
(flavonoides, des tanins et coumarines) et méme apolaires (alcaloides, stérols et
triterpénoides).

Il est a signaler que les quinones, les anthocyanes, les terpenes sont absents dans cette espece.

Tableau I11.1 : Résultats de screening phytochimique de Thymus algeriensis.

Groupe chimique Résultats du criblage
Alcaloides +
Terpénes +
Stérols insaturés +
Triterpenes +
Quinones -
Coumarines +
Tanins +
Flavonoides +
Anthocyanes -

+: Réaction positive. - : Réaction négative

2. Rendement d’extraction

Le tableau 111.2 présente le rendement d’extraction de Thymus algeriensis par trois

méthodes a savoir: macération, SFE-CO; et MAE avec des solvants de polarité croissante.
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Tableau 111.2: Rendement des extraits.
Méthode Matériel végetal Solvant R (%)
d’extraction
Macération | Partie aériennes Ether de pétrole 0.13%
(20009) Chloroforme 0.37%
Acétate d’éthyle 0.21%
n-butanol 1.65%
MAE 19 H.0 8.3-10.1%
SFE 3.29¢ / 0.65-0.73%

3. Analyses qualitative et quantitative

3.1. Analyses chromatographiques par GC-FID et GC-MS des huiles essentielles de

I’espéce Thymus algeriensis

Les rendements moyens en huiles essentielles ont été calculés en fonction de la matiere

vegeétale seche de la partie aérienne de la plante.

Le tableau I111.3

pourcentages et leurs indices de Kovats.

regroupe les composes identifiés avec leurs temps de rétention, leurs

Tableau I11.3 : Composition chimique de 1’huile essentielle de Thymus algeriensis

N° TR Composé Kl %
1 5.02 tricyclene 920 0.22
2 511 a-thujene 924 0.14
3 5.26 a-pinene 932 8.29
4 5.59 camphene 948 5.16
5 6.06 sabinene 971 0.43
6 6.15 B-pinene 975 1.73
7 6.41 myrcene 087 0.87
8 6.91 a-terpinene 1015 0.19
9 7.06 p-cymene 1023 0.81
10 7.15 limonene 1028 1.18
11 7.23 1,8-cineole 1032 25.12
12 7.47 (E)-p-ocimene 1045 0.16
13 7.67 y-terpinene 1056 0.43
14 7.91 cis- hydrate de sabinene 1069 1.19
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Tableau I11.3, suite.

15 8.14
16 8.37
17 8.41
18 8.85
19 9.09
20 9.21
21 9.43
22 9.59
23 9.72
24 9.82
25 10.30
26 10.67
27 11.13
28 11.25
29 11.43
30 12.09
31 12.49
32 12.60
33 13.09
34 13.57
35 13.82
36 13.83
37 13.98
38 14.01
39 14.04
40 14.14
41 14.22
42 14.27
43 14.34
44 14.55
45 14.92

terpinolene
perillene

Linalool

a-campholléne aldehyde

trans-pinocarveol
camphre
pinocarvone
borneol
terpinen-4-ol
p-cymen-8-ol
trans-carveol
carvone

carvone oxide
acétate de bornyle
carvacrol

Acetate a-terpenyle
a-copaene
B-bourbonene
B-caryophyllene
allo-aromadendrene
ar-curcumene
germacrene D
a-zingiberene
bicyclogermacrene
a-muurolene
B-bisabolene
y-cadinene
d-cadinene
B-sesquiphellanrene
a-cadinene

ledol

1082
1095
1098
1126
1142
1150
1162
1174
1181
1188
1219
1244
1276
1284
1299
1345
1375
1384
1420
1461
1479
1481
1493
1496
1497
1506
1513
1517
1522
1536
1573

0.17
0.11
2.14
1.32
1.22
18.33
1.07
5.07
0.96
0.33
0.63
0.37
tr
3.38
1.29
0.23
tr
0.15
0.51
0.34
0.22
0.28
0.15
0.21
tr
tr
0.12
0.37
0.44
tr
0.9
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Tableau 111.3, suite.

46 14.99 spathulenol 1579 1.17
47 15.06 caryophyllene oxide 1585 3.15
48 15.10 globulol 1588 0.10
49 15.20 epi-globulol 1597 0.17
50 15.68 Caryophylla-4(12) ,8(13)-diene-5-p-ol 1640 tr
51 15.74 epi-a-muurolol 1645 0.26
52 15.88 B-eudesmol 1658 1.02
53 15.95 ar tumerone 1663 0.15
54 16.22 germacrone 1695 0.21
(%)
Total identifié 92.15
Rendement en huile 0.58
Composes groupeés :
Hydrocarbures monoterpéniques 19.81
Monoterpenes 0xygéneés 62.79
Sesquiterpénes hydrocarbures 03.15
Sesquiterpénes oxygénés 06.40

tr : trace

Les analyses chromatographiques de I’huile essentielle ont permis d’identifier 54 composés

qui représentent environ 92.15 %. L’huile a été dominée par les monoterpenes oxygénés

(62.79 %), suivis par les hydrocarbures monoterpénique (19.81%), les sesquiterpenes

oxygenés (6.40%) et les hydrocarbures sesquiterpéniques (3.15 %) (Figure 111.1).

L’huile essentielle de T.algeriensis de la région de M’sila est composée principalement de

1,8-cinéole (25.12%), camphre (18.33%) et le a-pinéne (8.29%)

accompagnés d’autres

constituants a des teneurs relativement faibles : camphéne (5.16%), bornéol (5.07%), acétate
de bornyl (3.38%), caryophyllene oxide (3.15%) et le linalol (2.14 %).

Le 1.8 cinéol est un monoterpene oxide, il est connu par leur activité anti-inflammatoire et

son utilisation thérapeutique a long terme dans les maladies des voies respiratoires, comme

I'asthme [1].
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Le camphre est une substance aromatique pour une utilisation en médecine traditionnelle
depuis des siécles, et plus récemment dans I'industrie agro-alimentaire, les parfums et les
produits pharmaceutiques [2] et est un ingrédient actif utilisé pour traiter les douleurs froides
et musculaires [3].

L'a-pinéne est un ingrédient aromatisant alimentaire important et a été reconnu comme un
additif alimentaire sdr par la Food and Drug Administration des Etats-Unis [4]. Il posséde
diverses propriétés pharmacologiques telles que les propriétés antimicrobiennes,
hypertensives, antinociceptives et anti-inflammatoires. 1l a été utilisé pendant des siécles dans
les industries cosmétiques en particulier a des fins de saveur et de parfum [5,6].

Le diagramme ci-dessous reporte les pourcentages des différents groupes chimiques présents

dans I’huile essentiels du T.algeriensis.

Sesquiterpenes

Sesquiterpénes oxygénés, 6.4

hydrocarbures,
3.15

Figure 111.1 : Diagramme représentatif des différents groupes chimiques présents dans

I’huile essentielle du T.algeriensis.
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essentielles de Thymus algeriensis de quatre régions en Algérie : M’Sila (espéce étudiée),

Media, Souk aharas et Rélizane.
La figure 111.2

essentielle de I’espéce étudiée.

regroupe les structures chimiques des composés majoritaires de I’huile

CH,
HZC\

HAC

HsC 3
HsC
HsC
1 2
HsC OH H3C
| HsC
CH,
AN
HsC CHg HoC le)
H,C 4 2
H
HsC
o)
0O H
o4
CH,
L

8

CH,

CH4f

Figure 111.2 : Les constituants majoritaires de 1’huile essentielle de ’espéce étudiée.
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En ce qui concerne la composition d’une population algérienne précédemment étudiée, on
constate que L’huile essenticlle de T. algeriensis présente un polymorphisme chimique trés
important. La teneur et la nature des constituants varient d’in échantillon a ’autre en fonction
de P’origine des plantes. D’aprés R.Giordani et al. (2008) [7] ont trouvés que le a-pinéne
(25.52%) est le constituent le plus abondant avec le camphre et le 1,8 cinéol avec des teneurs
moins important (8.45% et 7.68% respectivement).

T. Dob et al. (2006) [8] ont trouvés d’autres constituants avec des teneurs différents avec
le linalol (43.7%) est le constituent principale. Tandis que S. Bendjabeur et al. (2018) [9]
ont montrés un profil totalement different avec des teneurs plus faible en composés
majoritaire de notre espéce étudiée.

Le tableau I11.4 résume une comparaison entre de la composition chimique des composés

majoritaires identifiés dans notre espéce des trois régions.

Tableau I11.4: Les principaux composés de I'HE de T.numidicus provenant de différentes

régions.
Teneurs relatifs %
Composes N° ’espéce L’espéce de L’espéce de | L’espéce de
étudiee de Souk aharas Media Relizane
M’Sila Giordanietal. | T.Dobetal. | Bendjabeur et
al.
a-pinene 1 8.29 25.52 0.1 2.2
camphene 2 5.16 - - 0.2
1,8 cineol 3 25.12 7.68 tr 0.1
linalool 4 2.14 1.57 47.3 2.4
camphre 5 18.33 8.45 tr -
borneol 6 5.07 1.81 0.2 0.3
bornyl acetate | 7 3.38 1.12 0.1 -
caryophylene 8 3.15 - - -
oxide
Rendement % 0.58 2.67 1.13 2-3
tr : trace
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Plusieurs facteurs influent sur le rendement, la composition et la teneur des constituants des
huiles essentiels :

v Environnement chimique de la plante

v' la partie de la plante utilisée,

v’ I’age de la plante et a la période du cycle végétatif,

v' des facteurs génétiques [10-14]

3.2. Profil des polyphénols par la méthode HPLC-PDA
Les figures 111.3 et I11.4 représentent ainsi que le chromatogramme enregistré a 280nm et
les structures chimiques des standards utilisés dans 1’analyse HPLC-PDA.
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9 Acide gallique, 10Catechine, 11 Acide chlorogenique, 12 Acide 4- hydroxybenzoique, 13 Acide
vanillique, 14 Epicatechine .15 Acide syringique, 16 Acide 3-hydroxybenzoique, 17 Isovanilline,
18 Acide p-coumarique, 19 Rutine, 20 Acide sinapinique, 21 Acide t-ferulique, 22 Naringine, 23
Acide 2,3-dimethoxybenzoique, 24 Acide benzoique, 25 Acide o-coumarique, 26 Quercetine, 27

Harpagoside, 28 Acide t-cinnamique, 29 Naringenine, 30 Carvacrole.

Figure 111.3: chromatogramme du mélange des standards utilisés.
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Figure 111.4 : Les structures chimiques des standards utilisés.
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Figure 111.4, la suite.
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Figure 111.4, la suite.
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3.2.1. Le profil des polyphénols des sous fractions des extraits obtenus par macération

L'objectif de I’étude qualitative et quantitative des différents extraits et sous-fractions de
parties aériennes de T. algeriensis est de comparer les procédures d'extraction afin de les
développer pour obtenir des meilleurs rendements.

Les résultats de la composition chimique des sous fractions et de 1’extrait n-butanol des
parties aériennes de T.algeriensis obtenus par HPLC-PDA sont présentés dans le tableau I11.5.
L’extraction liquide-liquide on utilisant des différents solvants avec une polarité croissante
nous a conduit & une purification préliminaire et nous oriente vers des metabolites
spécifiques. Le sous-fractionnement successif des extraits de CHCIz et d'/AcOEt a mis en
évidence la présence de métabolites secondaires spécifiques sur la base des résultats obtenus

d’analyse chromatographique (HPLC-PDA).

Tableau I11.5 : L’analyse HPLC-PDA des différents extraits du T.algeriensis obtenus par
extraction hydroalcoolique et des sous-fractions.

Teneur (Ug/gPS £ ET)

Composes (CHCIy) (AcOEL)
identifiés Fig (= Fao Fis = Fo7 n-BuOH
Catéchine 1.12 + n.d n.d n.d n.d 6.23 £ n.d

0.01 0.05
Acide 4- n.d n.d n.d n.d 1631+ | 361+ 0.66 =
Hydroxy- 0.91 0.30 0.02
benzoique
Acide 517+ | 0.23 n.d n.d 0.22 + n.d n.d
Vanillique 0.11 0.01 0.0
Epicatéchine n.d n.d 6.78 + 0.55 % n.d n.d 48.03 +

0.12 0.01 2.98

Acide n.d n.d n.d n.d n.d n.d 193+
Syringique 0.11
Acide p- n.d n.d n.d 126+ | 4062+ | 163z 1.70 +
Coumarique 0.81 3.01 0.88 0.58
Rutine 0.57 £ n.d n.d n.d n.d n.d 452

0.02 0.41
Acide t- 020+ | 0.23% n.d n.d 1.46 + 0.84 + 0.55 +
Ferulique 0.01 0.01 0.13 0.01 0.01
Naringine n.d 0.16 £ n.d 4.02 + 0.46 + n.d n.d

0.01 0.39 0.01

Acide 2,3- 6.51 + n.d n.d n.d 751+ n.d 352+
Dimethoxy- 0.59 0.47 0.20
benzoique
Acide nd 10.92 + nd 571 n.d n.d n.d
benzoique 1.21 0.47

113




Chapitre 111

Résultats et discussion

Tableau I11.5, la suite.

Acide o- n.d n.d n.d n.d n.d 1.03 % 9.83+

Coumarique 0.09 0.87

Naringenine 897+ | 090+ n.d n.d n.d n.d 0.47 +
0.74 0.03 0.01

Carvacrole 043+ n.d n.d n.d n.d n.d n.d
0.01

Composés 7 5 1 4 6 5 9

identifiés

Composés 10 10 9

identifiés par

extrait

Totale 2297+ | 1244+ | 678+ | 1154+ | 66.58 + 13.34 + 71.21
1.01 1.03 0.12 0.99 2.70 1.12 2.40

n.d: non détecté. ET : les résultats sont exprimés en moyenne + écart type. ug /g PS : poids sec.

L'extrait acétate d'éthyle était le plus riche en composés phénoliques (10 produits parmi les
standards) appartenant aux deux grandes familles des métabolites secondaires (acides
phénoliques et flavonoides), tandis que les deux extraits chloroforme et n-butanol 10 et 9
composes ont été détecté respectivement.

Le principal composeé présent dans les fractions acétate d’éthyle était ’acide p-coumarique
avec une teneur moyenne de 40.62 ug / g.

L'acide p-coumarique est largement distribué dans le raisin, le vin blanc et rouge, la tomate,
les épinards, le café, les carottes et les ails. PCA possede des activités anti-oxydantes, anti-
inflammatoires, hépato-protecteur et reno-protecteur, anti  neurodégénératif,
hypocholestérolémiant et améliore la résistance a I'insuline [15].

D'autres composés abondants dans cet extrait étaient I’acide 4-Hydroxy-benzoique (16.31
Hg/g), acide 2,3-dimethoxybenzoique (7.51 ug/g), catéchine (6.23 ng/g) et ’acide benzoique
(5.71 ug/g).

D’autre part, pour I’extrait chloroforme le produit principale est acide benzoique avec une
teneur de 10.92 ug/g, avec des composés plus abondants étaient la naringénine (8.97 ug/g),
epicatéchine (6.78 pg/g) et ’acide 2,3-dimethoxybenzoique (6.51 pg/g).

L'acide benzoique est connu pour son activité antimicrobienne contre divers champignons
pathogenes [16] .1l est largement utilisés avec ses sels sont comme agents de conservation des
aliments et sont connus sous les numéros E210, E211, E212 et E213 [17-19].

L'acide benzoique et ses sels sont autorisés comme additifs alimentaires selon les lois

internationales, mais leur contenu doit étre déclaré sur I'emballage et ne doit pas dépasser les
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limites établies, car leur utilisation excessive peut entrainer une acidose métabolique, des
convulsions et une hyperpnée chez I'homme [20]. La direction de I'Union européenne a établi
la teneur maximale en acide benzoique a 150 mg.I" (0,015%). Par conséquent, la surveillance
de la teneur en acide benzoique dans les aliments et les boissons est une tache importante pour
la chimie analytique. Un contr6le particuliérement strict devrait étre effectué pour la nutrition
des enfants.

Le carvacrol, un monoterpéne monocyclique a été détecté uniquement dans la phase
chloroforme avec une teneur moins importante 0.43 pg/g.

L’épicatéchine était également la plus abondante dans 1’extrait n-butanol avec une teneur
considérable atteint 48.03 pg/g, tandis que parmi les six acides phénoliques présents dans cet
extrait, I’acide o-coumarique est le plus abondants atteint 9.83 pg/g.

De facon intéressante, la catéchine est connue par leur activité antioxydante et
antimicrobienne, elle est utilisée dans I'emballage actif, incorporé dans le film d'amidon PVA,
pour améliorer la durée de conservation des aliments [21].

A notre connaissance, les études sur la détermination qualitative et quantitative des composes
phénoliques dans T.algeriensis n‘ont jamais été rapportées jusqu'a présent.

La majeure partie de la littérature concerne la séparation des polyphénols dans T.algeriensis.
La figure suivante regroupe les chromatogrammes des différents extraits et fractions obtenus

par macération de I’espéce T.algeriensis.
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Figure 111.5 : Chromatogrammes des extraits obtenus par macération (extraction

hydroalcoolique).
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Figure 111.5, la suite.
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Figure I111.5, la suite.
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+ Discussion :

Nous rappelons que les quantités des polyphénols ont été déterminees dans trois extraits
obtenues a partir de I'extrait hydroétanolique en utilisant trois solvants organiques a polarité
croissante : chloroforme, acétate d'éthyle et le butanol.

Nous constatons que la quantité en phénols totaux est variable d'un systéme solvant a un autre
et d'une fraction & une autre.

L’analyse HPLC-PDA des différents extraits obtenus par macération a montré que I’extrait
acétate d’éthyle est le plus riche en métabolites secondaires (parmi les standards utilisés)

appartenant a la famille des polyphénols (Figure 111.6).

Figure 111.6 : Effet de solvant sur la teneur des polyphénols.

Dix composeés ont été détectés dans cet extrait parmi 23 standards utilisés, avec des teneurs
plus faibles par rapport au poids sec.
L’effet du solvant sur le rendement d’extraction a été signalé dans de nombreuses études [22
23]

La polarité du solvant ainsi que la polarité des différents composés influent sur le
rendement des polyphénols [24, 25].

Ces résultats nous mene a réaliser d’autre extraction afin d’améliorer le rendement

d’extraction.
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3.2.2. Profil des polyphénols des extraits obtenus par extraction assistée par micro-
ondes

Les résultats de la composition chimique des différents extraits obtenus lors d’une
extraction assistée par micro-ondes des parties aériennes du T.algeriensis obtenus par HPLC-
PDA sont présentes dans le tableau 111.6 et les chromatogrammes HPLC-PDA des différents
extraits sont montrés dans la figure 111.7.

L’optimisation de I'extraction assistée par micro-ondes de T.algeriensis a été effectuée en
tenant compte de l'impact de différents parametres (température, durée et nature de solvant)
sur le profil des principaux métabolites utilisés comme marqueur discriminant.

Le choix du solvant est l'une des plus importantes étapes pour le développement d'une
méthode d'extraction d’une matrice. C’est pour cela, une extraction préliminaire assistée par
micro-ondes a base d'eau en tant que solvant polaire, non toxique et non polluant (volume de
solvant: 20 ml; matériel végétal: 1 g; temps d'extraction: 10 min), a été réalisee a des
températures varient entre 40-120°C.

Le premier parametre (la température) a été sélectionné au niveau des résultats fournis par
I’analyse HPLC-PDA. Le meilleur rendement était obtenu a 100°C.

Pour améliorer le rendement des polyphénols a cette température, nous avons réalise une
autre extraction dans le méme solvant en deux temps différents : 5 et 15min. le meilleur
rendement en polyphénol était obtenu a 15 min dans la méme température.

Enfin, nous avons appliqué ces conditions pour sélectionner le meilleur solvant

d’extraction.
L’effet des solvants sur le rendement d'extraction a été signalé dans de nombreuses études.
Nous avons trouvé que ’extrait aqueux était plus riche en métabolites secondaires que
I’extrait éthanolique EtOH/H.O (70/30, v/v) obtenu dans les mémes conditions
(Tableau I11.6).
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Tableau 111.6 : L’analyse HPLC-PDA des différents extraits du T.algeriensis obtenus par

extraction assistée pas micro-ondes.

Teneur (ug/gPS£ET)

H,O
_ComPQCj‘»éS 40 °C, 60 °C, 80°C, | 100°C, | 120°C, | 100°C, | 100 °C, | EtOH/H:
identifiés 10min | 10min | 10 min| 10min | 10min | 5min | 15min | O 70:30
100 °C,
15 min
Acide 36.51 7284+ | 2457 28.05+ | 20.31 % 9.70 + 37.97 £ n.d
gallique +0.23 0.36 +0.21 0.19 0.20 0.09 0.25
Catéchine n.d n.d n.d 46.69 + 238.91 4523+ | 359.80 n.d
0.33 + 1.66 0.18 +1.98
Acide 118.34 | 1203.98 | 1090.0 | 1766.64 | 930.04 | 1570.40 | 1745.98 n.d
chlorogénique | * 1.01 +5.29 0+ +5.13 +3.99 +4.33 +5.65
477
Acide 4- nd nd 18.38 nd nd n.d n.d 37.38 +
hydroxy- +0.20 0.66
benzoique
acide n.d 3756+ | 50.17 | 9.73+ n.d 176.74 | 23.92 + n.d
vanillique 0.71 +0.98 0.12 +1.02 0.66
Epicatéchine n.d n.d 813.21 | 1675.51 | 821.40 200.62 | 2462.75 66.11 +
+2.29 + 3.95 + 3.02 +1.15 +2.00 0.99
Acide n.d 17.86 + | 52.22 315.18 n.d 747.63 615.20 n.d
syringique 0.99 +1.39 + 3.00 +3.23 +4.03
Acide 3- n.d 243.31 57.94 212.38 70.62+ | 75.06 % 166.73 19.82 +
hydroxy- +2.21 +0.98 +1.75 0.67 0.60 +1.02 0.51
benzoigque
Isovanilline n.d 223.75 | 248.12 | 271.11 | 59.05+ | 68.21+ | 40.42 + | 200.37
+1.97 +1.88 +2.04 0.77 0.67 0.78 1.09
Acide p- 15.78 | 14.07+ | 21.65 | 40.00+ | 23.05+ | 18.82+ 106.99 62.02 +
coumarique +0.13 0.29 +0.28 0.32 0.27 0.23 +0.77 0.19
Rutine 39.70 375.42 37.63 | 89.45 + n.d 16.22 + 196.89 55.32 +
+0.23 +1.01 + 0.65 0.69 0.09 +1.00 0.55
Acide 496+ | 31.58+ | 537+ 5.53 + 5.26 + 29.64 + | 46.20 + 8.48 +
sinapinique 0.13 0.60 0.17 0.17 0.18 0.60 0.63 0.10
acide t- n.d 19.89 + 14.22 2756+ | 21.72+ | 1869.72 | 140.64 n.d
férulique 0.99 + 0.50 0.52 0.54 +2.01 +0.73
Naringine 89.63 385.92 | 179.46 | 29.64+ | 31.31+ 132.37 376.60 | 1611.91 +
+ 0.98 +2.12 + 2.03 0.23 0.24 +1.00 +2.77 2.49
Acide 2,3- 520.37 | 1212.75 | 222.84 n.d n.d n.d n.d 507.77 £
dimethoxy- | £2.02 | +584 | £+1.95 239
benzoigue
Acide 1455.8 | 4896.51 | 2425.6 | 2393.82 | 2697.97 | 3889.74 | 4157.75 n.d
benzoique 2+ +5.77 6+ +4.78 +5.00 +4.77 + 4.67
3.39 4.23
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Tableau I11.6, la suite.

Acide o- 227.74 | 348.86 | 37.66 | 2351+ | 30.27+ | 81241 | 34155 | 163.21%
coumarique +1.04 | £220 | £0.45 0.29 0.28 +2.00 +1.17 0.99
Quercetine n.d n.d 63.04 | 7471+ | 5952+ | 68.60% | 180.72 n.d
+0.20 0.23 0.20 0.28 +0.77

Composés 9 14 17 16 13 16 16 10
identifies

2508.8 | 9084.30 | 5362.1 | 7009.51 | 5009.41 | 9731.14 | 11000.1 | 2732.38
Total 5+ + 3+ + + + 2+ +

5.36 8.12 4.99 8.54 4.12 7.98 9.96 5.88

n.d: non détecté. ET : les résultats sont exprimés en moyenne + écart type. ug /g PS: poids sec.

L’extrait aqueux obtenu par extraction assistée par micro-ondes dans les conditions :
T=100°C, t=15min est le plus riche en métabolites secondaires.

Seize composés ont éteé identifiés dans cet extrait, appartenant a deux grandes classes des
métabolites secondaires : les flavonoides et les acides phénoliques qui ont connus par leurs
activités pharmacologiques [26,27].

Onze acides phénoliques ont été identifiés dont I’acide benzoique est le produit principale
dans cet extrait avec une teneur de 4145,75 pg /g. D'autres composés abondants étaient
I'épicatéchine (2462,75 pg / g), l'acide chlorogénique (1745,98 ng / g), l'acide syringique
(615,20 pg / g), la naringine (376,60 pg / g), la catéchine (359,80 ng / g) et l'acide o-
coumarique (341,55 ng/ g).

La consommation des produits riches en catéchines, tels que le thé ou le cacao pour
prévenir ou améliorer le stress oxydatif et réduire le risque de maladies associées, a fait I’objet
d’un nombre impressionnant d’études scientifiques. Bien que de nombreux mécanismes ont
été proposes pour expliquer les effets bénéfiques des catéchines, les propriétés antioxydantes
de ces polyphénols sont fréqguemment citées comme le facteur le plus important [28].

L'acides chlorogénique était un additif alimentaire potentiel protégeant la crevette contre le
stress oxydatif [29].

D'autre part, pour I’extrait éthanolique, le composé principal était la naringine avec une
teneur de 1611,91 pg /g. I’acide 2,3-diméthoxy benzoique et isovanilline ont été détectés dans
cet extrait avec une teneur abondante : 507 pg /g, 200.37 ng /g respectivement.

L’extrait éthanolique obtenu par extraction assistée par micro-ondes était tres riche par
rapport au méme extrait obtenu par extraction hydroalcoolique.

La naringine et acide 2,3-diméthoxy benzoique ont été¢ également détecté dans I’extrait

¢hanolique obtenu par 1’extraction hydroalcoolique avec des teneurs moins importante.
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Acide sinapinique, isovanilline et acide 3-hydroxybenzoique n’ont pas été détectés dans
I’extrait obtenu par macération.

Certain métabolites  tel que: acide chlorogénique, acide t-férulique, quercétine,
isovanilline, épicatéchine, acide syringique, catéchine et acide p-coumarique ont été récupéré
avec une teneur maximal a une température égale a 100°C, tandis que certains composes tel
que: acide vanilligue, acide gallique, acide sinapinique, naringine, acide 2,3-
diméthoxybenzoique et acide o-coumarique ont été detecté avec des teneurs maximale a des
températures inférieur a 100°C.

L’acide para et ortho coumarique, I’acide sinapinique et naringine ont été détecté dans tous
les extraits avec des teneurs considérables confirme la richesse de notre espéce en composés
phénoliques.

Les chromatogrammes des différents extraits obtenus par 1’extraction assistée par micro-onde

sont regroupés dans la figure 111.7.
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Figure 111.7 : Chromatogrammes des extraits obtenus par MAE de I’espéce Thymus

algeriensis.
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Figure 111.7, la suite.
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Figure 111.7, la suite.
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Figure 111.7, la suite.

++ Discussion

Les résultats expérimentaux montrent que I'extraction aqueuse, assistée par micro-ondes
des parties aériennes de Thymus algeriensis a une température de 100 ° C et pendant 15
minutes est la plus riche en métabolites secondaires (parmi les standards utilisés) (Figure
111.8).
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Figure 111.8 : Effet de la température sur la teneur des polyphénols des extraits MAE.
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L’extraction assistée par micro-ondes est un processus par lequel I'énergie micro-onde
accélére l'extraction. Ce traitement accélére la rupture des cellules en provoquant une
augmentation rapide de la température et de la pression interne dans les parois des cellules
végetales [30,31].

16 polyphénols ont été détectés parmi 23 avec des teneurs plus importants, ce qui nous
confirme la richesse de I’espéce étudié ainsi que I’efficacité de I’extraction dans les
conditions utilisés.

Au cours du traitement par micro-ondes, le chauffage provoque la rupture des liaisons
hydrogene faibles par la rotation dipolaire des molécules.

Une quantité considérable de pression s’accumule a l'intérieur du biomatériau, qui modifie
les propriétés physiques des tissus et améliore la porosité de la matrice. Ceci permet une
meilleure pénétration du solvant d'extraction a travers la matrice [31, 32] et facilite
I’extraction des composés entre autre les composés phénoliques [33]. Les principaux
paramétres de D’extraction asSistée par micro-ondes sont : la  tempeérature, le temps
d’extraction et le type de solvant.

Malgré le risque de la dégradation et I’oxydation des molécules par la température élevée
mais elle est nécessaire pour augmenter la solubilité et le taux de transfert de masse [34], ce
qui confirme la teneur maximale obtenus a 100°C des parties aériennes du T.algeriensis.

Le temps d'extraction a une influence positive sur le rendement d'extraction [35]. Toutefois,
une exposition prolongée peut conduire a une dégradation des composés phénoliques avec
une surchauffe du systeme solvant/soluté.

D’apres les résultats obtenus, 15 min est la durée optimale pour une teneur maximale en

polyphénols (Figure 111.9).
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Figure 111.9: Influence du temps d’extraction sur la teneur en polyphénols.
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Pour l'extraction assistée par micro-ondes des polyphénols, des solutions aqueuses de
meéthanol ou d'éthanol ont été fréquemment utilisées [36, 37].
La teneur en polyphénols de I’extrait éthanoique est faible comparée a celle obtenu par

I’extrait aqueux (Figure 111.10).
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Figure 111.10: Influence du solvant sur la teneur en polyphénols.

La polarité¢ du solvant semble aussi influencer le rendement d’extraction. Les rendements
les plus élevés sont obtenus avec les solvants polaires tels que : eau, MeOH et EtOH [38,39].
Gido et al (2007) ont montré que I’cau chaude permet avoir une teneur plus élevée en
polyphénols, ce qui peut étre expliqué par la destruction des cellules dans 1’eau et la libération
d’un maximum des composés phénoliques.

Le volume de solvant doit étre suffisant pour s’assurer que la matrice solide demeure
entierement immergée dans le solvant. Toutefois, dans le MAE, un ratio plus élevé peut
entrainer la baisse du rendement. Ceci est probablement dd a une agitation insuffisante du

solvant [40].

3.2.3. Profils des polyphénols obtenus par extraction par fluide supercritique

Le but de cette expérience était d'étudier l'influence du parameétre de pression sur la
cinétique du processus d'extraction a fluide supercritique, afin d'optimiser les conditions
opératoires et de comparer les performances avec les autres méthodes d'extraction, en utilisant

le profil des métabolites secondaires comme marqueur discriminant.
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Les résultats de la composition chimique des extraits obtenus par I’extraction par fluide
supercritique des parties aériennes de I’espéce T.algeriensis sont présentés dans le
tableau I11.7

Tableau 111.7 : La composition chimique des extraits obtenus par fluide supercritique.

Composes identifiés Teneur (ng/g PS £ ET)
40 °C, 10 MPa 40 °C, 30 MPa

Acide gallique 0.10£0.01 0.10£0.01
Catéchine 0.05+0.01 0.05+0.01
Acide vanillique n.d 0.18 + 0.02
Epicatéchine 0.15 +0.02 0.15+0.01
Isovanilline 1.49 +0.09 1.48 £ 0.06
Acide p-coumarique 0.17 £ 0.02 0.14 £ 0.01
Naringine 0.06 £0.01 0.06 £0.01
Harpagoside 0.10£0.01 0.10£0.01
Composés identifiés 7 8

Totale 2.12+0.10 2.26 +0.10

n.d: non détecté. ET : les résultats sont exprimés en moyenne + écart type.
Hg /g PS: poids sec.

Nous avons effectué¢ deux extractions par fluide supercritique de 1’espéce T.algeriensis a
une température fixe (40°C)dans deux différents valeurs de pression (10 MPa et 30 MPa) afin
de trouver les meilleurs coordonnées qui nous meénent vers le meilleur rendement
d’extraction.

Nous avons constaté que l'augmentation de la pression n'améliorait ni la qualité ni la
quantité en polyphénols, avec seulement une légere différence sur la quantité d'acide
vanillique. Selon la qualité et la quantité de métabolites, les résultats les plus intéressants ont
été obtenus dans les conditions opératoires suivantes: 40 ° C pour la température et 30 MPa
pour la pression (tableau 111.7).

Huit composés ont été détectés dont isovanilline est le produit principale avec une teneur
1,48 pg/g. L’isovanilline présente de bonnes propriétés optiques telles que la transmission

optique, l'indice de réfraction, l'effet électro-optique [41].
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Cette méthode a fourni de faibles quantités de composés phénoliques provenant des parties
aériennes de T. algeriensis (Figure 111.11).
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Figure 111.11 : Chromatogrammes des extraits obtenus par SFE de I’espece Thymus

algeriensis.
+«+ Discussion

Le rendement de I’extraction a fluide supercritique est trés faible par rapports aux autres

extractions. Huit composés seulement parmi 23 standards utilisés ont été identifiés avec des
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teneurs tres faibles dans deux différentes conditions de la pression (10MPa et 30MPa), Cela

contraste avec la richesse de I’espéce étudiée (Figure 111.12).
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Figure 111.12 : Influence de la pression sur la teneur en polyphénols

L’utilisation de I’extraction par CO2 supercritique permet d'éviter la dégradation thermique
et la décomposition des composés labiles du fait que l'opération est effectuée a une basse
température (40°C), tandis que l'absence de la lumiére et de I’oxygene empéche les réactions
d'oxydation [42].

L'efficacité de la technique dextraction SC-CO. est associée a plusieurs paramétres,
notamment la température, la pression [42].

L’avantage de cette extraction est 1’¢limination de I'utilisation de solvants organiques tout
en diminuant la durée d’extraction et la consommation d’énergie.

Il a été rapporté que ’augmentation de la pression induit I’amélioration de 1’extraction des
composés phénoliques polaires, de poids moléculaire élevé, alors qu’en absence de ces
composes, une augmentation de la pression ne renforce pas le rendement d'extraction. Pour
notre étude, le pilote utilisé ne permet pas d’appliquer une pression de 22 MPa a 80°C [42].

La variation de la température ou de la pression induit un changement de la densité du
fluide, ce qui affecte I'extraction par solvant supercritique. En général, la température élevée
réduit la densité du solvant et diminue le taux d'extraction et améliore la solubilisation. Une

augmentation de pression peut se traduire par une augmentation de la densité du fluide, ce qui
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modifie la solubilité du soluté. La composition de I'extrait peut donc étre contrélée a l'aide de
paramétres de pression et de température [43].

En conclusion, une augmentation de la pression du fluide supercritique entraine
I’augmentation des phénols totaux mais on ne peut pas proposer un couple optimal vu qu’une

plus large gamme de pression devrait étre exploitee.

3.3. Détermination des pigments foliaires (chl a, chl b et caroténoides)

Les résultats des concentrations des pigments de I’espéce T.algeriensis sont présentés dans
le tableau 111.8

Les données sont rapportées en tant que moyennes de trois répétitions et exprimées en pg /

mg PS (poids sec) + ET (écart type).

Tableau 111.8 : Concentration des pigments dans I’espéce Thymus algeriensis.

pigment Concentration (ug / mg PS = ET)

Chlorophylle a 0,0529 £ 0,0072
Chlorophylle b 0,0452 £ 0,0069
Caroténoides 0,0165 + 0,007

Les parties aériennes de T. algeriensis présentait des différences significatives dans la
concentration des pigments analyses. La teneur en chlorophylle a (0,0529 + 0,0072 pg / mg)
est plus élevée que celle des autres pigments (chlorophylle b = 0,0452 £+ 0,0069 nug / mg et
caroténoides 0,0165 = 0,007 pg / mg) (p <0,002).

La chlorophylle b était présente dans de bonnes proportions, comme prévu dans les plantes
d'ombrage.

En général, la concentration de chlorophylle a est deux a trois fois supérieure a la
concentration de chlorophylle b en raison de I’importance de la chlorophylle a comme
pigment primaire dans la photosynthese. Chez les plantes, seule la chlorophylle a est
directement impliquée dans les réactions lumineuses, elle absorbe la lumiere des régions bleu
violet et rouge du spectre et apparait vert foncé, car réfléchit principalement la lumiére verte.

La chlorophylle b n’est pas directement impliquée dans les réactions lumineuses, mais
transmet 1’énergie absorbée a la chlorophylle a [44].

Dans cette plante, la valeur du rapport Chl a / b était de 1,17, indiquant une forte teneur en

chlorophylle a. Le rapport Chl a/ b peut étre un indicateur utile du partage de l'azote dans une

131




Chapitre I Résultats et discussion

feuille et on prévoit que ce rapport répondra a la disponibilité de la lumiére et de l'azote. En
particulier, le rapport Chl a / b devrait augmenter avec une irradiance croissante a une
disponibilité d'azote donnée [45].

En ce qui concerne la concentration totale en caroténoides, nos résultats ont montré une
quantité environ trois fois inférieure a celle de la chlorophylle a (0,0165 + 0,007 pug / mg et
0,0529 + 0,0072 pg / mg, respectivement) (Figure 111.13).

Des teneurs élevées en caroténoides sont révélées a un niveau d'insolation élevé, car dans
ce cas elles agissent comme des protecteurs contre la photo-inhibition [45].

L'évaluation qualitative et quantitative de ces substances présente un intérét crucial, non
seulement en raison de leur role dans la protection contre le stress oxydatif [46], mais aussi de
leur interférence avec les essais biologiques générant des résultats faussement positif et
négatif [47].
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Figure 111.13 : Concentrations des pigments détectés dans T.algeriensis.

Conclusion

L'étude des plantes endémiques pourrait favoriser leur utilisation ethnobotanique grace a
une large compréhension du profil qualitatif et quantitatif.

Dans la présente étude, nous nous sommes intéressés a I’analyse des huiles et des extraits

de T.algeriensis, ainsi la teneur en pigments (Chl a, Chl b et caroténoides).
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Du point de vue phytochimique, ’analyse des huiles par GC-MS a montré que les, partie
aeriennes du T.algeriensis est caractérisée par la présence des monoterpénes oxygénés comme
des produits pribcipales tel que : le camphre, a-pinéne, camphene et le 1,8-cinéole.

Nous avons développé une méthode HPLC couplée avec détecteur a photodiode pour
I'estimation quantitative et qualitative des composés phénoliques obtenus par différentes
methodes d'extraction.

Trois méthodes d'extraction ont été réalisées dans ce travail, afin de développer et
d’améliorer les parametres d’extractions pour obtenir des meilleurs rendements.

Une forte teneur en polyphénols a été détectée au niveau des extraits aqueux obtenu par
I’extraction assistée par micro-onde et cela la rend la procédure la plus performante.

Une faible teneur pour les extraits éthanoliques a été observé, Le principal composé était
I’isovanilline et 1’épicatéchine, pour les extraits obtenus par MAE tandis que 1’épicatéchine et
I’acide p-coumarique étaient les composés principaux dans 1’extrait obtenu par macération.

Plusieurs composés phénoliques connus pour leurs propriétés pharmacologiques ont été
identifies et quantifiés dans différents extraits de cette plante, qui sont des composés dotés
d'importantes activités biologiques

La présence d'une quantité significative de composants bioactifs respectifs dans cette plante
et apres l'évaluation des parametres de couleur et de la teneur en pigments des parties
aériennes de T. algeriensis, ont assuré sa recommandation sans équivoque pour une utilisation
dans le secteur pharmaceutique et nutraceutique.

Les résultats de la présente étude ont révélé d'importantes données concernant la
composition phénolique des parties aériennes de Thymus algeriensis jusqu'a présent,

En raison de la richesse de la plante etudiée avec les polyphénols et les flavonoides connus
leur multiples propriétés pharmacologique, en particulier propriétés antioxydants, anti-
inflammatoire, antibactérienne.....etc

Nous avons décidé de compléter cette étude en évaluant et en réalisant des activités
biologiques pour confirmer I’'importance du profil phénolique des parties aériennes de Thymus

algeriensis.
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B- Evaluation de I’activité biologique
1. Etude pharmacologique in vitro
1.1 Activité antioxydante
1.1.1. Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides totaux

Les teneurs en polyphénols et en flavonoides totaux de I’ extrait n-BuOH (BETA)
exprimées en mg d'équivalent d'acide gallique par g d'extrait (mg EAG/g d’extrait) pour les
polyphénols et en mg d'équivalent de rutine par g d'extrait (mg ER/g d’extrait) pour les
flavonoides sont reportés dans la figure 111.14.
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Figure 111.14 : Teneur de I’extrait n-BuOH (BETA) en polyphénols et flavonoides totaux.

D’apres les résultats, on peut constater que n-BuOH de la plante étudiée, est riche en
polyphénols par rapport aux flavonoides.

Les teneurs des polyphénols (365,45+ 0.057) et flavonoides (107,36+0.043) totaux
déterminées ne sont pas des mesures absolues des quantités des phénols et des flavonoides du
matériel de départ, elles sont en fait, basées sur la capacité réductrice relative a une capacité
réductrice équivalente a I’acide gallique et a la rutine.

Les conditions d’extraction et les solvants utilisés ont des effets sur le taux des composés
phénoliques. En plus, la quantité des polyphénols dans les plantes dépend de nombreux
facteurs :

v’ Facteurs génétiques
v' Facteurs environnementals

v" Saisons de récolte
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v’ Séchage et stockage [48].

Aussi la faible spécificité du réactif de Folin-Ciocalteu est I’inconvénient principal du
dosage colorimétrique. Le réactif est extrémement sensible a la réduction de tous les groupes
hydroxyles non seulement celles des composés phénoliques, mais également avec les acides
aminés aromatiques des protéines, les glucides réducteurs et la vitamine C donnant un taux
phénolique apparent élevé [49].

La concentration des flavonoides dans les extraits de la plante est liée a :

v' La solubilité qui dépend a la polarité du solvant et aussi de la position des
groupements hydroxyles libres.

v" Poids moléculaire.

v" Glycosilation [49].

1.1.2. Effet scavenger du radical DPPH

Les résultats obtenus par ce test permettent de tracer les graphes de la variation du
pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration pour ’extrait n-BuOH (BETA) de
T.algeriensis (figure 111.15).
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Figure 111.15 : Activité de piégeage du radical DPPH par I’extrait BETA
Et les standards : BHT et BHA. Chaque valeur représente la moyenne + I’écart type (n=3).
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En présence d'un produit naturel antioxydant, le DPPH, qui est un radical libre stable d’une
couleur violette, prend un électron ou un hydrogéne de l'antioxydant et se convertit en a-
diphenyl-B-picryl hydrazine doté d’une couleur jaune [50].

D’aprés la figure, I’extrait n-BuOH de Thymus algeriensis inhibe la formation du
DPPHd'une fagon dépendante de la dose.

L'inhibition maximale du DPPH (61,74+2,73 %) a été observée & une concentration de 360
ug/ml comparativement au standard BHA (66,67+5,81 %) qui n’a nécessité que 20 ug/ml et
au standard BHT (66,1440,57) et qui n’a demandé que 15 ug/ml. Les valeurs ICso de I’extrait
n-BuOH, et les standards (BHA et BHT) prouvant un effet scavenger vis-a-vis le DPPH
étaient présentés dans la figure suivante :

180 157,3
160 T

140

120

100

ICso (ung/ml)

80
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9,8
20 :

BHT BHA BETA

Figure 111.16 : Valeurs de I’'ICso de I’extrait n-butanol (BETA) et des standards.

-----

pourrait étre un donneur d'électrons et réagir avec les ROS en les convertissant en produits
plus stables [51].

1.1.3. Test de blanchissement du f—caroténe

L'oxydation d'acide linoléique produit des hydroperoxydes, qui sont des radicaux libres
dérivés attaquant le chromophore de B-caroténe et aboutissent au blanchissement de son
émulsion réactionnelle [52].
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Le suivi de la réaction de ’oxydation de 1’acide linoléique par mesure de 1’abaissement de

I’absorbance dans le temps est réalisé et les résultats obtenus sont présentés dans la

figure 111.17.
1,00
~e—Conrol
——Vitamine C: 67,19 %
0,80 Trolox : 74,19 %
g —-»— BETA : 53,68 %
o
[*)]
<
= 060
Q
Q
c
©
£
2 040 |
2
<
0,20 f
0,00 L 1 L L 1 !

0 20 40 60 80 100 120

Temps (minutes)

Figure 111.17 : Test de blanchissement de B-caroténe : variations de 1’absorbance a 490 nm
avec le temps dans les émulsions B-caroténe/linoléique mélangé avec I’extrait n-BuOH

(BETA) ou les standard. Chaque point représente la moyenne + SD (n=3).

D’apres ces résultats, il apparait qu’il y a une diminution des absorbances au cours du
temps, ce qui prouve I’oxydation continue du [B-caroténe par les radicaux résultant de
I’oxydation de I’acide linoléique.

Cependant, la présence de ’extrait (BETA) ou des antioxydants standards (vitamine et
Trolox) diminue différemment le degré de I’oxydation et par conséquent I’inhibition de la
décoloration du B-caroténe en comparaison avec le control négatif.

La figure 111.17 montre que I'absorbance diminue rapidement dans le contréle de 0,91+0,01
a 0,15+0,01. Par contre, dans le I’extrait BETA (100 pg/ml), la diminution de I'absorbance de
0,900 jusqu’a 0,510+0 était plus lente jusqu’a 120 minutes.
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L’activité inhibitrice du blanchissement de cet extrait (BETA) est de ’ordre de a 53.68 %,
celle du contrdle positif Trolox de 74.19 % et de la Vit C 67.19 % (Figure 111.17).
Le test B-caroténe mesure le potentiel d'inhibition la formation des hydroperoxydes diene

conjugués résultant de l'oxydation de 1’acide linoléique [51].

1.2. L’activité bactérienne

L’¢tude de lactivité antibactérienne de 1’extrait n-butanol de T.algeriensis (BETA) sur
différents germes (Gram (+) et (Gram (-)) par la méthode de diffusion sur solide donne des
diamétres qui varient en fonction de la souche testée. Le tableau I11.9 regroupe les résultats

des diameétres d’inhibition vis-a-vis des souches testés.

Tableau 111.9 : Zones d’inhibition en mm en présence de 1’extrait n-butanol de T.algeriensis.

Souches bactériennes 0.5mg/ml | 1 mg/ml 2 mg/ml | 5mg/ml | 10 mg/ml
Staphylococcus aureus 6 7.5 8.5 9 9.5
Pseudomonas 7.5 8.5 10 11 12
aeruginosa

Klebsiella pneumoniae 6 7 7.25 7.5 9
Escherichia coli 9 9.5 10 11 115

Les résultats obtenus montrent une corrélation directe avec 1’accroissement de la
concentration de I’extrait n-butanol (BETA).

Nous constatons des valeurs importantes de diameétres d’inhibition qui expriment une action
inhibitrice maximale sensiblement augmentée surtout pour : Pseudomonas aeruginosa et
Escherichia coli (Gram (-)) avec une zone d’inhibition de 12 et 11.5mm respectivement a
10mg/ml, et les bacilles Gram (+) surtout : Staphylococcus aureus, avec une inhibition
moyenne de 9.5mm a une concentration de 10mg/ml.

Pour le reste des souches testées, on constate une action inhibitrice trés faible par rapport
aux autres, ceci traduit probablement une sensibilité relativement différente des bactéries
et/ou par la présence d’une activité antibactérienne éventuellement sélective de nos extraits.

L’épicatéchine est le produit majoritaire détecté par la méthode HPLC/PDA. Plusieurs

méthodes ont déja étudiés I’effet antibactérien des flavonoides.
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Certaines catéchines (flavan-3-ols), la 2, 4,2’-trihydroxy-5’-méthylchalcone, la naringénine
et la quercétine possedent un effet antibactérien en provoquant un changement de

perméabilité membranaire [53].

2. Etude pharmacologique in vivo
2.1. L’activité anti-inflammatoire

L'injection de la carragénine dans la patte du rat provoque une douleur locale et une réaction
inflammatoire, qui est une méthode appropriée pour évaluer les agents anti-inflammatoires
[54].

Cette technique a été sélectionnée en raison de sa simplicité d'exécution, de sa rapidité
d’induction des symptomes caractéristiques de I’inflammation (développement de 1’cedéme
dans I’heure qui suit I'injection, avec un effet maximal au bout de 5 heures) et également en
raison de sa reproductibilité.

La figure I1l. 18 montres que I’injection de la carragénine provoque une augmentation

progressive du volume de I’cedéme chez les rats du lot témoin durant I’expérimentation.

=
o

# Carragénine % Diclofénac % BETA

]

*
*

= =]

Volume de 1'oedéeme de la patte(mm)
[\

o

Les valeurs sont exprimées en en moyenne + écart type (n=4).
* . Comparaison avec la carragénine (* : P<0.05; ** : P<0.01).
¥ : Comparaison avec le diclofénac (¥ : P<0.05 ; ¥¥ : P<0.01).

Figure 111. 18 : Effets de I’extrait BETA sur I’cedéme de la patte induit par la carragénine 1%
chez les rats.

139




Chapitre I Résultats et discussion

L’injection de la carragénine provoque la libération de plusieurs médiateurs chimiques qui
sont responsables du processus inflammatoire. Cette réponse inflammatoire est biphasique
dont la phase initiale, qui dure environ une heure, est due a la libération de I’histamine et de la
sérotonine, la bradykinine est libérée au cours de la deuxieme phase (1,5-3 heures), et la
biosynthese des prostaglandines intervient au-dela de la troisieme heure [55]. Ces médiateurs
augmentent la perméabilité des capillaires de la région. En conséquence, ’exsudat s’échappe
de la circulation sanguine vers 1’espace interstitiel. Cet exsudat est la cause de 1’cedéme
localisé, qui, a son tour, comprime les terminaisons nerveuses et détermine ainsi une sensation
de douleur [56].

L’extrait n-butanol ne provoque pas une diminution du volume des cedémes des rats
pendant les premiers 30 min. A partir de la 1°"® heure on remarque que cet extrait entraine une
diminution du volume de I’cedéme de méme pour le lot traité par le Diclofénac (Figure

1. 19).

Diclofénac BETA
80,99
71,45
70 - 62,14 62 64,05
60 - 53,35
50 -

INH %

40 -

30 -
19,16 20,7
20 - 14,41

8,06
10 - !
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Minutes

Figure I11. 19 : Pourcentage d’inhibition de I’inflammation par ’extrait BETA et le

Diclofénac. Les valeurs sont exprimées en en moyenne + écart type (n=4).

Dans le cas ou I’extrait n-butanol est utilisé & une dose 50mg/kg, on observe que 1’épaisseur
de I';edéme passe de 6.30£0.15 mm a 5.85+0.18 mm, une heure aprés I’injection de
carragénine. Ces résultats montrent une diminution de 1’cedéme évaluée & 20.7% apres une
heure. Aprés 180 min, le lot de rats traités par I’extrait n-butanol présente une moyenne

d’épaisseurs de 4.95+0.17 mm correspondant & un pourcentage de diminution de 64.05%.
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Si I’on considére le Diclofénac, un anti-inflammatoire non stéroidien utilisé chez les rats
injectés de carragénine, 1’épaisseur de la patte passe de 5.90+0.13 mm a 5.80+£0.09 mm apres
une heure avec un pourcentage d’inhibition de 14.41%. En outre ces valeurs évoluent aprés
180 min d’injection de carragénine pour atteindre 4.63+0.12 mm avec un pourcentage
d’inhibition de 80.99%.

Certains études semblent indiquer que les flavonoides contenues dans les extraits de plantes,
possedent des propriétés anti inflammatoires et qu'ils sont capables de moduler le
fonctionnement du systéeme immunitaire par inhibition de l'activité des enzymes qui peuvent
étre responsables des inflammations, ils peuvent aussi moduler l'adhésion des monocytes
durant linflammation athérosclérosique en inhibant l'expression des médiateurs
inflammatoires [57].

En définitive les résultats de notre expérimentation montrent que I’extrait n-butanol
présente un effet anti-inflammatoire chez les rats injectés par la carragénine a 1%
comparativement au lot n’ayant regu aucun traitement. Aussi 1’utilisation du Diclofénac

montre un effet anti-inflammatoire plus prononcé que celui de I’extrait n-butanol.

2.2. L’effet diurétique
2.2.1. Variation de la diurese en fonction du temps

La figure 111.20 représente la variation de la diurese en fonction du temps pour la dose
50ml/Kg.

On a comparé les résultats de nos extraits avec celles obtenus par le témoin 2 et
I’hydrochlorothiazide (médicament de référence).

Le traitement par voie orale par 1’hydrochlorothiazide a la dose de 50ml/kg implique une
émission importante d’urine (25.23ml/Kg)

L’administration de cette dose de I’extrait n-butanol (BETA) par voie orale a donner un
effet important a la premiére heure avec un volume de 13.29 mil/kg dépassant ainsi
I’hydrochlorothiazide (12.65 ml/kg). Cet extrait exerce son effet diurétique des la premiere
heure.

Le traitement par voie orale de cet extrait montre un maximum d’effet diurétique dans les
deux premieres heures avec une légere différence dans les trois derniéres heures, cela montre

que cet extrait est actif par cette voie d’administration.
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Figure I11. 20 : Variation de la diurése en fonction du temps aprés administration de I’extrait

(BETA) par voie orale a la dose de 50ml/kg.

2.2.2. Valeurs du pH urinaire

Les valeurs du pH des urines collectées aprés 05 heures d’administration des différents
produits par voie orale sont rapportées sur la figure 111.21.

Le pH des urines est basique pour les témoins ainsi que pour les rats traités par les deux
extraits.

Toutes les valeurs de pH enregistrés par I’administration per os de I’hydrochlorothiazide et

nos extraits n’ont aucun changement sur le pH urinaire.
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Figure 111.21 : Variation du pH urinaire.
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2.2.3. Variations de la concentration des ions Na* urinaires

Les urines des rats collectées aprés 05 heures de traitement par les différents produits par
voie orale pour la dose de 50 mg/kg sont analysées pour déterminer la teneur en sodium
éliminé en 05 heures, les résultats sont representés sur la figure 111.22.

Ces derniers montrent une concentration de sodium de 3,15 mmol/kg pendant 05 heures
pour le témoin 02 qui regoit 50 ml’kg de I’eau physiologique. L’hydrochlorothiazide a
provoquer une élimination importante en sodium pour la dose de 50 mg/kg avec une
concentration de 7,43 mmol/kg pendant 05 heures. La concentration du sodium résultant de
I’administration de notre extrait montre que ces composés exercent une ¢limination
importante en sodium 4.83 mmol/kg pendant 05 heures comparativement avec le témoin 02,

mais cette concentration reste inférieure a celle provoquée par ’'HCTZ.

[Na +]mmol/05 heures

Témoin 1 Témoin 2 HCTZ BETA

Figure 111.22 : Variations de [Na*] urinaire apres un traitement par voie orale des différents
composeés aux doses de 50 mg/kg. Les valeurs sont exprimées en en moyenne + écart type
(n=3).

2.2.4. Variations de la concentration des ions K" urinaires
Les résultats du taux de potassium des urines collectées aprés cinq heures lors de
I’administration des différents composés par voie orale sont présentés sur la figure 111. 23. Le

témoin 02 a marqué un taux d’élimination de potassium de 2.09 mmol/kg pendant 05 heures.
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La concentration de potassium urinaire pour les rats traités par I’hydrochlorothiazide est de
3.41 mmol/kg pendant 05 heures. Concernant notre extrait, 1’élimination du potassium est
supérieure a la concentration de témoin 2 et HCTZ, est de 7.29mmol/kg pendant 05 heures.

On voit clairement que notre extrait provoque une élimination accrue en K* par la voie
orale, ce qui implique que I’hypokaliémie enregistrée lors du traitement par les diurétiques

thiazidiques est plus important par I’administration de notre extrait.

[ K+] mmol/05 heures

Témoin 1 Témoin 2 HCTZ BETA

Figure I11. 23 : Variations de [K*] urinaire aprés un traitement par voie orale des différents
composes aux doses de 50 mg/kg. Les valeurs sont exprimées en en moyenne + écart type
(n=3).

2.2.5. Variations de la concentration des ions Ca?* urinaires

La figure I11.24 représente les variations des concentrations du Ca?* urinaire apres
traitement des animaux par les différents produits par la voie orale.

Les résultats montrent une variation de la concentration en Ca*? pour le lot témoin 2 de
83.15 umol/kg pendant 05 heures environ. Les taux d’élimination de calcium des lots traités
par 'HCTZ et notre composés sont comparables a ceux des lots témoins ou légérement

supérieurs : 97.2 et 84.03 umol/kg pendant 05 heures respectivement.
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Figure I11. 24 : Variations de [Ca?*] urinaire aprés un traitement par voie orale des différents
composés aux doses de 50 mg/kg. Les valeurs sont exprimées en en moyenne * écart type
(n=3).

Conclusion

Dans cette partie, différentes activités de I’extrait n-butanol de I’espéce Thymus algeriensis
ont été étudiés.

L’activité antioxydante de cet extrait a été évaluée par deux méthodes a savoir: test Folin-
Ciocalteu, DPPH et blanchissement du p-caroténe.

L’activité antibactérienne a été déterminée sur quatre souches bactériennes, selon la méthode
de diffusion sur solide, les résultats indiquent que cet extrait posséde une activité
antibactérienne considérable sur les souches testées. On peut dire alors que cet extrait
manifeste une activité antibactérienne en inhibant la croissance des germes bactériens.
L’¢évaluation de I’effet anti-inflammatoire a été réalisée en mesurant I’cedéme induit par
injection de la carragénine au niveau de la patte postérieure gauche des rats Wistar.

Les résultats obtenus ont montré que I’extrait n-butanol de T.algeriensis & 50 mg/kg, est
capable de réduire significativement 1’cedéme de I’inflammation avec un pourcentage
d’inhibition de 64.05%. L’effet de notre extrait est comparable a celui obtenu pour le lot de
rats de référence traité avec le Diclofénac.

A la fin, I’étude de I’effet diurétique a été réalisée. Le traitement par voie orale de cet extrait
montre un maximum d’effet diurétique dans les deux premicres heures, il implique ainsi une

I’hypokaliémie trés importante que celle enregistrée par administration de HCTZ.
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C- Activité anticorrosion

1. La perte de masse

Résultats et discussion

Les résultats de la perte de masse de I’acier en milieu HCI 1M en absence et en présence

de Tinhibiteur BETA (extrait n-butanol de I’espéce T.algeriensis) dans différentes

concentrations sont regroupés dans le tableau 111.10.

Tableau 111.10 : L’efficacité inhibitrice avec 1’absence et la présence de I’inhibiteur.

Concentration de I’inhibiteur en ppm La perte de la masse (cm?) El (%)
0 0.o124 |
100 0.0088 22.80
200 0.0082 28.07
300 0.0094 17.54

D’apres les résultats de cette méthode on peut constater que la concentration de 1’inhibiteur

joue un role primordial pour 1’évolution de I’efficacité inhibitrice (Figure 111.25).
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Figure 111.25 : L’efficacité inhibitrice a différentes concentration de I’inhibiteur (Extrait n-

butanol de T.algeriensis).
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Le développement de I’efficacité inhibitrice correle toujours avec 1’accroissement de la
concentration d’inhibiteur (28.07% avec la concentration de 200 ppm d’inhibiteur), cela peut
s’exprimer par le phénoméne d’adsorption de produits naturels sur la surface du métal [58].
Tandis que a une concentration plus élevée (300ppm) , I’efficacité inhibitrice par cette
méthode diminue cela nous permet de déterminer que la concentration 200ppm nous donne

une efficacité inhibitrice maximale, au-dela de cette concentration I’efficacité diminue.

2. Les mesures électrochimiques
2.1. La polarisation potentiodynamique

Les courbes de polarisation cathodique et anodique de I’acier en milieu HCl 1M, en
absence et en présence de I’extrait n-butanol (BETA) a différentes concentrations sont

présentées dans la figure 111.26.

300 ppm
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Figure 111. 26 : Les courbes de la polarisation potentiodynamique de 1’acier de carbone

316L a différentes concentration de 1’inhibiteur.

Le tableau I11.11 rassemble les valeurs associées aux parametres électrochimiques
déterminées a partir de ces courbes ainsi que I’efficacité inhibitrice de la corrosion obtenue de

’extrait n-butanol de ’espéce T.algeriensis.
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Tableau I111.11 : Les paramétres de la polarisation potentiodynamique avec I’absence et la

présence de I’inhibiteur.

[conc] -Ecorr (MV) Icorr Bfa (mV) | -Bc (mV) CR El (%)
ppm (MA.cm?) (mm.y?)

0 438.9 0.1662 123.9 -93.4 1943 | ...

100 296.2 0.0489 60.6 -150.5 0.572 70.57

200 281.9 0.0485 57.2 -163.7 0.570 70.81

300 320.6 0.0548 61.8 -126.4 0.640 67.02

On assiste a un déplacement des deux branches de la courbe de polarisation (anodiques et
cathodiques).

Les valeurs des pentes de Tafel cathodiques et anodique varient dans 1’intervalle 60-62
mV/décade et 126-150 mV/décade indiquant que des réactions anodiques et cathodiques
étaient effectuées, mais que l'effet sur les réactions anodiques était plus important. Ainsi,
I’extrait n-butanol de ’espéce T.algeriensis a agi comme un type mixte, mais principalement
un inhibiteur anodique.

L’addition de I’extrait n-butanol au milieu corrosif conduit a une diminution des densités de
courant de corrosion au fur et a mesure que la concentration en inhibiteur augmente et par
conséquent une augmentation des résistances de polarisation sauf aux grandes concentrations.

Les efficacités inhibitrices de cet extrait augmentent avec la concentration et atteignent
approximativement 70.81% pour I’extrait a 200 ppm.

Tandis qu’a forte concentration (300ppm) I’efficacité inhibitrice diminue ce qui est déja
observée

dans le test de la perte de masse ou nous avons déterminé que 1’efficacité

inhibitrice a 200ppm est considérée comme maximale pour cet inhibiteur en milieu HCI 1M.

2.2. La spectroscopie d’impédance électrochimique (SIE)
Concernant les mesures d’impédance électrochimique, la figure 111.27  représente les
diagrammes de Nyquist de I’acier doux dans une solution HCl 1M en absence et en présence

des molécules inhibitrices de I’extrait n-butanol a différentes concentrations.
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Figure I11. 27 : Les courbes de Nyquist de I’acier de carbone 316L a différentes

concentration de I’inhibiteur.

Nous remarquons, pour toutes les concentrations des différents extraits, la présence d’une
seule boucle capacitive correspondant a la resistance de transfert de charge (Rt). A partir de
ces diagrammes réalisés aux potentiels d’abandon (potentiel de corrosion), nous avons pu
accéder aux valeurs de la résistance de transfert de charge Rt et de la capacité de la double
couche Cg et par conséquent a I’efficacité inhibitrice de 1’extrait dans les conditions
opératoires considérées.

Les paramétres relatifs aux mesures des impédances €lectrochimiques de I’acier en milieu

HCI 1M avec et sans extrait sont regroupeés dans le tableau 111.12.

Tableau 111.12 : Les paramétres d’impédance électrochimique avec 1’absence et la présence

de I’inhibiteur.

[conc] ppm Cai (n F.cm?) Rs (Q. cm?) Rtc (Q. cm?) El (%)
0 0.724 156 2483 | ...

100 4.30 93.92 294.4 91.56
200 3.16 87.63 322.9 92.31
300 4.14 30.42 207.2 88.02

La résistance de transfert de charge augmente avec la concentration de I’inhibiteur tandis

.que la capacité de la double couche diminue au fur et & mesure que la quantité de I’inhibiteur
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croit. La diminution de Cqi est due a I’adsorption de I’inhibiteur a la surface de 1’acier (figure
111.28).

Le comportement ¢lectrochimique au potentiel d’abandon, peut étre décrit par un schéma
électrique équivalent simple (Figure 111.26) constitué par une capacité en parallele avec une
résistance, le tout en série avec la résistance de I’électrolyte.

Rg R,

CPE

Figure 111.28 : Circuit équivalent utilisé déterminant les spectres d’impédance.

Les efficacités inhibitrices augmentent avec la concentration de 1’inhibiteur pour atteindre
une valeur maximale de 92.31% a 200 ppm.

Ces résultats sont en bon accord avec ceux determinés a partir des courbes de polarisation
ainsi a partir le test de la perte de masse.

Hamdani et al. a trouvé que [I'huile essentielle de Thymus algeriensis présente
d'excellentes propriétés d'inhibition de corrosion de I'acier doux dans du HCI 1,0 M.
Ils ont trouvés aussi que l'efficacité de l'inhibition augmente avec l'augmentation de la
concentration en HE et que les efficacités des inhibiteurs déterminées par la perte de poids, la
polarisation Tafel et la méthode d’impédance ont raisonnablement en accord. Ils ont attribués

que I’huile essentiel étudié peut étre classé comme inhibiteur mixte [59].

Conclusion

Le travail présent dans cette partie constitue une contribution a I'utilisation d’un nouveau
type d’inhibiteurs de corrosion de métaux dits inhibiteurs verts.

L’étude consiste a déterminer I’efficacité inhibitrice de I’extrait n-butanol de I’espéce
Thymus algeriensis vis-a-vis de la corrosion de 1’acier 316L en milieu HCl 1M par des
méthodes électrochimiques (perte de masse, courbes de polarisation et mesures de
I’impédance électrochimique).

En effet, I’extrait n-butanol a été testé en plusieurs concentrations. L’extrait inhibe
efficacement la corrosion de I’acier dont I’efficacité maximale atteindre 70.81% a 200ppm.

Les molécules existant dans cet extrait agissent comme un inhibiteur de corrosion mixte
avec une tendance anodique. L’efficacité augmente avec la concentration de I’inhibiteur.

L’évaluation de I’activité anti corrosion de 1’extrait n-butanol de I’espece T.algeriensis n’a

jamais été étudiée précédemment.
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Partie 2 : L’espéce Atriplex mollis Desf.

A. Caractérisation phytochimique de I’espéce Atriplex mollis Desf.

1. Rendement d’extraction

Les masses et les rendements évalués par rapport au poids du matériel végétal sec sont

reportés dans le tableau I11.13.

Tableau 111.13 : Rendement des extraits.

Méthode Matériel vegétal Solvant R (%)
d’extraction
Macération | Partie aériennes Ether de pétrole 0.25%
(20009) Chloroforme 0.12%
Acétate d’éthyle 0.13%
n-butanol 1.01%
MAE 1g H20 7.1-9.5%
SFE 3.29g / 0.53-0.68%

2. Analyse qualitative et quantitative

2.1. Profil des polyphénols par la méthode HPLC-PDA

L’objectif de cette analyse résume dans le cadre de I’optimisation d’extraction des

composés phénoliques ainsi I’effet des différents paramétres opératoire sur le rendement

global d’extraction.

Les figures 111.29 et 111.30 représentent le chromatogramme enregistré a 280nm ainsi que

les structures chimiques des standards utilisés dans 1’analyse HPLC-PDA.
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Harpagoside, 21 Acide t-cinnamique, 22 Naringénine, 23 Carvacrole.

Figure 111.29: chromatogramme du mélange des standards utilises.
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Figure 111.30: les structures chimiques des standards utilisés.
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Figure 111.30, la suite.
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Figure 111.30, la suite.

2.1.1. Le profil des polyphénols des sous fractions des extraits obtenus par macération
Des extraits a polarité croissante ont été obtenus (chloroforme, acétate d’éthyle et n-
butanol) a partir des parties aériennes de I’espéce A.mollis.
Les résultats du profil phénolique de ces extraits par HPLC-PDA sont présentés dans le
tableau 111.14.
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Tableau 111.14 : Le profil phénolique des différents extraits de ’espéce A.mollis obtenus par

extraction hydroalcoolique analysé par HPLC-PDA.

Teneur (ug/gPS +ET)
Composés CHCl; AcOEt
identifiés =5 = = = = e E_UOH
Acide gallique n.d n.d n.d 023+ |0.70+ |15+ 0.84+
0.02 0.07 0.1 0.07
Catechine n.d n.d 9.9+ 094+ | 2.7+ 34.0+ | 0.80+
0.9 0.08 0.1 2.2 0.06
Acide n.d n.d n.d n.d n.d n.d 1.0+£0.1
chlorogénique
Acide p-Hydroxy- | 0.36% n.d n.d 115+ n.d 049+ |nd
benzoique 0.04 8 0.05
Acide Vanillique | 0.46% 7.9+ 422+ | 1.3+ 048+ |7.7% n.d
0.06 0.7 1.3 0.1 0.05 0.7
Epicatéchine 26+01 |32+ 158+ |22+ 4.0 + 8.6 + 031+
0.2 10 0.3 0.3 0.8 0.02
Acide Syringique | n.d 2.2 037+ |nd n.d n.d n.d
0.1 0.03
Acide 3- n.d n.d 019+ |nd n.d n.d 15+£01
hydroxybenzoique 0.02
3-OH-4-MeO 0.53 n.d 1.9+ 023+ [6.0% 41+ n.d
benzaldéhyde 0.05 0.2 0.02 0.5 0.4
Acide p- 249+12 | nd n.d 20.3+ |nd n.d n.d
Coumarique 2.3
Rutine n.d n.d n.d 9.1+ 65.1+ |10+ 123+
0.8 5.3 0.1 0.2
Acide sinapinique | n.d n.d 8.6+ 1.8+ n.d n.d n.d
0.8 0.1
Acide t-Ferulique | n.d n.d n.d 1.8+ 093+ |nd n.d
0.2 0.08
Naringine 0.17 £ 58+ 6.3+ 017+ |nd 9.6+ n.d
0.02 0.3 0.2 0.01 0.8
Acide 2,3- n.d n.d 0.28+ | n.d n.d n.d n.d
Dimethoxy- 0.02
benzoigque
Acide benzoique |2.3+0.1 |26 126+ |38+ 025+ |74+ n.d
0.3 15 0.4 0.02 0.5
Acide o- 0.28 + n.d 017+ | nd n.d 084+ |nd
Coumarique 0.02 0.01 0.07
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Tableau 111.14, la suite.

Quercétine n.d n.d n.d n.d n.d 096+ |nd
0.08

Acide t- n.d 051+ |nd n.d n.d n.d n.d

cinnamique 0.04

Naringenine 0.16 + 7.2+ n.d n.d n.d n.d 011+
0.01 0.7 0.01

Carvacrole 0.19 + 044+ 028+ |nd n.d n.d 0.15+
0.01 0.02 0.02 0.01

Totale 31.9+1.98 | 29.8+ | 241+ | 157.5+ | 80.1+ | 76.3t 17.1+

1.03 3.25 2.57 1.98 1.65 0.68

Composés 10 8 12 12 8 11 8

identifies

Composés 16 14 8

identifiés par

extrait

n.d: non détecté. ET : les résultats sont exprimés en moyenne * écart type. ug /g PS: poids sec.

Ces constituants appartiennent a trois classes chimiques importantes: les acides
phénoliques, les monoterpenes et les flavonoides. Vingt-et-un composes ont été detectés dans
I’extrait hydroalcoolique obtenu par macération (Figure 111.31).

Le plus grand nombre de composés observés a été trouvé dans les deux extraits
chloroforme et acétate d’éthyle avec seize et quatorze composés respectivement, tandis que,
dans I’extraits n-butanol, seulement huit composés ont été détectés.

L’extrait chloroforme apparait ’extrait le plus riche en composés phénoliques. Seize
composes ont été détectés avec une teneur importante (241+4.32 pg/g) dans la fraction Fis.

Le principal composé présent dans I’extrait chloroforme était 1’épicatéchine avec une
teneur moyenne de 158+10 mg / g, avec d’autres composés abondants étaient 1’acide
vanillique (42.2 £1.3ug/g), acide p-coumarique (24.9 pg/g) et la catéchine (9.9 ug/g).

Dans l'industrie alimentaire asiatique, les catéchines du thé vert ont été utilisées dans une
large gamme de produits commerciaux en tant qu'ingrédients alimentaires fonctionnels pour
prolonger la durée de conservation des produits et offrir des avantages supplémentaires pour
la santé des consommateurs [60].

Dans les extraits acétate d’éthyle, quatorze composés étaient présents. L'acide hydroxy-

benzoique apparait le produit principale avec une teneur 115+8 pg/g, avec d’autres composés
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moins abondant étaient : la rutine (65.1 ug/g), catéchine (34 +2.2 ug/g) et I’acide p-
coumarique (20.3 pg/g).

D’autre part, Huit composés seulement ont été détectés dans 1’extrait n-butanol avec des
composants moins abondant que dans les deux autres extraits. La rutine est le produit
mayjoritaire avec une teneur 12.3+0.2ug/g.

L’épicatéchine a ét¢ identifiés dans tous les extraits, tandis que l'acide vanillique et l'acide
benzoique n'étaient absents que dans I’extrait n-butanol.

Le carvacrole et la naringénine n'ont pas été détectés dans I’extrait acétate d’éthyle, I’acide
gallique et la rutine étaient absent dans I’extrait chloroforme.

Tandis que I’acide 2,3-dimethoxybenzoique et 1’acide t-cinnamique ont été détecté
seulement dans I’extrait chloroforme, et c’est le méme cas pour I’acide chlorogénique qui a

été détecté que dans I’extrait n-butanol.
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Figure 111.31: Les chromatogrammes HPLC-PDA des extraits obtenus par macération a 280

nm pour des raisons de clarté.
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Figure 111.31, La suite.
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Figure 111.31, La suite.

% Discussion
D’aprées les résultats obtenus, nous remarquons que les rendements varient d’une extraction
a une autre (Figure 111.32).
Cette différence est expliquée par la différence de diffusion du solvant dans la poudre de la
plante dans I’étape de la macération et probablement a la nature du solvant utilisés pour

I’extraction [61].
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Figure 111.32 : Influence du solvant sur la teneur des polyphénols.

L’effet du solvant sur le rendement d’extraction a été signalé dans de nombreuses etudes
[22,23].

La nature du solvant est trés importante pour pouvoir extraire les molécules d’intérét et, si
possible, de facon sélective. Le solvant doit avoir une affinité importante pour les molécules
ciblées et posséder une grande capacité de dissolution. Une faible viscosité facilitera la
pénétration du solvant dans la matrice solide ainsi que le transfert de matiére au sein de la
phase liquide [62].

Pour étre efficace, une macération sans agitation, peut durer plusieurs jours; ceci peut
présenter quelques inconvénients, en termes de fermentation, ou de contamination bactérienne
notamment si le solvant utilis¢ est de I’eau. Ces phénoménes peuvent entrainer une

dégradation des molécules actives [63,64].

2.1.2. Profil des polyphénols des extraits obtenus par extraction assistée par micro-
ondes :

Les résultats de la composition chimique des extraits aqueux et éthanoliques des parties
aériennes de I’espece A.mollis obtenus par HPLC-PDA sont présentés dans le tableau 111.15

et les chromatogrammes d’HPLC-PDA des extraits sont montrés dans la figure 111.32.
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Tableau 111.15 : Composition chimique des extraits polaires de I’espece Atriplex mollis.
Teneur (pg/gPS £ ET)
Composés 40 °C, 60 °C, | 80°C, | 100°C, | 120°C, | 80°C, | 80 °C,
identifiés 10min | 10 min | 10 min | 10 min | 10min | 5min | 15 min
H>O H>O H.0 H.O H.O H.O H.O
Acide gallique 59.6 £ 587+ | 219+ | 766+ | 639 n.d n.d
1.6 1 1.5 5.2 4.2
Catechine n.d n.d 555+ n.d n.d n.d n.d
3.8
Acide 30.8 £ n.d n.d n.d n.d n.d n.d
Chlorogénique 2.4
Acide p-Hydroxy- 34.7 £ 379+ | 198+ | 516+ n.d n.d 6.18 +
benzoique 3.5 1.8 1.3 0.09 0.09
acide Vanillique 115+ 862+ | 125+ | 164+ | 168+ n.d 137 =
12 0.9 13 0.8 0.9 11
3-OH, 4-MeO n.d n.d n.d n.d 21.8 + n.d n.d
benzaldéhyde 1.5
Acide p- n.d 159+ | 127+ | 149+ | 163+ | 542+ | 6.23+
Coumarique 1.1 1.0 1.1 1.7 0.08 0.09
Rutine 377+£29 | 411+ | 486+ | 520+ | 521+ | 440+ 552 +
32 39 45 40 34 48
Acide Sinapinique 23.3+% n.d 156+ | 195+ | 265+ | 183+ | 189+
1.6 1.0 1.3 2.1 1.8 1.2
acide t-Ferulique 80.8+ | 816+ | 955+ | 109+ 112+ | 943+ | 107+
5.7 4.9 8.1 14 10 8.3 11
Naringine 419+ n.d n.d n.d n.d n.d n.d
2.5
Acide n.d n.d n.d n.d 27.9 + n.d n.d
benzoigue 8.9
Total 762.89+ | 613.50 | 832.56 | 761.58 | 805.94 | 558.17 | 784.63%
2.36 +3.82 | +5.16 | +9.21 | #6.02 | +5.32 5.39
Composés 8 6 8 7 8 4 6
identifiés

n.d: non détecté. ET : les résultats sont exprimés en moyenne + écart type. pg /g PS: poids sec

Nous avons effectué une extraction assistée par micro-ondes des parties aériennes de

I’espéce Atriplex mollis en utilisant I’eau comme solvants polaire et non toxique (volume de

solvant = 20 ml, quantité du matériel végétale 1 g, temps d'extraction = 10 min) a des

températures allant de 40 a 120 °C pour évaluer la meilleure température d'extraction [65].
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Nous avons observé que le meilleur rendement d'extraction a été obtenu a 80 ° C pendant
10 minutes (rendements entre 8,3 et 10,1% PS). Le raccourcissement (5 min) ou la
prolongation (15 min) du temps d'extraction a 80 ° C n'amélioraient pas le rendement des
polyphénols totaux.

Nous avons appliqué ces conditions pour sélectionner le meilleur solvant d’extraction.

Une extraction. Aucun standards n’a été détecté dans I’extrait éthanolique (éthanol/eau :
70/30, v/v)

Douze composés ont été identifiés et sont regroupés dans le tableau I11.16. Les composes
détectés appartiennent a deux grandes classes des polyphénols : acides phénoliques et
flavonoides.

Parmi les flavonoides détectés, la rutine a été identifiée comme étant la plus abondante avec
une teneur 486 ug / g.

La rutine (vitamine P) est un bioflavonoide (flavonol) naturel appartenant a la classe des
polyphénols, ont un intérét thérapeutique incontestable gréace a leurs proprietés vasculaires.

Ces molécules sont prescrites en effet dans tous les états pathologiques se traduisant par
une fragilité vasculaire, car elles renforcent la résistance des capillaires et diminuent leur
perméabilité. Une large gamme d'effets biologiques comprenant des activités anti-
inflammatoires, antioxydantes, neuroprotectrices, néphroprotectrices et hépatoprotectrices a
été rapportée pour ce flavonoide [66].

Parmi les acides phénoliques, I’acides p-hydroxybenzoique, acide sinapinique, acide p-
coumarique, acide vanillique et 1’acide t-férulique ont été identifiés, avec I'acide vanillique et
l'acide t-férulique ayant la concentration la plus élevée (125 pg / g et 955 ug / g,
respectivement).

L’acide férulique est I'acide phénolique le plus abondant dans le monde végétal, y compris
les céréales, les fruits, les legumes, les herbes et les épices. L'acide férulique posséde des
activités antioxydantes, antibactériennes, anti-inflammatoires, antithrombotiques et
anticancéreuses (Ou & Kwok, 2004) et est rapidement absorbée par I'estomac ou l'intestin et
excrétée dans les urines [67].

L’acide gallique, ’acide t-férulique et la rutine ont été mieux récupérés a des températures
plus élevées (100 ° C), tandis que la naringénine et 1’acide chlorogénique n'ont été trouvés
gu'a basse température (40 ° C), alors que l'acide benzoique n'a pas été détecté qu'a une
température plus élevée (120 ° C).

L’acide gallique, rutine, acide t-férulique, acide vanilligue ont été détecté a toute

température avec des teneurs considérables.
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Figure 111.33 Les chromatogrammes HPLC-PDA (280 nm) des différents extraits obtenus par

extraction assistée par micro-ondes.
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Une forte teneur en polyphénols totaux a été détectée au niveau des extraits aqueux (I’eau

comme solvant polaire non toxique) obtenus par extraction assistée par micro-ondes, en

particulier I’extraction a 80°C pendant 10min (Figure 111.34).
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Figure 111.34 : Effet de la température sur la teneur des polyphénols.
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Le rendement d’extraction est lié aussi a 1’é1évation de la température. En effet, Majhenic
et al. (2007) ont démontrés que I’extraction a température élevée permettait d’obtenir des
rendements plus élevés en extrait sec en comparaison avec ceux obtenus a température
ambiante [68].

Dai et Mumper (2010) ont montrés aussi que malgré le risque de la dégradation et
I’oxydation des molécules par la température élevée mais elle est nécessaire pour augmenter
la solubilité et le taux de transfert de masse [34]. Et c’est le cas de certains composés qui aient
leurs teneurs maximales a 120°C tel que la rutine.

Larrauri et al. (1997) ont constaté que la température est le paramétre le plus influant sur
la modification des polyphénols [69].

Le temps de contact entre les deux phases est aussi un des paramétres tres importants a
maitriser [70]. Ce paramétre est étroitement lié a la cinétique de 1’extraction. La connaissance
de la cinétique permettra d’arréter I’extraction lorsque le rendement souhaité est atteint et de
ne pas continuer I'opération au-dela. Ainsi des économies d’énergie et de main d’ceuvre

seront realisées (Figure 111.35).
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Figure 111.35: Influence du temps d’extraction sur la teneur des polyphénols.

Comme le temps d’extraction utilis¢é dans cette étude n’est pas trés long (10 min), ceci
réduit le risque de perdre une grande quantité de ces composés.
La prolongation du temps (15min) provoque une perte de certains composés en

comparaison avec l’extrait a 10 min tels ’acide gallique et la catéchine. Tandis que le
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raccourcissement du temps (5 min) ne suffit pas pour détecter certains composés tels que
I’acide gallique, la catéchine, I’acide p-hydroxybenzoique et I’acide vanillique.

Azizah et al. (2009) ont montré qu’a partir de la seiziéme minute, plus de 53% des
composés phénolique ont perdu par I’effet de la température [71].

La polarité du solvant semble aussi influencer sur le rendement d’extraction. En générale, les
rendements les plus élevés sont obtenus avec les solvants polaires tel que : 1’eau et I’éthanol
ou le mélange des deux [38, 39].

L’eau est souvent utilisée comme solvant pour I’extraction de biomolécules a partir de
sources vegetales. Sa polarité permet de dissoudre beaucoup de composés phénoliques
antioxydants polaires. Pour des antioxydants peu polaires ou apolaires des solvants plus
hydrophobes sont mieux adaptés [70,72].

Les solvants tels que le méthanol, I’éthanol, I’acétone, ainsi que leurs mélanges avec I’eau
sont largement utilisés pour I’extraction des composés phénoliques.

Les mélanges extraient souvent mieux les substances ciblées que les solvants purs Tandis
que dans I’extraction étudiée, aucun produit n’a été détecté dans le mélange EtOH/H>O

(70/30 : viv).

2.1.3. Profil des polyphénols des extraits obtenus par extraction a fluide supercritique :
Les résultats de la composition chimique des extraits obtenus par extraction a fluide

supercritique des parties aériennes de I’espéce Atriplex mollis analysés par HPLC-PDA sont

présentés dans le tableau 111.16 et les chromatogrames d’HPLC-PDA de ces extraits sont

montrés dans la figure 111.36.

Tableau 111.16 : Le profil phénolique des différents extraits de I’espéce A.mollis obtenus par
SFE analysé par HPLC-PDA.

Composés identifiés Teneur (ug/g PS £ ET)

40 °C, 10 MPa 40 °C, 30 MPa
Acide gallique 0.04 £0.01 0.02 £0.01
Catéchine 0.21 +0.05 0.32 +0.03
Acide vanillique 0.29 £ 0.06 1.75+£0.09
Epicatéchine n.d 0.76 £ 0.05
Acide sinringique 0.14 £ 0.02 n.d
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Tableau 111.16, suite.

3-OH, 4-MeO benzaldéhyde 0.25 £ 0.04 0.82 £0.03
Acide p-coumarique 0.24 £ 0.07 0.04 £0.01
Rutine n.d 0.06 £ 0.01
Acide sinapinique 0.07£0.01 2.39 £ 0.08
Acide t-ferulique 0.33+0.07 0.34 £0.04
naringine 0.38 £ 0.06 n.d
Acide 2,3-diMeO benzoique 0.04 £0.01 0.003 £ 0.001
Acide benzoique n.d 0.08 £ 0.01
Harpagoside n.d 0.20 £ 0.05
Naringenine 0.06 £0.01 n.d
Totale 2.05+0.09 6.78+0.1
Composés identifiés 11 12

n.d: non détecté. ET : les résultats sont exprimés en moyenne + écart type. ug /g PS: poids sec

Afin de comparer les résultats qualitatifs et quantitatifs de différentes méthodes d'extraction,
nous avons également effectué une extraction par fluide supercritique.

Les techniques supercritiques d’extraction ont été développées dans le but d’éviter
I’utilisation de solvants organiques toxiques.

Le SFE a été réalisé a température fixe (40 ° C) pour éviter la dégradation et I’oxydation
phénolique et a deux valeurs de pression discrétes (10 et 30 MPa).

L’influence de chacun de ces parametres sur le rendement globale d’extraction est étudiée
dans cette partie.

La meilleure extraction a été choisie en fonction de rendement (rendement 0,62% pour 10
MPa et 0,82% pour 30 MPa)

Douze et onze métabolites ont été identifiés et quantifiés dans les extraits a 10 et 30 MPa
respectivement.

Ces constituants appartiennent aux trois grandes classes chimiques : les acides phénoliques,
les flavonoides et les monoterpenes.

Les acides phénoliques identifiés étaient l'acide gallique, l'acide vanillique, l'acide

syringique, l'acide p-coumarique, l'acide sinapinique, l'acide t-férulique, l'acide 2,3-
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diméthoxybenzoique et l'acide benzoique avec l'acide sinapinique ayant la plus forte
concentration (2,39ug /g).

L'acide sinapinique (acide 3, 5-diméthoxy-4-hydroxy cinnamique) est largement répandu
dans le régne végétal, il est utilisé comme matrice dans la spectrométrie de masse a
Désorption-ionisation Laser assistée par matrice (MALDI) [73].

D’autre part, les flavonoides identifiés : la catéchine, I'épicatéchine et la rutine, avec
I'épicatéchine étant la plus abondante (0,76 pug/ g).

De plus, I'harpagoside, un glycoside monoterpinique iridoide a été identifié dans l'extrait a
30 MPa a une concentration de 0,20 pug / g.

Plusieurs études ont montré que les extraits contenant de I'narpagoside avaient de bonnes
activités anti-inflammatoires et analgésiques dans de nombreux modeéles d'inflammation aigué
[74,75].

Collectivement, le SFE a fourni une quantité relativement faible de composés phénoliques
en raison de la nature non polaire du solvant.
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Figure 111.36: Chromatogrammes HPLC/PDA des deux extraits obtenus par SFE
a280 nm.
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Figure 111.36, La suite.

+ Discussion :

L’extraction par CO> supercritique est un exemple de technique simple, rapide, efficace et
pratiquement sans solvant ni prétraitement.

L’objectif de cette nouvelle technologie est 1’¢limination de [I’utilisation du solvant
organique toxique tout en diminuant la durée d’extraction et la consommation d’énergie.

Le choix des conditions de traitement (tempeérature et pression) permet de pieger les
composants de facon distinctive et de récupérer un extrait purifié, ce qu’il n’est pas possible
d’obtenir avec des solvants liquides [42]. Et c’est le cas pour 1’harpagoside qui n’a pas été

détecté qu’avec I’extraction a fluide supercritique (Figure 111.37).
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Figure 111.37 : Influence de la pression sur la teneur des polyphénols.
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Le fluide supercritique le plus utilisé comme solvant est le CO> a cause de ses nombreux
avantages : abondant, bon marché, inerte, inodore, pas toxique et température et pression
critiques relativement basses (31,1 °C et 7,3 MPa) [42]. Le grand inconvénient de 1’utilisation
du CO. comme solvant est qu’il est apolaire et donc non adapté pour I’extraction de composés
polaires, ce qui confirme la faible teneur des polyphénols en comparant avec les autres
extractions.

Souvent, pour I’extraction de telles substances, 1’éthanol est ajouté au CO> comme co-

solvant L’eau supercritique a été également utilisée pour extraire des composés polaires [76].

2.2. Analyses des caroténoides et des Chlorophylles par spectrophotomeétre

Les résultats des concentrations des pigments des parties aériennes de 1’espéce A.mollis
sont présentés dans le tableau 111.17.
Les données sont rapportées en tant que moyennes de trois répétitions et exprimées en pug /

mg PS (poids sec) + ET (écart type).

Tableau I111.17: Détermination des pigments (Caroténoides Totaux, Chlorophylle a et
Chlorophylle b)

pigment Concentration (ug / mg PS = ET)

Chlorophylle a 0.163 + 0.0038
Chlorophylle b 0,077 + 0,0039
Caroténoides 0.0261 + 0.004

Les teneurs en caroténoides totaux, chlorophylle a (Chl a) et chlorophylle b (Chl b) dans la
phase organique de I'échantillon des parties aériennes séchées sont indiquées sur la
figure 111.36. La concentration en Chl a était le double de celle de Chl b, qui a une
importance dans la photosynthése. Le rapport Chl a / b était de 2.11, confirmant la teneur
élevée en Chl a une caractéristique des especes héliophytes.

Le rapport Chl a / b est directement lié non seulement a la lumiére mais aussi a la
disponibilité en azote du sol [77].

Les propriétés biologiques révélées par la chlorophylle et ses dérivés, compatibles avec la
prévention du cancer, comprennent une activité antioxydante et antimutagene. De plus, les
chlorophylles sont également utilisées dans les industries en tant qu'agents colorants

alimentaires et sont connues sous le nom de vert naturel [78].
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La teneur totale en caroténoides était respectivement un sixiéme de celle de la chlorophylle
a (0,0261 a 0,004 pg / mg et 0,163 & 0,0038 g / mg, respectivement) (figure 111.38).
En général, des teneurs élevées en caroténoides sont détectées pour les plantes exposées au

soleil, car ces molécules les protégent de la photo-inhibition [79].
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Figure 111.38: Teneur en pigments des parties aériennes d'A. Mollis (ug/ mg PS £ET).

Conclusion

Des différentes extractions ont été réalisées sur les parties aériennes de I’espéce Atriplex
mollis pour le but d’optimiser les paramétres qui peuvent améliorer le rendement de
I’extraction.

L’identification et la quantification des composés phénoliques de I’espece Atriplex mollis
Desf. a été réalisée par une méthode développée. L’analyse de ces composes a été réalisée par
la chromatographie liquide a haute performance couplée avec un détecteur a photodiode.

La plupart des composés identifiés et quantifiés appartenant a trois grandes classes des
polyphénols : les flavonoides, les monoterpenes et les acides phénoliques, connus pour leurs
effets pharmacologiques sur la santé humaine.

Une forte teneur en polyphénols totaux a été détectée au niveau des extraits aqueux (I’eau
comme solvant polaire non toxique) obtenus par extraction assistée par micro-ondes, en
particulier ’extraction a 80°C pendant 10min. Le principal composé dans cet extrait était la
rutine, I'acide vanillique et I'acide t-férulique. Ce qui confirme I’efficacité de la méthode et le

bon choix des paramétres.
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D’autre part, le rendement en polyphénols de I’extrait obtenu par fluide supercritique est le
moins faible. Douze composés ont été qualifiés avec des quantités plus faibles en comparant
avec les deux autres méthodes en raison de la nature non polaire du solvant.

L’analyse qualitative et quantitative de cette espéce ainsi que I’analyse des pigments
foliaires la rendre une source des composes biologiquement actifs, il serait donc intéressant de
mener une enquéte détaillée sur les extraits démontrant ’activité pharmacologique, en vue

d’identifier ’espece chimique ou les composés responsables de cette activité.

B. Evaluation de ’activité biologique
1. Etude biologique in vitro
1.1. Activité antioxydante
1.1.1. Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides totaux

Les analyses quantitatives des phenols totaux, des tannins et des flavonoides sont
déterminées a partir des équations de la régression linéaire de chaque courbe d’étalonnage
exprimées successivement en mg équivalent d’acide gallique et mg équivalent de quercétine
par g de la matiére seche.

La figure 111.39 résume les résultats obtenus des teneurs en phénols totaux et flavonoides

de I’extrait n-butanol de I’espéce A.mollis.
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Figure 111.39 : Teneur de I’extrait n-BuOH en polyphénols et flavonoides totaux.

D’apres les résultats, on peut constater que n-BuOH de la plante étudiée, est riche en
polyphénols par rapport aux flavonoides.

Le dosage de Folin Ciocalteu permet de quantifier globalement les composés phénoligues.
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Ce dosage n’est pas spécifique des composés phénoliques. L’ensemble des composés
phénoliques est oxydé par le réactif de Folin-Ciocalteu. Ce dernier est constitué par un
mélange d’acide phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique qui est réduit, lors de
I’oxydation des substances phénoliques, en mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de
molybdéne. Il n’est pas spéecifique pour détecter tous les groupes phénoliques présents dans
les extraits [80].

Des études récentes ont montrés que plusieurs facteurs peuvent influer la teneur en
composés phénoliques, tels que des facteurs géographiques, climatiques, génétiques, ainsi que
le degré de maturation de la plante et la durée de stockage [81].

1.1.2. Effet scavenger du radical DPPH

L’extrait butanolique de Atriplex mollis (BEAM) a montré une augmentation progressive de
I'activité de piégeage des radicaux DPPH d'une maniere dependante de la dose (figure I11. 40)
.Cette augmentation atteint son maximum a 800 pg/ml. Ces résultats ont été comparés avec
aux standards de référence a savoir le BHA et le BHT. Selon la valeur 1Csg, I’effet scavenger
des radicaux DPPH était dans l'ordre suivant : BHA: 6.14+0.41ug/ml > BHT: 12.99+0.41
pg/ml > a-Tocopherol : 13.02+5,17 pg/ml > BEAM : 643,41+5,45 pg/ml.
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Figure 111.40 : Activité de piégeage du radical DPPH par I’extrait n-BuOH de I’espéce

Atriplex mollis (BEAM) et les standards. Les valeurs sont exprimées en en moyenne + écrat

type (n=3).
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1.1.3. Test de blanchissement du p—carotene

Le test du blanchissement du B-caroténe consiste a mesurer la capacité de 1’extrait de n-
BuOH de I’espece Atriplex mollis (BEAM) a inhiber I’oxydation du B-caroténe, qui dépend de
I’hydroperoxyde engendré par I’acide linoléique. Le B-carotene est un systéeme modeéle qui
subit une décoloration rapide en absence d’antioxydant [82].

Les résultats obtenus montrent que I’extrait BEAM a minimisé¢ 1’auto-oxydation du f-
caroténe par les hydroperoxydes (Figure 111.41). Cet effet est prononcé d’une maniere claire a
800 pg/ml (69,86 + 0,72 %, ICso: 190,81 + 3,03) par rapport aux références standard BHT et
BHA (95,58 + 0,19%; ICso: 1,05 £ 0,03 ; 99,66 + 0,52; Clso: 0,91 + 0,01 respectivement).
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Figure 111.41 : l'inhibition de la peroxydation lipidique de 1’extrait (BEAM). Les valeurs sont

exprimées en en moyenne * écart type (n=3).

1.2. Activité antibactérienne
Dans cette étude, I’activité antibactérienne de 1’extrait n-butanol de A. mollis (BEAM) a été
évaluée sur la croissance in vitro de quatre souches bactériennes a savoir P. aeruginosa, K.

pneumoniae, S. aureus et E. coli. Le tableau I11.18 indique les résultats.
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Tableau 111.18 : Activité antimicrobienne de ’extrait BEAM a différentes concentrations

Souches bactériennes 0.5mg/ml | Img/ml | 2mg/ml | 5 mg/ml 10mg/ml
Staphylococcus aureus 8 8.5 10 125 13
Pseudomonas aeruginosa 9 11 12 135 15
Klebsiella pneumoniae 7 9 9 9.5 11
Escherichia coli 6 6.5 7 7.25 9

Les résultats obtenus permettent de constater que la zone d’inhibition est variée de 6. Smm
a 15mm avec une importante zone d’inhibition.

Par ailleurs on note aussi que I’augmentation du diametre de la zone d’inhibition de
I’extrait correle directement avec 1’augmentation de la concentration.

Nous avons trouvé que toutes les souches présentent des sensibilités vis-a-vis I'extrait, la
souche la plus sensible est Pseudomonas aeruginosa qui donnent un diamétre de 15 mm.

D’aprés I’analyse du profil des polyphénols de I’extrait n-butanol, la rutine est le produit
majoritaire détecté avec d’autres flavonoides qui possedent des propriétés antibactériennes, en
particulier vis-a-vis des bactéries Gram + [83].

Pour ces composés, il semble que la présence de 2 groupements hydroxyles libres soit
essentielle a I’activité antibactérienne [84,85].

Les flavonoides agiraient a plusieurs niveaux : le cycle B jouerait un réle important dans
I’intercalation avec les acides nucléiques inhibant ainsi la synthése d’ADN et d’ARN des

microorganismes, ils peuvent également inhiber I’ADN gyrase d 'Escherichia coli [86].

2. Etude biologique in vivo
2.1. Activité anti-inflammatoire

Le criblage de I’activité anti-inflammatoire est réalisé par le test a la carragénine. Cet agent
phlogogeéne induit au niveau de la patte du rat un cedéme considéré comme un signe
caractéristique de I’inflammation et paramétre trés important dans I’évaluation de ’activité
anti-inflammatoire de plusieurs composés [87].

Le choix de I’extrait n-butanol est basé sur la richesse de ce dernier en composants
responsables de I’effet anti-inflammatoire tels que les polyphénols et les flavonoides.

L’injection de la carragénine 1% au niveau de la patte du rat provoque une inflammation
visible (Figure 111. 42) dans I’heure qui suit cette injection résulte par la libération de plusieurs

médiateurs chimiques qui sont responsables du processus inflammatoire [55].
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Figure I11. 42 : Effets de I’extrait BEAM sur ’cedéme de la patte induit par la carragénine

1% chez les rats.

Apres une heure d’injection de la carragénine, I’extrait n-butanol de I’espéce A.mollis s’est
révélé plus actif plus précisément a la premiere heure et a provoqué une diminution de
I’cedéme de la patte de 6.15+£0.11 mm a 5.50+0.52 mm avec un pourcentage d’inhibition égale
a 32.76%. Tandis que ’effet du diclofénac est moins important, avec une diminution de
I’cedeme de 5.90+0.13 mm a 5.80+0.09 mm et un pourcentage d’inhibition égale a 14.41%
(Figure 111. 43).

De plus, une diminution de I’épaisseur de I’cedéme a été observée dans le lot traité avec
I’extrait n-butanol aprés 120 min de l’injection de la carragénine de 5.50+0.52 mm a
4.97+0.21 mm avec un pourcentage d’inhibition maximal égale a 52.83%. De méme pour le

Diclofénac qui atteint un pourcentage d’inhibition maximal a 180 min égale a 80.99% (Figure

1. 43).
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Figure I11. 43 :

Pourcentage d’inhibition de I’inflammation par I’extrait n-butanol de I’espece

A.mollis et le Diclofénac.

D’autre part, la pharmacopée concede aux constituants polyphénoliqgues comme les

flavonoides et les acides phénoliques une activité anti-inflammatoire [88].

L’extrait n-butanol de I’espéce A.mollis pourrait soit :

v’ contenir des substances anti inflammatoire non hormonale qui bloguent ou freinent la

production des molécules pro-inflammatoire (prostaglandine) ;

v’ stimuler les glandes surrénales a produire davantage de cortisone qui exerce un effet

anti-inflammatoire ;

v’ soit diminuer le taux d’histamines (médiateurs des inflammations) dans le sang (plante

antihistaminique).

2.2. Evaluation de I’effet diurétique

2.2.1. Variation de la diurese en fonction du temps

Les résultats de variations de la diurése en fonction du temps pour la dose 50 mg/kg par

voie d’administrations orale sont représentés sur la figure I11. 44 voici quelques remarques

générales :

- Les animaux de Témoin 1, qui ne recoivent aucun produit, ont éliminés un faible volume

d’urine soit 6,19 ml/kg pendant quatre heures.

- pour les animaux de témoin 2, recevant 40 ml/kg de ’eau physiologique, le volume d’urine

éliminé est relativement considérable 19.44 ml/kg, on peut dire que le maximum de la

surcharge sodique administrée est éliminé dés les premiéres heures.
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- comparativement au témoin 2 les animaux du lot traité par HCTZ, le volume d’urine est
supérieur a ceux de témoin 2.

-I’administration de I’extrait n-butanol provoque une sécrétion moins faible en comparant a
celle du témoin 2 et de I’ HCTZ. Dans le cas de notre extrait, I’élimination d’urine par la voie

orale s’effectue dans la troisieme heure.

——témoin 1 témoin 2 —a—HCTZ —t—n-but A
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Figure I11. 44 : Variation de la diurése en fonction du temps aprés administration par voie

orale des différents extraits a la dose de 50ml/kg.

2.2.2. Valeurs du pH urinaire

Les valeurs du pH des urines collectées apreés 5 heures d’administration des différents
produits par voie orale sont rapportées sur la figure 111.45.

Le pH urinaire pour des témoins ainsi que pour HCTZ est basique, il est compris entre 9.12
et 9.79. Tandis que le pH urinaire de notre extrait est légérement basique. On remarque

seulement une diminution du pH apres traitement par 1’extrait n-butanol de I’espéce A.mollis.
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Figure 111.45 : Variation du pH urinaire

2.2.3. Variations de la concentration des ions Na* urinaires

La figure I11. 46 présente les données graphiques de la concentration des ions Na* urinaire
éliminé en 5 heures apres administration des produits par voie orale par la dose 50mg/kg.

La concentration du sodium urinaire éliminée par le témoin 2 qui regoit 40 mg/kg de I’eau
physiologique est de 3.15 mmol/kg pendant 05 heures.

L’effet natriurétique de I’ HCTZ avec une concentration de 7.43 mmol/05 heures. Tandis
que I’administration de notre extrait a provoqué une ¢limination de sodium
(3.57 mmol/kg pendant O5heures) est similaire de témoin 2 et moins important que celle
détecté par THCTZ. Ce qui implique que notre extrait ne provoque pas une élimination

prononcée du sodium.

[Na+] mmol/05 heures

Témoin 1 Témoin 2 HCTZ BEAM

Figure I11. 46 : Variations de [Na*] urinaire aprés un traitement par voie orale des différents
composeés aux doses de 50 mg/kg. Les valeurs sont exprimées en en moyenne + écart type
(n=3).
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2.2.4. Variations de la concentration des ions K™ urinaires

La figure 111.47 présente les données graphiques de la concentration des ions K™ urinaire
éliminé en 5 heures apres administration des produits par voie orale par la dose 50mg/kg.

La concentration de potassium urinaire pour les rats traités par I’hydrochlorothiazide est de
3.41 mmol/kg pendant O5heures.

Concernant notre extrait, 1’élimination du potassium est supérieure a celle de ’HCTZ et
du témoin 2. Cela présente une hypokaliémie enregistrée lors de I’administration de I’extrait

n-butanol de I’espéce A.mollis.

6 -

[ K+] mmol/05 heures
wJ

Témoin 1 Témoin 2 HCTZ BEAM

Figure I11. 47 : Variations de [K*] urinaire apres un traitement par voie orale des différents
composes aux doses de 50 mg/kg. Les valeurs sont exprimées en en moyenne + écart type
(n=3).

2.2.5. Variations de la concentration des ions Ca** urinaires
Les variations des concentrations du Ca®* urinaire aprés cinq heures d’un traitement par
voie orale des différents produits par la dose 50mg/kg sont rapportées sur la figure 111. 48.
L’analyse de ces résultats montre que ’HCTZ ainsi que notre extrait provoquent une
élimination calcique semblable a celle observée chez le témoin 2 avec :
-Une augmentation de la concentration urinaire du calcium lors de 1’administration de
I’HCTZ par la dose de 50mg/kg.
-Une diminution de la concentration urinaire du calcium lors de I’administration de I’extrait n-

butanol par la dose de 50mg/kg.
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Figure I11. 48 : Variations de [Ca*?] urinaire aprés un traitement par voie orale des différents
composés aux doses de 50 mg/kg. Les valeurs sont exprimées en en moyenne * écart type
(n=3).

Conclusion
Nous avons soumis 1’extrait n-BuOH des parties aériennes de 1’espéce A.mollis a des tests

de recherche des activités biologiques : antioxydantes (DPPH, blanchissement du -caroténe),
antibactérienne, anti inflammatoire et effet diurétique.

Sur la base des résultats obtenus dans la présente étude, nous concluons que I'extrait n-
BuOH d’A.mollis posséde des propriétés antioxydantes dans tous les modeéles d'oxydation
(DPPH, blanchissement du B-carotene).

L’activité antibactérienne de I’extrait butanolique a été évaluée sur quatre bactéries par la
méthode de diffusion sur disque solide. Quel que soit la souche bactérienne et/ou la nature
(origine) des germes utilisees dans ce travail, les présents résultats indiquent la présence d’une
Iégere action antibactérienne.

D’une autre part, I’extrait n-butanol de 1’espeéce A.mollis montre une activité anti-
inflammatoire considérable aprés deux heures d’injection de la carragénine, ainsi pour I’effet

diurétique qui apparait apres deux heures d’administration.
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C. Activité anticorrosion

1. Mesure de la perte de masse

Les résultats de la perte de masse de I’acier en milieu HCI 1M en absence et en présence

de [Dinhibiteur BEAM (I’extrait n-butanol de 1’espéce A.mollis)

concentrations sont regroupés dans le tableau 111.19.

Tableau 111.19: L’efficacité inhibitrice avec 1’absence et la présence de I’inhibiteur.

dans différentes

Concentration de I’inhibiteur en ppm | La perte de la masse (/cm?) | IE (%)
0 0.0124 .
100 0.0091 20.17
200 0.0083 27.19
300 0.0082 28.07
400 0.0080 29.82
500 0.0063 44.73

D’apres ces résultats on constate que la concentration de I’inhibiteur influe directement sur

I’efficacité inhibitrice (figure 111.49).

&
=
=
0
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Figure 111.49 : L’efficacité inhibitrice a différentes concentration de I’inhibiteur (Extrait n-

butanol de I’espéce Atriplex mollis).
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L’évolution de Iefficacité¢ inhibitrice corréle avec 1’augmentation de la concentration
d’inhibiteur, elle atteint 44.73% a 500ppm, cela confirme le phénoméne d’adsorption sur la

surface du métal utilisé [58].

2. Mesures électrochimiques
2.1. La polarisation potentiodynamique

Les courbes de polarisation cathodique et anodique de I’acier en milieu HCI 1M, en
absence et en présence de 1’extrait n-butanol des parties aériennes de 1’espéce Atriplex mollis

a différentes concentrations sont presentées dans la figure 111.50.
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Figure 111.50: Les courbes de la polarisation potentiodynamique de 1’acier de carbone

316L a différentes concentration de I’inhibiteur.
Les valeurs associées aux parametres électrochimiques déterminées a partir de ces courbes

ainsi que I’efficacité¢ inhibitrice de la corrosion obtenue sont regroupées dans le
tableau 111.20.
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Tableau 111.20 : Les paramétres de la polarisation potentiodynamique avec I’absence et la

présence de I’inhibiteur.

[conc] -Ecorr (MV) Icorr Ba (MV) -Be (MV) CR El (%)
ppm (MA.cm?) (mm.y?)
0 438.9 0.1662 123.9 93.4 194 | ...
100 321.3 0.0618 93.2 138.8 0.723 62.81
200 305 0.0403 50.5 145.6 0.470 75.75
300 287.1 0.0361 42.5 263.6 0.241 78.28

Nous remarquons d’aprés le tableau 111.20 qu’en présence de I’inhibiteur :
-Un deplacement des deux branches anodiques et cathodiques de la courbe de polarisation
semble indiquer que cet extrait agit comme un type mixte d'inhibiteur [89, 90].
-L'étude du tableau I11.21 a révélé que les valeurs de Ba changeaient en présence d’inhibiteur
alors qu'un changement plus prononcé se produisait dans les valeurs de Bc, indiquant que des
réactions anodiques et cathodiques étaient effectuées mais que l'effet sur les réactions
cathodiques était plus important. Ainsi, I’inhibiteur a agi comme un type mixte, mais
principalement un inhibiteur cathodique [91].
-L’addition de I’extrait aqueux au milieu corrosif conduit & une diminution des densités de
courant de corrosion au fur et a mesure que la concentration en inhibiteur augmente.
-Les efficacités inhibitrice de cet extrait corréle avec 1’accroissement de la concentration

atteignent 78.28% a 300ppm.

2.2. La spectroscopie d’impédance électrochimique (SIE)
Concernant les mesures d’impédance électrochimique, la figure I11.51 représente les
diagrammes de Nyquist de I’acier doux dans une solution HCl 1M en absence et en présence

des molécules inhibitrices de I’extrait n-butanol a différentes concentrations.
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Figure I11. 51: Les courbes de Nyquist de I’acier de carbone 316L a différentes concentration
de I'inhibiteur.
Le tableau Il11.21 regroupe relatifs aux mesures des

les parametres impédances

¢lectrochimiques de I’acier en milieu HCI 1M avec et sans extrait.

Tableau I11.21:Les parametres d’impédance électrochimique avec 1’absence et la présence de

Iinhibiteur.
[conc] ppm Cai (n F.cm?) Rs (Q. cm?) Rtc (Q. cm?) El (%)
0 0.724 156 2483 | .
100 0.145 15.75 189 86.86
200 3.604 81.53 265.8 90.65
300 3.324 35.83 348.9 92.88

Le comportement a la corrosion de l'acier doux dans une solution de HCI 1,0 M en
présence d’inhibiteur a été étudié par EIS apres 30 min d'immersion.
Aprés avoir analysé la forme des diagrammes de Nyquist, on conclut que les courbes

approximeées par un seul demi-cercle capacitif montrent que le processus de corrosion était
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principalement contrélé par transfert de charge [92]. Le diamétre des courbes de Nyquist
(Rtc) augmente lorsque la concentration en inhibiteur augmente. Ces résultats suggérent le
comportement d'inhibition de cet extrait sur la corrosion de I'acier 316L dans une solution de
HCI 1M.

Le circuit équivalent permettant la bonne description de ces types de spectres d’impédances
est donné dans la figure 111.52 ou I’ensemble constitué d’un élément constant de phase (CPE)
en parallele a une résistante correspondante a une résistance de transfert de charge (Rtc), est
en série avec une autre résistance de faible valeur correspondant a la résistance d’électrolyte

de la solution (Rs).
Rg R,

CPE

Figure I11. 52 : Circuit équivalent utilisé pour déterminer les spectres d’impédance.

Pour cette méthode aussi on constate toujours que ’efficacité inhibitrice augmente avec la
concentration de I’inhibiteur et peut atteindre 92.88 % a 300ppm. Ces résultats sont en bon

accord avec ceux déterminés a partir des courbes de polarisation.

Conclusion

Le travail réalise dans cette partie confirme [lattention focalisée sur les propriétés
anticorrosives des produits naturels d'origine végétale et 1’utilisation d’inhibiteurs verts.

L’¢tude de I’activité anti-corrosion de I’acier 316L en milieu HCI 1M de I’extrait n-
butanol de ’espéce A.mollis Desf. a été réalisee par différentes méthodes (perte de masse,
courbes de polarisation et mesures de I’'impédance électrochimique).

L’efficacité inhibitrice corréle avec 1’accroissement de la concentration et atteindre 78.28%
a 300ppm.

Les résultats obtenus montrent que cet extrait se comporte comme des inhibiteurs de
corrosion mixtes avec une tendance cathodique.

Le pouvoir d'inhibition de la corrosion de cet extrait pourrait étre dd a la présence de

constituants hétérocycliques notamment les flavonoides.
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Conclusion générale

Les plantes médicinales représentent une source inépuisable de substances et composes
naturels bioactifs, et restent la source prédominante de médicaments pour la majorité de la
population mondiale, en particulier dans les pays en voie de développement ou environ 40 %
des médicaments sont dérivés de la nature.

L'objectif de ce travail consistait a la caractérisation phytochimique, I’évaluation des
activités biologiques et détermination de ’activité anticorrosion des extraits n-butanol de deux
plantes médicinales algériennes (Thymus algeriensis et Atriplex mollis).

Ce travail visait ainsi sur le choix d’une source riche en principes actifs, la valorisation des
co-produits de cette source, la mise au point et 1’optimisation des conditions opératoires de
I’extraction de composés phénoliques en utilisant des différentes techniques.

L’extraction assistée par micro-ondes a montré son efficacité pour I’extraction de COMpOsEs
phénoliques a partir des deux espéces. L’étude des effets des principaux parametres
opératoires a permis d’identifier les paramétres les plus influents sur I’extraction. Les effets
positifs de la température, de la nature du solvant et de la durée observée lors de I’extraction a
partir des parties aériennes des deux especes étudiée.

Qualitativement, les analyses effectuées par la chromatographie en phase gazeuse couplée a
la spectrométrie de masse ont montré, la présence d’une multitude de variété de composés. Le
polymorphisme des composés des huiles de T. algeriensis analysés (caractérisées par le 1,8
cinéol, camphre et a-pinéne).

Afin de mieux caractériser les deux especes nous avons réalisés une chromatographie en
phase liquide a haute performance avec un détecteur UV a photodiodes pour les extraits
polaires.

Le principal composé présent dans les extraits aqueux de 1’espéce T.algeriensis était
I’acide benzoique, I'épicatéchine, l'acide chlorogénique, l'acide syringique, la naringine, la
catéchine et I'acide o-coumarique qui sont dotés d'importantes activités biologiques.

La rutine était le produit principal détecté dans I’extrait aqueux d’Atriplex mollis, avec
d’autre composés moins abondant tel que : ’acides p-hydroxybenzoique, acide sinapinique,
acide p-coumarique, acide vanillique et 1’acide t-férulique.

Concernant le taux des polyphenols et I’activité antioxydante des différents extraits des
deux especes étudiées, nous avons utilisé les tests de Folin Ciocalteu, le test au DPPH, le test

de blanchissement du -caroténe.
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L’activité antimicrobienne a été évaluée sur quatre germes a savoir : Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae et Escherichia coli par la méthode
de diffusion sur gélose. Les résultats obtenus ont montré que les extraits n-butanol des deux
especes manifestent une activité antibactérienne contre un certain nombre de bacteéries.

Les mécanismes d'action de chaque composé phénolique contre diverses bactéries sont tres
compliqués, il serait donc nécessaire d’étudier plus loin et de comprendre le rapport entre
I’activité antibactérienne et anti-oxydante et la structure chimique du composé phénolique
dans les extraits examinés.

Les extraits butanoliques des deux espéces étudiées ont manifesté une bonne activité anti-
inflammatoire et un effet diurétique acceptable.

En outre, I’évaluation du pouvoir inhibiteur de corrosion de ces extraits a été réalisée en
utilisant trois différentes methodes : La perte de la masse, La polarisation potentiodynamique
et la spectroscopie d’impédance électrochimique.

Les deux extraits de T.algeriensis et A.mollis ont montré une activité anticorrosion

importante.
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RESUMF

Ce travail vise la valorisation de deux plantes médicinales algériennes (T.algeriensis et
A.mollis) de la famille des Lamiaceae et Chenopodiaceae réputées pour leurs vertus
thérapeutiques.

L'objectif de ce travail consistait sur la mise au point et 1’optimisation des conditions
opératoires de 1’extraction de composés phénoliques en utilisant des différentes techniques.

L’analyse GC-FID et GC/MS de I'huile essentielle des parties aériennes de Thymus
algeriensis a montré que cette huile est majoritairement composée de 1,8-cinéole (25.12%),
camphre (18.33%) et le a-pinéne (8.29%) accompagnés d’autres constituants a des teneurs
relativement faibles : camphéne (5.16%), bornéol (5.07%), acétate de bornyl (3.38%),
caryophyllene oxide (3.15%) et le linalol (2.14 %).

L’extraction assistée par micro-ondes a montré son efficacité pour 1’extraction de composés
phénoliques a partir des deux especes.

Les extraits aqueux obtenus par cette extraction a partir des parties aériennes des deux
especes ont été analysés. L’ HPLC a révélé la richesse des extraits MAE en polyphénols allant
de 2508.85 a 11000.12 png/g PS pour T.algeriensis et de 558.17 a 832.56 pg/g PS pour
A.mollis.

L’analyse de la composition phénolique des extraits n-butanol obtenus a partir des parties
aériennes des deux espéces par HPLC, ainsi que la détermination des effets antioxydants,
antibactériens par les méthodes DPPH, blanchissement du B-caroténe et la diffusion sur
gélose respectivement montre une richesse des extraits éthanoligues en composés
phénoliques. Ces composés sont les principaux responsables de lactivité antioxydante
remarquable observée dans les essais. Les extraits ont révéle une bonne activité
antibactérienne.

On outre, ces extraits ont manifesté aussi une excellente activité anti-inflammatoire et un
effet diurétique acceptable.

Enfin, I’étude électrochimique en utilisant trois différentes méthodes (La perte de la masse,
La polarisation potentiodynamique, La spectroscopie d’impédance électrochimique) a permis

de confirmer I’activité anticorrosion des extraits butanoliques des deux especes étudiées.

Mots clés: Thymus algeriensis, Atriplex mollis, HPLC-PDA, polyphénols, activité

biologique, activité anticorrosion.



Abstract

In order to contribute to the valorisation of local medicinal plants, we were interested in two
medicinal plants (Thymus algeriensis and Atriplex mollis) of the Lamiaceae and
Chenopodiaceae family that very common in traditional medicine.

The objective of this work was to develop and optimize the operating conditions for the
extraction of phenolic compounds using different techniques.

The GC-FID and GC / MS analysis of the essential oil of the aerial parts of Thymus
algeriensis showed that this oil is predominantly composed of 1,8-cineole (25.12%), camphor
(18.33%) and a-pinene (8.29%) accompanied by other components at relatively low levels:
camphene (5.16%), borneol (5.07%), bornyl acetate (3.38%), caryophyllene oxide (3.15%)
and linalool (2.14%).

Microwave-assisted extraction has proved effective in extracting phenolic compounds from
the species studied.

The aqueous extracts obtained by this extraction from the aerial parts of the two species were
analyzed. HPLC revealed the richness of MAE extracts in polyphenols ranging from 2508.85
to 11000.12 ug / g PS for T.algeriensis and from 558.17 to 832.56 ug / g PS for A.mollis.

The analysis of the phenolic composition of the n-butanol extracts obtained from the aerial
parts of the two species by HPLC, as well as the determination of the antioxidant,
antibacterial effects by the DPPH methods, B-carotene bleaching and the agar diffusion
respectively, shows a wealth of ethanolic extracts of phenolic compounds. These compounds
are primarily responsible for the remarkable antioxidant activity observed in the tests. The
extracts revealed good antibacterial activity.

These extracts also showed excellent anti-inflammatory activity and an acceptable diuretic
effect.

Finally, the electrochemical study using three different methods (mass loss, potentiodynamic
polarization, electrochemical impedance spectroscopy) has confirmed the anticorrosion

activity of the butanolic extracts of the two studied species.

Key words: Thymus algeriensis, Atriplex mollis, HPLC-PDA, polyphenols, biological

activity, anticorrosion activity.
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Abstract: This study was performed to evaluate the metabolite recovery from different extraction
methods applied to Thymus algeriensis aerial parts. A high-performance liquid chromatographic
method using photodiode array detector with gradient elution has been developed and validated
for the simultaneous estimation of different phenolic compounds in the extracts and in their
corresponding purified fractions. The experimental results show that microwave-assisted aqueous
extraction for 15 min at 100 °C gave the most phenolics-enriched extract, reducing extraction time
without degradation effects on bioactives. Sixteen compounds were identified in this extract, 11
phenolic compounds and five flavonoids, all known for their biological activities. Color analysis
and determination of chlorophylls and carotenoids implemented the knowledge of the chemical
profile of this plant.

Keywords: color analysis; pigments; MAE; HPLC-PDA; SFE; Thymus algeriensis

1. Introduction

The genus Thymus belongs to the Lamiaceae family, which comprises about 400 genera. They
are mainly herbaceous, perennials, small shrubs occurring within the Mediterranean region, which
is the center of the entire genus, and are also characteristic in Asia, Southern Europe and North Africa
[1]. Historically, the aerial parts of Thymus species, rich in volatile constituents, have been commonly
used as herbal teas, condiments and spices. In addition, they have shown many ethnomedicinal
properties such as tonic, carminative, digestive, antispasmodic, antimicrobial, antioxidant, antiviral,
and anti-inflammatory activities [2]. Thymus leaves extracts, despite their frequent use as spice and
infusions, are used in traditional medicine as astringent, expectorant, antiseptic, anti-rheumatic,
diuretic, analgesic and cicatrizing agents. Thyme can also be used as a phytotherapy agent in
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veterinary (antispasmodic, antiseptic and digestive); it is applied as feed additives and for treating
diseases of pets and farm animals [3,4].

Thymus algeriensis Boiss. & Reut. (Thymus hirtus Willd. ssp. algeriensis) is the most widespread
North African species. It is endemic in Libya, Tunisia, Algeria and Morocco. T. algeriensis is largely
used, fresh or dried, mainly as a culinary herb. On the other hand, the species is used in traditional
medicine in respiratory disorders, against illnesses of the digestive tube and as anti-abortive [5-8].
The chemical composition of its essential oil has been previously studied with an exclusive attention
to the volatile components, although results of its biological activity are limited [9-12].

Due to the growing interest in the characterization of endemic plants in pharmaceutical,
cosmetic and food industry and as a part of our continuing investigation seeking new ways to
enhance the recovery of bioactive substances, different extracts from Thymus algeriensis aerial parts
were obtained by classical maceration, microwave-assisted extraction and supercritical fluid
extraction, and compared by means of their phenolic content by a validated quantitative and
analytical high performance liquid chromatography (HPLC-PDA) method. To the best of our
knowledge this is the first attempt to characterize this plant species for the presence of these
compounds which are well known to exert modulatory effects on biological systems.

To approach this issue, we decided to study the ability of three different extraction techniques
on the recovery of the most abundant phenolic secondary metabolites according to an HPLC-PDA
method validated in our laboratory [13]. After each extraction, some parameters were optimized in
order to improve the phenolic pattern profile in terms of recovery and amount of each constituent.
Hydroalcoholic extraction was then performed and compared with supercritical fluid (SFE) and
microwave-assisted (MAE) extractions in terms of yield and recovery. In particular, the application
of microwaves for heating the solvents and plant tissues in extraction process is known to increase
the kinetic of extraction, to reduce extraction time and solvent waste, to promote higher extraction
rate and to save costs compared to classical methods [14].

Moreover, SFE furnishes some operational advantages since it works with supercritical solvents
with different physicochemical properties such as graduable density, relatively high diffusivity and
low viscosity, thereby providing enhanced transport properties and faster extraction rates by means
of an easy diffusion through solid materials [15].

To gain an efficient and adequate metabolite recovery, a crucial control and successive
optimization of each parameter is necessary. Initially, in our experiments (MAE and SFE) we aimed
at limiting thermal degradation phenomena setting the temperature at 40 °C. Then, we modified
pressure for SFE, in order to modify the density of the supercritical fluid, and temperature for MAE,
to study the impact on phenolic recovery.

Successively, in order to improve the chemical composition knowledge of this plant, the aerial
parts were further characterized by color analysis using a device-independent color space (CIELAB
parameters) as defined by the "Commission Internationale de 1'Eclairage” and specific pigments
(carotenoids and chlorophylls) pattern. This comprehensive phytochemical profile could be used to
better corroborate the traditional use of this plant.

2. Experimental Section

2.1. Materials

Chemical standards: gallic acid, catechin, caffeic acid, chlorogenic acid, 4-hydroxy-benzoic acid,
vanillic acid, epicatechin, syringic acid, 3-hydroxy-benzoic acid, isovanillin, p-coumaric acid, rutin,
sinapinic acid, t-ferulic acid, naringin, 2,3-dimethoxy-benzoic acid, benzoic acid, o-coumaric acid,
quercetin, t-cinnamic acid, naringenin, carvacrol, harpagoside (all purity >98%) were purchased by
Sigma-Aldrich (Milan, Italy). Methanol, chloroform, ethyl acetate and n-butanol (HPLC-grade), acetic
acid (99%), acetonitrile (HPLC-grade) were obtained from Carlo Erba Reagenti (Milan, Italy). Double-
distilled water was obtained using a Millipore Milli-Q Plus water treatment system (Millipore
Bedford Corp., Bedford, MA, USA). All extractions were monitored by thin layer chromatography
(TLC) performed on 0.2 mm thick silica gel plates (60 F254 Merck) and the spots were detected under
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an ultraviolet (UV) lamp (at 254 and 365 nm). Column chromatography was carried out using Sigma-
Aldrich silica gel (high purity grade, pore size 60 A, 200-425 mesh particle size).

2.2. Plant Material

Samples of full bloom plants were collected from wild population in M’Sila region (Coordinates:
35°42'N 4°33'E), Algeria, in May 2016 and identified by Professor Mohamed Kaabeche (Biology
Department, University of Setif 1, Algeria). A voucher specimen has been deposited in the Herbarium
of the VARENBIOMOL research unit, University Freres Mentouri Constantine 1. Aerial parts were
manually separated, dried at controlled temperature (40 + 1 °C) in the dark until constant weight.
Then plant material was powdered to a uniform granulometry and stored in the dark at —20 °C, in
vacuum bags, until extractions and further phytochemical analyses.

3. Extraction Procedures

3.1. Hydroalcoholic Extraction and Fractionation

The air-dried aerial parts (leaves and flowers, 2.0 kg) of T. algeriensis were powdered (slight
grinding at controlled temperature, up to 35 °C) and macerated at room temperature with EtOH-
H20 70:30, (v/v) (15 L) for 24 h, four times with fresh solvent. After a filtration step, the extracts were
combined, concentrated under reduced pressure, diluted in H20 (800 mL) under magnetic stirring
and maintained at 4 °C overnight to precipitate chlorophylls. After a second filtration step, the
resulting solution was extracted with solvents with increasing polarities (chloroform, ethyl acetate
and n-butanol). Each extract was dried with anhydrous Na2SOs, filtered over Chromafil® PET 20/25
(0.2 ym pore size, Machery-Nagel AG, Oensingen, Switzerland) into brown glass vials and
concentrated under vacuum (up to 35 °C) to yield the following extracts: CHCls (7.42 g), EtOAc (4.19
g), n-BuOH (33.15 g).

The chloroform extract was further fractionated by column chromatography (on silica gel;
cyclohexane/diethyl ether, step gradients) to yield 31 fractions (F1-F31), combined according to their
TLC profiles. The ethyl acetate extract was also further fractionated by column chromatography (on
silica gel; CHCls/MeOH, step gradients) to yield 23 fractions (F1-F23), combined according to their
TLC profiles. The extracts/subfractions were collected in a vial at room temperature, the extraction
solvent was dried under a gentle N2 flow at room temperature and the residue stored at 20 °C until
chromatographic analysis (Figure 1).

i Plant material

(2.0Kg)

1) Grinding

2) Maceration

3) Filtration

4) Chlorophyll removal

Hydroalcoholic mixture
CHC[3 subfractioning
——

742g — FI1-F31

EtOAc subfractioning
419g —— FI1-F23

FEON sise

Figure 1. Schematic flowchart performed on Thymus algeriensis aerial parts.
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3.2. Supercritical Fluid Extraction (SFE)

The SFE extractor consists of a CO:z delivery pump (PU-2080-CO:, Jasco, Tokyo, Japan), a
thermostatic chamber with a 50 mL extraction column, an UV-Vis detector equipped with high-
pressure cell (875-UV, Jasco) and an automatic back pressure regulator (BP-2080 plus, Jasco). A
sample of triturated aerial parts (20 g) was packed in a 50 mL SFE extraction bulk. The plant material
was exposed to a dynamic extraction at 40 °C for 60 min with a CO:2 flow-rate of 3 mL/min. Two
different pressure values (10 and 30 MPa) were applied in order to modulate supercritical fluid
density as also reported in the literature regarding Thymus-related species [16]. After filtration over
Chromafil® PET 20/25 (0.2 um pore size, Machery-Nagel AG, Oensingen, Switzerland) into brown
glass vials, the extracts (yield 0.73% for 10 MPa and 0.65% for 30 MPa) were collected at room
temperature and stored at 20 °C until chromatographic analysis.

3.3. Microwave-Assisted Extraction (MAE)

MAE was performed using an automatic Biotage Initiator™ 2.0 (Uppsala, Sweden) characterized
by 2.45 GHz high-frequency microwaves and power range 0-300 W. The internal vial temperature
was strictly controlled by an infrared (IR) sensor probe. Ground samples were added with water (20:1
vw, liquid-to-solid ratio). Then, the suspension was transferred in a 10 mL sealed vessel suitable for
an automatic single-mode microwave reactor. MAE was carried out heating by microwave
irradiation at 40, 60, 80, 100 or 120 °C for 5, 10 or 15 min and then cooling with pressurized air. After
filtration over Chromafil® PET 20/25 (0.2 pm pore size, Machery-Nagel AG, Oensingen, Switzerland)
into brown glass vials, the extraction solvent was dried under a gentle N2 flow at room temperature.
The dried mixtures (yields between 8.3-10.1%) were stored at 20 °C until further chromatographic
analysis [17].

3.4. HPLC Analysis

HPLC-PDA phenolic pattern was evaluated by the validated method reported in the literature
[18], using an HPLC Waters liquid chromatography (model 600 solvent pump, 2996 PDA) and a
Phenomenex prodigy ODS(3) 100A 250 mm x 4.6 mm, 5 pm as column. Mobile phase was directly
on-line degassed by using a Biotech 4CH DEGASI Compact (Onsala, Sweden). Empower v.2 Software
(Waters Spa, Milford, MA, USA) was used to collect and analyze data. All extracts were weighted,
dissolved in mobile phase and then 20 uL were directly injected into HPLC-PDA system. For over
range samples, 1:10 dilution factor was applied. Data are reported as mean + standard deviation of
three independent measurements. The identification of individual compounds was carefully
performed on the basis of their retention time (verified also by UV-Vis spectra) by comparison with
those of pure standard compounds, without difficulties in peak tracking when multiple substances
co-elute (see supplementary Materials, section S1).

4. Color Analysis

CIELAB parameters (L*, a* b*, C*a and hab), as defined by the "Commission Internationale de
I'Eclairage", were determined on the powdered aerial parts of T. algeriensis using a colorimeter X-Rite
SP-62 (X-Rite Europe GmbH, Regensdorf, Switzerland), equipped with a D65 illuminant and an
observer angle of 10°. Color description was based on three parameters: L* that defines the lightness
and varies between 0 (absolute black) and 100 (absolute white), a* that measures the greenness (—a*)
or the redness (+a*) and b* that measures the blueness (—b*) and the yellowness (+b*). C*a (chroma,
saturation) expresses a measure of color intensity and ha (hue, color angle) is the attribute of
appearance by which a color is identified according to its resemblance to red, yellow, green, or blue,
or a combination of two of these attributes in sequence. Cylindrical coordinates C*a» and hab are
calculated from the parameters a* and b* using the equations C*a = (a*? + b*?)*> and hab = tan™!(b*/a*)
[19]. Three different powdered T. algeriensis aerial parts samples were analyzed. The results are
expressed as the mean value * standard deviation (SD).
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5. Carotenoids and Chlorophylls Analysis

The total carotenoids and chlorophylls a and b analysis in Thymus sample was performed
according to Solovchenko with some modifications [20]. The sample was homogenized with mortar
and pestle in 5 mL of chloroform-methanol (2:1, v/v) containing 0.01% butylated hydroxytoluene
(BHT) to inhibit peroxidation process. Moreover, homogenization was carried out with 50 mg of MgO
to prevent chlorophyll pheophytinization. The homogenate was passed through a paper filter and
after, distilled water was added to the amount of 0.2 of the extract volume. Finally, the mixture was
centrifuged in glass tube test for 18 min at 3000 g at 10 °C to complete separation of chloroform
fraction from methanol/aqueous one. The chloroform phase (lower phase) contained the hydrophobic
molecules (chlorophylls, carotenoids, lipids, etc.), while the methanol-water phase (upper phase)
contained the hydrophilic molecules. Absorption spectrum of the chloroform phase was recorded
with a Beckman Coulter DU 800 instrument in the range of 350-800 nm with a spectral resolution of
0.5 nm at a temperature of 20 °C. Both chlorophylls and the total carotenoid contents were determined
using absorption coefficient according to Wellburn (1994) [21]. Equations to determine the
concentrations of chlorophyll a (Ca) and b (Cb), as well as total carotenoid (Crot) contents are reported
below:

Ca=11.47 Aces6 — 2Ae6476;

Cov=21.85 Ass7.6 — 4.53 Asess;

Cror= (1000 Auso — 1.33Ca — 23.93 Cv)/202.

The data are reported as means of three replications and expressed as pg/mg DW (dry weight)
+ SD (standard deviation).

6. Results and Discussion

6.1. Hydroalcoholic Extracts and Subfractions

The aim of this analysis was to carry out a qualitative and quantitative study of the different
extracts or subfractions of T. algeriensis aerial parts, and also to compare the extractive procedures in
order to develop extraction methods with better yields (Table 1). The use of different solvents with
increasing polarity led to a preliminary but metabolite-oriented purification. Successive
subfractioning of CHCls and EtOAc extracts highlighted better the presence of specific secondary
metabolites based on the results obtained by means of our validated high performance liquid
chromatography-photodiode array detector (HPLC-PDA) procedure.

Ethyl acetate extract was the richest of phenolic constituents reaching p-coumaric acid and
benzoic acid the highest concentration in some isolated fractions (40.62 ug/g and 5.71 ug/g,
respectively), and catechin having the highest concentration in a successive isolated one (6.23 ug/g).

Finally, eleven compounds were identified in chloroform extract, among which naringenin and
benzoic acid resulted with the highest concentrations in the fractions F16 and F24 (8.97 ug/g and 10.92
ug/g, respectively), and only epicatechin was identified in the fraction F30 with the concentration of
6.78 ug/g.

Nine compounds were identified in the n-butanol fraction, including three flavonoids among
which epicatechin had the highest concentration (48.03 pg/g), while of the six phenolic acids present
in this fraction, o-coumaric acid resulted in the highest concentration (9.83 ug/g).

Table 1. Phenolic profile of main subfractions of Thymus algeriensis aerial part extracts obtained by maceration.

Content (ug/g + SD, DW)

Identified
F16 F24 F30 F27
Compound (CHCT) (CHCT) (CHCT) F13 (EtOAc)  F22 (EtOAc) (EIOA) n-BuOH
Catechin 1.12+0.01 6.23 +£0.05

4-Hydroxy- 1631+091  3.61+0.30 0.66 +0.02
benzoic acid
Vanillic acid 5.17+£0.11 0.23 £0.01 0.22 £0.01

Epicatechin 6.78 £0.12 0.55 +£0.01 48.03 +2.98

Syringic acid 1.93+0.11
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p-Coumaric 126+0.81  40.62+3.01 1.63+0.88 1.70 + 0.58

acid
Rutin 0.57 +0.02 452 +0.41
t-Ferulic acid 0.20+0.01 0.23 +0.01 146 +0.13 0.84 +0.01 0.55+0.01
Naringin 0.16 +0.01 4.02 +0.39 0.46 +0.01
23-Dimethoxy- (., 59 7.51+0.47 3524020
benzoic acid
Benzoic acid 139221 * 5.71+0.47

o-Coumaric 1.03 +0.09 9.83 +0.87

acid
Naringenin 8.97 £0.74 0.90 £ 0.03 0.47 £0.01
Carvacrol 0.43 +0.01
22.97 + 12.44 + 13.34 +
Total 1.01 1.03 6.78 +0.12 11.54 +0.99 66.58 +2.70 112 71.21 +2.40

DW: dry weight.

6.2. Supercritical Fluid Extraction (SFE)

The aim of this experiment was to study the influence of the operating pressure parameter on
the kinetics of the supercritical extraction process, in order to optimize the operative conditions and
to compare the performance with the other extraction methods, using the secondary metabolites
profile as discriminant marker.

We carried out two separate plant sample extractions at a fixed temperature of 40 °C, operating
with different pressure values (10 MPa and 30 MPa) in order to find the leading coordinates towards
the best extraction yield. We found that the increasing pressure did not improve either yield or the
phenolic recovery, with only slight effects on the vanillic acid amount. According to the quality and
the quantity of metabolites, the more interesting results were obtained under the following operating
conditions: 40 °C for the temperature and 30 MPa for the pressure (Table 2). Collectively, this method
afforded low amounts for phenolic compounds from T. algeriensis aerial parts.

Table 2. Phenolic profile of T. algeriensis aerial part extracts obtained by supercritical fluid extraction
obtained at two discrete pressure values.

Identified Compound Content (ug/g + SD, DW)
40 °C, 10 MPa 40 °C, 30 MPa
Gallic acid 0.10+0.01 0.10+0.01
Catechin 0.05+0.01 0.05+0.01
Vanillic acid 0.18 +0.02
Epicatechin 0.15+0.02 0.15+0.01
Isovanillin 1.49 +0.09 1.48 +0.06
p-Coumaric acid 0.17 +0.02 0.14 +0.01
Naringin 0.06 £0.01 0.06 £0.01
Harpagoside 0.10+0.01 0.10+0.01
Total 2.12+0.10 2.26 +0.10

DW: dry weight.

6.3. Microwave-Assisted Extraction (MAE)

Design and optimization of the microwave-assisted extraction of this plant were performed
keeping in mind the impact of different parameters (temperature, time, and solvent volume) on the
recovery of main metabolites profile used as discriminant marker.

The choice of the solvent, to afford the best extraction yield, is one of the most important steps
for the development of an extraction method. In order to obtain good results, a preliminary
microwave-assisted extraction based on water as a polar solvent (solvent volume: 20 mL; plant
material: 1 g; extraction time: 10 min) was applied and the best extraction temperature ranging from
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40 to 120 °C was evaluated by means of the results provided by HPLC method (see supplementary
Materials, section 52). Once selected the best temperature condition (100 °C), to obtain the most
diversified extract in phenolics, we tried extraction times of 5 and 15 min, obtaining the best
extraction yield with an extraction time of 15 min in the same solvent (water). Finally, we have
applied these conditions to select the best extraction solvent. The aqueous extract resulted richer in
plant secondary phenolic metabolites than the EtOH/H20 (70/30, v/v) extract, obtained in the same
conditions (Table 3).

The richest phenolic pattern was obtained in the previously selected conditions (temperature:
100 °C, time: 15 min) using water as the solvent. Several compounds were identified in this extract,
whose composition is reported in Table 3, which contained a complex mixture of plant secondary
metabolites belonging to the chemical classes of phenolic acids and flavonoids, both known for their
pharmacological activities.

The phenolic acids were identified as gallic acid, chlorogenic acid, vanillic acid, syringic acid, 3-
hydroxybenzoic acid, p-coumaric acid, sinapinic acid, ¢-ferulic acid, benzoic acid, o-coumaric acid.
Benzoic acid displayed the highest concentration (4145.75 pg/g) followed by epicatechin (246.752
ug/g), chlorogenic acid (1745.98 nug/g), syringic acid (615.20 ug/g), naringin (376.60 ug/g), catechin
(359.80 ug/g), and o-coumaric acid (341.55 pg/g). Flavonoids and phenolic compounds are the most
important groups of secondary metabolites and bioactive compounds in plants [22,23]. Two
important trends could be also extrapolated from the impact of the increasing temperature on the
recovery: first, some compounds (chlorogenic acid, t-ferulic acid, quercetin, isovanillin, epicatechin,
syringic acid, catechin and p-coumaric acid) reached the highest amount until 100 °C and then their
concentrations tended to diminish at higher temperatures. Secondly, other compounds (vanillic acid,
gallic acid, sinapinic acid, naringin, 2,3-dimethoxybenzoic acid, and o-coumaric acid) had their
maximum recovery at lower temperature and extraction time.

Table 3. High performance liquid chromatography-photodiode array detector (HPLC-PDA) analysis
of the phenolic profile of Thymus algeriensis microwave-assisted extracts.

Content (ug/g + SD, DW)
100 °C,

Identified 40°C, 60 °C, 80 °C, 10 120°C,  100°C,  100°C, 100 °C,
Compound 10 min, 10 min, 10 min, min 10 min, 5 min, 15 min, 15 min, EtOH/H20
water water water ! water water water 50:50
water
Gallicaciq  3651%  7284x  2457% 2805 203lx  970x  37.97%
0.23 036 021 0.19 0.20 0.09 025
Catechin 4669+ 23891+ 4523+  359.80+
0.33 1.66 0.18 1.98
Chlorogenic 11834+ 120398  1090.00+ 176664 93004+ 157040+ 174598
acid 1.01 +5.29 477 +5.13 3.99 433 +5.65
4-Hydroxy-
benzoic 18.38 37.38 +0.66
) 0.20
acid
Vanillic 3756+ 5017+ 9.73 + 17674+ 2392+
acid 071 0.98 0.12 1.02 0.66
. . 81321+ 167551 82140+ 20062+ 246275
Epicatechin 229 +3.95 3.02 1.15 +2.00 66.11+0.99
Syringic 1786+ 5222+ 31518 74763+ 61520+
acid 0.99 1.39 +3.00 3.23 4.03
S-Ee};\dzl;?ity- 24331+ 5794+ 21238 7062+ 7506+ 16673+ 19825051
: 221 0.98 +1.75 0.67 0.60 1.02
acid
. 22375+ 24812+ 27111  59.05+ 6821+ 4042+
Isovanillin 197 1.88 +2.04 0.77 0.67 078 20037:+1.09
p-Coumaric 1578+ 1407+ 2165+ 4000+ 2305+ 1882+ 10699+ 62,004 0.1
acid 0.13 0.29 0.28 0.32 027 023 0.77 peED
, 3970+ 37542+  37.63+ 8945+ 1622+  196.89 +
Rutin 0.23 1.01 0.65 0.69 0.09 1.00 55.32£0.55
Sinapinic 496+  3158x .. 553r 526x  2964x  4620% 8482010

acid 0.13 0.60 0.17 0.18 0.60 0.63
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#-Ferulic 1989+ 1422+ 2756+ 2172+ 186972+ 140.64+
acid 0.99 0.50 0.52 0.54 201 0.73
. 89.63+ 38592+ 17946+ 2964+ 3131+ 13237+ 376.60+
Naringin 0.98 212 2.03 023 0.24 1.00 277 161191 +2.49
2,3-
dimethoxy- 52037+ 121275 22284+
benzoic 202 +584 1.95 507.77+2.39
acid
Benzoic 145582+ 489651 242566+ 239382 269797 388974+  4157.75
acid 3.39 +5.77 423 +478  +500 477 +4.67
o-Coumaric 22774+ 34886+  37.66+ 2351+ 3027+ 81241+ 34155+
. 163.21 +0.99
acid 1.04 220 045 0.29 0.28 2.00 117
Ouercetin 6304+ 7471+ 5952+ 6860+ 18072+
0.20 0.23 0.20 0.28 0.77
2508.85+ 908430 536213+  7009.51 5009.41 973114+ 11000.12
Total 5.36 +8.12 499 +854  +412 7.98 +9.96 2732.38 £5.88

DW: dry weight.

The experimental results show that aqueous extraction, assisted by microwave at temperature
100 °C and for a time of 15 min, produced a phenolic-enriched extract of Thymus algeriensis aerial
parts.

6.4. Color Analysis

Dry samples of Thymus algeriensis aerial parts were blended in a mixer and further homogenized
in a mortar. The samples of blended powdered dry leaves of Thymus showed a nonhomogeneous
color in which three different shades could be evidenced, a pale beige, a pale pink and a pale green.
Conversely, the mortar homogenized samples displayed a more homogeneous light brown color
characterized by two only pale nuances, a pale green and an undefined pale shade among beige, pink
and orange. The tristimulus colorimetry was employed in this study to evaluate the color properties:
the colorimetric data and the mean value, completed by the standard deviation, of three different
samples, are reported in Table 4.

It is not possible to give an interpretation for comparison of this CIELAB colorimetric analyses,
because only few data are available in literature about colorimetric studies on aerial parts in general,
and no data are disposable for this plant in particular. Moreover, as known, the colorimetric
parameters are deeply influenced by several different factors [24,25], among which storage
temperature, humidity, light exposition, besides the standard conditions applied, according to the
Commission Internationale de I'Eclairage (CIE). In this work a D65 illuminant, sunlight simulating,
with an observer angle of 10°, was used. Reflectance curve is reported in Figure 2. Only a weak yellow
parameter (light positive b*) can be shown, in line with the phenolic profile denoted by the HPLC
analysis.

Table 4. Color analysis using a device-independent color space (CIELAB parameters), as defined by
the "Commission Internationale de 'Eclairage”, data of Thymus algeriensis aerial parts.

CIELAB Parameters Mean Value SD

L* 51.25 191
a* 1.09 0.36
b* 5.53 0.69
C*a 5.64 0.72

Hab 78.90 3.28
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Figure 2. Reflectance analysis of Thymus algeriensis aerial parts.

6.5. Pigments Determination (Total Carotenoids, Chlorophyll a and Chlorophyll b)

T. algeriensis aerial parts plant displayed significant differences in analyzed pigments
concentration. It is possible to notice that chlorophyll a content (0.0529 + 0.0072 pg/mg) is higher
compared with the other pigments (chlorophyll b =0.0452 + 0.0069 pg/mg and carotenoids 0.0165 +
0.007 ug/mg) (p < 0.002) (Figure 3), but chlorophyll b was present in good proportion, as expected in
shade plants. Generally, the concentration of chlorophyll a (Chl a) is two to three times the
concentration of chlorophyll b (Chl b) due to the importance of chlorophyll a as the primary pigment
in photosynthesis. However, a greater proportion of Chl b improved light-collection ability of the leaf
in the region of far-red light. In this plant, the value of the Chl a/b ratio was 1.17, indicating a high
chlorophyll a content. Chl a/b ratio can be a useful indicator of nitrogen partitioning within a leaf and
this ratio is predicted to respond to light and nitrogen availability. In particular, Chl a/b ratio should
increase with increasing irradiance at a given nitrogen availability [26]. Regarding total carotenoid
concentration, our finding showed an amount about three times lower than chlorophyll a (0.0165 +
0.007 pug/mg and 0.0529 + 0.0072 pg/mg, respectively) (Figure 3). High carotenoid contents are
revealed under high insolation level, because in this case they act as protectors from photoinhibition
[26]. The quali-quantitative evaluation of these ubiquitous bulk substances is of crucial interest not
only due to their role in the protection against oxidative stress [27], but also for their interference with
biological assays generating false positive and negative results [28].

-

Thymus F—

0.0000 0.0200 0.0400 0.0600 0.0800
| Total carotenoids Chlorophyll b

B Chlorophyll a

Figure 3. Pigments concentration in T. algeriensis aerial parts (ug/mg + SD).
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7. Conclusion

The study of endemic plants could support their ethnobotanical use by means of a wide
comprehension of the qualitative and quantitative phytochemical profile. After the evaluation of
color parameters and pigment content of the aerial parts of T. algeriensis, we developed an HPLC
method with diode array detection for the quantitative and qualitative estimation of phenolic
compounds obtained by different extraction methods. Three extraction methods have been carried
out in this work for the purpose of developing extractions under the best conditions. The results of
the present study revealed important data regarding the phenolic composition of Thymus algeriensis
aerial parts up to now; several phenolic compounds known for their pharmacological properties were
identified and quantified in different extracts of this plant. MAE was shown to be the best-performing
procedure. The presence of a significant amount of respective bioactive components in this plant and
the variation of quantity based on the polarity of the solvent used for the extraction process ensured
its unequivocal recommendation for use in the pharmaceutical and nutraceutical sector.

Supplementary Materials: The following are available online at www.mdpi.com/link, Section S1: Chemical
standards resolution in HPLC-PDA method and gradient elution profile, Section S2: HPLC-PDA chromatograms
obtained for MAE optimization.
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Abstract: A method using high-performance liquid chromatography coupled with a photodiode
array detector was proposed for the rapid characterization of different phenolic constituents from
the extracts of Atriplex mollis aerial parts. Atriplex species are known for their multiple biological
activities, but no information is available in the literature about A. mollis. With the aim to firstly
characterize the main secondary metabolites of this plant, so as to orient better the biological
evaluation, we applied three different extraction procedures and compared the chromatographic
results. Microwave-assisted extraction gave the best yield and recovery of important compounds
such as gallic acid, catechin, chlorogenic acid, p-OH benzoic acid, rutin, sinapinic acid, t-ferulic acid,
naringenin and benzoic acid. These constituents belong to three important chemical classes: phenolic
acids, flavonoids and monoterpenes. Color evaluation and analysis of chlorophylls (a and b) and
carotenoids complete the preliminary profile of this plant. From these analyses, Atriplex mollis
is a source of bioactive compounds (especially rutin, ¢-ferulic acid and gallic acid) and could be
recommended as a plant of phyto-pharmaceutical relevance, opening new perspectives on this
salt-tolerant plant.

Keywords: Atriplex mollis; SFE; MAE; HPLC-PDA; color analysis; pigments

1. Introduction

Chenopodiaceae are widespread throughout the world, but have a strong preference for saline clay
soils, living mainly in arid and semi-arid climates as xero-halophyte saltbushes [1]. Over 400 species
of Atriplex have been identified. The Mediterranean basin has 40-50 Atriplex species with 15 growing
in Algeria [2,3]. Chenopodiaceae are dicotyledonous flowering plants with no petals, the leaves are
often covered by trichomes, pedicellate glands with heads formed by a large cell filled with salty water.
The stem cross section shows vascular bundles widely scattered on stele or distributed in multiple
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concentric rings, as adaptive arrangement to salty and sandy environment [4,5]. Unlike other vascular
plants, salt-tolerant species, endowed with high physiological plasticity, are able to survive under
stressful conditions. Indeed, as halophytic adaptation to the salinity of soils, these species raise their
osmotic concentration to high values as they consequently accumulate a large quantity of salts [6-8].

The previous phytochemical analyses of some Atriplex spp. reported the presence of several classes
of secondary metabolites such as saponins, glycosides, flavonoids, tannins, terpenoids, alkaloids,
and proteins as well as amino acids and long-chain alcohols. Additionally, no essential oils were
found in these species, but they were characterized by high amounts of sulfur-derived compounds and
minerals. Particularly, the content of proteins and amino acids changed during plant growth [9,10].
Compared with other species, and as far as our literature survey could reveal, no phytochemical
investigations on Atriplex mollis Desf. aerial parts were previously reported. This prompted us to
choose this species (widespread and endemic in Algeria) for an extensive phytochemical study with the
aim of determining the main bioactive secondary metabolites (phenolics, carotenoids, and chlorophylls).
Indeed, halophytes are well known for their ability to react with toxic reactive oxygen species, since they
evolved an over-expressed antioxidant system and, as a response to abiotic stress, provide high
levels of phenolic compounds [9]. Additionally, it was demonstrated that specific responses to salt
stress adaptation in halophytic plants could be related to flavonoids, sulfolipids, and polyphenols
over-production [11,12].

In order to contrast the salt-induced damage, halophytes also increase the chlorophyll and
carotenoid content for the maintenance of cellular and physiological homeostasis, thus confirming the
important role (and, consequently, the determination) of these small non-enzymatic molecules.

Natural polyphenols (anthocyanins, tannins, flavanones, isoflavones, resveratrol and ellagic
acid) are currently used in the industry as nutraceuticals and/or functional foods. Among them,
halophytes could be valuable sources for economical applications not only for their phenolics pattern,
but also for their carotenoids and pigments content. They are important in plants for normal growth
development and defense. Furthermore, due to the presence of these compounds, this plant could
be popularized for food and medicinal purposes as antioxidant, anti-allergic, anti-inflammatory,
anti-thrombotic, cardio-protective and vasodilatory agent.

Ethnobotanists have not suggested any traditional use of this species, although some biological
activities have already been described for various species of Chenopodiaceae [9]. The majority of
studies on Atriplex spp. investigated adaptive morphological and physiological responses under
salinity stress [13] and the potential use as a fodder for livestock [14], without considering this native
Algerian species as a suitable candidate to be used as a cash crop (edible and ornamental plant,
fodder, bio-fuel, folk medicine, and source of chemicals) or investigating the chemical composition.
In recent years, the polyphenol market has increased attention on nutraceutical and functional foods
for human consumption, and prompted research towards the development of extractive technologies
to accomplish the requirements of food industry.

In the framework of green chemistry, the present study was aimed at screening and identifying
for the first time the main components from different extracts (maceration, supercritical carbon dioxide
extraction, and microwave-assisted extraction) of A. mollis aerial parts monitored by a validated
multi-component analysis with high performance liquid chromatography coupled with photodiode
array detector (HPLC-PDA). As recently highlighted in the literature, due to the huge differences
in terms of polarity, solubility, stability, and concentration of these metabolites, a single solvent or
extraction procedure may not furnish a comprehensive total metabolite pattern. The precise knowledge
of the specific metabolite content should guide a rational biological evaluation according to the concept
of a “hypothesis-driven approach”, thus preserving the limited biodiversity of this endemic species.
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2. Experimental Section

2.1. Chemicals

Standard chemicals for the wide chromatographic analyses (caffeic acid, gallic acid, naringenin,
carvacrol, catechin, chlorogenic acid, epicatechin, 4-hydroxy-benzoic acid, ¢-ferulic acid, naringin,
vanillic acid, p-coumaric acid, rutin, syringic acid, benzoic acid, o-coumaric acid, 3-hydroxy-benzoic acid,
sinapinic acid, 2,3-dimethoxy-benzoic acid, quercetin, harpagoside, f-cinnamic acid (all purity > 98%))
as well as HPLC-grade methanol, chloroform, n-butanol, ethyl acetate, acetonitrile and glacial acetic acid
were purchased by Sigma-Aldrich (Milan, Italy) and required no further purification. Double distilled
water was produced by a Millipore Milli-Q Plus device (Millipore Bedford Corp., Bedford, MA, USA).
All extractions were preliminarily monitored by thin layer chromatography on 0.2 mm thick silica gel
plates (60 Fps4 Merck, Kenilworth, NJ, USA) and the spots were visualized at 254 and 365 nm under an
ultraviolet (UV) lamp. Flash column chromatography was performed using Biotage Isolera™ system
with cartridges packed with Biotage® HP-Sphere™ spherical silica (Biotage AB, Uppsala, Sweden).

2.2. Plant Material

The plant material was collected from Bershka region (Coordinates: 34°48'N 5°41’E), Algeria,
in May 2016. The plant was identified by Prof. M. Kaabeche (Biology Department, University of
Setif 1, Algeria). A relative specimen voucher has been registered in the Herbarium of Freres Mentouri
University, Algeria.

3. Extraction Techniques

3.1. Maceration and Further Fractionation

A proper quantity (2 kg) of aerial parts of A. mollis was dried at room temperature (until constant
weight, 842 g of dry weight), cut and powdered (50 mesh), and macerated three times (24 h for
each time with fresh solvent mixture) with ethanol:water (80:20, v:v, 15 L). After filtration and
evaporation at T < 40 °C, the crude extract was partitioned between water and solvents at increasing
polarity (following a liquid-liquid extraction) in order to obtain more metabolite-oriented subfractions:
chloroform, ethyl acetate and n-butanol. Each extract was dried with anhydrous Na;SOy, then filtered
and evaporated under reduced pressure at T < 40 °C to give CHCl;3 extract (2.57 g), EtOAc extract
(2.67 g) and n-BuOH extract (20.31 g).

The chloroform extract was further fractionated by flash chromatography (MeOH/CHCI3,
step gradients) to provide 17 fractions. Successively, the EtOAc extract was fractionated by flash
chromatography (MeOH /CHCl3, step gradients) to provide 18 fractions (Figure 1). Each sample was
stored in a sealed bag in the dark at —20 °C.

3.2. Supercritical Fluid Extraction (SFE)

The extractor for Supercritical fluid extraction (SFE) was equipped with a carbon dioxide delivery
pump (PU-2080-CO;, Jasco, Tokyo, Japan) connected to a thermostatic chamber with a 50 mL extraction
column, an UV-Vis detector with high pressure cell (875-UV, Jasco) and an automatic back pressure
regulator (BP-2080 plus, Jasco). 20 g of powdered plant material (50 mesh) were packed in a 50 mL SFE
extraction bulk and then exposed to a dynamic extraction with a CO, flow-rate of 3 mL/min (40 °C,
60 min). Two discrete pressure conditions, namely 10 and 30 MPa (carbon dioxide density: from 628.7
to 910 kg/m3), were chosen in order to tune supercritical fluid density. After vacuum filtration over
Chromafil® PET 20/25 (0.2 pm pore size, Machery-Nagel AG, Oensingen, Switzerland) into dark
glass vials, the extracts were pooled at room temperature and kept under refrigerated condition until
chromatographic analyses.
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Figure 1. Experimental maceration and subfractioning flowchart performed on A. mollis aerial parts.

3.3. Microwave-Assisted Extraction (MAE)

Microwave-assisted extraction (MAE) was carried out by means of a single-mode microwave
reactor automatic Biotage Initiator™ 2.0 (Biotage AB, Uppsala, Sweden) characterized by power range
0-300 W and 2.45 GHz microwaves. The internal vessel temperature was monitored by an infrared
(IR) sensor probe. Powdered samples (50 mesh) were suspended in water to obtain a liquid-to-solid
ratio of 20:1 (v:w) and transferred into a sealed vial. MAE was performed at discrete temperatures
(40, 60, 80, 100 or 120 °C) for 5, 10 or 15 min and then cooling by pressurized air. For many solvents,
the superboiling temperature under microwave irradiation, in a closed vessel, can be 10-40 °C higher
than their classical boiling points [15]. Then, the suspension was vacuum filtered over Chromafil®
PET 20/25 (0.2 pm pore size, Machery-Nagel AG, Oensingen, Switzerland) into dark glass vials
and the extraction solvent (water) was freeze-dried by lyophilisation (VirTis, Gardiner, NY, USA).
The dried samples were carefully packed in an airtight polyethylene bag at —20 °C until further
chromatographic analyses.

3.4. HPLC-PDA Method for the Analysis of Phenolic Compounds

HPLC-PDA phenolic determination followed a published and validated method [16]. All dried
extracts were weighted, dissolved in mobile phase and injected (20 pL) into the HPLC-PDA
system. Data are displayed as mean + standard deviation (SD) of three independent measurements.
The identification of each phenolic compound was assessed considering UV-Vis spectra and retention
time compared to pure standard compounds. The quantification was carried out using an external
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standard method with commercially available and high purity phenolics. Analytical figures of merit
on the validation of this method were corroborated after evaluation of matrix interferences. Thus,
this method was reasonably sensitive to detect the compounds in real matrices.

4. Color Evaluation

Colorimetric CIELAB parameters, namely L*, a*, b*, C*,, and h,y,, are defined by the “Commission
Internationale de I'Eclairage” and determined on the ground A. mollis aerial parts using a colorimeter
X-Rite SP-62 (X-Rite Europe GmbH, Regensdorf, Switzerland), characterized by a D65 illuminant and
an observer angle of 10°. Three color parameters were assessed: L* (lightness), a*, greenness (—a*) or
redness (+a*) and b*, blueness (—b*) or yellowness (+b*). Cylindrical coordinates C*,,, and h,}, were
extrapolated from a* and b* following the equations C*y, = (@*? + b*Z)% and h,p, = tan~1(b*/a*) [17].
The dried aerial parts of the plant were firstly powdered (50 mesh) in a commercial blender
(MJ-220BP01A, Guangdong Co., Ltd., Guangdong, China) for homogeneity. The obtained powders
were divided into four aliquots with a little different apparent granulometry and analyzed. The results
are given as mean value =+ standard deviation (SD).

5. Pigment Determination

The total carotenoids and chlorophylls a and b determination for the Atriplex sample was carried
out according to Solovchenko and co-workers (2001) with slight modifications [18,19]. The sample
was powdered (50 mesh) with mortar and pestle in 5 mL of chloroform-methanol (2:1, v/v) mixture
containing 0.01% BHT to limit peroxidation. In addition, homogenization was performed with MgO
(50 mg) to inhibit chlorophyll pheophytinization. After filtration, distilled water was added in order to
reach the 20% of the total extract volume. Lastly, the suspension was centrifuged for 18 min at 3000x g
at 10 °C to achieve the phase separation. Absorption spectrum of the chloroform phase was registered
in the range of 350-800 nm with a Beckman Coulter DU 800 instrument with a spectral resolution
of 0.5 nm at 20 °C. Both chlorophyll and the total carotenoid amounts were evaluated according to
Wellburn (1994) [20]. Data are displayed as mg/g dry weight (DW) &+ SD (n = 3).

6. Results and Discussion

6.1. HPLC Analysis of Hydroalcoholic Extract and Subfractions

In order to improve the extraction methods and the yield of the different secondary metabolites
extracted by medicinal plants, we have carried out this analysis in which the polyphenols of the
different hydroalcoholic extracts and their isolated fractions could be qualified and quantified (ug/g
DW = SD). In Table 1, we reported only the subfractions containing at least one of the phenolic
compounds detectable by our chromatographic procedure.

Extracts at increasing polarity (chloroform, ethyl acetate and n-butanol) were obtained from
the ground aerial parts of A. mollis and analyzed by our simple, accurate (precise and true)
HPLC-PDA method. These constituents belong to three important chemical classes: phenolic acids,
monoterpenes and flavonoids. The ethyl acetate extract was the most characterized in phenolic
compounds by comparison with the other two extracts. It was characterized by high amounts
of p-hydroxy benzoic acid, rutin and catechin with the highest concentration in some isolated
fractions (115 pg/g, 65 ng/g, and 34 ug/g, respectively). It is also worth noting that epicatechin,
3-OH,4-MeO benzoic acid and benzoic acid were identified in three subfractions of ethyl acetate
extract at a lower extent. Sixteen compounds were detected in the fractions isolated in the chloroform
extract, with epicatechin, p-coumaric acid and vanillic acid at the highest concentration (158 ug/g,
249 ug/g, and 42.2 ng/g, respectively). Carvacrol was also identified in the chloroform extract
with the concentration of 0.44 pg/g in the fraction F7. Finally, eight compounds were assessed
in the n-butanol (n-BuOH) extract, which proved to be the less enriched in phenolic compounds,
among them, the flavonoid rutin (12.3 pug/g), the phenolic acid 3-hydroxy benzoic acid (1.5 pug/g)
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and the monoterpene carvacrol (0.15 pg/g). Collectively, a specific phenolic profile with predominant
amounts of rutin, 3-hydroxy benzoic acid and chlorogenic acid was evidenced by these analyses.

Table 1. Qualitative and quantitative phenolics profile of the main subfractions of Atriplex mollis aerial
parts extract by maceration. In the table, the mean values and standard deviations of three independent
measures are reported.

Phenolics Content (ug/g DW + SD)

Identified Compound F4 F7 F13 Fo F10 F16
(CHCl)  (CHCl)  (CHCl)  (HtOAO  (BtOA)  (BtoAg  "BuOH
Gallic acid 0234002 070+0.07 15+£01 0.84+0.07
Catechin 99+09 094+£008 27401 340422 0.80+0.06
Chlorogenic acid 1.0£0.1
p-Hydroxy-benzoic acid 0.36 &= 0.04 115+ 8 0.49 & 0.05
Vanillic acid 046 +006 79407 422+13 13+01 048£0.05 77+£07
Epicatechin 2.6 +£0.1 32+£02 158 £ 10 22+03 40+03 8.6+0.8  0.3140.02
Syringic acid 22+01 03740.03
3-Hydroxy benzoic acid 0.19 £ 0.02 1.5+£0.1
3-OH,4-MeO benzoic acid ~ 0.53 & 0.05 19+02 023£002 6.0+£05 41+04
p-Coumaric acid 249 +12 203 +23
Rutin 91408 65.1 £53 1.0£0.1 123 £0.2
Sinapinic acid 8.6 £0.8 1.8+0.1
t-Ferulic acid 1.8+£02  0.93 £0.08
Naringin 017 +0.02 58403 63+02 017 +0.01 9.6+ 0.8
2,3-Dimethoxy-benzoic acid 0.28 £+ 0.02
Benzoic acid 23+0.1 26+03 126 £1.5 38+04 025+002 74+05
o-Coumaric acid 0.28 £+ 0.02 0.17 £ 0.01 0.84 £+ 0.07
Quercetin 0.96 + 0.08
t-Cinnamic acid 0.51 &+ 0.04
Naringenin 016 £001 72407 0.11 £0.01
Carvacrol 019+0.01 04440.02 0.28+£0.02 0.15 £ 0.01
Total 319 29.8 241 157.5 80.1 76.3 17.1

DW: dry weight.

6.2. HPLC Analysis of Supercritical Carbon Dioxide Extracts

In order to compare qualitative and quantitative results from different extraction methods, we also
performed supercritical fluid extraction. The SFE-derived extract quality was evaluated in terms of dry
extract yield and recovery of secondary metabolites from aerial parts of A. mollis. The SFE was carried
out at fixed temperature (40 °C) to avoid phenolic degradation/oxidation and at two discrete pressure
values (10 and 30 MPa). The better extraction, expressed as yield (yield 0.62% for 10 MPa and 0.82%
for 30 MPa) and quantity of secondary metabolites, resulted at higher pressure (Table 2). Twelve and
eleven metabolites were identified and quantified in the extracts at 10 and 30 MPa, respectively.
These constituents belong to the chemical classes of phenolic acids, flavonoids and monoterpenes.
Phenolic acids identified were gallic acid, vanillic acid, syringic acid, p-coumaric acid, sinapinic acid,
t-ferulic acid, 2,3-diMeO benzoic acid, and benzoic acid, with sinapinic acid resulting in the highest
concentration (2.39 ug/g). Conversely, flavonoids were identified as catechin, epicatechin, rutin with
epicatechin resulting the most abundant (0.76 ng/g). Additionally, in the 30 MPa extract an iridoid
glycoside was identified—harpagoside—at concentration of 0.20 pug/g. Several investigations have
found that harpagoside-containing extracts have good anti-inflammatory and analgesic activities in
multiple models of acute inflammation [21,22]. Collectively, SFE provided a relatively small amount of
phenolic compounds due to the non-polar nature of the solvent.
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Table 2. Qualitative and quantitative phenolics profile of Atriplex mollis aerial part extracts by
supercritical fluid extraction.

Phenolics Content (ug/g DW =+ SD)
40 °C, 10 MPa 40 °C, 30 MPa

Identified Compound

Gallic acid 0.04 £ 0.01 0.02 +0.01
Catechin 0.21 £ 0.05 0.32 £ 0.03
Vanillic acid 0.29 £ 0.06 1.75 £ 0.09
Epicatechin 0.76 £ 0.05
Syringic acid 0.14 +0.02
3-OH,4-MeO benzaldehyde 0.25 £ 0.04 0.82 £0.03
p-Coumaric acid 0.24 +0.07 0.04 +0.01
Rutin 0.06 £ 0.01
Sinapinic acid 0.07 = 0.01 2.39 +0.08
t-Ferulic acid 0.33 £ 0.07 0.34 £ 0.04
Naringin 0.38 = 0.06
2,3-diMeO benzoic acid 0.04 £ 0.01 0.003 4+ 0.001
Benzoic acid 0.08 &+ 0.01
Harpagoside 0.20 £ 0.05
Naringenin 0.06 £ 0.01
Total 2.05 6.78

DW: dry weight.

6.3. HPLC Analysis of Microwave-Assisted Extracts

Lastly, keeping constant the use of a non-toxic solvent, we performed MAE to study the recovery
of selected metabolites from A. mollis aerial parts. We carried out the extraction with water as polar
solvent (solvent volume = 20 mL, material amount 1 g, extraction time = 10 min) to evaluate the best
extraction temperature ranging from 40-120 °C [15]. We observed that the best extraction yield was
obtained at 80 °C for 10 min (yields between 8.3-10.1% of DW). Shortening (5 min) or prolonging
(15 min) the extraction time at 80 °C did not significantly improve the total phenolic yield.

Twelve compounds were identified and are listed in Table 3. As can be seen, the analyzed
extract comprehended a large number of compounds belonging to phenolic acid and flavonoid classes.
Among these flavonoids, rutin was identified to be the most abundant (486 pg/g, as expected using
water as the solvent), while among phenolic acids p-OH benzoic, vanillic, p-coumaric, sinapinic,
and t-ferulic acids were identified, with vanillic acid and t-ferulic acid having the highest concentration
(125 ug/g and 95.5 ug/g, respectively).

Despite the fact that gallic acid, t-ferulic acid and rutin could be also recovered better at higher
temperature (100 °C), up to 80 °C other compounds were detected in a considerable quantity such
as catechin, p-OH benzoic acid, vanillic acid, p-coumaric acid and sinapinic acid. Naringenin and
catechin were found only at lower temperature (40 °C), whereas benzoic acid could be extracted only
at higher temperature (120 °C) [15]. Collectively, most of these phenolic compounds were detected
in other Atriplex spp. (e.g., aerial parts of A. halimus), but a direct qualitative comparison is difficult
because of the different extraction conditions reported in the literature [23-26].

The role of secondary plant metabolites such as phenolic acids and flavonoids in the prevention
of human diseases has been widely investigated. In detail, vanillic acid (4-hydroxy-3-methoxybenzoic
acid) was shown to display an interesting pharmacological activity. Experimental studies have
provided evidence of effectiveness on cardiovascular [27], gastrointestinal [28] and liver diseases [29]
by means of inhibition of inflaimmation markers synthesis and release. Among flavonoids,
rutin was also shown to exert antioxidant, anti-inflammatory, hepatoprotective, nephroprotective,
and neuroprotective activities [30-33].
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Table 3. Qualitative and quantitative analysis of the phenolics profile of Atriplex mollis
microwave-assisted extracts.

Phenolics Content (ug/g DW £ SD)

Identified Compound 40°C, 60 °C, 80 °C, 100 °C, 120 °C, 80 °C, 80 °C,
10 min, 10 min, 10 min, 10 min, 10 min, 5 min, 15 min,
Water Water Water Water Water Water Water
Gallic acid 59.6 + 1.6 58.7 + 1.8 219415 76.6 £5.2 639 +42
Catechin 55.5 + 3.8
Chlorogenic acid 308 £24
p-Hydroxy-benzoic acid 347 £35 379+18 198+13 516+0.09 6.18 £ 0.09
Vanillic acid 115+ 12 8.62 + 0.9 125+ 13 164 +£0.8 16.8 £ 0.9 137 +£ 11
3-OH,4-MeOH
benzaldehyde 28+£15
p-Coumaric acid 159 + 1.1 127+ 1.0 149+ 1.1 163+ 17 5424+0.08 6.23+0.09
Rutin 377 £29 411 +£ 32 486 + 39 520 £ 45 521 + 40 440 + 34 552 + 48
Sinapinic acid 233+ 1.6 15.6 £ 1.0 195+ 13 26.5 £2.1 183+18 189+1.2
t-Ferulic acid 80.8 £5.7 81.6 +4.9 95.5 + 8.1 109 + 14 112 £ 10 943 + 8.3 107 + 11
Naringin 419+25
Benzoic acid 279 + 89
Total 762.89 613.50 832.56 761.58 805.94 558.17 784.63

DW: dry weight.

6.4. Color Analysis

Dried aerial parts of A. mollis were submitted to colorimetric evaluation adopting CIELAB
coordinates, which are directly useful for color evaluation by human vision. In this work, the aim
of the reflectance colorimetry was limited to givg a first characterization of a new matrix. For this
reason, the aerial parts of the plant, only powdered, were submitted to this fast and cheap analysis.
The samples showed non-homogeneous coloring, in which at least three different color shadings
could be observed. There was a light brown color typical of ligneous material, a clear gray-green
or beige in larger parts and a lighter green in thinner parts. The mortar-homogenized samples did
not show the brown color anymore, but a more brilliant green color was accompanied by orange
shades corresponding to slightly higher L* values (66 vs. 62) and to a slight increase of the reflectance
curves. The mean value + standard deviation is reported in Table 4. The relatively high value of b*
is probably related to the carotenoid content (see paragraph below), which entirely accounts for the
color purity expressed by the chroma parameter. It is well known that color of natural matrices could
be influenced by different factors, and that drying and storage conditions could determine loss of
chlorophylls and/or other pigments [34,35].

In fact, although chlorophylls were detected in the fresh samples, they were not yet visible in
the dried ones, in term of green color. However, the total lack of information about color quality of
aerial parts of plants in general, and of this matrix in particular, only allows us to give this preliminary
information about colorimetric parameters and the relative reflectance curve (Figure 2).

Table 4. Colorimetric data of A. mollis aerial parts using an independent color-space device.

Color Parameters Mean Value + SD

L* 64.1+22
a* 1.0+ 04
b* 142405
* b 142405

Hap 859 + 1.5
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Figure 2. Reflectance graph of A. mollis aerial parts.

6.5. Pigments Determination (Total Carotenoids, Chlorophyll a and Chlorophyll b)

The amounts of total carotenoids, chlorophyll a (Chl a) and chlorophyll b (Chl b) in the organic
phase of the sample from dried aerial parts are reported in Figure 3 and expressed as pug per gram
of DW. The Chl a concentration proved to be double that of Chl b, as was to be expected given the
importance of chlorophyll a in photosynthesis. The Chl a/b ratio value was 2.11, confirming the high
content of Chl a characteristic of heliophytic species. The Chl a/b ratio is directly related not only
to light but also to soil nitrogen availability [36]. Biological properties shown by chlorophylls and
their derivatives consistent with cancer prevention include antioxidant and antimutagenic activity.
Moreover, chlorophylls are also used in industries as food-coloring agents and are known as natural
green 3 [37].

Total carotenoid content was one-sixth of that of chlorophyll a (0.0261 + 0.004 pg/mg and
0.163 + 0.0038 pg/mg, respectively) (Figure 3). In general, high carotenoid contents are detected for
sun-exposed plants, because these molecules protect them from photo-inhibition [38].

—
Atriplex
. —i
mollis
0.0000 0.0500 0.1000 0.1500 0.2000
Total carotenoids Chlorophyll b Il Chlorophyll a

Figure 3. Pigment content in A. mollis aerial parts extract (ug/mg DW =+ SD).

7. Conclusions

This research attempted to predict for the first time the phenolics multicomponent pattern of
Atriplex mollis aerial parts subjected to different extraction techniques and monitored by HPLC-PDA.
Most of the identified and quantified compounds, including flavonoids, monoterpenes and phenolic
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acids, are known for their pharmacological effects on human health. Microwave-assisted extraction
was shown to recover a huge number of compounds, especially rutin, t-ferulic acid and gallic acid,
within a shorter time and without degrading the matrix up to 80 °C. Pigment analysis explored the
quantitative ratios among chlorophylls (both a and b) and carotenoids. In addition, color evaluation,
based on CIELAB parameters, was applied for the first time to this endemic and spontaneous Algerian
plant. Further investigations may lead to isolation of other bioactive compounds followed by a rational
screening of their pharmacological activity helpful for the assessment of a real nutraceutical potential.
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	h                           heure.
	HCTZ                  Hydrochlorothiazide.
	HPLC                  Chromatographie Liquide à Haute Performance.
	IC50                       Concentration Inhibitrice à 50%.
	Icorr                        Densité de courant de corrosion.
	INH                       Inhibition.
	kg                          Kilogramme.
	KI                          Indice de Kovat.
	KW                       Kilo watt.
	L                            Litre
	M                           Molaire.
	MAE                     Microwaves Assisted Extraction.
	mg                         milligramme.
	MHA                    Mueller Hinton Agar.
	MHZ                    Méga hertz.
	min                       minute.
	ml                         millilitre.
	mM                       milli mole.
	mm                       millimètre
	MPa                     Méga Pascal.
	mV                        millivolt.
	N                           Normale.
	nm                        nanomètre.
	PDA                     Photo Diode  Array Detector  .
	ppm                     partie par million.
	Rham                  Rhamnose.
	Rp                        Résistance de polarisation.
	Rtc                       Résistance de transfert de charge.
	SFE                     Supercritic Fluid Extraction.
	SIE                      Spectroscopie d’Impédance Electrochimique.
	SM                       Spectroscopie de Masse.
	TR                       Temps de Rétention.
	UV                       Ultra-Violet.
	UV-Vis                Ultraviolet visible.
	Vit C                    Vitamine C.
	βa                          Pente anodique de Tafel.
	βc                          Pente cathodique de Tafel.
	λ                           longueur d’onde.
	Introduction
	Les plantes sont depuis toujours une source essentielle de médicaments. Aujourd’hui encore une majorité de la population mondiale, plus particulièrement dans les pays en voie de développement, se soigne avec des remèdes traditionnels à base de pla...
	Les techniques traditionnelles d’extraction de ces constituants naturelles à partir des plantes nécessitent d’importantes adaptations afin de réduire les risques pour la santé, la sécurité et l’environnement. En conséquence, la recherche de produi...
	Pour répondre aux besoins des différentes industries qui doivent satisfaire à la fois les demandes économiques changeantes et le respect de l'environnement tout en restant mondialement compétitives, des approches scientifiques modernes du génie ch...
	Notre objectif principal consiste en l’application des nouvelles technologies d’extraction, telle que l’utilisation de dioxyde de carbone à l’état supercritique, qui a une densité graduable, une diffusivité relativement élevée et une faible viscos...
	Après chaque extraction, les extraits obtenus ont été analysées par une méthode HPLC-PDA validée [6]. Certains paramètres ont été optimisés afin d'améliorer le profil du motif phénolique.
	Le présent travail s'inscrit dans le cadre du programme de recherche du laboratoire et consiste à effectuer des différentes  extractions, une caractérisation phytochimique des métabolites secondaires,  des activités biologiques et activité anticor...
	Ce manuscrit est réparti en trois chapitres :
	Le premier chapitre est consacré à une recherche bibliographique sur les genres étudiés, comportant les présentations botaniques et phytochimiques, les différentes classes de métabolites secondaires les plus connus, les différentes méthodes d’extr...
	Au niveau du second chapitre nous décrivons le matériel et les méthodes utilisées dans ce travail notamment :
	 Les tests de criblage phytochimique de l’espèce Thymus algeriensis.
	 L’extraction des huiles essentielles, des polyphénols et des pigments par différentes extractions.
	 L’analyse quantitative et qualitative par chromatographie GC-MS et HPLC et spectrophotomètre.
	 L’étude de l’activité antioxydante et antibactérienne (in vitro) des extraits n-butanol des deux espèces étudiées.
	 L’évaluation de l’activité anti-inflammatoire et effet diurétique (in vivo) des extraits n-butanol des deux espèces.
	 L’étude de l’activité anticorrosion des extraits n-butanol.
	Dans le troisième chapitre nous analysons les résultats obtenus renfermant l’analyse qualitative et quantitative des différents extraits obtenus ainsi que l’évaluation des activités biologiques et l’activité anticorrosion.
	Au terme de ce travail, nous présenterons une conclusion générale dans laquelle nous rappellerons les principaux résultats obtenus.
	Enfin, nous exposant les références bibliographiques ainsi qu’une section consacrée articles publiés par ce travail.
	Les travaux réalisés à travers cette thèse ont été couronnés par deux publications parus et une autre qui est en cour de finalisation.
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	A- Plantes médicinales et métabolites secondaires
	1. Aperçu sur l’utilisation des plantes médicinales
	1.1. Utilisation des plantes médicinale ou phytothérapie
	Le mot "phytothérapie" se compose étymologiquement de deux racines grecques : phuton et therapeia qui signifient respectivement "plante" et "traitement".
	La Phytothérapie peut donc se définir comme étant une discipline allopathique destinée à prévenir et à traiter certains troubles fonctionnels et/ou certains états pathologiques au moyen de plantes, de parties de plantes ou de préparations à base de...
	Depuis 1987, la phytothérapie est reconnue à part entière par l’Académie de médecine.
	Il est important de ne pas confondre cette discipline avec la phytopharmacie qui, quant à elle, désigne l'ensemble des substances utilisées pour traiter les plantes, à savoir les pesticides, fongicides, herbicides, ou encore insecticides [1].
	1.2. Principales méthodes de préparation des plantes médicinales
	Pendant longtemps, les plantes ont été utilisées uniquement en nature, sous forme de tisanes ou de poudres [2]. Maintenant beaucoup sont présentées en gélules, mais il existe de nombreuses formes d’utilisation des plantes médicinales. Quelle que so...
	De plus en plus de plantes sont utilisées en mélange. Pour ces préparations, des règles de bonnes pratiques officinales ont été instaurées. De nombreux paramètres sont à respecter comme le nombre de plantes, les associations possibles, la saveur, o...
	Signalons également que de nombreuses plantes s’emploient uniquement en homéopathie.
	C’est par exemple le cas de la souche Arum triphyllum provenant de l’Arum à trois feuilles, ou Navet indien, appartenant à la famille des Araceae. Elle est utilisée en dilution dans le traitement des affections respiratoires et du surmenage de la v...
	Pour finir il ne faut pas oublier que les plantes médicinales sont aussi utilisées dans la thérapeutique vétérinaire. Citons comme exemple le Serpolet (Thymus serpyllum L.) qui est utilisé comme antiseptique, ou contre les entérites et les parasito...
	2. Métabolites secondaires
	2.1. Les polyphénols
	Les polyphénols, dénommés aussi composés phénoliques, sont des molécules spécifiques du règne végétal et qui appartiennent à leur métabolisme secondaire. On les trouve dans les plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits. Leurs fonctions ne sont p...
	Les polyphénols sont caractérisés par la présence d’au moins un noyau benzénique auquel est directement lié au moins un groupe hydroxyle, libre ou engagé dans une autre fonction : éther, ester, hétéroside [6]. Ils sont communément subdivisés en aci...
	Figure I.1: Structure du noyau phénol [3].
	Le tableau I.1 regroupe les principales classes des composés phénoliques.
	Tableau I.1 : Les principales classes des composés phénoliques [8].
	2.1.1. Classification des polyphénols
	Les polyphénols peuvent se regrouper en deux grands groupes : Les non flavonoïdes dont les principaux composés sont : les acides phénoliques, les stilbènes, les lignanes, les lignines et les coumarines [9] et les flavonoïdes, dont on caractérise pr...
	2.1.1.1. Les non flavonoïdes
	a. Acides phénoliques
	Ce sont des composés organiques possédant au moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. Ils sont représentés par deux sous-classes : les dérivés de l’acide hydroxybenzoïque et de l’acide hydroxycinnamique [11].
	 Dérivés de l’acide hydroxybenzoïque
	Les acides hydroxybenzoïques sont des dérivés de l'acide benzoïque et ont une structure générale de base de type (C6-C1) (Tableau I.2). Ces molécules existent souvent sous forme d'esters ou de glycosides.
	Les acides hydroxybenzoïques les plus abondants sont répertoriés dans le tableau I.2 [12].
	Tableau I.2 : Principaux acides hydroxybenzoïques [12].
	 Dérivés de l’acide hydroxycinnamique
	Ces composés ont une distribution très large. Rarement libres, ils sont souvent estérifiés [17] et peuvent également être acidifiés ou combinés avec des sucres (O-acylglucosides, O-arylglucosides) ou des polyols tels que l’acide quinique (Tableau I...
	Tableau I.3 : Principaux acides hydroxycinnamiques [12].
	L'acide caféique est le principal représentant de cette catégorie. Il est présent dans de nombreux végétaux (graine de café, tomate, olive, pomme), en particulier dans les fruits. Il représente 75 à 100% de la teneur totale en acides hydroxycinnami...
	La liste des acides phénoliques présents dans les plantes ne s’arrête pas là, nous tenons à mentionner, en particulier, l’acide méthylgallique, l’acide rosmarinique, l’acide carnosique et le carnosol [15].
	Les acides phénoliques sont plutôt rares dans la nature à l’exception de l’hydroquinone qui existe dans plusieurs familles (Ericaceae, Rosaceae..), le plus souvent à l’état de glucoside du diphénol (arbutoside) ou de son monométhyléther. On connait...
	b.  Stilbènes
	Les stilbènes présentent une structure en C6-C2-C6, avec un cycle A portant deux fonctions hydroxyles en position méta et un cycle B portant des fonctions hydroxyles ou méthoxyles en méta, ortho et para (Tableau I.4).
	Tableau  I.4: Quelques exemples des structures chimiques des stilbènes [16].
	Les deux noyaux aromatiques sont reliés par une double liaison, formant un système conjugué. Cette particularité leur confère une grande réactivité due à la délocalisation des électrons π sur la totalité de la molécule. Les stilbènes se trouvent en...
	Ces composés sont présents dans de nombreuses familles de plantes supérieures mais les principales sources alimentaires sont le raisin (les graines, la peau, et les tiges) et le vin [16].
	c.  Lignanes
	Ce sont des composés dont la formation implique la condensation d’unités phénylpropaniques (C6-C3) (Tableau I.1). Leur distribution botanique est large, ils se trouvent souvent dans le bois des gymnospermes et dans les tissus soumis à lignification...
	d.  Coumarines C6-C3
	Les coumarines sont des hétérocycles oxygénés ayant comme structure de base le benzo-2-pyrone. Ils ont été isolés pour la première fois par Vogel en 1820 dans le Coumarouna odorata [17]. Ce sont des composés phénoliques cyclisés (Figure I.2) qui dé...
	Figure I.2 : Quelques exemples des structures chimiques des coumarines [17].
	Les coumarines ont des effets différents sur le développement des plantes suivant leur concentration mais aussi suivant l’espèce. Dans la cellule, les coumarines sont principalement présentes sous forme glycosylée. Cette glycosylation serait une f...
	2.1.1.2. Flavonoïdes
	Les flavonoïdes sont des composés possédant un squelette de base à quinze atomes de carbone, constitués de deux noyaux aromatiques et d'un hétérocycle central de type pyrane, formant une structure C6-C3-C6 (Figure I.3). Ce sont les composés les plu...
	Figure I.3 : Squelette de base des flavonoïdes [19].
	Il existe plusieurs classes de flavonoïdes, dont les principales sont les flavones, les flavonols, les flavan-3-ols, les isoflavones, les flavanones et les anthocyanidines.
	a.  Flavonols
	Les flavonols sont caractérisés par la présence d’une double liaison en position 2-3 et d’un groupement hydroxyle en C3 (Figure I.4). Elles sont les flavonoïdes les plus répandus dans le règne végétal, leur couleur varie du blanc au jaune, elles so...
	Figure I.4 : Des exemples des structures chimiques des flavonols [20].
	b.  Flavones
	Les flavones sont structurellement très similaire aux flavonols et ne diffèrent que par l'absence d'hydroxylation en position 3 sur le cycle C (Figure I.5). Elles sont principalement représentées dans l'alimentation par l'apigénine et la lutéoline....
	Figure I.5 : Des exemples des structures chimiques des flavones [20].
	c. Flavanones
	Ces molécules sont caractérisées par l’absence de double liaison en 2, 3 et par la présence d’un centre d’asymétrie en position 2 (Figure I.6). Chez les flavanones naturelles, le carbone 2 est normalement de configuration S. Elles existent sous for...
	Figure I.6 : Des exemples des structures chimiques des flavanones [21].
	La principale source des flavanones reste les agrumes qui sont caractérisés par l'accumulation des montants élevés en ces composés. Les agrumes incluent les oranges amères, les citrons, les pamplemousses, les mandarines, les clémentines et les ora...
	Parmi les formes libres des flavanones, on cite la naringénine qui est retrouvée dans le pamplemousse et l’orange amère. Le plus souvent, les flavanones existent sous forme glycosylée en position 7, comme L’hespéridine, qui est retrouvée dans le ci...
	d.  Flavan-3-ols ou flavanols
	Ces molécules sont toujours hydroxylées en C3 et se caractérisent par l’absence du groupe carboxyle en C4 (Figure I.7). Elles sont souvent à l’origine des polymères flavoniques appelés proanthocyanidols ou tannins condensés. Les flavan-3-ols sont t...
	Figure I.7 : exemples des structures chimiques des flavan-3-ols [20].
	Les flavanols sont largement répandus dans les fruits et légumes, mais la source la plus riche de flavanols au sein de l’alimentation humaine est certainement le thé. Ce dernier contient principalement de la (‒)-épicatéchine, de la (‒)-épigallocate...
	e.  Isoflavones
	Les isoflavones sont considérées comme des dérivés des flavones, elles représentent une sous-classe importante et très distinctive des flavonoïdes. Contrairement à la plupart des autres flavonoïdes, les isoflavones sont caractérisées par la présenc...
	Figure I.8 : Exemples des structures chimiques des isoflavones [20].
	f. Anthocyanes
	Les anthocyanes (en grec Anthos signifie fleur, et kyanos signifie bleu) sont des pigments hydrosolubles présents dans la plupart des espèces. Ces pigments sont des dérivés du cation 2-phénylbenzopyrylium plus communément appelé cation flavylium (F...
	Figure I.9 : Exemples des structures chimiques des anthocyanes [24].
	2.1.1.3. Les tannins
	Les tanins représentent une classe très importante de polyphénols localisés dans les vacuoles [25]. Sur le plan structural, les tanins sont divisés en deux groupes, tanins hydrolysables et tanins condensés [26] :
	 Tanins hydrolysables : ce sont des esters du D-glucose et de l’acide gallique ou de ses dérivés, en particulier l’acide ellagique (Figure I.10) [27, 28].
	 Tannins condensés : les tannins condensés ou les proanthocyanidines sont des polymères constitués d’unités flavane reliées par des liaisons entre les carbones C4 et C8 ou C4 et C6 (Figure. I.10) [28, 29].
	En raison de leur complexation avec les protéines salivaires, les tanins condensés sont responsables de l'astringence caractéristique des fruits avant maturité (raisin, pêche, pomme, poire, etc...) et de certaines boissons (vin, cidre, thé, etc...)...
	Figure I.10 : Structure chimique (a) d’un tanin condensé (proanthocyanidine) et (b) d’un gallo-tanin (1, 2, 3-tri-O-galloyl-β-D-glucose) [30].
	2.2. Les terpènes
	Les terpènes sont des hydrocarbures naturels de structure cyclique ou de chaîne ouverte, largement répandus dans le règne végétal [31].
	Leur particularité structurale est la présence dans leur squelette d’unité isoprénique à 5 atomes de carbone (C5H8) dérivées du 2-méthylbutadiène (Figure I.11) [32].
	Figure I.11 : Structure de base des terpénoïdes [33].
	Le terme terpénoïde désigne un ensemble de substances présentant le squelette terpénique avec une ou plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldéhyde, cétone, acide, lactone, etc.) [33,34].
	Dans le règne végétal, les terpénoïdes sont classés dans la catégorie des métabolites secondaires (avec les flavonoïdes). Leur classification est basée sur le nombre de répétition de l’unité de base isoprène (Tableau I.5) :
	Tableau I.5 : Classification des triterpènes [33].
	2.3. Les huiles essentielles
	2.3.1. Définition
	Ce sont des substances volatiles et odorantes obtenues des végétaux par entrainement à la vapeur d’eau. Elles se forment dans un grand nombre de plantes comme produits du métabolisme secondaire. Les huiles essentielles sont des mélanges liquides tr...
	Elles ont des propriétés et des modes d’utilisation particuliers et ont donné naissance d’une branche nouvelle de la phytothérapie : l’aromathérapie [35].
	Les huiles essentielles ont, à toutes époques, occupé une place importante dans la vie quotidienne de l’homme qui les utilisait autant pour se parfumer, aromatiser la nourriture ou même se soigner.
	2.3.2. Composition Chimique des Huiles Essentielles
	Dans les plantes, les huiles essentielles n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs. Elles sont produites dans le cytoplasme des cellules sécrétrices et s’accumulent en général dans des cellules glandulaires spécialisées, situées en sur...
	Les huiles essentielles sont constituées principalement de deux groupes de composés odorants distincts selon la voie métabolique empruntée ou utilisée. Il s’agit des terpènes (mono et sesquiterpènes), prépondérants dans la plupart des essences, et ...
	a. Les monoterpènes :
	Les monoterpènes sont les plus simples constituants des terpènes dont la majorité est rencontrée dans les huiles essentielles (90%). Ils comportent deux unités isoprène (C5H8), selon le mode de couplage « tête-queue ». Ils peuvent être acycliques, ...
	Figure I.12 : Exemples de quelques monoterpènes [37].
	b.  Les sesquiterpènes
	Ce sont des dérivés d’hydrocarbures en C15H22 (assemblage de trois unités isoprènes). Il s’agit de la classe la plus diversifiée des terpènes qui se divisent en plusieurs catégories structurelles, acycliques, monocycliques, bicycliques, tricycliques, ...
	Figure I.13 : Exemples de quelques sesquiterpènes [38].
	c. Les composés aromatiques
	Une autre classe de composés volatils fréquemment rencontrés est celle des composés aromatiques dérivés du phénylpropane (Figure I.14). Cette classe comporte des composés odorants bien connus comme la vanilline, l'eugénol, l'anéthole, l'estragole e...
	Figure I.14 : Exemples de composés aromatiques [38].
	2.3.3. Intérêt thérapeutique, écologique et économique des huiles essentielles
	Les huiles essentielles possèdent de nombreuses activités biologiques. En phytothérapie, elles sont utilisées pour leurs propriétés antiseptiques contre les maladies infectieuses d’origine bactérienne [40], ou au niveau de la microflore vaginale et...
	Les huiles essentielles jouent un rôle écologique dans les interactions végétales, végétale-animales et pourraient même constituer des supports de communication par des transferts de messages biologiques sélectifs [43].  En effet, elles contribuent...
	Traditionnellement, les huiles essentielles sont présentes dans le processus de fabrication de nombreux produits destinés aux consommateurs. Ainsi, elles sont utilisées dans l’agroalimentaire (gâteaux, biscuits, soupe, sauce, chewing gum, chocolats...
	3. Les pigments foliaires
	3.1. La chlorophylle
	La chlorophylle est le principal pigment photosynthétique. Elle est présente chez presque tous les organismes photosynthétiques et est à l'origine de leur couleur verte car elle absorbe fortement la lumière visible dans les longueurs d’onde corresp...
	 un noyau tétrapyrrolique ou chlorine, contenant un atome de magnésium en son centre ;
	 une chaîne terpénique ou phytol, constituée de vingt atomes de carbone.
	Il existe différentes formes de chlorophylles, dont les seules présentes chez les végétaux supérieurs sont la chlorophylle a et la chlorophylle b. Les autres formes (chlorophylles c et d) présentes chez certaines algues ou bactéries et sortent du c...
	Figure I.15 : structure des chlorophylles a et b [46].
	Le tableau suivant résume les structures brutes de la chlorophylle a et b.
	Tableau I.6 : caractéristiques physico-chimiques des chlorophylles a et b [46].
	L’atome de magnésium participe aux propriétés optiques de la molécule alors que le groupement phytol n’interagit pas avec la lumière. En revanche, en raison de ses propriétés liposolubles, il joue un rôle essentiel dans l’intégration de la chloroph...
	3.2. Les caroténoïdes
	Les caroténoïdes sont présents chez de nombreux êtres vivants, végétaux, animaux et microorganismes.
	Les animaux sont incapables de les synthétiser aussi se les procurent-ils par leur alimentation. Ce sont des pigments photosynthétiques d’apparence orangée ou jaune, liposolubles, appartenant à la famille des terpénoïdes en C40. Plus de six cent fo...
	α-carotène
	β-carotène
	Figure I.16 : structure chimique du α-carotène et du β-carotène [46].
	Les caroténoïdes présentent une très forte absorption de la lumière bleue entre 400 nm et 500 nm. Comme pour la chlorophylle, leur spectre d’absorption est sensible au solvant utilisé et à l’environnement de la molécule [47].
	3.3. Détermination des concentrations des pigments foliaires
	La méthode de détermination des pigments photosynthétiques (les chlorophylles a et b et des caroténoïdes) a été améliorée avec des chlorophylles pures et des caroténoïdes purs fraîchement isolés. Leurs spectres d'absorption ont été mesurés dans des...
	Les teneurs en Chlorophylle et Caroténoïde ont été déterminées par spectrophotométrie en utilisant les valeurs des coefficients d'absorption dans les solvants utilisés. [46,48].
	Une quantité donnée du pigment foliaire  cristalline est pesée et mise en solution dans un volume connu de solvant (méthanol, chloroforme, éther…..).
	L'absorbance est mesurée au maximum d'absorption dans le rouge et le coefficient d'absorption spécifique (α) est alors calculé d'après la relation de Beer-Lambert:
	𝛂=,𝐀-𝐝×𝐂.
	Où : A = absorbance au maximum dans le rouge
	d : longueur du parcours optique (cm)
	C : concentration en chlorophylle (mg ml- l)
	Ce coefficient permet de calculer la concentration en pigments de toute solution dans le solvant choisi. Le tableau I.7  regroupe  les coefficients d'absorption spécifiques (α) des chlorophylles a et b dans le chloroforme et le diméthylformamide dé...
	Tableau I.7 : Les coefficients d'absorption spécifique (α) des  chlorophylles dans   deux différents solvants [48].
	Les équations appropriées pour calculer les concentrations (en µg ml -1) de la chlorophylle a (Ca), de chlorophylle b (Cb) et de caroténoïdes totaux (Cx + c) dans les 3 solvants par spectrophotomètres à   haute et basse résolution sont indiqués dan...
	Tableau I.8 : Equations de détermination des concentrations des pigments foliaires [48].
	4. Techniques d’extraction :
	Les techniques traditionnelles d'extraction  par solvant des matériaux végétaux sont basées sur le choix correct des solvants et l'utilisation de la chaleur ou / et agitation pour augmenter la solubilité du composés [49].
	Le fait que les plantes peuvent contenir plusieurs centaines de métabolites secondaires,  des techniques modernes d'extraction et d'isolement seront décrites comme des techniques alternatives pour réduire considérablement la consommation de solvant...
	4.1. Techniques d’extraction classiques
	4.1.1. Extraction solide-liquide et Macération :
	C’est une méthode traditionnelle, a été couramment employée. Elle consiste en la mise en contact du matériel végétal avec le solvant avec ou sans agitation, à température ambiante ou à température élevée pour une durée déterminée. Elle est basée su...
	La macération est relativement peu coûteuse et aussi la plus simple, elle est utilisable dans le cas de l’extraction d’un ensemble de molécules fragiles et se déroule à température ambiante ce qui est très positif pour conserver l'intégrité des mol...
	4.1.2. Hydrodistillation
	Il s'agit de la méthode la plus simple et de ce fait la plus anciennement utilisée. Le principe de l’hydrodistillation correspond à une distillation hétérogène qui met en jeu l’application de deux lois physiques (loi de Dalton et loi de Raoult) [5...
	La durée d’hydrodistillation, de trois à six heures en fonction de la matière végétale à traiter, peut avoir une influence sur le rendement en huile essentielle et sur sa composition chimique.
	4.2. Techniques d’extraction modernes
	4.2.1. Extraction assistée par micro-onde :
	Dans cette technique d’extraction alternative, la matrice solide est immergée dans un solvant chauffé par micro-ondes. Les micro-ondes sont des ondes électromagnétiques de fréquences entre 300 MHz et 300 GHz (Figure I.17). Leur assistance permet de...
	Figure I.17 : L’extraction par solvant assistée par micro-ondes [53].
	4.2.2. Extraction à fluide supercritique :
	L’extraction par fluides supercritiques utilise comme solvants des fluides en état supercritique (l’état du fluide lorsque sa température et sa pression sont supérieures à la température et à la pression critiques de ce fluide). Cet état n’existe p...
	Malgré ces propriétés favorables pour l’extraction de molécules bioactives, un frein majeur au développement de cette technologie est le fait que les fluides envisageables ont une pression critique relativement élevée qui entraîne des investisseme...
	Figure I.18 : Représentation schématique d’un extracteur par fluide supercritique [54].
	5. Les méthodes d’identification et de quantification :
	L’analyse d’un mélange complexe s’effectue classiquement par le couplage  d’une technique chromatographique, la chromatographie en phase gazeuse GC pour la fraction légère et la chromatographie liquide à haute performance HPLC pour la fraction lour...
	En routine, l’analyse se fait sur l’huile essentielle globale ou l’extrait brut. Dès lors que se présentent des difficultés d’identification pour certains constituants, la procédure nécessite un fractionnement de l’échantillon, qui peut se poursuiv...
	5.1. Chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse (GC-MS)
	Chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse est aujourd’hui une des techniques les plus utilisée en chimie analytique.
	Le principe de cette technique consiste à transférer les composés séparés par chromatographie en phase gazeuse par la phase mobile (Gaz vecteur) dans le spectromètre de masse au niveau duquel, ils vont être fragmentés en ions de masse variables don...
	La principale difficulté rencontrée lors de ce couplage est due à la grande différence de pression.
	En effet, la spectrométrie de masse requiert un niveau de pression très bas, alors que la chromatographie en phase gazeuse se déroule à un niveau de pression plus élevé.
	L’identification est ensuite réalisée par comparaison des indices de rétention et des spectres de masse des constituants individualisés avec ceux des produits de référence contenus dans des bibliothèques informatisées contenant plusieurs milliers d...
	5.2. Chromatographie liquide à haute performance (HPLC)
	La chromatographie liquide haute-performance (HPLC) est une puissante technique de séparation utilisée pour l’identification, la quantification et/ou la purification (chromatographie semi-préparative ou préparative) des composés dans un mélange. Ce...
	L’association de la station de HPLC avec un détecteur à barrettes diode (Diode Array Detector, DAD) permet une analyse qualitative d’un mélange par l’enregistrement des spectres UV des constituants individualisés, d’une part et permet une analyse q...
	6. Monographie des plantes étudiées
	6.1. La famille des Lamiacées
	6.1.1. Généralités sur la famille des Lamiacées
	Les Labiées ou Lamiacées constituent une importante famille de plantes angiospermes dicotylédones herbacées ou légèrement ligneuses et comprennent, selon les auteurs, de 233 à 263 genres et de 6900 à 7200 espèces qui se répartissent sur tout le glo...
	Les feuilles sont en général opposées sans stipules, les fleurs sont bisexuées et zygomorphe, les inflorescences sont en cymes axillaires plus ou moins contractées simulant souvent des verticilles, ou encore condensées aux sommets des tiges, et sim...
	Le calice est synsépale ou gamosépale (calice à sépales soudés formant un tube), typiquement pentamères, parfois bilabiée et porte 5 à 15 nervures protubérantes.
	La corolle est sympétale ou gamopétale (corolle à pétales soudés) et typiquement bilabiée avec deux lobes formant une lèvre supérieure, et trois lobes formant la lèvre inférieure.
	L'androcée peut consister soit en quatre étamines didynames, soit en deux étamines soudées au tube de la corolle ou à la zone périgyne et alternant avec les lobes.
	Le gynécée consiste en un ovaire avec une fausse cloison et style terminal à gynobasique (Style inséré à la base du carpelle); à l'extrémité des styles, les stigmates sont petits et peu apparents [61].
	Les fleurs à deux lèvres, en glomérules verticillés ou en épi sur des tiges feuillées quadrangulaires, parfois fleurs solitaires, fleurs hermaphrodites, généralement zygomorphes, 5 Sépales généralement soudés, calice actinomorphe à zygomorphes plus...
	La famille des Lamiacées contient une très large gamme de composés comme les terpénoïdes, les iridoïdes, les polyphénols, les flavonoïdes, les huiles essentielles et plus précisément les courtes chaines des terpènoïdes qui sont responsables de l’od...
	6.1.2. Systématique de la famille des Lamiacées
	La famille des Lamiacées est classée comme suit  [60] :
	6.1.3. Le genre Thymus
	6.1.3.1. Description du genre Thymus
	Plantes sous-ligneuses érigées ou prostrées, odorantes. Inflorescences en faux verticilles. Feuilles plus au moins contractées. Calice tubuleux à 2 lèvres, la supérieure à 3 dents, l'inférieure à 2, ciliées dentées. Corolle ± exserte à 2 lèvres, à ...
	Genre de détermination toujours délicate, en raison de l'extrême variabilité des espèces et des hybridations interspécifiques. Les espèces algériennes à feuilles linéaires constituent en particulier un complexe qu'il est souvent illusoire de cherch...
	6.1.3.2. Origine et répartition géographique du genre Thymus
	L'origine du nom est sujette à diverses interprétations : Thym proviendrait du mot latin
	"Thymus" qui signifie "Parfumé", Thym à partir du mot grec "Thumos" qui signifie parfumer à cause de l’odeur agréable que la plante dégage.
	Le thym fait partie du genre Thymus défini comme un ancien groupe tertiaire, ayant son origine dans le sud-est de l’Espagne.
	L’Algérie est connue par sa richesse en plantes médicinales à cause de sa superficie et sa diversité bioclimatique. Le thymus comprend plusieurs espèces botaniques réparties sur tout le littoral et même dans les régions internes jusqu’aux zones ari...
	Le tableau I.9 montre la localisation des principales espèces de thym en Algérie.
	Tableau I.9 : Localisation des principales espèces du genre Thymus en Algérie [62].
	6.1.3.3. Travaux antérieurs et usages thérapeutique du genre  Thymus :
	Les travaux phytochimiques effectués sur le genre Thymus ont permis l’isolement, de plusieurs métabolites secondaires notamment les flavonoïdes et les terpènes.
	 Flavonoïdes :
	Le tableau suivant ressemble quelques flavonoïdes isolés des différentes espèces du genre Thymus en Algérie.
	Tableau I.10 : Exemples des flavonoïdes isolés de différentes espèces du genre thymus en Algérie.
	 Flavones : Les structures de 1 à 16 sont les suivantes :
	 Flavonol : Les structures des flavonols de 17 à 21 sont les suivantes :
	21
	 Flavanone
	22                                                                  23
	 Flavonoïdes glycosylés : Les structures de 24 à 26 sont les suivantes :
	28
	 Les terpènes :
	L’étude effectuée sur l'espèce Thymus vulgaris .L a permis l’isolement de monoterpènes glycosylés dont  (R)-p-cymen-9-yl beta-D-glucopyranoside est nouveau. Le tableau I.11 contient quelques exemples de monoterpènes glycosylés isolés.
	Tableau I.11 : quelques monterpènes glycosylés isolés de Thymus vulgaris.
	29                                                                            32
	 Huiles essentielles du Thymus :
	L’essence du thym est souvent rapportée comme étant parmi les huiles essentielles les plus actives.
	Elles sont composées par des molécules aromatiques d’origine végétale présentant une très grande diversité de structure.
	Plusieurs espèce de Thymus possèdent de nombreuses activités biologiques tels que, antimicrobienne, antibactérienne, antiviral, antioxydant et activité fongicides, anti-inflammatoire, antiseptique [69-72].
	6.1.3.4. Usage et propriétés du Thymus
	 Assaisonnement des aliments et des boissons.
	 Les principaux constituants du thymus montrent des propriétés vermifuges et vermicides [73].
	 Propriétés antivirales, antifongiques, anti inflammatoires, et antibactériennes dont une étude récente a montré que les extraits méthanoliques et hexaniques des parties aériennes de Thymus vulgaris inhibent la croissance de Mycobacterium tuberculosi...
	 Propriétés anthelminthiques [75].
	 Propriétés antioxydantes en raison de ces propriétés, le thym est utilisé comme un conservateur afin de prolonger la durée de conservation des poissons durant leur stockage [76].
	6.2. La famille des Chénopodiacées :
	6.2.1. Généralités sur la famille des Chénopodiacées
	C’est une famille de plantes, à fleurs sans pétales, qui comprend en particulier des espèces cultivées, des espèces poussant dans les décombres ou sur des sols salés.
	Environ 1 500 espèces, réparties en une centaine de genres, sont présentes dans le monde.
	Les fleurs, petites, sont formées de 2 à 5 sépales, le plus souvent verdâtres, parfois tirant sur le blanc ou le rouge. Les feuilles sont quelquefois très réduites ; sinon, elles sont entières ou légèrement découpées, et certaines ont la forme d'une p...
	De nombreuses chénopodiacées poussent en bordure de mer, dans les marais salants, les déserts salés. Les chénopodiacées font partie des plantes qui colonisent les zones frontières entre terre et eaux, là où la marée laisse algues, plantes aquatique...
	Les analyses phytochimiques précédentes de certains Atriplex ont signalé la présence de plusieurs classes de métabolites secondaires tels que les saponines, les glycosides, les flavonoïdes, les tanins, les terpénoïdes, les alcaloïdes et les protéin...
	6.2.2. Classification taxonomique de la famille chénopodiacées
	La famille chénopodiacées des est classée comme suite [77]:
	6.2.3. Le genre Atriplex
	6.2.3.1. Description du gentre Atriplex
	Fleurs unisexuées, monoïques ou dioïques avec parfois quelques-unes hermaphrodites. Fleurs mâles sans bractées, à périanthe à 4-5 tépales et 3-5 étamines. Fleurs femelles avec deux bractées, à périanthe nul ou à 2-4 segments hyalins. Ovaire unilocu...
	6.2.3.2. Origine et répartition géographique :
	Le tableau I.12 montre la localisation des principales espèces d’Atriplex en Algérie.
	Tableau I.12 : Localisation des principales espèces d’Atriplex en Algérie [61].
	6.2.3.3. Travaux antérieurs du genre Atriplex
	La composition chimique des espèces Atriplex est très compliquée car elle contient du flavonol comme composants principaux, des saponines triterpéniques, des alcaloïdes et acides aminés, coumarines et ecdystérols [80].
	 Saponine :
	Voici  quelques saponines isolés des différentes espèces du genre Atriplex.
	Tableau I.13 : Exemples des saponines isolés de différentes espèces du genre Atriplex.
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	 Triterpènes :
	L’étude effectuée sur l'espèce Atriplex lindleyi Moq   a permis l’isolement des triterpènes tel que :  olean-12-ene-3,11-dione 39 et β-amyrenone 40   qui ont connu par leur effet anti-inflammatoire et anti-analgésique [82].
	39                                                       40
	 Flavonoïdes:
	L’étude effectuée sur l'espèce Atriplex lindleyi Moq.   a permis l’isolement des flavonoïdes de types flavonols.
	Voici quelques flavonols isolés de cette espèce : Quercétine 41, quercémetrine 42, isorhamnetine-3-O-glucoside 43 et quecétine-3-O-glucopyranoside-7-O-rhamnopyranosside 44 [81].
	41                                                                  42
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	 Autres métabolites :
	L’étude de l’espèce Atriplex Halimus  a permis l’isolement de deux phénols glycosidiques :
	 3,4-diméthoxyphényl-β-D-glucopyranoside 45 ;
	 3, 4,5-trimethoxyphényl-1-O-β-D-glucopyranoside 46 ;
	 un ecdysteroide 47 [82].
	45                                                                   46
	Actuellement, les Atriplex semblent être les plantes les mieux adaptées pour la stabilisation des sols et l’augmentation de la production fourragère en climat semi-aride et aride. L’Atriplex constitue en période de sécheresse un aliment de réserve ...
	Grâce à sa grande résistance à la sécheresse et à la salinité, Atriplex halimus, compte avec Atriplex nummularia et Atriplex canescens, parmi les espèces les plus intéressantes, produisant de 2000 à 4000 kg de matière sèche par an, par hectare de f...
	b. Intérêt écologique :
	En Algérie, les essais effectués dans le cadre du « barrage vert » montrent que les Atriplex, peuvent aussi avoir un rôle dans la fixation des dunes. L’installation d’un couvert végétal sur des sites salins dénudés contribue à réduire l’érosion éol...
	Le feuillage dense de ces formations végétales assure une bonne couverture du sol et empêche son érosion causée par les agressions climatiques (pluies, vent, grêle). Ils ont une croissance rapide et leur exploitation peut donc commencer rapidement ...
	De nombreuses études ont mis en évidence le fait qu’en associant la culture de l’orge aux arbustes fourragers appartenant au genre Atriplex, la production de céréales a augmenté de 25% ; de plus, le bétail peut éventuellement brouter les chaumes d’...
	De même, les espèces d’Atriplex annuelles sont connues pour contenir de fortes teneurs en fer, en manganèse, en aluminium et en molybdène [86].
	c. Autres intérêts :
	L’Atriplex halimus L. est utilisé comme plante médicinale dans la pharmacopée traditionnelle. En effet elle agit sur la maladie du sommeil (trypanosomiase), et elle possède également un effet antidiabétique notamment sur le diabète type 2, 3g/Jour ...
	D’après plusieurs études, les espèces du genre Atriplex ont été rapportées comme cytotoxiques [86,87], antimicrobiennes [88], antioxydant [89], antidiabétique [90], et de réduire la fertilité masculine rats [91].
	B- Activités biologiques
	1. Activité antioxydante
	1.1. Qu’es ce qu’un radical libre ?
	Un radical libre est une espèce chimique, molécule, morceau de molécule ou simple atome, capable d'avoir une existence indépendante (« libre») en contenant un ou plusieurs électrons célibataires (électron non apparié sur une orbitale). Cela lui con...
	L’activité antioxydante d’un composé correspond de sa capacité à neutralise l’oxydation. Les antioxydants les plus connus sont le β-carotène (provitamine A), l’acide ascorbique (vitamine C), le tocophérol (vitamine E) ainsi que les composés phénoli...
	1.2. Polyphénols naturels comme antioxydants
	Les composés phénoliques sont capables d'agir comme des antioxydants qui peuvent neutraliser les radicaux libres en donnant un électron ou un atome d'hydrogène (figure I.19).
	Leurs structures leurs confèrent une activité antioxydante aussi importante. Les groupes hydroxyle des polyphénols sont bien des donneurs d'atomes d’hydrogènes ; ils peuvent réagir avec les espèces réactives de l’oxygène et les espèces réactifs de ...
	Figure I.19 : Illustration d’un mécanisme d’action des polyphénols : la donation d’hydrogène.
	Suite à l'interaction avec les espèces réactives initiales, la forme radicalaire de l'antioxydant est produite, ayant une plus grande stabilité chimique que le radical initial. L'interaction des groupes hydroxyle de composés phénoliques avec les él...
	1.2.1. Piégeage des radicaux libres
	Les composés phénoliques ont des propriétés antioxydantes en raison de leur capacité à piéger les radicaux libres et les espèces réactives de l'oxygène, le processus est radicalaire. Ils interfèrent avec l'oxydation des lipides et d'autres molécule...
	ROO.  +   ArOH                          ROOH   +    ArO.
	Alkylperoxyl        phénol
	Figure I.20 : Mécanisme d’action des antioxydants phénoliques.
	Les radicaux intermédiaires phénoxy (PO·) sont relativement stables en raison de la résonance et donc une nouvelle réaction en chaîne n'est pas facile à initier [101]. Par ailleurs, ils peuvent agir avec d'autres radicaux libres selon la réaction:
	Les composés phénoliques possèdent une structure chimique idéale pour le piégeage des radicaux libres, parce qu’ils possèdent:
	 Des groupes phénoliques hydroxyles qui sont susceptibles de donner un atome d'hydrogène ou un électron au radical libre.
	 Un système aromatique stabilisé par la résonnance [101].
	Les flavonoïdes en général et les flavan-3-ols en particulier sont de bons piégeurs des radicaux libres. A cause la présence de 3’,4’-dihydroxy et la présence du groupe o-dihydroxy (structure des catéchol) sur le noyau aromatique B; ils possèdent l...
	Figure I.21 : Les caractéristiques structurelles des flavonoïdes avec une activité de piégeage des radicaux libres élevée.
	a.  Test au DPPH
	Le DPPH est un radical libre, stable, qui possède une bande d'absorbance à 517 nm, employé pour évaluer l'activité antioxydante des composés purs ou de mélange complexe. La méthodologie est basée sur la décroissance de l'absorbance d'une solution m...
	La première étape est la capture d'un atome d'hydrogène du composé phénolique par le radical DPPH pour donner du diphénylhydrazine et un radical phénoxy (Figure I.22). Cette étape est la première d'une série de réactions telles que des fragmentatio...
	Figure I.22 : Réaction du radical DPPH avec un phénol [103].
	b.  Test de blanchissement du β-carotène
	Les acides gras polyinsaturés, comme l’acide linoléique, sont la cible privilégiée de l’attaque par le radical hydroxyle ce qui génère des radicaux peroxydes. Ces radicaux vont oxyder le β-carotène entraînant la disparition de sa couleur rouge, mai...
	2. Activité anti-inflammatoire
	2.1. L’inflammation
	L’inflammation est la réponse principale de l’organisme à une agression et est précisément régulée afin de limiter les atteintes possibles des structures de l’organisme. Cependant, une régulation inappropriée de ce phénomène peut conduire à un état...
	2.2. Les polyphénols comme des anti-inflammatoire
	Les différentes études menées sur les effets protecteurs des polyphénols dans ces contextes pathologiques ont montré que ceux-ci diminuaient les marqueurs de l’inflammation et agissaient sur de nombreuses cibles moléculaires au centre des voies de ...
	2.3. Mécanisme de la réaction inflammatoire
	En réponse à une perturbation physique ou chimique, il se produit une activation de la phospholipase A2 qui hydrolyse les liaisons esters des phospholipides membranaires et libère des dérivés de l’acide arachidonique, ce dernier à son tour est méta...
	 La voie de la lipo-oxygénase qui le transforme en leucotriène.
	 La voie de la cyclo-oxygénase qui le transforme principalement en prostaglandine.
	Les leucotriènes augmentent la perméabilité capillaire et exercent une chimioatractivité sur les polynucléaires.
	Les prostaglandines produisent une vasodilatation locale, favorisent l’œdème et l’afflux leucocytaire, en outre, ils dépriment certains mécanismes immunitaires et potentialisent les effets algogènes de la bradykinine.
	Les thromboxanes stimulent les mécanismes de l’agrégation plaquettaire [108].
	2.4. Mécanisme d’action des anti-inflammatoires
	 Anti-inflammatoires non stéroïdiens (AINS)
	C’est une classe pharmaceutique qui possède des propriétés antalgiques, antipyrétiques et anti-inflammatoires.
	Les AINS ont une similitude dans leurs effets thérapeutiques liés à l’inhibition de la synthèse des prostaglandines en bloquant la synthèse de la cyclo-oxygénase (COX) qui catalyse la formation des prostaglandines à partir de l’acide arachidonique....
	 Les anti-inflammatoires stéroïdiens ou glucocorticoïdes (AIS)
	Les glucocorticoïdes constituent une classe thérapeutique qui a des propriétés anti-inflammatoires, antiallergiques et immunosuppressives.
	Ils sont représentés par la cortisone et l’hydrocortisone qui sont des produits naturels sécrétés par la corticosurrénale et les produits synthétiques .
	Les glucocorticoïdes empêchent la formation de glycéro-phospholipides membranaires en acides arachidoniques par la production d’enzyme lipocortine. Ils diminuent la migration des polynucléaires, monocytes, macrophages vers les sites de l’inflammati...
	3. Activité diurétique
	3.1. Les diurétiques
	Les diurétiques représentent une des classes de médicaments les plus prescrites. Ils augmentent l’élimination urinaire de sodium en agissant à différents niveaux de la surface luminale (pôle urinaire) des cellules de tubule rénal. Cet effet a pour ...
	3.2. Mode d’action des diurétiques
	3.2.1. Diurétiques thiazidiques
	Les diurétiques thiazidiques réduisent la réabsorption de Cl- et de Na+, essentiellement en inhibant leur Co-transport  électroneutre, surtout au niveau de la partie initiale du tube contourné distal où il reste moins de 10% du Cl- et du Na+ filtré...
	3.2.2. Diurétiques de l’anse de Henlé
	Ce sont des diurétiques à haut efficacité, ils agissent au niveau de la partie large de la branche ascendante de l’anse de Henlé où ils inhibent le Co-transport  de type symport
	Na+/k+-2Cl- en se fixant probablement sur le site chlorure du Co-transporteur. Ils diminuent la réabsorption du sodium, du potassium et du chlorure dont l’élimination urinaire augmente.
	L’inhibition de transport actif de NaCl provoque une augmentation associée de l’excrétion des Mg2+ et Ca2+, cette propriété est de grande utilité dans le traitement aigue des hypercalcémies [110].
	3.2.3. Diurétiques épargnant le potassium
	Les diurétiques épargneurs de potassium sont aussi appelés diurétiques distaux en raison de leurs sites d’action au niveau rénal : le tube contourné distal et le tube collecteur qui sont les deux derniers segments du néphron. Leur rôle essentiel es...
	3.2.4. Diurétiques inhibiteurs de l’anhydrase carbonique
	L’anhydrase carbonique est une métalloprotéine à zinc activant l’hydratation du CO2 en acide carbonique.
	Les inhibiteurs de l’anhydrase carbonique augmentent la diurèse par l’inhibition de l’anhydrase carbonique au niveau du tube contourné proximale. Ils réduisent la production intracellulaires des ions H+ du transporteur Na+/H+ situé dans la membrane...
	3.2.5. Diurétiques osmotiques
	Le terme de diurétiques osmotiques s’applique à des substances qui sont librement filtrées par le glomérule, ne sont pas réabsorbées par le tube rénale, sont généralement inertes sur le plan pharmacologique et peuvent être administrées en quantité ...
	4. Activité antibactérienne
	4.1. Généralités
	Une définition précise des bactéries permet actuellement d’établir les limites du mode bactérien, elle fait intervenir tous les caractères structuraux et métaboliques qui leur donnent une individualité parmi les microorganismes et permettent de les...
	Les bactéries sont connues depuis 1676, il s’agit des microorganismes unicellulaires classés parmi les procaryotes, car ils ne possèdent pas de membrane nucléaire [114].
	La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur l’usage des antibiotiques. La prescription à grande échelle et parfois inappropriée de ces agents peut entraîner la sélection de souches multirésistantes d’où l’importance d’or...
	4.2. Culture des bactéries
	On utilise habituellement pour cultiver les bactéries des milieux complexes à base d’extraits ou d’hydrolysats enzymatiques de viandes. Ces milieux peuvent être liquides (bouillons) ou solides. La solidification des milieux et obtenue par l’additio...
	En milieu liquide, les bactéries se dispersent librement et leur multiplication se traduit par un trouble, le plus souvent homogène. Sur un milieu solide, lorsque la quantité de bactéries est faible, chaque bactérie va pouvoir se multiplier sur pla...
	4.3. Les antibiotiques
	Les antibiotiques, au sens strict, sont des produits élaborés par des micro-organismes, mais on inclut généralement parmi eux les dérivés semi-synthétiques et les produits entièrement synthétiques. La thérapeutique des infections bactériennes se ba...
	4.3.1. Les cibles bactériennes des antibiotiques
	Les cibles des antibiotiques sont impliquées dans les fonctions physiologiques ou métaboliques de la bactérie. Les antibiotiques peuvent inhiber la biosynthèse des acides nucléiques (ADN et ARN), mais leurs cibles principales sont la paroi cellulai...
	4.3.2. Notion du bactériostatique et du bactéricide
	Quand l’ATB inhibe seulement la croissance des bactéries, on parle ici de l’effet bactériostatique, mais lorsque l’ATB provoque la mort des bactéries on parle de l’effet bactéricide [118].
	 L’effet bactériostatique
	C’est une activité bactérienne au cours de laquelle il ne se manifeste aucune destruction bactérienne, on remarque une inhibition de la croissance bactérienne, croissance qui reprend dès que la substance disparaît.
	En limitant la croissance bactérienne, la molécule permet aux défenses naturelles de l’organisme d’entrer en jeu sans être dépassées.
	L’effet bactériostatique d’une molécule est évalué par la concentration minimale inhibitrice. [118].
	 L’effet bactéricide
	C’est un effet qui se manifeste par une accélération de la mort des bactéries aux concentrations d’ATB utilisées in vivo ou in vitro; s’il persiste moins de 0,01% de survivants après 18 h de culture [118].
	1. Définition de la  corrosion
	La corrosion est une destruction non voulue des métaux (détérioration de leurs propriétés) sous l'action d’agents atmosphériques ou réactifs chimiques.
	Après attaque, les métaux ont tendance à retourner à leur état primitif qui est plus stable par rapport au milieu considéré.
	La détérioration par des moyens physiques n'est pas appelée corrosion, mais suivant le cas: érosion, usure, grippage…
	La corrosion des métaux est due à une réaction d’oxydoréduction interfaciale irréversible entre le métal et un agent oxydant de l’environnement [119].
	Métal + Oxydant → Métal oxydé + Réducteur
	Selon la thermodynamique, les métaux ne sont pas stables au contact de l’air et de l’eau.
	La corrosion est donc un processus spontané qui s’effectue dans la plupart des cas sans apport d’énergie d’une source extérieure.
	2. Potentiel d’électrode et corrosion
	Lorsqu’un métal plonge dans une solution aqueuse, ses atomes perdent des électrons et entrent en solution.
	Métal (M) → Ion métallique (Mn+) + électrons (ne-)
	M → Mn+ + ne-
	Au voisinage du métal se forme un nuage d'ions positifs alors que la surface du métal contient un excès d'électrons. L'équilibre est donc rompu et les forces électrostatiques d'attraction maintiennent les ions positifs et les électrons au voisinage...
	Une différence de potentiel s’établit entre le métal et la solution au voisinage immédiat du métal qui acquiert un potentiel électrique appelé "potentiel d'électrode".
	Le potentiel d'électrode n’est pas accessible à la mesure expérimentale. Seule, peut être mesurée, la différence de potentiel par rapport à une électrode de référence dont le potentiel est connu.
	D’après les lois de la thermodynamique on sait que :
	G = - n. Ғ.E
	n : le nombre d'électrons mis en jeu dans la réaction.
	Ғ : la constante de Faraday (1 Ғ = 96500 Coulombs).
	E : le potentiel d'électrode exprimé en volts et mesuré par rapport à l'électrode standard à
	Hydrogène(le potentiel est pris égal à 0 par convention)
	Pour le cas particulier d'un métal plongé dans un électrolyte, NERNST a trouvé la relation suivante :
	𝑬=𝐄𝟎+,𝟎.𝟎𝟓𝟗-𝒏.,𝐥𝐨𝐠-[𝐌𝐧+].
	[Mn+] : concentration en ion-grammes par litre de solution
	Eo : potentiel standard du métal
	La corrosion n’est possible que si :
	G < 0 c'est-à-dire E > 0
	3. Taux de corrosion et polarisation
	Si la thermodynamique et l'électrochimie permettent de prévoir la corrosion d’un métal, elles ne donnent aucune information sur la vitesse de corrosion.
	C'est le phénomène de polarisation des piles qui nous indiquera le taux de corrosion.
	Quand le courant électrique circule à l’intérieur d’une cellule électrochimique entre l'anode et la cathode, les deux potentiels d'électrode changent (le plus faible augmente quand l’autre diminue). La tension entre les deux électrodes diminue : c'...
	On appelle habituellement courbe de polarisation le graphe intensité fonction du potentiel qui met en évidence le phénomène de polarisation [119].
	4. Inhibiteurs de corrosion dans des milieux acides
	Un inhibiteur de corrosion est un composé chimique qui, ajouté à faible concentration au milieu corrosif, ralentit ou stoppe le processus de corrosion d’un métal placé au contact de ce milieu [120].
	4.1. Inhibiteurs organiques
	Il existe de très nombreux composés organiques susceptibles d’être utilisés comme inhibiteurs. Ceux-ci contiennent, en principe, un centre actif susceptible d’échanger des électrons avec le métal : l’azote (N), l’oxygène (O), le soufre (S) et le ph...
	Dans le but d’améliorer l’efficacité inhibitrice ou encore certaines propriétés physiques comme la solubilité en milieu aqueux.
	4.2. Inhibiteurs inorganiques
	D’une manière générale, les inhibiteurs inorganiques sont utilisés dans des milieux voisins de la neutralité ou alcalins. Ils agissent soit par formation d’un composé protecteur, précipité en surface, soit en aidant à la formation d’une couche d’ox...
	La quasi-totalité des molécules inorganiques inhibitrices contiennent de l’oxygène dans leur formule.
	D’une manière générale un inhibiteur doit :
	  diminuer la vitesse de corrosion d’un métal, en conservant ses caractéristiques physicochimiques
	  présenter une stabilité (vis-à-vis des autres constituants du milieu, en particulier des oxydants et à la température d’utilisation)
	  être efficace à faible concentration
	  être compatible avec les normes de non-toxicité d’où la tendance vers des inhibiteurs verts biodégradables
	 être peu coûteux [121].
	4.3. Produits naturels comme inhibiteurs de corrosion des métaux en milieu corrosif
	L’utilisation des inhibiteurs est l'une des méthodes les plus pratiques pour le contrôle de la corrosion des métaux et alliages qui sont en contact avec un environnement agressif.
	Les produits naturels tels que les composés extraits de plantes semblent être une alternative écologique idéale pour remplacer les traditionnels inhibiteurs de corrosion. Les différents inhibiteurs de corrosion ainsi obtenus et appelés inhibiteurs ...
	Au cours des dernières années, l'attention s'est de plus en plus focalisée sur les propriétés
	anti-corrosives des produits naturels d'origine végétale et l’utilisation d’inhibiteurs verts a  nettement augmenté. Les nombreux travaux réalisés sur le sujet avec la diversité des conditions expérimentales sont largement rapportés par plusieurs aute...
	Une lecture attentive de la littérature révèle clairement que l'ère des inhibiteurs verts a déjà commencé. Cependant, les références bibliographiques suivantes ne présentent que quelques contributions des plus récentes où les propriétés inhibitrice...
	Le pouvoir d'inhibition de la corrosion dans beaucoup de ces extraits de plantes pourrait être dû à la présence de constituants hétérocycliques comme les alcaloïdes, flavonoïdes, les tanins …..etc.
	4.4. Comportement des inhibiteurs de corrosion dans des milieux acides
	Dans les milieux acides, les inhibiteurs organiques sont les plus fréquemment utilisés. Ces inhibiteurs s’adsorbent d’abord à la surface des métaux, puis interviennent dans les processus réactionnels de corrosion pour en diminuer la vitesse.
	Dans les solutions aqueuses, en raison de leur caractère polaire, les molécules d’eau s’adsorbent à la surface du métal. Les inhibiteurs organiques doivent donc déplacer les molécules d’eau adsorbées (figure I.23).
	L’adsorption d’une substance organique à la surface du métal peut être décrite par la réaction suivante:
	Org (s) + n H2O ads → Org ads + n H2O (s)
	Où n est le nombre de molécules d’eau déplacées à partir de la surface pour chaque molécule organique adsorbée.
	Le nombre n’est indépendant du recouvrement et de la charge du métal, mais dépend de l’aire géométrique de la molécule organique par rapport à celle de l’eau.
	L’adsorption de la molécule organique se produit parce que les forces d’interaction entre la surface du métal et celle-ci sont plus fortes que les forces d’interaction entre le métal et les molécules d’eau [125].
	Figure I.23 : Adsorption d’un inhibiteur organique sur la surface métallique en milieu aqueux [125].
	5. Méthodes d’étude des inhibiteurs de corrosion
	5.1. Méthodes stationnaires : courbes de polarisation
	Les méthodes stationnaires permettent d’étudier un système se trouvant dans son état quasiment d’équilibre thermodynamique.
	La courbe de polarisation de l'interface métal-solution est une caractéristique fondamentale de la cinétique électrochimique, mais ne rend compte que de l'étape la plus lente du processus global à l'interface électrochimique.
	Pour déterminer une courbe de polarisation, on applique, à l'aide d'un potentiostat, différents potentiels entre l'électrode de travail (ET) et une électrode de référence (ER). On mesure le courant stationnaire qui s'établit après un certain temps ...
	Cette dernière permet de maintenir l'électrode de travail à un potentiel constant.
	Le potentiostat est programmé pour balayer automatiquement le potentiel à une vitesse choisie.
	Cette méthode permet de déterminer d'une façon précise les paramètres électrochimiques d'un métal au contact d'un électrolyte à savoir: la vitesse instantanée de corrosion (Icorr), le potentiel de corrosion (Ecorr), les pentes de Tafel, la résistan...
	La détermination de la vitesse de corrosion à partir des courbes de polarisation est étroitement liée à la cinétique régissant le processus électrochimique.
	Pour déterminer expérimentalement ces paramètres électrochimiques, une présentation logarithmique de la densité de courant est en général préférable, car elle met en évidence la relation linéaire entre le logarithme de la densité de courant et le p...
	Figure I.24 : Courbe de polarisation et droites de Tafel d’un système redox à l’équilibre [125].
	Le tracé permet de confirmer les indications données par l’évolution du potentiel de corrosion et de les préciser en distinguant l’influence de l’inhibiteur sur chacune des réactions élémentaires, anodique et cathodique [125].
	5.2. Méthodes transitoires: la spectroscopie d'impédance électrochimique
	Différentes méthodes transitoires sont décrites et se différencient les unes des autres par la forme du signal respectif appliqué : une impulsion, un balayage ou une modulation.
	Les méthodes transitoires peuvent être classée en deux catégories à savoir: la méthode de perturbation de grande amplitude (voltamétrie cyclique) et la méthode de faible amplitude (impédancemétrie électrochimique).Seule cette dernière méthode est u...
	Cette technique présente plusieurs avantages et permet de recueillir des informations liées à la thermodynamique du système étudié et quelquefois à sa cinétique. Néanmoins, elle présente des limitations, surtout pour l’étude des mécanismes réaction...
	Dans le domaine de la corrosion, elle permet la détermination précise de la vitesse de corrosion même dans le cas où le métal est recouvert d'une couche protectrice.
	La S.I.E permet aussi l'évaluation du taux d'inhibition, la caractérisation des différents phénomènes de corrosion comme la dissolution ou la passivation...
	La S.I.E repose sur la mesure d’une fonction de transfert résultant d’une perturbation volontaire du système électrochimique étudié. Classiquement, la perturbation imposée est sinusoïdale.
	L’impédance électrochimique se définit comme étant le nombre complexe Z(ω) résultant du rapport :
	𝐙(𝛚)=,𝚫𝐄(𝛚)-𝚫𝐈(𝛚).
	E(ω) est la perturbation imposée à un potentiel choisi E0,
	I(ω) la réponse en courant du système étudié avec une composante continue I0.
	L’impédance Z(ω) est un nombre complexe qui peut être écrit sous la forme suivante :
	𝐙(𝛚) =𝐙𝐫(𝛚)+𝐣 𝐙𝐣(𝛚)            Avec  j = 1-
	Z étant le module de l’impédance,
	Φ le déphasage, Zr la partie réelle et Zj la partie imaginaire.
	Z(ω) peut ainsi être représenté en coordonnées cartésiennes par sa partie réelle et sa partie imaginaire : c’est le diagramme de Nyquist (Figure I.25) [126].
	Figure I.25 : Diagramme de Nyquist (spectre d’impédance électrochimique).
	6. Modes d’expression de l’efficacité d’un inhibiteur de corrosion
	Il existe plusieurs façons d’exprimer l’efficacité d’un inhibiteur de corrosion. L’expression la plus courante et la plus souvent utilisée est le taux d’inhibition (%) :
	𝐄𝐈 %=,,𝐮𝟎 – 𝐮.-𝐮𝟎 .×𝟏𝟎𝟎
	Ou u0 est la mesure de la corrosion (perte de masse, intensité de corrosion, etc.) en l’absence d’inhibiteur u est la mesure en présence d’inhibiteur.
	D’autres expressions sont employées mais à un degré moindre ; il s’agit du coefficient d’inhibition qui permet de différencier mieux des inhibiteurs entre eux lorsque le taux d’inhibition devient très élevé ou encore de la concentration minimale ef...
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	1. Introduction
	Ce chapitre est divisé en trois parties :
	 La première comporte la description de nos travaux d’extraction par différentes  méthodes, l’analyse du profil des polyphénols par chromatographie liquide à haute performance couplée avec un détecteur  à photodiode des différents extraits obtenus  a...
	 La deuxième partie renferme l’étude pharmacologique  de l’extrait n-butanol des deux espèces.
	 La troisième comporte l’étude d’activité anticorrosion de l’extrait n-butanol des deux espèces.
	2. Critères de sélection des plantes
	Pour la sélection des plantes, nous avons considéré un certain nombre de critères comme l’apport de la littérature.
	 Nous avons sélectionné cette plantes médicinales saharienne (T.algeriensis) ayant un fort potentiel d’activité du fait de leurs usages traditionnels largement répandus, aussi le manque des études sur les fractions polaire, ainsi l’aspect chimiotaxon...
	 Les espèces du genre Atriplex sont réputées pour l’accumulation des métabolites secondaires de types flavonol comme composants principaux [2,3], des saponines triterpéniques [4,5], des alcaloïdes et acides aminés [6], coumarines et ecdystérols [7].
	 La recherche bibliographique que nous avons menée sur l’espèce A.mollis a montré que cette plante n’a fait l’objet d’aucune étude phytochimique auparavant.
	3. Place dans la systématique
	3.1. L’espèce Thymus algeriensis
	L’espèce  T.algeriensis  est une espèce qui appartient à : [8]
	3.2. L’espèce Atriplex mollis Desf.
	D’après Quezel et Santa (1963), Atriplex mollis  est une espèce qui appartient à :
	4. Description et répartition géographique
	4.1. L’espèce Thymus algeriensis Boiss & Reut
	C’est une plantes avec des feuilles florales peu différentes des feuilles caulinaires, peu dilatées. Epis florifères courts et étroits ne dépassant guère 15 x 12 mm. Fleurs de 5-6 mm, à corolle moins de 2 fois plus longue que le calice Pelouses, ro...
	Très commun dans le sous-secteur des hauts plateaux algérois et oranais et dans toutes les régions montagneuses et rares ailleurs. On peut la trouver sous le nom Th. Zattarellus Pome (Djertil). C’est une plante endémique dans l’Afrique du nord [8].
	Figure II.1 : Photo de la plante Thymus algeriensis Boiss et Reut.
	4.2. L’espèce Atriplex mollis Desf.
	Atriplex mollis Desf. est un arbuste ne dépassant guère 50 cm; à feuilles bien plus petites (1-2 cm), tiges dressées. Périanthe fructifère grand de 1 cm environ, orbiculaire, papyracé et lisse (Figure II.2). Buisson très rameux à tiges blanchâtres ...
	A.mollis pousse dans des dépressions sableuses salines qui avoir une nappe phréatique au nord du Sahara, en  Algérie, Tunisie et Libye [9].
	Figure II.2 : Photo de la plante Atriplex mollis Desf.
	5. Etude bibliographique
	 A notre connaissance, l’étude qualitative et quantitative des composés phénoliques de Thymus algeriensis  et Atriplex mollis  n'ont jamais été rapportées jusqu'à présent.
	 La majeure partie de la littérature concerne la détermination structurale des différents polyphénols dans Thymus algeriensis.
	6. Récolte du matériel végétal
	Les plantes étudiées ont été récoltées au niveau de plusieurs sites en Algérie (Figure II.3).
	 La récolte de l’espèce T.algeriensis a été réalisée au mois de Mai 2013 des environs de la ville de M’Sila.
	 Les parties aériennes de l’espèce A.mollis a été récoltés au mois de Mai 2016 des environs de la ville de Beskra.
	La plantes a été identifiée par le professeur Mohamed Kaabeche (Département des sciences de la nature et de la vie, Université Ferhat Abbas, Sétif).
	Elle a été déposée à l'Unité de recherche VARENBIOMOL, Université des Frères Mentouri, Constantine.
	Cite de récolte
	Figure II.3: Localisation géographique des sites de récolte en Algérie des plantes étudiées.
	7. Préparation des échantillons
	Après récolté le matériel végétal, nous avons procédé au séchage à une température ambiante (20-25 C) pendant environ un mois à l’air libre, jusqu’à la stabilisation de leur masse afin d’éviter d’éventuelles risques d’oxydation des polyphénols et d...
	Ensuite, les échantillons ont été récupérés et stockés à l’abri de la lumière et d’humidité.
	A.  Caractérisation phytochimique des parties aériennes des espèces étudiées
	1. Screening phytochimique
	La première étape était la recherche des grandes classes de composés chimiques appartenant aux métabolismes secondaires de la  plante étudiée.
	Le principe est basé soit sur la formation de complexes insolubles en utilisant les réactions de précipitation, soit sur la formation de complexes colorés en utilisant des réactions de coloration entres les réactifs et les substances désirés.
	 Test des alcaloïdes
	La présence d’alcaloïdes est établie par la précipitation de sels et la révélation à l’aide du réactif de Dragendorff (solution aqueuse d’iodo-bismuthbnite de potassium)
	Une quantité de 5g du matériel végétal est mise à macérer dans 25 ml d’acide sulfurique dilué (H2SO4) (10%) pendant 24h à température ambiante.
	Ensuite, le mélange est filtré et lavé avec l’eau distillée pour obtenir 25 ml de filtrat. On prélever 1ml de filtrat et on ajouter 5 gouttes de réactif de Dragendorff et on laisser reposer pendant 10 mn.
	La formation d’un précipité orangé ou un changement de couleur indique la présence d’alcaloïdes [10].
	 Recherche des terpènes et des stérols insaturés :
	La présence des stérols insaturés et des triterpènes est mis en évidence à l’aide de H2SO4 [11].
	Une quantité de la poudre végétale est ajoutée dans  un mélange  MeOH/H2O (80 /20), après  agitation, filtration et évaporation à sec, on ajoute 50 ml d’éther à la solution précédente et on laisse  décanter. Après séparation des deux phases et évap...
	Ensuite, le mélange est  réparti dans trois tubes en quantité égale, comme suit:
	Tube (1) : témoin.
	Tube (2) : Ajouter 3 ml d’anhydride acétique.
	Tube (3) : Ajouter3 gouttes d’acide sulfurique.
	Le changement rapide de couleur confirme la présence de terpène.
	L’apparition de la couleur rouge cerise confirme la présence des stérols insaturés.
	 Recherche des triterpènes :
	La présence des stérols insaturés et des triterpènes est mis en évidence à l’aide de H2SO4, comme suit [12]:
	Une quantité de la poudre végétale est ajoutée à un mélange  MeOH/H2O (80 /20), après agitation, filtration et évaporation à sec, on dissous le résidu obtenu dans 1ml d’anhydre acétique, puis dans 1ml de chloroforme.
	La mise en évidence des terpènoïdes est effectuée par l’ajout de 1ml d’acide sulfurique concentré au fond du  tube sans agiter.
	La formation d’un anneau rouge brunâtre ou violet à la zone du contact des deux liquides révèle la présence des triterpènes.
	 Recherche des saponines:
	Les saponines sont caractérisées par leurs pouvoirs moussant en solution aqueuse [13].
	On fait dissoudre 5g de la poudre végétale dans 50 ml d'eau distillée dans un erlen meyer de 250 ml, après  décoction  du mélange pendant 30 minutes, refroidissement et filtration, on prélever 5 ml du décocté et on l’ introduit dans un tube à essai et...
	L'apparition d'une mousse persistante indique la présence des saponines.
	 Recherche des quinones :
	Pour mettre en évidence la présence des quinones [14], une masse de 5g de la poudre végétale est mise à macérer dans 10ml  d’éther de pétrole  pendant 24 h. Après filtration, on prend  2 ml de filtrat et on ajouter 2 ml de NaOH à 10 % sous agitation.
	L’apparition de la coloration rouge virant au violet  indique  la présence des quinones.
	 Recherche des coumarines

	La recherche des coumarines est réalisée selon le protocole suivant [15]:
	Une masse de 1g de la poudre végétale est mise à macérer dans 20ml d’éther diéthylique pendant 24 h. Apres filtration, on complète à 20ml avec de l’eau distillée, on  évapore l’extrait éthérique à l’air libre jusqu’à obtention de 5ml en reprenant a...
	Une fluorescence intense dans le tube contenant de l’ammoniaque indique la présence des coumarines.
	 Recherche des tanins catéchiques et galliques :

	La présence de tannins galliques et catéchiques a été mise en évidence à l’aide de chlorure  ferrique [12,16] .Les étapes réalisées sont comme suit :
	Une masse de 2,5g  de matière végétale est infusée dans 25 ml d’eau bouillante pendant 30 mn. Après filtration, on prélève 4ml u filtrat et on le partage dans deux tubes en quantité égale :
	Tube (1) : on ajouter trois gouttes de chlorure ferrique FeCl3 (1%).
	L’apparition  de coloration, ou la formation d’un précipité indique la présence des tannins catéchiques.
	Tube(2) : on fait saturer la solution  en acétate de sodium puis on ajoute quelques gouttes de FeCl3 1%.
	La formation d’un précipité ou changement de couleur indique la présence des tanins galliques.
	 Recherche des flavonoïdes :

	Plusieurs tests de caractérisation permettent de mettre en évidence différents types de flavonoïdes [17] .En présence de différents réactifs les flavonoïdes donnent des réactions de coloration caractéristique.
	Une masse de 5g de la poudre végétale est mise à macérer dans 50 ml d’eau distillée pendant 30 min. Apres filtration, on  prélève 8 ml du filtrat et on les introduit dans 4 tubes à essai à raison de 2 ml par tube.
	Tube (1) : témoin
	Tube (2) : on ajoute 1 ml de NaOH (1N).
	Tube (3) : on ajoute1ml d'eau distillée.
	Tube (4) : on ajoute 0.5ml de HCl concentré avec des coupeaux de magnésium.
	En présence des flavonoïdes, un changement de coloration sera observé.
	 Recherche des anthocyanes :
	Les étapes de recherche des anthocyanes sont réalisées comme suit [18]:
	Une masse de 2,5g  de la poudre végétale est mise à macérer dans 25 ml d’eau distillée bouillante pendant 15 min. Apres Filtration, on complète avec un peu d’eau chaude à 25 ml. Ensuite, on prend  5 ml du filtrat auquel on additionne 5 ml de H2SO4 ...
	Si la coloration se voie par acidification jaune claire et vire vers le bleu-violacé par addition de 5 ml d’ammoniaque (10%) ceci indique la présence d’anthocyanes.
	2. Procédure d’extraction
	2.1. Extraction de l’huile essentielle par entrainement à la vapeur
	L’analyse de la composition de l’huile essentielle de Thymus algeriensis a été effectuée au laboratoire de Chimie des Hétérocycles et Glucides, Ecole Nationale Supérieure de Chimie, de Clermont-Ferrand, Ensemble Scientifique des Céseaux, BP 187- 63...
	Après distillation à la vapeur d’eau de l’espèce Thymus algeriensis, à l’aide d’un appareil de type Clevenger (passage de la vapeur d’eau au travers de la substance végétale) pendant une durée de 4h. Elle consiste à immerger directement la matière ...
	Figure II.4 : Schéma du montage utilisé pour entrainement à la vapeur.
	2.2. Extraction hydroalcoolique (Macération)
	Une masse de 2Kg des parties aériennes de la matière végétale est coupée en petits morceaux et mises à macérer dans un mélange éthanol/ eau (70/30) pendant 24 à 48 heures. Cette opération est répétée trois fois avec renouvellement du solvant. Après...
	Après filtration, la phase aqueuse obtenue est épuisée successivement par une extraction liquide-liquide dans une ampoule à décanter en utilisant des solvants non miscibles à l’eau et de polarité croissante en commençant par l’éther de pétrole afin...
	Le processus d’extraction est résumé par l’organigramme suivant (Figure II.5)
	 Calcul du rendement
	Nous pouvons déterminer le rendement en extrait sec par le rapport entre le poids de l’extrait sec, avec le poids du matériel végétal sec utilisé pour l’extraction en gramme. Le rendement est calculé par la formule suivante :
	𝑹=,𝐌0-𝐌.×𝟏𝟎𝟎
	M0 : Masse en gramme de l’extrait brut évaporé
	M : Masse en gramme de la matière végétale initiale sèche
	Matériel végétale
	m=2000g
	● Macération à froid dans un mélange
	EtOH/H2O (70:30 ; v/v), répétée 3 fois
	(24-48h)
	● Filtration
	● Concentration non à sec (t = 35  C)
	● Dilution avec H2O distillée.
	● Filtration (1)
	● Extraction par éther de pétroles (x1)
	● Décantation et évaporation de la phase organique (t=35 )
	Extrait CHCl3
	● Extraction par CHCl3 (x3)
	● Décantation et évaporation de la phase organique  (t=35 )
	Extrait AcOEt
	● Extraction par AcOEt (x3)
	● Décantation et évaporation de la phase organique (t=35 ) (1)
	● Extraction par n-butanol (x4)
	● Décantation et évaporation de la phase organique (t=60 )

	Extrait n-butanol
	2.2.1. Fractionnement des extraits
	Pour l’ensemble des extraits, nous avons commencé  le traitement par une chromatographie analytique sur couche mince pour bien choisir le système d’élution qui donnerait les meilleurs résultats.
	Le but de ce fractionnement est d’obtenir des fractions avec une composition chimique différente en utilisant des différentes méthodes avec d’autres solvants.
	a. Protocole de fractionnement des extraits de l’espèce Thymus algeriensis
	 Fractionnement de l’extrait chloroformique
	Le fractionnement de l’extrait chloroformique de Thymus algeriensis a été réalisé par chromatographie d’adsorption sur une colonne de gel de silice. L’extrait chloroformique (m= 7g) est dissout dans du méthanol et mélangé à une petite quantité de g...
	Les fractions recueillies sont regroupées suivant la similitude de leur profil chromatographique sur couches minces de gel de silice déposées sur feuilles d’aluminium qui après développement dans des cuves en verre avec des systèmes adéquats, ont é...
	  Fractionnement de l’extrait  Acétate d’éthyle
	L’extrait acétate d’éthyle a été testé avec plusieurs systèmes de solvant avec des polarités différentes. L’éluant utilisé est composé  de deux solvants le chloroforme/méthanol.
	Environ 4 g de l’extrait acétate d’éthyle sont dissous dans un minimum de chloroforme. La solution est introduite à l’aide d’une pipette sur une colonne confectionnée avec 120 g de gel de silice, (type60, 230-400 mesh, Merck) préparée dans le chlor...
	Les extraits e les fractions ont été recueillis dans un flacon à température ambiante, le solvant d'extraction a été séché sous un flux de N2 doux à température ambiante et le résidu a été stocké à -20   C jusqu'à l'analyse chromatographique.
	La figure II.6 résume les différentes méthodes d’extractions jusqu’à l’obtention des fractions.
	Figure II.6 : extraction et fractionnement de T.algeriensis.
	b.  Protocole de fractionnement des extraits de l’espèce Atriplex mollis
	 Fractionnement de l’extrait chloroformique (1)
	L’extrait  chloroforme est dissous dans le méthanol puis additionné à quelques grammes de gel de silice puis évaporé à sec afin d’obtenir un solide sous forme de poudre.
	Le mélange est déposé sur une colonne de gel de silice (type60, 230-400 mesh, Merck).
	L’élution est réalisée initialement par le chloroforme dont on augmente la polarité par un gradient de méthanol.
	La séparation par chromatographie sur colonne a été suivie par un contrôle des lots sur des plaques CCM analytiques de gel de silice en utilisant divers systèmes d’élution. L’examen des plaques est réalisé sous lumière UV à 254nm et 365nm et après ...
	A l’issue de ce fractionnement, 17 fractions ont été recueillies.
	 Fractionnement de l’extrait Acétate d’éthyle
	Cette étape permet une séparation grossière des molécules selon leur polarité. Le résultat des tests chromatographiques nous a conduits à utiliser comme système d’élution le chloroforme-méthanol en gradient de polarité. Une masse d’environ 2.67 g d...
	Le suivi de ces fractions est effectué par chromatographie sur couche mince de gel de silice sur support Aluminium. Les plaques sont visualisées sous lumière UV (254 et 365 nm) puis révélées avec de l’anisaldéhyde et chauffées.
	18 fractions ont été obtenues lors de ce fractionnement.
	La figure II.7 résume les différentes extractions jusqu’à l’obtention des fractions.
	Figure II.7 : Extraction et fractionnement de l’espèce Atriplex mollis.
	2.3. Extraction assistée par micro-ondes (Microwaves Extraction MAE)
	L’extraction assistée par micro-ondes a été réalisé en utilisant un Biotage InitiatorTM 2.0 automatique (Uppsala, Suède) caractérisé par micro-ondes de haute fréquence 2,45 GHz et une gamme de puissance de 0 à 300 W (figure II.8). La température in...
	Des échantillons broyés ont été ajoutés au solvant choisi (20: 1 , rapport liquide / solide). Ensuite, la suspension a été transférée dans un récipient scellé approprié  pour un réacteur micro-ondes monomode automatique. L’extraction assistée par m...
	Les mélanges séchés ont été stockés à -20   C jusqu’à une analyse chromatographique  ultérieure [19].
	Figure II.8 : Extracteur Biotage Initiator TM 2.0 automatique.
	L’extracteur SFE se compose de :
	 Une pompe de distribution de CO2 (PU-2080-CO2, Jasco, Tokyo, Japon).
	 Une chambre thermostatique avec une colonne d’extraction de 50 ml.
	 Un détecteur UV-Vis avec cellule haute pression (875-UV, Jasco).
	 Un régulateur de contre-pression automatique (BP-2080 plus, Jasco).
	L’extraction a été effectuée en utilisant 20 g de la poudre végétale, qui a été chargés dans une colonne d'extraction en acier inoxydable entre deux couches de laine de coton dans les deux extrémités pour éviter les particules de colmatage de système.
	La colonne d’extraction est placée dans la chambre thermostatique.
	Le matériel végétal a été exposé à une extraction dynamique à 40   C pendant 60 min avec un débit de CO2 de 3 ml / min. Deux différentes valeurs de pression (10 et 30 MPa) ont été appliquées afin de moduler la densité de fluide supercritique, comme...
	Figure II.9 : Extracteur à  fluide supercritique.
	2.5. Extraction des pigments foliaires
	L'analyse des caroténoïdes totaux et de la chlorophylle a et b dans l'échantillon des espèces étudiées  a été réalisé selon Solovchenko avec quelques modifications [21]. Un échantillon de masse 150 mg a été homogénéisé à l’aide d’un mortier dans 5 ...
	De plus, une homogénéisation a été effectuée avec 50 mg d’oxyde de magnésium (MgO) pour prévenir la phéophytinisation de la chlorophylle. L'homogénat a été filtré  avec le papier filtre. Ensuite, l'eau distillée a été ajoutée à ce filtrat à raison ...
	Finalement, le mélange a été centrifugé dans un tube à essai en verre pendant 18 min à 3000 g à 10   C pour compléter la séparation des phases (chloroforme et méthanol / aqueux. La phase chloroforme (phase inférieure) contient les molécules hydrophobe...
	Le spectre d'absorption de la phase chloroforme a été enregistré avec un instrument Beckman Coulter DU 800 dans la gamme de 350 à 800 nm avec une résolution spectrale de 0,5 nm à une température de 20   C.
	Selon Wellburn (1994) [22], les teneurs en chlorophylles et en caroténoïdes totaux ont été déterminées à l'aide du coefficient d'absorption.
	Les équations permettant de déterminer les concentrations de chlorophylle a  (Ca) et b (Cb), ainsi que les teneurs totales en caroténoïdes (Ctot) sont indiquées ci-dessous:

	 Ca = 11, 47 A665, 6 - 2A647, 6;
	 Cb = 21, 85 A647, 6 - 4, 53 A665, 6;
	 Ctot= (1000 A480 – 1.33Ca – 23.93 Cb)/202.
	3. Analyses qualitative et quantitative
	3.1. Analyses chromatographiques par GC des huiles essentielles de l’espèce Thymus algeriensis
	3.1.1. Analyse par Chromatographie gazeuse/Détecteur à Ionisation de Flamme (GC-FID)
	L'analyse a été réalisée à l'aide d'un chromatographe Agilent 6890 (GC-FID), équipé d'une colonne capillaire db-5 (5% -Phenyl-95%-diméthylpolysiloxane) (20m x 0,18 mm, épaisseur du film 0,18 µm), la programmation de la température consiste en une é...
	3.1.2. Analyse par Chromatographie gazeuse / Spectrométrie de Masse (GC/MS)
	La spectrométrie de masse a été effectuée sur une chromatographie en phase gazeuse couplée d'un spectromètre de masse Agilent 7890/5975 (GC-MS), équipée d'une colonne capillaire db-5 (20m x 0,18 mm, épaisseur de film de 0,18 µm) programmé avec les ...
	L'ionisation du spectromètre de masse (MS) a été réglée en mode impact électronique positif  à 70 eV, et le multiplicateur d'électrons a été fixé à 2200 V. Les températures de la source d'ions et le quadripolaire MS étaient de 230  C et 180  C resp...
	Les données spectrales de masse ont été acquises dans le mode de balayage dans la gamme m/z 33-450.
	L’identification des constituants a été réalisée en se basant sur leurs indices de Kováts (IK) et sur la chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse avec ceux des bases de données [23].
	3.2. Analyses chromatographique des extraits par HPLC/PDA
	L'analyse des polyphénols des extraits est réalisée sur un HPLC avec un détecteur à ultraviolets (Photo-Diode-Array Detector : PDA).
	3.2.1. Les standards analytiques utilisés
	Acide gallique, catéchine, acide chlorogénique, acide 4-hydroxy-benzoïque, acide vanillique, épicatéchine, acide syringique, acide 3-hydroxybenzoïque, isovanilline, acide p-coumarique, rutine, acide sinapinique, acide t-férulique, naringine, acide ...
	Le méthanol, le chloroforme, l’acétate d’éthyle  et  n-butanol (qualité HPLC), acide acétique (99%), acétonitrile (qualité HPLC) ont été fournis  par  Carlo Erba Reagenti (Milan, Italie).
	L’eau distillée a été  obtenue  on utilisant le système de traitement de l’eau Millipore Milli-Q Plus (Millipore Bedford Corp., Bedford, MA, USA).
	Toutes les extractions ont été contrôlées par chromatographie sur couche mince (CCM) réalisée sur des plaques  de gel de silice de 0.2 mm d’épaisseur (60 F254 Merck) et les taches ont été détectées sous une lampe à ultraviolets (UV) à 254 et 365 nm.
	Les extraits ont été préparés par dissolution 1 mg de chaque extrait avec 1ml de méthanol puis centrifugé avec une centrifugeuse, modèle 5804 (Eppendorf, Hambourg, Allemagne)et enfin filtré à travers un filtre millipore 0,45 μm (Phenex, Phenomenex,...
	3.2.2. Mode opératoire
	L’étude du profil des polyphénols par HPLC-PDA a été effectuée suite  à une méthode développée [20] pour les polyphénols dans le laboratoire du  département de  Pharmacie, Université de G. d’Annunzio” of Chieti-Pescara, Italie, en utilisant une chr...
	La phase mobile a été directement dégazée en ligne en utilisant un dégazeur Biotech 4CH DEGASI Compact (Onsala, Suède). Le logiciel Empower v.2 (Waters Spa, Milford, Massachusetts, États-Unis) a été utilisé pour collecter et analyser des données.
	La séparation chromatographique a été réalisée en mode gradient d'élution sur une colonne en phase inverse C18 (Prodigy ODS(3), 4.6 x 150 mm, 5 µm; Phenomenex, Torrance, CA). La colonne a été réglée à 30  C (± 1  C).
	La phase mobile était un mélange de solvants (93% A+ 03% B) ou :
	 A (Eau avec 3% (v / v) de l'acide acétique)
	  B (l’acétonitrile avec 3%(v / v), de l'acide acétique).
	Le tableau II.1  résume le mode graduant  d’élution de la colonne.
	Tableau II.1: Programme d’élution de la colonne
	Tous les extraits ont été pesés, dissous dans la phase mobile, centrifugé et filtré, puis 20 µl ont été directement injectés dans le système HPLC-PDA. Pour les échantillons hors gamme, un facteur de dilution de 1:10 a été appliqué. Les données sont...
	L'identification de composés a été soigneusement effectuée sur la base de leur temps de rétention (vérifié également par les spectres UV-Vis) par comparaison avec ceux de composés standard purs.
	Les chromatogrammes des standards utilisés ont été enregistrés à 278 nm dans laquelle tous les composés présentent une absorbance.
	Les temps de rétention ainsi que la longueur d’onde d’adsorption maximale d’absorbance des standards utilisés sont mentionnés dans le tableau II.2.
	Tableau II.2 : Les standards utilisés avec leurs temps de rétention et leurs longueurs d’ondes.
	B- Evaluation de l’activité biologique
	1. Matériel Végétal
	Durant cette étude, nous avons travaillé sur les extraits butanolique des deux  espèces  étudiées.
	L’étude qualitative et quantitative par la méthode HPLC/PDA montre la richesse de ces extraits en polyphénols qui ont connu par leurs effets pharmacologique.
	2. Etude pharmacologique in vitro
	2.1.  Activité antioxydante
	2.1.1. Dosage des polyphénols totaux et des flavonoïdes totaux
	2.1.1.1. Dosage des polyphénols totaux
	La teneur en polyphénols totaux de l’extraits n-butanol des espèces étudiées a été évaluée spectrophotométriquement  selon la méthode de Folin-Cioclateu [24], avec quelques modifications.
	Le folin-Cioclateu, réactif de couleur jaune est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12O40) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo12O40). Lorsque les polyphénols sont oxydés, ils réduisent le réactif Folin-Cioclateu en un complexe ...
	La coloration bleue produite possède une absorption maximale aux environs de 755-770 nm. L’absorbance, par référence à une gamme étalon obtenue avec un acide phénolique (Acide gallique comme référence), permet de déterminer la quantité de polyphéno...
	La lecture de l’absorbance était à 765 nm.
	 Protocole :
	Une solution mère d'acide gallique a été préparée avec une concentration de 1mg/ml
	(1000 μg /ml) à partir de laquelle on a préparé une série de solutions filles de 10 ml de concentrations (10, 50, 100, 150  et 200μg/ml). Une courbe d'étalonnage standard a été obtenue à partir de ces solutions filles d'acide gallique.
	 1ml de chaque solution a été introduit dans des tubes à essai, suivi de l'addition de 0,5 ml de réactif de Folin-Ciocalteu (1N) et 7,5 ml d'eau distillée.
	 Après agitation puis repos pendant 10 minutes, un volume de 1,5 ml de carbonate de sodium (Na2CO3) à 10% a été ajouté.
	 Les mélanges réactionnels sont agités et incubés 90 min à l’obscurité  à  la température de la chambre.
	L'absorbance de chaque solution a été déterminée à 765nm à l'aide d'un spectrophotomètre.
	Les valeurs obtenues avec les solutions filles d’acide gallique ont permis d’établir les courbes d’étalonnage correspondantes.
	Figure II.10 : Courbe d’étalonnages de l’acide gallique de l’espèce T.algeriensis.
	Figure II.11 : Courbe d’étalonnages de l’acide gallique de l’espèce A.mollis.
	2.1.1.2. Dosage des flavonoïdes totaux
	La quantification des flavonoïdes a été effectuée par une méthode adaptée, on utilisant le trichlorure d’aluminium (AlCl3), ce réactif forme avec les groupements hydroxyles du flavonoïde un complexe très stable, de couleur jaune et absorbe à une lo...
	 Protocole
	Une solution mère du standard (la rutine pour thymus et la quercétine pour Atriplex) a été préparé avec une concentration  1mg /ml.
	 A partir de la solution mère de la rutine ou de la quercétine (utilisée comme étalon), on va préparer des solutions filles de différentes concentrations (5, 10, 50, 100 ,150 et 200 µg).
	 1ml de chaque solution de la rutine ou de l'extrait est introduit dans des tubes à essai, suivi de l'addition 1 ml d’AlCl3 (2% préparé dans le méthanol).
	 On laisse reposer dans une chambre noire pendant une heure [25].
	Après on fait la lecture de l’absorbance au moyen de spectrophotomètre à 480 nm.
	Les valeurs d’absorbances obtenues avec les solutions filles de la rutine ont permis d’établir la courbe d’étalonnage correspondante.
	Figure II.12 : Courbe d’étalonnages de la rutine.
	Figure II.13 : Courbe d’étalonnages de la quercétine.
	2.1.2. Effet anti-radicalaire par le test au DPPH
	L’effet anti-radicalaire de l’extrait n-BuOH des espèces étudiées a été évalué in vitro par la méthode de DPPH  (2,2-diphényl-2-picryl-hydrazyle) décrite par Ohinishi [26].
	La solution du DPPH (C18H12N5O6) est solubilisée dans le méthanol absolu pour en obtenir  une solution de 0,2 mM.
	1mL de chacun des extraits à différentes concentrations (0-400 μg/ml) sont ajoutés à 1 ml de la solution méthanolique du DPPH (0,2 mM).
	Après 30 min d’incubation dans l’obscurité et à la température ambiante, l’absorbance a été lue à  λ=517 nm. La BHT, la BHA et α-tocophérol (0-50 μg) ont été également utilisés comme références.
	L’effet antioxydant des extraits est exprimé en pourcentage de réduction de DPPH selon la formule suivante :
	% 𝐝𝐞 𝐫é𝐝𝐮𝐜𝐭𝐢𝐨𝐧 =,(𝑨𝒃𝒔 𝒄𝒐𝒏𝒕𝒓ô𝒍𝒆 – 𝑨𝒃𝒔 é𝒄𝒉𝒂𝒏𝒕𝒊𝒍𝒍𝒐𝒏)-𝐀𝐛𝐬 𝐜𝐨𝐧𝐭𝐫ô𝐥𝐞.×𝟏𝟎𝟎
	2.1.3. Test de blanchissement du β-carotène
	 L’espèce Thymus algeriensis
	Le test de blanchissement de la β-carotène a été  réalisé en adoptant la méthode de Krishnaiah et ses collaborateurs [27].
	L’émulsion de β-carotène/acide linoléique a été préparée par la dissolution de 0.5 mg de β-carotène dans 1 ml du chloroforme, 25 μl de l’acide linoléique et 200 mg de tween 40.
	Après l’évaporation complète du chloroforme par un rotavapeur (40  C), on ajoute 100 ml d’eau distillée saturée en oxygène. A 2.5 ml de l’émulsion précédente on ajoute de l’extrait n-BuOH de l’espèce Thymus ou d’antioxydant de référence Trolox ou V...
	𝐀𝐀𝐑=,𝐀𝐛𝐬 𝐚𝐮 𝐭𝐞𝐦𝐩𝐬 𝐳é𝐫𝐨 -𝐀𝐛𝐬 𝐚𝐮 𝐭𝐞𝐦𝐩𝐬 𝟏𝟐𝟎 𝐦𝐢𝐧𝐮𝐭𝐞𝐬.×𝟏𝟎𝟎
	 L’espèce Atriplex mollis
	L’acide linoléique en émulsion aqueuse est oxydé. Les radicaux libres formés sont piégés par la β-carotène. La mesure de l’activité antioxydante suit la diminution de la densité optique en fonction du temps. En effet la décoloration du β-carotène résu...
	La méthode décrite par Marco, G.J., (1968) a été employée avec une légère modification.
	Une émulsion β-carotène/acide linoléique est préparée par les mêmes procédures que dans l’espèce T.algeriensis sauf qu’on a ajouté seulement 50ml de l’eau distillée saturée en oxygène (barboter à l’oxygène pendant 30 min avec un débit de 100 ml/min...
	𝐈𝐧𝐡𝐢𝐛𝐭𝐢𝐨𝐧 % =,𝐀𝐛𝐬 𝐝𝐮 ,𝛃−𝐜𝐚𝐫𝐨𝐭è𝐧𝐞.à 𝟏𝟐𝟎 𝐦𝐢𝐧 -𝐀𝐛𝐬 𝐢𝐧𝐢𝐭𝐢𝐚𝐥𝐞 𝐝𝐮 (𝛃−𝐜𝐚𝐫𝐨𝐭è𝐧𝐞).×𝟏𝟎𝟎
	2.2. L’activité bactérienne
	Pour caractériser l’activité antibactérienne de l’extrait n-butanol des espèces étudiées, nous avons utilisé la méthode de diffusion sur gélose. C’est une technique qualitative basée sur la mesure du diamètre des halos d’inhibition apparents autour...
	2.2.1. Méthodes et matériels
	L’étude in vitro de l’activité antimicrobienne de l’extrait butanolique a été effectuée par la méthode de diffusion en milieu solide [29].
	 Souches bactériennes :
	Toutes les souches que ce soit standard ou issues des prélèvements proviennent de l’institut Pasteur à Alger.
	Les souches bactériennes sont entretenues par repiquage sur la gélose (MHA) nutritive en favorisant leur croissance pendant 24 h à l’obscurité à 37 .
	Les disques de papier WATMAN (N 3) imprégnés d’une quantité définie 20 μl d’extrait n-butanol sont déposés à la surface du milieu gélosé préalablement ensemencé par les bactéries.
	Puis, les boites sont  incubées à 4  C pendant 4 h  pour permettre une bonne diffusion du surnageant. Ensuite l’incubation est faite à 37  C pendant 24 h (Figure II.14).
	L’activité antibactérienne est révélée par l’apparition des zones d’inhibition autour des disques.
	2.2.2. Lecture
	Toute activité antibactérienne se manifesterait par la formation  d’un diamètre d'inhibition qui sera alors mesuré en mm avec une règle.
	Figure II.14 : Boites de Pétri des quatres souches bactériennes utilisées après incubation d’extrait n-butanol (BETA et BEAM) des deux espèces.
	3. Etude pharmacologique in vivo
	3.1 Les animaux
	Les expériences de notre étude pharmacologique, ont été réalisées sur les rats albinos de la souche Wistar femelles pesants entre 170-220 grammes.  Les rats ont été divisés en plusieurs groupes, dans des cages en plastique opaques. Ils ont libre ac...
	3.2. Préparation des solutions administrées
	Nous avons administrés pour chaque rat une dose qui correspond à son poids corporel. Les solutions à administrer, à chaque rat, ont été préparées juste avant l’administration, en solubilisant la quantité du produit à tester dans l’eau distillée.
	3.3. L’activité anti-inflammatoire
	3.3.1. Protocole expérimental
	3.3.1.1. Prétraitement par les extraits
	Une demi-heure avant l’injection de la carragénine, un effectif de 16 rats pesant 170-200g est divisé selon les deux extraits en trois groupes, le diamètre de la patte arrière droite a été mesuré avant l’injection de la carragénine. Chaque groupe r...
	 Groupe témoin (n=4) : injecté seulement par la carragénine (non traité) pour suivre l’inflammation.
	 Groupe standards (n=4) : l’anti-inflammatoire Diclofénac (50mg/kg) dissout dans l’eau.
	 Groupe extrait n-but (n= 4) : l’extrait n-butanol (BETA et BEAM)  à la dose de 50 mg/Kg dissous dans l’eau.
	3.3.1.2. Induction de l’inflammation
	Pour mettre en évidence l’activité anti-inflammatoire de l’extrait d’une plante médicinale, un modèle expérimental d’inflammation aigue de la patte du rat induit par la carragénine a été sélectionné.  Des œdèmes au niveau des pattes de rats sont in...
	 Injection de la carragénine
	Une demi-heure après l’administration des traitements, chaque animal reçoit par injection subplantaire dans la patte arrière droite 0,1 ml d’une suspension de carragénine à 1% dissous dans l’eau.
	3.3.1.3. Évaluation de l’activité anti-inflammatoire
	 Mesure de l’œdème
	Le diamètre de la patte a été mesuré, à l’aide d’un micromètre digital avant et après induction de l’œdème à des intervalles d’une demi-heure pendant trois heures. L'évolution de l'œdème de la patte a été déterminée chaque demi-heure jusqu’à 3 heur...
	 Calcul du pourcentage d’augmentation du volume de la patte (%AUG)
	Le pourcentage d’augmentation (%AUG) de l’œdème est calculé pour chaque groupe de rats. Il est donné par la formule suivante :
	%𝐀𝐔𝐆=,(𝐃𝐧 −𝐃𝐨)-𝐃𝐨.×𝟏𝟎𝟎
	Dn : diamètre de la patte l’ième heure après l’injection de la carragénine.
	D0 : diamètre de la patte avant l’injection de la carragénine.
	 Calcul du pourcentage d’inhibition de l’œdème (% INH)
	Le pourcentage d’inhibition (%INH) de l’œdème est calculé pour chaque groupe de rats traités par rapport au lot témoin. Il est obtenu par la formule suivante :
	%𝐈𝐍𝐇=,%𝐀𝐔𝐆 𝐭é𝐦𝐨𝐢𝐧−%𝐀𝐔𝐆 𝐭𝐫𝐚𝐢𝐭é-%𝐀𝐔𝐆 𝐭é𝐦𝐨𝐢𝐧.×𝟏𝟎𝟎
	Figure II.15 : Mesure de l’œdème.
	3.4. L’effet diurétique
	3.4.1. Protocole expérimentale
	L’évaluation de l’effet diurétique consiste à mesurer le volume de l’urine émis par le rat mis en surcharge hydrosodique suivi immédiatement par l’administration du composé à tester avec une posologie de 50mg/kg. Nous avons séparé les rats en plusi...
	 Administration des produits
	Pour cette étude, 15 rats sont utilisés. Ils sont repartis en cinq groupes en raison de 3 rats par cage. Les composés sont administrés en solution par gavage à l’aide d’une sonde métallique.
	 Groupe 1 (3 rats) : (Témoins négatifs) animaux recevant par voie orale de l’eau distillée (40ml/kg).
	 Groupe 2 (3 rats) : animaux recevant par voie orale une solution de NaCl à 0.9 %.
	 Groupe 3 (3 rats) : (HCTZ) ces rats reçoivent par voie orale une solution de NaCl à 0.9 % suivie immédiatement d’une dose de 50mg/Kg de l’hydrochlorothiazide.
	 Groupe 4 (3 rats) : animaux recevant par voie orale une solution de NaCl à 0.9 % suivie immédiatement d’une dose de 50 mg/Kg de l’extrait n-butanol des deux espèces (BETA et BEAM).
	Les urines émises par les 3 rats de chaque cage sont collectées et mesurées chaque heure pendant 5 heures (Figure II.16).
	Figure II.16 : La collection des urines.
	3.4.2. Etude de l’influence des extraits sur le pH, les taux de sodium, potassium, et calcium dans les urines
	Juste après le test on mesure le pH urinaire par un pH-mètre étalonné dans le but d’évaluer l’effet de nos extraits sur l’acidité des urines qui nous donne une idée sur les échanges ioniques au niveau rénal.
	Les urines récupérées pour les 5 heures sont conservées au réfrigérateur en vue de les utiliser ultérieurement, pour effectuer des dosages des ions : calcium, potassium, et sodium.
	Ce dosage urinaire permet de surveiller l’équilibre acido-basique de l’organisme, il est réalisé par la spectroscopie d’émission de flamme de marque AFP 100.
	 Principe de la méthode
	Cette méthode décrite dès la fin du XlX siècle reste la méthode de référence [31]. Schématiquement les atomes sont stimulés à de hauts niveaux énergétiques en vaporisant la solution à déterminer dans une flamme. Lors de la stimulation, les électron...
	La spectrométrie d'émission de flamme utilise une mesure quantitative de l'émission optique provenant des atomes stimulés pour déterminer la concentration de la substance à doser.
	C- Activité anticorrosion
	1. Introduction
	Le pouvoir inhibiteur de la corrosion de l’acier en milieu acide sans et avec addition de l’extrait n-butanol  sera évalué en utilisant la technique électrochimique.
	Lors de cette étude expérimentale, le système électrochimique métal / solution considérée est composé par :
	- une électrode en acier doux,
	- un milieu acide chlorhydrique 1M.
	La vitesse de corrosion d’un système électrochimique métal /solution peut être déterminée par plusieurs méthodes classiquement utilisées par les expérimentateurs.
	Nous avons utilisé, pour y parvenir, l’extrapolation des droites de Tafel à partir du tracé des courbes intensité - potentiel et les diagrammes d’impédance de type Nyquist ainsi  que la perte  de masse de cet acier  dans  l’inhibiteur utilisé [32].
	2. Matériels et méthodes
	2.1. Inhibiteur utilisé
	L’inhibiteur utilisé est l’extrait n-butanol des deux espèces étudiées (Thymus et Atriplex).
	2.2. Matériel utilisé
	Notre étude est effectuée sur l’acier de carbone 316L dont la composition massique répertorie ci-dessous :
	Tableau II.3 : La composition chimique de l’acier 316L.
	2.3. Milieu corrosif
	Le milieu corrosif est constitué de l’acide Chlorhydrique HCl de 1M préparé à partir d’une solution d’acide 37%.
	3. La mesure de perte de masse
	Cette opération a été faite par immersion des coupons de l’acier de carbone 316L dans la surface de 1 cm2(1 cm x 1 cm x 2 mm), préalablement polies avec le papier SIC à différents graduant, et lavées avec de l’eau et de l’acétone , dans le milieu c...
	L’efficacité inhibitrice a été calculée en absence et en présence d’inhibiteur selon l’expression suivante :
	𝐄𝐈 (%)=,𝐖𝟎 – 𝐖𝐢 -𝐖𝟎.×𝟏𝟎𝟎
	W0 : la perte de la masse en absence de l’inhibiteur.
	Wi : la perte de la masse en présence de l’inhibiteur.
	4. Les mesures électrochimiques
	Les expériences électrochimiques sont effectuées dans une cellule en verre pyrex, thermostatée (à double paroi) et équipée d’un montage conventionnel à trois électrodes.
	 L’acier comme électrode de travail (ET).
	 Le platine comme électrode auxiliaire  (CE)
	 Une électrode au calomel Hg / Hg2Cl2 / KCl saturé (ECS) comme électrode de référence (ER).
	4.1. Les courbes de polarisation
	Les mesures électrochimiques sont réalisées à l’aide d’un montage comprenant un
	potentiostat-galvanostat PGZ 301 de type VOLTALAB et de marque Radiometer, piloté par un logiciel d'analyse « VoltaMaster4 ».
	Dans la méthode potentiodynamique, le potentiel appliqué à l’échantillon varie de façon continue de –530 à  800 mV, avec une vitesse de balayage de 1 mV.mn-1 [32].
	L’efficacité inhibitrice a été calculée selon l’expression suivante :
	𝐄𝐈(%)=,𝐈𝐜𝐨𝐫𝐫 –𝐈𝐜𝐨𝐫𝐫(𝐢) -𝐈𝐜𝐨𝐫𝐫.×𝟏𝟎𝟎
	Icorr, Icorr(i) : représentent la densité de courent de corrosion en absence et en présent de l’inhibiteur.
	Le tracé des courbes intensité-potentiel permet la détermination du potentiel de corrosion (Ecorr), la résistance de polarisation (RP), la densité de courant de corrosion (Icorr), les pentes cathodiques (bc) et anodiques (ba) de Tafel et par conséq...
	4.2. La spectroscopie d’impédance électrochimique (EIS)
	Les mesures d’impédance électrochimique sont effectuées après une heure d’immersion en milieu acide chlorhydrique  1M à la température d’étude désirée.
	Le système électrochimique et les conditions opératoires utilisés sont les mêmes que ceux des courbes de polarisation [32].
	L’amplitude de la tension sinusoïdale appliquée au potentiel de polarisation est de 5 m V à des fréquences entre10 kHz et 100 MHz.
	L’efficacité inhibitrice a été calculée selon l’expression suivante : (1)
	𝐄𝐈(%)=,𝐑𝟐 –𝐑𝟏-𝐑𝟏.×𝟏𝟎𝟎
	R2et R1 représentes respectivement les valeurs de résistance de transfert de charge en présence et en absence d’inhibiteur.
	REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES
	[1] Takeuchi H, Lu Z G, Fujita T. Bioscience, biotechnology and biochemistry. 2004; 68 (5): 1113- 1134.
	[2] Benzarti M, Rejeb KB, Debez A, Abdelly C. Environmental and economic opportunities for valorisation of the genus Atriplex: new insight. In: Hakeem KR, Ahmad P, Ozturk M, editors. Crop improvement: new approaches and modern techniques. New York: Sp...
	[3] Awaad AS, Maitland DJ, Donia Ael R, Alqasoumi SI, Soliman GA. Novel flavonoids with antioxidant activity from a Chenopodiaceous plant. Pharm Biol. 2012; 50(1): 99-104.
	[4] Kamal Z, Ullah F, Ayaz M, Sadiq A, Ahmad S, Zeb A, et al. Anticholinesterse and antioxidant investigations of crude extracts, subsequent fractions, saponins and flavonoids of Atriplex laciniata L.: potential effectiveness in Alzheimer’s and other ...
	[5] Jabrane A, Ben Jannet H, Miyamoto T, Tanaka C, Mirjolet JF, Duchamp O, et al. Glaucasides A-C, three saikosaponins from Atriplex glauca L.var. ifiniensis (Caball) Maire. Magn Reson Chem. 2011; 49(2): 83-9.
	[6] Emam SS. Bioactive constituents of Atriplex halimus plant. J Nat Prod. 2011; 4: 25-41.
	[7] Donia Ael R, Alqasoumi SI, Soliman GA, Radwan AM. Secondary metabolites and antifertility potential of Atriplex farinosa Forssk. Phytopharmacology. 2012; 2(1) : 16-25.
	[8] Quezel P, Santa S. Nouvelle flore de l’Algérie et des régions désertiques méridionales, Tome I. Editions du centre national de la recherche scientifique : Paris. 1963.
	[9] LE Houerou HN. The role of saltbushes (Atriplex sp.) in arid land rehabilitation in the mediteranean bassin: A review”. Agrof. Syst. 1992; 18 : 107-146.
	[10] Ladik C M. Rôle des produits secondaires (tanins et alcaloïdes des espèces forestières de l’est de Madagascar face à populations animales).2000; 107.
	[11] Bekro Y A, Mamyrbekova Bekro J A, Boua B B, Tra Bi F H, Éhilé E E. Étude ethnobotanique et screening phytochimique de Caesalpinia benthamiana (Baill.) Herend et Zarucchi (Caesalpiniaceae). Sciences & Nature. 2007 ; 4 (2) : 220.
	[12] Mibindzou M A. Screening phytochimique de deux espèces de plantes : Crotalaria retusa L(Papilionaceae) et Mitragyna ciliata Aubrev. & Pellegr. (Rubiaceae) récoltées au Gabon. 2004 ; 62.
	[13] Trease E. and Evans W.C. Pharmacognosie, Billiaire Tindall. London 3 th Ed. 1987 ;61-62.
	[14] Najjaa H, Zouari S, Arnault I, Auger J.E, Ammar R, Neffati M. Différences et similitudes des métabolites secondaires chez deux espèces du genre Allium, Allium roseum L. et Allium ampeloprasum L. Acta Botanica. Gallica. 2011 ; 158(1) : 111-123.
	[15] Koudougou K. Étude de la chimie et de l'activité antimycosique des extraits de Biophytum petersianum Klotzsch (Oxalidaceae). Université de Ouagadougou-DEA. 2000 ; 16.
	[16] Kongo-Nzuzi Y. Evaluation in vitro des pouvoirs antifongique des extraits de feuille de papayer sur des souches de candidas albicans. ISTM Kinshasa. 2009; 25.
	[17] Bouquet A. Plantes médicinales de Congo Brazzaville. Travaux et document O.R.S.T.O.M paris.1972 ; 13-9.
	[18] Dohou N, Yamini K, Tahrouch S, Idrissi Hassani L M, Badoc A, Gmira N. Screening phytochimique d'une endémique ibéro-marocaine, thymelaea lythroides. Bulletin de la Société. Pharmacie Bordeaux. 2003 ; 66.
	[19] Mollica A, Locatelli M, Macedonio G, Carradori S, Sobolev A P, De Salvador R F, Monti S M, Buonanno M,  Zengin G, Angeli  A, et al. Microwave-assisted extraction, HPLC analysis, and inhibitory effects on carbonic anhydrase I, II, VA, and VII isof...
	[20] Petrović N V, Petrović S S, Džamić A M,  Ćirić A D, Ristić M S, Milovanović S L, Petrović S D. Chemical composition, antioxidant and antimicrobial activity of Thymus praecox supercritical extracts. J. Supercrit. Fluids 2016; 110: 117–125.
	[21] Solovchenko A E, Chivkunova O B, Merzlyak M N, Reshetnikova I V. A spectrophotometric analysis of pigments in apples. Russian J. Plant. Physiol. 2001; 48: 693–700.
	[22] Wellburn A. The spectral determination of chlorophylls a and b, as well as total carotenoids, using various solvents with spectrophotometers of different resolution. J. Plant Physiol. 1994; 144: 307–313.
	[23] Adams R P. Identification of essential oil components by gas chromatography/mass spectroscopy. Allured Publishing Co.Carol Stream, Illinois 4th Ed. 2007.
	[24] Singleton V L, Orthofer R, Lamuela-Raventos R M. Analysis of total phenols and other oxidation substrates and antioxidants by means of Folin Ciocalteu reagent. Methods in Enzymology. 1999; 299, 152-178.
	[25] Ayoola G A, Ipav S S, Solidiya M O, Adepoju-Bello A A, Coker H A B ,Odugbemi T O. Phytochemical screnning and free radical scavenging activities of the fruits and leaves of Allanblackia floribunda oliv (Guttiferae). International journal of healt...
	[26] Ohinishi M, Morishita H, Iwahashi H, et al. Inhibitory effects of chlorogenic acids on linoleic acid peroxidation and haemolysis. Phytochemistry. 1994; 36: 579-583.
	[27] Krishnaiah D, Sarbatly R, Nithyanandam R. A review of the antioxidant potential of medicinal plant species. Food Bioprod Process. 2011; 89: 217-233.
	[28] Marco G J. A rapid method for evaluation of antioxidants. J. Am. Oil Chem. Soc. 1968; 45: 594–598.
	[29] Carbonnelle B F, Denis A, Marmonierand G, Rivargues P. Bacteriologie medicale- techniques usuelles. 1987; 224-243.
	[30] Winter C A, Ristey E A, Nuss G W. Carrageenan-induced oedema in hind paw of the rat as an assay for anti-inflammatory drugs. Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 1992; 111 : 544–547.
	[31] Urbain H, Desquesnes W. Compensation instrumentale des fonds de flamme à l’aide d’un dispositifs d’émission différentielle-application à l’analyse multi élémentaire par spectrométrie d’émission atomique en flamme peroxyde d’azote-acétylène. Spcct...
	[32] Benahmed M, Lafhal M, Djeddi N, Laouer H, Akkal S. Inhibition of the corrosion of carbon steel in acid solution by the extract of Limonium thouinii (Plumbaginaceae). Advances in Environmental Biology. 2012; 6(12): 4052-4056.

	Le tableau, ci-dessous, présente les résultats obtenus au terme des tests préliminaires pour le criblage phytochimique des parties aériennes de T.algereinsis  (Tableau III.1).
	Il ressort de ces résultats que notre espèce renferme la majorité des molécules polaires (flavonoïdes, des tanins et coumarines) et même apolaires (alcaloïdes, stérols et triterpénoïdes).
	Il est à signaler que les quinones, les anthocyanes, les terpènes sont absents  dans cette espèce.
	Tableau III.1 : Résultats de screening phytochimique de Thymus algeriensis.
	Le tableau III.2  présente le rendement d’extraction de Thymus algeriensis par trois méthodes à savoir: macération, SFE-CO2 et MAE avec des solvants de polarité croissante.
	3. Analyses qualitative et quantitative (1)
	3.1. Analyses chromatographiques par GC-FID et GC-MS des huiles essentielles de l’espèce Thymus algeriensis
	Les rendements moyens en huiles essentielles ont été calculés en fonction de la matière végétale sèche de la partie aérienne de la plante.
	Le tableau III.3  regroupe les composés identifiés avec leurs temps de rétention, leurs pourcentages et leurs indices de Kovats.
	Tableau III.3 : Composition chimique de l’huile essentielle de Thymus algeriensis
	tr : trace
	Les analyses chromatographiques de l’huile essentielle ont permis d’identifier 54 composés qui représentent environ 92.15 %. L’huile a été dominée par les monoterpènes oxygénés (62.79 %), suivis par les hydrocarbures monoterpènique (19.81%), les s...
	L’huile essentielle de T.algeriensis de la région de M’sila est composée principalement de 1,8-cinéole (25.12%), camphre (18.33%) et le α-pinène (8.29%)  accompagnés d’autres constituants à des teneurs relativement faibles : camphène (5.16%), bor...
	Le 1.8 cinéol est un monoterpène oxide, il est connu par leur  activité anti-inflammatoire et  son utilisation thérapeutique à long terme dans les maladies des voies respiratoires, comme l'asthme [1].
	Le camphre est une substance aromatique pour une utilisation en médecine traditionnelle depuis des siècles, et plus récemment dans l'industrie agro-alimentaire, les parfums et les produits pharmaceutiques [2] et est un ingrédient  actif utilisé p...
	L'α-pinène est un ingrédient aromatisant alimentaire important et a été reconnu comme un additif alimentaire sûr par la Food and Drug Administration des États-Unis [4]. Il possède diverses propriétés pharmacologiques telles que les propriétés anti...
	Le diagramme ci-dessous reporte les pourcentages des différents groupes chimiques présents dans l’huile essentiels du T.algeriensis.
	Figure III.1 : Diagramme représentatif des différents groupes chimiques présents dans l’huile essentielle du T.algeriensis.
	Nous avons comparé la composition chimiques des différents échantillons d’huiles essentielles de Thymus algeriensis de quatre régions en Algérie : M’Sila (espèce étudiée), Media, Souk aharas et Rélizane.
	La figure III.2  regroupe les structures chimiques des composés majoritaires de l’huile essentielle de l’espèce étudiée.
	Figure III.2 : Les constituants majoritaires de l’huile essentielle de l’espèce étudiée.
	En ce qui concerne la composition d’une population algérienne précédemment étudiée, on constate que L’huile essentielle de T. algeriensis présente un polymorphisme chimique très important. La teneur et la nature des constituants varient d’in échant...
	T. Dob et al. (2006)  [8] ont trouvés d’autres constituants avec des teneurs différents avec le linalol (43.7%) est le constituent principale. Tandis que  S. Bendjabeur et al. (2018) [9] ont montrés un profil totalement diffèrent  avec des teneurs...
	Le tableau III.4  résume une comparaison entre de la composition chimique  des composés majoritaires identifiés dans notre espèce des trois régions.
	Tableau III.4: Les principaux composés de l'HE de T.numidicus provenant de différentes régions.
	tr : trace (1)
	Plusieurs facteurs influent sur le rendement, la composition et la teneur des constituants des huiles essentiels :
	 Environnement chimique de la plante
	 la partie de la plante utilisée,
	 l’âge de la plante et à la période du cycle végétatif,
	 des facteurs génétiques [10-14]
	3.2. Profil des polyphénols par la méthode HPLC-PDA
	Les figures III.3  et III.4  représentent ainsi que le chromatogramme enregistré à 280nm  et les structures chimiques des standards utilisés dans l’analyse HPLC-PDA.
	9 Acide gallique, 10Catechine, 11 Acide chlorogenique, 12 Acide 4- hydroxybenzoïque, 13 Acide vanillique, 14 Epicatechine  ,15 Acide syringique, 16 Acide 3-hydroxybenzoïque, 17 Isovanilline, 18 Acide p-coumarique, 19 Rutine, 20 Acide sinapinique, 21 A...
	Figure III.3: chromatogramme du mélange des standards utilisés.
	Figure III.4 : Les structures chimiques des standards utilisés.
	Figure III.4, la suite.
	Figure III.4, la suite. (1)
	3.2.1. Le profil des polyphénols des sous fractions des extraits obtenus par macération
	L'objectif de l’étude qualitative et quantitative des différents extraits et sous-fractions de parties aériennes de T. algeriensis est de comparer les procédures d'extraction afin de les développer pour obtenir des meilleurs rendements.
	Les résultats de la composition chimique des sous fractions et de l’extrait n-butanol des  parties aériennes de T.algeriensis obtenus par HPLC-PDA sont présentés dans le tableau III.5.
	L’extraction liquide-liquide on utilisant des différents solvants avec une polarité croissante nous a conduit à une purification préliminaire et nous  oriente vers des métabolites spécifiques. Le sous-fractionnement successif des extraits de CHCl3 et ...
	Tableau III.5 : L’analyse HPLC-PDA des différents extraits du T.algeriensis obtenus par extraction hydroalcoolique et des sous-fractions.
	L'extrait acétate d'éthyle était le plus riche en composés phénoliques (10 produits parmi les standards) appartenant aux deux grandes familles des métabolites secondaires (acides phénoliques et flavonoïdes), tandis que les deux extraits chloroform...
	Le principal composé présent dans les fractions acétate d’éthyle était l’acide p-coumarique avec une teneur moyenne de 40.62 µg / g.
	L'acide p-coumarique est largement distribué dans le raisin, le vin blanc et rouge, la tomate, les épinards, le café, les carottes  et les ails. PCA possède des activités  anti-oxydantes, anti-inflammatoires, hépato-protecteur et reno-protecteur, ...
	D'autres composés abondants dans cet extrait étaient l’acide 4-Hydroxy-benzoïque (16.31 µg/g), acide 2,3-dimethoxybenzoïque (7.51 µg/g), catéchine (6.23 µg/g) et l’acide benzoïque (5.71 µg/g).
	D’autre part, pour l’extrait chloroforme le produit principale est acide benzoïque avec une teneur de 10.92 µg/g, avec des composés plus abondants étaient  la naringénine (8.97 µg/g), epicatéchine (6.78 µg/g) et l’acide 2,3-dimethoxybenzoïque (6.5...
	L'acide benzoïque est connu pour son activité antimicrobienne contre divers champignons pathogènes [16] .Il est largement utilisés avec ses sels sont comme agents de conservation des aliments et sont connus sous les numéros E210, E211, E212 et E21...
	L'acide benzoïque et ses sels sont autorisés comme additifs alimentaires selon les lois internationales, mais leur contenu doit être déclaré sur l'emballage et ne doit pas dépasser les limites établies, car leur utilisation excessive peut entraîner un...
	Le carvacrol, un monoterpène monocyclique a été détecté uniquement dans la phase chloroforme avec une teneur moins importante 0.43 µg/g.
	L’épicatéchine était également la  plus abondante dans l’extrait n-butanol avec une teneur considérable atteint 48.03 µg/g, tandis que parmi les six acides phénoliques présents dans cet extrait, l’acide o-coumarique est le plus abondants atteint 9.83 ...
	De façon intéressante, la catéchine est connue par leur activité  antioxydante et antimicrobienne, elle est utilisée dans l'emballage actif, incorporé dans le film d'amidon PVA, pour améliorer la durée de conservation des aliments [21].
	A notre connaissance, les études sur la détermination qualitative et quantitative des composés phénoliques dans T.algeriensis  n'ont jamais été rapportées jusqu'à présent.
	La majeure partie de la littérature concerne la séparation des polyphénols dans T.algeriensis.
	La figure suivante regroupe les chromatogrammes des différents extraits et fractions obtenus par macération de l’espèce T.algeriensis.
	Figure III.5 : Chromatogrammes des extraits obtenus par macération (extraction hydroalcoolique).
	Figure III.5, la suite.
	Figure III.5, la suite. (1)
	 Discussion :
	Nous rappelons que les quantités des polyphénols ont été déterminées dans trois extraits obtenues à partir de l'extrait  hydroétanolique en utilisant trois solvants organiques à polarité croissante : chloroforme, acétate d'éthyle et le butanol.
	Nous constatons que la quantité en phénols totaux est variable d'un système solvant à un autre et d'une fraction à une autre.
	L’analyse HPLC-PDA des différents extraits obtenus par macération a montré que l’extrait acétate d’éthyle est le plus riche en métabolites secondaires (parmi les standards utilisés) appartenant à la famille des polyphénols (Figure III.6).
	Figure III.6 : Effet de  solvant sur la teneur des polyphénols.
	Dix composés ont été détectés dans cet extrait parmi 23 standards utilisés, avec des teneurs plus faibles par rapport au poids sec.
	L’effet du solvant sur le rendement  d’extraction a été signalé dans de nombreuses études [22 ,23]
	La polarité du solvant  ainsi que la polarité des différents composés influent sur le rendement des polyphénols [24, 25].
	Ces résultats nous mène à réaliser d’autre extraction afin d’améliorer le rendement d’extraction.
	3.2.2. Profil des polyphénols des extraits obtenus par extraction assistée par micro-ondes
	Les résultats de la composition chimique des différents extraits obtenus lors d’une extraction assistée par micro-ondes  des parties aériennes du T.algeriensis obtenus par HPLC-PDA sont présentés dans le tableau III.6 et les chromatogrammes HPLC-P...
	L’optimisation de l'extraction assistée par micro-ondes de T.algeriensis  a été effectuée en tenant compte de l'impact de différents paramètres (température, durée et nature de solvant) sur le profil des principaux métabolites utilisés comme marqu...
	Le choix du solvant est l'une des plus importantes étapes pour le développement d'une méthode d'extraction d’une matrice. C’est pour cela, une extraction préliminaire assistée par micro-ondes à base d'eau en tant que solvant polaire, non toxique e...
	Le premier paramètre (la température) a été sélectionné au niveau des résultats fournis par l’analyse HPLC-PDA. Le meilleur rendement était obtenu à 100 C.
	Pour améliorer le rendement des polyphénols à cette température, nous avons  réalisé une autre extraction dans le même solvant  en deux temps différents : 5 et 15min. le meilleur rendement en polyphénol était obtenu à 15 min dans la même température.
	Enfin, nous avons appliqué ces conditions pour sélectionner le meilleur solvant d’extraction.
	L’effet des solvants sur le rendement d'extraction a été signalé dans de nombreuses études.             Nous avons trouvé que l’extrait aqueux était plus riche en métabolites secondaires que l’extrait éthanolique EtOH/H2O (70/30, v/v) obtenu dans les ...
	Tableau III.6 : L’analyse HPLC-PDA des différents extraits du T.algeriensis obtenus par extraction assistée pas micro-ondes.
	n.d: non détecté.  ET : les résultats sont exprimés en moyenne ± écart type. µg /g PS: poids sec.
	L’extrait aqueux obtenu par extraction assistée par micro-ondes dans les conditions : T=100 C, t=15min est le plus riche en métabolites secondaires.
	Seize composés ont été identifiés dans cet extrait, appartenant à deux grandes classes des métabolites secondaires : les flavonoïdes et les acides phénoliques qui ont connus par leurs activités pharmacologiques [26,27].
	Onze acides phénoliques ont été identifiés  dont l’acide benzoïque est le produit principale dans cet extrait avec une teneur de 4145,75 μg /g. D'autres composés abondants étaient l'épicatéchine (2462,75 μg / g), l'acide chlorogénique (1745,98 μg ...
	La consommation des produits riches en catéchines, tels que le thé ou le cacao pour prévenir ou améliorer le stress oxydatif et réduire le risque de maladies associées, a fait l’objet d’un nombre impressionnant d’études scientifiques. Bien que de ...
	L'acides chlorogénique était un additif alimentaire potentiel protégeant la crevette contre le stress oxydatif [29].
	D'autre part, pour l’extrait éthanolique, le composé principal était la naringine avec une teneur de 1611,91 μg /g. l’acide 2,3-diméthoxy benzoïque et isovanilline ont été détectés dans cet extrait  avec une teneur abondante : 507 μg /g, 200.37 μg...
	L’extrait éthanolique obtenu par extraction assistée par micro-ondes était  très riche par rapport au même extrait obtenu par extraction hydroalcoolique.
	La naringine et  acide 2,3-diméthoxy benzoïque ont été également détecté dans l’extrait éhanolique obtenu par l’extraction hydroalcoolique avec des teneurs moins importante.
	Acide sinapinique, isovanilline et acide 3-hydroxybenzoïque n’ont pas été détectés dans l’extrait obtenu par macération.
	Certain métabolites  tel que : acide chlorogénique, acide t-férulique, quercétine, isovanilline, épicatéchine, acide syringique, catéchine et acide p-coumarique ont été récupéré avec une teneur maximal à une température égale à  100 C, tandis que ...
	L’acide para et ortho coumarique, l’acide sinapinique et naringine ont été détecté dans tous les extraits avec des teneurs considérables confirme la richesse de notre espèce en composés phénoliques.
	Les chromatogrammes des différents extraits obtenus par l’extraction assistée par micro-onde sont regroupés dans la figure III.7.
	Figure III.7 : Chromatogrammes des extraits obtenus par MAE de l’espèce Thymus algeriensis.
	Figure III.7, la suite.
	Figure III.7, la suite. (1)
	 Discussion
	Les résultats expérimentaux montrent que l'extraction aqueuse, assistée par micro-ondes des parties aériennes de Thymus algeriensis à une température de 100   C et pendant 15 minutes est la plus riche en métabolites secondaires (parmi les standard...
	Figure III.8 : Effet de la température sur la teneur des polyphénols des extraits MAE.
	L’extraction assistée par micro-ondes est un processus par lequel l'énergie micro-onde accélère l'extraction. Ce traitement accélère la rupture des cellules en provoquant une augmentation rapide de la température et de la pression interne dans les...
	16 polyphénols ont été détectés parmi 23 avec des teneurs plus importants, ce qui nous confirme la richesse de l’espèce étudié ainsi que l’efficacité de l’extraction dans  les conditions utilisés.
	Au cours du traitement par micro-ondes, le chauffage provoque la rupture des liaisons hydrogène faibles par la rotation dipolaire des molécules.
	Une quantité considérable de pression s’accumule à l'intérieur du biomatériau, qui modifie les propriétés physiques des tissus et améliore la porosité de la matrice. Ceci permet une meilleure pénétration du solvant d'extraction à travers la matric...
	Malgré  le risque de la dégradation et l’oxydation des molécules par la température  élevée mais elle est nécessaire pour augmenter la solubilité et le  taux de transfert de masse [34], ce qui confirme la teneur maximale obtenus à 100 C des  parti...
	Le temps d'extraction a une influence positive sur le rendement d'extraction [35]. Toutefois, une exposition prolongée peut conduire à une dégradation des composés phénoliques avec une surchauffe du système solvant/soluté.
	D’après les résultats obtenus, 15 min est la durée optimale pour une teneur maximale en polyphénols (Figure III.9).
	Figure III.9: Influence du temps d’extraction sur la teneur en polyphénols.
	Pour l'extraction assistée par micro-ondes des polyphénols, des solutions aqueuses de méthanol ou d'éthanol ont été fréquemment utilisées [36, 37].
	La teneur en polyphénols  de l’extrait éthanoïque est faible comparée à celle obtenu par l’extrait aqueux (Figure III.10).
	Figure III.10: Influence du solvant sur la  teneur en  polyphénols.
	La polarité du solvant semble  aussi influencer le rendement d’extraction. Les rendements les plus élevés sont obtenus avec les solvants polaires tels que : eau, MeOH et EtOH [38,39].                                                                ...
	Gião et al (2007) ont montré que l’eau chaude permet avoir une teneur plus élevée en polyphénols, ce qui peut être expliqué par la destruction des cellules dans l’eau et la libération d’un maximum des composés phénoliques.
	Le volume de solvant doit être suffisant pour s’assurer que la matrice solide demeure entièrement immergée dans le solvant. Toutefois, dans le MAE, un ratio plus élevé peut entraîner la baisse du rendement. Ceci est probablement dû à une agitation...
	3.2.3. Profils des polyphénols obtenus par extraction par fluide supercritique
	Le but de cette expérience était d'étudier l'influence du paramètre de pression sur la cinétique du processus d'extraction à fluide supercritique, afin d'optimiser les conditions opératoires et de comparer les performances avec les autres méthodes...
	Les résultats de la composition chimique des extraits obtenus par l’extraction  par fluide supercritique des parties aériennes de l’espèce T.algeriensis sont présentés dans le tableau III.7
	Tableau III.7 : La composition chimique des extraits obtenus par fluide supercritique.

	n.d: non détecté.  ET : les résultats sont exprimés en moyenne ± écart type.
	µg /g PS: poids sec.
	Nous avons effectué deux extractions par fluide supercritique de l’espèce T.algeriensis à une température fixe (40 C)dans deux différents valeurs de pression (10 MPa et 30 MPa) afin de trouver les meilleurs coordonnées qui nous mènent vers  le mei...
	Nous avons constaté que l'augmentation de la pression n'améliorait ni la qualité ni la quantité  en polyphénols, avec seulement une légère différence sur la quantité d'acide vanillique. Selon la qualité et la quantité de métabolites, les résultats...
	Huit composés ont été détectés dont isovanilline est le produit principale avec une teneur 1,48 µg/g. L’isovanilline présente de bonnes propriétés optiques telles que la transmission optique, l'indice de réfraction, l'effet électro-optique [41].
	Cette méthode a fourni de faibles quantités de composés phénoliques provenant des parties aériennes de T. algeriensis (Figure III.11).
	Figure III.11 : Chromatogrammes des extraits obtenus par SFE de l’espèce Thymus algeriensis.
	 Discussion
	Le rendement de l’extraction à fluide supercritique est très faible par rapports aux autres extractions. Huit composés seulement parmi 23 standards utilisés ont été identifiés avec des teneurs très faibles dans deux différentes conditions de la pr...
	Figure III.12 : Influence de la pression sur la teneur en polyphénols
	L’utilisation de l’extraction par CO2 supercritique permet d'éviter la dégradation thermique et la décomposition des composés labiles du fait que l'opération est effectuée à une basse température (40 C), tandis que l'absence de la lumière et de l’...
	L'efficacité de la technique d'extraction SC-CO2 est associée à plusieurs paramètres, notamment la température, la pression [42].
	L’avantage de cette extraction est l’élimination de l’utilisation de solvants organiques tout  en diminuant la durée d’extraction et la consommation d’énergie.
	Il a été rapporté que l’augmentation de la pression induit l’amélioration de l’extraction des composés phénoliques polaires, de poids moléculaire élevé, alors qu’en absence de ces composés, une augmentation de la pression ne renforce pas le rendem...
	La variation de la température ou de la pression induit un changement de la densité du fluide, ce qui affecte l'extraction par solvant supercritique. En général, la température élevée réduit la densité du solvant et diminue le taux d'extraction et...
	En conclusion, une augmentation de la pression du fluide supercritique entraîne l’augmentation des phénols totaux mais on ne peut pas proposer un couple optimal vu qu’une plus large gamme de pression devrait être exploitée.
	3.3. Détermination des pigments foliaires (chl a, chl b et caroténoïdes)
	Les résultats des concentrations des pigments de l’espèce T.algeriensis sont présentés dans le tableau III.8
	Les données sont rapportées en tant que moyennes de trois répétitions et exprimées en μg / mg PS (poids sec) ± ET (écart type).
	Tableau III.8 : Concentration des pigments dans l’espèce Thymus algeriensis.
	Les  parties aériennes de T. algeriensis présentait des différences significatives dans la concentration des pigments analysés. La teneur en chlorophylle a (0,0529 ± 0,0072 μg / mg) est plus élevée que celle des autres pigments (chlorophylle b = 0,0...
	La chlorophylle b était présente dans de bonnes proportions, comme prévu dans les plantes d'ombrage.
	En général, la concentration de chlorophylle a est deux à trois fois supérieure à la concentration de chlorophylle b en raison de l’importance de la chlorophylle a comme pigment primaire dans la photosynthèse. Chez les plantes, seule la chlorophyl...
	La chlorophylle b n’est pas directement impliquée dans les réactions lumineuses, mais transmet l’énergie absorbée à la chlorophylle a [44].
	Dans cette plante, la valeur du rapport Chl a / b était de 1,17, indiquant une forte teneur en chlorophylle a. Le rapport Chl a / b peut être un indicateur utile du partage de l'azote dans une feuille et on prévoit que ce rapport répondra à la dis...
	En ce qui concerne la concentration totale en caroténoïdes, nos résultats ont montré une quantité environ trois fois inférieure à celle de la chlorophylle a (0,0165 ± 0,007 μg / mg et 0,0529 ± 0,0072 μg / mg, respectivement) (Figure III.13).
	Des teneurs élevées en caroténoïdes sont révélées à un niveau d'insolation élevé, car dans ce cas elles agissent comme des protecteurs contre la photo-inhibition [45].
	L'évaluation qualitative et quantitative de ces substances présente un intérêt crucial, non seulement en raison de leur rôle dans la protection contre le stress oxydatif [46], mais aussi de leur interférence avec les essais biologiques générant de...
	Figure III.13 : Concentrations des pigments détectés dans T.algeriensis.
	Conclusion
	L'étude des plantes endémiques pourrait favoriser leur utilisation ethnobotanique grâce à une large compréhension du profil qualitatif et quantitatif.
	Dans la présente étude, nous nous sommes intéressés à l’analyse des huiles et des extraits de T.algeriensis, ainsi la teneur en pigments (Chl a, Chl b et caroténoïdes).
	Du point de vue phytochimique, l’analyse des huiles par GC-MS a montré que les, partie aériennes du T.algeriensis est caractérisée par la présence des monoterpènes oxygénés comme des produits pribcipales tel que : le camphre, α-pinène, camphène et...
	Nous avons développé une méthode HPLC couplée avec détecteur à photodiode pour l'estimation quantitative et qualitative des composés phénoliques obtenus par différentes méthodes d'extraction.
	Trois méthodes d'extraction ont été réalisées dans ce travail, afin de développer et d’améliorer les paramètres d’extractions pour obtenir des meilleurs rendements.
	Une forte teneur en polyphénols a été détectée au niveau des extraits aqueux obtenu par l’extraction assistée par micro-onde et cela la  rend la procédure la plus performante.
	Une faible teneur pour les extraits éthanoliques a été observé, Le principal composé était l’isovanilline et l’épicatéchine, pour les extraits obtenus par MAE tandis que  l’épicatéchine et l’acide p-coumarique  étaient les composés principaux dans...
	Plusieurs composés phénoliques connus pour leurs propriétés pharmacologiques ont été identifiés et quantifiés dans différents extraits de cette plante, qui sont des composés dotés d'importantes activités biologiques
	La présence d'une quantité significative de composants bioactifs respectifs dans cette plante et après l'évaluation des paramètres de couleur et de la teneur en pigments des parties aériennes de T. algeriensis, ont assuré sa recommandation sans éq...
	Les résultats de la présente étude ont révélé d'importantes données concernant la composition phénolique des parties aériennes de Thymus algeriensis jusqu'à présent,
	En raison de la richesse de la plante étudiée avec les polyphénols et les flavonoïdes connus leur multiples propriétés pharmacologique, en particulier propriétés antioxydants, anti-inflammatoire, antibactérienne…..etc
	Nous avons décidé de compléter cette étude en évaluant  et en réalisant des activités biologiques pour confirmer l’importance du profil phénolique des parties aériennes de Thymus algeriensis.
	B- Evaluation de l’activité biologique
	1. Etude pharmacologique in vitro
	1.1 Activité antioxydante
	1.1.1. Dosage des polyphénols totaux et des flavonoïdes totaux
	Les teneurs en polyphénols et en flavonoïdes totaux de l’ extrait n-BuOH (BETA) exprimées en mg d'équivalent d'acide gallique par g d'extrait (mg EAG/g d’extrait) pour les polyphénols et en mg d'équivalent de rutine par g d'extrait (mg ER/g d’extr...
	Figure III.14 : Teneur de l’extrait n-BuOH (BETA)  en polyphénols et flavonoïdes totaux.
	D’après les résultats, on peut constater que n-BuOH de la plante étudiée, est riche en polyphénols par rapport aux flavonoïdes.
	Les teneurs des polyphénols (365,45± 0.057) et flavonoïdes (107,36±0.043) totaux déterminées ne sont pas des mesures absolues des quantités des phénols et des flavonoïdes du matériel de départ, elles sont en fait, basées sur la capacité réductrice...
	Les conditions d’extraction et les solvants utilisés ont des effets sur le taux des composés phénoliques. En plus, la quantité des polyphénols dans les plantes dépend de nombreux facteurs :
	 Facteurs génétiques
	 Facteurs environnementals
	 Saisons de récolte
	 Séchage et stockage [48].
	Aussi la faible spécificité du réactif de Folin-Ciocalteu est l’inconvénient principal du dosage colorimétrique. Le réactif est extrêmement sensible à la réduction de tous les groupes hydroxyles non seulement celles des composés phénoliques, mais...
	La concentration des flavonoïdes  dans les extraits de la plante  est liée à :
	 La solubilité qui dépend à la polarité du solvant et aussi de la position des groupements hydroxyles libres.
	 Poids moléculaire.
	 Glycosilation [49].
	1.1.2. Effet scavenger du radical DPPH
	Les résultats obtenus par ce test permettent de tracer les graphes de la variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration pour l’extrait n-BuOH (BETA)  de  T.algeriensis (figure III.15).
	Figure III.15 : Activité de piégeage du radical DPPH par l’extrait BETA
	Et les standards : BHT et BHA. Chaque valeur représente la moyenne ± l’écart type (n=3).
	En présence d'un produit naturel antioxydant, le DPPH, qui est un radical libre stable d’une couleur violette, prend un électron ou un hydrogène de l'antioxydant et se convertit en α-diphenyl-ß-picryl hydrazine doté d’une couleur jaune [50].
	D’après la figure, l’extrait n-BuOH de Thymus algeriensis  inhibe la formation du DPPHd'une façon dépendante de la dose.
	L'inhibition maximale du DPPH (61,74±2,73 %) a été observée à une concentration de 360 μg/ml comparativement au standard BHA (66,67±5,81 %) qui n’a nécessité que  20 μg/ml et au standard BHT (66,14±0,57) et qui n’a demandé que 15 μg/ml. Les valeur...
	Figure III.16 : Valeurs de l’IC50 de l’extrait n-butanol (BETA)  et des standards.
	La capacité à éliminer les radicaux DPPH formés suggère que l’extrait n-BuOH de Thymus pourrait être un donneur d'électrons et réagir avec les ROS en les convertissant en produits plus stables [51].
	1.1.3. Test de blanchissement du β–carotène
	L'oxydation d'acide linoléique produit des hydroperoxydes, qui sont des radicaux libres dérivés attaquant le chromophore de β-carotène et aboutissent au blanchissement de son émulsion réactionnelle [52].
	Le suivi de la réaction de l’oxydation de l’acide linoléique par mesure de l’abaissement de l’absorbance dans le temps est réalisé et les résultats obtenus sont présentés dans la figure III.17.
	Figure III.17 : Test de blanchissement de β-carotène : variations de l’absorbance à 490 nm avec le temps dans les émulsions β-carotène/linoléique mélangé avec l’extrait n-BuOH (BETA)  ou les standard. Chaque point représente la moyenne ± SD (n=3).
	D’après ces résultats, il apparait qu’il y a une diminution des absorbances au cours du temps, ce qui prouve l’oxydation continue du β-carotène par les radicaux résultant de l’oxydation de l’acide linoléique.
	Cependant, la présence de l’extrait (BETA) ou des antioxydants standards (vitamine et Trolox) diminue différemment le degré de l’oxydation et par conséquent l’inhibition de la décoloration du β-carotène en comparaison avec le control négatif.
	La figure III.17 montre que l'absorbance diminue rapidement dans le contrôle de 0,91±0,01 à 0,15±0,01. Par contre, dans le l’extrait BETA (100 μg/ml), la diminution de l'absorbance de 0,900 jusqu’à 0,510±0 était plus lente jusqu’à 120 minutes.
	L’activité inhibitrice du blanchissement de cet extrait  (BETA) est de l’ordre de à 53.68 %, celle du contrôle positif Trolox de 74.19 % et de la Vit C 67.19 % (Figure III.17).
	Le test β-carotène mesure le potentiel d'inhibition la formation des hydroperoxydes diène conjugués résultant de l'oxydation de l’acide linoléique [51].
	1.2. L’activité bactérienne
	L’étude de l’activité antibactérienne de l’extrait n-butanol de T.algeriensis (BETA)  sur différents germes (Gram (+) et (Gram (-)) par la méthode de diffusion sur solide  donne des diamètres qui varient en fonction de la souche testée. Le tablea...
	Tableau III.9 : Zones d’inhibition en mm en présence de l’extrait n-butanol de T.algeriensis.
	Les résultats obtenus montrent une corrélation directe avec l’accroissement de la concentration de l’extrait n-butanol (BETA).
	Nous constatons des valeurs importantes de diamètres d’inhibition qui expriment une action inhibitrice maximale sensiblement augmentée surtout pour : Pseudomonas aeruginosa et  Escherichia coli (Gram (-)) avec une zone d’inhibition de 12 et 11.5mm...
	Pour le reste des souches testées, on constate une action inhibitrice très faible par rapport aux autres, ceci traduit probablement une sensibilité relativement différente des bactéries et/ou par la présence d’une activité antibactérienne éventuel...
	L’épicatéchine est le produit majoritaire détecté par la méthode HPLC/PDA. Plusieurs méthodes ont déjà étudiés l’effet antibactérien des flavonoïdes.
	Certaines catéchines (flavan-3-ols), la 2, 4,2’-trihydroxy-5’-méthylchalcone, la naringénine et la quercétine possèdent un effet antibactérien en provoquant un changement de perméabilité membranaire [53].
	2. Etude pharmacologique in vivo
	2.1. L’activité anti-inflammatoire
	L'injection de la carragénine dans la patte du rat provoque une douleur locale et une réaction inflammatoire, qui est une méthode appropriée pour évaluer les agents anti-inflammatoires [54].
	Cette technique a été sélectionnée en raison de sa simplicité d'exécution, de sa rapidité d’induction des symptômes caractéristiques de l’inflammation (développement de l’œdème dans l’heure qui suit l'injection, avec un effet maximal au bout de 5 h...
	La figure III. 18 montres que l’injection de la carragénine provoque une augmentation progressive du volume de l’œdème chez les rats du lot témoin durant l’expérimentation.
	Figure III. 18 : Effets de l’extrait BETA sur l’œdème de la patte induit par la carragénine 1% chez les rats.
	L’injection de la carragénine provoque la libération de plusieurs médiateurs chimiques qui sont responsables du processus inflammatoire. Cette réponse inflammatoire est biphasique dont la phase initiale, qui dure environ une heure, est due à la libé...
	L’extrait n-butanol  ne provoque pas une diminution du volume des œdèmes des rats pendant les premiers 30 min. A partir de la 1ere heure on remarque que cet extrait entraîne une diminution du volume de l’œdème de même pour le lot traité par le Dicl...
	Figure III. 19 : Pourcentage d’inhibition de l’inflammation par l’extrait BETA et le Diclofénac. Les valeurs sont exprimées en en moyenne ± écart type (n=4).
	Dans le cas où l’extrait n-butanol est utilisé à une dose 50mg/kg, on observe que l’épaisseur de l’œdème passe de 6.30±0.15 mm à 5.85±0.18 mm, une heure après l’injection de carragénine. Ces résultats montrent une diminution de l’œdème évaluée à 20...
	Si l’on considère le Diclofénac, un anti-inflammatoire non stéroïdien utilisé chez les rats injectés de carragénine, l’épaisseur de la patte passe de 5.90±0.13 mm à 5.80±0.09 mm après une heure avec un pourcentage d’inhibition de 14.41%. En outre c...
	Certains études semblent indiquer que les flavonoïdes contenues dans les extraits de plantes, possèdent des propriétés anti inflammatoires et qu'ils sont capables de moduler le fonctionnement du système immunitaire par inhibition de l'activité des ...
	En définitive les résultats de notre expérimentation montrent que l’extrait n-butanol  présente un effet anti-inflammatoire chez les rats injectés par la carragénine à 1% comparativement au lot n’ayant reçu aucun traitement. Aussi l’utilisation du ...
	2.2. L’effet diurétique
	2.2.1. Variation de la diurèse en fonction du temps
	La figure III.20 représente la variation de la diurèse en fonction du temps pour la dose 50ml/Kg.
	On a comparé les résultats de nos extraits avec celles obtenus par le témoin 2 et l’hydrochlorothiazide (médicament de référence).
	Le traitement par voie orale par l’hydrochlorothiazide à la dose de 50ml/kg implique une émission importante d’urine (25.23ml/kg)
	L’administration de cette dose de l’extrait n-butanol (BETA) par voie orale à donner un effet important à la première heure avec un volume de 13.29 ml/kg dépassant ainsi l’hydrochlorothiazide (12.65 ml/kg). Cet extrait exerce son effet diurétique ...
	Le traitement par voie orale de cet extrait montre un maximum d’effet diurétique dans les deux premières heures avec une légère différence dans les trois dernières heures, cela montre que cet extrait est actif par cette voie d’administration.
	Figure III. 20 : Variation de la diurèse en fonction du temps après administration de l’extrait (BETA) par voie orale à la dose de 50ml/kg.
	2.2.2. Valeurs du pH urinaire
	Les valeurs du pH des urines collectées après 05 heures d’administration des différents produits par voie orale sont rapportées sur la figure III.21.
	Le pH des urines est basique pour les témoins ainsi que pour les rats traités par les deux extraits.
	Toutes les valeurs de pH enregistrés par l’administration per os de l’hydrochlorothiazide et nos extraits n’ont aucun changement sur le pH urinaire.
	Figure III.21 : Variation du pH urinaire.
	2.2.3. Variations de la concentration des ions Na+ urinaires
	Les urines des rats collectées après 05 heures de traitement par les différents produits par voie orale pour la dose de  50 mg/kg sont analysées pour déterminer la teneur en sodium éliminé en 05 heures, les résultats sont représentés sur la figure...
	Ces derniers montrent une concentration de sodium de 3,15 mmol/kg pendant 05 heures pour le témoin 02 qui reçoit 50 ml/kg de l’eau physiologique. L’hydrochlorothiazide à provoquer une élimination importante en sodium pour la dose de 50 mg/kg avec ...
	Figure III.22 : Variations de [Na+] urinaire après un traitement par voie orale des différents composés aux doses de 50 mg/kg. Les valeurs sont exprimées en en moyenne ± écart type (n=3).
	2.2.4. Variations de la concentration des ions K+ urinaires
	Les résultats du taux de potassium des urines collectées après cinq  heures lors de l’administration des différents composés par voie orale sont présentés sur la figure III. 23. Le témoin 02 a marqué un taux d’élimination de potassium de 2.09 mmol...
	La concentration de potassium urinaire pour les rats traités par l’hydrochlorothiazide est  de 3.41  mmol/kg pendant 05 heures. Concernant notre extrait,  l’élimination du potassium est supérieure à la concentration de témoin  2 et HCTZ, est de 7....
	On voit clairement que notre extrait provoque une élimination accrue en K+ par la voie orale, ce qui implique que l’hypokaliémie enregistrée lors du traitement par les diurétiques thiazidiques est plus important par l’administration de notre extrait.
	Figure III. 23 : Variations de [K+] urinaire après un traitement par voie orale des différents composés aux doses de 50 mg/kg. Les valeurs sont exprimées en en moyenne ± écart type (n=3).
	2.2.5. Variations de la concentration des ions Ca2+ urinaires
	La figure III. 24 représente les variations des concentrations du Ca2+ urinaire après traitement des animaux par les différents produits par la voie orale.
	Les résultats montrent une variation de la concentration en Ca+2 pour le lot témoin 2 de 83.15 μmol/kg pendant 05 heures environ. Les taux d’élimination de calcium des lots traités par l’HCTZ et notre composés sont comparables à ceux des lots témo...
	Figure III. 24 : Variations de [Ca2+] urinaire après un traitement par voie orale des différents composés aux doses de 50 mg/kg. Les valeurs sont exprimées en en moyenne ± écart type (n=3).
	Conclusion (1)
	Dans cette partie, différentes activités de l’extrait n-butanol de l’espèce Thymus algeriensis ont été étudiés.
	L’activité antioxydante de cet extrait a été évaluée par deux méthodes à savoir: test Folin-Ciocalteu, DPPH et blanchissement du β-carotène.
	L’activité antibactérienne a été déterminée sur quatre souches bactériennes, selon la méthode de diffusion sur solide, les résultats indiquent que cet extrait possède une activité antibactérienne considérable sur les souches testées. On peut dire alor...
	L’évaluation de l’effet anti-inflammatoire a été réalisée en mesurant l’œdème induit par injection de la carragénine au niveau de la patte postérieure gauche des rats Wistar.
	Les résultats obtenus ont montré que l’extrait n-butanol  de T.algeriensis à 50 mg/kg, est capable de réduire significativement l’œdème de l’inflammation avec un pourcentage d’inhibition de 64.05%. L’effet de notre extrait est comparable à celui obten...
	A la fin, l’étude de l’effet diurétique a été réalisée. Le traitement par voie orale de cet extrait montre un maximum d’effet diurétique dans les deux premières heures, il implique ainsi une l’hypokaliémie très importante que celle enregistrée par adm...
	C- Activité anticorrosion
	1. La perte de masse
	Les résultats  de la perte  de masse de l’acier en  milieu HCl 1M en absence et  en présence de l’inhibiteur BETA (extrait n-butanol de l’espèce T.algeriensis) dans différentes concentrations sont regroupés dans le tableau III.10.
	Tableau III.10 : L’efficacité inhibitrice avec l’absence et la présence de l’inhibiteur.
	D’après les résultats de cette méthode on peut constater que la concentration de l’inhibiteur joue un rôle primordial pour l’évolution de l’efficacité inhibitrice (Figure III.25).
	Figure III.25 : L’efficacité inhibitrice à différentes concentration de l’inhibiteur (Extrait n-butanol de T.algeriensis).
	Le développement de l’efficacité inhibitrice corrèle toujours avec l’accroissement de la concentration d’inhibiteur (28.07% avec la concentration de 200 ppm d’inhibiteur), cela peut s’exprimer par le phénomène d’adsorption de produits naturels sur...
	Tandis   que à  une  concentration plus  élevée (300ppm) , l’efficacité inhibitrice par cette méthode  diminue cela nous permet de déterminer que la concentration 200ppm nous  donne une efficacité inhibitrice  maximale,  au-delà de cette concentration...
	2. Les mesures électrochimiques
	2.1. La polarisation potentiodynamique
	Les courbes de polarisation cathodique et anodique de l’acier en milieu HCl 1M, en absence et en présence de l’extrait n-butanol (BETA) à différentes concentrations sont présentées dans la figure III.26.
	Figure III. 26 : Les courbes de la polarisation potentiodynamique de l’acier de carbone
	316L  à différentes concentration de l’inhibiteur.
	Le tableau III.11 rassemble les valeurs associées aux paramètres électrochimiques déterminées à partir de ces courbes ainsi que l’efficacité inhibitrice de la corrosion obtenue de l’extrait n-butanol de l’espèce T.algeriensis.
	Tableau III.11 : Les paramètres de la polarisation potentiodynamique avec l’absence et la présence de l’inhibiteur.
	On assiste à un déplacement des deux branches de la courbe de polarisation (anodiques et cathodiques).
	Les valeurs des pentes de Tafel cathodiques et anodique varient dans l’intervalle 60-62 mV/décade et 126-150  mV/décade indiquant que des réactions anodiques et cathodiques étaient effectuées, mais que l'effet sur les réactions anodiques était plu...
	L’addition de l’extrait n-butanol au milieu corrosif conduit à une diminution des densités de courant de corrosion au fur et à mesure que la concentration en inhibiteur augmente et par conséquent une augmentation des résistances de polarisation sa...
	Les efficacités inhibitrices de cet extrait augmentent avec la concentration et atteignent approximativement 70.81% pour l’extrait à 200 ppm.
	Tandis qu’à forte concentration (300ppm) l’efficacité inhibitrice diminue ce qui est déjà observée  dans le test de la perte de masse ou nous avons  déterminé que l’efficacité inhibitrice à 200ppm est considérée comme maximale pour cet inhibiteur ...
	2.2. La spectroscopie d’impédance électrochimique (SIE)
	Concernant les mesures d’impédance électrochimique, la figure III.27  représente les diagrammes de Nyquist de l’acier doux dans une solution HCl 1M en absence et en présence des molécules inhibitrices de l’extrait n-butanol à différentes concentra...
	Nous remarquons, pour toutes les concentrations des différents extraits, la présence d’une seule boucle capacitive correspondant à la résistance de transfert de charge (Rt). A partir de ces diagrammes réalisés aux potentiels d’abandon (potentiel d...
	Les paramètres relatifs aux mesures des impédances électrochimiques de l’acier en milieu HCl 1M avec et sans extrait sont regroupés dans le tableau III.12.
	Tableau III.12 : Les paramètres d’impédance électrochimique avec l’absence et la présence de l’inhibiteur.
	La résistance de transfert de charge augmente avec la concentration de l’inhibiteur tandis .que la capacité de la double couche diminue au fur et à mesure que la quantité de l’inhibiteur croît. La diminution de Cdl est due à l’adsorption de l’inhi...
	Le comportement électrochimique au potentiel d’abandon, peut être décrit par un schéma électrique équivalent simple (Figure III.26) constitué par une capacité en parallèle avec une résistance, le tout en série avec la résistance de l’électrolyte.
	Figure III.28 : Circuit équivalent utilisé déterminant les spectres d’impédance.
	Les efficacités inhibitrices augmentent avec la concentration de l’inhibiteur pour atteindre une valeur maximale de 92.31% à 200 ppm.
	Ces résultats sont en bon accord avec ceux déterminés à partir des courbes de polarisation ainsi à partir le test de la perte de masse.
	Hamdani et al. a trouvé que  l'huile essentielle de Thymus algeriensis présente d'excellentes propriétés d'inhibition de corrosion de l'acier doux dans du HCl 1,0 M.
	Ils ont trouvés aussi que l'efficacité de l'inhibition augmente avec l'augmentation de la concentration en HE  et que les efficacités des inhibiteurs déterminées par la perte de poids, la polarisation Tafel et la méthode d’impédance ont raisonnablemen...
	Conclusion (2)
	Le travail présent dans cette partie constitue une contribution à l’utilisation d’un nouveau type d’inhibiteurs de corrosion de métaux dits inhibiteurs verts.
	L’étude consiste à déterminer l’efficacité inhibitrice de l’extrait  n-butanol de l’espèce Thymus algeriensis vis-à-vis de la corrosion de l’acier 316L en milieu HCl 1M par des méthodes électrochimiques (perte de masse, courbes de polarisation et ...
	En effet, l’extrait n-butanol  a été testé en plusieurs concentrations. L’extrait inhibe efficacement la corrosion de l’acier dont l’efficacité maximale atteindre  70.81% à 200ppm.
	Les molécules existant dans cet extrait agissent comme un inhibiteur de corrosion mixte avec une tendance anodique. L’efficacité augmente avec la concentration de l’inhibiteur.
	L’évaluation de l’activité anti corrosion de l’extrait n-butanol de l’espèce T.algeriensis  n’a jamais été étudiée précédemment.
	A. Caractérisation phytochimique de l’espèce Atriplex mollis Desf.
	1. Rendement d’extraction
	Les masses et les rendements évalués par rapport au poids du matériel végétal sec sont reportés dans le tableau III.13.
	Tableau III.13 : Rendement des extraits.
	L’objectif de cette analyse résume dans le cadre de l’optimisation d’extraction des composés phénoliques ainsi l’effet des différents paramètres opératoire sur le rendement global d’extraction.
	Les figures III.29 et III.30  représentent le chromatogramme enregistré à 280nm ainsi que les structures chimiques des standards utilisés dans l’analyse HPLC-PDA.
	1 Acide gallique, 2 Catéchine,  3 Acide chlorogénique, 4 Acide 4-hydroxybenzoïque, 5 Acide vanillique , 6 Acide caféique, 7 Epicatechine, 8 Acide syringique, 9 Acide 3-hydroxybenzoïque , 10 3-OH, 4-MeO benzaldéhyde, 11 Acide p-coumarique , 12 Rutine, ...
	16 Acide 2,3-dimethoxybenzoïque, 17 Acide benzoïque, 18 Acide o-coumarique , 19 Quercétine, 20 Harpagoside, 21 Acide t-cinnamique, 22 Naringénine, 23 Carvacrole.
	Figure III.29: chromatogramme du mélange des standards utilisés.
	Figure III.30: les structures chimiques des standards utilisés.
	Figure III.30, la suite.
	Figure III.30, la suite. (1)
	2.1.1. Le profil des polyphénols des sous fractions des extraits obtenus par macération
	Des extraits à polarité croissante ont été obtenus (chloroforme, acétate d’éthyle et n-butanol) à partir des parties aériennes de l’espèce A.mollis.
	Les résultats du profil phénolique de ces extraits  par HPLC-PDA sont présentés dans le tableau III.14.
	Tableau III.14 : Le profil phénolique des différents extraits de l’espèce A.mollis obtenus par extraction hydroalcoolique analysé par HPLC-PDA.

	n.d: non détecté.  ET : les résultats sont exprimés en moyenne ± écart type. µg /g PS: poids sec. (1)
	Ces constituants appartiennent à trois classes chimiques importantes: les acides phénoliques, les monoterpènes et les flavonoïdes. Vingt-et-un composés ont été détectés dans l’extrait hydroalcoolique obtenu par macération (Figure III.31).
	Le plus grand nombre de composés observés a été trouvé dans les deux extraits chloroforme et acétate d’éthyle avec seize  et quatorze composés respectivement,  tandis que, dans l’extraits n-butanol, seulement huit composés ont été détectés.
	L’extrait chloroforme apparait l’extrait le plus riche en composés phénoliques. Seize composés ont été détectés avec une teneur importante (241±4.32 µg/g) dans la fraction F13.
	Le principal composé présent dans l’extrait chloroforme était l’épicatéchine avec une teneur moyenne de 158±10 mg / g, avec d’autres composés abondants étaient l’acide vanillique (42.2 ±1.3µg/g), acide p-coumarique (24.9 µg/g) et la catéchine (9.9...
	Dans l'industrie alimentaire asiatique, les catéchines du thé vert ont été utilisées dans une large gamme de produits commerciaux en tant qu'ingrédients alimentaires fonctionnels pour prolonger la durée de conservation des produits et offrir des a...
	Dans les extraits acétate d’éthyle, quatorze composés étaient présents. L'acide hydroxy- benzoïque apparaît le produit principale avec une teneur 115±8 µg/g, avec d’autres composés moins abondant étaient : la rutine (65.1 µg/g), catéchine (34 ±2.2...
	D’autre part, Huit composés seulement ont été détectés dans l’extrait n-butanol avec des composants moins abondant que dans les deux autres extraits. La rutine est le produit majoritaire avec une teneur 12.3±0.2µg/g.
	L’épicatéchine a été identifiés dans tous les extraits, tandis que l'acide vanillique et l'acide benzoïque n'étaient absents que dans l’extrait n-butanol.
	Le carvacrole et la naringénine n'ont pas été détectés dans l’extrait acétate d’éthyle, l’acide gallique et la rutine étaient absent dans l’extrait chloroforme.
	Tandis que l’acide 2,3-dimethoxybenzoïque et l’acide t-cinnamique ont été détecté seulement dans l’extrait chloroforme, et c’est le même cas pour l’acide chlorogénique qui a été détecté que dans l’extrait n-butanol.
	Figure III.31: Les chromatogrammes HPLC-PDA des extraits obtenus par macération à 280 nm pour des raisons de clarté.
	Figure III.31, La suite.
	Figure III.31, La suite. (1)
	 Discussion
	D’après les résultats obtenus, nous remarquons que les rendements varient d’une extraction à une autre (Figure III.32).
	Cette différence est expliquée par la différence de diffusion du solvant dans la poudre de la plante dans l’étape de la macération et probablement à la nature du solvant utilisés pour l’extraction [61].
	Figure III.32 : Influence du solvant sur la teneur  des polyphénols.
	L’effet du solvant sur le rendement d’extraction a été signalé dans de nombreuses études [22,23].
	La nature du solvant est très importante pour pouvoir extraire les molécules d’intérêt et, si possible, de façon sélective. Le solvant doit avoir une affinité importante pour les molécules ciblées et posséder une grande capacité de dissolution. Un...
	Pour être efficace, une macération sans agitation, peut durer plusieurs jours; ceci peut présenter quelques inconvénients, en termes de fermentation, ou de contamination bactérienne notamment si le solvant utilisé est de l’eau. Ces phénomènes peuv...
	2.1.2. Profil des polyphénols des extraits obtenus par extraction assistée par micro-ondes :
	Les résultats de la composition chimique des extraits aqueux et éthanoliques des parties aériennes  de l’espèce A.mollis obtenus par HPLC-PDA sont présentés dans le tableau III.15 et les chromatogrammes d’HPLC-PDA des extraits sont montrés dans la...
	Tableau III.15 : Composition chimique des extraits polaires de l’espèce Atriplex mollis.
	n.d: non détecté.  ET : les résultats sont exprimés en moyenne ± écart type. µg /g PS: poids sec
	Nous avons effectué une extraction assistée par micro-ondes des parties aériennes de l’espèce Atriplex mollis en utilisant l’eau comme solvants polaire et non toxique (volume de solvant = 20 ml, quantité du matériel végétale 1 g, temps d'extractio...
	Nous avons observé que le meilleur rendement d'extraction a été  obtenu à 80   C pendant 10 minutes (rendements entre 8,3 et 10,1% PS). Le raccourcissement (5 min) ou la prolongation (15 min) du temps d'extraction à 80   C n'amélioraient pas le re...
	Nous avons appliqué ces conditions pour sélectionner le meilleur solvant d’extraction.
	Une extraction. Aucun standards n’a été détecté dans l’extrait éthanolique (éthanol/eau : 70/30, v/v)
	Douze composés ont été identifiés et sont regroupés  dans le tableau III.16. Les composés détectés appartiennent  à deux grandes classes des polyphénols : acides phénoliques et flavonoïdes.
	Parmi les flavonoïdes détectés, la rutine a été identifiée comme étant la plus abondante avec une teneur 486 µg / g.
	La rutine (vitamine P) est un bioflavonoïde (flavonol) naturel  appartenant à la classe des polyphénols, ont un intérêt thérapeutique incontestable grâce à leurs propriétés  vasculaires.
	Ces molécules sont prescrites en effet dans tous les états pathologiques se traduisant par une fragilité vasculaire, car elles renforcent la résistance des capillaires et diminuent leur perméabilité. Une large gamme d'effets biologiques comprenant...
	Parmi les acides phénoliques, l’acides p-hydroxybenzoïque, acide sinapinique, acide p-coumarique, acide vanillique et  l’acide t-férulique ont été identifiés, avec l'acide vanillique et l'acide t-férulique ayant la concentration la plus élevée (12...
	L’acide férulique est l'acide phénolique le plus abondant dans le monde végétal, y compris les céréales, les fruits, les légumes, les herbes et les épices. L'acide férulique possède des activités antioxydantes, antibactériennes, anti-inflammatoire...
	L’acide gallique, l’acide t-férulique et la rutine ont été mieux récupérés à des températures plus élevées (100   C), tandis que la naringénine et l’acide chlorogénique n'ont été trouvés qu'à basse température (40   C), alors que l'acide benzoïque...
	L’acide gallique, rutine, acide t-férulique, acide vanillique ont été détecté à toute température avec des teneurs considérables.
	Figure III.33 Les chromatogrammes HPLC-PDA (280 nm) des différents extraits obtenus par extraction assistée par micro-ondes.
	Figure III.33, La suite.
	Figure III.33, La suite. (1)
	 Discussion (1)
	Une forte teneur en polyphénols totaux a été détectée au niveau des extraits aqueux (l’eau comme solvant polaire non toxique) obtenus par extraction assistée par micro-ondes, en particulier l’extraction à 80 C pendant 10min (Figure III.34).
	Figure III.34 : Effet de la température sur la teneur des polyphénols.
	Le rendement d’extraction est lié aussi à l’élévation de la température. En effet, Majhenic et al. (2007) ont démontrés que l’extraction à température élevée permettait d’obtenir des rendements plus élevés en extrait sec en comparaison avec ceux o...
	Dai et Mumper (2010) ont montrés aussi que malgré le risque de la dégradation et l’oxydation des molécules par la température élevée mais elle est nécessaire pour augmenter la solubilité et le taux de transfert de masse [34]. Et c’est le cas de ce...
	Larrauri et al. (1997) ont constaté que la température est le paramètre le plus influant sur la modification des polyphénols [69].
	Le temps de contact entre les deux phases est aussi un des paramètres très importants à maîtriser [70]. Ce paramètre est étroitement lié à la cinétique de l’extraction. La connaissance de la cinétique permettra d’arrêter l’extraction lorsque le re...
	Figure III.35: Influence du temps d’extraction sur la teneur des polyphénols.
	Comme le temps d’extraction utilisé dans cette étude n’est pas très long (10 min), ceci réduit le risque de perdre une grande quantité de ces composés.
	La prolongation du temps (15min) provoque une perte de certains composés en comparaison avec l’extrait à 10 min tels l’acide gallique et la catéchine. Tandis que le raccourcissement du temps (5 min) ne suffit pas pour détecter certains composés te...
	Azizah et al. (2009) ont montré qu’à partir de la seizième minute, plus de 53% des composés phénolique ont perdu par l’effet de la température [71].
	La polarité du solvant semble aussi influencer sur le rendement d’extraction. En générale, les rendements les plus élevés sont obtenus avec les solvants polaires tel que : l’eau et l’éthanol ou le mélange des deux [38, 39].
	L’eau est souvent utilisée comme solvant pour l’extraction de biomolécules à partir de sources végétales. Sa polarité permet de dissoudre beaucoup de composés phénoliques antioxydants polaires. Pour des antioxydants peu polaires ou apolaires des s...
	Les solvants tels que le méthanol, l’éthanol, l’acétone, ainsi que leurs mélanges avec l’eau sont largement utilisés pour l’extraction des composés phénoliques.
	Les mélanges extraient souvent mieux les substances ciblées que les solvants purs Tandis que dans l’extraction étudiée, aucun produit n’a été détecté dans le mélange EtOH/H2O (70/30 : v/v).
	2.1.3. Profil des polyphénols des extraits obtenus par extraction à fluide supercritique :
	Les résultats de la composition chimique des extraits obtenus par extraction à fluide supercritique des parties aériennes de l’espèce Atriplex mollis analysés par HPLC-PDA sont présentés dans le tableau III.16 et les chromatogrames d’HPLC-PDA de c...
	Tableau III.16 : Le profil phénolique des différents extraits de l’espèce A.mollis obtenus par SFE analysé par HPLC-PDA.

	n.d: non détecté.  ET : les résultats sont exprimés en moyenne ± écart type. µg /g PS: poids sec
	Afin de comparer les résultats qualitatifs et quantitatifs de différentes méthodes d'extraction, nous avons également effectué une extraction par fluide supercritique.
	Les techniques supercritiques d’extraction ont été développées dans le but d’éviter l’utilisation de solvants organiques toxiques.
	Le SFE a été réalisé à température fixe (40   C) pour éviter la dégradation et l’oxydation phénolique et à deux valeurs de pression discrètes (10 et 30 MPa).
	L’influence de chacun de ces paramètres sur le rendement globale d’extraction est étudiée dans cette partie.
	La meilleure extraction a été choisie en fonction  de rendement (rendement 0,62% pour 10 MPa et 0,82% pour 30 MPa)
	Douze et onze métabolites ont été identifiés et quantifiés dans les extraits à 10 et 30 MPa respectivement.
	Ces constituants appartiennent aux trois grandes classes chimiques : les acides phénoliques, les flavonoïdes et les monoterpènes.
	Les acides phénoliques identifiés étaient l'acide gallique, l'acide vanillique, l'acide syringique, l'acide p-coumarique, l'acide sinapinique, l'acide t-férulique, l'acide 2,3-diméthoxybenzoïque et l'acide benzoïque avec l'acide sinapinique ayant...
	L'acide sinapinique (acide 3, 5-diméthoxy-4-hydroxy cinnamique) est largement répandu dans le règne végétal, il est utilisé comme matrice dans la spectrométrie de masse à Désorption-ionisation Laser assistée par matrice (MALDI) [73].
	D’autre part, les flavonoïdes identifiés : la catéchine, l'épicatéchine et la rutine, avec l'épicatéchine étant la plus abondante (0,76 µg / g).
	De plus, l'harpagoside, un glycoside monoterpinique iridoïde a été identifié dans l'extrait à 30 MPa à une concentration de 0,20 µg / g.
	Plusieurs études ont montré que les extraits contenant de l'harpagoside avaient de bonnes activités anti-inflammatoires et analgésiques dans de nombreux modèles d'inflammation aiguë [74,75].
	Collectivement, le SFE a fourni une quantité relativement faible de composés phénoliques en raison de la nature non polaire du solvant.
	Figure III.36: Chromatogrammes HPLC/PDA des deux extraits obtenus par SFE
	à 280 nm.
	Figure III.36, La suite.
	 Discussion :
	L’extraction par CO2 supercritique est un exemple de technique simple, rapide, efficace et pratiquement sans solvant ni prétraitement.
	L’objectif de cette nouvelle technologie est l’élimination de l’utilisation du solvant organique toxique tout en diminuant la durée d’extraction et la consommation d’énergie.
	Le choix des conditions de traitement (température et pression) permet de piéger les composants de façon distinctive et de récupérer un extrait purifié, ce qu’il n’est pas possible d’obtenir avec des solvants liquides [42]. Et c’est le cas pour l’...
	Figure III.37 : Influence de la pression sur la teneur des polyphénols.
	Le fluide supercritique le plus utilisé comme solvant est le CO2 à cause de ses nombreux avantages : abondant, bon marché, inerte, inodore, pas toxique et température et pression critiques relativement basses (31,1  C et 7,3 MPa) [42]. Le grand in...
	Souvent, pour l’extraction de telles substances, l’éthanol est ajouté au CO2 comme co- solvant L’eau supercritique a été également utilisée pour extraire des composés polaires [76].
	2.2. Analyses des caroténoïdes et des  Chlorophylles par spectrophotomètre
	Les résultats des concentrations des pigments des parties aériennes de l’espèce A.mollis sont présentés dans le tableau III.17.
	Les données sont rapportées en tant que moyennes de trois répétitions et exprimées en μg / mg PS (poids sec) ± ET (écart type).
	Tableau III.17: Détermination des pigments (Caroténoïdes Totaux, Chlorophylle a et Chlorophylle b)
	Les teneurs en  caroténoïdes totaux, chlorophylle a (Chl a) et chlorophylle b (Chl b) dans la phase organique de l'échantillon des parties aériennes séchées sont indiquées sur la figure III.36. La concentration en Chl a était le double de celle de...
	Le rapport Chl a / b est directement lié non seulement à la lumière mais aussi à la disponibilité en azote du sol [77].
	Les propriétés biologiques révélées par la chlorophylle et ses dérivés, compatibles avec la prévention du cancer, comprennent une activité antioxydante et antimutagène. De plus, les chlorophylles sont également utilisées dans les industries en tan...
	La teneur totale en caroténoïdes était respectivement un sixième de celle de la chlorophylle a (0,0261 à 0,004 µg / mg et 0,163 à 0,0038 µg / mg, respectivement) (figure III.38).
	En général, des teneurs élevées en caroténoïdes sont détectées pour les plantes exposées au soleil, car ces molécules les protègent de la photo-inhibition [79].
	Figure III.38: Teneur en pigments des parties aériennes d'A. Mollis (µg/ mg PS ±ET).
	Conclusion
	Des différentes extractions ont été réalisées sur les parties aériennes de l’espèce Atriplex mollis pour le but d’optimiser les paramètres qui peuvent améliorer le rendement de l’extraction.
	L’identification et la quantification des composés phénoliques  de l’espèce Atriplex mollis Desf. a été réalisée par une méthode développée. L’analyse de ces composés a été réalisée par la chromatographie liquide à haute performance couplée avec u...
	La plupart des composés identifiés et quantifiés appartenant à trois grandes classes des polyphénols : les flavonoïdes, les monoterpènes et les acides phénoliques,  connus pour leurs effets pharmacologiques sur la santé humaine.
	Une forte teneur en polyphénols totaux a été détectée au niveau des extraits aqueux (l’eau comme solvant polaire non toxique) obtenus par extraction assistée par micro-ondes, en particulier l’extraction à 80 C pendant 10min. Le principal composé d...
	D’autre part, le rendement en polyphénols de l’extrait obtenu par fluide supercritique est le moins faible. Douze composés ont été qualifiés avec des quantités plus faibles en comparant avec les deux autres méthodes en raison de la nature non pola...
	L’analyse qualitative et quantitative de cette espèce ainsi que l’analyse des pigments foliaires la rendre une source des composés biologiquement actifs, il serait donc intéressant de mener une enquête détaillée sur les extraits démontrant l’activ...
	B. Evaluation de l’activité biologique
	1. Etude biologique in vitro
	1.1. Activité antioxydante
	1.1.1. Dosage des polyphénols totaux et des flavonoïdes totaux
	1.1.3. Test de blanchissement du β–carotène
	Le test du blanchissement du β-carotène consiste à mesurer la capacité de l’extrait de n-BuOH de l’espèce Atriplex mollis (BEAM) à inhiber l’oxydation du β-carotène, qui dépend de l’hydroperoxyde engendré par l’acide linoléique. Le β-carotène est u...
	Les résultats obtenus  montrent que l’extrait BEAM a minimisé l’auto-oxydation du β-carotène par les hydroperoxydes (Figure III.41). Cet effet est prononcé d’une manière claire à 800 µg/ml (69,86 ± 0,72 %, IC50: 190,81 ± 3,03) par rapport aux référ...
	Figure III.41 : l'inhibition de la peroxydation lipidique de l’extrait (BEAM). Les valeurs sont exprimées en en moyenne ± écart type (n=3).
	1.2. Activité antibactérienne
	Dans cette étude, l’activité antibactérienne de l’extrait n-butanol de A. mollis (BEAM) a été évaluée sur la croissance in vitro de quatre souches bactériennes à savoir P. aeruginosa,  K. pneumoniae, S. aureus et  E. coli. Le tableau III.18  indiq...
	Tableau III.18 : Activité antimicrobienne de l’extrait BEAM à différentes concentrations
	Les résultats obtenus permettent de constater que la zone d’inhibition est variée de 6. 5mm à 15mm avec une importante zone d’inhibition.
	Par ailleurs on note aussi que l’augmentation du diamètre de la zone d’inhibition de l’extrait corrèle directement avec l’augmentation de la concentration.
	Nous avons trouvé que toutes les souches présentent des sensibilités  vis-à-vis l'extrait, la souche la plus sensible est Pseudomonas aeruginosa qui donnent un diamètre de 15 mm.
	D’après l’analyse du profil des polyphénols de l’extrait n-butanol, la rutine est le produit majoritaire détecté avec d’autres flavonoïdes qui possèdent des propriétés antibactériennes, en particulier vis-à-vis des bactéries Gram + [83].
	Pour ces composés, il semble que la présence de 2 groupements hydroxyles libres soit essentielle à l’activité antibactérienne [84,85].
	Les flavonoïdes agiraient à plusieurs niveaux : le cycle B jouerait un rôle important dans l’intercalation avec les acides nucléiques inhibant ainsi la synthèse d’ADN et d’ARN des microorganismes, ils peuvent également inhiber l’ADN gyrase d’Esche...
	2. Etude biologique in vivo
	2.1. Activité anti-inflammatoire
	Le criblage de l’activité anti-inflammatoire est réalisé par le test à la carragénine. Cet agent phlogogène induit au niveau de la patte du rat un œdème considéré comme un signe caractéristique de l’inflammation et paramètre très important dans l’é...
	Le choix de l’extrait n-butanol est basé sur la richesse de ce dernier en composants responsables de l’effet anti-inflammatoire tels que les polyphénols et les flavonoïdes.
	L’injection de la carragénine 1% au niveau de la patte du rat provoque une inflammation visible (Figure III. 42) dans l’heure qui suit cette injection résulte par la libération de plusieurs médiateurs chimiques qui sont responsables du processus in...
	Figure III. 42 : Effets de l’extrait BEAM sur l’œdème de la patte induit par la carragènine 1% chez les rats.
	Après une heure d’injection de la carragénine, l’extrait n-butanol de l’espèce A.mollis s’est révélé plus actif plus précisément à la première heure et a provoqué une diminution de l’œdème de la patte de 6.15±0.11 mm à 5.50±0.52 mm avec un pourcent...
	De plus, une diminution de l’épaisseur de l’œdème a été observée dans le lot traité avec l’extrait n-butanol après 120 min de l’injection de la carragénine de 5.50±0.52 mm à 4.97±0.21 mm avec un pourcentage d’inhibition maximal égale à 52.83%. De m...
	Figure III. 43 : Pourcentage d’inhibition de l’inflammation par l’extrait n-butanol de l’espèce A.mollis et le Diclofénac.
	D’autre part, la pharmacopée concède aux constituants polyphénoliques comme les flavonoïdes  et les acides phénoliques une activité anti-inflammatoire [88].
	L’extrait n-butanol de l’espèce A.mollis  pourrait soit :
	 contenir des substances anti inflammatoire non hormonale qui bloquent ou freinent la production des molécules pro-inflammatoire (prostaglandine) ;
	 stimuler  les glandes surrénales à produire davantage de  cortisone qui exerce un effet anti-inflammatoire ;
	 soit diminuer le taux d’histamines (médiateurs des inflammations) dans le sang (plante antihistaminique).
	2.2. Evaluation de l’effet diurétique
	2.2.1. Variation de la diurèse en fonction du temps
	Les résultats de variations de la diurèse en fonction du temps pour la dose 50 mg/kg par voie d’administrations orale  sont représentés sur la figure III. 44  voici quelques remarques générales :
	- Les animaux de Témoin 1, qui ne reçoivent aucun produit, ont éliminés un faible volume d’urine soit 6,19 ml/kg pendant quatre heures.
	- pour les animaux de témoin 2, recevant 40 ml/kg de l’eau physiologique, le volume d’urine éliminé est relativement considérable 19.44 ml/kg, on peut dire que le maximum de la surcharge sodique administrée est éliminé dès les premières heures.
	- comparativement au témoin 2 les animaux du lot traité par HCTZ, le volume d’urine est supérieur à ceux de témoin 2.
	-l’administration de l’extrait n-butanol provoque une sécrétion moins faible en comparant à celle du témoin 2 et de l’ HCTZ. Dans le cas de notre extrait, l’élimination d’urine par la voie orale s’effectue dans la troisième heure.
	Figure III. 44 : Variation de la diurèse en fonction du temps après administration par voie orale des différents extraits à la dose de 50ml/kg.
	2.2.2. Valeurs du pH urinaire
	Les valeurs du pH des urines collectées après 5 heures d’administration des différents produits par voie orale sont rapportées sur la figure III.45.
	Le pH urinaire pour des témoins ainsi que pour HCTZ est  basique, il est compris entre 9.12 et 9.79. Tandis que le pH urinaire de notre extrait est légèrement basique. On remarque seulement une diminution du pH après traitement par l’extrait n-but...
	Figure III.45 : Variation du pH urinaire
	2.2.3. Variations de la concentration des ions Na+ urinaires
	La figure III. 46 présente les données graphiques de la concentration des ions Na+ urinaire éliminé en 5 heures après administration des produits  par voie orale par la dose 50mg/kg.
	La concentration du sodium urinaire éliminée par le témoin 2 qui reçoit 40 mg/kg de l’eau physiologique est de 3.15 mmol/kg pendant 05 heures.
	L’effet natriurétique de l’ HCTZ avec une concentration de 7.43 mmol/05 heures. Tandis que l’administration de notre extrait a provoqué une élimination de sodium
	(3.57 mmol/kg pendant 05heures) est similaire de témoin 2 et moins important que celle détecté par l’HCTZ. Ce qui implique que notre extrait ne provoque pas une élimination prononcée du sodium.
	Figure III. 46 : Variations de [Na+] urinaire après un traitement par voie orale des différents composés aux doses de 50 mg/kg. Les valeurs sont exprimées en en moyenne ± écart type (n=3).
	2.2.4. Variations de la concentration des ions K+ urinaires
	La figure III.47 présente les données graphiques de la concentration des ions K+ urinaire éliminé en 5 heures après administration des produits  par voie orale par la dose 50mg/kg.
	La concentration de potassium urinaire pour les rats traités par l’hydrochlorothiazide est de 3.41 mmol/kg pendant 05heures.
	Concernant  notre extrait, l’élimination du potassium est supérieure à celle  de l’HCTZ et du témoin 2. Cela présente une hypokaliémie enregistrée lors de l’administration de l’extrait n-butanol de l’espèce A.mollis.
	Figure III. 47 : Variations de [K+] urinaire après un traitement par voie orale des différents composés aux doses de 50 mg/kg. Les valeurs sont exprimées en en moyenne ± écart type (n=3).
	2.2.5. Variations de la concentration des ions Ca2+ urinaires
	Les variations des concentrations du Ca2+ urinaire après cinq heures d’un traitement par voie orale des différents produits par la dose 50mg/kg sont rapportées sur la figure III. 48.
	L’analyse de ces résultats montre que l’HCTZ ainsi que notre extrait provoquent une élimination calcique semblable à celle observée chez le témoin 2 avec :
	-Une augmentation de la concentration urinaire du calcium lors de l’administration de l’HCTZ par la dose de 50mg/kg.
	-Une diminution de la concentration urinaire du calcium lors de l’administration de l’extrait n-butanol par la dose de 50mg/kg.
	Figure III. 48 : Variations de [Ca+2] urinaire après un traitement par voie orale des différents composés aux doses de 50 mg/kg. Les valeurs sont exprimées en en moyenne ± écart type (n=3).
	Conclusion (1)
	Nous avons soumis l’extrait n-BuOH des parties aériennes de l’espèce A.mollis à des tests de recherche des activités biologiques : antioxydantes (DPPH, blanchissement du β-carotène), antibactérienne, anti inflammatoire et effet diurétique.
	Sur la base des résultats obtenus dans la présente étude, nous concluons que l'extrait n-BuOH d’A.mollis possède des propriétés antioxydantes dans tous les modèles d'oxydation (DPPH, blanchissement du β-carotène).
	L’activité antibactérienne de l’extrait butanolique a été évaluée sur quatre bactéries par la méthode de diffusion sur disque solide. Quel que soit la souche bactérienne et/ou la nature (origine) des germes utilisées dans ce travail, les présents résu...
	D’une autre part, l’extrait n-butanol de l’espèce A.mollis montre une activité anti-inflammatoire considérable après deux heures d’injection de la carragénine, ainsi pour l’effet diurétique qui apparait après deux heures d’administration.
	C. Activité anticorrosion
	1. Mesure de la perte de masse
	Les résultats  de la perte  de masse de l’acier en  milieu HCl 1M en absence et  en présence de l’inhibiteur BEAM (l’extrait n-butanol de l’espèce A.mollis)  dans différentes concentrations sont regroupés dans le tableau III.19.
	Tableau III.19: L’efficacité inhibitrice avec l’absence et la présence de l’inhibiteur.
	D’après ces résultats on constate que la concentration de l’inhibiteur influe directement sur l’efficacité inhibitrice (figure III.49).
	Figure III.49 : L’efficacité inhibitrice à différentes concentration de l’inhibiteur (Extrait n-butanol de l’espèce Atriplex mollis).
	L’évolution de l’efficacité inhibitrice corrèle avec l’augmentation de la concentration d’inhibiteur, elle atteint 44.73% à 500ppm, cela confirme le phénomène d’adsorption sur la surface du métal utilisé [58].
	2. Mesures électrochimiques
	2.1. La polarisation potentiodynamique
	Les courbes de polarisation cathodique et anodique de l’acier en milieu HCl 1M, en absence et en présence de l’extrait n-butanol des parties aériennes de l’espèce Atriplex mollis  à différentes concentrations sont présentées dans la figure III.50.
	Figure III.50: Les courbes de la polarisation potentiodynamique de l’acier de carbone
	316L  à différentes concentration de l’inhibiteur.
	Les valeurs associées aux paramètres électrochimiques déterminées à partir de ces courbes ainsi que l’efficacité inhibitrice de la corrosion obtenue sont   regroupées dans le tableau III.20.
	Tableau III.20 : Les paramètres de la polarisation potentiodynamique avec l’absence et la présence de l’inhibiteur.
	Nous remarquons d’après le tableau III.20 qu’en présence de l’inhibiteur :
	-Un déplacement des deux branches anodiques et cathodiques de la courbe de polarisation semble indiquer que cet extrait agit comme un type mixte d'inhibiteur [89, 90].
	-L'étude du tableau III.21  a révélé que les valeurs de βa changeaient en présence d’inhibiteur alors qu'un changement plus prononcé se produisait dans les valeurs de βc, indiquant que des réactions anodiques et cathodiques étaient effectuées mais qu...
	-L’addition de l’extrait aqueux au milieu corrosif conduit à une diminution des densités de courant de corrosion au fur et à mesure que la concentration en inhibiteur augmente.
	-Les efficacités inhibitrice de cet extrait corrèle avec l’accroissement de la concentration atteignent 78.28% à 300ppm.
	2.2. La spectroscopie d’impédance électrochimique (SIE)
	Concernant les mesures d’impédance électrochimique, la figure III.51  représente les diagrammes de Nyquist de l’acier doux dans une solution HCl 1M en absence et en présence des molécules inhibitrices de l’extrait n-butanol à différentes concentra...
	Le tableau III.21 regroupe les paramètres relatifs aux mesures des impédances électrochimiques de l’acier en milieu HCl 1M avec et sans extrait.
	Tableau III.21:Les paramètres d’impédance électrochimique avec l’absence et la présence de l’inhibiteur.
	Le comportement à la corrosion de l'acier doux dans une solution de HCl 1,0 M en présence d’inhibiteur a été étudié par EIS après 30 min d'immersion.
	Après avoir analysé la forme des diagrammes de Nyquist, on conclut que les courbes approximées par un seul demi-cercle capacitif montrent que le processus de corrosion était principalement contrôlé par transfert de charge [92]. Le diamètre des cou...
	Le circuit équivalent permettant la bonne description de ces types de spectres d’impédances est donné dans la figure III.52 où l’ensemble constitué d’un élément constant de phase (CPE) en parallèle à une résistante correspondante à une résistance ...
	Figure III. 52 : Circuit équivalent utilisé pour déterminer les spectres d’impédance.
	Pour cette méthode aussi on constate toujours que l’efficacité inhibitrice augmente avec la concentration de l’inhibiteur et peut atteindre 92.88 % à 300ppm. Ces résultats sont en bon accord avec ceux déterminés à partir des courbes de polarisation.
	Le travail réalisé dans cette partie confirme  l'attention focalisée sur les propriétés anticorrosives des produits naturels d'origine végétale et l’utilisation d’inhibiteurs verts.
	L’étude de l’activité anti-corrosion  de l’acier 316L en milieu HCl 1M de l’extrait n-butanol de l’espèce A.mollis Desf. a été réalisée par différentes méthodes (perte de masse, courbes de polarisation et mesures de l’impédance électrochimique).
	L’efficacité inhibitrice corrèle avec l’accroissement de la concentration et atteindre 78.28% à 300ppm.
	Les résultats obtenus montrent que cet extrait se comporte comme des inhibiteurs de corrosion mixtes avec une tendance cathodique.
	Le pouvoir d'inhibition de la corrosion de cet extrait pourrait être dû à la présence de constituants hétérocycliques notamment les flavonoïdes.
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	Les plantes médicinales représentent une source inépuisable de substances et composés naturels bioactifs, et restent la source prédominante de médicaments pour la majorité de la population mondiale, en particulier dans les pays en voie de dévelop...
	L'objectif de ce travail consistait à la caractérisation phytochimique, l’évaluation des activités biologiques et détermination de l’activité anticorrosion des extraits n-butanol de deux  plantes médicinales algériennes (Thymus algeriensis et Atri...
	Ce travail visait ainsi sur le choix d’une source riche en principes actifs, la valorisation des co-produits de cette source, la mise au point et l’optimisation des conditions opératoires de l’extraction de composés phénoliques en utilisant des di...
	L’extraction assistée par micro-ondes a montré son efficacité pour l’extraction de composés phénoliques à partir des deux espèces. L’étude des effets des principaux paramètres opératoires a permis d’identifier les paramètres les plus influents sur...
	Qualitativement, les analyses effectuées par la chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse ont montré, la présence d’une multitude de variété de composés. Le polymorphisme des composés des huiles de T. algeriensis analysé...
	Afin de mieux caractériser  les deux espèces nous avons réalisés une chromatographie en phase liquide à haute performance avec un détecteur UV à photodiodes pour les extraits polaires.
	Le principal composé présent dans les extraits aqueux de l’espèce T.algeriensis était  l’acide benzoïque, l'épicatéchine, l'acide chlorogénique, l'acide syringique, la naringine, la catéchine et l'acide o-coumarique qui sont dotés d'importantes ac...
	La rutine était le produit principal détecté dans l’extrait aqueux d’Atriplex mollis, avec d’autre composés moins abondant tel que : l’acides p-hydroxybenzoïque, acide sinapinique, acide p-coumarique, acide vanillique et  l’acide t-férulique.
	Concernant le taux des polyphenols et l’activité antioxydante des différents extraits des deux espèces étudiées, nous avons utilisé les tests de Folin Ciocalteu, le test au DPPH, le test de blanchissement du β-carotène.
	L’activité antimicrobienne a été évaluée sur quatre germes à savoir : Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae et Escherichia coli  par la méthode de diffusion sur gélose. Les résultats obtenus ont montré que les extrai...
	Les mécanismes d'action de chaque composé phénolique contre diverses bactéries sont très compliqués, il serait donc nécessaire d’étudier plus loin et de comprendre le rapport entre l’activité antibactérienne et anti-oxydante et la structure chimiq...
	Les extraits butanoliques des deux espèces étudiées ont manifesté une bonne activité anti-inflammatoire et un effet  diurétique acceptable.
	En outre, l’évaluation du pouvoir inhibiteur de corrosion de ces extraits a été réalisée en utilisant trois différentes méthodes : La perte de la masse, La polarisation potentiodynamique et  la spectroscopie d’impédance électrochimique.
	Les deux extraits de T.algeriensis et A.mollis ont  montré une activité anticorrosion importante.
	RESUME
	Ce travail vise la valorisation de deux  plantes médicinales algériennes (T.algeriensis et A.mollis) de la famille des Lamiaceae et Chenopodiaceae réputées pour leurs vertus thérapeutiques.
	L'objectif de ce travail consistait sur la mise au point et l’optimisation des conditions opératoires de l’extraction de composés phénoliques en utilisant des différentes techniques.
	L’analyse GC-FID et GC/MS de l’huile essentielle des parties aériennes de Thymus algeriensis a montré que cette huile est majoritairement composée de  1,8-cinéole (25.12%), camphre (18.33%) et le α-pinène (8.29%) accompagnés d’autres constituants à...
	L’extraction assistée par micro-ondes a montré son efficacité pour l’extraction de composés phénoliques à partir des deux espèces.
	Les extraits aqueux obtenus par cette extraction  à partir des parties aériennes des deux espèces ont été analysés. L’ HPLC a révélé la richesse des extraits MAE en polyphénols allant de 2508.85  à 11000.12  μg/g PS pour T.algeriensis et de 558.17 ...
	L’analyse de la composition phénolique des extraits n-butanol obtenus à partir des parties aériennes des deux espèces par HPLC, ainsi que la détermination des effets antioxydants, antibactériens par les méthodes DPPH, blanchissement du β-carotène e...
	On outre, ces extraits ont manifesté aussi une excellente activité anti-inflammatoire et un effet diurétique  acceptable.
	Enfin, l’étude électrochimique en utilisant trois différentes méthodes (La perte de la masse, La polarisation potentiodynamique, La spectroscopie d’impédance électrochimique) a permis de confirmer l’activité anticorrosion des extraits butanoliques ...
	Mots clés : Thymus algeriensis, Atriplex mollis, HPLC-PDA, polyphénols, activité biologique, activité anticorrosion.
	Abstract
	In order to contribute to the valorisation of local medicinal plants, we were interested in two medicinal plants (Thymus algeriensis and Atriplex mollis) of the Lamiaceae and Chenopodiaceae family that very common in traditional medicine.
	The objective of this work was to develop and optimize the operating conditions for the extraction of phenolic compounds using different techniques.
	The GC-FID and GC / MS analysis of the essential oil of the aerial parts of Thymus algeriensis showed that this oil is predominantly composed of 1,8-cineole (25.12%), camphor (18.33%) and α-pinene (8.29%) accompanied by other components at relative...
	Microwave-assisted extraction has proved effective in extracting phenolic compounds from the species studied.
	The aqueous extracts obtained by this extraction from the aerial parts of the two species were analyzed. HPLC revealed the richness of MAE extracts in polyphenols ranging from 2508.85 to 11000.12 μg / g PS for T.algeriensis and from 558.17 to 832.56...
	The analysis of the phenolic composition of the n-butanol extracts obtained from the aerial parts of the two species by HPLC, as well as the determination of the antioxidant, antibacterial effects by the DPPH methods, β-carotene bleaching and the ag...
	These extracts also showed excellent anti-inflammatory activity and an acceptable diuretic effect.
	Finally, the electrochemical study using three different methods (mass loss, potentiodynamic polarization, electrochemical impedance spectroscopy) has confirmed the anticorrosion activity of the butanolic extracts of the two studied species.
	Key words: Thymus algeriensis, Atriplex mollis, HPLC-PDA, polyphenols, biological activity, anticorrosion activity.
	ملخص
	في اطار المساھمة قصد تثمین النباتات الطبیة المحلیة والمعروفة بخصائصھا العلاجیة، انصّب اھتمامنا باثنان من النباتات من عائلتين مختلفتين(Lamiaceae, Chenopodiaceae) ، نظرا لسعة انتشارھا في الجزائر وكثرة تداولھا في الطب الشعبي.
	الهدف من هذا العمل هو تطوير وتحسين شروط و ظروف  استخراج المركبات الفينولية باستخدام تقنيات مختلفة.
	كما قمنا في ھذا العمل، بتحلیل التراكیب الكیمیائیة للزیوت الاروماتیة، التي تم الحصول علیھا من الأزھار والأجزاء الهوائية لنبات Thymus algeriensis باستعمال تقنیة كروماتوغرافیة الطور الغازي GC-FID المدمج بالمطیافیة الكتلیة GC/MS بان هذا الزيت يتكون اسا...
	ثبتت عملية الاستخراج بتقنية المايكروويف فعالية في استخراج واستخلاص المركبات الفينولية لكلا النبتتين المدروستين.
	تم تحليل المستخلصات المائية التي تم استخلاصها بتقنية HPLC-PDA. كشفت  هذه التحاليل عن ثراء المستخلصات بالمركبات الفينولية المعروفة بخصائصها الطبية والتي تتراوح بين 2508.85 الى 11000.12ميكروغرام/غرام من المادة الصلبة بالنسبة للنبتة Thymus algeriensis وم...
	لقد انجزنا في هذا العمل ايضا وللمرة الاولى تحليل كمي وكيفي باستعمال تقنية كروماتوغرافية السائلة ذات الضغط العالي HPLC للمستخلصات الفينولية لمختلف الاجزاء الهوائية لكلا النبتتين. كما قمنا بدراسة الفعالية ضد الاكسدة وضد الميكروبات باستخدام اختبارات :...
	حيث اظهرت التحاليل ان هذه المستخلصات تعد مصدر غني بالمركبات الفينولية المسؤولة عن النشاط المضاد للاكسدة  والنشاط المضاد للبكتيريا المتحصل عليه.
	كما أظهرت هذه المستخلصات نشاطًا ممتازًا مضادًا للالتهابات وتأثيرًا مقبولًا لادرار البول.
	وأخيرًا ، أكدت الدراسة الكهروكيميائية باستخدام ثلاث طرق مختلفة (فقدان الكتلة ، الاستقطاب الفعال ، التحليل الطيفي الكهروكيميائي للمقاومة الكهروكيميائية) النشاط المضاد الفعال للتآكل لمستخلصات البوتانول للنبتتين المدروستين.
	الكلمات المفتاحية : Atriplex mollis, Thymus algeriensis , HPLC-PDA ,  البوليفينولات, النشاط البيولوجي, النشاط المقاوم للتاكل.
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