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RESUME 

 

Espèce végétale endémique à la région méditerranéenne, Globularia alypum y est 

connue depuis fort longtemps pour ses usages médicinaux multiples. Dans le 

présent travail de recherche, notre intérêt s’est porté sur l’évaluation de l’activité 

anti-leishmanienne et anti-oxydante, ainsi que sur l’analyse du profil 

phytochimique de six produits bruts d’extraction (aqueux, méthanoliques et 

étheriques) et de deux huiles essentielles, obtenus à partir des deux organes 

végétaux récoltés (feuilles et inflorescences de la plante). Nos principaux résultats 

ont mis en évidence l’existence d’une activité leishmanicide avérée de l’extrait 

étherique des feuilles (EE1), et celui des inflorescences (EE2) sur la forme 

promastigote du parasite. Sur les cinq différentes souches leishmaniennes ayant 

fait l’objet de tests, les meilleures concentrations inhibitrices à 50% (CI50) 

déterminées sont celles relatives à la souche Leishmania donovani-LDD8 (89,7 et 

24,8 µg/ml, respectivement pour les extraits bruts EE1 et EE2). La détermination 

des indices de sélectivité (IS) de EE1 et EE2 par l’estimation de leur cytotoxicité 

sur des cellules de lignée humaine (THP1) transformées nous suggère que la 

toxicité induite de ces extraits serait sélective envers les Leishmania spp. (IS de 

EE1 >2,8  et  celui de EE2 >10,1 concernant la souche L. donovani-LDD8). 

S’agissant de l’activité antioxydante, l’extrait méthanolique des inflorescences 

(EM2) a révélé le plus fort potentiel antioxydant parmi les échantillons testés 

(indice du potentiel anti-radicalaire (IPAR) = 1,3 [µg AO/µg DPPH]
-1

). La capacité 

anti-oxydante de nos extraits serait positivement corrélée avec leur teneur en 

polyphénols totaux respectives (r=0,956 ; p= 0,0109). Celle-ci serait comprise, en 

fonction des extraits dosés, entre 5,85 à 186,21 mg EAG/g d’extrait. D’autre part, 

le criblage phytochimique préliminaire de l’ensemble des extraits bruts ainsi que 

l’analyse par la chromatographie gazeuse couplée à la spéctroscopie de masse 

(CG-SM) portée sur les huiles essentielles et extraits étheriques EE.1 et EE.2, 

nous ont renseigné sur la nature phytochimique différentielle des échantillons 

testés et permis l’identification d’un certain nombre de molécules bioactives 

pouvant éventuellement être à l’origine des activités observées.  

MOTS-CLES : Globularia alypum, extraits bruts, huiles essentielles, phytochimie, 

CG-SM, activité antileishmanienne, activité antioxydante, cytotoxicité. 



 ملخص
 

نًٛضاحّ انطبٛت  alypum  Globulariaعشؾ انصُؿ انُباحٙ، انًسخٕطٍ ـٙ انًُطمت انًخٕسطٛت،

انًخعذدة يُز انمذو. اسحأُٚا يٍ خلال ْزا انبذث انعهًٙ إنٗ حمٛٛى َشاط انًضاد نلأكسذة ٔانًضاد 

نلاشًاَٛا، إضاـت إنٗ دساست ـٛخٕكًٛٛائٛت نسخت يسخخهصاث ٔصٚخٍٛ أساسٍٛٛ اسخخشجٕا يٍ عضٍٕٚ 

جًعا يٍ ْزِ انُبخت )الأٔساق ٔالأصْاس(.َخائجُا انشئٛست كشفج ٔجٕد َشاط يبٛذ نلاشًاَٛا باسص ُٚسب 

 نطفٛم رٔ( ٔرنك عهٗ اEE2( ٔالأصْاس )1EEنهًسخخهصٍٛ الاٚثٛشٍٚٛ انًسخخشجٍٛ يٍ الأٔساق )

  .(promostigotesانشكم انسٕطٙ )

( انًذصهت عهٛٓا ْٙ حهك 50CI) 50يٍ بٍٛ انسلالاث انًخخبشة انخًس، أـضم حشاكٛض يثبطت ل %

ٔ  1EEيٛكشٔؼشاو /يهم ل  LDD8  Leishmania donovani(2448 ٔ8947انخٙ حُسب نهسلانت 

2EE.) ( اسخُخاج انًؤششاث الاَخمائٛتIS نهًسخخهصاث )1EE  ٔ2EE  يٍ خلال حمذٚش انسًٛت

( يذٕنت، سًخ نُا بالخشاح THP1(  عهٗ سلانت خلاٚا بششٚت )1EE  ٔ2EEنهًسخخهصٍٛ  )   انخهٕٚت

 أٌ َشاطًٓا انسًٙ ًٚخاص بانصفت الاَخمائٛت ضذ انطفٛم انهشًاَٛا.

( اظٓش ألٕٖ َشاط EM2ـًٛا ٚخص انُشاط انضذ انخأكسذ٘، انًسخخهص انًٛثانَٕٙ نلأصْاس ) 

]يٛكشٔؼشاو يٍ يكٌٕ ضذ حأكسذ٘/يٛكشٔؼشاو  1.3=  (IPAR)يؤشش انمذسة انضذ انجزسٚت ) 

DPPH] 
-1

.) 

ٔ لذ حبٍٛ نُا أٌ انمذسة انضذ حأكسذٚت نًسخخهصاحُا يشحبطت إٚجابٛا يع يذخٕاْى انكايم نهًخعذد 

 ( . p=0.0109 ; r=0.956انفُٕٛلاث )

يػ يعادل دًض ؼانٛك / غ يٍ انًسخخهص. يٍ جٓت  186.21ٔ  5.85 ٚمذس ْزا انًذخٕٖ يا بٍٛ

أخشٖ، اخخباساث انكشؿ انفٛخٕكًٛائٛت الأٔنٛت نجًٛع انًسخخهصاث، بجاَب إنٗ انخذهٛم عٍ طشٚك 

، سًخ نُا ٛا انؽاصٚت انًخصهت بًطٛاؾ انكخهت نهضٕٚث الأساسٛت ٔ انًسخخهصاث الإثٛشٚتـانكشٔياحٕؼشا

بانخطهع عهٗ انطبٛعت انفٛخٕكًٛٛائٛت انفشلت نهعُٛاث انًخخبشة بالإضاـت إنٗ عذد يعٍٛ يٍ انًكَٕاث رٔ 

 ـعانٛت بٕٛنٕجٛت ٔ انخٙ لذ حكٌٕ راث صهت يع انُشاطاث انًلادظت.

 

 ،انفٛخٕكًٛٛا ،صٕٚث أساسٛت ،يسخخهصاث ،Globularia alypum   : الكلمات الرئيسية

 ،انًضاد نلاشًاَٛا َشاط ،َشاط انًضاد نلأكسذة ،انؽاصٚت انًخصهت بًطٛاؾ انكخهتانكشٔياحٕؼشاـٛا 

 .انسًٛت انخهٕٚت
  



ABSTRACT 

Vegetal spieces endemic to the Mediterranean region, Globularia alypum has 

been known for a long time for its multiple medicinal uses. In the present research 

work, our interest focused on the evaluation of the antileishmanial and antioxidant 

activities as well as the phytochemical profile analysis of six crude extraction 

products (aqueous, methanolic and etheric extracts) and two essential oils 

obtained from the two harvested plant drugs (leaves and inflorescences). Our main 

results have demonstrated the existence of a leishmanicidal activity of the leaves 

and inflorescences ether extracts (EE1 and EE2) on the promastigote form of the 

parasite. Of the five different Leishmanian strains tested, the best half maximal 

inhibitory concentrations (IC50) were those determined for the Leishmania 

donovani-LDD8 strain (89,7 and 24,8 µg/ml, respectively for the crude extracts 

EE1 and EE2). The determination of the selectivity index (SI) of EE1 and EE2, by 

the estimation of their cytotoxicity on transformed human linear cells (THP1), 

suggests that the induced toxicity of these extracts would be selective towards 

Leishmania spp. (for the strain L. donovani-LDD8 the SI value of EE1 and EE2 

was respectively higher than 2,8 and 10,1). Concerning the antioxidant activity, the 

methanolic extract of the inflorescences (EM2) revealed the highest antioxidant 

potential among the samples tested (antioxidant activity index (AAI) = 1,3 [µg 

AO/µg DPPH]-1). The antioxidant capacity of our extracts would be positively 

correlated with their respective total polyphenol content (r = 0.956, p = 0.0109). 

The latter would be between 5.85 and 186.21 mg AGE /g of extract. Moreover, the 

preliminary phytochemical screening of the crude extracts as well as the analysis 

by gas chromatography coupled with mass spectroscopy (CG-MS), carried on the 

essential oils and ether extracts EE.1 and EE.2, informed us about the differential 

phytochemical nature of the samples and allowed the identification of a number of 

bioactive molecules that could possibly be responsible for the observed activities. 

KEYWORD : Globularia alypum, crude extracts, essential oils, phytochemistry, 

GC-MS, antileishmanial activity, antioxidant activity, cytotoxicity 
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GLOSSAIRE 

 

Adénopathie : inflammation des ganglions lymphatiques induisant une 

augmentation de leur volume. 

Alzheimer : maladie neurodégénérative du tissu cérébral qui entraine la perte 

progressive et irréversible des fonctions mentales et notamment de la mémoire.    

Anthroponose : maladie infectieuse strictement humaine. 

Autécologie : étude des exigences de l'espèce, considérée isolément, vis-à-vis 

des facteurs du milieu (vivant et non vivant). 

Carcinogène : facteur provoquant ou sensibilisant l’apparition d’un cancer. 

Granulomatose chronique : maladie héréditaire liée au chromosome X induisant 

un déficit de l’immunité non spécifique pour cause d’un dysfonctionnement du 

métabolisme oxydatif des cellules phagocytaire.   

Hépatomégalie : augmentation pathologique du volume du foie. 

Incidence d'une maladie : nombre de cas apparus pendant une année au sein 

d'une population. 

Macule : lésion primitive correspondant à une tache dyschromique, sans relief, ni 

infiltration. 

Maladie endémique : maladie constamment présente dans une population 

donnée, souvent inféodée à une origine géographique précise.  

Mélange azéotrope : mélange qui présente, pour une composition particulière, 

une phase vapeur ayant la même composition que la phase liquide avec un point 

d'ébullition différent du point d'ébullition des constituants purs. 

Nodule : lésion solide, surélevée, de plus d'un centimètre de diamètre qui envahit 

en général les couches les plus profondes de la peau.  

Pancytopénie : diminution du nombre de tous les éléments cellulaires du sang. 



Papule : petite lésion surélevée qui a une consistance solide à la palpation. 

Procarcinogène : toute molécule qui se transforme en un composé carcinogène 

par le métabolisme.      

Réservoir (épidémiologie) : organismes (humains et animaux) qui fournissent à 

un microorganisme pathogène des conditions favorables à sa survie et à sa 

propagation.  

Rhumatisme : terme non-spécifique désignant une affection des articulations et 

des tissus conjonctifs.  

Sclérose latérale amyotrophique : maladie neurodégénérative caractérisée par 

une paralysie musculaire progressive due à une dégénérescence des 

motoneurones du cortex moteur primaire, de la voie corticospinale, du tronc 

cérébral et de la moelle épinière.   

Splénomégalie : augmentation pathologique du volume de la rate. 

Syndrome  de détresse respiratoire aigue : atteinte pulmonaire grave 

caractérisée par une altération majeure de la fonction et de la structure des 

poumons (expansibilité). 

Zoonose : maladie infectieuse dont l’agent se transmet des animaux vertébrés à 

l'homme, et vice-versa. 
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INTRODUCTION  

Des millénaires durant, les populations humaines n’ont cessé d’utiliser la 

ressource végétale pour se soigner ; à l’ère du paléolithique déjà des indices sur 

l’usage des végétaux à des fins médicinales ont dans de nombreux sites été 

découverts [1 ; 2 ; 3].  

Les plantes médicinales contiennent une large variété de principes actifs qui sont 

jusqu'à présent exploités par la majorité de la population mondiale pour diverses 

affections [4 ; 5]. Outre leurs usages traditionnels, la chimiodiversité remarquable 

que recèle cette ressource biologique représente un important pôle d’identification 

de nouvelles molécules d’intérêt thérapeutique [6 ; 7]. L’utilisation récente de 

méthodes biotechnologiques dans la sélection, l’analyse, la multiplication et 

l’amélioration des plantes médicinales a eu pour conséquence l’émergence de 

nouvelles perspectives dans le développement de produits pharmaceutiques, 

notamment en ce qui concerne les molécules caractérisées par une complexité 

structurale et une stéréospécificité particulière [4].  

La recherche de molécules bioactives à partir des plantes peut s’effectuer selon 

plusieurs stratégies : une approche ethnopharmacologique qui consiste à utiliser 

le savoir des médecines traditionnelles, une approche chimiotaxonomique qui 

s’intéresse à des taxons connus pour renfermer des métabolites secondaires 

particuliers, un criblage systématique des espèces végétales (criblage à haut-

débit), ou toute combinaison de ces approches [8].  

Les potentialités de recherche sont d’autant plus importantes que seul 6% du total 

estimé de 250 000 plantes supérieures ont était étudiées pour leur éventuelles 

activités biologiques, tandis que 15% d’entre elles ont fait l’objet d’investigations 

phytochimiques [9].  

Haut lieu de la diversité biologique au regard de son fort taux d’endémisme, la 

région méditerranéenne abrite à elle seule environ 10% de l’ensemble des plantes 

supérieures recensées à l’échelle mondiale, avec pas moins de 406 espèces 

citées par les pharmacopées traditionnelles, à l’exemple de la plante médicinale 

Globularia alypum L. (Plantaginaceae) endémique au pourtour méditerranéen [10 ; 
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11]. Cette dernière, dénommée « Tasselgha » par les populations locales 

algériennes notamment, y est anciennement connue pour ses usages médicinaux 

multiples et compte, dans nos régions, parmi les plantes les plus utilisées 

traditionnellement à des fins thérapeutiques. A juste titre, Globularia alypum L. a 

antérieurement fait l’objet de nombreux travaux expérimentaux portés sur ses 

activités biologiques [11].  

Dans notre projet de recherche, la combinaison des deux approches 

ethnopharmacologique et chimiotaxonomique a été adoptée en vue de contribuer 

à la mise en valeur du potentiel pharmacologique antileishmanien et anti-oxydant 

des composés bioactifs inhérents aux feuilles et inflorescences de Globularia 

alypum L. En concordance avec l’évaluation de ces deux activités biologiques, 

une étude phytochimique orientée a également été réalisée sur les deux organes 

végétaux.  

Ces objectifs ainsi visés découlent des orientations de recherche du Laboratoire 

Santé, Environnement et Biotechnologies de l’Université de Saad DAHLAB de 

Blida et s’inscrivent, par ailleurs, dans la problématique d’inexistence de 

traitements anti-leishmaniens pleinement satisfaisants en termes d’efficacité et 

d’innocuité toxicologique ainsi que par le besoin grandissant d’identification de 

nouveaux métabolites anti-radicalaires représentant potentiellement une 

alternative aux composés antioxydants de synthèse. 

La structure de ce mémoire s’articule autours de trois chapitres correspondants 

respectivement à : une synthèse d’une étude bibliographique approfondie sur la 

plante médicinale G. alypum L. et les pathologies en relation avec les activités 

biologiques évaluées dans ce travail ; une description du matériel et des méthodes 

utilisés ; ainsi qu’à une présentation et discussion des principaux résultats 

obtenus.  
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Etude bibliographique  
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I. DESCRIPTION BOTANIQUE ET PHYTOCHIMIQUE DE  

Globularia alypum L.  

I.1. Classification 

Classification classique  

[12 ; 13] 

 

 Classification phylogénétique 

[14 ; 15 ; 16] 

Règne :  Plantae  Clade :  Angiospermes 

Super-Phylum :  Spermatophyta  Clade :  Eu-dicotylédones 

Phylum : Magnoliophyta  Clade : Superastéridées 

Classe :  Magnoliopsida  Clade :  Astéridées 

Sous-Classe :  Asteridae  Clade : Lamiidées  

Ordre :  Scrophulariales  Ordre :  Lamiales 

Famille :  Globulariaceae  Famille :  Plantaginaceae 

Genre :  Globularia  Tribu :  Globularieae 

Espèce :  Globularia alypum L.  Genre :  Globularia 

   Espèce :  Globularia alypum L. 

 

Classiquement, les Globulariacées forment une petite famille regroupant deux 

genres : Globularia L. et Poskea Vatke. Ce sont des plantes vivaces arbustives ou 

herbacées possédant des feuilles sans stipules, une inflorescence généralement 

en capitule, rarement en épi (Poskea) et des fleurs zygomorphiques à ovaire 

uniloculaire [17 ; 18]. 

A la suite de nombreux travaux de phylogénie moléculaire, les genres de 

l’ancienne famille des Globulariaceae ont été regroupés en tribu des 

« Globularieae » et incorporés dans la famille des Plantaginaceae (sensu APG II) 

appartenant à l’ordre des Lamiales. Certains auteurs ont proposé de modifier la 

dénomination « Plantaginaceae » donnée à ce groupe élargi afin de lui préserver 

son acception traditionnelle en le remplaçant par un nom de famille inusité 

« Veronicaceae » [19 ; 20 ; 21]. 

Selon la systématique moléculaire, cette famille rassemblerait 112 genres et 1750 

espèces cosmopolites, mais mieux diversifiées dans les zones tempérées [22]. Ce 

sont des plantes autotrophes, herbacées ou plus rarement arbrisseaux, parfois 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Magnoliophyta
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Globularioideae&action=edit&redlink=1
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aquatiques. Le monophylétisme des Plantaginaceae est attesté par les caractères 

de l’ADN chloroplastique [23].  L’étude phylogénétique portée sur les Lamiales, 

atteste d’un fort lien de parenté entre les deux genres Globularia et Poskea 

(Globularieae) et suggère, par ailleurs, un lien avec le genre Campylanthus 

(traditionnellement placé dans la famille Digitalideae) en tant que groupe 

monophylétique sœur [20 ; 21 ; 24].  

Le genre Globularia L. comprend une trentaine d’espèces arbustives ou 

herbacées à inflorescences en capitules globuleux. Les plantes appartenant à ce 

genre sont essentiellement rencontrées en région méditerranéenne ; les limites de 

leur distribution s’étendent, néanmoins, jusqu'aux îles Suédoises vers le nord et 

jusqu’aux îles Cap-Verdiennes aux limites méridionales [25 ; 26 ; 27].  

Ce genre est représenté dans la flore algérienne par deux espèces : Globularia 

alypum L. (= G. alypum L. ssp. eu-alypum L.) et Globularia eriocephala Pomel (= 

G. vesceritensis Batt. = G. alypum L. ssp. arabica (Jaub. et Spach) Maire) [13]. 

I.2.  Caractères morphologiques 

I.2.1. Morphologie de l’appareil végétatif 

Arbrisseau à feuillage persistant, formant des buissons de 30 à 60 cm de hauteur 

(figure 1.1 : a). Racine sèche et rameuse. Souche épaisse, courte, tortueuse, 

émettant en avant plusieurs tiges ascendantes, dressées, feuillées dans toute leur 

longueur, couvertes sur le vieux bois d’une écorce inégale d’un brun cendré. 

Rameaux nombreux, les plus jeunes à écorce rougeâtre (figure 1.1 : b) [28 ; 29].  

Feuilles alternes ou fasciculées, de 0,5 à 2 cm de long, exstipulées, plus ou moins 

oblancéolées-cunéiformes, entières ou tridentées, mucronulées au sommet, 

coriaces et glabres (figure 1.1 : b) [13 ; 28 ; 30]. 

I.2.2. Morphologie de l’appareil reproducteur 

Fleurs pentamériques, zygomorphes, hermaphrodites, réunies en capitules 

denses atteignant 1,5 cm de diamètre et disposés le long et au sommet des tiges 

(figure 1.1 : c et d) [13 ; 31 ; 32]. Involucre composé de bractées ovales-

oblongues, mucronulées au sommet, scarieuses, ciliées sur les bords, disposées 

sur plusieurs rangs. Réceptacle hémisphérique, calice tubuleux légèrement 
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recourbé, profondément quinquefide, garni sur leur face externe de longs poils 

blanchâtres [28 ; 33]. Corolle bleue violacée (très rarement blanche) bilabiées, à 

lèvre très inégales ; la supérieure petite, bifide, parfois entière, d’autre fois nulle ; 

l’inferieure très longue et trifide. Androcée à 4 étamines didynames insérées sur la 

corolle [13 ; 33]. Anthères elliptiques-réniformes, fixées par le dos, s’ouvrant par 

une fente unique longitudinale. Pollen à grains elliptiques lorsqu’ils sont secs, 

lisses, parcourus de trois sillons longitudinaux, devenant presque sphériques 

lorsqu’on les mouille [28]. Ovaire supère uniloculaire uniovulé. Fruits akéniens 

[13 ; 31 ; 32]. La formule florale s'exprimera donc comme suit [34] :  

 
(  

↑ S(5) P(5) A4 G1  
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Figure 1.1 : Caractères morphologiques de Globularia alypum L. (originale, octobre 2013) ;  

a : partie aérienne (échelle : 30 cm), b : tiges et feuilles, c : disposition des inflorescences tout au long des tiges,  

d : sommité fleurie 
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I.3. Croissance végétative et floraison  

La croissance végétative de l’espèce survient deux fois par an : au printemps (de 

mars jusqu’à juin) et en automne (de septembre à novembre) [35]. Les bourgeons 

floraux se forment également durant ces deux saisons. Leur développement est, 

cependant, conditionné par la magnitude des précipitations et des températures 

enregistrées pendant ces deux saisons [36].  

La floraison peut, de ce fait, se dérouler en deux ou en une seule période. Dans le 

premier modèle (floraison bimodale), le développement des bourgeons floraux du 

printemps, a lieu du début août jusqu’à octobre, puis vient le développement des 

bourgeons d’automne qui débute vers le mois d’octobre et prends fin au début du 

printemps (mars/avril) [36 ; 37]. 

Dans le second modèle (floraison unimodale), la plante fleurie plus ou moins 

durant 7 mois ; d’octobre jusqu’au mois d’avril [31 ; 36]. 

I. 4. Distribution géographique et autécologie  

D’origine et d’une aire de répartition entièrement méditerranéenne, Globularia 

alypum L. est à la fois une espèce à comportement héliophile et thermophile [32 ; 

38]. Elle est présente dans les pays d’Afrique du Nord, ainsi que dans certains 

pays d’Europe méridionale et jusqu’en Asie mineure. En Algérie, la présence de 

l’espèce est assez commune [13 ; 39].  

Le biotope de l’espèce est, par ailleurs, caractérisé par un milieu à bilan hydrique 

généralement déficitaire (régions subhumides à arides) et par des sols rocailleux, 

marneux (rarement siliceux) et pauvres en matière organique [32 ; 40]. 

Dans son habitat naturel, la plante développe une symbiose ectomycorhizienne 

[41]. Elle est le plus fréquemment rencontrée dans les forêts dégradées et les 

pinèdes claires de pins d’Alep où elle y est souvent associée au ciste et au 

romarin [40 ; 42 ; 43]. Globularia alypum L. n’est pas portée sur la liste des 

espèces végétales protégées en Algérie (décret exécutif no 12-03 du 4 janvier 

2012) ni celle de la liste des espèces menacées d’extinction établie par l’Union 

Internationale pour la Conservation de la Nature (UICN) [44 ; 45]. 
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I. 5. Profil phytochimique 

Les recherches menées sur le profil phytochimique de Globularia alypum L. 

mettent essentiellement en évidence la présence de métabolites secondaires 

d’intérêt thérapeutique (les résultats des travaux antérieurs menés sur la 

phytochimie de l’espèce sont synthetisés dans le tableau de l’annexe B). Parmi 

ces métabolites, sont cités, de nombreux composés flavoniques (flavones, 

flavonols et flavonones), des acides phénoliques, des tannins [46 ; 47 ; 48], des 

terpènes, des iridoïdes, des phénylethanoïdes, des lignanes, des hétérosides, de 

la syringine [49 ; 50 ; 51], du mannitol ainsi que du mucilage issu du métabolisme 

primaire [52]. 

S’agissant de la composition chimique de l’huile essentielle des feuilles, celle-ci 

est caractérisée notamment par la présence du palmitate, du 1-octen-3-ol, du 

phytol (isomère), de l’eugenol, de l’α-terpineol, du L-camphor et du L-linalol [49].  

L’hydrolat, obtenu après hydrodistillation des feuilles, contiendrait, entre autres 

molécules, de l’eugénol, de l’isoeugénol, du camphor, du viridiflorol, α-cadinol, α-

terpineol et de l’aromadendrene [53]. 

II. POTENTIALITES PHYTOTHERAPEUTIQUES DE Globularia 

alypum L.  

II. 1. Données ethnobotaniques 

II.1.1. Dénominations  

 Noms berbères : Aselgha, Tasselra, Taselġa, Aselġa, Selgha [39 ; 43]. 

 Noms arabes / arabes dialectales : Ayn lerneb, Chebra, Sannâ baladi, 

Alûbun, Aynûn, Hallab rwa, Masriga, Zerga, Zriga, Zouitna [39 ; 54 ; 48]. 

 Noms français : Globulaire, Globulaire buissonnante, Globulaire turbith, 

Turbith, Turbith blanc, Séné de Provence, Alypon, Herbe terrible [39 ; 52 ; 

55].  

La dénomination « Globulaire » ou « Globularia » dérive du latin globulus, petite 

boule, qui rappelle la forme particulière de l’inflorescence. L’épithète du nom 

binomial « alypum » provient du grec alypia ou alypios, qui signifie 
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étymologiquement « qui calme la douleur », du fait des propriétés supposées de la 

plante. Ce sens est donc l’inverse de cet autre surnom d’« Herbe terrible » que la 

plante garda longtemps et qui reposait sur une simple confusion avec l’alypon de 

Discoride, qui est effectivement un drastique dangereux [52 ; 55 ; 56]. 

L’appellation « Turbith » dérive, quant à elle, du nom arabe d’un liseron purgatif 

(Operculina turpethum) originaire de l’inde [52 ; 55]. 

II.1.2. Période de récolte 

Les feuilles sont récoltées dans nos régions à partir du mois d’octobre jusqu’au 

mois d’avril [57].  

II. 1.3. Usages thérapeutiques traditionnels  

II. 1.3.1. Indications anti-parasitaire et antileishmanienne  

Un intérêt antiparasitaire, indiqué notamment par les deux pharmacopées 

traditionnelles algérienne et tunisienne, est accordé aux feuilles de Globularia 

alypum L. qui agiraient en tant qu’antipaludique et anthelminthique lorsqu’un 

décocté est administré par voie orale [43 ; 58 ; 59] 

Une autre indication antiparasitaire, attribuée cette fois-ci aux sommités fleuries de 

la plante, a été mentionnée par Boudjelal et al. (2013) dans le cadre d’une étude 

ethnobotanique réalisée dans une zone d’étude correspondant à la région de 

M’Sila (Algérie). Les auteurs de cette étude ont notamment rapporté l’usage 

thérapeutique du décocté ou de l’infusé des sommités fleuries (administration par 

voie orale) dans le traitement des leishmanioses par les populations locales [60].  

II. 1.3.2. Autres indications thérapeutiques 

La globulaire est connue et utilisée depuis fort longtemps dans le pourtour 

méditerranéen ; notamment pour ses propriétés diurétiques et purgatives. Les 

troubles du transit intestinal constituent l’indication majeure de la plante à travers 

l’utilisation de ses feuilles (organe végétal le plus utilisé pour l’espèce). En plus de 

ces propriétés thérapeutiques, les connaissances ancestrales nord-africaines lui 

concèdent, particulièrement, une plus large gamme d’usages thérapeutiques et 

s’intéressent aussi bien à l’usage des feuilles qu’à l’ensemble des parties 
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inhérentes au végétal  (les indications thérapeutiques identifiées par les études 

ethnobotaniques antérieures sont syntethisés dans le tableau de l’annexe C). 

Sont, entre autres propriétés, mentionnés le caractère antihypertensif, 

hypoglycémiant, cicatrisant et antiseptique de la plante [39 ; 61 ; 62 ; 63].  

Les pharmacopées traditionnelles déconseillent, toutefois, l’emploi abusif de la 

plante et son utilisation par les femmes enceintes [39 ; 48 ; 59]. 

II. 2. Investigations antérieures sur les activités biologiques d’intérêts 

pharmacologiques  

Les travaux menés sur les activités biologiques de Globularia alypum L. ont 

permis de mieux cerner les propriétés pharmacologiques de la plante et dénotent 

d’un potentiel thérapeutique à visées multiples avéré. Les résultats publiés sur le 

sujet découlent essentiellement des études portées sur les feuilles et font état de 

diverses activités biologiques notables (tableau 1.1). 

II. 3. Effets toxicologiques 

Selon certains auteurs, la consommation prolongée et à forte dose de la 

Globulaire serait à même de provoquer une oligurie, des diarrhées, des coliques, 

des vertiges, des céphalées, des frissons, des douleurs des membres, une 

hypothermie et un ralentissement du pouls [48]. 

L’estimation de dose létale médiane (DL50) à 10 g/kg ainsi que les données de la 

toxicité chronique (paramètres biochimiques, hématologiques et examen 

anatomo-histopathologique) laissent à conclure sur l’absence d’effets 

toxicologiques induits par la consommation d’un infusé préparé à partir de la partie 

aérienne de Globularia alypum L. [64]. Pareillement, la DL50 de l’extrait aqueux 

des feuilles à été estimée à 14,5 g/kg, suggérant ainsi, une toxicité aigue 

pratiquement absente  [65 ; 66]. 

Toutefois, les auteurs d’une étude sur le potentiel fœtotoxique de la plante 

rapportent une action toxique sur la reproduction : l'administration orale de l’extrait 

éthanolique de feuilles, à raison de 800 mg/kg pendant 30 jours, s'est traduite par 

une résorption embryonnaire et par une réduction notable du nombre de fœtus 

viables [48 ; 67]. 
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Tableau 1.1 : Synthèse des travaux antérieurement publiés sur les activités biologiques de Globularia alypum L.    

Activités biologiques Organes végétaux Nature des tests Références 

anticholinesterasique Feuilles, Fleurs, Racines Biochimique [68 ; 69 ; 70] 

antilithique  Fleurs, racine  Biochimique  [71] 

antioxydante 

Partie aérienne Biochimique [72 ; 73 ; 74 ; 75] 

Feuilles  

  

Biochimique [11 ; 69 ; 76 ; 77 ; 78 ; 79 ; 80 ; 81 ; 82] 

In vitro  [82] 

In vivo [83 ; 84] 

Fleurs Biochimique [69 ; 77 ; 78] 

Racines  Biochimique [77] 

antigénotoxique Feuilles In vitro [79] 

antibacterienne 
Partie aérienne In vitro [49 ; 85] 

Feuilles  In vitro [81 ; 76 ; 86 ; 87 ; 88] 

Antifungique  Feuilles In vitro [88] 

Anti-inflammatoire 

Partie aérienne In vivo [89] 

Feuilles 
Biochimique [69 ; 70] 

In vivo [76] 

Fleurs Biochimique [69] 

Hypoglycémiante Feuilles  In vivo [64 ; 65 ; 84 ; 90] 

Hypotriglycéridémiante  
Partie aérienne In vivo [91] 

Feuilles In vivo [83 ; 84 ; 90] 

Hypocholestérolémiante 
Partie aérienne In vivo [91] 

Feuilles In vivo [84 ; 90] 

Spasmolytique 
Feuilles Ex vivo [92] 

Tiges et feuilles  Ex vivo [93] 

Vasodilatatrice Feuilles Ex vivo [94] 

Antileucémique Plante entière In vitro et in vivo [95] 

Stimulatrice du péristaltisme intestinal Feuilles  Ex vivo et in vivo [96] 

Activité favorisant la spermatogénèse Feuilles In vivo [97] 
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antiulcéreuse Feuilles  In vivo [96] 

Cicatrisante  Feuilles In vivo  [76] 

Immunosuppressive  Feuilles  In vitro  [98] 
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III. STRESS OXYDANT ET MOLECULES ANTI-RADICALAIRES  

III.1. Formation et rôles biologiques des radicaux libres   

Identifiés pour la premère fois au début du XXe siecle par Moses Gomberg, les 

radicaux libres sont des espèces chimiques (atomes ou molécules) possédant un 

ou des électrons non-pariés [99 ; 100]. Cette propriété les rend aptes à réagir 

avec des molécules lors de réactions en chaîne. La formation d’un radical libre 

peut résulter d’une rupture homolytique d’une liaison covalente ou d’un transfert 

d’électron [101].  

Parmi toutes les espèces radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, 

il convient de distinguer un ensemble restreint de composés radicalaires qui jouent 

un rôle particulier en physiologie et que l’on qualifie parfois de radicaux primaires. 

Ces radicaux dérivent de l'oxygène par des réductions à un électron tels l'anion 

superoxyde O2•
- et le radical hydroxyle OH•, ou de l'azote tel le monoxyde d'azote 

NO•. Les autres radicaux libres, dits radicaux secondaires, se forment par réaction 

de ces radicaux primaires sur les composés biochimiques de la cellule [102].  

D'autres espèces dérivées de l'oxygène dites espèces actives de l'oxygène, 

comme l'oxygène singulet 1O2, le peroxyde d'hydrogène (H2O2) ou le 

nitroperoxyde (ONOOH), ne sont pas des radicaux libres, mais sont aussi 

réactives et peuvent être des précurseurs de radicaux. L'ensemble des radicaux 

libres et de leurs précurseurs est souvent appelé espèces réactives de l'oxygène 

ou de l’azote [102].  

La production d’espèces réactives dans les tissus biologiques peut avoir une 

origine enzymatique ou non-enzymatique. Celle-ci est prépondérante lors du 

transport des électrons au niveau de la chaine respiratoire mitochondriale, du 

métabolisme péroxysomal des acides gras, des réactions de la cytochrome P-450 

microsomale ou encore de l’activité phagocytaire du système immunitaire [103 ; 

104]. Les métaux de transition (comme le Fe2+ et le Cu2+) agissent, par ailleurs, 

souvent comme des catalyseurs dans la formation du radical hydroxyle [105]. 

Des facteurs de source exogène peuvent également être à l’origine d’une 

production accrue en radicaux libres ; à l’exemple de l’exposition aux radiations, à 
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la pollution de l’air et de l’eau (métaux lourds) et de la prise de certains traitements 

médicamenteux (ciclosporine, fujimycine, gentamycine, bléomycine) [104 ; 105].    

A concentration modérée, les radicaux libres primaires possèdent un rôle 

physiologique important notamment dans le processus de maturation structurale 

des cellules appartenant au système immunitaire. En effet, le système 

phagocytaire (neutrophiles, macrophages, monocytes) a recours à la production et 

l’utilisation des radicaux libres dans la destruction non-spécifique des entités 

pathogènes. Cette production de radicaux est assurée par le complexe 

enzymatique membranaire NADPH (nicotinamide adenine dinucleotide 

phosphate)-oxydase  [104 ; 106]. Ainsi les sujets ayant une défaillance au niveau 

de ce complexe enzymatique présentent des infections répétées (granulomatose 

chronique) [107].  

Un autre rôle, attribué aux radicaux libres, est celui de leur implication dans divers 

cascades de signalisation cellulaire. Cette fonction, d’importance majeure, a 

particulièrement été caractérisée dans les phénomènes d'apoptose (mort cellulaire 

programmée), dans la prolifération des cellules musculaires lisses (cellules 

vasculaires), dans l'adhésion des monocytes aux cellules endothéliales, ou bien 

encore dans l'agrégation plaquettaire [104 ; 108].  

III.2. Effets délétères des radicaux libres 

Les radicaux libres, lorsque produits en excès, induisent de nombreuses 

altérations pouvant affecter différents constituants cellulaires : ADN (acide 

desoxyribonucleique), protéines, lipides membranaires et lipoprotéines. Ces 

composés hautement réactifs réagissent selon trois modes d'action : soit en 

arrachant un électron, soit en arrachant un atome d'hydrogène, soit encore en 

s'additionnant sur les doubles liaisons d'un substrat organique [108 ; 109]. 

III.3. Défenses antioxydantes de l’organisme 

Pour se protéger de l’activité radicalaire, l’organisme dispose d’un ensemble 

complexe de défenses antioxydantes. On distingue deux sources d’antioxydants : 

l’une est endogène et se compose d’enzymes (superoxyde dismutase, glutathion 

peroxydase, catalase), de protéines (ferritine, transferrine, céruléoplasmine, 

albumine) et de systèmes de réparation des dommages oxydatifs comme les 
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endonucléases ; l’autre est apportée par une alimentation riche en composés 

antioxydants (vitamines C, E, caroténoïdes, ubiquinone, flavonoïdes, glutathion ou 

acide lipoïque) [109].  

III.4. Implications physiopathologiques des radicaux libres   

Le stress oxydant correspond à un déséquilibre entre la génération d’espèces 

prooxydantes et les défenses antioxydantes de l’organisme, en faveur des 

premières. Ce stress, est impliqué dans de très nombreuses maladies comme 

facteur déclenchant ou associé à des complications de l'évolution clinique [102 ; 

109].  

La plupart des pathologies induites par le stress oxydant apparaissent avec l'âge 

car le vieillissement diminue les défenses antioxydantes et augmente la 

production mitochondriale de radicaux. Ces derniers, peuvent alors, causer des 

modifications structurales aux molécules biologiques et initier une surexpression 

de certains gènes [102 ; 110].    

Depuis un certain nombre d’années, le rôle avéré des radicaux libres dans 

l’initiation de certaines pathologies a été mis au jour, notamment, en ce qui 

concerne le cancer, la cataracte, le syndrome de détresse respiratoire aigu, 

l’œdème pulmonaire et le vieillissement accéléré [111; 112]. 

Ainsi, les relations entre stress oxydant et cancer s'avèrent très étroites, les 

radicaux libres intervenant dans l'activation des pro-carcinogènes en 

carcinogènes, créant les lésions de l'ADN, amplifiant les signaux de prolifération et 

inhibant des gènes suppresseurs de tumeur comme p53 [102 ; 113].  

Le stress oxydant est aussi un des facteurs potentialisant l'apparition de maladies 

plurifactorielles tels que le diabète, les maladies cardiovasculaires, les 

rhumatismes et la maladie d'Alzheimer [112 ; 114 ; 115 ; 116]. D’autres 

pathologies neuro-dégénératives sont aussi concernées, à l’exemple de la 

sclérose latérale amyotrophique [117]. 

Dans certaines affections la cause initiale ne met pas en jeu un processus 

radicalaire, mais la survenue secondaire du stress vient aggraver le processus 

initial. Un exemple caractéristique de cette situation est celui du SIDA (syndrome 
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d'immunodéficience acquise) où le processus initial est l’infection virale, mais où le 

virus induit un stress oxydant en réprimant le gène de la superoxyde dismutase et 

de la glutathion peroxydase facilitant la mort des lymphocytes T par apoptose. 

Dans bien d’autres situations aiguës ou infections, la diminution des capacités 

antioxydantes facilitant le stress oxydant va amoindrir les protections 

immunitaires. Ainsi, chez des malades de réanimation, la diminution des activités 

glutathion peroxydase et l’augmentation des peroxydes sont indicateurs d’une 

mauvaise évolution [112]. 

III.5. Mécanismes d’action des composés antioxydants 

Les molécules à potentiel antioxydant peuvent être réparties en deux types : les 

antioxydants préventifs qui empêchent la formation d’espèces réactives de 

l’oxygène et les antioxydants qui interceptent les radicaux propagateurs [118 ; 

119].  

Plusieurs mécanismes d’action peuvent être associés à l’activité anti-oxydante des 

composés : inhibition des espèces chimiques initiant la peroxydation ; chélation 

des métaux de transition comme le fer et le cuivre impliqués dans la génération de 

radicaux libres ; désactivation de l’oxygène singulet, prévenant la formation des 

peroxydes ; inhibition de la chaine de réaction autoxydative et/ou réduction de la 

concentration localisée en oxygène [119].    

L’interruption de la chaine de réaction d’un radical libre serait le mécanisme 

antioxydant le plus efficient. Comportant généralement  un cycle aromatique, ces 

antioxydants transfert leur hydrogène sur le radical généré durant l’oxydation en 

devenant eux-mêmes des radicaux libres de manière transitoire. Ces radicaux 

intermédiaires sont stabilisés par la délocalisation d’un électron au sein du cycle 

aromatique, formant des structures quinones [119 ; 120].   

De nombreux antioxydants ont des modes d’action mixtes ce qui complique leur 

classification. Deux exemples peuvent illustrer ces mécanismes multiples : l’acide 

ascorbique est un désactivateur de l’oxygène singulet, il élimine aussi l’oxygène 

moléculaire, il est aussi un donneur d’hydrogène aux radicaux lipidiques et aux 

radicaux tocophéroxyles pour regénérer le tocophérol ; Les flavonoïdes tels que 

les anthocyanines, les catéchines, les flavones, les flavonols, les isoflavones et les 
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proanthocyanidines sont chélateurs de métaux, piégeurs d’anions superoxyde et 

donneurs d’hydrogène [118].  

IV. EPIDEMIOLOGIE DES LEISHMANIOSES ET TRAITEMENTS 

THERAPEUTIQUES  

IV.1. Etiologie et formes cliniques 

Les leishmanioses sont des parasitoses à transmission vectorielle dues à des 

protozoaires flagellés appartenant au genre Leishmania. Parasites zoonotiques et 

parfois anthroponotiques, les leishmanies (Leishmania spp.) affectent une large 

diversité d’hôtes vertébrés, dont l’Homme, essentiellement par le biais de piqûres 

d’insectes vecteurs hématophages, les phlébotomes femelles. Ces dernières sont 

des diptères appartenant au deux genres Phlebotomus et Lutzomia de la sous-

famille des Phlebotominae [121 ; 122]. 

Près de vingt espèces de Leishmania ont été identifiées en tant qu’agents causals 

des leishmanioses humaines [123]. Les manifestations pathologiques de ces 

leishmanioses décrivent un large spectre d’expressions cliniques et peuvent aussi 

bien correspondre à une leishmaniose cutanée, dont l’affection peut 

spontanément évoluer vers la guérison, qu’a une leishmaniose dite viscérale, 

mettant en jeu le pronostic vital des sujets atteints (figure 1.2). On distingue, de ce 

fait, trois formes cliniques majeures  [124] :  

- Les leishmanioses cutanées (LC) : Leishmaniose cutanée localisée (LCL) 

et leishmaniose cutanée diffuse (LCD) ; 

- La leishmaniose cutanéo-muqueuse (LCM) ; 

- La leishmaniose viscérale (LV). 

La leishmaniose cutanée localisée, cutanée diffuse et cutanéo-muqueuse sont 

dites tégumentaires et se manifestent par des formes cliniques variées. La lésion 

initiale des LC est sous forme de macule qui, à partir de 2 semaines à 3 mois et 

plus, peut présenter une papule érythémateuse et/ou nodule [125 ; 126]. 

Dans le cas de la LCL, l’évolution la plus commune de la lésion correspond au 

développement d’un ulcère généralement indolore, de forme arrondie ou ovalaire 

(diamètre : 0,5-10 cm), à bords surélevés et dont le centre peut comporter une 

croûte. Une résorption spontanée de ce type de lésion peut se produire, laissant 
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toutefois en place une cicatrice indélébile. D’autres lésions peuvent aussi se 

développer en formes chroniques [125 ; 127 ; 128]. La LCD est caractérisée, 

quant à elle,  par une confluence de multiples nodules, papules ou tubercules non 

ulcéreux associés à une infiltration cutanée diffuse [125 ; 129].  

Concernant la LCM, l’atteinte muqueuse survient généralement des mois (voire 

des années) après l’affection cutanée primaire mais les deux manifestations 

peuvent également se produire simultanément. Cette forme clinique, 

potentiellement létale, atteint le plus fréquemment les muqueuses buccales et/ou 

nasales (avec perforation du septum) et peut s’étendre au pharynx et au larynx, 

jusqu’aux voies respiratoires inferieures. Les lésions sont caractérisées par des 

ulcérations particulièrement mutilantes [125 ; 130]. 

Dans la LV, la triade clinique habituellement rencontrée comprend une fièvre 

irrégulière, une altération de l’état général (asthénie et amaigrissement) et une 

splénomégalie. À ces signes s’associe le plus souvent une pancytopénie 

manifestant une pâleur cireuse, une polyadénopathie et éventuellement une 

hépatomégalie [131 ; 132 ; 133]. Les cas de décès sont habituellement liés à une 

surinfection bactérienne ou à des hémorragies internes [132]. Dans la région 

méditerranéenne, la LV est principalement une maladie infantile [134 ; 135].     

 

Figure 1.2 : Manifestations cliniques des leishmanioses. a, b, c, e : leishmanioses 

cutanées. d : leishmaniose cutanéo-muqueuse. f : leishmaniose viscérale [136 ; 

137 ; 138] 
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A ces formes de leishmanioses, d’autres manifestations pathologiques de moindre 

fréquence peuvent subvenir. De très nombreux cas d’infections asymptomatiques 

ont, par ailleurs, été observés. Ce polymorphisme clinique est principalement dû 

au tropisme habituel des Leishmania spp. (tableau 1.2), à la pathogénicité 

différentielle des souches ainsi qu’à la réponse immunitaire de l’hôte [123 ; 124 ; 

139]. 

Tableau 1.2 : Tropisme habituel et exceptionnel de quelques espèces 

anthropophiles des Leishmania spp. [124] 

Tropisme 

parasitaire 
Espèces 

Formes cliniques 

habituelles exceptionnelles 

Dermotrope  

L. major LCL LCD* 

L. killicki LCL / 

L. aethiopica LCL LCD 

L. tropica LCL LV 

L. guyanensis LCL LCM 

L. mexicana LCL LCD, LV* 

Tropisme 

cutanéomuqueux 
L. braziliensis LCL, LCM LCD*, LV* 

Viscérotrope 
L. infantum LV, LCL LCD* 

L. donovani LV LCL 

* formes cliniques de l’immunodéprimé.  

IV.2. Situation épidémiologique et distribution géographique   

IV.2.1. Au niveau mondial 

En l’absence de données fiables, la prévalence mondiale des leishmanioses 

pourrait être estimée à près de 12 millions de cas avec une population à risque 

évaluée à plus de 350 millions de personnes [123 ; 140 ; 141]. 

Le caractère endémique des leishmanioses a été rapporté dans 98 pays répartis 

sur les six continents (figure 1.3) avec une incidence approximative de 1,3 million 

nouveaux cas/an, dont en moyenne 300 000 cas de leishmaniose viscérale et 

1 million de cas de leishmanioses tégumentaires [142 ; 143].  
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Le nombre estimatif de décès imputables à la leishmaniose viscérale pourrait 

atteindre les 50 000 cas/an [142 ; 143] ; une estimation qui n’est dépassée par 

aucune autre parasitose à l’exception du paludisme [140 ; 144].  

Bien qu'il y ait encore relativement peu de données pour le confirmer, les 

changements climatiques associés au contexte socio-économique futur des pays 

émergents, pourrait jouer à terme un rôle prépondérant dans la recrudescence 

des leishmanioses à l’échelle mondiale [145 ; 146 ; 147].      

 

 Figure 1.3 : Répartition géographique des leishmanioses [148]  

2.2. En Algérie 

Les leishmanioses représentent la plus importante cause de parasitoses 

humaines en Algérie qui, avec des incidences annuelles ayant déjà dépassé les 

30 000 cas, compte parmi les pays les plus touchés au monde [143 ; 149 ; 150 ; 

151]. Près de 15 millions de la population y vivent en zones d’endémie [152].  

Deux des trois formes cliniques majeures sévissent dans le pays selon un mode 

endémo-épidémique : la forme viscérale et la forme cutanée [149 ; 153].  

La forme viscérale en Algérie est causée par l’espèce L. infantum. Cette 

leishmaniose concerne principalement toute la partie nord du pays avec 
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néanmoins l’existence de foyers endémiques au sud (Illizi, Tamanrasset) [135 ; 

154]. L’espèce Phlebotomus (Larroussius) perniciosus en est le principal vecteur 

au nord tandis que l’absence du sous-genre au sud suggère l’implication d’autres 

espèces [154 ; 155]. Le chien et le chacal doré ont été identifiés en tant que 

réservoirs de la zoonose [156].  

Majoritairement infantile, la LV est responsable d’environ 150 nouveaux cas 

déclarés/an avec près de 6% de taux de létalité [157 ; 158]. Mila, Bejaia, Illizi, 

Biskra, Bouira, Tizi-Ouzou et Setif figurent parmi les wilayas les plus affectées du 

pays [158]. L’Institut National de Santé Publique (INSP) a relevé, ces dernières 

années, une régression du taux d’incidence ; passant ainsi, de 0,72 à 0,15 cas 

pour 100.000 habitants (période comprise entre 2000 et 2012). La vigilance reste 

cependant de mise en considérant les nombreux cas potentiellement non déclarés 

et le nombre grandissant de personnes atteintes au sud du pays [158 ; 159]. 

S’agissant de la forme cutanée de la leishmaniose, celle-ci correspond presque 

exclusivement à la forme clinique localisée avec des incidences annuelles dont les 

extrêmes varient aux environs de 15 et 80 cas pour 100 000 habitants (période 

2000-2012). Biskra, Bechar, M’sila, Naama et Ghardaïa figurent parmi les wilayas 

recensant le nombre annuel le plus élevé de nouveaux cas [159 ; 160]. 

A l’origine de la leishmaniose cutanée, trois entités nosologiques ont été 

identifiées dans le pays (Figure 1.4) : 

- La LC zoonotique à L. major, fortement prépondérante en Algérie, est 

transmise par Phlebotomus papatasi et a comme réservoir les Gerbillidés. Le 

parasitaire est inféodée aux régions arides et semi-arides mais dont la 

répartition connait actuellement une extension progressive vers le nord [160 ; 

161] ; 

- La LC sporadique du nord à L. infantum, majoritairement transmise par 

Phlebotomus perfiliewi, a la même répartition géographique que la LV et aurait 

aussi le même réservoir  [149 ; 162] ; 

- La LC à L. killicki dont le principal vecteur serait Phlebotomus sergenti et le 

réservoir un rongeur, Massoutiera mzabi. Sa répartition géographique semble 

être confinée à la seule région de Ghardaïa [160 ; 163]. Néanmoins, un cas de 

LC à L. killicki de la région de Annaba a déjà été signalé [164].  
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Figure 1.4 : Répartition des leishmanioses en Algérie et dans les pays voisins  

[160] 

IV.3. Classification et caractères biologiques de l’agent pathogène 

IV.3.1. Classification  

Classification classique 

[165 ; 166] 
 

Classification phylogénique 

[167 ; 168] 

Règne : Protista 
 

Domaine : Eukaryota 

Sous-règne : Protozoa  Super-groupe : Excavata 

Phylum : Sarcomastigophora  Clade :  Discoba 

Sous-phylum : Mastigophora  Clade : Discicristata 

Classe : Zoomastigophorea  Clade : Euglenozoa 

Ordre : Kinetoplastida  Clade : Kinetoplastea 

Sous-ordre : Trypanozomatina  Clade:  Metakinetoplastina 

Famille : Typonosomatidae  Clade: Trypanosomatidae 

Genre : Leishmania  Genre : Leishmania 

Le genre Leishmania (Ross, 1903) est actuellement subdivisé en trois sous-

genres : Leishmania (Leishmania), Leishmania (Viannia) et Leishmania 

(Sauroleishmania). Le dernier sous-genre inclue les espèces parasites des 

reptiles de l’ordre de squamates [169 ; 170]. Ces trois taxons correspondent à la 
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section dite « Euleishmania » par opposition à la section « Paraleishmania » 

incluant des espèces n’ayant pas été classifiées dans aucun des trois sous-genres 

[171]. 

Une trentaine d’espèces, toutes responsables d’infections chez les mammifères 

(Tableau 1.3), appartiennent aux deux sous-genres Leishmania et Viannia. Près 

des deux tiers en sont pathogènes pour l’Homme [169].  

Initialement, la discrimination taxonomique entre les sous-genres, fut basée sur le 

site de développement différentiel des parasites au niveau du tube digestif des 

phlébotomes : suprapylorique pour le sous-genre Leishmania, péripylorique 

concernant le sous-genre Viannia et hypopylorique pour le sous-genre 

Sauroleishmania [172]. L’analyse moléculaire a, par la suite, confirmé le caractère 

monophylétique sœur des trois sous-genres [169 ; 170].  

Le concept de regroupement des Leishmania spp. en complexes d’espèces a été 

développé sur la base des caractéristiques biologiques et biochimiques distinctifs 

des espèces [173]. Etant considérée comme une technique de référence, 

l’électrophorèse des enzymes à multi-locus (MLEE), appuyée par les techniques 

de la taxonomie numérique et cladistique, est à l’origine du système actuel de 

classification des complexes, et ce, après de nombreuses révisions motivées par 

des arguments d’ordre phylogénétique [171]. La MLEE permet, par ailleurs, la 

caractérisation des souches de Leishmania spp. en différents zymodèmes. 

Tableau 1.3 : Complexes d’espèces Leishmania spp. responsables d’infections 

chez les mammifères [171 ; 174 ; 175 ; 176 ; 177 ; 178] 

Sous-genres Complexes d’espèces Espèces 

Leishmania 

(Leishmania) 

Complexe L. donovani 
L. donovani, L. archibaldi   

L. infantum (= L. chagasi) 

Complexe L. tropica L. tropica, L. killicki, L. aethiopica 

Complexe L. major 
L. major, L. gerbilli, L. arabica,  

L. turanica 

Complexe L. mexicana 

L. mexicana (= L. pifanoi),  

L. amazonensis (= L. garnhami),  

L. aristidesi, L. venezuelensis,  

L. forattinii 
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(Sous-genre 

non défini) 
Complexe L. enriettii 

L. enriettii, L. martiniquensis,  

L. siamensis, Leishmania sp. (AM-

2004), Leishmania sp (Ghana) 

Leishmania 

(Viannia) 

Complexe L. braziliensis L. braziliensis, L. peruviana 

Complexe L. guyanensis 
L. guyanensis, L. panamensis, L. 

shawi 

(complexes non définis)  
L. naiffi, L. lainsoni, L. lindenbergi,  

 L. utingensis 

 

IV.3.2. Caractères morphologiques et cycle biologique  

Les leishmanies possèdent un cycle biologique dixène (figure 1.5) au cours duquel 

les parasites se différentient successivement en forme promastigote dans le tube 

digestif de l’insecte vecteur et en forme amastigote que l’on retrouve à l’intérieur 

des cellules infectées appartenant au système phagocytaire mononucléé (SPM) 

de l’hôte vertébré [179 ; 180]. 

Les promastigotes mesurent 15 à 20 µm de longueur sur 1 à 3 µm de largeur. Ils 

possèdent une forme allongée, un noyau central et un flagelle libre antérieur. Les 

amastigotes se distinguent des promastigotes par leur forme arrondies d’un 

diamètre de 2 à 6 µm et la réduction de la taille du flagelle jusqu’à sa racine 

intracellulaire [180 ; 181]. 

L’initiation de l’infection chez l’hôte mammifère fait suite à la prise du repas 

hémato-lymphatique de l’insecte vecteur au cours duquel ce produirait un 

phénomène de régurgitation d’un gel chargé en promastigotes infectieux dits 

métacycliques [182]. L’internalisation par phagocytose des formes métacycliques 

au niveau des cellules du SPM (principalement les monocytes et les 

macrophages) ferait intervenir différents types de récepteurs (récepteurs du 

complément, récepteurs du fibronectine et récepteurs du mannose) dont 

l’importance relative reste, néanmoins, mal définie [183 ; 184]. De récents 

modèles suggèrent que l’exposition de la phosphatidylserine à la surface externe 

du parasite jouerait un rôle prépondérant dans l’induction de la phagocytose [185 ; 

186].  
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Une fois phagocytés, les parasites se retrouvent dès lors internalisés dans une 

vacuole dite parasitophore à l’intérieur duquel les promastigotes entament leur 

transformation en amastigotes. La multiplication active des amastigotes 

intracellulaire par fission binaire est suivie par la lyse de la cellule hôte entrainant 

subséquemment la libération des parasites dans le milieu extracellulaire. Les 

amastigotes ainsi libérés peuvent alors initier de nouveau l’infection d’autres 

cellules du SPM [187]. 

L’accomplissement d’un cycle biologique entier survient suite à l’infection de l’hôte 

invertébré. Durant sa prise alimentaire, l’insecte hématophage ingère des 

phagocytes contenant des amastigotes qui, une fois dans le tube digestif, se 

transforment en promastigotes procycliques non infectieux dont la multiplication 

par fission binaire est très active. Un processus de métacyclogenèse est, par la 

suite, amorcé aboutissant à la maturation des promastigotes en forme 

métacyclique infectieuse [187]. La morphologie des promastigotes métacycliques 

se différencie de celle des promastigotes procycliques par leur forme 

sensiblement plus allongée et un flagelle de taille plus importante (2 à 3 fois plus 

long) [188]. 

 

Figure 1.5 : Cycle biologique de l’agent causal des leishmanioses [189] 
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IV.3.3. Caractères structuraux et biochimiques majeurs  

Chez les promastigotes, la membrane plasmique est recouverte d’un glycocalyx 

variant entre 7 nm pour les formes procycliques et 17 nm pour les métacycliques 

alors que les amastigotes en sont presque dépourvus [188 ; 190]. Ce manteau est 

principalement constitué de composés phosphoglycosylés et de protéines ayant 

tous une ancre glycosyl phosphatidyl inositol (GPI). La présence de la 

lipophosphoglycane (LPG) y est très abondante et joue un rôle important aussi 

bien dans la protection et la survie du promastigote que dans sa virulence [191 ; 

192]. Des différences inter et intraspécifiques ont été observées quant à la 

structure chimique du LPG. Le rôle de ce polymorphisme, dans l’interaction 

parasite-hôte, n’est cependant pas encore clairement identifié. La LPG est 

sensiblement moins présent dans le mince glycocalyx des amastigotes lui 

suggérant ainsi un rôle relativement minoritaire dans l’interaction amastigote-

cellule hôte [191].  

Le glycocalyx des amastigotes est caractérisé par l’abondance de la 

phosphocéramide inositol et des dérivés des sphingolipides issus de la cellule 

hôte. La nature chimérique de ce glycocalyx conférerait aux amastigotes une 

protection contre l’activité des hydrolases lysosomales et un mécanisme 

supplémentaire d’échappement à la réponse immunitaire. La régulation négative 

de la synthèse du LPG chez les amastigotes leur permet, par ailleurs, une 

exposition optimale des phospholipides membranaires (phosphatidylserine) requis 

dans l’induction de la phagocytose chez les cellules hôtes [193]. 

Une autre molécule de surface identifiée comme étant un facteur de virulence 

majeur chez les Leishmania spp. est la glycoprotéine GP63, abondamment 

présente chez les deux formes promastigotes et amastigotes. Hormis son activité 

protéasique pour une grande variété de substrats (gélatine, caséine, fibrinogène et 

hémoglobine), la GP63 serait impliquée dans la résistance du parasite au système 

du complément, et modulerait les fonctions immunitaires de la cellule hôte [194]. 

L’exposition d’autres molécules de surface telles que la glycoprotéine GP46 et la 

protéine de surface PSA2 contribuerait également à renforcer la pathogénicité et à 

la virulence de certaines espèces de Leishmania [195].   
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Le flagelle du parasite est constitué de neuf paires de tubules périphériques et 

d’une paire centrale. En plus de sa fonction motrice, ce dernier possède une 

fonction d’attachement cellulaire des formes promastigotes et serait indispensable 

pour l’organisation cellulaire au cours de la division et la perception sensorielle du 

parasite tout au long de son cycle biologique [196]. A la base du flagelle, une 

invagination de la membrane plasmique forme une poche flagellaire (figure 1.6). 

Le cytosquelette du parasite fait défaut uniquement au niveau de cette poche 

autorisant l’existence de flux d’endocytose et d’exocytose. Le réticulum 

endoplasmique et l’appareil de Golgi y sont, en conséquence, localisés à proximité 

[197 ; 198]. A travers cette région membranaire, sont secrétés des 

protéophosphoglycanes (PPG) et des phosphatases acides (absentes chez L. 

major). Ces derniers, pourraient également participer à la virulence et à la 

pathogénicité du parasite [199 ; 200].  

 

Figure 1.6 : Représentation schématique des caractères morphomogiques et 

structraux du parasite [201]. a : promastigote, b : amastigote 
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IV.3.4. Traitements anti-leishmaniens  

Aucun vaccin n’est encore disponible et la chimiothérapie demeure assez 

complexe [202 ; 203]. Les options thérapeutiques pour le traitement des 

leishmanioses requièrent l’administration de molécules à effet anti-leishmanien 

dont la toxicité et/ou l’émergence de cas de résistance clinique constituent, 

néanmoins, des facteurs limitant leur utilisation [204] (tableau 1.4). Sont le plus 

couramment prescrits en monothérapie ou en association, les dérivés 

pentavalents de l’antimoine, l’amphotéricine B, la miltéfosine, la paromomycine ou 

encore la pentamidine [140 ; 204 ; 205]. 

Depuis plus de sept décennies, les dérivés pentavalents de l’antimoine : N-méthyl 

glucamine et stibogluconate de sodium, constituent encore le traitement de 

première intention pour toutes les formes cliniques de leishmaniose. Hormis leur 

toxicité avérée, leur efficacité est actuellement menacée par l’émergence, dans les 

zones d’endémie, d’une résistance parasitaire à l’action de ces molécules [206]. 

Déjà en 1986, l’Algérie a connue, à titre d’exemple, un taux élevé d’échec 

thérapeutique de 48,5% concernant le traitement de la leishmaniose cutanée à L. 

major par les dérivés antimoniés [157]. Les transporteurs membranaires ABC 

(transporteurs à ATP-Binding Cassette) sont, entre autres mécanismes, impliqués 

dans la chimiorésistance des parasites [206]. 

L’amphotéricine B desoxycholate (polyene macrolide antifongique) est 

actuellement préconisé en seconde intention notamment pour le traitement des 

cas réfractaires de leishmaniose viscérale. Des formulations lipidiques de 

l’amphotéricine B (remplacement du desoxycholate par des lipides) ont été 

développées en vue de réduire sa toxicité sur l’organisme et d’optimiser son 

efficacité ; ce qui en fait un médicament de choix pour le traitement de première 

intention des formes pathologiques sévères (viscérale et cutanéomuqueuse) [202 ; 

207 ; 208]. Des travaux expérimentaux ont, néanmoins, mis en évidence la 

possibilité de développement de résistances [206]. 

La pentamidine est une diamine aromatique généralement utilisée en traitement 

de seconde intention. Sa haute toxicité et la réduction de son efficacité pour les 

formes viscérales sont à l’origine de l’arrêt de sa prescription en Inde [209]. À 
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faibles doses, elle reste une option raisonnable dans certaines formes de LC ou 

en prophylaxie secondaire de la LV de l’immunodéprimé [205]. 

La miltéfosine (hexadecylphosphocholine) a initialement été développée en tant 

qu’anti-tumoral. Son efficacité clinique dans le traitement de la leishmaniose 

viscérale accuse une variabilité géographique (94% de guérison en Inde contre 

50% au Brésil) [138 ; 210]. Sa demi-vie est, par ailleurs, assez longue (5 jours) ce 

qui représente un facteur favorisant le développement d’une résistance parasitaire 

à cette molécule [209]. De même pour le traitement de la LV à base de 

paromomycine (aminosidine sulfate) qui par des essais expérimentales s’est 

révélée favorable au développement de souches résistantes [211].  

L’association médicamenteuse de ces molécules est donc préconisée afin de 

réduire au mieux le risque de survenue d’une résistance clinique [205].  

Une variabilité de la sensibilité à ces molécules est notable entre les espèces 

[212] ; à l’exemple de la sensibilité  de L. braziliensis, L. guyanensis et L. 

mexicana qui sont très significativement moins sensibles à la miltéfosine 

comparativement à L. donovani. Cette variabilité est également observable entre 

les souches d’une même espèce [213]. 

La cryothérapie et les infrarouges constituent des moyens adjuvants qui peuvent 

être utilisés dans le traitement de la LC. Une ablation chirurgicale d’une lésion 

circonscrite peut être également envisagée [214]. 

De nouvelles perspectives de recherche ciblent actuellement des traitements à 

index thérapeutique élevé et possédant un effet auxiliaire immunomodulateur 

[215]. L’émergence de l’intérêt porté sur les composés bioactifs issus des plantes 

médicinales a permis d’identifier ces dernières années plusieurs molécules anti-

leishmanienne ainsi que des extraits de plantes ayant des activités synergiques 

pouvant représenter en cela de nouvelles alternatives thérapeutiques aux 

traitements conventionnels [216].   
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Tableau 1.4 : Mode d’action, efficacité et effets secondaires des principaux 

traitements anti-leishmaniens [217] 

Traitement Mode d’action 
Efficacité 

thérapeutique 

Effets secondaires 

majeurs 

Dérivés 

pentavalents de 

l’antimoine  

Dysfonctionnement du 

métabolisme énergétique et 

inhibition de la 

trypanothione réductase 

80–90 % 

(40% en Inde 

(minodier, 

2010)) 

Toxicités cardiaque, 

hématologique, 

hépatique et rénale, 

asthénie, anorexie, 

céphalées,  

vomissements, 

myalgies 

Amphotéricine B 

désoxycholate 
Altération membranaire ≥95% 

Toxicité rénale, 

fièvre, vomissements 

Amphotéricine B 

de formulation 

lipidique 

(AmBisome) 

Altération membranaire ≥ 96% 
Toxicité rénale 

réduite 

Paromomycine 
Inhibition de la traduction et 

attaque mitochondriale  
95% Ototoxicité réversible 

Miltéfosine 
Induction de l’apoptose 

cellulaire  

85–95% 

(50%  

au Brésil 

(Freitas, 

2015)) 

Tératogène, toxicité 

hépatique et rénale, 

troubles gastro-

intestinaux 

Pentamidine Inhibition de la transcription  70–80% 

Arythmie cardiaque, 

hypotension, 

Toxicités rénale et 

hématologique, 

diabète (type I)  
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I. CADRE DU TRAVAIL EXPERIMENTAL 

La thématique abordée dans le présent travail découle des orientations de 

recherche du Laboratoire Santé, Environnement et Biotechnologies de l’Université 

de Saad DAHLAB de Blida.  

La démarche expérimentale a été développée sur la base d’une investigation 

bibliographique approfondie sur le profil phytochimique de la plante médicinale 

ainsi que sur son intérêt thérapeutique, notamment véhiculé par les usages 

ethnobotaniques autochtones. Il en est ainsi pour le choix des organes étudiés ; 

en l’occurrence feuilles et inflorescences, l’extraction de leurs métabolites 

secondaires, leur analyse chimique et l’étude de leurs éventuelles activités 

biologiques antioxydante et antileishmanienne. L’étude phytochimique a été, dans 

un premier temps, préliminaire à l’évaluation des activités biologiques puis 

bioguidée par les résultats de la même étude.  

Les travaux liés à l’extraction et à l’analyse chimique des composés 

potentiellement bioactifs ont été notamment exécutés avec l’assistance du 

Laboratoire d’Extraction des Huiles Essentielles de l’Institut National de la 

Recherche Forestière (INRF, alger) ainsi que du Laboratoire de la Division Santé 

du Centre de Recherche Scientifique et Technique en Analyses Physico-

Chimiques (CRAPC, Tipaza). 

L’étude des deux activités biologiques a, quant à elle, été menée au sein du 

Laboratoire d’Eco-épidémiologie Parasitaire et Génétique des Populations de 

l’Institut Pasteur d’Algérie (IPA, Alger). 

II. SITE DE RECOLTE DU MATERIEL VEGETAL  

Le site, faisant partie du massif forestier de Chaiba, est localisé au sud-ouest du 

chef-lieu de la commune de Hammam Righa (Wilaya de Ain Defla) et distant des 

zones côtières d’environ 25 Km (figure 2.1). Le périmètre même de la zone de 

collecte (36°22’N, 2°22’E), d’altitude comprise entre 440 m et 470 m, est 

d’exposition sud et possède une superficie totale approximative à un hectare sous 

une pente topographique de 30%.  
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Figure 2.1 : Localisation géographique et image satellitaire du périmètre de récolte [218] 
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Le sol, caillouteux, est de type argileux et la formation végétale correspond à une 

pinède claire de pins d’Alep (figure 2.2).   

La zone difficile d’accès se trouve, par ailleurs, loin des agglomérations urbaines 

et du trafic routier (d’environ 01 Km). 

 

Figure 2.2 : Site de récolte (juillet, 2013) ; les cercles blancs entourent les pieds 

de Globularia alypum L. 

La région de Hammam Righa jouit d’un climat méditerranéen caractérisé par des 

étés chauds et secs (valeur moyenne maximale de 26°C) et des hivers doux et 

pluvieux (valeur moyenne minimale 13°C). Les précipitations annuelles y sont 

légèrement supérieures à 700 mm (bioclimat subhumide) [219].  

Les données de la station météorologique de Miliana (Wilaya de Ain Defla ; 36°18 

N, 02°14 E), située à environ 15 Km de la zone de collecte, indique pour la région 
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une durée moyenne d’insolation annuelle de 2912,4 heures (données recueillies 

entre 1996 et 2008 ; Office National de Météorologie). 

III. MATERIEL VEGETAL 

III.1. Identification de la plante  

L’identification de l’espèce a été déterminée avec l’assistance de Mme Briki du 

laboratoire d’Agronomie, Université de Saad DAHLAB, Blida. Un spécimen de 

l’espèce a été déposé au niveau de l’herbarium de l’INRF.  

III.2. Période de collecte et conditions de séchage 

La cueillette des feuilles de Globularia alypum L. a été effectuée par temps sec, 

essentiellement durant le mois d’avril 2014, tandis que les inflorescences, étant 

moins abodantes, leur récolte s’est étalée sur une période allant du début 

d’octobre jusqu’au début du mois de décembre de la même année (à raison d’une 

sortie par semaine). Au total une vingtaine de pieds ont l’objet d’un 

échantillonnage.  

Une fois séchées à température ambiante, dans un lieu relativement sec et à l’abri 

de la lumière, les parties de la plante prélevées lors des différentes cueillettes ont 

séparément été mélangées en un seul échantillon homogène pour chaque organe 

végétal, puis conditionnées jusqu’au jour de leur utilisation. Seules les feuilles et 

les inflorescences d’apparence saines et convenablement séchées ont fait l’objet 

d’études expérimentales [220]. 

III.3. Description visuelle et biométrique des organes végétaux étudiés  

L’étude biométrique effectuée sur le matériel végétal séché concerne la mesure 

de la taille (mm) et du poids (mg) des feuilles et des inflorescences de la plante 

médicinale. Un nombre effectif de 60 feuilles et inflorescences ont, de manière 

indépendante, fait l’objet d’une mesure des deux paramètres. La description 

visuelle a été appuyée par l’utilisation de la loupe binoculaire (le materiel non 

biologique utilisé est listé à l’annexe D). 
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IV. EXTRACTIONS DES METABOLITES SECONDAIRES 

Afin de cerner au mieux la composition chimique de G. alypum L. en relation avec 

ses activités biologiques étudiées, l’extraction des métabolites secondaires a aussi 

bien concerné les composés volatils que non volatils du matériel végétal.  

Ainsi, les composés volatils extraits correspondent aux deux huiles essentielles 

respectives des feuilles et des inflorescences tandis que l’extraction des 

composés non volatils a été réalisée en utilisant séparément trois solvants de 

polarité différente aboutissant à l’obtention de trois extraits bruts distincts (aqueux, 

méthanolique et étherique) pour chacune des deux organes végétaux.   

IV.1. Extraction des composés volatils 

Les deux huiles essentielles respectives des feuilles et des inflorescences ont été 

extraites à l’aide d’un appareil d’hydrodistillation de type Clevenger tel que décrit 

par la pharmacopée européenne [221]. 

IV.1.1. Principe de l’hydrodistillation par l’appareil de Clevenger  

L’hydrodistillation des matrices végétales est réalisée dans un ballon réactionnel 

surmonté de l’appareil Clevenger (figure 2.3). Le chauffage du ballon, contenant le 

végétal immergé dans de l’eau distillée, permet l’extraction de l’huile essentielle 

qui forme subséquemment avec l’eau un mélange azéotrope. Au contact de la 

paroi du réfrigérant, les vapeurs chaudes issues de l’ébullition se condensent et 

alimentent l’essencier au fur et à mesure de la formation des gouttelettes d’eau 

chargées en huile essentielle. La très faible miscibilité de l’huile essentielle avec 

les molécules d’eau permet alors leur séparation en deux phases distinctes à 

l’intérieur de l’essencier. L’hydrolat (la phase aqueuse du distillat) formé au cours 

de l’hydrodistillation est continuellement recyclé en direction du ballon grâce au 

système de cohobation. A la fin de l’opération, l’huile essentielle ainsi extraite est 

séparément récupérée suite à l’évacuation de l’hydrolat (resté dans 

l’hydrodistillateur) par un robinet [222 ; 223]. 
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Figure 2.3 : Schématisation de l’appareil de type Clevenger [223]. a : réfrigérant, 

b : essencier, c : système de cohobation, d : robinet, e : ballon réactionnel 

IV.1.2. Mode opératoire  

L’huile essentielle des feuilles et celle des inflorescences ont été extraites avec un 

même mode opératoire : une quantité de 100 g de l’organe végétal séché et entier 

(non broyé) a été introduite dans un ballon d’une capacité de 1 litre auquel est 

ajouté un volume d’eau distillée de 500 ml. Après montage du Clevenger, le 

contenu du ballon est porté graduellement à une température de faible ébullition à 

l’aide d’un chauffe-ballon adapté. La durée totale de l’extraction a été de 05 

heures pour les deux organes végétaux. Deux rinçages successifs du Clevenger 

avec des petits volumes de pentane (grade HPLC) ont été nécessaires afin de 

récupérer la totalité de l’huile essentielle. Après séchage par du sulfate de sodium 

anhydre (Na2SO4) et évaporation du solvant de rinçage à température ambiante, 

l’huile essentielle a été pesée puis conservée dans un flacon en verre 

hermétiquement fermée (flacon pour chromatographie en phase gazeuse) à -18 

°C (±2°C) et à l’abri de la lumière [223]. 
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IV.2. Extraction des composés non volatils  

En fonction de la nature du solvant, le choix de la technique d’extraction pour la 

préparation des extraits bruts aqueux (feuilles et inflorescences) a porté sur la 

réalisation d’une décoction en utilisant de l’eau fraichement distillée. Les extraits 

bruts méthanoliques et étheriques ont, quant à eux, été obtenus en procédant à 

une extraction par l’appareil de Soxhlet et en utilisant respectivement du méthanol 

et de l’éther de pétrole de haute pureté requise pour la chromatographie liquide à 

haute performance (grade HPLC). 

Les différentes extractions des composés non volatiles ont été effectuées sur un 

matériel végétal séché et fraichement broyé à l’aide d’un broyeur analytique [224].  

L’ensemble des extractions ont été effectuées en duplicata en vue de calculer leur 

rendement respectif. 

IV.2.1. Préparation des extraits bruts aqueux  

IV.2.1.1. Principe de la décoction  

Le principe de la décoction est basé sur l’extraction solide-liquide du contenu de la 

matière végétale par son immersion dans de l’eau porté à la température 

d’ébullition pendant toute la durée de l’extraction  [225 ; 226]. 

IV.2.1.2. Mode opératoire  

La décoction des deux organes végétaux a été menée sous un chauffage à reflux 

et assistée par l’agitation magnétique continue. 15 g de la matière végétale, 

séchée et finement broyée, ont été introduits dans un ballon d’une capacité de 1 

litre puis immergés dans 300 ml d’eau fraichement distillée (ratio [Masse de la 

matière végétale séchée  (g)/ Volume du solvant (ml)] de 5 %). Le chauffage a été 

porté à la température de faible ébullition pendant une durée totale de 10 minutes 

[224 ; 227]. Les conditions physiques de l’extraction (chauffage et agitation 

continus) ont été assurées par l’utilisation d’un chauffe-ballon adapté et équipé 

d’un agitateur magnétique intégré.   

Une première filtration des décoctés, contenant la matière végétale broyée, a été 

effectuée par gravité à l’aide d’une compresse en coton hydrophile stérile. Les 
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extraits ainsi débarrassés des particules relativement grossières ont fait l’objet 

d’une deuxième filtration sous vide par l’utilisation de membranes filtrantes en 

polytétrafluoroéthylène (PTFE ; porosité de 0,22 µm).  

Le séchage des extraits aqueux filtrés a été réalisé à température et à pression 

basses par le biais d’un lyophilisateur. Cette lyophilisation a été opérée en trois 

étapes comprenant [228] : 

- Une congélation préliminaire de l’extrait : - 20°C pendant 15 heures ; 

- Une dessiccation primaire : - 80°C (température du condenseur) à 0.2 

mbar pendant 24 heures ; 

- Une dessiccation secondaire : - 80°C (température du condenseur) à 0,09 

mbar pendant 4 heures. 

Une fois lyophilisés, les extraits ont été conservés à -18°C (±2°C) et à l’abri de la 

lumière, dans des boites de Pétri en verre rendues hermétiquement étanches [229 

; 230].  

IV.2.2. Préparation des extraits bruts méthanoliques et étheriques 

IV.2.2.1. Principe de l’extraction par l’appareil de Soxhlet 

L’échantillon végétal, placé dans une cartouche poreuse à l’intérieur du corps de 

l’extracteur, est soumis à l’extraction liquide-solide par un solvant d’extraction qui, 

au départ, est contenu dans le ballon de distillation (figure 2.4). Ce dernier, 

lorsque chauffé, produit des vapeurs (issues de l’ébullition du solvant) qui passent 

du ballon au réfrigérant de condensation via le tube adducteur. Les vapeurs, 

rendues liquides suite à leur condensation, alimentent alors le contenu du corps 

de l’appareil en solvant d’extraction. Le remplissage se poursuit jusqu’à atteindre 

un niveau correspondant au sommet du siphon ; ce qui entraine subséquemment 

le retour du solvant chargé en solutés dans le ballon de distillation.  L’évaporation 

du solvant, la condensation des vapeurs puis le siphonage correspondent à un 

cycle d’extraction. A chaque nouveau cycle, un renouvellement du solvant frais, à 

l’emplacement de l’échantillon, est assuré par la distillation tandis que le ballon 

s’enrichit en substances extraites. L’extraction peut ainsi être poursuivie jusqu’à 

épuisement de la matrice végétale en substances d’intérêt [231]. 
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Figure 2.4 : Schématisation de l’appareil de type Soxhlet [232]. a : réfrigérant, b : 

extracteur, c : ballon de distillation 

IV.2.2.2. Mode opératoire  

Le matériel végétal séché finement broyé a été introduit dans une cartouche 

poreuse cellulosique afin de subir une extraction à l’aide de l’appareil de Soxhlet. 

Les conditions opératoires des différentes extractions varient en fonction de la 

nature des solvants sélectionnés et de la quantité de composés extractibles 

inhérente aux deux organes végétaux. 

Les extraits méthanoliques des feuilles et des inflorescences ont été préparés en 

utilisant un volume total de 300 ml de méthanol (grade HPLC) pour 15g de matière 

végétale séchée ; ce qui correspond à un ratio [Masse de la matière végétale 

séchée  (g)/ Volume du solvant (ml)] de 5 %. Le chauffage du ballon de distillation, 

d’une capacité de 1 litre, a été stabilisé aux environs de 65°C (température 

d’ébullition du méthanol). Un temps de 13 heures d’extraction continue a été 
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nécessaire pour l’épuisement des feuilles de leur contenu extractible au méthanol 

tandis que l’extraction des inflorescences a été réalisée au bout de 10 heures. 

L’extraction à l’éther de pétrole pour les deux organes végétaux a, quant à elle, 

été effectuée sur la base d’un ratio [Masse de la matière végétale séchée (g)/ 

Volume du solvant (ml)] de 10% (soit 30g de poudre végétale pour 300 ml de 

solvant) et avec un chauffage du solvant à une température comprise entre 40°C 

et 60°C (température d’ébullition du solvant). L’épuisement total du contenu 

extractible des feuilles et celui des inflorescences ont respectivement été atteints 

après 10 et 08 heures d’extraction continue.  

Durant le déroulement des extractions, le contenu du ballon de distillation a fait 

l’objet d’une agitation continue à l’aide d’un agitateur magnétique intégré au 

chauffe-ballon. Cette agitation à pour effet d’uniformiser la température à l’intérieur 

du ballon, d’éviter les à-coups d’ébullition (remontée de la solution d’extraction) et 

de favoriser l’évaporation du solvant [233 ; 234]. 

Après avoir obtenu les extraits méthanoliques et étheriques respectifs des feuilles 

et des inflorescences, ces derniers ont fait l’objet d’une filtration sous vide à 

travers des membranes en PTFE avec une porosité de 0,22 µm, et ce, afin de les 

débarrasser des éventuelles impuretés. Une fois filtrés, les extraits ont 

entièrement été séchés de leur solvant d’extraction par le biais d’un évaporateur 

rotatif équipé d’une pompe à vide. Les températures d’évaporation des solvants 

pour les extraits méthanoliques et ethériques n’ont, respectivement, pas dépassé 

les 41°C  et  25°C. Les extraits secs obtenus ont, par la suite, été conservés dans 

les mêmes conditions que celles décrites pour les extraits aqueux (à -18°C et à 

l’abri de la lumière).   

IV.3. Dosage de la teneur en humidité des organes végétaux séchés et calcul 

des rendements des extractions 

La teneur en humidité des organes végétaux séchés a été déterminée en 

appliquant la méthode gravimétrique de la perte de poids par dessiccation à 

l'étuve [235].  

Des quantités comprises entre 1 et 2 g (pesées au mg près) de l’organe végétal 

finement et rapidement broyé, contenues dans des boites de Pétri en verre de 70 
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mm de diamètre, ont été soumises à une dessiccation à poids constant dans une 

étuve réglée à la température de 103°C ± 2°C. Le temps nécessaire à la 

dessiccation a été défini de manière à ce que deux pesées consécutives, 

pratiquées après un temps supplémentaire d’une heure, ne différent pas de plus 

de 0,5 mg/g de matériel végétal analysé.  

Après deux heures de passage à l’étuve, le refroidissement des boites de Pétri, 

précédant leur pesée respective, a été opéré dans un dessiccateur contenant des 

perles de gel de silice comme agent desséchant. La teneur en humidité 

correspond alors à la différence de poids appréciée après dessiccation de la 

matière végétale. Le dosage a été réalisé en triplicata. 

La teneur en humidité ainsi déterminée a été prise en considération lors du calcul 

du rendement des différentes extractions. Ce dernier a été effectué après chaque 

extraction en utilisant la formule suivante [235] :  

R (%) = QME / QMVS x 100 

R : Rendement de l’extraction en g/100g. 

QME : Quantité de matière extraite (en gramme). 

QMVS : Quantité de matière végétale sèche utilisée pour l'extraction (en 

gramme). 

V. ETUDE PHYTOCHIMIQUE 

V.1. Criblage phytochimique préliminaire 

Les tests relatifs au criblage phytochimique des extraits de feuilles et ceux des 

inflorescences ont été opérés dans des tubes à essai et menés sur les extraits 

bruts préalablement dissouts dans du méthanol à l’exception des extraits aqueux 

qui eux ont été dissouts dans de l’eau distillée. Les solutions ainsi obtenues ont 

été préparées de manière à avoir une concentration d’environ 50 mg/ml [236 ; 

237]. 

L’analyse qualitative découlant de ces tests, a porté sur la mise en évidence de la 

présence des composés réducteurs, des tannins, des flavonoïdes, des alcaloïdes 

et des glycosides cardiotoniques pour l’ensemble des extraits bruts. L’éventuelle 

présence des saponosides a, quant à elle, été investiguée sur les extraits aqueux 



61 
 

et méthanoliques tandis que celle des mucilages a été réalisée uniquement sur les 

extraits aqueux ; étant donnée la nature des extraits et celle de la réaction 

d’identification appliquée. Tous les tests ont été réalisés en présence d’un témoin 

négatif. 

V.1.1. Mise en évidence des sucres réducteurs  

Un volume de 1 ml de l’extrait dissout a été mélangé, à volume égal, avec le 

réactif de Fehling. L’apparition d’un précipité rouge brique, après chauffage au 

bain-marie, suggère la présence de sucres réducteurs [238]. 

V.1.2. Mise en évidence des tannins 

Quelques gouttes d’une solution aqueuse de trichlorure de fer (FeCl3) à 5% ont 

été ajoutées au tube à essai contenant 1 ml de l’extrait dissout. Le développement 

instantané d’une coloration bleu-noir, bleu-vert ou brin verdâtre et la formation 

d’un précipité de même couleur, suppose la présence de tannins dans l’extrait 

testé [239]. 

V.1.3. Mise en évidence des flavonoïdes 

 Test de Shinoda 

A 1 ml de l’extrait, auquel ont été additionnés quelques copeaux de magnésium, 

environ 04 gouttes d’acide chlorhydrique concentré (HCl ; 0,5 N) ont été ajoutées. 

La coloration de la solution en rose, rouge ou orange suppose la présence de 

flavonoïdes [236]. 

 Test à l’hydroxyde de sodium 

Un volume d’environ 0,5 ml d’hydroxyde de sodium (NaOH ; 0,1 N) à 10 % a été 

mélangé avec 1 ml de l’extrait dissout. L’apparition d’une coloration jaune, puis sa 

disparition instantanée après ajout de quelques gouttes d’HCl, implique la 

conclusion d’un test positif aux flavonoïdes [240]. 
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V.1.4. Mise en évidence des alcaloïdes 

 Test au réactif de Dragendorff 

Environ 1 ml de chaque extrait a été mélangé, à volume égal, avec le réactif de 

Dragendorff (iodobismuthite de potassium). L’occurrence d’un précipité de couleur 

jaune ou rouge orangé implique un résultat positif du test [241]. 

Le réactif de Dragendorff est préparé en mélangeant 20 mL d’acide acétique, 70 

ml d’eau distillée et un volume de 10 ml d’une solution stock contenant les 

solutions A et B (V/V) suivantes [241] :  

-          Solution A : 1,7 g de nitrate de bismuth dissous dans un mélange de 100 

mL eau distillée/acide acétique (4:1) ; 

-          Solution B : 40 g d’iodure de potassium dissous dans 100 ml d’eau 

distillée.  

 Test au réactif de Hager 

Le test a été réalisé en ajoutant 1 ml du réactif de Hager (solution saturée en 

acide picrique) au même volume de l’extrait dissout. Le développement d’un 

précipité jaune cristallin suggère la présence d’alcaloïdes dans l’extrait [241]. 

V.1.5. Mise en évidence des glycosides cardiotoniques  

Suivant le test de Keller-Killiani, l’extrait sec, d’une quantité de 50 mg, a été 

mélangé avec 2 ml d’anhydride acétique contenant une goutte d’une solution de 

FeCl3 à 5%. A ce mélange, ont été délicatement additionnés 1 ml d’acide 

sulfurique concentré (1 N) de manière à obtenir une solution à deux phases. 

L’apparition, dans la phase acétique, d’une coloration bleu-vert met en évidence 

l’éventuelle présence de glycosides cardiotoniques dans l’extrait [235]. 

V.1.6. Mise en évidence des saponosides  

Dans le tube à essai, 0,5 ml des extraits aqueux et méthanoliques ont été 

séparément dilués dans 10 ml d’eau distillée. Les solutions ainsi obtenues ont été 

soumises à une forte agitation manuelle, pendant 15 min, dans le sens de la 

longueur du tube à essai. La formation d’une mousse persistante, après agitation, 

suggère la présence de saponosides  [236]. 



63 
 

V.1.7. Mise en évidence des mucilages  

Un volume de 1 ml de l’extrait aqueux dissout a été dilué dans 4 ml l’eau distillée. 

La solution, ainsi obtenue, a été mélangée avec 12,5 ml d’éthanol absolu. 

L’apparition d’un précipité blanchâtre et floconneux indique un test positif aux 

mucilages [236]. 

V.2. Détermination de la teneur des extraits bruts en composés phénoliques 

totaux  

La détermination de la teneur en composés phénoliques totaux a été menée sur 

les extraits bruts aqueux, métahnoliques et étheriques selon la méthode 

initialement décrite par Folin et Ciocalteu (1927) et modifiée par Singleton et Rossi 

(1965) [242].  

La méthode est basée sur le potentiel réducteur des composés phénoliques 

envers deux métaux lourds que contient le réactif de Folin-Ciocalteau : le 

phosphomolybdate et le phosphotungstate. Cette réaction d’oxydoréduction se 

manifeste alors par la production d’une coloration bleue proportionnelle à la 

quantité de métaux lourds réduits et dont l’intensité est mesurée par colorimétrie 

[243]. 

Le dosage a été effectué sur des échantillons d’extraits dilués dans du méthanol à 

la concentration de 1 mg/ml.   

Le mode opératoire a consisté en l’introduction, dans des tubes à essai distincts, 

de 200 µl d’échantillons à doser auxquels ont été ajoutés 1000 µl du réactif de 

Folin-Ciocalteau préalablement dilué au dixième dans du méthanol. Après 4 min 

d’incubation, 800 µl d’une solution méthanolique saturée en carbonate de sodium 

(75 g/l) ont été additionnés aux tubes à essai respectifs. Suite à une seconde 

incubation de 120 min, l’absorbance des solutions réactionnelles ont été mesurées 

à l’aide d’un spectrophotomètre à port multiple de cellule dont la longueur d’onde 

de lecture a été réglée à 760 nm. La lecture des ces absorbances a été confrontée 

à celle du blanc de la solution réactionnelle ne contenant pas d’échantillon.  

Par ailleurs, l’éventuelle absorbance des échantillons (à la longueur d’onde de 

lecture) a été contrôlée par la lecture d’un témoin dont le volume correspondant au 
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réactif de Folin-Ciocalteau a été remplacé par du méthanol. Ce contrôle a été 

établi afin de confirmer l’absence d’interférences ou de leur suppression le cas 

contraire. 

Les résultats ont été déterminés après extrapolation sur une courbe d’étalonnage 

réalisée avec une gamme de 07 concentrations de l’acide gallique (12.5 µg/ml, 25 

µg/ml, 50 µg/ml, 100 µg/ml, 200 µg/ml, 300 µg/ml, 400 µg/ml) et ont été exprimés 

en milligramme d’équivalent acide gallique par gramme d’extrait (mg EAG/g 

d’extrait).     

Toutes les manipulations ont été exécutées à température ambiante et à l’abri 

d’une exposition à la lumière du soleil [242]. 

Le dosage de chaque échantillon ainsi que la réalisation de la courbe 

d’étalonnage ont été effectués en triplicata en vue de calculer l’incertitude.      

V.3. Analyse de la composition chimique des huiles essentielles  

La chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse 

(CPG-SM) a été appliquée en vue de l’analyse de la composition chimique des 

hules essentielles.  

Le chromatographe utilisé est un Hewlett-Packard de la série HP 6890, munie 

d’un détecteur sélectif de masse quadripôle (HP 5973) et d’un injecteur 

automatique (Agilent7683B). La séparation chromatographique a été réalisée 

dans une colonne capillaire apolaire à 5 % phenyl-methylpolysilixane  (HP-5 MS) 

de 30 m de longueur, 0.25 mm de diamètre interne et 0.25 μm d’épaisseur du film.  

Les injections, en mode Split (1:20), ont été exécutées automatiquement avec un 

volume injecté de 1 µl d’huile essentielle diluée dans de l’hexane (dilution 1/2) et 

une température de l’injecteur fixée à 250°C. L’hélium a servi de gaz vecteur avec 

un débit de 0,5 ml / min.  

L’augmentation de température de la colonne a été programmée de façon à 

passer de 60°C à 240°C à raison de 4°C/min, et ce, après un palier isotherme de 

8 min à 60°C.   
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La fragmentation a été effectuée par impact électronique sous un champ de 70 eV 

tandis que la détection a été ajustée pour des molécules ionisées de rapport 

masse/charge (m/z) allant de 34 à 550.  

L’identification moléculaire a été réalisée en se basant sur l’interprétation des 

spectres de masse par le logiciel d’acquisition (Chemstation) relié aux bases de 

données de Wiley (7ème edition) et NIST (version 2002), ainsi que par le calcul des 

indices de Kovats (IK) propres aux composés analysés et leur comparaison avec 

ceux publiés par Adams (1995 ; 2007) [244 ; 245] et NIST [246]. Les indices de 

Kovats (indices de rétention) n’ont été calculés qu’après injection 

chromatographique d’une série d’alcanes linéaires (n-alcanes : C9-C28) dans les 

mêmes conditions opératoires que celles établies pour l’analyse des huiles 

essentielles [247].  

Les indices de Kovats (IK) ont été calculés par l’utilisation de l’équation 

suivante [248] : 

 

IK = 100 (Z) + 100 [ (tr(x)- tr(z)) / (tr(z+1)- tr(z)) ]  

IK : indices de Kovats ; 

Z : nombre de carbones de l’étalon n-alcane qui précède la détection de 

l’analyte inconnu ; 

tr(x) : temps de rétention de l’analyte inconnu ; 

tr(z) : temps de rétention de l’étalon n-alcane qui précède la détection de 

l’analyte inconnu ; 

tr(z+1) : temps de rétention de l’étalon n-alcane qui fait suite à la détection de 

l’analyte inconnu. 

 

V.4. Analyse de la composition chimique des extraits étheriques  

L’analyse phytochimique des deux extraits bruts étheriques (feuilles et 

inflorescences) a été réalisée à l’aide de la chromatographie en phase gazeuse 

couplée à la spectrométrie de masse. Pour ce faire, les deux extraits ont subi, au 

préalable, un prétraitement de dérivation par estérification destiné à réduire la 

polarité moléculaire des composés à groupement carboxyliques et permettre ainsi 
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leur volatilisation à une température suffisamment élevée sans pour autant 

provoquer une dégradation thermique de ces derniers [249 ; 250].    

V.4.1. Dérivation chimique des extraits  

Le protocole appliqué pour dérivation chimique correspond à la méthode 

d’estérification à froid tel que décrite par Stefanoudaki ; aboutissant à la 

transformation des composés à groupement carboxyliques en composés à méthyl 

ester [251]. 

Dans un tube à essai muni d’un bouchon à vis, une quantité avoisinant les 30 mg 

d’extrait étherique a été solubilisée dans un volume de 1 ml d’hexane puis 

mélangé à une solution d’hydroxyde de potassium méthanolique (2N) additionnée 

à volume égal. A la solution ainsi obtenue, un temps de réaction de 15 min a été 

appliqué dans une température de 5°C ±1°C. 

Au terme de la réaction, la phase superficielle du mélange réactionnel a été 

récupérée en vue d’être analysée.     

V.4.2. Chromatographie des extraits dérivatisés  

Les caractéristiques techniques de l’appareillage et de la colonne 

chromatographique utilisée sont similaires à ceux décrites dans l’analyse des 

huiles essentielles.  

L’injection des extraits dérivatisés (1 µl) a été  effectuée en mode Split (1:20) au 

sein d’un injecteur dont température a été fixée à 280°C. Le gaz vecteur étant 

l’hélium a été utilisé avec un débit de 1 ml / min. 

La programmation du gradient de température de la colonne a été établie de 

manière à passer d’un palier isotherme de 5 min à 70°C jusqu’à la température de 

220°C à raison de 10°C/min ; suivi d’un deuxième palier isotherme de 15 min à 

220°C pour finalement atteindre, à raison de 4°C/min, la température du troisième 

palier de 300°C pendant 1 min.   

La marge de détection des molécules ionisées a été définie pour des rapports m/z 

allant de 34 à 550. L’identification chimique des composés alkylés a été effectuée 
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à l’aide du logiciel Chemstation relié aux bibliothèques de spectres de masse de 

Wiley (7ème edition)  et NIST (version 2002) [248]. 

VI. ETUDE DES ACTIVITES BIOLOGIQUES  

VI.1. Evaluation quantitative de l’activité antioxydante  

Le potentiel antioxydant des huiles essentielles et celui des extraits bruts été 

évalué en appliquant la méthode relative au piégeage du radical libre 2,2-diphényl-

1-picrylhydrazyle (DPPH•) telle que décrite par Brand-William et al. (1995) et 

modifiée par Zhang et al. (2009) [252 ; 253]. Cette méthode a été adaptée à 

l’utilisation des microplaques (figure 2.5) comme support de tests impliquant des 

volumes réactionnels de l’ordre du microlitre.  

Le piégeage du DPPH• est tributaire de sa réactivité avec des composés anti-

radicalaires dont le mécanisme principal d’action se traduit par la réduction de ce 

monoradical en DPPHH suite au transfert d’un atome d’hydrogène [254].  

DPPH•+ ΦOH → DPPHH + ΦO•  

(Φ-O : composé phénolique)  

ΦO•+ ΦO• → ΦO-OΦ 

DPPH•+ ΦO•→ ΦO-DPPH [255] 

Le DPPH• est un radical libre stable de sorte qu’il ne se dimérise pas en 

conditions expérimentales. Mis en solution dans du méthanol ou de l’éthanol, ce 

radical possède une couleur violette qui vire vers le jaune pâle lorsque celui-ci 

subi une réduction. La mesure spectrophotométrique de la disparition de la 

couleur violette (proportionnelle à la quantité de DPPH• réduit) permet alors 

l’évaluation de la capacité anti-radicalaire des échantillons d’intérêt [254].     

Le test a été conduit dans des microplaques de 96 puits (figure 2.5) à partir d’une 

solution méthanolique de DPPH• à 200 µM (78,864 µg/ml) et d’une gamme à 8 

points de concentrations de l’échantillon à tester ; allant de 31.25 µg/ml à 4000 

µg/ml pour ce qui est des huiles essentielles et de 3.906 µg/ml à 500µg/ml 

concernant les extraits bruts. Ces concentrations ont été préparées dans du 

méthanol en opérant des dilutions successives (facteur de 2) directement sur la 
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microplaque, à raison de 100 µl d’échantillon dilué par puits (la capacité totale de 

chaque puits étant de 400 µl).   

 

Figure 2.5 : Test de piégeage du radical libre DPPH• mené en microplaque (96 

puits) 

A l’aide d’une micropipette multicanaux, 100 µl de la solution fraichement préparée 

de DPPH• ont été mélangés aux 100 µl de l’échantillon préalablement contenus 

dans chaque puits. Après 40 min de temps d’incubation, la lecture de l’absorbance 

des 96 puits a été effectuée à la longueur d’onde de 550 nm  en utilisant un 

lecteur spectrophotométrique de microplaque approprié [256].  

La capacité antiradicalaire de l’acide ascorbique et celle de la quercitine, étant les 

deux témoins positifs du test, a été évaluée à partir d’une gamme de huit 

concentrations (allant de 0,781 µg/ml à 100 µg/ml).  

Le témoin négatif du test est la solution de DPPH• (200 µM) ajustée à la 

concentration finale du mélange réactionnel par l’ajout de méthanol. Le blanc de la 

réaction (blanc de l’échantillon), ne contenant pas de DPPH•, a été établi pour les 

solutions de l’échantillon de chaque concentration testée en diluant ces dernières 

dans 100 µl de méthanol de manière à atteindre la concentration finale 

correspondante. Quant au blanc du témoin négatif (ne contenant pas 

d’échantillon), celui-ci équivaut à l’utilisation du méthanol seul (200 µl).  
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Une courbe de calibration de la solution de DPPH• a, par ailleurs, été réalisée 

avec 08 concentrations (allant de 0,308 µg/ml à 39,432 µg/ml) dans le but de 

vérifier sa linéarité dans les conditions expérimentales similaires à ceux du test.  

L’ensemble des tests ont été répétés en quadriplicata et ont été exécutés à 

température ambiante et à l’abri de la lumière solaire.  

L’expression des résultats a été accomplie en définissant la concentration 

inhibitrice à 50 % de DPPH• (CI50) pour chaque échantillon et témoin positif, et 

ce, à l’aide du logiciel informatique GraphPad, Prism 5 (par extrapolation à partir 

de la courbe d’inhibition du DPPH• en fonction des différentes concentrations 

testés).  

Le pourcentage d’inhibition a été calculé en appliquant la formule suivante [257] :  

 

% d’inhibition du DPPH• = 100 x [(AX) - (ABE)] / [(AT)-(AMeOH)]  

AX : Absorbance du mélange réactionnel ; 

ABE : Absorbance du blanc de l’échantillon ; 

AT : Absorbance du témoin négatif ; 

AMeOH :Absorbance du méthanol. 

 

La CI50 a été également exprimée en [µg d’extrait/µg de DPPH] en vue de 

s’affranchir de l’influence de la variabilité des méthodes expérimentales sur 

l’analyse des résultats [258]. Les résultats ainsi convertis correspondent aux 

Indices du Potentiel Anti-Radicalaire (IPAR). 

VI.2. Evaluation de l’activité anti-leishmanienne  

L’évaluation in-vitro du potentiel anti-leishmanien des feuilles et des inflorescences 

a été conduite en deux étapes incluant, dans un premier temps, un criblage 

préliminaire des extraits et des huiles essentielles susceptibles de provoquer une 

inhibition de la croissance parasitaire ; suivi, dans un second temps, de la 

détermination de la concentration inhibitrice à 50% (CI50) relative aux seuls 

extraits et/ou huiles essentielles ayant révélé une activité pertinente lors du 

criblage préliminaire. Pour ces extraits, une évaluation complémentaire de la 

cytotoxicité a été réalisée dans le but d’estimer leur indice de sélectivité (IS) 
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respectif. L’ensemble des manipulations ont été effectuées en suivant les 

protocoles opératoires internes du Laboratoire d’Eco-épidémiologie Parasitaire et 

Génétique des Populations de l’Institut Pasteur d’Algérie. 

VI.2.1. Conditions de culture des parasites et détermination des jours de 

récolte  

Les isolats parasitaires faisant l’objet de l’étude sont au nombre de cinq. Il s’agit 

de :  

 Leishmania major :  LIPA 32/06 « MON-25 » ; 

 L. major :  MHOM/DZ/2009/LIPA 100 « MON-25 » ; 

 L. infantum :  MCAN/DZ/2006/LEM 5285 « MON-281 » ; 

 L. kilicki :   MHOM/DZ/2011/LIPA281 « MON-301 » ; 

 L. donovani :  MHOM/IN/80/DD8 « MON-2 » (référence ATCC 

 50212). 

 

L’entretien des souches a été assuré par la culture des formes promastigotes sur 

le milieu biphasique Novy-Mc Neal-Nicolle (milieu NNN) de pH 7.2, dans une 

étuve microbiologique réglée à la température de 25°C (±1°C). Une bonne 

confluence des cultures, sur ce milieu, est atteinte après 5 à 7 jours 

d’incubation d’où l’intérêt d’un examen microscopique hebdomadaire des cultures 

et leur repiquage sur un milieu frais si besoin.  

Au préalable à chaque test d’inhibition de la croissance parasitaire, une culture en 

masse des promastigotes a été réalisée en transférant progressivement ces 

derniers du milieu NNN vers le milieu de Roswell Park Memorial Institute 1640 

(RPMI 1640) ajusté au pH 7,2 et additionné à 10% (v/v) de sérum de veau fœtal 

(SVF) inactivé par la chaleur (56°C pendant 30 min), sans ajout d’antibiotiques 

(Milieu complet). Ce transfert a été exécuté en condition de stérilité après 

vérification de l’état des cultures au microscope photonique (densité, forme et 

mobilité des parasites et absence de contaminations).  

La culture des parasites sur le milieu complet a été opérée dans des flacons de 

culture cellulaire de 15 cm2, à 25°C, pour une durée d’incubation variant en 

fonction des souches de 3 à 4 jours.  
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A cet égard et dans le but de déterminer le jour de récolte des promastigotes 

approprié à l’exécution des tests d’inhibition (promastigotes en stade de division), 

la cinétique de croissance parasitaire en milieu complet a été étudiée pour les 05 

isolats.  

L’évolution de la croissance parasitaire a été estimée sur 04 jours en calculant la 

concentration du milieu en parasite quotidiennement par comptage microscopique 

direct sur cellule de Thoma (annexe F).  

Le comptage direct des promastigotes viables a été réalisé après coloration de 

ces derniers au bleu de trypan et leur fixation par du formaldéhyde à 10 %. Ces 

réactifs ont été ajoutés à volume égal à celui de l’échantillon examiné prélevé de 

la suspension cellulaire. 

L’ensemble des manipulations ayant nécessité un environnement de travail stérile 

ont été exécutées à l’intérieur d’une hotte stérile à flux laminaire (hotte de securité 

type 2). 

La composition des milieux de culture est détaillée dans l’annexe E.  

VI.2.2. Tests d’inhibition in vitro de la croissance des parasites en milieu 

liquide 

En amont des tests et selon leurs propriétés physico-chimiques respectives, les 

extraits méthanoliques et étheriques ainsi que les huiles essentielles ont été 

dissouts dans du diméthylsulfoxyde (DMSO) puis dilués dans un volume de RPMI 

complet de manière à ce que la concentration finale du DMSO ne dépasse pas les 

0,3 % (v/v) [259]. Les extraits aqueux ont, quant à eux, été directement dissouts 

dans un volume de milieu de culture, en absence de DMSO. La stérilité des 

extraits a été assurée par l’utilisation des membranes filtrantes en PTFE d’une 

porosité de 0,22 µm de diamètre.  

Les tests d’inhibition de la croissance des Leishmania spp. ont été effectués sur 

des promastigotes pris en phase exponentielle de croissance (déterminée par 

l’étude de la cinétique de croissance) avec une concentration parasitaire initiale 

ajustée à 106 parasites/ml de RPMI complet.  
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L’ajustement de la concentration parasitaire a été précédé par un renouvellement 

du milieu de culture en centrifugeant la suspension cellulaire dans des tubes 

coniques (2500xG pendant 10 min), éliminant le surnageant (milieu épuisé) puis 

en remettant le culot (parasites) en suspension dans du RPMI complet frais. La 

numération des promastigotes par comptage direct sur cellule Thoma a permis 

alors le calcul de la concentration parasitaire et son ajustement à volume constant 

de milieu de culture.  

La suspension parasitaire, de concentration ainsi ajustée (106 parasites/ml), a été 

mise à incuber en condition axénique dans une microplaque stérile de 96 puits 

(figure 2.6) à raison de 90 µl de suspension par puits, auquel 10 µl de l’extrait 

et/ou huile essentielle ont été préalablement introduits. Les puits en question 

possèdent un fond plat avec un diamètre interne de 6,2 mm. Le témoin négatif du 

test à été établi en remplaçant, à volume égal, l’extrait et/ou huile essentielle par 

du RPMI complet. L’amphotéricine B a, quant à elle, été utilisée comme témoin 

positif avec une concentration finale de 2 µg/ml.  

 

Figure 2.6 : Test d’inhibition de la croissance parasitaire mené en microplaque 

(96 puits) 

Par ailleurs, un contrôle constitué de suspension parasitaire additionnée de 

DMSO, à la même concentration utilisée lors de la dissolution des extraits et 
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huiles essentielles (0,3%), a été réalisé dans les mêmes conditions 

expérimentales. 

Après 72 heures d’incubation à 25°C, la lecture des résultats a été réalisée par 

comptage direct des promastigotes sur cellule de Thoma. Le pourcentage 

d’inhibition de la croissance parasitaire a été déterminé en comparant la densité 

des parasites en milieux contenant l’échantillon testé avec celle du témoin négatif. 

Lors du criblage préliminaire, l’ensemble des extraits et des huiles essentielles des 

deux organes végétaux ont été testés à la concentration finale de 250 µg/ml.  

Les CI50 de l’activité leishmanicide, inhérente aux seuls extraits et/ou huiles 

essentielles sélectionnés à partir des résultats du criblage préliminaire, ont été 

déterminées en testant le potentiel anti-leishmanien de ces derniers à différentes 

concentrations : 3,12 µg/ml ; 6,25 µg/ml ; 12,5 µg/ml ; 25 µg/ml ; 50 µg/ml ; 100 

µg/ml ; 150 µg/ml et 200 µg/ml. La détermination des CI50 a été effectuée à l’aide 

du logiciel informatique GraphPad, Prism 5. 

A des fins de comparaison, la CI50 de l’amphotéricine B (témoin positif) a 

également été déterminée à partir de cinq concentrations différentes : 0,25 µg/ml ; 

0,5 µg/ml ; 0,75 µg/ml; 1 µg/ml et 1,5 µg/ml. L’ensemble des tests ont été exécutés 

en quadriplicata. 

VI.2.3. Evaluation de la cytotoxicité  

Le test de cytotoxicité des extraits et/ou des huiles essentielles a été mené sur 

des macrophages issus de la différenciation in-vitro de la ligné de cellules 

monocytaires THP-1. 

Cette différenciation a été provoquée en incubant, dans des microplaques stériles 

(96 puits), la suspension de cellulaire de THP-1 à 5.105 cellules/ml de RPMI 

complet en présence de 20 ng/ml de phorbol myristate acétate (PMA). Les 

microplaques utilisées possèdent des puits à fond plat dont la surface a été traitée 

de manière à favoriser une adhérence optimale des cellules (Corning, CC). 

L’incubation a été opérée à 37°C avec 5% de CO2 pendant 24 heures. Les 

macrophages ainsi différenciés ont adhéré aux fonds des puits et ont fait l’objet de 

deux rinçages successifs avec du RPMI exempt de PMA.  
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Les extraits dissouts et dilués dans du RPMI complet ont, par la suite, été 

introduits dans les puits contenant les macrophages à raison de 100µl/puits. 

L’incubation des microplaques a été réalisée à 37°C avec 5% de CO2 pendant 72 

heures. Les échantillons ont été testés à la concentration de 25 µg/ml, 50 µg/ml, 

100 µg/ml, 150 µg/ml, 200 µg/ml et 250 µg/ml en vue de calculer leur CI50 

respectif.  

La viabilité cellulaire a été mesurée sur la base d’un comptage direct des cellules 

vivantes par observation des microplaques au microscope photonique inversé 

(Gx20 ph) après lavage des macrophages au tampon phosphate salin et leur 

coloration au bleu de trypan (annexe F).  

VI.2.4. Détermination de l’indice de sélectivité  

Le rapport des deux activités étudiées [CI50 Activité Cytotoxique / CI50 Activité 

Leishmanicide], a permis le calcul de l’indice de sélectivité (IS) dont l’interprétation  

renseigne sur le potentiel d’un échantillon testé à provoquer une activité toxique 

sélective envers les parasites. Si la valeur de l’IS est supérieure à 1, l’extrait et/ou 

l’huile essentielle étudiée est considérée comme sélective envers les parasites. 

Inversement, si l’IS est inférieur à 1, l’échantillon en question est plus cytotoxique 

qu’antiparasitaire [260 ; 261]. 

VII. ANALYSE STATISTIQUE ET ILLUSTRATION GRAPHIQUE DES 

RESULTATS  

L’analyse descriptive des données a été effectuée par le calcul de la moyenne 

arithmétique et de l’intervalle de confiance à 95 % concernant les résultats de la 

teneur en humidité des organes végétaux, des rendements d’extraction, du 

dosage des polyphénols totaux et des activités biologiques des produits 

d’extraction.  

En ce qui ce rapporte aux mesures biométriques des organes végétaux, le choix 

s’est porté sur la détermination du mode et de l’étendue des mesures réalisées. 

Le mode étant la valeur dominante de la variable dans une série de valeurs 

observées ; la mesure de cette tendance centrale correspond mieux à la nature 

des données biométriques recueillies, du fait que cette dernière ne soit pas 
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sensible aux valeurs extrêmes d’une population de données comme pourrait l’être 

une moyenne arithmétique [262]. 

La signification des différences existantes entre les resultats a été analysée par 

l’application du test t de Student pour la comparaison de deux moyennes et du 

test d’analyse de la variance (ANOVA) à un ou deux facteurs suivi respectivement 

des tests de Tukey et Bonferroni pour les comparaisons multiples. Le seuil de 

significativité α est de 0,05 ; la valeur p > 0,05 est considérée comme 

correspondant à une différence non significative [263]. L’analyse statistique des 

résultats a été accomplie via le logiciel informatique GraphPad, Prism 5 (les 

résultats détaillés sont rapportés à l’annexe I). L’illustration graphique des 

résultats a été réalisée à l’aide du même logiciel.  
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I. DESCRIPTION VISUELLE ET BIOMETRIQUE DES ORGANES 

VEGETAUX ETUDIES 

I.1. Résultats  

L’observation visuelle des organes végétaux non séchés et celle effectuée à l’aide 

d’une loupe binoculaire, sont illustrées dans la figure 3.1.  

 

Figure 3.1 : Observations effectuées sur les organes végétaux étudiés ; a : 

feuilles et inflorescences, b : points blanchâtres observés sur les feuilles (Gx1,5), 

c : coupe axiale de l’inflorescence, d : bractées de l’involucre 
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Figure 3.1 (suite) : Observations effectuées sur les organes végétaux étudiés ; 

 e : bord cilié du bractée (Gx3), f : fleurs, g : calice (Gx1,5),  

h ; corolle, androcée et gynécée (Gx1,5) 

Les feuilles récoltées se présentent de couleur vert-glauque, de forme 

oblancéolées-cunéiformes, entières mucronées ou tridentées (figure 3.1 ; a) et 

présentant à la loupe de multiple points blanchâtres sur ses deux faces (figure 

3.1 ; b).    

Le réceptacle de l’inflorescence est hémisphérique (figure 3.1 ; c). Les bractées de 

l’involucre, sont ovales-oblongues, mucronées et ciliées sur les bords (figure 3.1 ; 

d et e). Les fleurs zygomorphes pentamériques, de couleur violacée, possèdent 

un calice profondément quinquefide, portant de longs poils, ainsi qu’une corolle 

bilabiée à lèvres inégales (lèvre supérieure petite, bifide et l’inférieure plus grande, 
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trifide). Les quatre étamines sont didynames et insérées sur la corolle (figure 3.1 ; 

f, g et h). 

Le poids et les mensurations respectifs des feuilles et des inflorescences séchées 

de Globularia alypum L. sont décrits dans le tableau 2.1. Les résultats obtenus y 

sont représentés par le mode, exprimant la valeur la plus fréquente dans 

l’ensemble des données, ainsi que par l’étendue de la dispersion.  

Tableau 2.1 : Poids et mensurations des organes végétaux séchés 

Organe 
végétal 

Poids (mg) 
Mensurations (mm) 

longueur  largeur diamètre 

mo [étendu] mo [étendu] mo [étendu] mo [étendu] 

Feuille 11 [2-28] 11 [6-23] 4 [2-8] / 

Inflorescence 63 [57-119] / / 13 [9-14] 

mo : mode de la variable mesurée. 

I.2. Discussion 

Les clefs de détermination taxonomique proposées pour les espèces Globularia 

spp. sont notamment basées sur les caractères morphologiques de leurs feuilles 

et pièces florales respectives. L’ensemble des caractères observés dans nos 

échantillons correspondent bien à ceux décrits dans la littérature pour l’espèce G. 

alypum L. [13 ; 19 ; 30]. 

Les points blanchâtres observés, à la loupe, sur la surface de la feuille ont été 

assimilés aux sécrétions calcaires (CaCO3) produites, par cet organe, au moyen 

des poils glanduleux [264 ; 265]. Ces secrétions auraient probablement un rôle 

dans la régulation des quantités de calcium intracellulaire [266].  

Des études antérieures ont précédemment fait état de l’induction, par divers 

facteurs stressants, de modifications physiomorphologiques des organes végétaux 

[267 ; 268 ; 269 ; 270].  

Les mensurations des deux organes (feuilles et inflorescences) que nous avons 

relevées sont proches de celles rapportées par Oran et al (1999) dans une étude 
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biosystématique de G. alypum L. (longueur des feuilles : 5 à 20 mm ; diamètre des 

inflorescences : 10 mm) [30].  

Les données statistiques recueillies, par ces mêmes auteurs, ne permettent, 

néanmoins, pas de réaliser une analyse comparative à effet de donner des 

indications sur un éventuel polymorphisme génétique et/ou sur l’état physiologique 

des pieds végétaux ayant fait l’objet de récoltes.    

II. EXTRACTION DES METABOLITES SECONDAIRES   

II.1. Résultats  

Trois techniques d’extraction distinctes (décoction, extraction par soxhlet et 

hydrodistillation) ont été indépendamment appliquées sur les feuilles et 

inflorescences de G. alypum L., aboutissant à l’obtention de 06 extraits bruts 

aqueux, méthanoliques et étheriques ainsi que de 02 huiles essentielles.  

Les rendements d’extraction obtenus ont été calculés à partir de la masse de la 

matière sèche initialement utilisée, nous conduisant ainsi à la détermination 

systématique des taux d’humidité des organes végétaux séchés ayant fait l’objet 

d’extraction.  

Les résultats de ces deux paramètres (taux d’humidité et rendement) ainsi que 

ceux décrivant les caractéristiques visuelles des produits d’extraction, sont 

consignés dans le tableau 2.2. 
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Tableau 2.2 : Résultats des rendements d’extractions et caractéristiques visuelles 

des extraits et huiles essentielles obtenus   

Organe 
végétal 

Taux  
d’humidité* 

(%)**  

Produit 
d’extraction 

Code 
Rendement 
(m/m ; %)** 

Caractéristiques 
visuelles 

F
e

u
ill

e
s
 

7,83  
[7,79-7,87] 

Extrait brut 
aqueux 

EA.1 
48,34 

[46,77-49,91] 
Granuleux, 
couleur ocre  

Extrait brut 
méthanolique 

EM.1 
52,01 

[49,95-54,08] 
Pâteux, couleur 
verdâtre 

Extrait brut 
étherique 

EE.1 
2,72 

[2,33-3,11] 
Pâteux, couleur 
vert-jaunâtre 

Huile 
essentielle 

HE.1 
0,023 

[0,017-0,029] 
Visqueuse, 
couleur jaune 

In
fl
o

re
s
c
e

n
c
e

s
 

6,21 
[6,09-6,33] 

Extrait brut 
aqueux 

EA.2 
37,48 

[35,53-39,43] 

Poudreux, 
couleur rouge-
pourpre 

Extrait brut 
méthanolique 

EM.2 
45,14 

[43,76-46,53] 
Pâteux, couleur 
brun-rougeâtre 

Extrait brut 
étherique 

EE.2 
1,34 

[0,90-1,76] 
Pâteux, couleur 
jaune-orangé 

Huile 
essentielle 

HE.2 
0,015 

[0,013-0,018] 

Visqueuse, 
couleur jaune-
orangé 

* Taux d’humidité du matériel végétal séché ; ** dispersion autour de la moyenne 

estimée par le calcul de l’intervalle de confiance (IC95).  

Une variabilité des rendements est observable en fonction de la nature des 

extraits et de l’organe végétal utilisé (p<0,0001).  

Les meilleurs rendements enregistrés sont ceux relatifs aux deux extraits bruts 

méthanoliques (p<0,0001). Les plus faibles étant ceux inhérents aux deux extraits 

étheriques et huiles essentielles.  

De manière globale, les extractions réalisées à partir des feuilles ont abouti à des 

rendements supérieurs à ceux obtenus avec les inflorescences de la plante, à 

l’exception des huiles essentielles et des extraits étheriques dont la différence des 

rendements d’extraction s’est révélée non probante (p>0,05).   

Les rendements sont de la sorte agencés selon un ordre d’importance 

décroissant : EM1 > EA1 > EM2 > EA2 > EE1 ~ EE2 / EE2 ~ HE1~ HE2 (~ : 

différence non significative). 
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II.2. Discussion  

Considérant la grande diversité chimique des composés bioactifs issus des 

substances végétales, l’extraction des différents métabolites requière le plus 

souvent des techniques, solvants et conditions d’extraction variés [271].  

Dans notre travail expérimental, nous avons opté pour l’exécution de trois 

techniques d’extraction conventionnelles différentes, sélectionnées en fonction de 

la nature des métabolites ciblés et celle des solvants utilisés à cet effet.   

Un nombre total de 06 extraits bruts (aqueux, méthanoliques et étheriques) et 02 

huiles essentielles ont, ainsi, été obtenus à partir des feuilles et des inflorescences 

de Globularia alypum L. Les rendements de ces extractions ont été déterminés en 

prenant en considération la teneur en humidité résiduelle des organes séchés 

utilisés ; celle-ci est significativement inferieure à 10% (p<0,0001) pour les feuilles 

et inflorescences de la plante étudiée (7,83% et 6,21%, respectivement), 

respectant ainsi les conditions de conservation préconisées [235].  

Des résultats de même ordre que les notre ont précédemment été révélés par 

Chevolleau et al. (1992) [80], Taleb-Dida et al. (2011) [83] et Harzallah et al. 

(2010) [79] concernant, respectivement, les extraits méthanolique (47,8% ; lieu de 

récolte non précisé), aqueux (40% ; feuilles récoltées dans la région de Béjaia-

Algérie) et étherique (2,9% ; feuilles récoltées dans la région de Wislatiya-Tunisie). 

En revanche, les rendements publiés par Djellouli et al. (2014) [272], pour ce qui 

est de l’extrait méthanolique (30% ; feuilles récoltées dans la région de Béjaia-

Algérie), et par Khlifi et al. (2011) [81], au sujet de l’extrait étherique (15.6% ; 

feuilles récoltées dans la région de Sidi Bouzid- Tunisie), seraient, à priori, 

sensiblement différents des notres.  

Plusieurs facteurs pourraient être à l’origine de l’hétérogénéité des résultats 

observés, comprenant les différences retrouvées dans les procédures et 

conditions opératoires (broyage de l’organe végétal, ratio matériel végétal/solvant 

adopté, températures et durée d’extraction) ainsi que les facteurs biotiques et 

abiotiques affectant la physiologie du végétal [273 ; 274 ; 275]. 

S’agissant du faible rendement de l’hydrodistillation obtenu à l’extraction de l’huile 

essentielle des feuilles (0,023%), celui-ci serait en accord avec les résultats 
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rapportés par Ramdani et al. (2014) (rendements <0,1% ; feuilles récoltées dans 

la région de Khanchla-Algérie) [49].  

Dans la limite des quantités disponibles, la contrainte liée à la faible contenance 

des organes végétaux en huile essentielle (rendements inferieurs à 0,03%) a été 

compensée par la réalisation de nombreuses hydrodistillations successives en 

suivant des conditions opératoires strictement identiques. 

Aucune étude comparative portant sur les rendements d’extraction, obtenus 

respectivement à partir des feuilles et des inflorescences de G. alypum L., n’a été 

retrouvée à l’issu de notre investigation bibliographique. 

III. ETUDE PHYTOCHIMIQUE 

III.1. Résultats du criblage phytochimique préliminaire 

Le tableau 2.3 regroupe l’ensemble des résultats du criblage phytochimiques 

mené sur les extraits bruts des deux organes végétaux étudiés.  

La réaction des extraits aux différents tests qualitatifs nous suggèrent la présence 

des composés réducteurs et des flavonoides dans l’ensemble des extraits bruts 

testés. Des résultats positifs à la recherche des tannins ont également été 

observés à l’issu des tests menés sur les extraits aqueux et méthanolique des 

feuilles et ceux des inflorescences ; ce qui indiquerait la présence de ce groupe de 

métabolites dans la composition de ces extraits.  

En revanche, aucune réaction positive à la mise en évidence des alcaloïdes n’a 

été observée à l’utilisation des deux réactifs de Dragendorff et de Hager. 

S’agissant des glycosides cardiotoniques, ces derniers seraient contenus dans les 

seuls extraits aqueux, tandis que la présence potentielle des saponosides 

concernerait les extraits aqueux et méthanoliques.  

Les résultats positifs au test de mise en évidence des mucilages  n’ont, quant eux, 

pu être révélés que pour les extraits aqueux. 
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Tableau 2.3 : Résultats du criblage phytochimique préliminaire 

Métabolites recherchés Tests appliqués Extraits Résultats * 

Composés réducteurs Test à la solution de Fehling 

EA.1 + 

EA.2 + 
EM.1 + 
EM.2 + 
EE.1 + 
EE.2 + 

Tannins Test au trichlorure de fer 

EA.1 + 
EA.2 + 
EM.1 + 

EM.2 + 

EE.1 - 
EE.2 - 

Flavonoïdes 

Test de Shinoda 

EA.1 + 

EA.2 + 
EM.1 + 
EM.2 + 
EE.1 + 

EE.2 + 

Test à l’hydroxyde de 

sodium 

EA.1 + 

EA.2 + 
EM.1 + 
EM.2 + 
EE.1 + 

EE.2 + 

Alcaloïdes 

Test au réactif de 

Dragendorff 

EA.1 - 

EA.2 - 
EM.1 - 
EM.2 - 
EE.1 - 
EE.2 - 

Test au réactif de Hager 

EA.1 - 

EA.2 - 
EM.1 - 
EM.2 - 
EE.1 - 
EE.2 - 

Glycosides Test de Keller-Killiani EA.1 + 



85 
 

cardiotoniques EA.2 + 
EM.1 - 
EM.2 - 
EE.1 - 
EE.2 - 

Saponosides 
Test de formation de la 

mousse par agitation  

EA.1 + 
EA.2 + 
EM.1 + 
EM.2 + 
EE.1 / 
EE.2 / 

Mucilages 
Test de précipitation à 

l’alcool absolu 

EA.1 + 
EA.2 + 
EM.1 - 
EM.2 - 
EE.1 / 
EE.2 / 

* (+) : résultat positif.  (-) : résultat négatif. 

III.2. Résultats de la détermination de la teneur des extraits bruts en 

composés phénoliques totaux  

La teneur en polyphénols totaux des extraits bruts aqueux, méthanoliques et 

étheriques a été déterminée graphiquement par extrapolation des absorbances y 

afférentes sur la courbe d’étalonnage de l’acide gallique. Celle-ci est présentée 

dans figure 3.2.  

La relation entre les deux variables, absorbance et concentration de l’acide 

gallique, est linéaire et proportionnelle (p<0,0001 ; r2=0,9997 ; r=0,9999). 

L’ordonnée à l’origine étant proche de la valeur nulle (0,065). La gamme de 

concentrations utilisée est, par conséquent, conforme au domaine de validité de la 

loi de Beer-Lambert.  
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Figure 3.2 : Courbe d’étalonnage de l’acide gallique 

Les résultats obtenus varient, en fonction des extraits, dans un intervalle allant de 

5,85 ±0,22 (IC95) à 186,21 ±0,22 mg équivalent acide gallique (EAG)/g d’extrait 

(p <0,0001). Ces deux valeurs correspondent, respectivement, à celles de l’extrait 

étherique des inflorescences et à l’extrait méthanolique du même organe végétal 

(dont la teneur en composés phénoliques totaux serait la plus élevée). La figure 

3.3 illustre l’ensemble des valeurs relevées à l’issue du dosage.  

A la comparaison des résultats opérée deux à deux pour les extraits de même 

nature, la teneur en polyphénols des inflorescences serait plus importante que 

celles déterminées pour les feuilles en ce qui concerne les extraits aqueux 

(p <0,0001) et méthanoliques (p <0,0001). S’agissant des extraits étheriques, 

cette teneur serait à l’inverse plus élevée pour les feuilles que pour les 

inflorescences de la plante (p =0,0002).  

La hiérarchisation des extraits par ordre croissant en quantité de composés 

phénoliques serait donc ainsi établi : EM.2 > EA.2 > EM.1 > EA.1 > EE.1 > EE.2. 
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Figure 3.3 : Histogramme de la teneur en polyphénols des extraits bruts ([mg 

EAG/g d’extrait] ± IC95). (*) : résultat significativement différent de la valeur nulle, 

(**) : différence très significative, (***) : différence hautement significative 

III.3. Résultats des analyses chromatographiques  

L’étude de la composition chimique de la matière végétale par l’application de la 

chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse (CG-

SM) a été conduite sur l’huile essentielle des feuilles et celle des inflorescences de 

Globularia alypum L. ainsi que sur leur extrait étherique respectif.  

Le choix porté sur l’analyse de ces quatre produits d’extraction a été influencé par 

l’originalité des résultats obtenus lors de l’étude des activités biologiques de la 

plante ainsi que par les limites de la technique et de l’équipement utilisés.   

III.3.1. Analyse des huiles essentielles   

L’interprétation des spectres de masse a été confortée, lors de l’analyse des 

huiles essentielles, par la détermination des indices de Kovats (IK) des molécules 

détectées. Ces derniers ont été comparés avec ceux publiés par Adams (Adams, 

1995 ; Adams, 2007) et par NIST (National Institute of Standards and Technology, 
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USA) [244 ; 245 ; 246]. L’identification des composés en résultant est consignée 

dans les tableaux 2.4 et 2.5.  

Le pourcentage représentant la quantité relative d’un composé (tableaux 2.4 et 

2.5) est déduit de la proportion de l’aire de son pic chromatographique par rapport 

à l’aire de l’ensemble des pics formés au terme de l’acquisition des données. Les 

chromatogrammes engendrés sont illustrés dans les figures 3.4 et 3.5. 

Un nombre total de 37 sur 65 molécules détectées et 23 sur 37 autres ont 

respectivement été identifiées dans l’huile essentielle des feuilles (tableau 2.4) et 

celle des inflorescences (tableau 2.5). En terme quantitatif, cette identification 

concerne, dans le même ordre, près de 74,4 % et 80 % de la composition 

chimique des deux huiles essentielles. 

Parmi les familles de composés constituants l’huile essentielle des feuilles, dont 

les proportions relatives sont illustrées dans la figure 3.6, les acides gras en sont 

majoritairement présents avec un taux de 47,8 % ; les deux acides palmitique 

(24,54 %) et linoléique (11,72 %) y prédominent.  

Les composés terpéniques constituent le deuxième groupe quantitativement le 

plus important de l’huile essentielle. Ce groupe diversifié est présent à 16,2 % et 

inclut, par ordre d’importance décroissant, la famille des alcools terpéniques (α-

Terpinéol, Linalool, Phytol, Isophytol), des cétones terpéniques (<E>-β-

Damascenone, Geranyl acetone, Hexahydrofarnesyl acetone, Farnesyl acetone), 

des norisoprénoïdes (β-Ionone, β-Damascone), des monoterpènes (Naphtalène, 

α-Pinène, Limonène), des sesquiterpènes (α-Calacorene) et des aldéhydes 

terpéniques (β-Cyclocitral). 

Des composés appartenant à la famille des monophénols (eugénol, 2-Methoxy-4-

vinylphenol) sont également présents avec un taux appréciable de 2,68 %.  

D’autres familles moléculaires ont, de même, été détectées ; il s’agit des alcools 

aliphatiques non-terpéniques (1-Octene-3-ol, 3-Octanol) dont la quantité relative 

est de 2,16 %, des  alcanes avec un taux de 1,3%, des cétones aromatiques 

(Acétophénone), des alcènes (Octadécène, Dococène), des esters (<Z>-3-

Hexenyl benzoate) et des aldéhydes aromatiques (Benzaldehyde) et non-
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aromatiques (<E,E>-2,4-Decadienal, <E>-2-Decenal, <E,E>-2,4-Heptadienal). Les 

cinq dernières familles citées ont toutes des taux cumulatifs inferieurs à 1%.  

Tableau 2.4 : Identification des composés constituants l’huile essentielle des 

feuilles 

N° Tr (min) IK Dénomination du composé * 
Formule 

brute 

Quantité 

relative 

(%)  

1 5,60 926 α-Pinène C10H16 0,01 

2 6,67 952 Benzaldehyde C7H6O 0,01 

3 7,69 975 1-Octene-3-ol C8H16O 2,14 

4 8,71 998 3-Octanol C8H18O 0,02 

5 9,39 1009 (E,E)-2,4-Heptadienal C7H10O 0,01 

6 10,36 1024 Limonène C10H16 0,02 

7 12,70 1061 Acétophenone C8H8O 0,62 

8 15,26 1100 Linalool C10H18O 2,31 

9 20,22 1172 Naphtalène C10H8 0,55 

10 21,29 1188 α-Terpinéol C10H18O 2,80 

11 23,68 1215 β-Cyclocitral C10H16O 0,19 

12 26,24 1261 (E)-2-Decenal C10H18O 0,18 

13 29,52 1309 2-Methoxy-4-vinylphenol C9H10O2 0,29 

14 29,81 1314 (E,E)-2,4-Decadienal C10H16O 0,25 

15 32,45 1355 Eugenol C10H12O2 2,39 

16 34,12 1381 (E)-β-Damascenone C13H18O 4,43 

17 35,36 1400 Tetradecane C14H30 0,07 

18 35,90 1409 β-Damascone C13H20O 0,50 

19 38,58 1453 Geranyl acetone C13H22O 1,16 

20 40,30 1481 β -Ionone C13H20O 0,62 

21 41,42 1499 Pentadecane C15H32 0,22 

22 43,41 1533 α-Calacorene C15H20 0,35 

23 45,26 1565 (Z)-3-Hexenyl benzoate C13H16O2 0,9 

24 45,97 1577 Acide laurique C12H24O2 3,58 

25 47,24 1599 Hexadecane C16H34 0,33 
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26 57,15 1785 Acide myristique C14H28O2 7,94 

27 57,53 1793 Octadecène C18H36 0,23 

28 57,90 1800 Octadecane C18H38 0,19 

29 60,13 1844 Hexahydrofarnesyl acetone C18H36O 0,63 

30 63,61 1915 Farnesyl acetone C18H30O 0,50 

31 65,16 1948 Isophytol C20H40O 0,49 

32 67,28 1993 Acide palmitique C16H32O2 24,54 

33 72,16 2100 Heneicosane C21H44 0,47 

34 73,36 2128 Phytol C20H40O 2,02 

35 74,49 2154 Acide linoleique C18H32O2 11,72 

36 76,25 2194 1-Dococène C22H44 0,31 

37 76,52 2201 Docosane C22H46 0,21 

* Les molécules dont la quantité relative est ≥ 1% sont inscrites en caractère gras. 

S’agissant de l’huile essentielle des inflorescences, celle-ci comporte également 

une proportion dominante en acides gras de 56,65 % (acides palmitique, 

linoléique, myristique et laurique), telle que représentée dans la figure 3.6.  

Les alcanes et les composés terpéniques y sont présents avec des taux respectifs 

de 9,43 % et 9,34 %. Ce dernier groupe de composés est représenté dans l’huile 

essentielle par des alcools terpéniques (α-Terpinéol, Linaloool, <E>-Nerolidol), 

des cétones terpéniques (Hexahydrofarnesyl acetone, <E>-β-Damascenone) et 

des sesquiterpènes (epi-β-Santalène, β-Santalène). 

L’huile essentielle renferme aussi des esters (<Z>-3-Hexenyl benzoate, Benzyl 

benzoate, Diisobutyl phtalate, Dibutyl phtalate) présents avec un taux de 3,67 %, 

des monophénols à 1,09 % (Thymol, Eugénol) et enfin un alcool aliphatique non 

terpénique (1-Octene-3-ol) avec un faible taux de 0,1%. 
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Tableau 2.5 : Identification des composés constituants l’huile essentielle des 

inflorescences 

N° Tr (min) IK Dénomination du composé 
Formule 

brute 

Quantité 

relative (%)  

1 7,60 972 1-Octene-3-ol C8H16O 0,10 

2 15,20 1099 Linalool  C10H18O 0,91 

3 21,20 1186 α-Terpinéol C10H18O 3,62 

4 28,79 1289 Thymol C10H14O 0,54 

5 32,39 1354 Eugenol C10H12O2 0,55 

6 34,03 1379 (E)-β-Damascenone C13H18O 0,32 

7 38,62 1454 epi-β-Santalène C15H24 0,50 

8 39,67 1471 β-Santalène C15H24 0,30 

9 45,05 1562 (E)-Nerolidol   C15H26O 0,21 

10 45,24 1565 (Z)-3-Hexenyl benzoate C13H16O2 0,23 

11 45,55 1570 Acide laurique  C12H24O2 1,16 

12 55,52 1754 Benzyl Benzoate C14H12O2 0,64 

13 56,26 1768 Acide myristique C14H28O2 2,30 

14 60,11 1844 Hexahydrofarnesyl acetone C18H36O 3,48 

15 61,08 1864 Diisobutyl phthalate  C16H22O4 1,19 

16 62,86 1900 Nonadecane C19H40 0,43 

17 65,05 1946 Dibutyl phthalate  C
16

H
22

O
4
 1,61 

18 66,33 1973 Acide palmitique C16H32O2 48,14 

19 72,14 2100 Heneicosane C21H44 2,73 

20 73,90 2141 Acide linoleique C18H32O2 5,05 

21 80,67 2300 Tricosane C23H48 1,60 

22 88,54 2500 Pentacosane C25H56 1,95 

23 95,86 2700 Heptacosane C27H56 2,72 

Des différences, d’ordre qualitatif et quantitatif, sont observables à l’analyse 

comparative de la composition chimique des deux huiles essentielles (figure 3.6). 

Celle extraite des feuilles serait chimiquement plus diversifiée (65 molécules 

détectés contre 37 appartenant à l’huile essentielle des inflorescences).  
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Dans la limite des molécules ayant pu être identifiées (23 sur 37 molécules 

détectées ; soit près des deux tiers), l’absence de la famille des composés 

aldéhydes, des monoterpènes (sans fonction alcoolique), des norisoprénoïdes et 

celle des alcènes dans l’huile essentielle des inflorescences illustre cette 

différence qualitative. Le geranyl acetone, l’acétophenone, le farnesyl acetone, le 

phytol, l’isophytol, l’α-calacorene et le 2-methoxy-4-vinylphenol seraient également 

absents ou présents en traces non détectables. De plus, cette huile essentielle 

posséderait, à la différence de celle des feuilles, le dibutyl phtalate, le diisobutyl 

phtalate, le benzyl benzoate, le thymol, l’epi-β-santalène, le santalène et le 

nerolidol.  

Du point de vue quantitatif, les disparités les plus remarquables sont celles qui 

concernent notamment les taux proportionnels du (E)-β-Damascenone, de 

l’hexahydrofarnesyl acetone, de 1-Octene-3-ol, de l’eugénol, des acides 

palmitique et linoléique ainsi que celle des alcanes.   
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Figure 3.4 : Chromatogramme produit à l’analyse de l’huile essentielle des feuilles  

a : l’ensemble du chromatogramme, b : agrandissement de la 4 à la 24ème minute 
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Figure 3.5 : Chromatogramme produit à l’analyse de l’huile essentielle des inflorescences  

a : l’ensemble du chromatogramme, b : agrandissement de la 5 à la 55ème minute
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Figure 3.6 : Représentation en secteurs et barres des groupes chimiques 

constituant les huiles essentielles. a : composition de l’huile essentielle des 

feuilles, b : composition de l’huile essentielle des inflorescences  

III.3.2. Analyse des extraits étheriques    

L’analyse, par CG-SM, des constituants des extraits étheriques des feuilles et des 

inflorescences de Gloularia alypum L. a été rendue possible grâce au protocole 

d’estérification exécuté en amont de l’injection chromatographique.   

Les composés identifiés à travers cette analyse sont rapportés dans les tableaux 

2.6 et 2.7. Les chromatogrammes sont, quant à eux, illustrés dans les figures 3.7 

et 3.8. 

Seules les molécules ayant révélé un taux de concordance spectrale (qualité du 

spectre de masse) supérieur ou égal à 80 % ont été prises en considération dans 

l’étape d’identification.   
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Tableau 2.6 : Identification des composés constituants l’extrait étherique des 

feuilles 

N° Tr (min) IK Dénomination du composé 
Qualité 

(%) 

Quantité 

relative 

(%)  

1 18,04 1725 
Ester méthylique  

de l’acide myristique  
94 3,42 

2 20,10 1919 
Ester méthylique  

de l’acide palmitique 
98 13,42 

3 22,16 2089 

Ester méthylique de l’acide  

 9,12-octadecadienoique 

(ester méthylique de l’acide 

linoleique) 

99 13,26 

4 22,27 2097 

Ester méthylique de l’acide  

(Z,Z,Z) 9,12,15-octadecatrienoique 

(ester méthylique de l’acide 

linolenique) 

99 35,24 

5 22,62 2118 
Ester méthylique  

de l’acide stéarique 
98 5,86 

6 51,28 nd α-tocophérol 81 2,59 

 

Tableau 2.7 : Identification des composés constituants l’extrait étherique des 

inflorescences 

N° Tr (min) IK Dénomination du composé 
Qualité 

(%) 

Quantité 

relative 

(%)  

1 18,07 1728 
Ester méthylique  

de l’acide myristique 
85 0,2 

2 20,21 1929 
Ester méthylique  

de l’acide palmitique 
97 11,32 

3 22,39 2105 
Ester méthylique de l’acide  

 9,12-octadecadienoique 
99 26,59 

4 22,49 2110 

Ester méthylique de l’acide  

 (Z) 9-octadecenoique  

(ester méthylique de l’acide 

oléique) 

99 25,62 

5 22,80 2129 
Ester méthylique  

de l’acide stéarique 
90 2,58 

6 27,15 2329 
Ester méthylique de l’acide  

arachidique 
94 0,83 
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7 35,11 2537 
 Ester méthylique de l’acide  

béhénique 
98 3,36 

8 42,68 2738 
Ester méthylique de l’acide 

lignocérique 
97 4,52 

9 47,65 nd 
Ester méthylique de l’acide 

cérotique 
95 0,77 

10 54,75 nd β-sitosterol 99 2,52 

 

Un nombre de 06 composés, sur 12 détectés, ont été identifiés à l’analyse de 

l’extrait étherique des feuilles ; ce qui représente en terme quantitatif 73,8 % de la 

proportion détectée.  Hormis l’α-tocophérol, l’ensemble des molécules identifiées 

seraient des esters méthyliques d’acides gras (ester méthylique de l’acide 

myristique, Ester méthylique de l’acide palmitique, Ester méthylique de l’acide 

9,12-octadecadienoique, ester méthylique de l’acide (Z,Z,Z) 9,12,15-

octadecatrienoique, ester méthylique  de l’acide stéarique). 

L’analyse de l’extrait étherique estérifié des inflorescences a permis, quant à elle, 

de suggérer la présence de 09 acides gras différents (ester méthylique de l’acide 

myristique, ester méthylique de l’acide palmitique, ester méthylique de l’acide 

9,12-octadecadienoique, ester méthylique de l’acide (Z) 9-octadecenoique, ester 

méthylique de l’acide stéarique,  ester méthylique de l’acide arachidique, ester 

méthylique de l’acide béhénique, ester méthylique de l’acide lignocérique, Ester 

méthylique de l’acide cérotique) constituant près de 75,8 % de la proportion 

globale des composés détectés, ainsi que la présence du phytostérol β-sitosterol à 

2,52 % (structures chimiques présentées à l’annexe G).       

Les acides myristique, palmitique, 9,12-octadecadienoique (linoléique) et 

stéarique seraient en commun présents dans la composition des deux organes 

végétaux. 
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Figure 3.7 : Chromatogramme produit à l’analyse de l’extrait étherique des feuilles 

a : l’ensemble du chromatogramme, b : agrandissement de la 16 à la 25ème minute 
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Figure 3.8 : Chromatogramme produit à l’analyse de l’extrait étherique des inflorescences  

a : l’ensemble du chromatogramme, b : agrandissement de la 42 à la 56ème minute
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III.4. Discussion 

Les métabolites secondaires appartiennent à des groupes chimiques variés (à 

l’exemple des alcaloides, des terpènes et des composés phénoliques) qui sont 

très inégalement réparties chez les végétaux. Leur mise en évidence dans un 

extrait végétal fait souvent l’objet d’une étude préliminaire basé sur les résultats de 

réactions généralement chromogènes et/ou de précipitation spécifiques [276].  

Le seuil minimal de détection des composés, l’observation de résultats 

faussement positifs et la solubilité différentielle des molécules appartenant à la 

même classe chimique représentent, à eux trois, les limites majeures de l’analyse 

phytochimique qualitative par l’application des tests standards. La simplicité de 

ces techniques s’avère, néanmoins, avantageuse lors de la formulation 

d’hypothèse sur la composition globale d’un matériel végétal donné [277 ; 278]. 

L’étude phytochimique préliminaire des extraits de G. alypum L. nous ont permis 

de révéler l’éventuelle présence de métabolites appartenant aux différents 

groupes recherchés. Des résultats positifs ont ainsi été observés à la mise en 

évidence des composés réducteurs, des tannins, des flavonoïdes, des glycosides 

cardiotoniques, des saponosides et des mucilages ; ce qui suggère leur présence 

aussi bien au niveau des feuilles qu’au niveau des inflorescences de la plante (la 

réaction des deux organes végétaux aux tests étant similaire pour les extraits de 

même nature).   

L’absence de réaction positive aux tests révélant la présence des alcaloïdes dans 

les 06 extraits analysés est contraire aux résultats de l’analyse qualitative obtenus 

par Viladomat et al. (1986) [279]. Lors de notre investigation bibliographique, 

aucune étude phytochimique réalisée ultérieurement n’a pu confirmer 

l’identification des alcaloïdes dans les tissus végétaux des Globularia spp.  

Nos résultats sont en accord avec ceux publiés par Harzallah et al. (2010) 

s’agissant des tests de mise en évidence des tannins et des flavonoides dans 

l’extrait aqueux, méthanolique et étherique des feuilles de G. alypum L. [79]. 

Djellouli et al. (2014) ont également conclu à la présence de ces deux groupes de 

composés phénoliques dans l’extrait méthanolique des feuilles ainsi qu’à 

l’absence des alcaloïdes dans ce même extrait [272].  
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La présence des saponosides dans l’extrait aqueux des feuilles a précédemment 

été mentionnée dans les résultats des travaux de Meriah (2007) [280]. Ces 

travaux ont, par ailleurs, rapporté l’absence d’alcaloïdes dans l’extrait aqueux, 

éthanolique et étherique du même organe. La présence des glycosides 

cardiotoniques dans la plante a, quant à elle, déjà été signalée dans l’extrait 

aqueux de ses racines (Zerriouh, 2008) [281].  

Dans la limite de la recherche bibliographique effectuée, l’analyse préliminaire de 

la composition chimique globale des inflorescences n’a fait l’objet d’aucun résultat 

publié à l’exception de la mise en évidence des tannins et des flavonoïdes dont la 

présence a été révélée lors des dosages antérieurement réalisés. 

Suivant ces résultats préliminaires, la teneur des 06 extraits bruts en composés 

phénoliques a été estimée par l’application de la méthode de dosage 

spectrophotométrique au réactif de Folin-Ciocalteu. En dépit des paramètres de 

sensibilité et de reproductibilité très satisfaisants, cette méthode de référence 

présente néanmoins des limites quant à sa sélectivité [242 ; 282 ; 283]. Plusieurs 

travaux citent en exemple les acides aminés aromatiques, l’acide ascorbique 

(vitamine C), les ions inorganiques Fe(II) et les sucres réducteurs comme 

éléments pouvant éventuellement biaiser les résultats du dosage lorsque ces 

derniers sont présents à des concentrations relativement importantes dans 

l’échantillon à analyser [284 ; 285 ; 286].  

En raison des faibles quantités en ion Fe(II) généralement contenues dans les 

extraits végétaux, l’interférence causée par ses ions s’avère souvent négligeable 

pour les dosages menés sur ce type d’échantillon. L’oxydation des sucres 

réducteurs par le réactif de Folin-Ciocalteu est, par ailleurs, très lente est 

nécessite de ce fait une élévation de la température pour améliorer la cinétique de 

cette réaction [242 ; 282 ; 287].  

La méthode modifiée par Singleton et Rossi (1965) réduit la réactivité des sucres 

par l’exécution du dosage à température ambiante du laboratoire et empêche la 

survenue de biais liés à l’estérification des composés phénoliques causée par la 

nature alcaline du milieu réactionnel. Cette méthode limite également l’apparition 

probable des endiols réducteurs produits lors de la dégradation des sucres en 

milieu hautement basique [242 ; 282].  
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La quantité la plus élevée de composés phénoliques estimée par ce dosage est 

celle correspondant à l’extrait méthanolique des inflorescences (186,21 ±0,22 mg 

EAG/g d’extrait). Cette quantité est suivie, par ordre décroissant, de celle de 

l’extrait aqueux des inflorescences, de l’extrait méthanolique et aqueux des 

feuilles, de l’extrait étherique de ces derniers et celui des inflorescences (résultats 

obtenus pour des feuilles et inflorescences prélevées respectivement à des 

périodes de récoltes distinctes).  

Les extraits végétaux contenant une quantité supérieure à 40 mg équivalent acide 

gallique (EAG)/g d’extrait sont considérés comme étant riches en composés 

phénoliques. A l’inverse, ceux qui en contienne moins, leur teneur est qualifiée de 

modérée à faible (<10 mg EAG/g d’extrait) à l’instar des extraits étheriques des 

deux organes végétaux étudiés [288].  

Les travaux de Khilifi, et al. (2011) ont abouti à des résultats proche des notre, 

marqués par un écart similaire de teneur en polyphénols totaux entre les deux 

extraits méthanolique et étherique des feuilles de la plante (116,9±2,8 mg EAG/ g 

d’extrait méthanolique contre 8,5±0,1 mg EAG/ g d’extrait étherique des feuilles) 

[81]. La quantité en polyphénols totaux relativement faible des extraits étheriques 

est vraisemblablement due à la nature apolaire de l’éther de pétrole peu 

compatible à l’extraction de la majorité des composés appartenant à ce groupe 

chimique [289 ; 290 ; 291]. 

Par ailleurs, nos résultats suggèrent, pour les extraits à forte teneur en 

polyphénols totaux (aqueux et méthanoliques), une supériorité des quantités EAG/ 

g d’extrait d’inflorescences par comparaison à celles des feuilles.  

Cette observation a également été rapportée par Amessis-Ouchemoukh et al. 

(2014) dont les résultats du dosage des extraits méthanoliques des feuilles 

(102,3±0,5 mg EAG/ g d’extrait) et des inflorescences de l’espèce (157±1,1 mg 

EAG/ g d’extrait) se rapprochent eux aussi des notre [69].  

Les dosages précédemment menés sur les extraits aqueux des deux organes 

végétaux par Rached et al. (2010) (112,01±6,2 mg EAG/ g d’extrait aqueux de 

feuilles contre 103,7±7,9 mg EAG/ g d’extrait aqueux d’inflorescences) [77], ainsi 

que ceux réalisés par Chograni et al. (2013) sur leurs extraits méthanoliques 
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respectifs (22,3±1,2 mg EAG/ g d’extrait méthanolique de feuilles contre 15,5±1,2 

mg EAG/ g d’extrait méthanolique d’inflorescences) [78], ne s’accordent 

cependant pas avec la suggestion d’une supériorité quantitative des 

inflorescences en composés phénoliques.  

De plus, les résultats des dosages réalisés par Chograni et al. (2013) sont 

caractérisés par des teneurs faibles en composés phénoliques [78] ; de même 

ordre que ceux exprimés par Djeridane et al. (2006) concernant la partie aérienne 

de l’espèce [75]. Ben Mansour et al. (2012) en aurait estimé, quant à eux, des 

quantités à priori supérieures lors du dosage de l’extrait éthanolique des feuilles 

(247,2±5,1 mg EAG/ g d’extrait) [82].  

L’hétérogénéité des conditions opératoires adoptées par les différents auteurs lors 

des procédures d’extraction et celle relatives au dosage serait, en partie, à 

l’origine de l’obtention de résultats variables voir contradictoires [285].  

La divergence des résultats peut également être expliquée par l’influence des 

facteurs écologiques biotiques (interactions symbiotiques et antagonistes) et 

abiotiques (pollutions, photopériodisme et conditions édaphiques, 

météorologiques et topographiques) différemment exercée sur la plante [292 ; 

293 ; 294 ; 295 ; 296], des facteurs génétiques, ainsi que ceux liés à l’ontogénie 

de l’organe étudié [274 ; 297]. 

En dernière étape de notre analyse phytochimique, l’application de la CG-SM a 

concerné l’étude de la composition des huiles essentielles et celles des extraits 

étheriques de notre matériel végétal (feuilles et inflorescences).     

L’analyse de l’huile essentielle des feuilles a révélé la présence de 37 molécules 

identifiées comprenant des composés terpéniques (16,2%), des monophénols 

(2,68%), des alcools simples (2,16%), des alcanes (1,3%), des cétones, des 

aldéhydes, des esters (proportions <1%) ainsi que des acides gras 

majoritairement présents (47,8%).   

En concordance avec nos résultats, l’analyse chromatographique de deux huiles 

essentielles des feuilles de G. alypum L., récoltées en mois d’avril et en deux 

régions distinctes (Boutaleb et Khenchela, Algérie), ont permis a Ramdani et al. 

(2014) de mettre en évidence la prédominance de l’acide palmitique dans la 
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composition chimique de ces dernières (huiles essentielles) ainsi que la présence 

de plusieurs composés de même identifiés à l’issu de notre analyse : 1-octene-3-

ol, linalool, α-terpinéol, 2-Methoxy-4-vinylphenol, eugénol, (E)-β-damascenone, 

geranyl acetone, β -ionone, (Z)-3-Hexenyl benzoate, myristate, isophytol, 

docosane [49]. L’α-terpinéol et l’eugénol ont, par ailleurs, été retrouvés dans la 

composition de l’hydrolat des feuilles analysée par Barhouchi et al. (2014) [53]. La 

proportion relative de chacune de ces molécules est néanmoins variable en 

fonction de la provenance géographique des feuilles. La fluctuation la plus 

remarquable est celle du 1-octene-3-ol dont la proportion relative passe 

respectivement de 10,32%, à 0,82% dans les régions semi-arides de Boutaleb et 

Khenchela et à 2,14% dans la région sub-humide de Hammam-Righa (étages 

bioclimatiques estimés à partir de quotient d’Emberger) [49 ; 298 ; 299 ; 300]. 

D’autres molécules encore ne sont pas uniformément présentes dans la 

composition de ces huiles essentielles. L’α-pinène, le benzylaldehyde, le 3-

octanol, le 2-4-heptadienal, le limonène, l’acétophénone, le naphtalène, le β-

cyclocitral, le β-damascone, l’α-calacorène, l’acide laurique, le farnesyl acetone, le 

phytol et l’acide linoléique, dont la présence a été révélée par notre étude, sont 

cependant absents parmi les composés identifiés par Ramdani et al. (2014) [49]. 

A l’inverse, le camphene, le camphor, le geraniol, le cis-3-hexenyl tiglate, le β-

fanesene, le nérolidol, l’épizonarène, le zerumbone, et le germacrene-B ne 

seraient pas présents dans la composition de notre huile essentielle, sous réserve 

des limites de détection. Toutefois, les indices de Kovats respectifs de 

l’épizonarène, du zerumbone et celui du germacrene-B, tels que mentionné dans 

les  résultats de ces mêmes auteurs ne semblent pas correspondre à ceux publiés 

dans la littérature pour le même type de colonnes chromatographiques [244 ; 245 ; 

246 ; 301 ; 302]. L’identification de ces molécules pourrait de ce fait être 

incertaine. 

L’étude comparative réalisée par Crkvencic et al, 2016 [303] sur la composition 

chimique de 03 huiles essentielles, appartenant respectivement à Globularia 

cordifolia, G. meridionalis et à G. punctata, a révélée chez ces trois espèces 

européennes la présence du 1-octene-3-ol, du linalool, de l’α-terpineol, du 2-

Methoxy-4-vinylphenol, du (E)-β-damascenone, du β -ionone, de 

l’hexahydrofarnesyl acétone, du farnesyl acetone, de l’isophytol et de l’acide 
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palmitique, tous retrouvés dans la composition de notre huile essentielle extraite 

des feuilles de G. alypum L. (région de Hammam-Righa). Le geranyl acetone et 

l’eugénol ont, quant à eux, été identifiés dans l’huile essentielle des feuilles de G. 

meridionalis, G. punctata et G. alypum (régions de Hammam-Righa, Boutaleb et 

Khenchela). Le 3-octanol dans celles des espèces Globularia cordifoli, G. 

meridionalis et G. alypum L. (Hammam-Righa). Tandis que l’identification du 

benzylaldehyde et le 2-4-heptadienal est rattachée aux huiles essentielles des 

espèces Globularia cordifolia, G. punctata et G. alypum (Hammam-Righa). 

Additivement à la variable bioclimatique, les mêmes facteurs précédemment 

évoqués (au sujet du dosage des composées phénoliques) sont aussi 

susceptibles de moduler l’anabolisme des métabolites secondaires volatiles [274].     

Les différences de composition recensées seront d’un apport utile en vue d’une 

éventuelle reconnaissance de marqueurs chimiotaxonomiques pour le genre 

Globularia [303 ; 304]. 

L’huile essentielle des inflorescences inclut dans sa composition des acides gras 

(56,65 %), des alcanes (9,43 %), des composés terpéniques (9,34 %), des esters 

(3,67 %), des monophénols (1,09 %) et des alcools simples (0,1%). 

Dans une étude antérieure, Farré-Armengol et al. (2015) ont analysé la nature 

chimique des composés terpéniques volatiles constituant, en partie, les émissions 

naturelles des inflorescences de la plante [305]. L’analyse en question a mis en 

évidence la présence de 04 composés absents de la composition de l’huile 

essentielle de nos inflorescences. Ces composés ont été identifiés au camphène 

et au 3-carène ainsi qu’à l’α-pinène et au limonène qui, tout deux, ont été 

retrouvés parmi les constituants de l’huile essentielle des feuilles analysée dans 

notre étude. 

La composition de l’huile essentielle des inflorescences présente également des 

dissimilitudes, tant qualitatives que quantitatives, par comparaison à celle extraite 

des feuilles. Parmi les 23 molécules identifiées, 09 ne l’ont pas été à l’analyse de 

l’huile essentielle des feuilles : le thymol, l’epi-β-Santalène, le β-Santalène, le (E)-

nerolidol, le diisobutyl phthalate, le dibutyl phthalate, le tricosane, le pentacosane 
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et l’heptacosane. Le (E)-nerolidol aurait, cependant, été détecté dans les huiles 

essentielles des feuilles par Ramdani et al. (2014) [49]. 

Dans une certaine mesure, la diversité des fonctions biologiques propres à 

chaque organe végétal aurait un lien direct avec les différences observées dans 

leur composition respective en métabolites secondaires [274]. La supériorité 

quantitative de l’huile essentielle des inflorescences en hexahydrofarnesyl acétone 

(teneur relative de 3,48% pour l’huile essentielle des inflorescences contre 0,63% 

pour celle des feuilles) pourrait, à titre d’exemple, être justifiée par la nature 

entomophile des ces organes reproducteurs [274 ; 305 ; 306]. En effet, les 

résultats publiés par Eltz et al. (2010) mettent en exergue l’activité attractive 

qu’exerce l’hexahydrofarnesyl acétone sur des espèces arthropodes pollinisatrices 

appartenant à la famille des apidés [307].  

Excepté la fraction terpénique du volatilome émise par les inflorescences de G. 

alypum L. [305], l’étude phytochimique de l’huile essentielle extraite de ces 

dernières n’aurait fait l’objet, à notre connaissance, d’aucun résultat 

précédemment publié, ni même celle de l’appareil reproducteur des autres 

membres du genre Globularia.  

S’agissant de l’analyse chromatographique des extraits étheriques des deux 

organes végétaux étudiés, celle-ci n’a globalement révélée que des molécules 

ayant subi une estérification de leur fonction carboxylique - exception faite pour 

l’α-tocophérol et le β-sitosterol, respectivement identifiés à l’analyse des extraits 

des feuilles et des inflorescences de la plante -. L’injection d’un échantillon 

comportant des molécules lourdes (non volatiles) non dérivatisées provoquerait 

une usure prématurée de la colonne capillaire chrommatograhique. A cet effet, 

suivant le protocole adopté, seul le surnageant a du être recueilli en vue de son 

analyse, réduisant sensiblement la possibilité de détection de l’ensemble des 

composés constitutifs de l’échantillon [251].  

Aucune référence bibliographique ne mentionne, à notre connaissance, l’existance 

de travaux antérieurs sur l’analyse de la composition de ces mêmes extraits.   
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IV. ETUDE DES ACTIVITES BIOLOGIQUES  

IV.1. Evaluation de l’activité anti-antioxydante 

IV.1.1. Résultats 

La capacité anti-radicalaire des 06 extraits bruts et celle des 02 huiles essentielles 

a été évaluée par l’application de la méthode spectrophotométrique de piégeage 

du radical libre 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH•).  

La figure 3.9 correspond à la courbe de calibration du DPPH en solution 

méthanolique. L’analyse des paramètres de cette courbe (pente hautement 

significative : p<0,0001 ; r2=0,999 ; r=0,999 ; l’ordonné à l’origine =0,0009) nous 

renseigne sur la linéarité et la proportionnalité des absorbances relevées en 

fonction de la gamme de concentrations du DPPH utilisée.  
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Figure 3.9 : Courbe de calibration du DPPH en solution méthanolique 

Les concentrations inhibitrices des échantillons réduisant la quantité de DPPH à 

50% (CI50) ont été déterminées graphiquement à partir des courbes d’inhibition 

présentées dans la figure 3.10.  
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Figure 3.10 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des 

concentrations des échantillons 
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Les valeurs obtenues à partir des graphiques sont regroupées dans le tableau 2.8 

et sont exprimées en µg/ml ainsi qu’en µg d’antioxydants (AO)/µg de DPPH dans 

une perspective de standardisation des résultats.  

Les indices exprimant le potentiel anti-radicalaire (IPAR) des échantillons 

correspondent à l’inverse des IC50 estimés (1/IC50) : [µg AO/µg DPPH] 
-1

.   

Tableau 2.8 : Résultats de l’activité anti-oxydante des extraits et huiles 

essentielles 

Echantillons 
CI50 (µg/ml) 

CI50 
(µg AO/µg DPPH) 

IPAR 

([µg AO/µg DPPH]-1) 

m [IC95] m [IC95] m [IC95] 

EA.1 
57,39  

[49,80 - 66,14] 
1,45  

[1,26 - 1,68] 
0,690 

[0,595 - 0,794] 

EA.2 
49,24  

[42,12 - 57,55] 
1,24  

[1,07 - 1,46] 
0,806 

[0,685 - 0,935] 

EM.1 
48,20  

[39,2 – 57,74] 
1,22  

[1,05 - 1,42] 
0,820 

[0,704 - 0,952] 

EM.2 
29,14  

[26,46 - 32,09] 
0,74 

 [0,67 - 0,81] 
1,350 

[1,235 - 1,492] 

EE.1 
247,8 

[201,2 - 305,1] 
6,28 

[5,10 - 7,74] 
0,159 

[0,129 - 0,196] 

EE.2 > 250 > 6,34 < 0,158 

HE.1 
560,4  

[483,1 - 649,9] 
14,21 

 [12,25 – 16,48] 
0,070 

[0,061 - 0,082] 

HE.2 
1613  

[1326 - 1961] 
40,90  

[33,63 – 49,73] 
0,024 

[0,020 - 0,030] 

Acide 
ascorbique 

3,31  
[3,16 - 3,48] 

0,084 
 [0,080 – 0,088] 

11,90 
[11,36 - 12,50] 

Quercitine 
2,91  

[2,72 - 3,11] 
0,074 

 [0,069 – 0,079] 
13,51 

[12,66 - 14,49] 

 

Dans l’ensemble, les IPAR ainsi déterminées varient significativement en fonction 

des échantillons végétaux testés ; passant de 0,024 à 1,350 [µg AO/µg DPPH]-1 

(différences hautement significatives : p<0,0001), respectivement de l’huile 

essentielle à l’extrait méthanolique des inflorescences. Les différences observées 

entre les résultats des extraits EA.1, EA.2 et EM.1 seraient, quant à eux, non 

significatives (p =0,35).    
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Par défaut de quantités nettement supérieures à 500 µg d’extrait par essai répété, 

la détermination de la CI50 de l’extrait EE2 n’a pu être concrétisée à l’issu de 

notre étude. Nos résultats indiqueraient néanmoins une CI50 supérieure à 250 

mg/ml de l’extrait en question (IPAR < 0,158 [µg AO/µg DPPH]
-1

). 

Par ordre décroissant de leur potentiel antioxydant respectif, les extraits et huiles 

essentielles testés sont ainsi classés :   

EM.2 > EM.1 ~ EA.2 ~ EA.1 > EE.1 > HE.1 > HE.2 

Les témoins positifs de l’essai ont révélé des résultats supérieurs à ceux obtenu 

avec le reste des échantillons (p<0,001). Le potentiel antioxydant de la quercitine 

et celui de l’acide ascorbique (vitamine C) seraient, respectivement, 10 et 09 fois 

supérieurs (p<0,001) à celui de l’extrait le plus actif de plante étudiée (EM.2).  

 Régression linéaire simple  

L’analyse statistique définissant la nature de la relation éventuellement établie 

entre l’activité anti-oxydante de nos extraits et leur teneur respective en 

polyphénols totaux a été réalisée sur la base des résultats relatifs aux extraits 

aqueux et méthanoliques des deux drogues végétales étudiées ainsi qu’à l’extrait 

étherique des feuilles.  

La figure 3.11 illustre l’ajustement du model linéaire aux données recueillies. Les 

paramètres inhérents à l’étude de la corrélation et à la régression linéaire simple 

sont, quant à eux, regroupés dans le tableau 2.9. 
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Figure 3.11 : Ajustement des données de l’activité anti-oxydante et des teneurs 

en composés phénoliques au model linéaire simple 

Tableau 2.9 : Paramètres de la corrélation et de la régression linéaire simple des 

données de l’activité anti-oxydante et des teneurs en composés phénoliques 

Paramètres m [IC95] 

Coefficient de corrélation (r) 
0,9564 

(p = 0,0109) 
[0,4740 – 0,9972] 

Coefficient de détermination (r 
2
)  0,9146 [0,2247 – 0,9944] 

Coefficient directeur de l’ajustement (la pente 
α) 

0,0062 [0,0027 – 0,0097] 

L’ordonné à l’origine en y (lorsque x =0,0) 0,0211 
[-0,4419 – 

0,4862] 

 

Dans le domaine des résultats analysés, l’interprétation du coefficient de 

corrélation suggère l’existence d’une dépendance linéaire significative entre les 

deux variables étudiées (p= 0,0109).  

Ainsi, le potentiel antioxydant d’un des extraits serait positivement corrélé 

(r=0,9564) à sa teneur en composés phénoliques et expliqué par cette dernière 

suivant l’équation de la régression présentée dans la figure 3.11 ([Potentiel 

antioxydant] = 0,0062 [Teneur en polyphénols] + 0,022). Le coefficient de 
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détermination étant égal à 0.9146, environ 91 % de la variation de l’activité anti-

radicalaire des extraits serait expliquée par cette équation. 

IV.1.2. Discussion  

Au regard de l’intérêt grandissant dans la recherche de nouvelles molécules anti-

oxydantes, de nombreuses méthodes consacrées à l’évaluation du potentiel anti-

radicalaire ont été développées. Parmi celles les plus utilisées, est fréquemment 

citée la méthode basée sur le piégeage du radical libre DPPH• (diphényl-

picrylhydrazyle), en raison des avantages qu’offre cette dernière en terme de 

simplicité, de rapidité, de sensibilité et de reproductibilité [255 ; 308 ; 309].  

Les divergences de procédures opératoires que connait cette méthode 

aboutissent généralement à l’obtention de résultats non comparables par défaut 

de standardisation. Les paramètres divergents concernent le plus souvent le choix 

du solvant de dissolution, le temps de réaction, la concentration initiale du radical 

libre DPPH• et le ratio extraits/ DPPH• (v/v) adopté [258]. 

Scherer et Godoy (2009) proposent une solution permettant un affranchissement 

de l’influence des deux derniers paramètres évoqués par la détermination des 

indices inhérent au potentiel anti-radicalaire des échantillons testés (IPAR) 

exprimés en [µg AO/µg DPPH] 
-1 

[258]. Un critère d’évaluation de ce potentiel anti-

radicalaire a également été présenté par ces mêmes auteurs : faible activité anti-

oxydante pour des extraits ayant un IPAR < 0,5 [µg AO/µg DPPH] 
-1

 ; activité 

modérée pour des extraits à IPAR inclus entre 0,5 et 1,0 [µg AO/µg DPPH] 
-1

 ; 

forte à très forte activité anti-oxydante respectivement pour des extraits révélant 

des IPAR inclus entre 1,0 et 2,0 [µg AO/µg DPPH] 
-1

 et ceux affichant des IPAR > 

2,0 [µg AO/µg DPPH] 
-1

.  

Dans notre travail expérimental, l’évaluation de l’activité anti-radicalaire des 06 

extraits bruts et des 02 huiles essentielles, propres aux feuilles et inflorescences 

de Globularia alypum L., a été concrétisée par l’application de la méthode de 

Brand-William (1995) telle que modifiée par Zhang (2009) [252 ; 253]. Les 

modifications apportées concèdent à la méthode une adaptabilité nécessaire à sa 
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réalisation en microplaques, nous permettant ainsi une optimisation du temps 

d’exécution et une réduction des quantités relatives au mélange réactionnel.  

Le mode opératoire en microplaques serait, à juste titre, jusqu’à 06 fois plus rapide 

et 33 fois moins consommateur en réactifs et en échantillons à tester que celui 

exécuté à l’aide de cellules spectrophotométriques conventionnelles [310]. De 

plus, les paramètres de validation de la méthode menée en microplaques, en 

termes de sensibilité, de répétabilité et de reproductibilité, seraient similaires à 

ceux obtenus avec la procédure classique  [311 ; 312]. 

En référence au critère d’évaluation établi par Scherer et Godoy (2009) [258], nos 

résultats suggèrent la présence d’une activité à fort potentiel anti-radicalaire 

exercée par l’extrait méthanolique des inflorescences (1,350 [µg AO/µg DPPH]
-1

), 

suivie, selon un ordre de potentiel décroissant, par les activités modérées 

analogues des trois extraits méthanolique des feuilles, aqueux des inflorescences 

et celui des feuilles (0,69-0,82 [µg AO/µg DPPH] 
-1

) ; par la faible activité anti-

radicalaire des extraits étheriques des feuilles et des inflorescences (0,159 [µg 

AO/µg DPPH]
-1 

et IPAR inferieur à 0,158 [µg AO/µg DPPH]
-1

, respectivement) et 

enfin par celle de leur huile essentielle correspondante (0,070 et 0,024 [µg AO/µg 

DPPH]
-1

, respectivement). 

De manière similaire, Amessis-Ouchemoukh et al. (2014) ont constaté une 

supériorité du potentiel anti-radicalaire relatif à l’extrait méthanolique des 

inflorescences (CI50= 4 µg/ml, soit un IPAR= 5,77 [µg AO/µg DPPH]-1) par 

comparaison à celui des feuilles (CI50=31 µg/ml, soit IPAR= 0,77 [µg AO/µg 

DPPH]-1) [69]. Par ailleurs, l’IPAR de ce dernier (extrait méthanolique des feuilles), 

déduit à partir des résultats de ces mêmes auteurs, serait comparable à celui 

présenté dans notre étude (p= 0,5), Quant aux extraits méthanoliques des 

inflorescences, une différence de potentiel anti-radicalaire (p=0,001) a été 

observée à la comparaison de nos résultats avec ceux obtenus par Amessis-

Ouchemoukh et al. (2014) [69]. 

L’activité anti-oxydante révélée par notre extrait méthanolique des feuilles serait, à 

priori, non concordante avec les résultats publiés par Khlifi et al. (2011) 

(IC50=27,5 µg/ml, soit IPAR= 1,43 [µg AO/µg DPPH]-1) [81]. Il en est, en 
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revanche, le contraire s’agissant de l’extrait étherique des feuilles dont l’IPAR 

déduit (IC50=285,22 µg/ml, soit IPAR= 0,138 [µg AO/µg DPPH]-1) serait semblable 

au notre (p=0,1).   

Nos résultats et ceux de Rached et al. (2010) [77] convergent vers la conclusion 

d’absence de différence significative (p >0,05) entre l’activité anti-radicalaire des 

deux extraits aqueux des feuilles (IC50=24,43 µg/ml) et des inflorescences 

(IC50=25,50 µg/ml) avec des IPAR respectivement proches (IPAR= 0,94 [µg 

AO/µg DPPH]-1) et similaires aux notres (IPAR= 0,90 [µg AO/µg DPPH]-1 ; p= 0,1). 

L’efficacité de piégage du DPPH a églement été observée par Touaibia et 

Chaouch (2016) lors des travaux menés sur l’extrait éthanolique des feuilles : 

l’CI50 de cet extrait serait inferieure à celle de la quercitine [11].  

L’étude de la capacité anti-radicalaire des deux huiles essentielles relatives aux 

feuilles et aux inflorescences de la plante, ainsi que celle de l’extrait étherique de 

ces dernières, n’ont été retrouvées dans aucune publication antérieure.  

Tout en n’omettant pas la possibilité de survenu d’éventuelles erreurs de 

manipulation, l’observation d’une fluctuation significative des résultats pour la 

même nature d’extrait serait en partie expliquée par l’influence des mêmes 

facteurs modulant le métabolisme des composés phénoliques au sein des tissus 

végétaux [313 ; 314 ; 315 ; 316]. 

A cet égard, l’étude de la corrélation suivie par l’ajustement au modele linéaire 

simple des données relatives à l’activité anti-oxydante des extraits et à celles de 

leur teneur en polyphénols totaux (r=0,9564 ; r2=0.9146 ; α=0,0062), nous 

permettent de suggérer que le potentiel anti-radicalaire de nos extraits serait 

fortement lié à leur quantité respective en composés phénoliques. 

Plusieurs résultats précédemment mis au jour sur l’activité anti-oxydante 

remarquable de nombreux extraits végétaux ont été positivement corrélés à la 

prédominance des polyphénols totaux dans la composition de ces derniers [317 ; 

318 ; 319 ; 320]. Sont compris parmi ces résultats, ceux de Crkvenčić et al. (2013) 

dont les travaux se sont intéressés aux extraits de trois espèces appartenant au 

genre Globularia : G. punctata, G. meridionalis et G. cordifolia [321]. 
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IV.2. EVALUATION DE L’ACTIVITE ANTI-LEISHMANIENNE 

IV.2. 1. Résultats 

 Croissance parasitaire en milieu RPMI 

Les courbes des cinétiques de croissance des formes promastigotes en milieu 

RPMI complet sont représentées dans la figure 3.12. L’ensemble des courbes 

décrivent une phase à multiplication parasitaire exponentielle suivie d’un plateau 

correspondant à la phase stationnaire de croissance.   

Des différences sont néanmoins observables entre les cinétiques de croissance 

des cinq isolats parasitaires ; tant au niveau des taux de croissance spécifique 

maximaux (p<0,0001) qu’au niveau des concentrations à confluence maximale 

des cultures (p<0,0001) (tableau 2.10). 

Tableau 2.10 : Paramètres de la cinétique de culture des cinq isolats parasitaires 

en milieu RPMI complet 

Isolats parasitaires 
µmax (h

-1) 
Concentrations maximales 

(106 parasites/ml) 

m [IC] m [IC] 

L. major (LIPA 100) 0,027 [0,011-0,043] 5,6 [5-6,2] 

L. major (LIPA 32/06) 0,040 [0,008-0,072] 4,3 [3,7-4,9] 

L. killicki  0,075 [0,072-0,078] 7,6 [7-8,2] 

L. infantum  0,118 [0,102-0,134] 20,7 [19,8-21,6] 

L. donovani  0,108 [0,102-0,114] 16,1 [15,5-16,7] 

µmax : taux de croissance spécifique maximal ; m : moyenne déterminée à partir de 

quatre répétitions de mesure ; IC : intervalle de confiance à 95%. 

 

L’allure des courbes de croissance est semblable pour les souches Leishmania 

killicki (LIPA 281), L. infantum (LEM 5285) et L. donovani (LDD8), et ce, dans le 

fait de l’absence d’une phase de latence notable et l’entame d’une phase de 

croissance stationnaire après 48 à 72 heures de culture.  

Les deux isolats L. major, LIPA 100 et LIPA 32/06, possèdent, quant à eux, une 

courbe de croissance caractérisée par une cinétique relativement plus lente que 
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les souches viscèrotropes (p< 0,0001), avec des taux de croissance spécifiques 

maximaux respectifs de 0,027 (±0,016) h-1 et 0,04 (±0,032) h-1, ainsi que par la 

présence d’une phase de latence à moins de 24 heures de la culture. Après 48 

heures d’incubation, la culture des deux isolats parasitaires se trouve en pleine 

phase de croissance exponentielle. 

Le suivi de la cinétique de croissance des cinq isolats parasitaires nous a ainsi 

permis d’estimer au mieux la période correspondante à la phase de croissance 

exponentielle propre à chaque souche.  

Les tests d’inhibition de la croissance des leishmanies ont, par conséquence, été 

conduits sur les isolats LIPA 281, LEM 5285 et LDD8 récoltés après 24 heures de 

culture, tandis que les deux isolats LIPA 100 et LIPA 32/06 ont été pris après 48 h 

d’incubation. 
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Figure 3.12 : Courbes des cinétiques de croissance des isolats parasitaires en 

milieux RPMI complet 
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 Criblage préliminaire 

Le criblage préliminaire de l’évaluation de l’activité antileishmanienne a été réalisé 

in-vitro en testant l’effet, sur la croissance des promastigotes, des 06 extraits 

méthanoliques, aqueux et étheriques ainsi que les deux huiles essentielles 

inhérentes aux deux organes végétaux étudiés (feuilles et inflorescences de 

Globularia alypum L.). Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition de 

la croissance parasitaire par comparaison avec le témoin négatif. Ces derniers 

sont illustrés par un histogramme dans la figure 3.13 (les résultats sont recueillis 

dans le tableau de l’annexe H). Les valeurs obtenues sont, par série de données, 

statistiquement homogènes (coefficient de variation <15%). 

L’observation de ces résultats nous a permis de distinguer, en particulier, deux 

extraits révélant une activité leishmanicide remarquable à 250 µg/ml. Il s’agit en 

l’occurrence des deux extraits bruts étheriques des feuilles (EE.1) et celui des 

inflorescences (EE.2) avec des pourcentages d’inhibition de la croissance 

parasitaire atteignant les 100% d’inhibition et traduisant une altération totale de 

l’intégrité cellulaire pour l’ensemble des souches ayant fait l’objet des tests. La 

figure 3.13 illustre une diminution de la concentration parasitaire (L. donovani-

LDD8) remarquable après 18 heures d’incubation des parasites dans du RPMI 

contenant 250 µg/ml d’extrait étherique de feullies. 

 

Figure 3.13 : Champs d’observation microscopiques de L. donovani après 18 

heures de culture en absence et en présence de l’extrait EE.1 (Gx40).  

(A : rosette de promastigotes ; B : débrits cellulaires) 

 

A 

B 
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Des résultats identiques ont été obtenus avec le témoin positif (amphotéricine B) 

testé à la concentration finale leishmanicide de 2 µg/ml.  

Les extraits méthanoliques et aqueux des feuilles et ceux des inflorescences 

(EM.1, EA.1, EM.2 et EA.2) ainsi que les huiles essentielles (HE.1 et HE.2) ont 

respectivement affecté variablement la croissance des souches parasitaires 

(figure 3.14). L’exemple le plus éloquent exprimant cette variabilité de réponse est 

celui de l’essai inhérent à l’huile essentielle extraite des inflorescences (HE.2) dont 

l’activité est à l’origine de l’inhibition de la croissance de l’isolat  L. major (LIPA 

100) à 80,4 ±0,7 % par comparaison au témoin négatif, tandis qu’aucun effet 

d’inhibition, à la même concentration de l’huile essentielle (250 µg/ml), n’a été 

constaté à l’issu des tests menés sur L. killicki, L. infantum et L. donovani (les 

différences entre les valeurs des témoins négatifs et ceux de l’huile essentielle 

sont toutes non significatives ; p>0,05). 

Concernant le contrôle de l’activité du solvant utilisé pour la dissolution des 

extraits (blanc du test), les résultats suggèrent que l’addition du diméthyl sulfoxyde 

(DMSO) seul au milieu de culture, en quantité équivalente à 0,3 % (v/v), n’a eu 

aucun effet significatif (p> 0,05) sur la croissance des promastigotes cultivés dans 

les mêmes conditions de culture que ceux de l’ensemble des tests réalisés.  

Les résultats des tests ayant été biaisés, par la présence de contaminants 

microbiologiques ou par l’occurrence de très faibles taux de croissance 

parasitaires des témoins négatifs, n’ont pas été pris en considération dans la 

présentation et l’exploitation du produit de ce travail expérimental. 
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 Figure 3.14 : Représentation graphique des résultats du criblage préliminaire des extraits en fonction de l’inhibition de la 

croissance parasitaire. (*) : résultat significativement différent de la valeur nulle, (**) : différence très significative, (***) : différence 

hautement significative
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 Détermination des CI50 

L’analyse quantitative de l’activité leishmanicide par la détermination des CI50 n’a 

été engagée que pour les extraits végétaux ayant révélé des résultats 

préliminaires remarquables à 250 µg/ml ; à savoir, les deux extraits bruts 

étheriques EE.1 et EE.2.       

Les CI50, présentées dans le tableau 2.11, ont été déterminées graphiquement à 

partir de courbes d’inhibition de la croissance parasitaire en fonction des 

concentrations de l’extrait testé : 12,5 à 200 µg/ml (figure 3.15). Le modele 

mathématique utilisé pour le traçage des courbes d’inhibition est statistiquement 

satisfaisant pour l’ensemble des tests effectués (R2 > 0,97). 
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Courbe d'inhibition de la LIPA 100 par EE2
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Courbe d'inhibition de la LIPA 32 06 par EE1
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Courbe d'inhibition de la LIPA 281 par EE1
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Figure 3.15 : Pourcentages d’inhibition parasitaire en fonction des concentrations 

des extraits 
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Courbe d'inhibition de la LEM 5285 par EE1
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Courbe d'inhibition de la LEM 5285 par EE2
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Courbe d'inhibition de la LDD 8 par EE1
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Figure 3.15 (suite) : Pourcentages d’inhibition parasitaire en fonction des 

concentrations des extraits 

Tableau 2.11 : Concentrations inhibitrices à 50% de la croissance parasitaire 

relatives aux extraits EE1 et EE2 

Isolats parasitaires 

CI50 (µg/ml) 

extrait « EE.1 » extrait « EE.2 » AmB 

m [IC95] m [IC95] m [IC95] 

L. major (LIPA 100) 95,4 [85,1 – 107,0] 28,1 [26,2 – 30,1] 0,29 [0,28-0,31] 

L. major (LIPA 32/06) 99,6 [97,2 – 102,1] 46,1 [41 – 51,8] 0,9 [0,77-1,3] 

L. killicki (LIPA 281) 101,8 [98,6 – 105,1] 55,9 [50,2 – 62,3] 0,46 [0,32-0,67] 

L. infantum (LEM 

5285) 
113 [77,8 – 165,4] 45,9 [40,8 – 51,6] 0,56 [0,48-0,65] 

L. donovani (LDD 8) 89,7 [81,9 – 98,3] 24,8 [24,1 – 25,5] 0,23 [0,18-0,28] 

m : moyenne déterminée à partir de quatre répétitions de mesure ; 

IC95 : intervalle de confiance à 95%. 
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Le degré d’inhibition de la croissance parasitaire étant inversement proportionnel à 

la CI50, l’analyse des résultats conduit à la conclusion d’une activité leishmanicide 

supérieure de l’extrait EE2 par comparaison à celle de l’extrait EE1. En effet, les 

différences entre les CI50 des deux extraits, comparées deux à deux pour chaque 

isolat parasitaire, sont toutes hautement significatives (p<0,001).   

Contrairement à l’extrait EE2, l’activité inhibitrice de l’extrait EE1 ne présente pas 

une variabilité de réponse significative en fonction des cinq isolats parasitaires 

(p=0,058) et possède, de ce fait, une CI50 globale égale en moyenne à 99,9 ±5 

µg/ml (± ESM : erreur standard de la moyenne). 

Les résultats obtenus, quant à l’évaluation de l’extrait EE2, varient 

significativement selon les isolats parasitaires (p<0,0001) ; allant d’une CI50 de 

55,9 µg/ml, s’agissant du test mené sur la culture de L. killicki (LIPA 281), à une 

CI50 de 24,8 µg/ml pour ce qui est de l’inhibition de la croissance de la souche L. 

donovani (LDD 8). Cette dernière serait par voie de conséquence la plus sensible 

à l’activité leishmanicide induite par l’extrait EE2.   

Le classement des isolats parasitaires du plus au moins sensible à l’activité de 

l’extrait EE2 abouti à l’agencement suivant : 

 L. donovani-LDD8 > L. major-LIPA100 > L. infantum-LEM5285 ~ L. major-

LIPA32/06 (p=0,9 : différence non significative)  >  L. killicki-LIPA281. 

La comparaison des CI50 traduisant l’activité inhibitrice des deux extraits bruts 

EE1 et EE2 avec ceux du témoin positif (amphotéricine B) dénote d’un effet 

leishmanicide plus important de ce dernier sur l’ensemble des souches ayant fait 

l’objet des différents tests.  

 Cytotoxicité  

L’évaluation de la cytotoxicité a été menée sur des macrophages issus de la 

différentiation in-vitro des monocytes appartenant à la lignée cellulaire humaine 

THP1. Les extraits étheriques respectifs des feuilles et des inflorescences, EE.1 et 

EE.2, ont été testés à partir d’une gamme de concentration allant de 25 µg/ml à 

250 µg/ml. 
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A l’analyse des résultats représentés dans la figure 3.16, aucune activité 

cytotoxique significative, imputable aux plus hautes concentrations testées des 

deux extraits EE.1 et EE.2, n’a été observée sur la croissance des macrophages à 

l’issu des 72 heures d’incubation.  
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Figure 3.16 : Histogramme des résultats de l’activité cytotoxique des extraits 

étheriques 

La comparaison des résultats du dénombrement de cellules viables inhérents aux 

témoins négatifs avec ceux des extraits testés à la concentration finale de 250 

µg/ml abouti à la conclusion d’absence de différences significatives. La variabilité 

des pourcentages de viabilité serait donc le résultat de l’échantillonnage aléatoire 

pour les valeurs de 84±08 % (p= 0,19) et 109±11 % (p= 0,58) obtenues 

respectivement avec les concentrations maximales testées de EE.1 et de EE.2. 

Les concentrations minimales actives des deux extraits seraient par conséquent 

supérieures à 250 µg/ml. Le blanc du test (DMSO à 0,3%) n’a également pas 

révélé un résultat significatif de cytotoxicité ; le pourcentage de viabilité étant de 

102±07  % (p= 0,86). 
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Dans les limites de la gamme de concentrations utilisée, l’examen microscopique 

de l’aspect général des cultures (détachement, vacuolisation, réduction du volume 

et lyse cellulaires) incubées en absence et en présence des deux extraits testés, 

nous suggère l’absence de l’éventuelle induction de modifications morphologiques 

et/ou structurales majeures des cellules potentiellement décelables au microscope 

photonique inversé (Gx20 ph). La figure 3.17 regroupe des prises 

photographiques des champs d’observation microscopiques des cultures illustrant 

ce constat (observations effectuées après 72 heures d’incubation).   

Figure 3.17 : Champs d’observation microscopiques des cultures de THP1 

(transformées) incubées à différentes concentrations des extraits étheriques 

(Gx20Ph) 

En dépit de l’utilisation du solvant diméthyl sulfoxyde (DMSO), la nature 

hydrophobe des extraits étheriques a constitué un facteur limitant la solubilisation 

de ces derniers dans le milieu de culture. Ce qui nous a contraints à écarter la 

possibilité de recourir à des concentrations bien plus supérieures à 250 µg/ml en 

extrait, en vue de la détermination de la CI50 d’une éventuelle activité cytotoxique, 



126 
 

tout en utilisant des proportions raisonnables en DMSO inferieures à 0,5 % (v/v) 

[259 ; 322 ; 323 ; 324].  

Au vue des résultats obtenus, l’indice de sélectivité (IS) (égal au rapport : CI50 de 

l’activité leishmanicide / CI50 de l’activité cytotoxique sur les macrophages) serait, 

tel que présenté dans le tableau 2.12, en moyenne supérieur à 2,5 pour l’extrait 

EE.1 et variable en fonction des souches pour l’extrait EE.2 ; incluant, au 

minimum, des  valeurs supérieures à 4,5 et atteignant au meilleur résultat (cas du 

test menée sur L. donovani - LDD8) des valeurs supérieures à 10,1. Les indices 

de sélectivité, ainsi estimés, nous renseigne, de ce fait, sur la nature sélective de 

la toxicité induite par l’activité des deux extraits étheriques envers les leishmanies.    

Tableau 2.12 : Indices de sélectivité inhérents à l’activité antileishmanienne des 

extraits étheriques 

Extraits 

CI50 de l’activité 

cytotoxique 

(µg/ml) 

Indice de sélectivité (IS) 

L
. 
m

a
jo

r 

(L
IP

A
 1

0
0

) 

L
. 
m

a
jo

r 

(L
IP

A
3

2
/0

6
) 

L
. 
k

il
li
c

k
i 

(L
IP

A
 2

8
1

) 

L
. 
in

fa
n

tu
m

 

(L
E

M
 5

2
8

5
) 

L
. 
d

o
n

o
v

a
n

i 

(L
D

D
 8

) 

Extrait « EE.1 »  > 250 > 2,6 > 2,5 > 2,5 > 2,2 > 2,8 

Extrait « EE.2 » > 250 > 8,9 > 5,4 > 4,5 > 5,4 > 10,1 

 

IV.2.2. Discussion  

Les leishmanioses font partie du groupe des dix-sept pathologies qualifiées par 

l’Organisation Mondiale de la Santé de « maladies tropicales négligées », et ce, 

notamment du fait du manque d’investissement engagé par l’industrie 

pharmaceutique dans la recherche et le développement de nouvelles molécules à 

visée thérapeutique, pouvant éventuellement palier à la recrudescence des cas de 

résistance clinique aux traitements conventionnels [6 ; 143].  
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Le métabolisme secondaire des végétaux offre, en cela, un éventail des plus 

riches en molécules bioactives [6 ; 325 ; 326]. Pas moins de 122 composés à 

emploi pharmaceutique actuel en sont issus, dont environ 80 % possèdent une 

activité biologique positivement corrélée avec l’usage ethnobotanique attribué aux 

espèces végétales desquelles ils ont été isolés [7 ; 327].  

Dans un même contexte, un usage traditionnel antileishmanien accordé à la 

plante médicinale Globularia alypum L. a été mis au jour par l’étude 

ethnomédicinale réalisée par Boudjelal et al. (2013) [60]. A partir de ces données, 

le potentiel antileishmanien de 06 extraits bruts (aqueux, méthanoliques et 

étheriques) et de deux huiles essentielles respectifs des feuilles et des 

inflorescences de la même espèce a été évalué à travers l’analyse des résultats 

de notre étude. Un nombre total de 05 isolats parasitaires du genre Leishmania 

ont fait l’objet des tests ; trois d’entre eux appartiennent aux souches dermotropes 

(L. major /MON-25 et L. killicki /MON-301) et deux autres viscerotropes (L. 

infantum /MON-281 et L. donovani /MON-2). 

Différents modèles expérimentaux, dédiés à l’évaluation de l’activité leishmanicide 

des composés, sont décrits dans la littérature ; incluant des tests in-vivo et 

d’autres in-vitro sur des promastigotes axeniques, des amastiotes libres axéniques 

ou sur des amastigotes intramacrophagiques [328].  

Le modèle in-vitro impliquant l’emploi direct de promastigotes en culture axénique 

offre l’avantage d’une exécution relativement simple et rapide des manipulations 

comparé aux autres modèles cités, avec une utilisation quantitativement minime 

du composé à tester  [328 ; 329]. La principale limite de ce modèle réside dans 

l’existence de différences significatives, entre les deux formes promastigote 

extracellulaire et amastigote (forme cliniquement pertinente), dans le degré de 

susceptibilité à l’activité de nombreux composés antileishmaniens [330 ; 331 ; 

332] ; les amastigotes axéniques en sont généralement plus sensibles [333]. Une 

seconde limite du modèle correspond au fait que le test mené sur des formes 

extracellulaires du parasite serait insensible à l’activité antileishmanienne 

engendrée par un éventuel effet immunomodulateur des composés ou résultant 

d’une transformation chimique des molécules à l’intérieur des macrophages, à 

l’exemple de composés antimoniés pentavalents [334 ; 335 ; 336]. 
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Les deux formes parasitaires, promastigote et amastigote, partagent en commun 

plusieurs caractères biochimiques et métaboliques. Ce qui permet néanmoins, 

dans les limites des tests menés sur des promastigotes, une identification de 

principes actifs à potentiel antileishmanien [334]. Pour cette raison et au vue des 

avantages évoqués précédemment, le modèle expérimental appliqué sur des 

promastigotes trouve tout sont intérêt dans une première intention de criblage 

bioguidé de molécules ou complexes de molécules à activité antileishmanienne 

[212 ; 330 ; 335]. Notre choix a, par conséquent, été porté sur l’utilisation de 

promastigotes pour une première évaluation de l’activité antileishmanienne des 

feuilles et des inflorescences de la plante étudiée. 

En prélude aux tests réalisés, la cinétique de croissance des leishmanies a été 

analysée dans le but principal de déterminer les jours de récolte des 

promastigotes correspondant à la phase exponentielle de croissance. 

Majoritairement retrouvés en cette phase lors d’une culture asynchrone, les 

promastigotes de stade procyclique (sensu lato) sont les seuls responsables de la 

multiplication active des formes extracellulaires  [337 ; 338 ; 339 ; 340]. Suivant 

cette analyse, la récolte de ces derniers a donc été réalisée au commencement du 

2ème et 3ème jour de croissance, en fonction du profil cinétique propre à chaque 

souche ainsi que des conditions de culture opérées (inoculum primaire, milieu de 

culture, température, volumes et atmosphère de culture) et non pas aux jours 

standards généralement admis, c’est-à-dire les 3-4 jours de culture [341]. Les 

vitesses de croissance spécifiques obtenues pour les deux souches viscérotropes, 

L. infantum (LEM 5285) et L. donovani (LDD8), sont significativement plus 

importantes que celle relatives aux deux isolats dermotropes L. major LIPA100 et 

LIPA 32/06. Ce résultat correspond à celui précédemment décrit par Hide et al. 

(2004) [341]. 

L’approche méthodologique adoptée dans notre travail nous a permis d’identifier, 

à l’issue du criblage préliminaire, deux extraits ayant révélés les plus forts 

potentiels leishmanicides parmi les extraits et huiles essentielles testés. Il s’agit 

des deux extraits étheriques EE.1 et EE.2, respectifs des feuilles et des 

inflorescences de Globularia alypum L. Ce criblage a été suivi par la détermination 

des CI50 relatives à l’activité leishmanicide des deux extraits en question ainsi que 
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par l’estimation de leur indice de sélectivité par l’évaluation complémentaire de 

leur cytotoxicité envers les macrophages.  

Considérant les CI50 obtenues pour l’ensemble des souches testés, l’activité 

leishmanicide de l’extrait EE.2 serait plus importante que celle induite par EE.1 

(p<0,0001). Ce dernier a révélé en moyenne des CI50 de 99,9 ±5 µg/ml (± ESM) 

tandis que l’extrait EE.2 a été à l’origine des CI50 variant, en fonction des isolats 

parasitaires, de 24,8 [24,1 – 25,5] µg/ml (sur L. donovani) à 55,9 [50,2 – 62,3] 

µg/ml  (sur L. killicki) ; soit environ 2 à 4 fois plus actif que l’extrait EE.1. 

D’après le critère d’évaluation établi par Cos et al. (2006) [342], l’activité 

leishmanicide d’un extrait (complexe de molécules) est considérée comme 

probante à partir d’une CI50 inferieure à 100 µg/ml. L’évaluation de l’efficacité 

antileishmanienne ne peut, néanmoins, être satisfaisante qu’après estimation des 

indices de sélectivité (IS), représentant le ratio des deux activités leishmanicide et 

cytotoxique d’un extrait donné. Cette efficacité antileishmanienne est 

généralement qualifiée d’intéressante pour des extraits ayant une activité 

leishmanicide 10 fois plus importante que celle relative à la cytotoxicité envers les 

macrophages, ou meilleure encore ; ce qui correspond à un IS calculé supérieur 

ou égal à 10 [260 ; 343 ; 344 ; 345].  

A la concentration maximale testée (250 µg/ml) aucun des deux extraits bruts 

EE.1 et EE.2 n’a exercé une cytotoxicité significative vis-à-vis des macrophages.  

Bien que les CI50 de cytotoxicité n’aient pu être déterminées quantitativement 

avec exactitude (Ci50 >250 µg/ml), l’estimation des IS nous suggère que l’activité 

toxique serait sélective envers les leishmanies. Cette interprétation est d’autant 

plus pertinente pour l’extrait EE.2 du fait que ses IS seraient au moins supérieurs 

à 4,5 concernant la souche L. killicki (LIPA 281) et à 10,1 pour la souche L. 

donovani (LDD 8).  

Nous déduisons à partir de ces résultats la présence de composés à activité 

sélective antileishmanienne potentiellement intéressante au niveau de l’extrait 

étherique des inflorescences de Globularia alypum L. (EE.2) et dans une moindre 

mesure au niveau de l’extrait étherique des feuilles de la même espèce (EE.1).   
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La différence du potentiel leishmanicide observée entre les deux extraits bruts 

serait probablement due à la distribution inégale des métabolites secondaires au 

niveau des organes de la plante. 

Quant à la variabilité de réponses d’inhibition des parasites à l’activité de EE.2 

ainsi qu’à celle des extraits bruts aqueux, métahnoliques et des huiles 

essentielles, celle-ci serait manifestement le résultat de la sensibilité différentielle 

des souches vis-à-vis des molécules bioactives. De la même manière qu’elles le 

sont à l’égard de la majorité des molécules antileishmaniennes compte tenu des 

différences inter et intraspécifiques d’ordre biochimique, génétique et 

physiologique [212 ; 346 ; 347 ; 348].  

De nombreuses études consacrées à l’évaluation de l’activité antileishmanienne 

d’extraits ou de molécules isolées de diverses ressources biologiques ont été 

publiées [349 ; 350]. A notre connaissance, aucune d’entre elles n’ont porté sur le 

potentiel leishmanicide des espèces appartenant au genre Globularia. Le même 

constat a été vérifié en ce qui concerne l’activité cytotoxique des extraits 

étheriques bruts des feuilles ou des inflorescences de Globularia alypum L. 

Des résultats pertinents, quant à l’activité antimicrobienne des feuilles et de la 

partie aérienne de la globulaire, ont précédemment été obtenus. Ces derniers ont 

concerné l’activité antibactérienne et antifongique des extraits de la plante [76 ; 

88] ; notamment, celui de l’extrait étherique des feuilles dont l’activité bactéricide à 

l’encontre de Mycobacterium tuberculosis (CI50 =77 mg/ml) a été démontrée in-

vitro par Khlifi et al. (2011) [81; 351]. 

Notre étude menée sur l’activité antileishmanienne de Globularia alypum L. 

s’ajoute à celles des espèces, antérieurement étudiées, appartenant à la large 

famille des Plantaginaceae. Six de ces espèces ont révélé des résultats 

pertinents. Il s’agit de Plantago major (activité immunomodulatrice) ; Plantago 

palmata (activité immunomodulatrice) [352 ; 353] ; Conobea scoparioides, active 

sur les promastigotes de L. braziliensis, de L. infantum et de L. amazonensis (à 

100 µg/ml) ainsi que sur les amastigotes intracellulaires de L. panamensis (IS = 

48,8) [260] ; Scoparia dulcis, active sur les amastigotes axéniques de L. 

donovani (IS = 5,9) [354] ; Otacanthus azureus, active sur les amastigotes 

axéniques de L. amazonensis (IS = 51) [355] et Bacopa monniera dont la 
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saponine triterpenoide « Bacopasaponine C », responsable de l’activité 

leishmanicide sur L. donovani, a été isolée (provoque la réduction in-vivo de 91% 

de la charge parasitaire lorsque administrée sous forme de microsphères) [349 ; 

356 ; 357]. 

V. DISCUSSION GENERALE 

Les études menées sur les métabolites secondaires des végétaux ont atteint, 

depuis ces 50 dernières années, de larges proportions parmi les travaux publiés. 

Ces molécules connues pour avoir un rôle majeur dans l’adaptation des plantes à 

leur environnement, représente également une importante source de composés 

bioactifs alimentant la recherche pharmaceutique, notamment [358 ; 359].     

Dans notre travail expérimental, nous nous sommes intéressés à l’étude des 

éventuelles activités anti-leishmanienne et anti-oxydante des 06 extraits bruts et 

des 02 huiles essentielles, obtenus à partir des feuilles et inflorescences de la 

plante médicinale méditerranéenne Globularia alypum L.  

Dans l’ensemble, la variabilité des résultats observée en fonction des solvants 

d’extraction utilisés illustre bien l’intérêt de notre démarche expérimentale dans 

l’extraction différentielle des métabolites secondaires par le recours à des solvants 

de nature physicochimique distincte (polarité, densité, point de fusion). 

Les extraits étheriques des deux organes végétaux ont ainsi révélé les résultats 

les plus probants parmi les extraits et huiles essentielles testés pour leur activité 

leishmanicide, avec respectivement, des CI50 variant en fonction des cinq 

souches utilisées (Leishmania major-LIPA 100, L. major-LIPA32/06, L. killicki-

LIPA281, L. infantum-LEM5285 et L. donovani-LDD8) de 55,9 à 24,8 µg/ml pour 

l’extrait des inflorescences et de 89,7 à 113 µg/ml concernant l’extrait des feuilles. 

La cytotoxicité de ces deux extraits a, par ailleurs, été évaluée en vue de la 

détermination de leurs indices de sélectivités respectifs. Le meilleur résultat 

obtenu étant celui de l’activité de l’extrait étherique des inflorescences avec un 

indice de sélectivité dépassant la valeur seuil de 10 sur la souche viscérale L. 

donovani-LDD8. 
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A l’inverse de nombreuses autres matières végétales, aucune étude antérieure n’a 

porté, à notre connaissance, un intérêt sur l’évaluation du potentiel anti-

leishmanien des extraits propres aux Globularia spp.    

Plusieurs composés phytochimiques, à effet leishmanicide variable, ont 

precedemment été identifiés chez respectivement plus d’une centaine d’espèces 

végétales. Ces composés, de structure chimique très diversifiée, sont notamment 

rattachés aux quinones, lignanes, alcaloides, chalcones, terpénes, iridoides, 

lipides, lactones, coumarines et aux flavonoides [143 ; 360 ; 361 ; 362]. 

Les résultats des tests qualitatifs, préliminairement réalisés durant notre étude 

phytochimique, nous ont permis de suggérer l’éventuelle présence de composés 

réducteurs et de flavonoides dans la composition des deux extraits étheriques de 

G. alypum L. Le dosage quantitatif des polyphénols totaux de ces derniers, 

laisserait, à priori, supposer que leur activité leishmanicide ne serait pas en 

relation avec une éventuelle forte teneur en ces métabolites (12,37±0,78 mg 

EAG/g d’extrait de feuilles et 5,85±0,22 mg EAG/g d’extrait d’inflorescences).  

L’analyse approfondie de ces mêmes extraits par l’application CG-SM, nous a 

permis d’identifier parmi les composés détectés la présence majoritaire d’acides 

gras estérifiés pour les deux organes végétaux étudiés ainsi que l’α-tocophérol 

dans l’extrait étherique des feuilles (EE.1) et le β-sitosterol dans celui des 

inflorescences (EE.2).  

Des travaux menés sur des modeles in vivo et/ou in vitro, ont precedemment 

attribué à des acides gras insaturés une activité anti-protozoaire non négligeable 

[363 ; 364 ; 365 ; 366 ; 367]. Les acides gras linolénique et oléique (qui seraient 

respectivement présents dans l’extrait EE.1 et EE.2) ainsi que l’acide linoléique 

(rentrant dans la composition des deux extraits étheriques) exerceraient, à titre 

d’exemple, un effet inhibiteur sur la croissance de Plasmodium falciparum (4 µg/ml 

≤ CI50 ≤ 92 µg/ml) [365 ; 366]. Kumaratilake et al (1992) ont, par ailleurs, observé 

que l’activité antimalariale des acides gras augmentait en fonction du degré 

d’insatuation de ces molécules. Ces mêmes auteurs suggèrent que les acides 

gras polyinsaturés seraient impliqués dans l’accroissement de la susceptibilité des 

parasites au stress oxydatif (par l’oxydation du gluthation) et/ou dans l’altération 

de des fonctions membranaires  de ces derniers [367].  
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Tasdemir et al. (2007) rapportent une activité inhibitrice de l’acide palmitique 

(retrouvé dans l’extrait EE.1 et EE.2) et hexadecynoique envers la croissance des 

amastigotes axéniques de Leishmania donovani (CI50= 4,1–14,5 µg/ml) [368] ; 

l’inhibition enzymatique de la voie de biosynthèse des acides gras pourrait être à 

l’origine de cette activité (Tasdemir 2010). L’acide 2-octadecynoique aurait, quant 

à lui, un effet leishmanicide sur les amastigotes de L. donovani (CI50= 11,0 µM) 

par inhibition de l’ADN topoisomérase IB (CI50= 5,17 µM) [369]. 

Le β-sitosterol possèderait de même, selon Kirmizibekmez et al. (2011) [370], une 

activité anti-parasitaire (CI50= 35.4 µg/ml) vis-à-vis de Trypanosoma cruzy ; 

espèce apparentée à la même famille taxonomique que celle des Leishmania spp. 

(Trypanosomatidae). Les résultats de Nweze et al. (2011) ont également conduit à 

la conclusion d’un effet anti-trypanosomal de cette molécule, observé sur l’espèce 

T. brucei avec une concentration minimale inhibitrice (CMI) de 12,5 µg/ml [371]. 

Les huiles essentielles, testées en phase préliminaire de notre évaluation de 

l’activité antileishmanienne, ont exercé une inhibition de la croissance parasitaire 

variable en fonction des souches incubées à la concentration finale de 250 µg/ml 

(p<0,0001).  Le plus fort taux d’inhibition induit par l’huile essentielle des feuilles 

aurait été enregistré à l’issu du test mené sur la souche L. major-LIPA 32/06 (55% 

d’inhibition), tandis que le meilleur résultat pour l’huile essentielle des 

inflorescences serait celui de l’inhibition de la souche L. major-LIPA 100 (80,5% 

d’inhibition). 

Parmi les composés identitifiés à l’analyse chromatographique de nos huiles 

essentielles, l’α-pinène, le limonène, le terpinéol, le nérolidol, le thymol, l’eugénol, 

le naphtalène et l’acide palmitique possèderaient une activité leishmanicide [372 ; 

373 ; 374 ; 375 ; 376 ; 377 ; 378]. 

S’agissant de l’évaluation du potentiel anti-radicalaire de la plante, les résultats 

obtenus sont caractérisés par une variabilité de réponses anti-oxydantes en 

fonction des extraits testés. Celle-ci serait associée, selon l’étude de la corrélation, 

à la teneur différentielle de ces derniers en composés phénoliques.  

Une forte activité anti-oxydante a été observée à l’évaluation de l’extrait 

méthanolique des inflorescences. Celui-ci comporterait en sa composition des 
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mucilages, saponosides, des sucres réducteurs, des tannins, des flavonoides et la 

plus forte teneur en polyphénols totaux 186,21±0,22 mg EAG/g d’extrait. L’indice 

exprimant son potentiel anti-radicalaire (IPAR) serait égal à 1,3±0.1 [µg AO/µg 

DPPH]-1. Tandis que l’IPAR de l’extrait étherique de cette même drogue végétale 

serait inferieur à 0,158 [µg AO/µg DPPH]-1. 

La présence de l’α-tocophérol dans l’extrait étherique des feuilles ainsi que sa 

teneur en polyphénols totaux relativement supérieure à celui des inflorescences 

(p =0,0002) expliquerait vraisemblablement la différence de potentiel antioxydant 

remarquée entre ces deux extraits [377].   

L’évaluation de la capacité anti-radicalaire de l’huile essentielle des feuilles et celle 

des inflorescences de G. alypum L. n’a été retrouvée dans aucune étude similaire 

publiée.  A la comparaison de l’activité de ces deux huiles essentielles, celle 

extraite à partir des feuilles induirait un mécanisme de piégeage des radicaux 

libres plus marqué que celui des inflorescences (IPAR, respectivement égal à 

0,07±0,01 et 0,024±0,005 ; p<0,0001).  

Les dissemblances de la composition chimique constatées à l’analyse par CG-SM 

de ces deux produits de l’hydrodistillation, expliquerait de ce fait la disparité des 

résultats. 

Le 1-octene-3-ol, l’eugénol et le linalool, dont la présence est quantitativement 

plus importante dans la composition de l’huile essentielle des feuilles que celle 

des inflorescences, posséderaient une activité anti-oxydante remarquable [380 ; 

381 ; 382 ; 383].  

Un potentiel anti-radicalaire avéré a, de même, été rapporté pour le phytol [384], le 

β-ionone [385] et l’α-pinène [386], absents de la composition de l’huile essentielle 

extraite des inflorescences. 
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

Ce projet de recherche avait pour but l’étude phytochimique de l’espèce 

méditerranéenne Globularia alypum L. en relation avec ses deux potentiels 

antileishmanien et antioxydant évalués dans ce même travail expérimental.  

A l’issue des procédures d’extractions des métabolites secondaires appliquées sur 

les feuilles et les inflorescences de la plante, six extraits bruts méthanoliques, 

étheriques et aqueux ainsi que deux huiles essentielles ont été obtenus.  

Les résultats de l’évaluation in-vitro du potentiel anti-leishmanien de ces produits 

d’extraction, nous a permis de mettre en évidence l’existence d’une activité 

leishmanicide avérée de l’extrait étherique des feuilles (EE.1), et en particulier 

celui des inflorescences (EE.2), sur les promastigotes de cinq isolats parasitaires : 

Leishmania major-LIPA 100, L. major-LIPA32/06, L. killicki-LIPA281, L. infantum-

LEM5285 et L. donovani-LDD8. L’étude complémentaire de leur éventuelle 

cytotoxicité n’a révélé, quant à elle, aucune activité délétère sur les macrophages 

(cellules de lignée humaine Thp1 différenciées) aux concentrations testées ; ce 

qui nous renseignerait sur la nature sélective de la toxicité exercée par ces 

extraits. 

S’agissant de l’étude de la capacité anti-oxydante de la plante, le plus 

remarquable résultat enregistré est celui de l’extrait méthanolique des 

inflorescences (EM.2) qui a révélé un fort potentiel anti-radicalaire aux essais de 

piégeage du radical libre diphényl-picrylhydrazyl (DPPH). Cette activité et celle 

des autres extraits testés seraient fortement corrélées aux quantités de 

polyohénols totaux rapportées dans ce travail. 

Le criblage phytochimique préliminaire et l’analyse par l’application de la 

chromatographie gazeuse couplée à la spectrométrie de masse (CG-SM) nous a 

permis de caractériser la présence de famille de molécules et d’en identifier un 

certain nombre de composés bioactifs pouvant être en lien avec les résultats 

obtenus ; à l’exemple du phytostérol β-sitostérol retrouvé dans la composition de 

l’extrait EE.2 ou encore de l’eugénol dont la présence a été identifiée dans les 

huiles essentielles extraites. 
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Dans la limite de notre connaissance, aucun résultat précédemment publié n’a été 

rattaché à l’évaluation de l’activité anti-leishmanienne de G. alypum L., ni même 

celle de l’ensemble des membres taxonomiques du genre Globularia. 

Ce même constat d’absence de résultats antérieurs, concerne pareillement, 

l’étude de l’activité anti-oxydante des huiles essentielles extraites des deux 

organes végétaux étudiés ainsi que celle de l’extrait EE.2. Notre étude a mis au 

jour l’existence d’un potentiel anti-radicalaire de ces derniers, qui seraient, 

néanmoins, sensiblement faibles à leur comparaison aux extraits aqueux et 

méthanoliques de la plante.  

En perspective à nos investigations expérimentales, le fractionnement successif 

des extraits ayant exercé une activité biologique intéressante et l’évaluation de 

leur potentiel sur des modèles in-vitro et/ou in-vivo pourrait, dans une étude 

complémentaire, menée à l’isolement et à l’identification des molécules 

responsables de cette même activité ou, éventuellement, mettre en relief 

l’existence d’un effet synergique d’un complexe de molécules bioactives.   

Concernant les essais menés sur l’activité antileishmanienne des composés 

d’intérêt, le recours à la forme amastigote du parasite et/ou le passage au modele 

in vivo permettra d’établir, dans une phase ultérieure, une évaluation cliniquement 

pertinente de l’activité en question.  

L’étude pharmaco-toxicologique des molécules isolées ou complexes de 

molécules, serait également nécessaire à l’évaluation de leur intérêt 

pharmaceutique antileishmanien et/ou anti-oxydant. 
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ANNEXE A 

Liste des abréviations 

 

Amb                   Amphotéricine B 

AO Antioxydant 

APG Groupe de la phylogénétique des angiospermes (Angiosperm Phylogeny 

Group) 

ATCC Centre de ressource biologiques américaine (American Type Culture 

Collection) 

CG/SM Chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de 

masse 

CPG Chromatographie en phase gazeuse 

DMSO Diméthylsulfoxide  

DPPH 2,2-Diphényl-1-picrylhydrazyle  

EA1 Extrait aqueux des feuilles 

EA2 Extrait aqueux des inflorescences  

EAG Equivalent acide gallique 

EE1 Extrait étherique des feuilles  

EE2 Extrait étherique des inflorescences 

EM1 Extrait méthanolique des feuilles  

EM2 Extrait méthanolique des inflorescences 

HE1 Huile essentielle des feuilles 

HE2 Huile essentielle des inflorescences  

HPLC Chromatographie en phase liquide à haute performance  

IPAR Indice du potentiel anti-radicalaire 

IS  Indice de sélectivité  

IK Indice de Kovats  

LC Leishmaniose cutanée  

LCD Leishmaniose cutanée diffuse 

LCL Leishmaniose cutanée localisée 

LCM Leishmaniose cutanéo-muqueuse 

LGP Lipophosphoglycane 

LV Leishmaniose viscérale  
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ANNEXE B 

Tableau I : Synthèse des résultats des principales études phytochimiques antérieures menées sur les extraits de  

Globularia alypum L. 

 

Composés identifiés 
Familles 

moléculaires 

Drogues végétales 

investiguées 
Références 

globularidine, globularimine, globularinine, globularicisine, globularine Iridoides  

 

Plante entière  
[50 ; 387] Liriodendrine Lignane 

Syringine Phénylpropanoides 

aucubine, aspéruloside Iridoides / [51] 

Globularioside Iridoides  

Partie aérienne de la 

plante 

[74 ; 388 

;  389] 

acide cinnamique, acide p-coumarique  Acides phénoliques 

syringine, 6′-O-coumaroyl-1′-O-[2-(3,4-dihydroxyphenyl)ethyl]-β-D-

glucopyranoside 
Phénylpropanoides 

actéoside, isoactéoside, forsythiaside Phénylethanoides  

lutéoline, apigénine, eriodictyol 7-O-sophoroside, 6-hydroxylutéoline 7-O-

β-D-glucopyranoside,  6-hydroxylutéoline 7-O-laminaribioside,  

lutéoline 7-O-sophoroside 

Flavonoides 

globularioside, globularidine, globularimine, globularinine, globularine,  

globularicisine, acide mussaenosidique, catalpol, acide loganique, ester 

methylique d’acide aspérulosidique, déacétyl-aspéruloside, alpinoside, 

gardoside, acide géniposidique,  verminoside, aucubine, lytanthosaline, 

specioside, shanzhiside, minécoside, 6-O-veratroyl catalpol, décumbeside, 

serratoside, acide coumaroyl géniposidique 

 

Iridoides et 

secoiridoides 

 

Feuilles 
 

[390 ; 391 ; 

392 ; 393 ; 

394] 
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syringarésinol 4′-O-β-glucopyranoside Lignane 

acide protocatéchique, acide p-coumarique,  acide synapique, acide 

syringique, acide salicylique, acide p-hydroxybenzoique, acide vanillique, 

acide quinique, acide β-résorcylique, acide caféique, acide férulique, 

cafféoyl hexose, p-coumaroyl hexoside, O-hexoside d’acide sinapique,  

gentisoyl glycoside, hexoside d’acide tubéronique 

Acides phénoliques et 

dérivés des acides 

phénoliques 

Syringine Phénylpropanoides 

calcéolarioside, galypumoside, verbascoside, decafféoyl actéoside, 

globularitol, hebitol II, cornoside, néosyringalide 

Phényléthanoides 

6-hydroxylutéoline, hydroxylutéoline-7-laminaribioside, 6-hydroxylutéoline 

7-O-sophoroside, lutéoline-disaccharide, cynaroside, ériodictyol O-

disaccharide, icariside, glucoside de quercétine, amurensine, 

phellamurine, népitrine 

Flavonoides 

 

catalpol, aucubine Iridoides Fleurs [393] 

catalpol, aucubine Iridoides Tiges 

[392 ; 393] 

acide protocatéchique, acide p-coumarique,  

acide synapique, acide vanillique, acide salicylique, 

acide p-hydroxybenzoique, acide syringique,  

acide β-résorcylique, acide caféique, acide férulique, 

Acides phénoliques 

acide protocatéchique, acide p-coumarique,  

acide synapique, acide vanillique, acide salicylique, 

acide p-hydroxybenzoique, acide syringique,  

acide β-résorcylique, acide caféique, acide férulique, 

Acides phénoliques Racines 

[392 ; 393] 
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ANNEXE C 

Tableau II : Synthèse des usages thérapeutiques traditionnels de Globularia alypum L.  

Usages thérapeutiques  Parties utilisée de la plante 
Préparations / Voies 

d’administration 
Références 

Purgatif  Partie aérienne, feuilles, racines 
Infusion ou Décoction /Voie 

interne  

[39 ; 59 ; 63 ; 395 ; 396 ; 397 ; 

398] 

Digestif Feuilles, sommités fleuries Infusion / Voie interne [60 ; 395 ; 398 ; 399] 

En cas d’anorexie Feuilles Infusion / Voie interne [400] 

En cas d’anémie Feuilles, graines  [401] 

En cas de goutte Feuilles Décoction / Voie interne [52] 

Hypocholestérolémiant  / / [63] 

Cholagogue Feuilles  Infusion orale [395 ; 398 ; 401 ; 402] 

Dépuratif Feuilles, Fleurs Décoction/ Voie interne [39 ; 48 ; 403] 

Hypoglycémiant 
Partie aérienne, Feuilles, 

sommités fleuries  

Infusion ou décoction /Voie 

interne 

[60 ; 62 ; 63 ; 395 ; 396 ; 397 ; 

403 ; 404 ; 405 ; 406 ; 407] 

Antihypertensif Partie aérienne, Feuilles  Décoction/ Voie interne [61 ; 408] 

Diurétique Feuilles Décoction /Voie interne [39] 

Sudorifique Feuilles 
Infusion ou décoction/Voie 

interne 
[398 ; 402] 

En cas de nervosité  Feuilles, graines / [399 ; 401] 

Tonique Feuilles / [39] 

Aphrodisiaque / / [409] 

En cas de douleurs iliaques et 

dorsales 
Partie aérienne, Feuilles Décoction/Voie interne [54 ; 410] 

En cas de douleurs abdominales Plante entière Infusion  [411] 

Antirhumatismal Feuilles Décoction /Voie interne [39 ; 43 ; 52] 

En cas d’hémorroïdes Feuilles, Fleurs / [69] 

En cas de céphalées / / [405] 
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Fébrifuge Partie aérienne, Feuilles Décoction /Voie interne [59 ; 396 ; 402] 

En cas de gonorrhée graines Décoction / Voie externe [39] 

En cas d’aphtes et muguets / 
Décoction / Voie externe (en 

bain de bouche) 
[39 ; 48]  

En cas d’abcès Feuilles 
Décoction ou cataplasme / 

Voie externe 
[63] 

En cas d’angine Feuilles 
Décoction /Voie externe 

(gargarisme) 
[39 ; 43]  

En cas de bronchite chronique Partie aérienne Décoction / Voie interne [39] 

En cas de tuberculose sommités fleuries / [39] 

En cas d’ulcère gastrique Feuilles Décoction /Voie interne [59 ; 63] 

Antiseptique Feuilles Décoction / Voie externe [39 ; 54]  

Antipaludique Sommité Décoction /Voie interne [412] 

Antileishmanien Sommité fleuries  
Infusion ou décoction/Voie 

interne 
[60] 

Cicatrisante Feuilles Décocté …./Voie externe [63] 

Dermatoses : acné, mycose, 

eczéma, furoncle, ulcérations et 

affections du cuir chevelu 

Plante entière, Partie aérienne, 

Feuilles, sommité fleuries 

Décoction ou cataplasme / 

Voie externe  
[60 ; 396 ; 62] 

Cancer de la peau Feuilles Décoction / Voie externe [63 ; 413] 

Cancer du tube digestif Feuilles Voie interne [63 ; 413] 

En cas d’incontinence d’urinaire / / [39] 

Favorisation de la croissance / / [39] 
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ANNEXE D 

Liste du matériel non biologique utilisé aux laboratoires 

 Description visuelle et biométrique des drogues végétales  

- Loupe binoculaire (Motic), balance de précision (Pioneer), vernier.  

 Préparation et conservation des huiles essentielles 

- Clevenger (Pierron) ; Balance de précision ; Papier filtre Whatman (grade 

1) ; Chauffe-ballons (Electromantle MA) ; Broyeur analytique (IKA A11 

basic) ; Thermomètre ; Congélateur antigivre (Ocean), Sacs de 

congélation. 

- Verrerie : ballons, entonnoirs, béchers, viales.  

 Préparation et conservation des extraits bruts  

- Soxhlet (Pierron) ; Broyeur analytique (IKA A11 basic) ; Balance de 

précision (Pioneer) ; Chauffe-ballons avec agitateur magnétique 

(Electromantle MA) ; Thermomètre ; Hotte chimique (Thermo-Scientific) ; 

Evaporateur rotatif (Buchi) ; Pompe à vide ; Lyophilisateur (Alpha 2-4 LSC 

plus, Martin Christ) ; Congélateur antigivre (Ocean). 

- Verrerie : ballons, entonnoirs, béchers, boites de Pétri, rampe de filtration, 

éprouvettes. 

- Consommable : cartouches poreuses cellulosiques, papier filtre Whatman 

(grade 1), microfiltres (0,45 µm), Parafilm, Sacs de congélation. 

 Dosage de la teneur en humidité   

- Broyeur analytique (IKA A11 basic) ; Boites de Pétri ; Dessiccateur ; 

Balance de précision (Pioneer), Etuve (Mermmet).  

 Tests du criblage phytochimique préliminaire 

- Balance de précision (Pioneer) ; Poire à pipeter ; plaque 

chauffante (Stuart) ; Hotte chimique (Thermo-Scientific). 

- Verrerie : fioles, entonnoirs, béchers, tubes à essai, pipettes Pasteur. 

 Détermination de la teneur des extraits bruts en composés phénoliques 

totaux 

- Balance de précision (Pioneer) ; Micropipettes automatiques ; Hotte 

chimique (Thermo-Scientific) ; Spectrophotomètre (OptizenPOP, 

Mecasys). 

- Verrerie : fioles, entonnoirs, béchers, tubes à essai, éprouvettes.  
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 Analyse chromatographique des huiles essentielles et extraits bruts  

- Chromatographe (Hewlett-Packard, HP 6890) ; injecteur automatique 

(Agilent7683B) ; Détecteur sélectif de masse quadripôle (HP 5973) ; 

Colonne capillaire apolaire à 5 % phenyl-methylpolysilixane  (HP-5 MS) ; 

Balance de précision (Pioneer) ; Verrerie.  

 Evaluation de l’activité antioxydante  

- Balance de précision (Kern) ; Micropipettes automatiques ; Hotte 

chimique (Thermo-Scientific) ; lecteur spectrophotométrique de 

microplaque (PR 3100 TSC, Bio-Rad Laboratories). 

- Verrerie : fioles, entonnoirs, béchers, éprouvettes. 

- Consommable : Microplaques 96 puits. 

 Evaluation de l’activité anti-leishmanienne 

- Verrerie ; Micropipettes automatiques ; Pipeteur automatique ; Microscope 

optique (Motic) ; Microscope optique inversé (Motic AE 31) ; Hotte de type 

II (Faster BH-EN 2004) ; Bec Bunsen (Propangas) ; Bain-marie 

(Memmert) ; Incubateur (Memmert) ; Incubateur à CO2 (Binder) ; Balance 

de précision (Kern) ; Autoclave ; Centrifugeuse (Sigma) ; Agitateur vortex 

(Velp Scientifica) ; Compteur manuel ; Cellule de Thoma, 

- Consommable : Microplaques stériles 96 puits à fond plat avec couvercle 

(Thermo-Scientific, Nunclon Delta Surface, CAT. No 167008), Parafilm, 

Tubes coniques stériles de 15 ml (Falcon), flacons de culture (Falcon), 

tubes Eppendorf, pipettes graduées stériles pour pipeteur automatique, 

pipettes Pasteur, embouts stériles pour micropipettes automatiques, filtres 

stériles de 0.22 µm, Lames, Lamelles. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



145 
 

ANNEXE E 

Composition des milieux de culture  

 Milieu Novy-Mc Neal-Nicolle (NNN), IPA 

- Bacto-Agar………………………………………………….....5 g 

- NaCl……………………………………………………….…...3 g 

- Eau distillée stérile…………………………………….…...500 ml 

- Sang de lapin………………………………………….……..10% 

 

 Milieu Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640, Sigma 

Aldrich) 

- Chlorure de calcium x 2H2O ………………………….... 62,27 mg/l. 

- Chlorure de potassium……………………………….......400 mg/l. 

- Sulfate de magnésium anhydre…………….………….69,77 mg/l. 

- Chlorure de sodium……………………………………5950,49 mg/l. 

- Nitrate de sodium………………………………………… 72 mg/l 

- L'hydrogénophosphate de sodium anhydre ……..……800 mg/l 

- D(+)-Glucose anhydre …………………………………..2000 mg/l 

- L-Glutamine…………………………………………...…..300 mg/l 

- L-Glutathion ………………………………………………..1 mg/l 

- L-Arginine x HCl ………………………………………..241,86 mg/l 

- L-Asparagine x H2O……………………………………….50 mg/l 

- L-Acide aspartique ………………………………………..20 mg/l 

- L-Cystine …………………………………………………...50 mg/l 

- L-Acide glutamique ……………………………………….20 mg/l 

- Glycine ………………………………………………….….10 mg/l 

- L-Histidine base …………………………………….……..15 mg/l 

- L-Hydroxyproline…………………………………………..20 mg/l 

- L-Isoleucine…………………………………………….…..50 mg/l 

- L- Leucine ……………………………………………..……50 mg/l 

- L-Lysine x HCl ………….…………………………………..40 mg/l 

- L-Méthionine……………………………………………….15 mg/l 

- L-Phénylalanine …………………………………….……..15 mg/l 

- L-Proline………………………………………………….…20 mg/l 
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- L-Serine……………………………………………………..30 mg/l 

- L-Thréonine………………………………………...………20 mg/l 

- L-Tryptophane ……………………………………….……5 mg/l 

- L-Tyrosine ……………………………………………..….20 mg/l 

- L-Valine ……………………………………………...……20 mg/l 

- 4-Amino benzoïque acide………………………………..1 mg/l 

- D(+)-Biotine ……………………………………………....0,2 mg/l 

- D-Pantothenate de calcium ………………………...….0,25 mg/l 

- Chlorure de choline ………………………………………3 mg/l 

- Acide folique ……………………………………………...1 mg/l 

- myo-Inositol………………………………………………35 mg/l 

- Nicotinamide ……………………………………………..1 mg/l 

- Pyridoxine x HCl……………………………………..……1 mg/l 

- Riboflavine …………………………………………….....0,2 mg/l 

- Thiamine x HCl……………………………………………1 mg/l 

- Vitamine B12………………………………………..….0,005 mg/l 

- Acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine 

éthane sulfonique) (HEPES) …………………….……..25 mM 
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ANNEXE F 

Méthodes utilisées pour le dénombrement cellulaire par contage 

direct  

I. Dénombrement sur cellule de Thoma 

 Description du matériel  

La cellule correspond à une plaque, en verre optique spécial, à la taille d'une lame 

porte-objets. Celle-ci comporte un ou deux plateaux centraux sur lesquels un 

réseau de numération (zone de comptage) y est gravé : entrecroisement de lignes 

horizontales et verticales formant 16 grands carrés contenant chacun 16 petits 

carrés (figure I). Les côtés de chaque petit carré possèdent une longueur de 0,05 

mm, tandis que sa profondeur est de 0,1mm (volume égale à 2,5 x 10-7ml).  

 

Figure I : représentation schématique de la cellule de Thoma. a : cellule 

représentée de face, b : cellule représentée de profile, c : représentation du 

réseau de numération.  

 Procédure 

- Homogénéiser de la suspension cellulaire à l’aide d’une pipette 

automatique ; 
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- Déposer, au bord de la lamelle recouvrant la zone de dénombrement, 

un petit volume de la suspension cellulaire de manière à ce que cette 

dernière pénètre (par capillarité) dans l’espace délimitée par les rigoles 

du plateau central de la cellule de Thoma.  

- Laisser un temps de décompter les cellules (environ 10 min).  

- Dénombrer les cellules contenues dans les grands carrés du réseau de 

numération selon une procédure préétablie : le dénombrement est 

effectué sur les six grands carrés représentés en bleu sur la figure I ; le 

comptage inclus les cellules situées à l'intérieur des lignes délimitant la 

surface du grand carré et celles touchant la ligne du haut et de droite, 

tandis que les cellules touchant la ligne du bas et celle de gauche ne 

sont pas comptabilisées.    

- Rendre le résultat en appliquant la formule prenant en compte le facteur 

de dilution, le volume et le nombre de carrés dénombrés : 

Concentration cellulaire = (Nombre de cellules /6) x 16 x (1/dilution) x 104 

cellules/ml. 

II. Dénombrement sur microplaque par l’utilisation du microscope 

photonique inversé 

- Insérer le quadrillage de 1 cm2 dans l’oculaire du microscope photonique 

inversé, 

- Compter le nombre de cellules vivantes (blanches) et mortes (bleues) sur 

le quadrillage entier et compter 3 champs/puits.                                             

Formule du comptage des cellules:                                   

Nombre de cellules/puits = moyenne des trois champs × Gr2 × surface du puits 

(cm2) 
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ANNEXE G 

Structure chimique des composés identifiés par la 

chromatographie gazeuse couplée à la spectrométrie de masse 

Seuls les composés majoritaires, ou ayant été précédemment identifiés pour avoir 

une activité biologique en lien avec nos résultats, sont concernés par cette 

annexe. Les composés sont classés par ordre alphabétique : 

 Acide laurique (C12H24O2 ; Numéro de CAS : 143-07-7 ) 

 

 Acide myristique (C14H28O2 ; Numéro de CAS : 544-63-8) 

 

 Acide linoléique (C18H32O2 ; Numéro de CAS : 60-33-3) 

 

 Acide palmitique  (C16H32O2 ; Numéro de CAS : 57-10-3)   

 

  (E)-β-damascenone (C13H18O ; Numéro de CAS : 23726-93-4) 

 

 Dibutylphtalate (C16H22O4 ; Numéro de CAS : 84-74-2) 
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 Diisobutylphtalate (C16H22O4 ; Numéro de CAS : 84-69-5) 

 

 Ester méthylique de l’acide arachidique (C21H42O2 ; N°de CAS : 1120-28-1) 

 

 Ester méthylique de l’acide béhénique (C23H46O2 ; N°de CAS : 929-77-1) 

 

 Ester méthylique de l’acide cérotique (C27H54O2 ; N° de CAS : 5802-82-4) 

 

 Ester méthylique de l’acide lignocérique (C25H50O2 ; N° de CAS : 2442-49-

1) 

 

 

 Ester méthylique de l’acide 9,12-octadecadienoique (C19H34O2 ; Numéro de 

CAS : 2462-856-3) 

 

 Ester méthylique de l’acide (Z,Z,Z) 9,12,15-octadecatrienoique (C19H32O2 ; 

Numéro de CAS : 301-00-8) 

 

 Ester méthylique de l’acide (Z) 9-octadecenoique (C19H36O2 ; N° de CAS : 

112-62-9) 
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 Eugénol (C10H12O2 ; Numéro de CAS : 97-53-0) 

 

 Geranyl acétone (C13H22O ; Numéro de CAS : 3796-70-1) 

 

 Hexahydrofarnesyl acétone (C18H36O ; Numéro de CAS : 502-69-2) 

 

 β-ionone (C13H20O ; Numéro de CAS : 14901-07-6) 

 

 Linalool (C10H18O ; Numéro de CAS : 78-70-6) 

 

 Limonène (C10H16 ; Numéro de CAS : 138-86-3) 

 

 Naphtalène (C10H8 ; Numéro de CAS : 91-20-3) 

 

 Nerolidol (C15H26O ; Numéro de CAS : 142-50-7) 
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 1-octene-3-ol (C8H16O ; Numéro de CAS : 3391- 86- 4) 

 

 Phytol (C20H40O) 

 

 α- pinène (C10H16 ; Numéro de CAS : 80-56-8)   

 

 β- sitosterol (C29H50O ; Numéro de CAS : 83-46-5) 

 

 Terpinéol (C10H18O ; Numéro de CAS : 83-46-5) 

 

 α- tocophérol (C29H50O2 ; Numéro de CAS : 59-02-9) 

 

 Thymol (C10H14O ; Numéro de CAS : 89-83-8) 
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ANNEXE H 

Tableau III : Résultats du criblage préliminaire des extraits vis-à-vis de leur activité leishmanicide. 

Drogues 

Molécules et 

complexes de 

molécules testés 

Codes 

Pourcentages d’inhibition de la croissance parasitaire (%) 

L. major 

(LIPA 100) 

L. major 

(LIPA 32/06) 

L. killicki 

(LIPA 281) 

L. infantum 

(LEM 5285) 

L. donovani 

(LDD 8) 

m [IC95] m [IC95] m [IC95] m [IC95] m [IC95] 

Feuilles 

Huile essentielle HE.1 26,0 [15,6 – 36,5] 55 [43,6 – 66,4] 2,6 [-5,7 – 10,9] 5,6 [-10,3 – 21,5] 11,6 [3,6 – 19,8] 

Extrait aqueux EA.1 23,6 [14,4 – 32,7] 2,1 [-14,2 – 18,5] -2,5 [-19,9 – 14,8] 22,6 [10,8 – 34,5] 41,9 [32,8 – 51,0] 

Extrait méthanolique EM.1 29,6 [20,8 – 38,4] 1,4 [-15,0 – 21,7] 15,3 [-2,9 – 33,5] 39,6 [27,5 – 51,7] 56,6 [48,8 – 64,4] 

Extrait étherique EE.1 100 [95,8 – 100] 100 [95,5 – 100] 100 [95,9 – 100] 100 [94,0 – 100] 100 [96,8 – 100] 

Fleurs 

Huile essentielle HE.2 80,5 [75,1 – 85,8] 21,2 [6,2 – 36,3] 3,7 [-4,6 – 12,0] -8,0 [-22,8 – 6,7] -3,3 [-13,4 – 6,8] 

Extrait aqueux EA.2 9,2 [-0,8 – 19,2] 0,9 [-18,1 – 20,0] 13,3 [-5,2 – 31,7] 57,9 [47,8 – 67,9] 31,9 [20,5 – 43,2] 

Extrait méthanolique EM.2 35,2 [25,5 – 45,0] 2,9 [-15,0 – 17,9] 32,6 [18,6 – 46,7] 60,4 [51,9 – 68,8] 56,6 [48,8 – 64,4] 

Extrait étherique EE.2 100 [95,8 – 100] 100 [95,5 – 100] 100 [95,9 – 100] 100 [94,0 – 100] 100 [96,8 – 100] 

/ 

Amphotericine B AmB 100 [95,8 – 100] 100 [95,5 – 100] 100 [95,9 – 100] 100 [94,0 – 100] 100 [96,8 – 100] 

Diméthyl sulfoxyde DMSO 1,3 [-8,7 – 11,2] 0,8 [-15,7 – 14,2] 2,1 [-9,3 – 11,4] -1,8 [-19,1 – 15,5] -3,2 [-11,5 – 5,1] 

Diméthyl sulfoxyde (0,3%) 
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ANNEXE I 

Résultats de l’analyse statistique des données   

 Comparaison des rendements d’extraction  

- Test effectué : analyse de la variance à un facteur (ANOVA).  

- Valeur-P : p < 0,0001 (différence hautement significative, α=0.05). 

- Test post-hoc : Test de Tukey pour la comparaison multiple. 

Extraits comparés 
 

Moyenne de la 
différence 

 

Signification  
statistique   

  

HE2 ; HE1 -0,0080 NS 

HE2 ; EE1 -2,705 ** 

HE2 ; EE2 -1,325 NS 

HE2 ; EA2 -37,47 *** 

HE2 ; EA1 -48,33 *** 

HE2 ; EM1 -52,00 *** 

HE2 ; EM2 -45,13 *** 

HE1 ; EE1 -2,697 *** 

HE1 ; EE2 -1,317 NS 

HE1 ; EA2 -37,46 *** 

HE1 ; EA1 -48,32 *** 

HE1 ; EM1 -51,99 *** 

HE1 ; EM2 -45,12 *** 

EE1 ; EE2 1,380 NS 

EE1 ; EA2 -34,77 *** 

EE1 ; EA1 -45,62 *** 

EE1 ; EM1 -49,30 *** 

EE1 ; EM2 -42,43 *** 

EE2 ; EA2 -36,15 *** 

EE2 ; EA1 -47,00 *** 

EE2 ; EM1 -50,68 *** 

EE2 ; EM2 -43,81 *** 

EA2 ; EA1 -10,86 *** 

EA2 ; EM1 -14,53 *** 

EA2 ; EM2 -7,660 *** 

EA1 ; EM1 -3,675 *** 

EA1 ; EM2 3,195 ** 

EM1 ; EM2 6,870 *** 

NS : différence non significative, * : différence significative, ** : différence très 

significative, *** : différence hautement significative (α=0.05).  

 

 Données de la corrélation relatives à la courbe d’étalonnage de l’acide 

gallique   

R de Pearson : 0,9999 
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Intervalle de confiance à 95% : 0.9988 à 1.000 

R2 : 0,9997 

Valeur-P (test t ; significativité de la pente) : P<0.0001 

Signification statistique de la valeur-P : Différence hautement significative 

(α=0.05)    

 Comparaison de l’ensemble des teneurs en polyphénols totaux des 

extraits   

- Test effectué : ANOVA à un facteur.  

- Valeur-P : p < 0,0001 (différence hautement significative, α=0.05). 

 

 Comparaison des teneurs en polyphénols totaux par nature d’extrait 

- Test effectué : Test t de Student ; comparaison opérée deux à deux. 

Extraits comparés 
 

ddl t  P 
Signification  
statistique   

  

EA1 ; EA2 4 33,09  p < 0,0001 *** 

EM1 ; EM2 4 42,17 p < 0,0001 *** 

EE1 ; EE2 4 13,93 p = 0,0002 *** 

ddl : degrés de liberté , *** : différence hautement significative (α=0.05). 

 Signification statistique des résultats portée sur les colonnes de 

l’histogramme relatif aux teneurs en polyphénols totaux   

- Test effectué : Test t de Student (comparaison unicaudal avec une 

moyenne théorique égale à 0.00) 

Extrait 
objet du dosage ddl t  P 

Signification  
statistique   

  

EA1 2 520,9 p < 0,0001 *** 

EA2 2 541,8 p < 0,0001 *** 

EM1 2 221,7 p < 0,0001 *** 

EM2 2 3624 p < 0,0001 *** 

EE1 2 69,11 p = 0,0002 *** 

EE2 2 113,8 p < 0,0001 *** 

ddl : degrés de liberté , *** : différence hautement significative (α=0.05). 

 Données de la corrélation relatives à la courbe de calibration du DPPH  

R de Pearson : 0,9999 

Intervalle de confiance à 95% : 0.9996 à 1.000 
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R2 : 0,9999 

Valeur-P (test t ; significativité de la pente) : P<0.0001 

Signification statistique de la valeur-P : Différence hautement significative 

(α=0.05)    

 Comparaison des résultats de l’activité anti-oxydante des produits 

d’extraction   

- Test effectué : ANOVA à un facteur.  

- Valeur-P : p < 0,0001 (différence hautement significative, α=0.05). 

- Test post-hoc : Test de Tukey pour la comparaison multiple. 

Extraits comparés 

 

Moyenne de la différence 

 

Signification statistique 

 

EA1 vs EA2 8,150 NS 

EA1 vs EM1 9,190 NS 

EA1 vs EM2 28,25 *** 

EA1 vs vit C 54,08 *** 

EA2 vs EM1 1,040 NS 

EA2 vs EM2 20,10 *** 

EA2 vs vit C 45,93 *** 

EM1 vs EM2 19,06 *** 

EM1 vs vit C 44,89 *** 

EM2 vs vit C 25,83 *** 

NS : différence non significative, * : différence significative, ** : différence très 

significative, *** : différence hautement significative (α=0.05).  

 Comparaison du résultat de l’activité anti-oxydante de l’extrait EM.1 avec 

celui obtenu par Amessis-Ouchemoukh et al.  

- Test effectué : Test t de Student. 

- Valeur-P : 0,5035 (différence non significative, α=0.05). 

 Comparaison du résultat de l’activité anti-oxydante de l’extrait EM.2 avec 

celui obtenu par Amessis-Ouchemoukh et al.  

- Test effectué : Test t de Student. 

- Valeur-P : 0,0014 (différence très significative, α=0.05). 

 Comparaison du résultat de l’activité anti-oxydante de l’extrait EE.1 avec 

celui obtenu par Khlifi et al.  

- Test effectué : Test t de Student. 

- Valeur-P : 0,1211 (différence non significative, α=0.05). 
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 Comparaison du résultat de l’activité anti-oxydante de l’extrait EA.2 avec 

celui obtenu par Rached et al.  

- Test effectué : Test t de Student. 

- Valeur-P : 0,1205 (différence non significative, α=0.05). 

 Comparaison des paramètres de la croissance des souches 

leishmaniennes en milieu RPMI  

o Taux de croissance spécifique maximaux  

- Test effectué : ANOVA à un facteur.  

- Valeur-P : p < 0,0001 (différence hautement significative, α=0.05). 

- Test post-hoc : Test de Tukey pour la comparaison multiple. 

Souches 
comparées 

Moyenne de la 
différence 

Signification 
statistique 

 

L. major (lipa 100) ; L. major (lipa 32/06) -0,0130 NS 

L. major (lipa 100) ; L. killicki -0,0480 *** 

L. major (lipa 100) ; L. infantum -0,0910 *** 

L. major (lipa 100) ; L. donovani -0,0810 *** 

L. major (lipa 32/06) ; L. killicki -0,0350 ** 

L. major (lipa 32/06) ; L. infantum -0,0780 *** 

L. major (lipa 32/06) ; L. donovani -0,0680 *** 

L. killicki ; L. infantum -0,0430 *** 

L. killicki ; L. donovani -0,0330 ** 

L. infantum ; L. donovani 0,01000 NS 

NS : différence non significative, ** : différence très significative, *** : différence 

hautement significative (α=0.05).  

 

o Concentrations à confluence maximale des cultures 

- Test effectué : ANOVA à un facteur.  

- Valeur-P : p < 0,0001 (différence hautement significative, α=0.05). 

- Test post-hoc : Test de Tukey pour la comparaison multiple. 

Souches 
comparées 

Moyenne de la 
différence 

Signification 
statistique 

 

L. major (lipa 100) ; L. major (lipa 32/06) 1,300 ** 

L. major (lipa 100) ; L. killicki -2,000 *** 

L. major (lipa 100) ; L. infantum -15,10 *** 

L. major (lipa 100) ; L. donovanoi -10,50 *** 

L. major (lipa 32/06) ; L. killicki -3,300 *** 

L. major (lipa 32/06) ; L. infantum -16,40 *** 

L. major (lipa 32/06) ; L. donovanoi -11,80 *** 

L. killicki ; L. infantum -13,10 *** 

L. killicki ; L. donovanoi -8,500 *** 
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L. infantum ; L. donovanoi 4,600 *** 

** : différence très significative, *** : différence hautement significative (α=0.05).  

 Comparaison des résultats d’inhibition parasitaire obtenus lors du 

criblage préliminaire antileishmanien  

- Test effectué : ANOVA à deux facteurs. 

- Table d’ANOVA  

Source de la variance ddl SCE Variance F Valeur-P 

Interaction  28 48920 1747 35,14 < 0,0001 

Produits d'extraction testés  7 178100 25450 511,8 < 0,0001 

Souches parasitaires 4 8650 2163 43,49 < 0,0001 

Résiduelle 120 5967 49,72 
 

 

ddl : degrés de liberté,  SCE : sommes des carrées des écarts. 

- Interprétation de la signification statistique  

 Interprétation de l’interaction : les produits d’extraction ont un effet 

inhibiteur différent (différence hautement significative) selon les 

souches ; 

 Différence des résultats hautement significative selon les produits 

d’extraction testés ;    

 Différence des résultats hautement significative selon les souches 

parasitaires.  

 

 Signification statistique des résultats portée sur les colonnes de 

l’histogramme relatif au criblage préliminaire antileishmanien   

- Test effectué : Test t de Student (comparaison unicaudal avec une 

moyenne théorique égale à 0.00) 

Echantillons L. major- lipa 
100 

L. major- lipa 
32.06 

L. killicki L. infantum L. donovani 

HE1 p=0,0037 p=0,0060 p=0,3934 p=0,3451 p=0,0193 

EA1 p=0,0039 p=0,7116 p=0,6792 p=0,0089 p=0,0007 

EM1 p=0,0018 p=0,8408 p=0,0758 p=0,0019 p=0,0002 

EE1 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 

HE2 p<0,0001 p=0,0207 p=0,2513 p=0,1845 p=0,3757 

EA2 p=0,0615 p=0,8906 p=0,1055 p=0,0004 p=0,0029 

EM2 p=0,0014 p=0,5828 p=0,0051 p=0,0002 p=0,0002 

EE2 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 

AmB p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 

DMSO p=0,7049 p=0,8617 p=0,5253 p=0,7629 p=0,3084 
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 Comparaison entre les CI50 relatives à l’extrait EE.1  

- Test effectué : ANOVA à un facteur.  

- Valeur-P : p =0,0759 (différence non significative, α=0.05). 

 Comparaison entre les CI50 relatives à l’extrait EE.2  

- Test effectué : ANOVA à un facteur.  

- Valeur-P : p <0,0001 (différence hautement significative, α=0.05). 

- Test post-hoc : Test de Tukey pour la comparaison multiple. 

Souches 
comparées 

Moyenne de la 

différence 

Signification 
statistique 

 

L. major lipa 100 ; L. major lipa 32.06 -18,00 *** 

L. major lipa 100 ; L. killicki -27,80 *** 

L. major lipa 100 ; L. infantum -17,80 *** 

L. major lipa 100 ; L. donovani 3,300 NS 

L. major lipa 32.06 ; L. killicki -9,800 *** 

L. major lipa 32.06 ; L. infantum 0,2000 NS 

L. major lipa 32.06 ; L. donovani 21,30 *** 

L. killicki ; L. infantum 10,00 *** 

L. killicki ; L. donovani 31,10 *** 

L. infantum ; L. donovani 21,10 *** 

NS : différence non significative, *** : différence hautement significative (α=0.05).  

 Comparaison des CI50 relatifs aux extraits et au témoin positif par 

souche parasitaire testée  

o Souche L. major-LIPA100 

- Test effectué : ANOVA à un facteur.  

- Valeur-P : p <0,0001 (différence hautement significative, α=0.05). 

- Test post-hoc : Test de Tukey pour la comparaison multiple. 

Souches comparées Moyenne de la différence Signification statistique 
 

EE1 ; EE2  67,30 *** 

EE1 ; AMB  95,11 *** 

EE2 ; AMB  27,81 *** 

*** : différence hautement significative (α=0.05).  

o Souche L. major-LIPA32.06 

- Test effectué : ANOVA à un facteur.  

- Valeur-P : p <0,0001 (différence hautement significative, α=0.05). 

- Test post-hoc : Test de Tukey pour la comparaison multiple. 
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Souches comparées Moyenne de la différence Signification statistique 
 

EE1 ; EE2  53,50 *** 

EE1 ; AMB  98,70 *** 

EE2 ; AMB  45,20 *** 

*** : différence hautement significative (α=0.05).  

o Souche L. killicki 

- Test effectué : ANOVA à un facteur. . 

- Valeur-P : p <0,0001 (différence hautement significative, α=0.05). 

- Test post-hoc : Test de Tukey pour la comparaison multiple. 

Souches comparées Moyenne de la différence Signification statistique 
 

EE1 ; EE2  45,90 *** 

EE1 ; AMB  101,3 *** 

EE2 ; AMB  55,44 *** 

*** : différence hautement significative (α=0.05).  

o Souche L. infantum 

- Test effectué : ANOVA à un facteur. . 

- Valeur-P : p <0,0001 (différence hautement significative, α=0.05). 

- Test post-hoc : Test de Tukey pour la comparaison multiple. 

Souches comparées Moyenne de la différence Signification statistique 
 

EE1 ; EE2  67,10 *** 

EE1 ; AMB  112,4 *** 

EE2 ; AMB  45,34 ** 

** : différence très significative, *** : différence hautement significative (α=0.05). 

o Souche L. donovani 

- Test effectué : ANOVA à un facteur.  

- Valeur-P : p <0,0001 (différence hautement significative, α=0.05). 

- Test post-hoc : Test de Tukey pour la comparaison multiple. 

Souches comparées Moyenne de la différence Signification statistique 
 

EE1 ; EE2  64,90 *** 

EE1 ; AMB  89,47 *** 

EE2 ; AMB  24,57 *** 

*** : différence hautement significative (α=0.05). 
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 Signification statistique des résultats relatif à l’activité cytotoxique des 

extraits EE.1 et EE.2   

- Test effectué : Test t de Student (comparaison unicaudal avec une 

moyenne théorique égale à 100.00%). 

o Extrait EE1 

Concentration de 
l’extrait t  P 

Signification  
statistique   

  

25 µg/ml 0,7249 p = 0,5438 NS 

50 µg/ml 0,06207 p = 0,9562 NS 

100 µg/ml 1,891 p = 0,1991 NS 

150 µg/ml 1,050 p = 0,4039 NS 

200 µg/ml 0,1974 p = 0,8618 NS 

250 µg/ml 1,936 p = 0,1925 NS 

NS : différence non significative, (α=0.05).  

o Extrait EE2 

Concentration 
de l’extrait t  P 

Signification  
statistique   

  

25 µg/ml 0,8198 p = 0,4985 NS 

50 µg/ml 1,461 p = 0,2815 NS 

100 µg/ml 0,2684 p = 0,8135 NS 

150 µg/ml 1,154 p = 0,3678 NS 

200 µg/ml 0,0113 p = 0,9920 NS 

250 µg/ml 0,6494 p = 0,5827 NS 

NS : différence non significative, (α=0.05).  
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