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Résumé :

Le présent travail porte sur 1’étude de la composition chimique de I’huile
essentielle de I’espece Bunmium fontanesii (Pers) Maire (BA) ainsi qu’a la
détermination des activités biologiques de 1’huile essentielle et de quatre extraits
lipidiques des especes : Ammoides atlantica (Coss et Dur) Wolf (AA4), Bunium
alpinum Waldst et Kit (BA), Bunium fontanesii (Pers) Maire (BF) et Bupleurum
spinosum L (BS).

L’analyse par CG/SM de I’huile essentielle a révélé la présence de 18 constituants
dont les principaux sont: le limonene (14,539%), I’oxyde caryophyllene
(4,685%), hexatriacontane (23,585%).

L’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle et de quatre extraits lipidiques a
été évaluée sur dix souches bactériennes et un champignon a I’aide de la méthode
de diffusion de disque. Les tests d’activités effectués ont montré que I’huile
essentielle et les quatre extraits sont dotés de propriétés antibactériennes.
L’activité antioxydante des extraits lipidiques de I’Ammoides atlantica (AA4) et du
Bunium alpinum (BA) a ét¢ déterminée par la méthode au DPPH. Les résultats
obtenus ont montré que les deux extraits (44 et BA) présentent un fort pouvoir
antioxydant. Nous avons noté la présence d’une activité anti-inflammatoire de

I’extrait lipidique de Bunium fontanesii.

Mots clés: Huile essentielle, extrait lipidique, Ammoides atlantica, Bunium
alpinum, Bunium jfontanesii, Bupleurum spinosum, terpéne, hexatriacontane

activité antimicrobienne, activité antioxydante, activité anti-inflammatoire.



Summary:

The present work focuses on the study of the chemical composition of the
essential oil of the species Buniumfontanesii (Pers)Maire (BA) thus the
determination of the biological activities of the essential oil and four lipid extracts
of species: Ammoidesatlantica (Coss andDur) Wolf (44), BuniumalpinumWaldst
Kit (BA), Buniumfontanesii (Pers) Maire (BF) and Bupleurumspinosum L(BS).
Analysis by GC / MS of the essential oil revealed the presence of 18 components,
the main ones: limonene (14.539%),caryophyllene oxide (4.685%),
hexatriacontane(23.585%).

The antimicrobial activity of the essential oil and the four extracts was evaluated
on ten strains of bacteria and fungi using the disc diffusion method. Activities
tests carried out showed that the essential oil and extracts are four have
antibacterial properties. The antioxidant activity of lipid extracts of
Ammoidesatlantica (AA)and Buniumalpinum (BA)was determined by the DPPH
method. The results showed that both extracts (44 and BA) have a strong
antioxidant. We noted that the lipid extract of Bunmiumfontanesiihas ananti-

inflammatoire activity.

Keywords: essential oil, extracted lipid,dmmoidesatlantica, Buniumalpinum,
Buniumfontanesii, Bupleurumspinosum, terpene,hexatriacontane, antimicrobial

activity, antioxidant activity, anti-inflammatory activity.
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La nature a été a travers les ges une source de nourriture et d’abris pour I’homme
qui a su aussi puiser dans le monde végétal qui 1’entourait de quoi se soigner,
ainsi, 1’usage des plantes médicinales n’a cessé d’évoluer avec I’histoire de
I’homme.

La médecine moderne reste inaccessible a la majorité de la population surtout
dans les pays en voie de développement, pour se soigner, ces populations ont
recours a la médecine traditionnelle qui s’est transmise de génération en
génération. Actuellement, ce savoir a tendance a disparaitre, ¢’est pourquoi deux
sciences 1’ethnopharmacologie et I’ethnobotanique s’emploient aujourd’hui a
recenser a travers le monde toutes les plantes réputées pour leurs vertus curatives.

L’investigation des plantes peut offrir un potentiel inestimable sachant que celles-
ci peuvent contenir des centaines, voire des milliers de métabolites secondaires
[1]. Néanmoins, seulement une partie d’espéces végétales a fait 1’objet
d’investigation sur les milliers d’espéces végétales [2].

La flore Algérienne avec ses différentes especes appartenant a plusieurs familles
botaniques dont 15% endémiques [3], reste trés peu explorée sur le plan
phytochimique comme sur le plan pharmacologique.

Parmi cette grande variété de plantes existant en Algérie, la famille Apiaceae
occupe une place assez importante, puisque on dénombre au moins 300 genres a
travers le monde [4], en Algérie on compte 56 genres repartis dans la grande
majorité du territoire Algérien, avec au moins 130 espéces [5] .Ce sont des plantes
sous-frutescentes ou herbacées, trés variables, a feuilles en général tres divisées
[5].

Trois genres de la famille des Apiacées, a savoir: Ammoides, Bunium,
Bupleurum ; représentés respectivement par deux, sept, quatorze especes [5] ont
été identifiés au niveau de 1’ Atlas tellien.

Beaucoup de ces espéces sont connues comme des plantes condimentaires, treés
utilisées dans 1’alimentation, mais aussi pour certaines de leurs propriétés
médicinales telles que I’activit¢ hypoglycémiante, antifongique, anti-

inflammatoire, anti diarrhéique, antioxydant et antimicrobienne [6, 7, 8, 9, 10].
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Cette famille a fait 1’objet de beaucoup de travaux de recherche, ces derniers ont
mis en évidence la présence de flavonoides, des sesquiterpenes, des
monoterpénes, des stéroides et des acides gras, biologiquement actifs.

Ce travail porte sur I’étude de la composition chimique et de I’activité biologique
de I’huile essentielle de Bunium fontanesii (Pers) Maire. 1l porte également sur
I’étude de I’activité biologique des extraits lipidiques de quatre especes :
Ammoides atlantica (Coss et Dur) Wolf, Bunium alpinum Waldst et Ki, Bunium
fontanessi (Pers) Maire et Bupleurum spinosum L.

Le présent mémoire est réparti en trois chapitres :

- Chapitre 1: Synthése bibliographique portant sur les trois genres :

Ammoides, Bunium, Bupleurum.

- Chapitre 2 : Etude chimique de I’huile essentielle de Bunium fontanesii

(Pers) Maire.

- Chapitre 3 : Etude de I’activité biologique de I’huile essentielle et des
extraits lipidiques d’Ammoides atlantica (Coss et Dur) Wolf, Bunium
alpinum Waldst et Kit, Bunium fontanessi (Pers) Maire et Bupleurum

spinosum L.
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Chapitre 1 :
Synthese bibliographique portant
sur les trois genres : Ammoides,

Bunium, Bupleurum.



Introduction

Depuis la nuit des temps, les hommes apprécient les vertus apaisantes et
analgésiques des plantes. A travers les siécles, les traditions humaines ont su
développer la connaissance et ’utilisation des plantes médicinales et I'usage de
ces plantes n’a cessé d’évoluer avec I’histoire de ’homme.

Parmi cette grande variété de plantes existant dans le monde, la famille des
Apiacées occupe une place assez importante.

La famille des Apiacées, en arabe « elkhaymia », appelées anciennement
Ombelliferes, ont été largement étudices, en raison notamment de leur importance
économique, de nombreuses espéces étant utilisées dans I’alimentation. Elle
comprend prés de 2500 a 3000 especes réparties en 300 genres [4] et sont surtout
présentes dans les régions montagneuses tempérées du monde [11].

Les Apiacées étaient déja connues des anciennes civilisations chinoise et indienne
du Mexique, ainsi que des Grecs et des Romains. Elles semblent étre la premicre
famille de plantes a fleurs reconnue en tant que telle par les botanistes vers la fin
du XVle siécle [12]. Ce fut aussi le premier groupe des plantes faisant 1’objet
d’une étude systématique publiée par Robert Morison en 1672 [11].

1. Systématique et taxonomie de la famille Apiaceae

1.1 Nom commun

Les Apiacées appelées anciennement Ombelliféres, en arabe elkhaymia.

1.2 Caractéristiques des Apiacées

C’est une famille trés homogeéne sur le plan morpho-anatomique notamment en ce
qui concerne leurs inflorescences en ombelles (simples ou composées), leurs fruits
(akénes), leurs tiges fistuleuses et cannelées, et leur composition chimique
particuliére (huiles essentielles conférant odeur, gofit et méme toxicit€ a beaucoup
de ses membres) [12].

1.3 Répartition

Les Apiacées renferment environ 300 genres pour 2500 a 3000 especes [4]. La

famille est répartie sur la majeure partie du globe, plus commune dans les régions
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montagneuses tempérées et relativement rare en zone tropicale [11] (Figure 1),

avec une prédominance pour le continent asiatique (tableau 1).

Figure 1 : Répartition géographique mondiale des Apiacées [13].

Tableau 1 : Répartition mondiale des genres de la famille Apiaceae [13]

Continent Genres Genres endémiques
Europe 139 29

Asie 265 159

Afrique 126 50

Australie 36 11

Amérique 197 32

En Algérie, la famille occupe une place importante dans la flore locale représentée

par 56 genres (Tableau 2).
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Tableau 2 : Les genres de la famille Apiaceae répertoriés en Algérie et leurs

especes respectives [5]

Ammi Ammiopsis | Ammodaucus | Ammoides Anethum

(2) () D) (2) )

Anthriscus Apium Balansaea Bifora Brachyapium
(2) (D) () 1) @)

Bunium Bupleurum | Capnophyllum | Carum Caucalis

(7) (14) @) @) (4)
Chaerophyllum | Conium Conopodium | Coriandrum | Crithmum
(D) (1) (1) 1) (1)
Cuminum Danaa Daucus Echinophora | Elaeoselinum
D) (D) (11) ) (2)

Eryngium Ferula Foeniculum Helosciadium | Heracleum
(7) () () (3) (1)

Hipomarathru | Hohenackeri | Hydrocotyle | Kundmannia | Magydaris

m (1) a(?) (D D) @)

Malabaila Margotia Oenanthe Orlaya Peucedanum
(1) (1) (©) G) ()

Petroselinum | Physocaulos | Pimpinella Pituranthos | Reutera

D) (D) 2) (4) (D

Ridolfia Sanicula Scandix Seseli Smyrnium
(1) (D) () (4) @

Sison Thapsia Tinguarra Tordylium Torilis

(D) () @) (D) 2)

Turgenia

(1)
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1.4 Systématique des genres Ammoides, Bunium, Bupleurum de la famille
Apiaceae
1.4.1 Systématique et taxonomie du genre Ammoides

1.4.1.1 Classification

Regne plantae
Embranchement Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Apiales

Famille Apiaceae

Sous famille Apioideae

Tribu Apieae (Ammineae)
Genre Ammoides

1.4.1.2 Description

Ammoides ou ptychotis, c’est une Plante annuelle ou bisannuelle, & feuilles
radicales pennatifides qui possédent 3 a 5 segments trés rapprochés, elle a des

tiges peu ramifiées ou dressées, leurs fruits sont ovoides de moins de 1 mm de

long (figure 2) [5].

Figure 2: Fleurs d’Ammoides verticillata (Desf) Brigq.

23



1.4.1.3 Répartition
En Algérie elle se trouve dans les pelouses des montagnes (Atlas Tellien) et aussi

dans les foréts [5]. Ce genre se trouve également au Maroc [6].

1.4.2 Systématique et taxonomie du genre Bunium
1.4.2.1 Classification

Regne plantae
Embranchement Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Apiales

Famille Apiaceae

Sous famille Apioideae

Tribu Apieae (Ammineae)
Genre Bunium

1.4.2.2 Description

C’est une plante des rayons des ombelles et des ombellules restant gréles, elle a
des tubercule globuleux et des tiges principale qui mesurent de 1 a 5 cm, ses
feuilles portent des divisions linéaires, ultimes linéaires lancéolées [5] et ses fleurs

sont généralement blanches (figure 3).

Figure 3: Fleurs Bunium persicum.
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1.4.2.3 Répartition

En Algérie, on trouve le genre Bunium dans les champs et les montagnes (Lalla-
Khadidja, Zaccar) [5]. Ce genre se trouve également en Afghanistan et en Iran
[14].

1.4.3 Systématique et taxonomie du genre Bupleurum

1.4.3.1 Classification

Regne plantae
Embranchement Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Apiales

Famille Apiaceae

Sous famille Apioideae

Tribu Apieae (Ammineae)
Genre Bupleurum

1.4.3.2 Description

Dans ce genre, on trouve des plantes annuelles ou vivaces herbacées, sa taille est
de quelques centimetres a plusieurs dizaines de centimeétres (figure 4), elle est
totalement glabre avec des feuilles entieres ou rigides (figure 5), ses fruits sont
ronds ou lisses [5], elle porte des fleurs de couleur jaune pour la majorité de ses

especes.

Figure 4: Fleurs de Bupleurum rigidum L.
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Figure 5 : plante de Bupleurum atlanticum murb.

1.4.3.3 Répartition
En Algérie, elle se trouve dans les montagnes (Atlas Tellien) et aussi dans les

régions séches [5]. Ce genre se trouve également au Japon [15].

1.5 Utilisation des Apiacées

Les Apiacées sont des plantes condimentaires, alimentaires, médicinales ou
industrielles grice a la présence de canaux sécréteurs d’essences ou de gommes-
résines, elles sont aussi largement utilisées en médecine traditionnelle pour
certaines propriétés thérapeutiques comme le montre le tableau 3.

Tableau 3 : Utilisation en médecine traditionnelle de quelques especes de la

famille Apiaceae

Espéces Utilisations

Ammi visnaga L | Antispasmodique [16], antibiotique, antidiurétique [17].

Coriandrum antidiurétique, hypoglycémique, hypolipidémie [18].

sativum

Daucus carotta L | stimulant, antidiurétique, vermifuge, traitement de digestive

désordres, hypertensive, cardiaque, hypoglycémiante [19].
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2. Etude chimique des espéces de la famille Apiaceae

2.1 Etude chimique des espéces du genre Ammoides

Les travaux effectués sur le genre Ammoides ont porté sur les extraits lipidiques
qui ont été préparés par extraction par solvanttel que le méthanol [7, 8]. La
composition chimique a ét¢ déterminée par UV et par RMN [8].

Les huiles essentielles des especes du genre Ammoides ont ét€¢ préparées par
hydrodistillation avec un Clevenger [9]. Elles ont été¢ analysées par CPG et
CG/SM pour déterminer les constituants chimiques [8,20].

2.1.1 Etude chimique des extraits lipidiques des espéces du genre Ammoides
L’étude chimique de I’extrait lipidique de 1’espéce Ammoides atlantica (Coss et
Dur) Wolf préparé par le méthanol, montre la présence des flavonoides et des

glucides. Le tableau 4 regroupe les produits isolés des deux classes (flavonoides,

glucides).
Tableau 4 : composés isolés de quelques especes du genre Ammoides
Espece du | Classe Composés isolés Réf
genre chimique
Ammoides
Ammoides | Flavonoides | Apigénine -7-O-f glucoside (apigétrine) (1). [8]
Atlantica Luteoline -7-O-f glucoside (2).
Planche
(Coss et
Al
Dur)
Wolf Glucides | D-saccharose (glucopyranosyl-(1—2) [8]
fructofi ide) (3).
ructofuranoside) (3) Planche
B
Ammoides | Flavonoides | Quercetine- 3 -O-B-glucoside  (4). [22]
Pusilla Apigénine 7-O-B-glucoside  (1). [22]
Luteoline 7-O-f-glucoside (2). [23]
Planche
Al
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2.1.2 Etude chimique de la composition de I’huile essentielle des espéces du
genre Ammoides

L’huile essentielle des espéces du genre Ammoides a €t¢ préparée notamment par
hydrodistillation avec un Clevenger, I’expérience a ét¢ faite en particulier sur la

partie aérienne [8, 9].

L’identification des différents constituants 1’huile essentielle a été faite par
chromatographie en phase gazeuse (CPG) et par chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG/SM) [20,23].

L’étude chimique des huile essentielle des especes appartenant au genre
Ammoides a permis 1’isolement de métabolites secondaires appartenant a
différentes classes chimiques. Il faut noter particulicrement la présence de la
classe des terpénes (monoterpenes et sesquiterpenes) et des composés phénoliques

(flavonoides) comme est indiqué sur le tableau 5 :

Tableau 5 : composés isolés de quelques especes du genre Ammoides

Espéce du | Classe Composés isolés Références
genre chimique
Ammoides

Ammoides |Monoterpénes |a-thujene, a-pinene, sabinene, f-|[8, 23]

atlantica pinene, a-phellandrene, 8-3-carene, p-

‘ _ Planche
(Coss et cymene, limonene,  y-terpinene,
Dur) Wolf linalool, o-terpineol, carvacrol, | C1

Camphene, myrcene, o-terpinene, 1,
8-cineole, terpinolene, terpinene-4-ol,

Cis-p-menth-2-en-1-ol, Thymol.

f-caryophyllene, a-amorphene, [23]
) y-cadinene, d-cadinene, oxyde
Sesquiterpenes Planche
caryophyllene, a-copaene, a- -

muurolene.
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Ammoides |Monoterpénes | Thymol, m-cyméne, gamma-terpinene, | [6, 8]

pusilla D-limonene, y-terpinene, p-cymene.
Planche
Cl1
Prychotis | Monoterpéne |a-Thujene, a-Pinene, Sabinene, 3- [20]
verticillata Pinene, Myrcene, p-Cymene, Planche

Limonene, 1,8-Cineole, y-Terpinene | Cl1
Linalol, Borneol, Terpinen-4-ol, a-

Terpineol, Thymol, Carvacrol, acetate

de Geranyle.
Sesquiterpene | Oxyde caryophyllene. [20]
Planche
02

2.2 Etude chimique des espéces du genre Bunium

2.2.1 Etude chimique des extraits lipidiques des espéces du genre Bunium
Les extraits lipidiques des especes du genre Bunium ont été préparés par solvant
comme le mélange (dichlorométhane, méthanol) [24], I’hexane [25] et le
méthanol [26, 27] en utilisant quelques fois le soxhlet dans I’extraction [25, 26,
28]. On note également la préparation d’extraits aqueux et 1’utilisation de I’eau
distillé dans I’extraction par soxhlet [28]. L’extraction a été faite sur les racines
[24] et sur la partie aérienne [26, 28]. Les extraits ont ét¢ également préparés par
les fluides a 1’état supercritique [14].

Nous avons noté particulierement la présence dans les extraits de la classe des
terpénes (monoterpenes, sesquiterpénes), des glucides (saccharose), des composés
phénoliques (coumarine), des acides gras (acide oléique) et des stéroides (B-
sitostérol). Les extraits ont été analysés par CG et CG/SM [14, 25], UV et RMN
[24].

Les principaux métabolites secondaires isolés des especes du genre Bunium sont

regroupés dans le tableau 6.
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Tableau 6 : composés isolés de quelques espéces du genre Bunium

Especes du | Classe chimique | Composés isolés Références
genre
Bunium
Bunium Composés Scopoletine (5). [24]
incrassatum | phénoliques : Scoparone (6). planche
Coumarines A2
Stéroides : Stérols | B-sitostérol (7). [24]
planche D
Acides gras acide oléique (8). [24]
planche E
Glucides Saccharose (3). [24]
planche B
Bunium Terpene : a-Pinene, B-Pinene, myrcene, a- [14, 25]
persicum monoterpene Terpinene, o-Cymene, limonene, | Planche
y-Terpinene, p-Cymene, & — C1
terpinéne, a-Thujene, Sabinene.
Terpene : B -Selinene. [14]
Sesquiterpene Planche
2

2.2.2 KEtude chimique de la composition de I’huile essentielle des espéces

appartenant au genre Bunium

L’huile essentielle a été obtenue par hydrodistillation avec un clevenger [14, 25,

26, 27, 29], mais aussi par micro-onde [26]. La composition chimique de I’huile

essentielle des especes du genre Bunium méme a partir de la partie aérienne [26,

29, 30] et des fruits [31, 32, 33, 34]) est constituée en majorité de monoterpénes et
de sesquiterpenes. Ils ont été identifiés par CG/SM [14, 25, 26, 29, 31, 33, 35].

Le tableau 7 regroupe des exemples de chaque classe.
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Tableau 7 : composés terpéniques isolés de quelques espéces du genre Bunium

Especes du | Classe Composés isolés Réf
genre chimique
Bunium
Bunium Monoterpénes |a-pinene, sabinene, B-pinene, myrcene, | [14, 25,
persicum p-cymene, a-terpinene, o-cymene, 29, 31,
limonene, y-terpinene, Terpinen-4-ol, a- |33, 35]
Terpineol, o-Thujene, Sabinene, Planche
camphene, 1.8-cineole, linalool, C1
borneol, thymol.
Sesquiterpeénes | B-Caryophyllene, B-Selinene, D- [25, 33]
germacrene, zingiberene, (EE)-o- Planche
Farnesene. C2
Bunium Monoterpeénes | Camphene, cymol, p-cymene, 1,8- [26, 30]
luristanicum cineole, linalool, 4-terpineol, borneol, a-
pinene, Sabinene, B-pinene, - e
Myrcene, a—Terpinene, .
sesquiterpenes | B-Caryophyllene, D-Germacrene. [26, 30]
Planche
C2
Diterpénes | Phytol [26, 30]
Planche
C3
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2.3 Etude chimique des espéces du genre Bupleurum
2.3.1 Ktude chimique des extraits lipidiques des espéces appartenant au

genre Bupleurum

Le genre Bupleurum, du fait de sa grande diversité botanique, occupe au sein de la
littérature phytochimique une place de choix, Les travaux ont été réalisés sur les
racines [36, 37, 38,39], les fruits [40] et les parties aériennes [10, 41, 42, 43, 44].
Les extraits lipidiques des espéces du genre Bupleurum sont extraits par
solvants tels que le méthanol [10, 36, 40, 43, 45, 46, 47, 48], le mélange
(méthanol, eau) [12, 49], I’éthanol [37, 38, 41, 42, 50,51, 52, 53], ’hexane par un
soxhlet [39, 54], I’acétone [55,56], le dichlorométhane avec un soxhlet [44]. Nous
avons note¢ aussi I’utilisation du CO, supercritique dans 1’extraction [51].

Les extraits sont analysés avec HPLC et RMN [36, 39, 40, 42, 44].

Nous avons noté particulierement la présence de la classe des composés
phénoliques (flavonoides, coumarines) et des saponosides (sandrosaponines).le
tableau 8 regroupe des exemples de chaque classe.

Tableau 8 : composés isolés des espéces du genre Bupleurum

Espece Classe Composés isolés Réf
chimique
Bupleurum Coumarines Scoparone (6). [49]
Atlanticum isoscopoletine purs (9). Planche
A2
Bupleurum Saponoines : 6"-O-malonyl-saikosaponine (10). | [36]
falcatum saikosaponins | 2"-O-acetylsaikosaponine (11). | Planche
3"-O-acetylsaikosaponine (12). | F
4"-0-Acetylsaikosaponin (13).
Hydroxysaikos | 8-O-B-D-glucopyranosyl-(1 —2)- O-B-| [40]
aponin D-apiofuranosyl-(1 —6)-B-D- Planche
glucopyranoside (14). F
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Flavonoides Quercétine-3-arabinoside (15). [57]
Quercétine-3-rutinoside  (16). [58]
Planche
Al
Coumarines Anomaline (17). [59]
Angelicine (18). [60]
Planche
A2
Bupleurum Flavonoides Quercétine (19). [41, 61,
chinense Quercétine-3-arabinoside (15). 62,63,
Quercétine-3-rutinoside  (16). 64]
Planche
Al
Bupleurum saponine 23-acetoxy, 16a-hydroxy-13,28- [39]
Sfruticosum triterpenoide epoxyolean-11-en-3B-yl-[B-D- Planche
glucopyranosyl-(1 — 2)]-[B-D- F
glucopyranosil (I — 3)]-p-D-
fucopyranoside (20).
Coumarine Scopoletine  (5). [39]
Scoparone  (6). Planche
Prenyletine  (21). A2
Capensine  (22).
Flavonoides Kaempferol - 3-glucoside (23). [10]
Kaempferol 3-O-B-D-galactoside (24). | Planche
kaempferol 3- O-rutinoside (25). Al

Quercitine 3-O-p-D-glucoside (26).
Quercitine 3-O-B-D-glactoside (27).
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Bupleurum Flavonoides Kaempférol-7-rhamnoside (28). [65]
scorzonerifoli Planche
um Al
Saponines saikosaponin u: 3-O-[B-D- [52]
glucopyranosyl-(1 —2)--D- Planche
glucopyranosyl-(1 — 3)- F
B-D-fucopyranosyl]-3f,160,23,28-
tetrahydroxy-olean-
11,13(18)-dien-30-oic acid-30-O-
[pentito(1 —> 1)-B-D-
glucopyranosyl - (6—4)] ester (29).
Saikosaponin v: 3-O-[B-D-
glucopyranosyl-(1 — 3)-B-D-
fucopyranosyl]-38,160,23,28-
tetrahydroxy-olean-11,13(18)-dien-30-
oic acid-30-O-[pentito(1—1)-B-D-
glucopyranosyl-(6 — 4)] ester (30).
Bupleurum Saponines 13,28-epoxy-3p, 163, 23, 29-tetrahy- [46]
rigidum droxyolean-11-en-3-B-yl B-D- Planche
glucopyranosyl-(1—»2)-[4-O-sulfo-B- | F

D-glucopyranosyl-(1 —.3)] B-D-
fucopyranoside (Sandrosaponin II)
(31).

13,28-epoxy-3B, 168, 23, 30-tetrahy-
droxyolean-11-en-33-yl-B-D-
glucopyranosyl-(1 = 2)-[4-O-sulfo-B-
D-glucopyranosyl- (1 — 3)-] B-D-
fucopyranoside (Sandrosaponin V)
(32).
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Bupleurum Saponines 3-O-[a-L-rhamnopyranosyl (1-2)-8- | [47]
rotundifolium D-glucopyranosyl (1 —2)- B-D- Planche
fucopyranosyl] 11-methoxy- F
primulagenin A (saponin 2) (33).
Bupleurum Flavonoides Quercitine (19), Tamarixetine (34), [48]
montanum Isorhamnetin-3-rutinoside (35), Planche
Kaempferol-3-O-B-rutinoside (36). Al
Bupleurum Flavonoides Kaempférol (37). [54]
angulosum Quercétine-3-rutinoside (16). Planche
. Al
Bupleurum Flavonoides Kaempférol (37). [66]
tenue Planche
Al
Bupleurum Flavonoides Kaempférol (37). [67]
sibiricum Quercétine (19). Planche
Quercétine-3-rutinoside (16). Al
Bupleurum Flavonoides Quercétine (19). [68]
polyclonum Quercétine-3-arabinoside (15). Planche
Al
Bupleurum Flavonoides Kaempférol (37). [69]
flavum Quercétine (19). Planche
Quercétine-3-rutinoside  (16). Al
Isorhamnetine-3-rutinoside (36).
Kaempférol-3-glucoside (23).
Bupleurum Flavonoides Quercétine-3-rutinoside ~ (16). [68, 70]
langicaule Planche
Al
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Bupleurum Flavonoides Quercétine-3-arabinoside  (15). [68]
kunmingense planche
Al
Bupleurum Flavonoides Quercétine-3-arabinoside  (15). [68]
chaishoui planche
Al
Bupleurum Flavonoides Quercétine-3-rutinoside  (16). [57]
dianthifolium planche
Al
Bupleurum Flavonoides Quercétine-3-rutinoside (16). [71]
aureus planche
Al
Bupleurum Saponosides Saikosaponine o [72]
smithii var. planche
parvifolium F
Bupleurum Flavonoides Tamarixetine (34). [10, 54]
Spinosum Isorhamnetin (38). Planche
Al
Saponosides saikosaponine 1 (39). [53]
saikosaponine 2 (40). planche
F
Bupleurum Flavonoides Quercetine (19). [10]
plantagineum Quercetin-3-O-rutinoside (16). planche
Desf Isorhamnetin-3-O-rutinoside (36). Al
Bupleurum Flavonoides Kaempférol-3-rutinoside (41). [54]
gibraltaricum planche
Al
Bupleurum Coumarines Isoscopoletine (9). [73]
[fruticescens Scoparone  (6). planche
A2
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2.3.2 Etude de la composition chimique de I’huile essentielle de 1’espéce
Bupleurum fruticosum

L’huile essentielle a été obtenue par hydrodistillation. La composition chimique
de I’huile essentielle de I’espéce Bupleurum fruticosum est constituée en majorité
de monoterpénes et de sesquiterpénes, nous donnons dans le tableau 9 des
exemples de chaque classe.

Tableau 9 : composés terpéniques isolés de 1’espece Bupleurum fruticosum

Classe chimique | Produits isolés Référence

Monoterpenes B-phellandrene, sabinene, terpinen-4- | [74]

ol, &-terpinene, a-phellandrene, a | Planche C1

2
thujene, o-pinéne, [-pinéne, f3-
myrcene, o-terpinéol, fy-tepinéne,

acétate de Citronellyle, acétate de

géranyl
Sesquiterpenes Bicyclogermacrene, a-copaene, [74]
o-cadinene. Planche C2

3. Activités biologiques des genres Ammoides, Bunium, Bupleurum de la
famille Apiaceae

3.1 Activité biologique d’espéces du genre Ammoides (glossaire)

Les composés isolés d’espéces du genre Ammoides sont ftres actifs
biologiquement, on a démontré I’existence de I’activité¢ hypoglycémiante, Anti-

inflammatoire, anti diarrhéique et antifongique [7, 8, 9].

Les composés responsables de ’activit¢ antioxydant sont le carvacrol et le
thymol [20].

Les monoterpénes contenus dans les plantes du genre Ammoides aident 1’activité
antimicrobienne, cette activité a été vérifiée vis-a-vis de Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus, Bacillus megaterium, Bacillus citrulans Listeria et Proteus

vulgaris [6].
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3.2 Activité biologique d’espéces du genre Bunium (glossaire)

Les métabolites isolés d’espéces du genre Bumium sont utilisés en médecine
comme la gynécologie, et pour certaines activités biologiques telles que 1’activité
anticonvulsiante, anti-inflammatoire, antioxydante et antifongique [26, 27, 29,
31].

Les coumarines sont responsables de ’activité antibactérienne et active pour les
bactéries suivantes : Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermis, Proteus merabilis, Streptococcus pyogenes, Enterobacter et

Pseudomonas aerogenosa [24]

3.3 Activité biologique d’espéces du genre Bupleurum (glossaire)

L’activité biologique constatés chez les especes du genre Bupleurum sont:
I’activité antioxydante [10,51], anti-inflammatoire [10] et anti hépatotoxique [39,
32].

Les saikosaponines possédent de nombreuses activités biologiques, antalgiques,
anti hépatotoxiques, antivirales et anti-inflammatoires [47, 52,56, 75] et

polysaccharide pour I’activité antioxydante [37].
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Conclusion

L’ Apiaceae est une grande famille d’especes végétales, elles sont réparties dans
la majeure partie du globe ; on dénombre au moins 300 genres a travers le
monde. En Algérie, il y a au moins 56 genres, dont les genres : Ammoides,
Bunium, Bupleurum. Ces trois derniers ont fait 1’objet d’étude chimique, qui a
permis l’isolement de plusieurs métabolites secondaires, notamment: des

stéroides, des composés phénoliques (flavonoides et coumarines) et des acides

gras.

Les huiles essentielles de ces genres renferment de nombreux composés
chimiques comme : les monoterpenes (B-phellandrene, sabinene, terpinen-4-ol, -
Pinéne, Myrcene, p-Cymene, Limoneéne) et les sesquiterpénes (B-Caryophyllene,

B-Selinene).

Plusieurs études sur I’activité biologique des genres Ammoides, Bunium,
Bupleurum ont ét¢ effectuées, on a noté la présence de I’activité hypoglycémiante,
anti-inflammatoire, anti diarrhéique, antifongique, anti hépatotoxique et

antibactérienne.
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Partie expérimental

Chapitre 2 :
Etude chimique de I’huile

essentielle de Bunium fontanesii

(Pers) Maire.



Introduction

Notre travail a été réalisé dans trois laboratoires, le laboratoire de physicochimie,
le laboratoire de microbiologie et 1’unité de pharmacotoxicologie du complexe
Antibiotical de MEDEA du GROUPE SAIDAL et dans le laboratoire de chimie des
substances naturelles de I’Université¢ Saad Dahlab de BLIDA.

Il existe plusieurs méthodes d’extraction des huiles et des extraits végétaux. Pour
notre étude, nous avons opté pour deux méthodes : la macération pour préparer
des extraits lipidiques et 1’entrainement a la vapeur d’eau pour extraire I’huile
essentielle, cette derniére a été analysée par CG/SM pour déterminer ses

constituants chimiques.

Notre travail consiste essentiellement en I’étude chimique de I’huile essentielle de
I’espéce Bunium fontanesii (Pers) Maire et la détermination des activités
biologiques des extraits lipidiques des especes: Ammoides atlantica (Coss et Dur)
Wolf, Bunium alpinum Waldst et Kit, Bunium fontanesii (Pers) Maire et
Bupleurum spinosum L. Les criteres de choix de ces espéces reposent
essentiellement sur le fait qu’ils appartiennent a la famille des Apiacées dont
plusieurs activités biologiques ont ét¢ mises en évidence et a notre connaissance

de travaux antérieurs sur ces especes.

La partie expérimentale est consacrée a I’étude de la composition chimique de
I’huile essentielle et des tests d’activités biologiques de I’huile essentielle et des

extraits lipidiques, elle comprend quatre parties :

- Extraction de I’huile essentielle par entrainement a la vapeur d’eau.

- Préparation des extraits par macération dans un solvant.

- Analyse de l'huile essentielle par chromatographie en phase gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse (CG/SM).

- Tests d’activités biologiques de I’huile essentielle et des extraits lipidiques
d’Ammoides atlantica (Coss et Dur) Wolf, de Bunium alpinum Waldst et

Kit, de Bunium fontanesii (Pers) Maire et de Bupleurum spinosum L.
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1. Récolte et conservation

Les especes étudiées ont ét€ récoltés dans le nord d’Algérie. La récolte de Bunium
fontanesii (Pers) Maire a été faite le mois d’Avril a Ouled Ibrahim (Ain Defla).
Les especes Ammoides atlantica (Coss et Dur) Wolf, Bunium alpinum Waldst et
Kit et Bupleurum spinosum L ont été récoltés le mois de Mai a Chréa (Blida). Les
especes sont séchées a I’ombre, dans un endroit sec et aéré.

Les especes ont été identifiées aux niveaux du département d’agronomie de
I’Université Saad Dahlab de Blida et du Parc National de Chréa.

2. Systématique et taxonomie
2.1 Systématique et taxonomie de I’espéce Ammoides atlantica (Coss et Dur)
Wolf

Reégne plantae
Embranchement Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Apiales

Famille Apiaceae

Sous famille Apioideae

Tribu Apieae (Ammineae)
Genre Ammoides

2.1.1 Nom vernaculaire
Le genre Ammoides ou Ptychotis admet le nom berbére Atrilele, son nom arabe

Al Ja N 17],

2.1.2 Description
C’est une plante bisannuelle ou vivace a souche épaisse pourvue d'une rosette de
feuilles basilaires. Tiges peu ramifiées, elle a des feuilles ombelles, leurs fruits

sont au moins de diameétre de 2-2,5 mm, c’est une plante endémique a 1’ Algérie
[5] (figure 7).
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Figure 7 : Ammoides Atlantica (Coss et Dur) Wolf.

2.1.3 Distribution
L’espeéce Ammoides atlantica (Coss et Dur) Wolf est rencontrée dans les

montagnes a une hauteur d’environ 1000 m [5].

2.2 Systématique et taxonomie de 1’espéce Bunium alpinum Waldst et Kit et

Bunium fontanesii (Pers) Maire

Regne plantae
Embranchement Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Apiales

Famille Apiaceae

Sous famille Apioideae

Tribu Apieae (Ammineae)
Genre Bunium

2.2.1 Nom vernaculaire
Le synonyme de Bunium fontanesii est Bunium mauritanicum Batt [5], en arabe

telghouda et le nom berbere Aktsir [76].
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2.2.2 Description

Bunium alpinum Waldst et Kit présente des feuilles a divisions ultimes linéaires
lancéolées, leurs tubercules d'abord globuleux. Elle a des fleurs ombelles contigus
(figure 8) [5].

Bunium fontanesii (Pers) Maire montre des feuilles a segments linéaires ou
linéaires lancéolés et des ombelles de 5-7 cm de large. Des fruits a méricarpes

restant contigus a la maturité, 4-5 fois plus longs que larges, atteignant 4-5 mm
(Figure 9, 10) [5].

2.2.3 Distribution

Bunium alpinum Waldst et Kit: se trouve dans les foréts et les rocailles des
montagnes [5], elle a ét€ récoltée sous les ceédres au mois de Mai de Chréa
(Blida).

Bunium fontanesii (Pers) Maire : se trouve dans toute 1’ Algérie et surtout dans les
champs et les moissons, c’est une espece endémique a 1’ Algérie [5]. Cette espéce

a été récoltée en Avril dans des champs d’Ouwled Ibrahim (Ain Defla).

Figure 8 : Bunium alpinum Waldst et Kit.
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Figure 9 : Bunium fontanesii (Pers) Maire. Figure 10 : Bunium fontanesii (Pers)

(La plante compléte) Maire (Les fleurs).

2.3 Systématique et taxonomie de ’espéce Bupleurum spinosum L

Regne plantae
Embranchement Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Apiales

Famille Apiaceae

Sous famille Apioideae

Tribu Apieae (Ammineae)
Genre Bunium

2.3.1 Nom vernaculaire

En arabe Choubreg et en berbere Tafa, Agerbaz et/ou Degouchen [5,76, 77].

2.3.2 Description

C’est un arbrisseau sphérique et épineux a tiges treés ramifiées, ligneuses a la base.
Les feuilles de couleur vert-gris sont linéaires, en forme de lance 4 trois nervures.
Les fleurs sont jaunatres avec cing petites sépales, longues de 3 4 5 cm [5, 77]
(Figure 11, 12).
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2.3.3 Distribution
Cette espéce se trouve dans les rocailles et surtout en hautes montagnes du Tell

[5] et pousse dans les rochers et paturages montagnards pierreux ou calcaires [77].

Figure 11: Bupleurum spinosum L. Figure 12 : Bupleurum spinosum L.

(La plante compléte) (Les feuilles et les tiges)
3. Extraction de I’huile essentielle
3.1 Extraction par entrainement a la vapeur

L’extraction de I’huile essentielle est effectuée par entrainement a la vapeur d’eau.
Le principe de cet entrainement consiste 4 mettre la plante seche (dans notre cas
ce sont les parties aériennes de Bunium fontanesii (Pers) Maire coupées en petits
morceaux) dans une ampoule & décanter placée au-dessus d’un ballon rempli au
deux tiers d’eau. Cette eau est portée a ébullition avec un chauffe ballon. La
plante sera alors en contact indirect avec ’eau chauffée, les vapeurs vont ainsi la
traverser et faire éclater les cellules et entrainer avec elles I’hydrolat composé

d’huile et d’eau (figure 13).
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Figure 13 : Montage de I’entrainement a la vapeur d’eau.

3.2 Extraction liquide-liquide de I’huile essentielle

Le mélange eau-huile essentielle est séparé par extraction liquide-liquide avec de

’éther d’éthylique (figure 14).

Dans une ampoule & décanter, on met un volume (v) de I’hydrolat auquel on
rajoute le tiers du volume (v/3) de I’éther d’éthylique, on agite, on dégaze et on
met des morceaux de glace pour casser 1’émulsion, on laisse décanter. Nous
obtenons deux phases distinctes; une phase organique contenant I’huile
essentielle dans 1’éther d’éthylique et une phase aqueuse qui peut contenir
quelques produits hydrosolubles de I’huile essentielle. Cette derniére est soumise
de nouveau & une extraction avec de I’éther d’éthylique afin d’épuiser au
maximum 1’huile essentielle soluble dans ’eau. Trois extractions successives sont

effectuées, les phases organiques récupérées sont mélangées en une seule.
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Cette derniére est filtrée sur le papier filtre et déshydratée sur du Na;SO4 ou du
MgSO, pour éliminer toutes les traces d’eau. La phase organique obtenue est

distillée a température < 40°C afin d’éliminer 1’éther d’éthylique.

Figure 14 : Le montage de 1’extraction liquide-liquide.

4, Préparation des différents extraits
4.1 Extraction par macération avec un solvant

L’extraction a été effectuée sur les quatre espéces Ammoides atlantica (Coss et
Dur) Wolf (la plante compléte), Bunium alpinum Waldst et Kit (la plante
compléte), Bunium fontanesii (Pers) Maire (la partie aérienne) et Bupleurum

spinosum L (les feuilles).

L’extraction est réalisé par macération avec un mélange de solvants (MeOH /
CH,Cl,: 1/1 ; v/v) pendant une semaine. Ensuite, le mélange est filtré sur
biichner, distillé sous vide a ’aide d’un rotavapeur a T < 40°C pour éliminer le
méthanol et le dichlorométhane, on arréte la distillation lorsque le ballon est

presque sec.
4.2 Traitement de ’extrait

Le ballon de distillation est lavé successivement avec de 1’éther puis de 1’eau,
les solutions obtenues sont récupérées dans une ampoule a décanter, on obtient
deux phases distincts : une phase aqueuse et une phase organique contenant

I’extrait dans 1’éther. Cette derniére est filtrée sur du Na,SO, afin d’éliminer
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toutes les traces d’eau (séchage), enfin distillée a I’aide d’un rotavapeur a pression

atmosphérique (figure 15).

Figure 15 : Extraction liquide-liquide.

5. Résultats et discussion

Le rendement est le rapport entre la masse de I’extrait ou I’huile extraite et la
masse de la plante séche a traiter [78]. Le rendement, exprimé en pourcentage est

calculé par la formule suivante

[R=mA/mpx 100] R: rendement en %.

m , : masse de I’huile ou I’extrait en g.
m p : masse de la plante seche en g.
5.1 Huile essentielle

Le rendement, exprimé en pourcentage est calculé par la formule suivante :

[R =mge/mp x 100 ] R: rendement de ’huile en %.

m gg : masse de ’huile en g.

m p : masse de la plante seche en g.
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Une masse de 436,81 g de plante séche a permis d’obtenir 5 litres d’hydrolat et
0,0998 g de I’huile essentielle soit un rendement faible de 0,022 %. L’huile
essentielle obtenue est conservée a froid et a I’abri de la lumiére dans un flacon

hermétique (figure 16).

Figure 16 : Huile essentielle de Bunium fontanesii (Pers) Maire.

Nous constatons que ce rendement est trés faible par rapport a celui obtenue chez

la majorité des espéces végétale et qui est de 1’ordre de 0,1% [79].

Les propriétés organoleptiques de 1’huile essentielle sont données dans le tableau
10.

Tableau 10: propriétés organoleptiques de I’huile essentielle de Bunium

fontanesii (Pers) Maire

Aspect Couleur Odeur

Huileuse Jaune clair Caractéristique

5.2. Rendement des extraits par solvant

Le rendement est exprimé en pourcentage et donné par 1’expression suivante :

[ R=mg/mpx 100 J R: rendement de 1’extrait en %.

m g : masse de I’extraiten g.

m p : masse de la plante seche en g.
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Nous avons présenté dans le tableau 11, un bilan des différentes expériences

effectuées par la préparation des extraits.

Tableau 11 : Bilan des différentes extractions effectuées par macération

Espece Masse de la | Volume des Masse de  |Rendement
matiere solvants (MeOH |I’extrait (g) | %
séche (g) |/ CHyCly) (ml)

Ammoides 3 40/ 40 0,07 2,33

atlantica (Coss et

Dur) Wolf

Bunium alpinum 4 40/40 0,23 5,75

Waldst et Kit

Bunium fontanesii |70 500 /500 1,29 1,84

(Pers) Maire

Bupleurum 30 165/ 165 1,93 6,43

spinosum L

Nous constatons également que les rendements obtenus sont assez important par

rapport & ceux habituellement obtenus chez d’autres especes [79].

6. Analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie

de masse (CG/SM)

Cette partie consiste a I’étude analytique qualitative de I’huile essentielle de
Bunium fontanesii. 1l s’agit de I’analyse par chromatographie en phase gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse suivie de 1’identification des différents

produits de 1’huile essentielle.
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6.1 Conditions opératoires

L’analyse est effectuée sur un chromatographe en phase gazeuse HEWLETT-
PACKARD-HP-6890 couplé a un spectrometre de masse HP 5972, dans les

conditions suivantes :

- Une colonne capillaire de type VF-ms (eq DB-1 et/ou HP-1), de longueur
30m d’un diamétre interne de 0,25mm et une épaisseur du film de 0,25
pm.

- Un gaz vecteur (hélium) d’un débit de 0,3ml/mn.

- Un potentiel d’ionisation du spectrométre de masse égale a 70 eV.

- La programmation du four est : 80(5”) -3°/mn-280(10").

- Injection d’une quantité de 2 pl en mode Split : 1/90.

- Les échantillons de I’huile essentielle sont dilués dans 1’acétate d’éthyle a
1%.

6.2 Identification des produits de I’huile essentielle de Bunium fontanesii

L’identification est effectuée en se basant sur les banques de données spectrales
de I’appareil (NBS 75k.1, Wiley 7n.l). L’identification pour une base spectrale
consiste & comparer le spectre de masse du produit avec celui du méme produit de
cette base, cette comparaison est donnée & un certain taux de similitude. Dans
notre cas tous les produits ont ét¢ identifiés & un taux de similitude de plus de

90%.

Nous tenons a rappeler que NBS 75 est une banque comprenant les spectres de
masse de 75000 molécules, celle de Wiley 7n comprend 250000 molécules. Le
tableau 12 regroupe les composés chimiques identifiés et non-identifiés a partir

de I’huile essentielle de Bunium fontanesii.
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Tableau 12 : Compositions chimiques de I’huile essentielle du Bunium fontanesii

Ordre Temps de | Nom du % de Pair Formule
d’€lution | rétention . du pic
) produit
min
1 6.971 Limoneéne 14.539% CioHis
2 12.552 I1 2.839%
3 21.041 12 2.914%
4 28.568 I3 2.025%
5 28.747 Oxyde 4.685% CisHy4O
caryophyllene
6 33.702 14 9.257%
7 34.966 I5 1.690%
8 37.393 Produit de 3.869%
dégradation de la
colonne
9 51.843 Nonadecane 1.672% Ci9Hyg
10 54.013 16 1.531%
11 54.460 Eicosane 4.006% CaoHys
12 56.955 Tricosane 2.637% CysHyg
13 57.301 17 1.628%
14 59.371 Pentacosane 1.723% CysHs,
15 61.697 Heptacosane 4.163% Cy7Hs5
16 63.945 Octacosane 3.555% CysHsg
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17 64.247 I8 2.668%

18 66.115 Hexatriacontane 23.585% CisHys

Les données du spectre de masse des composés inconnus sont données sous forme

de m/z (%) des principaux fragments.

I1: 41(82), 44(100), 57(94), 68(93), 97(79).
12: 41(81), 44(100), 91(44).

13: 41(52), 44(100).

I

H S

£ 41(32), 44(100), 81(33).

I

(4

. 41(22), 44(100), 55(25), 91(22).

I

N

- 44(100), 312(38).
17: 44(99), 57(44), 149(100).
18: 41(46), 44(95), 69(100), 81(50).

L’examen du tableau 12 montre que la composition chimique de 1’huile
essentielle de Bunium fontanesii est dominée par les alcanes linéaires avec une
teneur globale de 41,341%. On note également la présence d’un monoterpene en
I’occurrence le limonéne a hauteur de 14,54%, soit la teneur la plus élevée de la
composition chimique. Le tableau 12 révele aussi la présence d’un sesquiterpéne

a savoir I’oxyde de caryophyllée avec 4,68%.

Nous n’avons pas pu identifier un certain nombre de composés en se basant
uniquement sur le spectre de masse, des manipulations complémentaires s’averent

nécessaires.
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Chapitre 3 :

Tests d’activités biologiques



Introduction

Un grand nombre de plantes aromatiques, médicinales, des plantes épices et
autres, possédent des propriétés biologiques trés intéressantes, qui trouvent
application dans divers domaines a savoir en médecine, en pharmacie et en

cosmétologie.

Nous avons réalisé dans cette partie les différents tests d’activités biologiques

telles que :

- Tactivité antimicrobienne (antibactérienne et antifongique) pour les quatre
plantes.

- Dactivité antioxydant pour Ammoides atlantica (Coss et Dur) Wolf et
Bunium alpinum Waldst et Kit.

- D’activité anti-inflammatoire pour les quatre especes.
1. Tests microbiologiques (antibactérien et antifongique)
1.1But et principe

Cette méthode repose sur le pouvoir migratoire des huile essentielle (HE) ou
Pextrait a I’intérieur d’une boite de pétri, contenant un milieu nutritif solide.
Le principe consiste a estimer 1’inhibition de la croissance de microorganismes les
bactéries (activité antibactérienne) et les levures (activité antifongique) soumis au
contact de 1’extrait ou I’huile essentielle de la plante, par la méthode de diffusion

sur plaque de gélose en utilisant des disques absorbants.
1.2 Matériels
1.2.1 Appareillage et verreries

- Vortex.

- Bec benzene.

- Disques absorbants stériles de 9 mm de diamétre.
- Boite de pétri de 90 mm stérile.

- Tubes en verre stérile.

- écouvillon stériles.
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- Pipettes.
- Pince.

1.2.2 Solutions et milieux de culture

- Milieu gélose au sang frais.
- Milieu gélose Sabouraud.

- Milieu Soja Agar.

- Myristate d’isopropyle.

1.3 Solution d’extrait

Pour ce test les échantillons (HE, extrait) ont été préparés par dissolution dans le

myristate d’isopropyle. Pour tous les extraits et I’huile essentielle, on prépare des

solutions dans du myristate d’isopropyle a raison de 1% (10mg/ml) ou a 2%

(20mg/ml) en fonction des résultats obtenus.

1.4 Microorganismes étudiés

Les souches utilisées dans les tests font parties de deux groupes de

microorganismes, qui sont les pathogénes et les contaminants (bactérie et levures).

Tableau 13 : Les microorganismes étudi€s

Bactéries

Levures

Escherichia coli ATCC10536 (1).

Bacillus subtilis ATCC6633 (2).

Candida albicans ATCC10231 (11).

Staphylococcus aureus ATCC29737 (3).

Staphylococcus épidermidis ATCC12228 (4).

Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 (5).

Enterobacter hopital Boufarik (6).

Enterococcus hopital Boufarik (7).
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Sarcina lutera institut Pasteur (8).

Proteus mirobilis hopital Boufarik (9).

Streptococcus pneumoniae ATCC49619 (10).

1.5 Protocole expérimental

A c6té d’un bec benzeéne, on fait couler les boites de Pétri par le milieu Soja Agar
pour les bactéries et le milieu Saboureaud pour les champignons, on versant 18

ml par boite. Laisser sécher a température ambiante, puis couvrir la boite de pétri.

Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne, frotter 1I’écouvillon
sur la totalité de la surface gélosée de haut en bas en stries serrées. Répéter
I’opération deux fois, en tournant la boite a chaque fois. Finir I’ensemencement en

passant 1’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

Pour les champignons, on procéde de la méme maniére dans la boite de Pétri qui

contient le milieu Saboreaud, I’ensemencement se fait en nappe.

On met le disque dans I’huile essentielle ou I’extrait (figure 17), puis on le dépose
délicatement au centre de la boite ensemencée a 4°C pendant 4 heures. La boite
est ensuite fermée, puis mise en incubation a 37 °C pendant 24 h pour les

bactéries et 25°C pendant 48 h pour les champignons.
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Figure 17 : Placement du disque trempé d’extrait ou huile essentielle dans le

milieu ensemencé.
1.6 Résultats et discussion

L’étude de I’activité microbiologique de I’huile essentielle et 1’extrait organique
de Bunium fontanesii, on a révélé 1’absence totale d’activité antimicrobienne pour
les germes: Escherichia coli, Staphylococcus épidermidis, Pseudomonas
aeruginosa, Proteus mirobilis, Streptococcus pneumoniae ainsi que pour la levure
candida albicans, cette inactivité est révélée par 1’absence totale d’une zone

d’inhibition de croissance des bactéries (figure 18 a).

En revanche une activité antimicrobienne notable aussi bien pour 1’extrait que
pour I’huile essentielle de Bunium fontanesii a été¢ mise en évidence pour les
germes Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus avec des zones d’inhibition

allant de 16 a 24 mm (figure 18 b).

Nous avons également constaté des différences d’activité entre 1’huile essentielle
et I’extrait de Bunium fontanesii pour les germes Enterobacter, Sarcina lutera et

Enterococcus.
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Figure 18 : Zone d’inhibition de croissance des bactéries.

a : absence d’activité b : présence d’activité

Concernant 1’activité microbiologique des extraits lipidiques des plantes
Ammoides atlantica (A4), Bunium alpinum (BA) et Bupleurm spinosum (BS), on
remarque une absence totale d’activit¢é antimicrobienne pour les germes:
Escherichia coli, Staphylococcus épidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Proteus
mirobilis et Streptococcus pneumoniae ainsi que pour la levure candida

albicans.

Cependant une activité antimicrobienne notable pour les extraits lipidiques (44,
BA et BS) a été mise en évidence pour les germes Staphylococcus aureus,

Enterobacter et Enterococcus avec des zones d’inhibition allant de 12 a 33 mm.

Nous avons également constaté des différences d’activité entre les extraits de ces

trois plantes pour les germes Bacillus subtilis et Sarcina lutera.
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Tableau 14 : Bilan des différents résultats de test antimicrobien des especes
« Huile essentielle de Bunium fontanesii (HE de B.F) et les extraits de Bunium
fontanesii (ext de B.F), extrait de Ammoides atlantica (ext de AA), extrait de
Bunium alpinum (ext BA) et extrait de Bupleurum spinosum (ext BS) »

Les souches Zone d’inhibition

H.E de |Extde Ext d’AA | Ext de Ext de

BF BF BA BS
1 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm
2 21 mm 16mm 23 mm 0 mm 13 mm
3 24 mm 17 mm 33 mm 15 mm 16 mm
4 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm
5 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm
6 21 mm 0 mm 21 mm 0 mm 0 mm
7 20 mm 0 mm 20 mm 0 mm 0 mm
8 16 mm 0 mm 16 mm 0 mm 0 mm
9 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm
10 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm
11 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm

2. Etude de I’activité antioxydante

Pour étudier ’activité anti-radicalaire des extraits : Ammoides atlantica (Coss et
Dur) Wolf et Bunium alpinum Waldst et Kit, nous avons opté pour la méthode
utilisant le DPPH (Diphényle picryl-hydrazylCisH;,NsOs ; M=394.33g/1) comme

un radical libre relativement stable [80].
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2.1 Introduction

Les antioxydants, sont des composés qui protégent les cellules du corps des
dommages causés par les radicaux libres. Ces derniers sont des molécules tres
réactives qui seraient impliquées dans le développement des maladies
cardiovasculaire, de certains cancers et d’autres maladies liées au vieillissement.

2.2 Principe de ’analyse

Dans ce test les antioxydants réduisent le diphényle picryl-hydrazyl ayant une
couleur violette en un composé jaune, le diphényle picryl-hydrazyl, dont
lintensité de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité¢ des

antioxydants présents dans le milieu [81].

2.3 Mode opératoire

2.3.1 Préparation de la solution de DPPH

La solution de DPPH est préparée par solubilisation de 4,3 mg de DPPH dans 100
ml de méthanol. On réalise un balayage d’absorbance UV-visible entre 400-800
nm. Nous avons constaté une absorbance maximale a la longueur d’onde de 515
nm (figure 19) correspondant a une densité optique de 1,6739 (> 1). On procéde

alors a la diminution de la concentration de la solution de DPPH.
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Figure 19 : Absorbance maximale au DPPH.
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2.3.2 Préparation des solutions méres des extraits

Les solutions méres des extraits d’4dmmoides atlantica et Bunium alpinum ont été
préparés par dissolution dans le méthanol absolu & une concentration de 3mg/ml.
Des dilutions de I’ordre du mg sont ensuite effectués dans le méthanol (0,1 ;0,2 ;
0,3;0,6;1;1,5;2;2,25;2)5).

2.3.3 Tests au DPPH

Dans des tubes secs et stériles, on introduit 0,5 ml de la solution a tester, on ajoute
1,95 ml de solution au DPPH. Aprés agitation sous ultrason, les tubes sont placés
dans D’obscurité a température ambiante. Ces solutions ont un départ une
coloration violette foncée, lorsqu’elles sont réduites, la coloration devient jaune
pale, on note alors la densité optique (DO) a 515 nm par UV-VIS pour chaque
concentration ainsi que pour le contrdle négatif. Le blanc est dans ce cas, le

méthanol pur.

2.4 Résultats et discussion
L’activité antioxydante est calculée par I’équation suivante :

DO controle — DO echontillon
AAY% = X 100
DO controle

Nous avons regroupé dans le tableau 13, un bilan des résultats obtenus pour les
différentes especes. Le DO du contrdle négative = 0,9250.

Tableau 15 : Bilan des différents résultats de test antioxydant

Concentration | Extrait de I’ Ammoides Extrait du Bunium

en mg/ml atlantica (Coss et Dur) Wolf | alpinum Waldst et Kit
DO AA% DO AA%

0,1 0,52 43,68 0,544 41,18

0,2 0,393 57,47 0,383 58,54

0,3 0,324 64,89 0,286 69,02




0,6 0,241 73,86 0,258 72,78
1 0,213 76,91 0,171 81,43
1,5 0,198 78,5 0,16 82,67
2 0,177 80,83 0,158 82,88
2,25 0,174 81,16 0,157 83

2,5 0,17 81,58 0,155 83,24
3 0,168 81,76 0,153 83,41

Les figures 20 et 21 représentent la densité optique en fonction de la concentration

par les espéces Ammoides atlantica et Bunium alpinum. On constate une

diminution importante pour des concentrations variant de 0 4 0,1 mg/ml. Pour des

concentrations supérieures 4 1 mg, on remarque que la densité optique reste

sensiblement constante.

densité optique (DO)

0,557
0,50—-
0,45 —-
0,40——
0,35—-
0|30—:
0,25 -
0,20—-

0,15

, . ; . ; . . .
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
concentration en mg/ml

Figure 20 : densité optique en fonction de concentration de 'Ammoides atlantica
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Figure 21 : densité optique en fonction de concentration du Bunium alpinum

Les figures 22 et 23 représentent la variation de I’activité antioxydante en fonction
de la concentration. On remarque que cette activité augmente rapidement pour des
concentrations variant de 0 a 1, elle reste relativement constante pour des

concentrations supérieur a 1 mg/ml.
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Figure 22 : Pouvoir antioxydant en fonction de concentration de 'Ammoides atlantica (Coss et Dur) Wolf
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Figure 23 : pouvoir antioxydant en fonction de concentration du Bunium alpinum

3 Tests anti-inflammatoire [82]
3.1 But et principe

Ce test a pour objectif de déterminer ’activité anti-inflammatoire par voie orale

du produit & tester a savoir les extraits et I’huile essentielle des especes étudiees.

Le principe repose sur 1’injection de la carragénine, sous I’aponévrose plantaire de
la patte de la souris, ce qui provoque une réaction inflammatoire donc un cedeme

qui peut étre réduit par un produit anti-inflammatoire.

3.2 Matériels
3.2.1 Matériel biologique

Souris albinos.

Sexe : male, femelle.

Poids: 17222 g.

Nombre : 42.

Alimentation : granulés O.N.A.B.
Boisson : eau de robinet ad libitum.

Conditions d’hébergement :
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Température : 20-24 °C.
Humidité : 50-60 %.
Eclairage : 10 H.

3.2.2 Instruments de laboratoire

- Balance analytique.

- Balance pour animaux.

- Matériel de chirurgie.

- Verrerie : fioles, béchers.
- Spatules.

- pipette.

- Seringue.

3.2.3 Réactifs

- Ether d’éthylique.
- Carragéenine.

- Tween (pour la miscibilité de la solution).

3.2.4 Produits
- Produits a tester (I’huile essentielle et les extraits).
- Produit de référence (comprimer de I’ Antalfen).
3.3 Solution d’extrait et de ’huile
Pour tous les extraits et I’huile essentielle, on prépare des solutions dans 1’eau
distillée mélangée au tween a raison de 2mg/ml, en utilise (9V d’eau distill€ et 1

V de tween).

3.4 Protocole expérimental
Pour la préparation de la carragéenine qui provoque 1’inflammation : on met 2ml
de I’eau distillée dans un bécher, on lui ajoute progressivement 40 mg de la

carragéenine, puis on ajuste le volume a 4 ml avec de I’eau distillée. Pour la
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préparation de la solution du produit de référence, on utilise un comprimé de 200
mg d’Antalfen dans un volume de 250 ml d’eau distillée.
Les étapes a suivre pour cette expérimentation sont :

On constitue sept lots de six souris chacun (figure 24):

- Lot témoin T négative : qui regoit I’eau distillée.

- Lot témoin T positive : qui regoit I’ Antalfen (comprimer anti-inflammatoire).
- Lot essai E; : qui regoit ’huile essentielle de Bunium fontanessi (Pers) Maire.
- Lot essai B, : qui regoit I’extrait de Bunium fontanessi (Pers) Maire.

- Lot essai E3 : qui regoit Iextrait d’ Ammoides atlantica (Coss et Dur) Wolf.

- Lot essai By : qui regoit I’extrait de Bunium alpinum Waldst et Kit.

- Lot essai Es : qui regoit ’extrait de Bupleurum spinosum L.

Figure 24 : six souris chacune lots.

Au temps Ty

Chagque lot : on donne pour chaque souris 0,5 ml de la solution correspondant (HE

ou extrait) par voie orale « gavage » (figure 25).
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Figure 25 : administration par gavage aux sept lots de six souris.
Au tempsTy+30 min :

On injecte la solution de la carragéenine sous I’aponévrose plantaire de la patte

arriére gauche sous un volume de 0,025 ml a tous les animaux mis en expérience

(figure 26).

Figure 26 : injection de la carragénine sous 1’aponévrose plantaire de la patte

arriére gauche.
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Au tempsTy+4 heure :

On sacrifie les animaux par ’éther d’éthylique (Figure 27), puis on coupe les
pattes postérieures a hauteur de l’articulation et on les pése sur une balance

analytique (Figure 28).

Figure 28 : Coupure de pattes postérieures a la hauteur de I’articulation.
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3.5 Résultats et discussion

L’activité anti-inflammatoire est estimée selon les équations ci-dessous :

On calcule le pourcentage de I’cedéme par la formule suivante :

moyenne des poids de la patte gauche —moyenne des poids de la patte droite % 100

%d'oedeme =
% moyenne des poids de la patte droite

On calcule le pourcentage de réduction de I’cedéme chez les souris traitées par

rapport aux témoins est calculé par la formule suivante :

. % de l'oedéme témoin — % de l'oedéme essai
% de réduction de l'oedéme = % de I'vedeme x 100
0

Nous avons présenté dans le tableau 16, un bilan des différents résultats obtenus

par les différentes espéces.

Tableau 16 : Bilan des résultats de 1’activité anti-inflammatoire

Lot Moyenne Moyenne des | % d’cdéme % de réduction
des poids de |poids de la de I’cedéme
la patte patte droite
gauche

Témoin |130,2 111,6 16,66 -

négative

Témoin |151,2 135 12 27,97

positive

E1 142 109,8 29 -74,06

E2 144,8 126 14 15,96

E3 135,8 103,4 31,33 -88,05
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E4 128 107 19,62 -17,76

ES 1242 96,4 28,83 -73,04

Au vu des résultats obtenus, on constate une absence d’activité anti-inflammatoire
pour les extraits de plantes Ammoides atlantica, Bunium alpinum, Bupleurum
spinosum et pour ’huile essentielle de Bunium fontanessi. L’extrait de Bunium
fontanessi montre une activité anti-inflammatoire. On constate en effet un
pourcentage d’cedéme supérieur au témoin négatif ce qui laisse supposé que les
extraits de ces plantes présentent une certaines toxicité, qui fait aggraver
I’inflammation et donc par voie de conséquence I’cedéme. On propose donc soit
de diluer les extraits ou encore utiliser la solution aqueuses (infusion) de ces
plantes et d’étudier la toxicité de ces plantes par les tests toxicologique donc les

résultats sont négative .
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Conclusion



Notre travail a porté sur 1’étude chimique de I’huile essentielle de Bunium
fontanesii et les extraits lipidiques de quatre plantes qui sont 1’Ammoides
atlantica, le Bunium alpinum, le Bunium fontanesii et le Bupleurum spinosum
ainsi qu’a la détermination des activités antimicrobienne, antioxydante et anti-
inflammatoire.

L’extraction de I’huile essentielle de Bunium fontanesii a été effectué par
entrainement a la vapeur d’eau et a mené a un rendement égal a 0,022%, cette
valeur est assez faible comparativement a d’autres huiles essentielles.

L’extraction des extraits lipidiques de quatre plantes a été effectué par macération
dans un solvant (MeOH / CH,Cl, : 1/1 ; v/v) et a mené a des rendements €levés.
L’analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse (CG/SM) a permis la séparation et ’identification de la composition
chimique de I’huile essentielle. Cette dernicre est constituée de monoterpénes, de
sesquiterpénes et des alcanes. On note aussi un certain nombre de composés non
identifiés.

Les tests d’activités biologiques antibactériens et antifongiques effectués sur
I’huile essentielle et les extraits lipidiques ont montré une action inhibitrice sur les
bactéries Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Enterobacter, Enterococcus et
Sarcina lutera. Par contre, ils n’ont aucun effet sur la levure candida albicans et
les bactéries Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirobilis,

Staphylococcus épidermidis et Streptococcus pneumoniae.

L’activité antioxydante des extraits lipidiques de 1I’Ammoides atlantica (AA4) et du
Bunium alpinum (BA) a été déterminée par la méthode au DPPH. Les résultats
obtenus ont montré que les deux extraits (44 et BA) présentent un fort pouvoir

antioxydant.

Nous avons noté 1’absence d’activité anti-inflammatoire pour les extraits des
plantes Ammoides atlantica, Bunium alpinum, Bupleurum spinosum €t pour
I’huile essentielle de Bunium fontanessi a I’exception de I’extrait de Bunium
fontanessi. On constate en effet un pourcentage d’cedéme supérieur au témoin

négatif ce qui laisse supposé que les extraits de ces plantes présentent une certaine
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toxicité,

I’cedéme.

qui fait aggraver 1’inflammation et donc par voie de conséquence
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Glossaire

Activité

Définition

Antibactérienne

Activité contre les bactéries aérobies et anaérobies facultatives

(antibiotique), par exemple Escherichia coli

Anti convulsion

Contre les convulsions (€pilepsie), qui sont des contractions involontaires
dies a l'activation subite et intense de neurones cérébraux induisant des

mouvements localisés ou généralisés a tout le corps.

Anti diarrhéique

Contre la diarrhée, elle constitue le symptome de certains types de grippes
ou les intoxications alimentaires et elle peut méme apparaitre apres

’absorption d’aliments épices.

Antifongique Ou antimycosique, utilisé pour soigner les mycoses c'est-a-dire I’infection
par les champignons des végétaux

Antivirale Contre les virus .

Anti hépatotoxique | Définie comme le pouvoir qu’a une substance de provoquer des dommages

au foie. La toxicité au foie se manifeste par deux formes : inflammation
(hépatite) et nécrose (mort des cellules du foie). La stéatose hépatique

survient lorsqu’il y a accumulation de gras dans le foie.

Anti-inflammatoire

Traiter une réaction inflammatoire de processus physiologique en réponse a
des 1ésions tissulaires résultant d’une infection pathogene microbien,

déclaré par quatre signes principaux : rougeur, chaleur, gonflement, douleur

Antioxydant

Les antioxydants, sont des composés qui protégent les cellules du corps des
dommages causés par les radicaux libres. Ces derniers sont des molécules
trés réactives qui seraient impliquées dans le développement des maladies
cardiovasculaire, de certains cancers et d’autres maladies liées au

vieillissement.

Hypoglycémiante

Traitement de ’hyperglycémie (diabéte).




