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Résumé

Tetraclinis articulata communément appelé en Algérie Aaraar (Ule =), est une plante
spontanée a caractere thérapeutique, trés répandue dans 1’ Afrique du nord.

Cette étude porte sur une analyse phytochimique et des examens pharmacologiques et
microbiologiques, effectués sur deux extraits (Huile essentielle et I’infus€) des feuilles et des
cones de T. articulata (Thuya de Berbérie).

La teneur en eau est de 65% pour les feuilles et 68% pour les cones, le screening
phytochimique, nous a permis de mettre en évidence la présence de plusieurs métabolites
secondaires tels que: les anthocyanes, les leuco-anthocyanes, les tanins, les flavonoides, les
coumarines, les alcaloides et les saponosides. L’analyse par chromatographie liquide a haute
performance (HPLC) de I’infusé de 7. articulata a montré la présence de 1’acide gallique
pour les acides phénols, vanilline pour les tanins et la quercétine pour les flavonoides.

La composition chimique de I’huile essentielle (H.E) extraite des cones de
T. articulata a été étudiée par chromatographie en phase gazeuse couplée avec la
spectrométrie de masse (CG/SM). Trente constituants, représentant 93.072% de 1’huile
essentielle ont été identifiés. Les composés majoritaires sont : o-Pinéne (41,513%), D-
Limonene (23,5%), Germacrene D (7,715%), a-Myrcene (4,616%).

L’évaluation de I’activité antimicrobienne par la méthode de diffusion sur gélose, a
montré que 1’huile des feuilles est trés active contre B. subtilis et S. epidermidis, active contre
C. albicans et S. cerevisiae, modérément active contre E. coli. Alors que I’H.E des cones est
active contre B. subtilis, moyennement active contre S. epidermidis. En effet, I’infusé
présente une activité inhibitrice moyenne sur la croissance de certains germes microbiens
comme E. coli, P. aeruginosa, S. epidermidis et S. aureus.

L’H.E des feuilles testée par la méthode de Micro-atmosphére, s’est révélée active
contre B. subtilis et S. epidermidis. Contrairement, I’H.E des cones ne posséde aucune activité
inhibitrice vis-a-vis toutes les souches microbiennes.

En outre, 1’évaluation de I’activité antioxydante par la méthode de réduction de fer
(FRAP) de l’'infus¢ a montré que ce dernier posséde un pouvoir antioxydant modéré.
Cependant par la méthode de DPPH, l’infus¢ et ’'H.E de T. articulata montrent un fort
pouvoir antioxydant.

L’¢tude de D’activité¢ anti-inflammatoire a montré que I'infusé de 7. articulata est
efficace pour les doses administrées aux souris contre les inflammations causées par la
Carraghénine.

De méme, I'infusé¢ de T. articulata a montré un bon effet antispasmodique contre les
douleurs causées par I’injection de I’acide acétique.

Mots clés : Tetraclinis articulata, analyse phytochimique, activité antimicrobienne, activité
antioxydante, activité anti-inflammatoire, effet antispasmodique.
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ﬂ bstract

Tetraclinis articulata commonly called in Algeria Aaraar (Ule_s), is spontaneous plant
therapeutic character, very widespread in North Africa.

This study focuses on phytochemical and pharmacological analysis and
microbiological examinations performed on two extracts (essential oil and infused) leaves and
cones of Tetraclinis articulata (Arbor-vitae).

The water content is 65% for leaves and 68% for cones, the phytochimical screening
allowed us the presence of secondary metabolites such as : anthocyanins, leuco anthocyanins,
tannins, flavonoids, coumarins, alkaloids and the saponins. Analysis by high performance
liquid chromatography (HPLC) of infused 7. articulata showed the presence of gallic acid to
the phenolic acids, tannins for vanillin and quercetin for flavonoids.

The chemical composition of the essential oil (E.O) extracted from the cones of T.
articulata was studied by gas chromatography coupled with mass spectrometry (GC/MS).
Thirty constituents, representing 93,072% of the essential oil were identified. The major
compounds are: a-pinene (41.513%), D-Limonene (23.5%), germacrene D (7.715%), -
myrcene (4.616%).

The evaluation of the antimicrobial activity by the agar diffusion method, showed that
the oil from the leaves, is very active against B. subtilis and S. epidermidis, active against
C. albicans and S. cerevisiae, moderately active against E. coli. While essential oil for cones
is active against B. subtilis, moderately active against S. epidermidis. Indeed, the brewed
inhibitory activity has an average growth of certain microbial organisms such as E. coli, P.
aeruginosa, S. aureus and S. epidermidis.

The essential oil tested by the method of Micro-atmosphere leaves, proved active
against B. subtilis and S. epidermidis. In contrast, the essential oil cones has no inhibitory
activity against a-vis all the microbial strains.

In addition, the evaluation of the antioxidant activity by the method of reducing iron
(FRAP) of brewed showed that it has a moderate antioxidant. However, by the method of
DPPH, infused and essential oils of 7. articulata show a strong antioxidant.

The study of anti-inflammatory activity showed that the infused 7. articulata is
effective doses administered to mice against inflammation caused by Carraghénine.

Similarly, infused 7. articulata showed good antispasmodic effect against pain caused
by the injection of acetic acid.

Keywords: Tetraclinis articulata, phytochemical analysis, antimicrobial activity, antioxidant
activity, anti-inflammatory, antispasmodic effect.



[ossaire

Anti-catarrhale : qui lutte contre une inflammation des muqueuses entrainant des
¢coulements (nez, bronches, toux). Une huile essentielle anti-catarrhale aide a éliminer cet

¢coulement par une action mucolytique et expectorante.

Astringent : substance qui provoque la contraction des tissus et des vaisseaux sanguins et

stimule la coagulation du sang. Il permet de resserrer les tissus.

Contraction musculaire : La contraction musculaire désigne une contraction involontaire et
coordonnée d'un ensemble de fibres et de cellules musculaires au sein d'un muscle. Elle
intervient généralement dans le cadre d'une activité sportive et se présente comme une
sensation de raideur douloureuse au niveau d'un muscle. Elle se distingue de la simple crampe
musculaire par une géne ressentie sur une durée plus longue. Le muscle doit alors étre mis au
repos et les douleurs peuvent €tre traitées par des étirements, des massages ou 'application de

pommades et compresses chaudes.

Hydrolats : se sont des eaux aromatiques parfois appelées eau florale, qui contiennent des
molécules d’H.E. a I’¢état de traces. C’est I’eau qui reste apres la séparation entre I’H.E. et

I’eau qui a été chargée en molécules aromatiques.

Maladie infectieuse : est une maladie provoquée par la transmission d’un microrganisme,

virus, bactérie, parasite.

Monoique : Plante monoique, plante qui porte des fleurs males et des fleurs femelles séparées
les unes des autres, mais sur un méme pied.

Principe actif : Le principe actif d’une plante médicinale est les composants présents dans
cette plante, il lui donne son activité thérapeutique. Ces composants sont souvent en quantité
extrémement faible dans la plante: ils représentent quelques pourcent a peine du poids total de

celle-ci, mais ce sont eux qui en sont I’élément essentiel.
Squamiforme : En forme d’écaille. Du latin Squam : écaille.

D’apres Brosse, (2004) ; Lambinon et al. (2004) ; Marouf et Reynaud, ( 2007).



[1ste des abriviations

AFNOR : Association Frangaise de Normalisation.
ATCC: American Type Culture Collection.

CG-SM : Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse.
CNRC : Centre National du Registre de Commerce.
DPPH : 2-2- diphényl picryl-1-hydrazyl.

ENSA : Ecole Nationale des Sciences Agronomiques.
ENSE : Ecole Nationale Supérieure d’Enseignement.
FeCl; : Chlorure féerique.

FRAP: Ferric Reducing Antioxydant Power.

H.E : Huile Essentielle.

HPLC : High-Performance Liquid Chromatography.
I4 : Indice d’acide.

Ik : Indice d’ester.

I : Indice de réfraction.

Is : Indice de saponification.

LPS : Lipo-Polysaccharide.

M.H : Muller Hinton.

M.S : Matiere sec.

ONAB : Office National des Aliments du Bétail.
PSM : Postes de Sécurité Microbiologique.

S.M: Solution mére.

S.A : Soja agar.

TSA : Trypticase Soy Agar.

Vit C : Vitamine C.

% d’I : Pourcentage d’inhibition.
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Introduction

Introduction

Le monde des végétaux est plein de ressources et de vertus, d'ou I'hnomme puise non
seulement sa nourriture mais aussi des substances actives qui procurent souvent un bienfait a
son organisme (Baba-Aissa, 2000). De nos jours, plus de 10000 especes de plantes
différentes sont utilisées a des fins thérapeutiques, et de nombreux médicaments sont ¢laborés
a partir de leurs principes actifs (Delille, 2007). La valorisation de ces ressources naturelles
passe essentiellement par I’extraction de leurs huiles essentielles (Naas, 1974 ; Bouzouita et

al., 2008).

L’Algérie, de par son aire géographique et sa diversité climatique riche en flore
naturelle, recéle d’une gamme importante de plantes médicinales et aromatiques, faisant partie
du grand patrimoine végétal de ce pays (Baba-Aissa, 2000). Parmi ces plantes médicinales,
il y a le Thuya de Berbérie « Tetraclinis articulata », un arbre endémique de I’Afrique du
nord occidentale, et qui constitue un ¢lément important de la végétation magrébine (Maroc,

Algérie et Tunisie) (Haddad et al ., 2006).

Le Thuya de Berbérie contient des huiles essentielles possédant plusieurs propriétés
thérapeutiques a savoir : P’activité antioxydante et anti-inflammatoire (Bourkhiss et al,
2010), il est particulierement utilis€¢ pour ces propriétés anti-infecticuses (antibactériennes et
antifongiques) (Bourkhiss et al, 2007). Il présente aussi des propriétés antivirale, anti-
catarrhale, astringente, diurétique expectorante, hémostatique et sédatif urinaire (Baba-Aissa,

2011).

Plusieurs études ont porté sur la caractérisation de 1’huile essentielle de Thuya de
Berbérie et les activités biologiques dans différents pays du bassin méditerranéen notamment
au Maroc (Bourkhiss et al, 2007 ; Bourkhiss et al., 2010), en Algérie (Abi-Ayad et al,
2011), en Tunisie (Tékaya-Karaoui et al, 2007 ; Herzi et al., 2013), et en Espagne (Ait
Igri al.,1990).



Introduction

Dans le but de contribuer a la valorisation de la flore algérienne en vue d’identifier de
nouvelles substances potentiellement intéressantes sur les plans biologiques et thérapeutiques,
nous nous sommes intéressés a 1’étude phytochimique et a I’évaluation thérapeutique d’une
plante médicinale Tetraclinis articulata (Le Thuya de Berbérie) qui est trés répandue en

Algérie. Pour ce faire les objectifs que nous nous sommes assignées sont:

e FEtude phytochimique de Tetraclinis articulata.
e Obtention de I’huile essentielle et calcule du rendement.
e FEtude de quelques activités biologiques a savoir : antimicrobienne, antioxydante,

anti-inflammatoire et antispasmodique.
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I.1. Plantes médicinales et phytothérapie

I.1.1. Historique

Les plantes médicinales sont utilisées depuis la nuit des temps a des fins
thérapeutiques et sont a 1’origine de la médecine moderne (Ernst et Pittler, 2005). Depuis
les temps les plus reculés et sur tous les continents, I’homme a cherché chez les végétaux

sa nourriture et ses remedes (Iserin et al., 2001 ; Ollier, 2011).

éme

La premiére ordonnance connue au III"™ millénaire avant Jésus-Christ, en
M¢ésopotamie, prescrivait déja des remedes a base de saule blanc pour soigner les maux de
téte. Les Chinois connaissaient, bien avant notre ¢re la préparation des extraits qui
consistait a rassembler sous masse réduite tous les principes solubles des drogues en se

débarrassant ainsi du volume fort encombrant des maticres inertes (Kassel, 1996).

Les Arabes avaient aussi leurs spécialistes en médecine et en pharmacie tels que :
Abu Bakr al-Razi ou Rhazeés (865-925). Il fut suivi par Ibn Sina et Ibn al Baytar. Ce
sont les Arabes qui donnérent a la pharmacie son caractére scientifique. Les traditions
pharmaceutiques arabes passérent en Europe et influenceérent profondément les grandes

universités au 9™ siécle (Fouché et al., 2000).

Au XVIII*™ siécle enfin, les plantes acquiérent leurs identités. En effet, un double
nom latin indique le genre et I’espece, grace aux travaux de Carl Von Linné. Celui-ci
systématise [’utilisation de la dénomination binominale (le genre suivi de 1’espece)

(Keller-Didier, 2004).

Au début du siécle dernier, la médecine occidentale commence a influencer les
pratiques traditionnelles en Chine et en Inde. A la fin du XVIII®™ siécle, le commerce de

I’herboristerie commence a étre réglementé (Iserin et al., 2001).

Actuellement, les traitements a base des plantes reviennent au premier plan, car
l'efficacité prouvée et les bienfaits incontestables de la phytothérapie pour la santé lui ont

permis d'entrer dans la vie quotidienne (Iserin et al, 2001).
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I.1.2. Définition des plantes médicinales

Les plantes sont dites médicinales lorsqu’un de leurs organes (feuilles, fleurs, racines,
tiges, graines et fruits) possédent des activités pharmacologiques, ou possédent au moins une
partie ayant des propriétés médicamenteuses (Sallé, 1991 ; Bruneton, 1999). Ces dernieres
renferment un ou plusieurs principes actifs capables de prévenir, soulager ou guérir des

maladies (Schauenberg, 2005).
I.1.3. Intérét des plantes médicinales

Les plantes médicinales tiennent une place importante dans maints systémes
thérapeutiques (Griinwald et Janicke, 2004). D’aprés POMS, (2003), le recours a la
médecine traditionnelle a connu un regain d’attention et d’intérét a travers le monde. En
Chine, 40% environ de 1’ensemble des soins s’inspirent de la médecine populaire. En
Amérique latine plus de 50% de la population ont recours a cette thérapie.

L’utilisation des plantes médicinales est trés courante, non seulement dans
beaucoup de médecine traditionnelles, comme la médecine chinoise et tibétaine, mais elle
se trouve aussi chez la plupart des peuples dit « primitifs » d’Afrique et d’Océanie
(Fintelman et Weiss, 2004).

De nos jours, I’'usage des plantes médicinales est fréquent sur toutes les zones
rurales des pays du Maghreb, notamment au Maroc ou le recours a ces plantes atteint

jusqu’a 70% de la population (Mohammedi, 2006).
I.1.4. Action des plantes médicinales

La plupart des espéces végétales qui poussent dans le monde possedent des vertus
thérapeutiques, car elles contiennent des principes actifs qui agissent directement sur

I’organisme (Iserin et al., 2007).

En effet, les principes actifs des plantes sont des composants essentiels d’une
grande partie de nos médicaments et produits de soins (Hans, 2007). Malgré les multiples
progres de la médecine moderne, il ya un net regain d’intérét vis-a-vis de la phytothérapie
(Farns et al., 1986). On les utilise aussi bien en médecine classique qu’en phytothérapie :
les plante médicinales présentent, en effet, des avantages dont les médicaments sont

souvent dépourvus (Iserin et al., 2007).
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Une plante médicinale est utilisée sous forme de poudre, d’extrait, de teinture,
d’infusion, de décoction, de comprimés, créemes ou pommades (Sophie et Ehrhart, 2003;
Sebai et Boudali, 2012) (Annexe I). L’utilisation de la plante entiére est trés importante. A la
différence du chercheur en pharmacie, 1’herboriste n’isole pas certains principes actifs d’une
plante, mais il les utilise en association avec tous les autres composants chimiques complexes

trouvés dans la méme plante (Davis, 2006).
I.1.5. Définition de la phytothérapie

Selon Roland, (2002), la phytothérapie est le traitement par les plantes.
Etymologiquement, la phytothérapie vient du grec : phyton signifie plantes, et thérapie

signifie soin et cure.
Gahbiche, (2009), distingue deux types de phytothérapie :

¢ Une pratique traditionnelle, parfois trés ancienne basée sur l'utilisation de plantes
selon les vertus découvertes empiriquement. D’aprés 'OMS, cette phytothérapie est
considérée comme une médecine traditionnelle et encore massivement employée dans
certains pays dont les pays en voie de développement. C'est le plus souvent une
médecine non conventionnelle du fait de I'absence d'é¢tude clinique.

¢ Une pratique basée sur les avancées scientifiques, qui recherche des extraits
actifs des plantes. Les extraits actifs identifiés sont standardisés.
La phytothérapie moderne est une ramification de la médecine classique. Elle est

fondée sur ’emploi de substances actives d’origine végétale, en partie ou en totalité ; on

parle alors de substance isolée (Griinwald et Janicke, 2004).
1.1.6. Avantages de la phytothérapie

Malgré les énormes progres réalisés par la médecine moderne, la phytothérapie offre
de multiples avantages. Le traitement par les plantes revient en premier lieu, pour lutter contre
la résistance des bactéries aux antibiotiques (Winckle, 2006). De tout temps a 1'exception de
ces dernicres années, les hommes n'ont pas eu que les plantes pour se soigner, qu'il s'agisse de
maladies bénignes, rhume ou toux ou plus sérieuses, telles que la tuberculose ou la malaria

(Iserin et al., 2001 ).
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Aujourd’hui, les traitements a base de plantes reviennent au premier plan, car la
phytothérapie propose des remedes naturels et bien acceptés par I’organisme (Hamdi et al.,
2002). La phytothérapie connait de nos jours, un renouveau exceptionnel en Occident,
spécialement dans les maladies chroniques, comme ’asthme et I’arthrite. De plus, les effets
secondaires induits par les médicaments inquictent les utilisateurs, qui se tournent vers les

soins les moins agressifs pour 1I’organisme (Iserin et al., 2001 ; Fernandez, 2003).
I.1.7. Place de 1a phytothérapie en Algérie

L'utilisation des plantes médicinales fait partie intégrante de notre culture et de nos
traditions. En Algérie, les plantes occupent une place importante dans la médecine
traditionnelle, qui elle méme est largement employée dans divers domaines de la santé (Sebai
et Boudali, 2012). Nos grands-parents ont beaucoup utilis¢ les plantes médicinales pour
soigner différents maux et troubles. Actuellement, la population algérienne revient a la nature
en particulier vers la phytothérapie qui est une thérapeutique connue pour son action douce et
profonde sur l'organisme. Elle est donc la solution idéale aux problémes et aux désordres

secondaires a notre mode de vie actuel (Hachaichi, 2010).

Des chiffres recueillis auprés du Centre national du registre de commerce (CNRC),
montrent que vers la fin de I’année 2009, 1'Algérie comptait 1926 vendeurs spécialisés dans la
vente d'herbes médicinales, dont 1393 sédentaires et 533 ambulants (Sebai et Boudali,

2012).
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I.2. Etude Botanique

1.2.1. Généralités

La famille des Cupressacées (Cupressaceae), est une famille de plantes
gymnospermes (Chazel et Chazel, 2013), représentée par 29 genres et 130 especes
différentes, formant une des familles les plus importantes de coniféres ou résineux. Ses arbres
et arbustes ont des feuillages et des écorces riches en composés aromatiques. La majorité de
ces plantes sont persistantes. Les Cupressacées sont aujourd’hui abondamment utilisées en

aromathérapie et en cosmétique (Dobbertin et Héne, 2006).

Parmi ces genres, on a le genre Tetraclinis qui appartient a la famille des Cupressacées,
ordre des Coniférales (Tassin, 2012), ce genre fut crée par le botaniste anglais M. T. Masters
(1833-1907). Tres proche du genre Callitris, I’espece en fut détachée en raison de la structure

de ses cones qui ont 4 écailles (Brosse, 2004).
1.2.2. Généralités sur le Thuya de Berbérie

Le thuya de Berbérie ou Tetraclinis articulata appelé « Berbouch » en berbére, a été
décrit par Vahl en 1791 sous le nom de Thuya articulata, il a été par la suite rattaché par
Benth en 1883 au genre Callitris représenté par I’espece : Callitris quadrivalvis ou au genre

Tetraclinis (Tetraclinis articulata) (Maire, 1952 ; Salette, 2014).

Le Thuya de Berbérie « Tetraclinis articulata », encore appelé Thuya articulé est un
arbre de 5-15m de hauteur (Tassin, 2012), Cet arbre est endémique de 1’Afrique du nord

occidentale, et constitue un ¢lément important de la végétation magrébine (Maroc, Algérie
et la Tunisie), puisque il couvre plus d’un million d’hectares (Haddad et al., 2006). Ses

principaux peuplements se situent au Maroc (565798 ha), en Algérie (environ 143000 ha) et
en Tunisie (prés de 30000 ha) (Mhirit et Blerot, 1999).

Le nom botanique de Thuya de Berbérie est Tetraclinis, terme qui provient du grec
« Tetra» qui signifie « quatre » et « Cliniss » signifie « it » (fait allusion aux graines reposant
sur les écailles), le mot latin «articulata » signifie « articulé » ; ce sont des ramules divisés en

articles (Brosse, 2004).
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1.2.3. Etymologie
Tetraclinis articulata a plusieurs noms a travers le monde :

e Nom commun (France): Thuya de Berbérie, Thuya articulé, Thuya d’Algérie,
Sandarac (Bértels, 1998 ; Brosse, 2004 ; Farjo, 2010).

e Nom Arabe: Aaraar, (Ule_e) Sandarus (us+aiw), Aaraar berboush (Ui Jle se),
Shajrat el-hayat (3Ll 3 ,a5) (Abi Faraj, 2005 ; Baba-Aissa, 2011).

e Nom Latin : « Tetraclinis articulata (Farjo, 2010 ; Farjon et Filer, 2013).

1.2.4. Systématique

D’aprés Meyer et Manchester, (1997), la systématique de Tetraclinis articulata se

présente comme suit :

Régne : Plantae
Sous-embranchement : Pinophyta
Classe : Pinopsida
Ordre : Pinales
Famille : Cupessaceae
Genre : Tetraclinis
Espéce : T. articulata

I.2.5. Répartition géographique
% Dans le monde

Le Thuya de Berbérie « 7. articulata » espéce résineuse de la famille des
Cupressacées, constitue un ¢lément important de la végétation Nord africaine, spontané sur
les pentes seches des montagnes en Algérie, en Tunisie, au Maroc, Malte, et prés de
Carthagéne dans le sud-est de I’Espagne (Brosse, 2004) (Figure 1). Il est généralement
localis¢ dans les étages semi arides entre le niveau de la mer et 1500 m d’altitude (White,

1986 ; Tassin, 2012).
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+ En Algérie

Le thuya de Berbérie « T. articulata » est surtout abondant dans la partie occidentale
(Tell Oranais et Ouarsenis). Toutefois, il existe par pied isolés ou par petits bouquets jusqu’a
I’entrée de la Kabylie (Dellys et Lakhdaria), dans la vallée de 1’oued Sahel jusqu’au
M’chdelllah ainsi que dans les gorges de Kherrata. Il manque dans le Tell constantinois et

dans la partie centrale et orientale du tell Algérois (Quezel et santa, 1963).

o T .articulata

Figure 1: Aire de répartition de 7. articulata en région méditerranéenne

(Farjon et Filer, 2013).

1.2.6. Description morphologique
% Aspect générale

L’espéce de T. articulata est un arbre de 5-8m de hauteur et 0,30 m de diamétre en
moyenne, parfois de 12-15m de hauteur pour 0,50 m de diametre (Bértels, 1998 ; Tassin,
2012), quelques vieux sujets peuvent aller jusqu’a 20 m de hauteur pour 1m de diameétre mais
cela reste tres rare. L’arbre possede souvent deux ou plusieurs troncs a la base (Hadjadj et
al., 2009) (Figure 2). Le port est conique, aux ramifications érigées, aux ramilles écailleuses
disposées sur un méme plan et verticalement aplaties. Le tronc perfume fournit un bois
marron clair finement stri¢ de veines parall¢les (Sibony, 2004). Ces branches sont denses,

érigées et aux ramules divisés en articles aplatis (Figure 3).
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Branches

Ecorce

Figure 2: Aspect générale de T articulata (Originale, 2014).
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+* Ecorce

L’¢écorce de T. articulata (Figure 4) est brune rougeatre, épaisse résistante au feu,

anguleux et partagée en compartiment réguliers (Bértels, 1998 ; Brosse, 2004).
“ Rameaux Feuillés

Les rameaux de 7. articulata sont verts, aplatis et couverts par les feuilles, ils sont
articulés, d’ou le nom de 7. articulata (Quezel et Medail, 2003) (Figure 5). Les feuilles sont
squamiformes, aplatis et pointues et sont groupées par quatre, les feuilles latérales plus
grosses que les feuilles basales, les pointes libres en forme d’¢cailles et aigués

(Birtels, 1998 ; Brosse, 2004) (Figure 6).
¢ Fruit (Cones)

Les cones sont petits arrondis de 10-12mm de diameétre, glauques et cireux, formés de
4 écailles ligneuses triangulaires, mucronés sur le dessus (Figure 7-A). Les écailles s’écartent
les unes des autres a maturités, libérant des graines ailées (Bértels, 1998 ; Brosse, 2004).
L’ouverture des cones, qui reste comme pour beaucoup d’espéces conditionnée par la chaleur,

n’a lieu qu’a la fin de I’été¢ (Hadjadj et al., 2009) (Figure 7-B).
% Floraison

La plante est monoique, elle fleurit au début du printemps (Mars), et fructifie en été
(Juin-Juillet), la maturation des fruits est presque totale en Juillet (Quezel et Medail, 2003).
Cette fructification démarre vers 1’age de 15 ans et se répéte tous les deux a trois ans jusqu’a

un age tres avancé (Hadjadj et al., 2009).

11
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T B T R
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Figure 3: Branches de 7. articulata Figure 4: Ecorce de 7. articulata
(Originale, 2014). (Originale, 2014).

T. articulata (Originale, 2014).

Figure 5: Rameaux feuillés de Figure 6: Feuilles de 7. articulata
(Originale, 2014).

Figure 7: Cones de T. articulata (A : Cones verts, B : Cones a maturité)
(Originale, 2014).
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1.2.7. Culture

L’espece de T. articulata est généralement localisée dans les étages semi arides et
étages infra- et thermo-méditerranés (chaude et tempéré), il est installée dans les fentes larges
des rochers, entre le niveau de la mer et 1500 m d’altitude. I craint le froid et les
précipitations supérieures a 800 mm/an (Tassin, 2012). On le trouve a la fois sur sol calcaire

et sur sol siliceux (White, 1986).
1.2.8. Propriétés de Thuya de Berbérie

En médecine populaire, le 7. articulata est utilis€ pour empécher les hémorragies et
pour traiter les maladies vénériennes, 1’énurésie et I’hypertrophie prostatique. Il présente aussi
des propriétés antivirale, anti-catarrhale, astringente, diurétique expectorante, hémostatique et
sédatif urinaire (Baba-Aissa, 2011). L’H.E. de 7. articulata posséde plusieurs propriétés
thérapeutique a savoir I’activité antioxydante, anti-inflammatoire (Bourkhiss et al., 2010), et

I’activité antimicrobienne (Bourkhiss et al., 2007).

Le bois de T. articulata est surtout utilisé dans le secteur artisanal en menuiserie et
comme bois de chauffage. En phytothérapie, différentes parties de la plante sont utilisées
contre les fievres enfantines, les douleurs gastriques, les fortes diarrhées, le diabete et
I’hypertension (Bourkhiss et al., 2007 ). La résine parfumée est destinée a la fabrication des
vernis et de 1’encens. En outre, les rejets de 7. articulata jouent un role important dans la
protection des sols contre 1’érosion pluviale ou éolienne (Birtels, 1998 ; Brosse, 2004 ;

Tassin, 2012).
1.2.9. Composition chimique

Il existe de nombreux articles traitant la composition chimique en huiles essentielles
des racines, branches, rameaux, feuilles et des cones de 7. articulata de 1’ Algérie (Abi-Ayad
et al., 2012) , du Maroc (Bourkhiss et al.,, 2007 ; Bourkhiss et al., 2009, Bourkhiss et al.,
2010 ; Bourkhiss et al, 2012) , La Tunisie (Tékaya-Karoui et al., 2007) et Malte (Buhagiar
et al., 2000), Ou sont rapportées quelques études réalisées sur les principaux composés en

H.E. pour T. articulata, comme le montre dans le tableau I (Annexe I).

13
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I.3. Activités biologiques étudiées

1.3.1. Activité antimicrobienne

1.3.1.1. Introduction

L'homme vit dans un environnement peuplé¢ d'un grand nombre de microorganismes.
Ces derniers sont constitués par les bactéries, les virus, les champignons et les parasites

(Khiati, 1998).

Les qualités antimicrobiennes des plantes médicinales et aromatiques sont

connues depuis 1’antiquité. Toutefois, il aura fallu attendre le début de XX sigcle

pour que les scientifiques commencent a s’y intéresser (Dorman et Deans, 2000).

Il est nécessaire de contrdler la multiplication des bactéries afin de prévenir ou traiter
les maladies infectieuses ou pour limiter la croissance des micro-organismes indésirables

(Arnie et Couplan, 2001).

De nombreux auteurs ont rapporté que les extraits de 7. articulata ont des composés
chimiques capables d’avoir une activité antimicrobienne. Les constituants des huiles
essentielles sont actifs contre une large gamme de bactéries, levures et champignons
(Buhagiar et al., 2000 ; Bourkhiss et al., 2007 ; Tékaya-Karoui et al., 2007 ; Abi-Ayad et
al ., 2011).

1.3.1.2. Mécanisme d’action des produits antimicrobiens

Le mécanisme d’action des produits antimicrobiens autres que les antibiotiques
restent encore généralement peu connus (Flurette et al., 1995). Du fait de la complexité de
leur composition chimique, il est difficile de donner une idée précise sur le mode d’action des
H.E. 1l est probable que leur activité antimicrobienne ne soit pas attribuable a un mécanisme

unique, mais a plusieurs sites d’action au niveau cellulaire (Dorman et Deans, 2000).

L’action des H.E. sur la prolifération microbienne se fait a travers 1’altération de la
perméabilité membranaire des bactéries en perturbant les systémes de transport ionique, le

transport des électrons et la production d’énergie (Oussalah et al., 2006).

14
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Le mode d’action des H.E. dépend du type de microorganisme. En générale, les
bactéries Gram négatives sont plus résistantes que les bactéries Gram positives grace a la
structure de leur membrane externe. Ainsi, la membrane extérieure des Gram négatives est
plus riche en lipo-Polysaccharides (LPS) la rendant plus hydrophile, ce qui empéche les
terpéne hydrophobes d’y adhérer (Cristani et al., 2007).

1.3.1.3. Méthodes de détermination de I’activité antimicrobienne

Selon Guerin -Faublée et Carret, (1999); Eymard, (2003); Pibiri, (2005),
I’examen des données bibliographiques fait apparaitre la diversité des méthodologies utilisées
pour mettre en évidence 1’activité antimicrobienne, plusieurs méthodes sont utilisées pour la
détermination de I’activité antimicrobienne : Aromatogramme, méthode de diffusion en puits,

méthode de dilution et méthode de micro-atmosphere (Annexe I).
1.3.2. Activité antioxydante

1.3.2.1. Introduction

Les antioxydants apparaissent aujourd’hui comme les clés de la longévité pour lutter
contre les maladies modernes. Ce sont des éléments protecteurs qui agissent comme capteurs
de radicaux libres. Ces derniers sont produit quotidiennement par 1’organisme ; ce sont des
composés trés réactifs comportant un électron célibataire et nécessaire a des mécanismes
vitaux (Bartosz, 2003), mais, ils deviennent nocifs quand ils sont en exceés et induisent
certains dommages au niveau de la structure des protéines, des lipides (Pourrut, 2008), des
acides nucléiques en entrainant un stress oxydant qui contribue aux processus de
vieillissement cellulaire accéléré et au développement de pathologies humaines telles que les

maladies cardiovasculaires, les cancers et 1’artériosclérose (Favier, 2003).
1.3.2.2. Antioxydants

Un antioxydant est défini comme étant toute substance qui peut retarder ou empécher
I’oxydation des substrats biologiques (Boyd et al., 2003), se sont des composés qui réagissent
avec les radicaux libres, sans effet sur les propriétés sensorielles et nutritionnelle du produit

alimentaire. (Vansant, 2004).

15



Chapitre I Partie Bibliographique

Les antioxydants permettent le maintien de la qualité et d’augmenter la durée de
conservation du produit. En outre, I’antioxydant alimentaire idéal, doit étre soluble dans les
graisses, efficace a faible dose, et non toxique, n’entraine ni coloration, ni odeur indésirable,
résistant aux processus technologiques, il est stable dans le produit fini (Poknory et al.,

2001).
% Antioxydants endogenes

Ce sont des enzymes ou protéines antioxydantes (Superoxyde dismutase, Catalase et
Glutathion peroxydase), ¢laborées par notre organisme. Elles sont présentes en permanence

dans I’organisme mais leur quantité diminue avec 1’age (Mika et al., 2004).
% Antioxydants exogénes

IIs sont présents dans 1’alimentation tels que les vitamines A, C, E et les polyphénols en
particulier les flavonoides. Ces antioxydants nutritionnels sont indispensables mais leur action

est limitées jusqu’a ce qu’ils soient régénéreés.

La vitamine E : C’est le principal antioxydant nutritionnel, liposoluble et puissant (Njus et

Kelley, 1991).

L’ascorbate ou vitamine C : est I’antioxydant hydrosoluble majeur elle est indispensable par

sa capacité a réduire d’autres antioxydants oxydés comme la vitamine E (Pourrut, 2008).

Les caroténoides : sont des pigments végétaux lipophyles, précurseurs de la vitamine A

(Marec et al., 2004).

Les flavonoides : peuvent agir de différentes facons dans les processus de régulation du stress

oxydant (Lahouel et al., 2006).
1.3.2.3. Mécanismes d’action

D’une manicre générale, un antioxydant peut empécher 1’oxydation d’un autre substrat
en s’oxydant lui-méme plus rapidement que celui-ci. Un tel effet résulte d’une structure de
donneurs d’atome d’hydrogéne ou d’électrons souvent aromatique, cas des dérivés du phénol

(Berset et Cervelier, 1996).
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Leurs radicaux intermédiaires sont relativement stables du fait de la décoloration par
résonance et par manque de position appropriées pour étre attaqué par 1’oxygene moléculaire

(Berset et Cervelier, 1996).

Les antioxydants sont en fait, des agents de prévention, ils bloquent I’initiation en
complexant les catalyseurs, en réagissant avec I’oxygene, ou des agents de terminaison
capables de dériver ou de piéger les radicaux libres, ils agissent en formant des produits finis

non radicalaires (Berset et Cervelier, 1996).

1.3.3. Activité anti-inflammatoire
1.3.3.1. Introduction

Une inflammation est 1’'une des réactions du corps défensive non spécifique
importante. Elle est provoquée par des bactéries, une blessure ou un contact avec des produits
irritants (Prescott et al, 2003 ; Davis, 2006). La réaction inflammatoire est la réponse
normale de I’organisme a des agressions d’origine immunitaire ou non. C’est une réaction du

tissu conjonctif et des vaisseaux (Touitou, 2003).

1.3.3.2. Action anti-inflammatoire

Elle inhibe la réponse inflammatoire quel que soit 1’agent pathogéne responsable,
entralnant une réduction de la vasodilatation et de 1’cedéme en diminuant le chimiotactisme et

la migration leucocytaire vers le foyer inflammatoire (Pieri, 1992).

1.3.3.3. Effet anti-inflammatoire des plantes

Benoit et al., (1976) ont ¢tudié¢ 163 especes de plantes supérieures et de champignons,
choisis au hasard et évalué leur activité anti-inflammatoire dans le test de I’cedéme de la patte
de rat induit par la Carraghénine. De ces échantillons, 73 especes inhibaient I’inflammation de
25% ou plus a des doses de 5- 1000 mg/kg, 17 montraient une inhibition entre 30 et 39%, 21
exercaient une inhibition de 40 a 49%, 15 entre 50 et 59%, 4 entre 60 a 69% et 2 especes
inhibaient I’inflammation de 70 a 79% (Sofowora, 2010).
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1.3.3.4. Signaux de ’inflammation

La réaction inflammatoire est caractérisée par quatre signaux cardinaux (rougeur,
douleur, tumeur, chaleur), mais peut aussi entrainer de multiples effets biologiques et
cliniques généraux qui sont d’intensité plus importante en cas de persistance de la réaction

inflammatoire (Bonnotte et al., 2003 ; Prescott et al., 2003).
1.3.4. Activité antispasmodique

1.3.4.1. Définition

Un spasme est une contraction musculaire, qui peut toucher un groupe de muscles, un
muscle seul, voire méme un faisceau isolé (Blanc et Siproudhis, 2006). Les spasmes
peuvent toucher les muscles a commande volontaire responsables de crampes ou de
convulsions, mais ce terme est parfois réservé aux muscles a commande involontaire comme
les muscles digestifs notamment. Le spasme est involontaire et de courte durée (Hordé,

2014).
1.3.4.2. Médicaments antispasmodiques

Un médicament antispasmodique est un médicament qui agit directement sur les
spasmes des muscles lisses et supprime les contractions au niveau des muscles lisses ou des

sphincters (Blanc et Siproudhis, 2006).
1.3.4.3. Types des spasmes
Selon Hordé, (2014), il existe différents types de spasmes :

e Le spasme cynique au niveau du visage.
e les spasmes abdominaux généralement responsables de crampes ou de douleurs.

e les spasmes en flexion faisant partie d'un syndrome épileptique de 1'enfant.

18



Chapitre 11 Matériel et Méthodes

Lieu de stage

Notre travail a été réalisé durant la période allant du début de mois d’Avril a la fin de

Juillet 2014, au niveau de quatre structures scientifiques:

v" Les analyses physicochimiques, microbiologiques et études pharmacologiques, ont été
réalisées au niveau des différents laboratoires de SAIDAL-Filiale ANTIBIOTICAL-
SAIDAL de Médéa.

v" L’extraction de I’'H.E. a été faite au niveau de deux laboratoires : le laboratoire de
chimie du Département de chimie, Faculté des Sciences a ’'université de Blida-1- et le
laboratoire de recherche a I’Ecole Nationale Supérieure d’Enseignement (ENSE) de
Kouba, (Alger).

v' L’évaluation de ’activité antimicrobienne au niveau du laboratoire de bactériologie,

hopital FARES Yahia de Koléa, (Tipaza).

I1.1. Matériel

I1.1.1. Matériel biologique

I1.1.1.1. Matériel végétal

L’¢étude a concerné la partie aérienne de Tetraclinis articulata (feuilles et cones). Les

conditions et lieu de cueillette (récolte) sont mentionnés dans le tableau II.

Tableau II : Caractéristiques de la cueillette

Lieu de la récolte Koléa-Wilaya de Tipaza
Altitude 130 m
Date de la récolte 13 Mars, 7, 21 Avril et 5, 23 Mai
2014
Heure de la récolte 12h — 19h
Climat Méditerranée
Température 15-27°C
Quantité 7 kg de maticre fraiche et 1kg de

matiére seche.
Parties récoltés Feuilles et cones
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L’identification botanique a été faite au niveau du département de botanique a I’Ecole

Nationale des Sciences Agronomiques (ENSA), El Harrach, (Alger).

Les feuilles ont été séchées pendant 15 jours a température ambiante 25+£2°C a I’abri
de la lumiere et dans un endroit bien aéré (pour éviter la prolifération des moisissures), et

conservés dans des sacs en papier.

»  Broyage de la plante séche
Les feuilles sont broyées a I’aide d’un mortier puis mis dans un mixeur et conservés a
sec dans des boites en verre, a température ambiante a 1'abri de la lumiére et de I'humidité.

I1.1.1.2. Matériel animal

Nous avons travaillé sur 40 souris A/binos, de souche NMRI, sexe male et femelle, de

18g a 22¢g de poids corporel, fournis par I’¢levage de SAIDAL-Médéa.

»  Conditions d’élevage
- Température ambiante : 20 °C a 24 °C.
- Taux d’humidité : 50%.
- Eclairage : 10h/j.

»  Régime alimentaire

- Nourriture : granulés d’ONAB.

- Boisson : eau de ville.
I1.1.1.3. Microorganismes étudiés

Les souches utilisées ont été fournies par le laboratoire de Microbiologie, Filiale
ANTIBIOTICAL- SAIDAL de Médéa et le laboratoire de bactériologie, a I’hopital FARES

Yahia de Koléa, (Tipaza). Ces souches, ont ét¢ identifiées et caractérisées a I’institut

PASTEUR d’Algérie (IPA), (Tableau III).
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Tableau III: Souches utilisées
Souches utilisées ATCC Source
Escherichia coli 10536 SAIDAL
Bactéries a Gram Escherichia coli 25922 EPH de Koléa
() Pseudomonas aeruginosa 27853 EPH de Koléa
Bacillus subtilis 6633 SAIDAL
Bactéries a Gram | Staphylococcus epidermidis 12228 SAIDAL
) Staphylococcus aureus 25923 EPH de Koléa
Staphylococcus aureus 43300 EPH de Koléa
Candida albicans 10231 SAIDAL
Levures Candida albicans 43433 EPH de Koléa
Saccharomyces cerevisiae 2601 EPH de Koléa

SAIDAL : Laboratoire de Microbiologie, Filiale ANTIBIOTICAL- SAIDAL de Médéa.

EPH de Koléa : Laboratoire de bactériologie, I’hdpital FARES Yahia, Koléa, (Tipaza).

I1.1.2. Matériel non biologique

L’appareillage, la verrerie et accessoires, en plus des réactifs et produits chimiques

divers sont mentionnés en annexe I1.

I1.2. Méthodes

Le plan général du protocole adopté pour la réalisation de la partie pratique de notre

¢tude est illustrée par la Figure 8.
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Figure 8: Schéma général de la procédure expérimentale effectuée sur 7. articulata §

22



Chapitre 11 Matériel et Méthodes

I1.2.1. Etude phytochimique

L’¢étude phytochimique consiste a détecter les différents composés chimiques existants

au sein de I’espece T. articulata.
11.2.1.1. Détermination de la teneur en eau (humidité)

L’humidité c’est la perte de la masse d’eau lors du séchage de la matiere végétale,
jusqu’a I’obtention d’un poids constant (Aiache et al., 2001). Ce test est trés important car il

nous permet de suivre au mieux I'é¢tape de séchage.

»  Mode opératoire

Nous pouvons déterminer la teneur en eau par séchage a I’ombre de 10g de maticre
végétale pendant 10 jours de chaque échantillon frais (feuilles et cones), puis les mettre dans
une étuve entre 100 et 105°C jusqu’a I’obtention d’un poids constant. Le séchage de chaque

¢chantillon est répété trois fois.

Selon la Pharmacopée Européenne, (2005), le pourcentage du poids d’eau est

exprimé par rapport au poids initial selon la formule suivante :

M -
1 2 v 100

X% =
% M

X% : Taux de I’eau en pourcentage.
M; : Masse de I’échantillon frais en gramme.

M, : Masse de I’échantillon apres séchage en gramme.
I1.2.1.2. Potentiel d’Hydrogéne de I’extrait aqueux (pH)

Le pH est un nombre qui représente conventionnellement la concentration en ions

hydrogénes d’une solution aqueuse (Pharmacopée Européenne, 2005).

La détermination potentiométrique du pH est effectuée par mesure de la différence du
potentiel entre deux ¢électrodes judicieusement choisies plongeant dans la solution a examiner,
I’une de celles-ci est une électrode sensible aux ions hydrogénes (le plus souvent, une
¢lectrode en verre) et 1’autre une électrode de comparaison (Pharmacopée Européenne,

2005).
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»  Mode opératoire

Les mesures sont effectuées a une température ambiante (20 °C a 25°C) et 1’appareil
doit étre calibré avec une solution tampon, ensuite on plonge les électrodes dans la solution a
examiner et on effectue la lecture dans les mémes conditions que la solution tampon

(Pharmacopée Européenne, 2005).
I1.2.1.3. Identification colorimétrique de quelques métabolites secondaires

Le but de cette étape est de révéler la présence de certains métabolites secondaires de
T. articulata, et pour cela nous avons procédé a une révélation colorimétrique, sur la poudre

séche de la plante et I’infusion.
»  Préparation de I’infusé

10g de poudre (feuilles) sont mis a infuser dans 100ml d’eau distillée en €bullition
puis mettre la solution dans un agitateur magnétique pendant 15min, la solution obtenue est
Centrifugée a 3000 tours/min pendant 10 minutes (Annexe IV). Aprés filtration, le filtrat est

ajusté a 100ml avec 1’eau distillée.
+¢ Identification des anthocyanes

Rajouter quelques gouttes d’ammoniaque(NH4OH) 1/2 @ 5ml d’infusé. La réaction

donne une coloration rouge en présence des anthocyanes (Bruneton, 1999).
+» Identification des leuco-anthocyanes

2g de poudre végétale dans 20ml d’un mélange de Propanol/Acide chlorhydrique (1/1)
sont portés au bain-marie bouillant pendant quelques minutes, une coloration rouge se

développe en présence des leuco-anthocyanes (Bruneton, 1999).
+«» Identification des tanins

Quelques gouttes d’une solution FeCl; a 5% sont ajoutées a Sml d’infusé.

La réaction donne une coloration bleue noire en présence de tanins (Ntihagowumwe, 2005).

o Tanins catéchiques

15ml d’infusé sont additionnés a 7ml de réactif de Stiasny, un précipité rouge se

forme en présence des tanins catéchiques (Ntihagowumwe, 2005).
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Tanins galliques
A 5ml d’infusé, rajouter 2g d’acétate de sodium et quelques gouttes de FeCls.
La réaction est positive lorsque la coloration bleu foncé apparait

(Ntihagowumwe, 2005).

+» Identification des quinones

Quinones libres

A 2g de poudre végétale humectée par HCI a 1N, ajouter 20ml de chloroforme, la
solution est mise a macération pendant 3 heures, puis filtrer, le filtrat est agité avec
Sml d’ammoniaque 1/2. Une coloration rouge se développe en présence des

quinones libres.

Quinones combinés

A 2g de poudre végétale additionner Sml d’acide sulfurique 2N, porter a reflux
pendant 2 heures la solution extractive est filtrée, puis épuisée par 20ml de
chloroforme, la solution chloroformique est évaporée a sec (en bain marie sous la
hotte ventilée), puis ajouter I’ammoniaque. La réaction donne une coloration rouge

en présence des quinones combinées.

+ Identification des flavonoides

5ml d’infusé sont additionnés a Sml d’acide chlorhydrique, un copeau de magnésium

et Iml d’alcool isoamylique. En présence des flavonoides la phase organique est rouge orangé

(Ntihagowumwe, 2005).

+ Identification des alcaloides

2,5g de poudre végétale humectée avec I’ammoniaquel/2 sont mis @ macérer pendant

24h dans 25ml d’un mélange éther-chloroforme (3v/1v). Le filtrat est épuisé par 1’acide

chlorhydrique 2N. Des réactions de précipitation sont effectuées sur la solution

chlorhydrique. En présence d’alcaloides le réactif de Dragendorff donne un précipité rouge,

tandis que le réactif de Valser-Mayer donne un précipité blanc jaunatre (Ntihagowumwe,

2005).
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+» Identification des saponosides

Ajouter quelques gouttes d’acétate de plomb a 2 ml d’infusé de la plante .Un précipité

blanc est formé en présence des saponosides (Gherib, 1988).
¢ Identification des glucosides

A 2g de poudre végétale, rajouter quelques gouttes d’acide sulfurique (H,SO4) a 1%.
Une coloration rouge brique qui vire vers le violet indique la présence des glucosides

(Gherib, 1988).

% Identification des coumarines
Faire bouillir a reflux 2g de poudre dans 20ml d’alcool éthylique (éthanol), pendant
15min puis filtrer. A 5ml du filtrat rajouter 10 gouttes de la solution alcoolique de KOH a
10%, et quelques gouttes d’HCIl a 10%. La formation d’un trouble indique la présence des

coumarines (Bruneton, 1999).
I1.2.1.4. Analyse par chromatographie liquide a haute performance (HPLC)
% Principe

La chromatographie liquide a haute performance (CLHP), est la technique, la plus
performante, utilisée pour la séparation et le dosage des produits non volatils et
thermo-dégradables, tels que les composés phénoliques. Elle ne demande qu’une faible
quantité d’échantillon végétal et permet de combiner en une seule opération les analyses
quantitatives et qualitative d’un extrait complexe, ce qui permet 1’étude de matériels végétaux

trés variés (Pietta et al., 2003; Salgarolo, 2003).

La séparation des composés dépend de leurs affinités pour deux phases non miscibles,
une phase stationnaire et une phase mobile (solvant d’élution) de polarité¢ différentes

(Macheix et al., 2005).

L’échantillon a analyser est déposés au sommet de la colonne, la phase mobile
entraine sa migration suivant un gradient de solvant ou en régime isocratique. La phase

mobile étant alors de composition constante (Lauranson, 1989).
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% Mode opératoire
Préparation d’une infusé a raison de 2mg/ml, et les conditions d'analyse sont
mentionnées dans le tableau suivant :

Tableau IV : Conditions opératoire d’"HPLC

Matériel Types et caractéristiques

Colonne C18
-Diamétre 4,6mm
-Longueur 25nm
-Température 25°C

Pompe
- Débit Iml/min
Micro-seringue 20 ul
Détecteur multi faisceaux 254 nm (UV visible)

11.2.2.1. Extraction de I’huile essentielle de Tetraclinis articulata

Nous avons suivis le protocole adopté par le laboratoire de chimie du Département de

chimie, Faculté des Sciences a I’université de Blida 1.

L’extraction de I’huile essentielle a été réalisée par hydro distillation dans un appareil
de type Clevenger, la procédure d’extraction se résume comme suit :

e Introduire 100g de matériel végétal frais (feuilles ou cones) avec 300 ml d’eau distillée
et un copeau de pierre de Ponce (a pour but la régulation de la température) dans un
ballon d’un litre.

e Déposer ce dernier sur la chauffe ballon.

e Mettre en marche I’extracteur et surveiller 1’ébullition de 1’eau (aprés une heure de
marche) qui correspond a I’apparition de la premicre goutte au niveau de I’ampoule a
décanter.

e Commencer a compter le temps jusqu’a trois heures, puis arréter I’extraction (Figure

9, Annexe II).
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Les vapeurs envoyées dans I’extracteur, traversant la matiere végétale font éclater les
cellules et entrainent avec elles 1’huile essentielle, elles passent ensuite dans le réfrigérant ou
elles se condensent, aprés condensation, le distillat est recueilli dans une ampoule a décanté.
Pour séparer les deux phases, verser la phase aqueuse (hydrolat ou eau aromatique) qui
contient une quantité non négligeable d’essence sous forme solubilisée et récupérer la phase
organique contenant I’H.E. Pour éliminer toute trace d’eau, ajouter du sulfate de sodium
anhydre (Na;SQOy), apres filtration, récupérer I’H.E. dans des tubes a essais. Peser les tubes

pour le calcule du rendement puis conserver dans un flacon en verre opaque & 4'C.
11.2.2.2. Détermination du rendement

Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids de I'huile extraite en
gramme et le poids de la matic¢re végétale a traiter (Carré, 1953). Le rendement est exprimé

en pourcentage et calculé par la formule suivante

MH.E

R% = x 100

MV

R%: Pourcentage de ’'H.E.
My g : Masse de ’H.E en gramme.

Mwm.v: Masse de la matiére végétale en gramme.
I1.2.2.3. Etude analytique de I’huile essentielle
A- Détermination des caractéres physiques

% Détermination des caractéres organoleptiques

C’est la détermination des caractéristiques organoleptiques du 7. articulata, & savoir

I’aspect, I’odeur et la couleur.

X Indice de réfraction (Iy)
»  Principe
Selon la norme de la Pharmacopée Européenne, (2008), 1’indice de réfraction (Ig)
d’un milieu rapporté a 1’air est égal au rapport du sinus de 1’angle d’incidence d’un rayon
lumineux dans l’air et le sinus de I’angle de réfraction du rayon réfracté dans le milieu

considéré.
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»  Mode opératoire
o [Etalonner le réfractométre avec de 1’eau distillée.
e Placer 2 a 3 gouttes de I’huile essentielle testée sur I’appareil.
e Régler le réfractometre jusqu’a la stabilisation.

e Lire la valeur de I’indice de réfraction sur le cercle gradug.

B- Détermination des indices chimiques
s Indice d’acide (I,)

Selon la norme AFNOR (NF T 75-103); L’indice d’acide (IA) est le nombre de
milligramme d’hydroxyde de potassium (KOH), nécessaire a la neutralisation des acides

libres contenus dans un gramme d’huile essentielle.

»  Mode opératoire
e Peser 2g d’H.E. de T. articulata, et introduire dans un Erlenmeyer.
e Ajouter Sml d’éthanol neutralisé et 5 gouttes au maximum de phénolphtaléine.
e Titrer le liquide avec la solution d’hydroxyde de potassium (KOH) 0,1M.
e Poursuivre ’addition jusqu’a 1’obtention du virage de la solution persistante pendant
30s.

e Noter le volume (V), de la solution d’hydroxyde de potassium utilisée.

L’indice d’acide I est mesuré par la formule suivante :

V.C
I,=—X56,1
m

Ou:

I4 : Indice d’acide.

V : Le volume de la solution d’hydroxyde de potassium utilisée en titrage (ml).

C : Concentration exacte de la solution d’hydroxyde de potassium utilisée (0,1M)
m : Masse d’HE.

56,1 : Poids moléculaire de KOH.
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¢ Indice d’ester (Iy)

Selon la norme AFNOR (NF T 75-103); L’indice d’ester (Ig), est le nombre de
milligramme d’hydroxyde de potassium (KOH) nécessaire a la neutralisation des acides

libérés par hydrolyse des esters contenus dans un gramme d’huile essentielle.

»  Mode opératoire

e Peser 2g d’H.E. de T. articulata, et introduire dans un Erlenmeyer.

e Ajouter a I’aide d’une burette 25ml de la solution d’hydroxyde de potassium (KOH)
0.5M.

e Plonger I’ensemble dans un bain marie, chauffer jusqu’a ¢ébullition pendant 30min,
nous déterminons la fin de la réaction lorsque nous obtenons une solution transparente
et homogene (absence de trace de I’huile).

e Apres refroidissement, ajouter 5 gouttes de la solution de phénolphtaléine.

e Titrer I’exces de la solution d’hydroxyde de potassium (KOH) avec la solution d’acide

chlorhydrique (HCI1) 0.5M.

Parall¢lement nous avons réalisé un essai a blanc dans les mémes conditions (25ml de
KOH titré par HC1 0.5M), la différence des volumes (Vessai blane —Vessai caleule) dépensés pour la

saponification et pour la neutralisation des acides contenus dans 1’échantillon.

L’indice d’ester (Ig) est calculé par la formule suivante :

~ [28,05

I = == (Vo — V)| - ]

Ou:

I : indice d’ester.

m : la masse en gramme de I’H.E.

Vy : volume en millilitre de la solution d’acide chlorhydrique utilisé pour I’essai a blanc.
Vi : volume en millilitre de la solution d’acide chlorhydrique utilisé pour la détermination.

I : indice d’acide.
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% Indice de saponification (Is)

L’Indice de saponification est la masse d’hydroxyde de potassium (KOH) exprimé en
mg nécessaire pour neutraliser les acides gras libres et pour saponifier les acides gras

estérifiés, contenus dans un gramme d’huile essentielle (Frénot et Vierling, 2001).

Selon la Pharmacopée Européenne, (2002), I’indice de saponification est donné par

la formule suivante:

IS=IA+IE

I1.2.2.4. Analyse de la composition chimique de I’huile essentielle par
Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse

(CG/SM)

Les analyses de la composition chimique de ’huile essentielle de 7. articulata ont été
réalisées par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométric de masse
« CG/SM » au niveau du laboratoire d’analyse organique et fonctionnelle de la Faculté de

chimie a I’Universit¢ HOUARI Boumediene, Bab Ezzouar, (Alger).
< Conditions opératoires

L’analyse est effectuée sur un chromatographe en phase gazeuse HEWLETT-
PACKARD-HP-6890 couplé¢ a un spectrométre de masse Hewlett—Packard (HP) 5973,

(Annexe IV) sous les conditions opératoires suivantes :

e Une colonne capillaire de type HP-5SMS [(5%-phenyl) méthylpolysiloxane] de longueur
30m d’un diamétre interne de 0.25mm et une épaisseur du film de 0.25mm.

e un gaz vecteur (hélium) d’un débit de 0.3ml/mn.

e Un potentiel d’ionisation du spectrometre de masse égale a 70eV.

e Latempérature de la colonne est programmée de 50 a 250°C a raison de 4°C/min.

e Injection d’une quantité de 1 ul en mode Split : 1/90.
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I1.2.3. Evaluation des activités biologiques
11.2.3.1. Evaluation de I’activité antimicrobienne

% Mode opératoire
Le protocole expérimental est un protocole standardisé¢ utilisé par le laboratoire de
microbiologie, Filiale ANTIBIOTICAL-SAIDAL de Médéa, et le laboratoire de bactériologie
a I’hopital FARES Yahia de Koléa, (Tipaza).

La recherche de I’activité antimicrobienne consiste a estimer l’inhibition de la
croissance des micro-organismes soumis a I’H.E. et I’extrait aqueux (I’infusé) de
T. articulata. Dans ce test, deux méthodes ont été effectuées : Aromatogramme (méthode de
diffusion sur gélose) (Figurel0) et Micro-atmosphere (méthode en phase vapeur) (Figure

11).

11.2.3.1.1. Méthode d’Aromatogramme: Méthode de diffusion sur gélose

L’aromatogramme est basé sur une technique utilisée en bactériologie médicale,
appelée « antibiogramme » ou « méthode par diffusion en milieu gélosé » ou encore
« méthode des disques » (Guerin-Faublée et Carret, 1999).

% Préparation de la culture jeune (repiquage)

Faire fondre le milieu TSA au bain-marie a 100°C, ensuite verser aseptiquement sous
PSM (Postes de sécurité microbiologique) le milieu TSA dans les boites de Pétri de 90mm de
diametre sur une épaisseur de 4mm (Rahal et al ., 2011), laisser refroidir sous PSM, puis
prélever 3 a 5 colonies des souches testées devant le bec Bunsen, et faire des ensemencements
sur la gélose TSA par la méthode de stries, laisser 30 min sur la paillasse, puis incuber les
boites de Pétri a 37°C pendant 24 heures pour les bactéries et a 25°C pendant 48 heures pour
les levures.

% Milieu pour ’Aromatogramme

Fait fondre les milieux Muller Hinton (M.H) et Soja agar (S.A) pour les bactéries,
Sabouraud (SAB) pour les levures, au bain-marie a 100°C ; ensuite couler les boites de Pétri
de 90mm de diamétre sur une épaisseur de 4mm (Rahal et al ., 2011), laisser solidifier sous

PSM (Postes de sécurité microbiologique) (Annexe IV).
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% Préparation de I’inoculum

A partir d’une culture jeune de 24 heures pour les bactéries et 48 heures pour les
levures, prélever a I’aide d’une ance de platine 3 a 5 colonies bien isolées et parfaitement
identiques, décharger ’ance de platine dans 10ml d’eau physiologique stérile (0,9%), Bien
homogénéiser la suspension bactérienne au moyen d’un vortex.

Faire une premiere lecture de la densité optique (DO) avec le Spectrophotométre a une
longueur d’onde de 620nm qui doit étre entre 0.08 et 0.1 pour les bactéries et entre 2 et 3 pour
les levures (AFNOR, 2000 ; Rahal et al ., 2011). Cette valeur correspond a une concentration

optimale de 107 a 10%germes/ml.

X/

** Ensemencement

e Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne.

e [’essorer en le pressant fermement, en tournant sur la paroi interne du tube, afin de le
décharger au maximum.

e Frotter I'écouvillon sur la totalité de la surface gélosée seche, de haut en bas, en stries
serrées, par la méthode de quadrant (1/4), sans oublier de faire pivoter 1'écouvillon sur
lui-méme.

¢ Finir I'ensemencement en passant I'écouvillon sur la périphérie de la gélose.

L)

» Dépot des disques

L)

A D’aide d’une pince stérile, prélever un disque absorbant stérile (papier buvard de 9mm
de diamétre), et imbiber avec I’H.E. ou I’extrait aqueux (I’infusé a 30%, 20% et 10%) qui
correspond a une concentration de 300, 200 et 100mg/ml, mettre seulement en contacte le
bout du disque avec I’H.E ou I’extrait, celle-ci va absorber progressivement jusqu’a
imprégnation totale. Déposer le disque sur la surface de la gélose, laisser diffuser pendant

30min sur la paillasse (Figure 10).
¢ Incubation

Incuber les boites de Pétri a 37°C pendant 24 heures pour les bactéries et a 25°C pendant

48 heures pour les levures.
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+* La lecture

La lecture des zones d’inhibition autour du disque est effectuée a 1’aide d’un pied a

coulisse.
La lecture des résultats consiste a observer :

e La présence d’une zone claire autour du disque : présence d’une activité inhibitrice.

e [’absence d’une zone claire autour du disque : indique I’absence d’activité inhibitrice.

Engemcncouent de la gdose - -
et appe par 1ol che Finocuhen b= e Giloge Mieller Hinton

| Dl sepliue d'un disque
mmbibe de Mwile essentiedle

#rzone d'mhibition

— Crodssmece pucrolienme

Figure 10 : Illustration de la méthode d’aromatogramme sur boite
de Pétri (Zaika, 1988).

11.2.3.1.2. Technique de Micro-atmosphére: Méthode en phase vapeur

Cette technique permet d'évaluer l'activité antimicrobienne de la phase volatile de I’'H.E.
Le mode opératoire consiste a ensemencer un milieu gélosé avec une souche microbienne. Un
disque imprégné avec I'H.E. sera déposé au centre du couvercle. La boite est incubée,
couvercle en bas. Il se produit une évaporation des substances volatiles. En se volatilisant,
I’H.E. va inhiber la croissance du germe en créant une zone d'inhibition (Tyagi et Malik,

2011) (Figure 11).
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La seule différence entre cette méthode et I'aromatogramme réside dans la position du disque
(Hulin et al., 1998 ; Tyagi et Malik, 2011). La préparation de I’inoculum, 1I’ensemencement,

I’incubation et la lecture des résultats ont été faites de la méme maniere que la premicre
méthode (Aromatogramme).

Ensemencement de I’inoculum

Boite de Pétri

Milieux Muller
Hinton

Couvercle de boite
de Pétri

l___ 7 O N Zone d’inhibition

T TR ST o AR '-__l__h-,h.“ k|
S A S "'-\.‘“-x R e o
Hwﬁ&ﬁm& R kﬁi-mﬁﬁﬁ%“g[!

< __

Croissance microbienne

Figure 11 : Illustration de la méthode micro-atmosphéres sur boite
de Pétri (Zaika, 1988).

11.2.3.2. Evaluation de ’activité antioxydante
L'activité antioxydante a été évaluée par deux méthodes:

Le pouvoir réducteur FRAP pour ’extrait aqueux (I’infusé) et l'activité d'inhibition du radical

DPPH (2-2-Diphenyl-l-picrylhydrazyl) pour I'H.E et D’extrait aqueux (I’infusé)

de
T. articulata.

Le pouvoir antioxydant des extraits testés (H.E et I’infusé) a été estimé par
comparaison avec un antioxydant naturel (acide ascorbique).

35



Chapitre 11 Matériel et Méthodes

1.2.3.2.1. La méthode de la réduction du fer FRAP (Ferric reducing

antioxydant power)

L’activité réductrice du fer de notre extrait (I’infusé) est déterminée selon la méthode
décrite par Oyaizu, (1986), basée sur la réduction du Fe™ présent dans le complexe

K3Fe(CN)g en Fe™ (Figure 12).

e Un millilitre de I’extrait (I’infus¢) de différentes concentrations (Annexe III) est
mélangé avec 2,5ml d’une solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 2,5ml d’une
solution de ferricyanure de potassium K;Fe (CN)ga 1%.

e [’ensemble est incubé au bain marie a 50°C pendant 20 minutes.

e 2.5ml d’acide trichloroacétique a 10% sont ajoutées pour stopper la réaction.

e Les tubes sont centrifugés a 3000 tours/min pendant 10 minutes.

e 25ml du surnageant sont mélangés a 2,5ml d’eau distillée et 0,5ml d’une solution
de chlorure ferrique fraichement préparée a 0,1%.

La lecture de 1’absorbance du milieu réactionnel se fait a 700nm contre un blanc
semblablement préparé, en remplacant 1’extrait par I’eau distillée qui permet de calibrer
I’appareil (UV-VIS spectrophotometre), (Annexe 1V).

Le controle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard (acide
ascorbique), dont I’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que les échantillons.

Une augmentation de I’absorbance correspond une augmentation du pouvoir réducteur

de I’extrait testé¢ (Hubert, 2006).
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de potassium K;Fe . ]_J tampon phosphate 0,2
(CN)sa 1%. M (pH 6,6)

1ml de I’extrait | 2,5ml de ferricyanure ' 2,5ml d’une solution
aqueux (I’infusé) J -

Bain marie a 50 °C

e
——

2,5ml d’acide
trichloroacétique a 10%

1.—
v

Centrifugation

|

S
|

0,5ml de chlorure 2,5ml du ' 2,5ml d’eau
- r-J surnageant = TJ distillée

ferrique FeCl; a 0,1%

Absorbance a 700nm §

Figure 12 : Protocole de détermination du pouvoir réducteur (Oktay et al., 2003).

1.2.3.2.2. Estimation du pouvoir antioxydant par la méthode de DPPH
La technique a été réalisée suivant le principe et le mode opératoire suivants :
A. Principe

Dans ce test les antioxydants réduisent le diphényl picrylhydrazyl libre, qui possede
une coloration violette foncée (Annexe VI), lorsqu’il est réduit la coloration devient jaune
pale, le 2-2- diphényl picryl-1-hydrazyl (DPPH), dont I'intensité de la couleur est inversement
proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des protons
(Sanchez-Moreno, 2002 ; Chen et al., 2004). Cette décoloration est représentative de la
capacit¢ de l'huile a piéger ces radicaux libres indépendamment de toutes activités

enzymatiques (Chen et al., 2004) (Figurel3).
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: m_f_l - Antiowvdant-0°

t AntioxyvdantOH

l_' - "
*r. NH
I A _NO N, L _mo
B H {violet) VFPH (jaune)
diphényl picrylhydrazyl (radical libre) diphényl picrylhydrazyl (non radical)

Figurel3: Forme libre et réduite du DPPH (Molyneux, 2004).

B. Mode opératoire

% Préparation de la solution DPPH

La solution de DPPH (C18H12 N5 O6 ; Mr : 394,33) est préparée par solubilisation de
2,4mg de DPPH dans 100ml de méthanol absolu (Annexe III).
% Préparation des échantillons

Les échantillons ont été préparés par dissolution dans le méthanol absolu pour I’H.E.
et préparation des dilutions dans 1’eau distillé pour I’infusé.

C. Le test

Le test du DPPH est réalisé en suivant la méthode décrite par Mansouri et al.,
(2005), ou 0,1ml de chacune des dilutions de H.E ou infusé testées et de l'acide ascorbique
sont mélangés dans la cellule placée dans la cuvette de spectrophotomeétre avec 3,9ml de la
solution méthanolique de DPPH. Aprés une période d'incubation de 30min a I'abri de la
lumiére et de l'oxygéne atmosphérique et a la température ambiante du laboratoire,

I'absorbance est lue a 517 nm.

D’apres Wang et al., (2002), le pouvoir d'inhibition est exprimé en % et déterminé en

appliquant la formule suivante:

———— DO Blanc — DO Echantillon
%d'inhibition = DO Blanc X100

DO Blanc : Absorbance du blanc (DPPH dans le méthanol).
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11.2.3.3. Evaluation de ’activité anti-inflammatoire

La mise en évidence de ’activité anti-inflammatoire a été réalisée selon la méthode
de Levy, citée par Berkan et al., (1991).
¢ Principe
L’injection de la Carraghénine sous 1’aponévrose plantaire de la patte de la souris
provoque une réaction inflammatoire qui peut étre réduite par un produit anti-
inflammatoire. Cette étude permet de comparer la réaction de 1’cedéme plantaire apres
administration de doses égales du produit anti-inflammatoire a tester et du produit de
référence correspondant (Berkan et al., 1991).
% Mode opératoire
Le test consiste a évaluer 1’effet anti-inflammatoire de [’extrait aqueux (1’infusé)
issus des feuilles de 7. articulata a 05 et 10% qui correspond a une concentration de 50 et
100mg/ml respectivement sur 1’cedéme des pattes postérieures provoquées par I’injection
d’une solution de la Carraghénine a (1%) chez les souris.
La préparation de la solution de la Carraghénine (1%), a été faite par une dilution
de 50 mg de la Carraghénine dans 05ml d’eau physiologique.
Les souris albinos sont réparties en 04 lots de 05 souris dont le poids corporel est
compris entre 18g et 24g.
> Autemps T,
Les quatre solutions (I’eau distillée, Clofénal® «Diclofénac de sodium» a 25 mg/ml),
I’infusé a 50mg/ml et I’infusé a 100mg/ml) sont administrées par voie orale (Figure 14) :
e Lot témoin : chaque souris regoit 0,5ml d’eau distillée.
e Lot essai 1 : chaque souris recoit 0,5ml du produit de référence (Clofénal®).
e Lot essai 2 : chaque souris recoit 0,5ml de I’infusé a S0mg/ml.
e Lot essai 3 : chaque souris recoit 0,5ml I’infusé a 100mg/ml.
»  Au temps Ty +30min
La solution de la Carraghénine a 1% est injectée sous 1’aponévrose plantaire des
pattes postérieures arriere gauches sous un volume de 0,025ml a toutes les souris mises

en expérience (Figure 14).
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> Au temps T0+4h

Aprées avoir sacrifié les souris ayant été soumises a une forte concentration d’éther
diéthylique, couper les pattes postérieures a hauteur de [Darticulation (Figure 14)
et les peser sur une balance analytique.

% Expression des résultats

- Calculer les moyennes des poids de la patte gauche et la patte droite pour chaque lot.

- Calculer le pourcentage d’augmentation des poids de la patte (% d’cedéme) par la

formule suivante :

moyenne des poids des pattes gauches — moyenne des poids des pattes droites
moyenne des poids des pattes droites

% d'oedéeme =

- Calculer le pourcentage de réduction de 1’cedéme chez les souris traitées par rapport

aux témoins, par la formule suivante :

. . . % de 1'oedéme témoin — % de I'oedéme essai
%de réduction de I'oedéme =

; S —— X100
% de 1 oedéeme témoin
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[ Mise a jeun des souris pendant 16

par voie orale

]_,[ Administration des solutions préparées }

Sacrifie les souris par 1’éther diéthylique Injection de la Carraghénine a 1% sous
I’aponévrose plantaire des pattes postérieures

Couper les pattes postérieures a Peser les pattes droites et gauches
hauteur de I’articulation par une balance analytique

! v

Figure 14: Différentes étapes diites I’activité anti-inflammatoire
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11.2.3.4. Evaluation de P’activité antispasmodique

% Principe

L'injection d'acide acétique a 1% par voie intra-péritonéale provoque chez les souris
une réaction douloureuse, cette douleur se manifeste par des spasmes sous forme de
mouvements de torsion de I'abdomen avec étirement des pattes postérieures. Cette réaction
peut étre réduite par une substance antispasmodique a la dose active (Rahman et al., 2005).
% Mode opératoire

La mise en évidence de I'effet antispasmodique sur les souris a été réalisée selon la
méthode de Rahman et al., (2005).

Les souris albinos sont réparties en 04 lots de 05 souris dont le poids corporel est

compris entre 18g et 24g.
» Autemps T,
Les 04 solutions (I’eau distillé, Spasmodyl 80mg, I’infusé a 50mg/ml et I'infusé a
100mg/ml), sont administrées par voie orale (Figure 15).
e Lot témoin : chaque souris recoit 0,5ml d’eau distillée.
o Lot essai 1: chaque souris recoit 0,5ml du produit de référence (Spasmodyl
80mg).
e Lot essai 2 : chaque souris re¢oit 0,5ml de I’infusé a 50mg/ml.
e Lot essai 3 : chaque souris re¢oit 0,5ml de I’infusé a 100mg/ml.
»  Au temps T +30min
Injection de I"'acide acétique a 1% par intra-péritonéale sous un volume de 0,2ml a
toutes les souris mises en expérience (Figure 15).
»  Aprés Smin
Le syndrome douloureux se caractérise par des mouvements d'étirement des pattes
postérieures et de torsion de la musculature dorso-abdominale, apres l'injection de la
solution d'acide acétique et un temps de latence de Smin, nous avons Compté le nombre
de spasmes durant 10 minutes (Rahman et al., 2005).

%  Expression des résultats

Selon Alaoui et al., (1998), I'activité antispasmodique est exprimée par le pourcentage
de réduction du nombre de spasmes chez les souris traitées par rapport aux témoins selon la

formule suivante :
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Sude réduction — ™02 des spasmes du lot T — moy des spasmes dulotECE "
r b
ode réduction moy des spasmes du lot T

Lot T: lot témoin

Lot E: lot Essai - - -
[ Mise a jeun des souris pendant 16 heures J

Administration des solutions préparées
par voie orale

Injection de I’acide acétique par voie
intra-péritonéale

[ Compter le nombre de spasmes durant 10 min }

Figure 15: Différentes étapes diites I’activité antispasmodique
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II1. Résultats et Discussion
I11.1. Résultats de I’étude phytochimique

II1.1.1. Teneur en eau de la plante

Les résultats obtenus sont mentionnés dans le tableau V (Annexe III) et présentés par

la figure 16.

M Eau

HM.S

M Fau
HM.S

Feuilles Cénes

M.S : Matiére sec

Figure 16: Teneur en eau des organes végétaux du Tetraclinis articulata

D’aprés les résultats affichés dans le tableau V (Annexe III) et la figure 16, on
constate que le Thuya de Berbérie (Tetraclinis articulata) est riche en eau, les analyses de
nos échantillons ont révélé un taux d’humidité compris entre 65 et 68%. Cela signifie
approximativement que plus de la moiti¢ de la plante fraiche est constituée d’eau. Nous
constatons, en outre, que les cones de 7. articulata sont riches en eau avec un taux d’environ
68,86%, les feuilles avec un pourcentage de 65, 343. Cette teneur est dans les normes
signalées par la Pharmacopée Européenne, (2002), qui signale I’eau représente 60 a 80%

de la matiere fraiches des végétaux.

La teneur élevée en eau est en relation étroite avec 1’activité métabolique. L’eau
représente la phase aqueuse dans laquelle se font les réactions métaboliques, aussi elle
fournit I’hydrogene indispensable aux réactions de biosynthese (Paris et Moyse, 1976).
En raison de cette teneur, le 7. articulata a besoin d’une durée importante pour le séchage

(10 a 15 jours).
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I11.1.2. Potentiel d’Hydrogéne de I’extrait aqueux (pH)

Le pH de I’extrait aqueux (I’infus€) du 7. articulata est de 5,22, ce qui signifie
I’infusé est faiblement acide. Pour cette raison nous pouvons administrer 1’infusé aux souris
lors de I’activit¢ anti-inflammatoire et antispasmodique pour ne pas provoquer une

inflammation au niveau de leurs tube digestif.
I11.1.3. Identification de quelques métabolites secondaires

Le screening phytochimique, nous a permis de mettre en évidence la présence de
plusieurs métabolites secondaires au niveau des feuilles de 7. articulata. Les résultats

obtenus sont regroupés dans le tableau VI, et illustré dans la Figure 17 (Annexe III).

Tableau VI: Résultats du test colorimétrique de quelques métabolites secondaires existants

chez T. articulata

Métabolites Réactions Résultats
Anthocyanes - Coloration rouge +++
Leuco-anthocyanes - Coloration rouge +++
Tannins -Coloration bleu noire. +++
o T. catéchétiques - Pas de coloration rouge. —
o T. galliques -Coloration bleu foncée. +++
Quinones
¢ Quinones libres -Pas de coloration rouge. -
¢ Quinones combinés -Pas de coloration rouge. -
Flavonoides -Coloration rouge orangé. +++
Alcaloides
e Réactif de - Précipité rouge. ++
Dragendorff
e Réactif de Valser-Mayer | - Précipité blanc jaunétre. ++
Saponosides -Précipité blanc. ++
Glucosides -Pas de coloration rouge. -
Coumarines -Formation d’un trouble. +++

(+++): Trés riche.  (++): Moyennement riche.  (—): Absent ou a I’état de trace.
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D’apres les résultats affichés dans le tableau VI et la figure 17 (Annexe III), nos
résultats du test colorimétrique mené sur I’extrait aqueux et la poudre, révelent la présence
de plusieurs métabolites secondaires- en aspect qualitatif- avec un taux trés important pour
les anthocyanes, les leuco-anthocyanes, les tanins, les flavonoides et les coumarines, et un
taux moyen pour les alcaloides et les saponosides. Ces composés ont des roles mis a profit
dans I’industrie alimentaire et pharmaceutique. Alors que les quinones (libres ou combing),

les tannins catéchétiques et les glucosides sont absents ou a 1’¢état de traces.

*»  Les anthocyanes

Les anthocyanes font partie de la classe des flavonoides avec des caractéristiques
particuliéres (Martini, 2011), ce sont des substances responsables de la coloration bleu des
fleurs (du grec anthos désigne fleur et kuanos désigne bleu), s’appliquent a un groupe de
pigments hydrosolubles responsables de la coloration rouge, rose, mauve, pourpre, bleu ou
violette de la plupart des fleurs (Bruneton, 1999). Comme tous les flavonoides, les
anthocyanidines présentent une absorption caractéristique dans le domaine UV (Markham,
1982). Les anthocyanes possedent des propriétés vitaminiques P par amélioration de la
résistance des capillaires et diminution de leur perméabilité (Martini, 2011).

o Les flavonoides

Les flavonoides présentent un fort effet antioxydant, et jouent un rdle de protection
contre les effets néfastes des rayons ultraviolets (Havsteen, 2002). Les travaux de Formica,
(1995), semblent indiquer que les flavonoides possédent des propriétés anti-inflammatoires.
En effet, ce sont de puissants inhibiteurs de la prolifération des lymphocytes. Ils sont capables
d’exercer des propriétés antiallergiques et antiulcérogenes (Di-carlo et al, 1999), antivirales
et antibiotiques (Milane, 2004). Certaines autres études ont également montré que la

consommation d’aliments riches en flavonoides diminue le risque du cancer (Causse, 2005).

% Les tanins

Les propriétés astringentes des tanins est a la base d’autres propriétés (vulnéraire,
anti- diarrhéique), elle permet la cicatrisation de la peau et des muqueuses et favorisent la
vasoconstriction des petits vaisseaux (Paolini et al., 2003). En outre, les tanins ont un tres
grand pouvoir anti-inflammatoire (Mota et al., 1985).

Les plantes riches en tanins sont utilisées en cas du rhume, de maux de gorge, les

infections internes et externes, blessures, coupures et brilures (Bruneton, 1999).
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< Les coumarines

Les coumarines sont des molécules biologiquement actives, elles manifestent
plusieurs activités : anti-agrégation plaquettaire, anti-inflammatoire, anticoagulante, anti-
tumorale, diurétique et antimicrobienne (Ojala et al., 2000; Chen et al., 2004; Thati et al.,
2007). Les coumarines sont connues pour leurs propriétés anti-cedémateuses (Bruneton,
1999).
% Les saponosides

Ils ont une activité expectorante, et rendent un peu moussante la muqueuse des
bronches inflammatoires et facilitent 1’expectoration. De plus, ce sont de puissants
hémolysants (Bruneton, 1999). Les saponosides ont particuli¢rement un effet anti-
inflammatoire et anti-cedémateux, ils sont utilisés dans le traitement des aphtes et des
ulcérations buccales (Baba-Aissa, 1999).
% Les alcaloides

Les alcaloides sont des substances organiques azotées, le plus souvent d’origine
végétale dont 1’action sur I’homme et les animaux est extraordinaire (Ticli, 1999). IIs sont
utilisés particuliecrement en pharmacologie pour leurs effets antispasmodiques, anti-
diarrhéiques et sédatifs du systéme nerveux central (Hans, 2007), anesthésique locale ou

analgésique (Bruneton, 1999).

I1I.1.4. Résultats de D’analyse par chromatographie liquide a haute
performance (HPLC)

La figure 18 représente le profil chromatographique obtenu par HPLC :
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Figure 18: Profil chromatographique des composés présents dans le
T. articulata détecté par H.P.L.C
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Les caractéristiques des composés sont regroupées dans le tableau VII.

Tableau VII : Caractéristiques chromatographiques des composés détectés chez 7. articulata

Temps de Surface Teneur relatives | Composés identifiés
Pics rétention (%)
(min)

1 2,733 488203 22,79 Non identifié

2 3,033 1178065 54,99 Acide gallique

3 4,792 406625 18,98 Vanilline

4 6,142 44824 2,09 Non identifié

5 8,325 12238 0,57 Quercétine

6 8,933 12447 0,58 Non identifié

Totale 2142402 100 -

Le profil chromatographique indique la présence d’un compos¢ majoritaire (54,99%)
avec un temps de rétention de 3,033min, ce composé est 1’Acide gallique, un autre pic a été
identifi¢ aussi par comparaison des temps de rétention avec 1’étalon de Vanilline dont le taux
est de 18,98%, le troisiéme pic a été identifié, il correspond a la Quercétine. Cette derniere
appartient a la classe des phytopigments hydrosolubles appelés flavonoides. Elle semble
avoir de multiples effets bénéfiques sur la santé¢ de I'homme, incluant une protection
cardiovasculaire, une activité anticancéreuse, des effets antiulcéreux, ainsi qu'une activité
antiallergique, antivirale, antioxydante et anti-inflammatoire (Tavric, 1994). La quercétine
est indiquée dans toutes les situations inflammatoires parce qu'elle inhibe la formation des
médiateurs de l'inflammation (Foreman, 1984).

I11.2. Résultats du rendement et analyse physico-chimique de I’huile

essentielle de Tetraclinis articulata

II1.2.1. Rendement en huile essentielle de Tetraclinis articulata

Les résultats du rendement en H.E sont mentionnés dans le tableau VIII
Tableau VIII : Rendement en huile essentielle de Tetraclinis articulata

Echantillon Feuilles Cones

0,2 0,3
Rendement (%)
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Dans le but d’obtenir une masse d’huile essentielle suffisante pour effectuer toutes
les analyses physico-chimiques et pharmacologiques, nous avons réalis€é une série
d’extraction de I’huile essentielle de 7. articulata. La moyenne des rendements obtenus
exprimée en pourcentage est de 0.2% pour les feuilles et 0,3% pour les cones. Le rendement
en H.E pour les feuilles étant inferieur a celui obtenue pour un espéce d’origine Marocaine
(0,41%) obtenue par Bourkhiss et al. (2007), et concernant le rendement en H.E pour les
cones il est supérieur a celui de la plante de la Tunisie (0,22%) rapporté par Tékaya-Karaoui

et al. (2007).

Cette variabilit¢ dans le rendement peut étre expliquée soit, par les facteurs
pédoclimatiques (le sol, I’altitude et le climat), qui, d’apres Vekiari et al. (2002), peuvent
influencer sur le rendement en huile essentielle, ou soit, par des pertes de I’H.E. lors de la
décantation. En effet, ’efficacité de la décantation du condensat (eau + H.E) dépend
principalement du phénoméne de coalescence qui se produit entre goulettes de I’H.E. mais
aussi du coefficient de partage de I’H.E. entre la phase organique et aqueuse car elles peuvent
se disperser dans 1’eau. Dans ces conditions, des pertes dues a une mauvaise décantation
peuvent atteindre des pertes de 25% et plus de 1’essence recueillie (Bowles et Sackaitey,

1995).

I11.2.2. Caracteres physico-chimiques
I11.2.2.1. Détermination des caractéres physiques

X/

¢ Caracteres organoleptiques

Les caracteres organoleptiques de ’huile essentielle de 7. articulata sont consignés

dans le tableau IX et illustrés par la figure 19 (Annexe III).

Tableau IX : Caractéres organoleptiques de I’H.E de T. articulata

Caracteres Aspect Couleur Odeur

trés forte odeur

Résultats Liquide mobile Jaune claire Caractéristique de
la plante
Norme Liquide mobile Incolore a jaune Caractéristique a la
AFNOR claire fois térébenthinée
(Juniperus
COmMMmUuRnIs)
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Aprées extraction de I’'H.E de T. articulata, nous avons obtenu une huile d’aspect
liquide mobile, de couleur jaune claire, avec une tres forte odeur caractéristique de la plante.
Nous avons comparés ces résultats avec ceux du genévrier commun (Juniperus communis)
dans la Norme AFNOR, (2000), car les deux plantes appartiennent a la méme famille des

Cupressacées. Nous avons remarqué qu’elles ont les mémes caractéres en générale.

X/

+¢ Indice de réfraction

Ir= 1,475 (AFNOR (Juniperus communis) NF 75-251 : 1,471-1,483).

L’indice de réfraction de H.E. de T. articulata est de 1,475, cette valeur est inclue dans

I’intervalle de référence établie par la norme AFNOR, (2000).

L’indice de réfraction varie essentiellement avec la teneur en monoterpénes et en
dérivés oxygénés (Koba, 2003). Le faible indice de réfraction de I’H.E indique sa faible
réfraction de la lumiére ce qui pourrait favoriser son utilisation dans les produits cosmétiques

(Kanko et al., 2004).

I11.2.2.2. Détermination des indices chimiques

Les résultats de I’évaluation de la qualité de I’'H.E de 7. articulata sont mentionnés
dans le tableau X.

Tableau X: Indices chimiques de I’'H.E de T. articulata

Indices Indice d’acide Indice d’ester Indice de
saponification
H.E. des feuilles 1,56 10,87 12,43
H.E. des cones 1,60 10,95 12,55
Norme AFNOR
(Juniperus Maximum 2 Maximum 12 -
communis)

D’apres le tableau X, nous avons remarqué que I’H.E. de T. articulata est 1égérement
acide. L’indice d'acide donne une idée sur le taux d'acides libres, un indice d'acide inférieur
a 2 est une preuve de bonne conservation de 1’essence (faible quantité d'acides libres)

(Kanko et al., 2004).

Nous remarquons aussi que l'indice d'ester est conforme a la norme AFNOR, (2000).
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I11.2.3. Compositions chimiques de I’huile essentielle par Chromatographie

en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG/SM)

Nous avons réalisé 1’analyse de I'H.E de T. articulata par Chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG/SM). La figure 20 illustre le
chromatogramme de I’H.E des cones.
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Figure 20 : Profil chromatographique d’analyse par CG/MS de I’H.E des
cones de Tetraclinis articulta

Cette analyse chromatographique a permis 1’identification des composés regroupés

dans le tableau XI.

51



Chapitre I11 Résultats et Discussion

Tableau XI : Composition chimique de I’H.E des cones de Tetraclinis articulta.

Pic Temps de Composé Pourcentage (%)
rétention (min)
1 5,243 Tricyclene 0.302
2 5,433 a-Thujene 0.104
3 5.879 a-Pinene 41.513
4 6.240 Camphre 0.662
5 7.342 o —Phellandrene 1.361
6 7.470 B-Pinene 2.603
7 8.373 o —Myrcene 4.616
8 8.974 a-Phellandrene 0.045
9 9.300 3-Carene 0.621
10 9.702 a-Terpinen 0.268
11 10.215 Cymene 0.085
12 10.641 D-Limonene 23.500
13 11.824 a-cis-Ocimene 0.014
14 12.360 v-Terpinen 0.348
15 14.278 Terpinolen 1.605
16 17.816 d-Camphor 0.399
17 19.349 Linderol 0.085
18 20.223 Terpene-4-ol 0.835
19 23.254 Fenchyl acetate 0.086
20 27.701 Acétate de bornyl 1.647
21 29.007 B-Thymol 0.038
22 33.326 Copaene 0.132
23 35.937 Caryophyllene 0.484
24 38.018 a-Caryophyllene 0.139
25 39.883 Germacrene D 7.715
26 41.853 y-Muurolene 2.686
27 42.465 ¢-Cadinene 0.212
28 43.182 Z-Muurolene 0.084
29 48.265 Naphthalene, 1, 2, 3, 4, 6,8 a- 0.185
hexahydro-1-isopropyl-4,7-
dimethyl-
30 49.005 (+)-Epi-bicyclosesquiphellandrene 0.698
Totale 93.072

L’huile essentielle des cones de 7. articulata s’est révélée trés riche chimiquement
puisqu’elle contient plusieurs classes de composés chimiques. L’analyse par GC/MS a permis
de mettre en évidence 30 composés représentant plus de 93% de la composition globale. Dont
les composés majoritaires sont : a-Pinene (41,513%), D-Limonene (23,5%), Germacrene D

(7,715%), ces trois composés constituent plus de 72% de la composition totale.
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Cependant, d’autres constituants présents en quantités moins importantes ont été
identifiés, a savoir: o-Myrcene (4,616%), y-Muurolene (2,686%), B-Pinene (2.603%),
Acétate de bornyl (1,647%), Terpinolen (1,605%) et a-Phellandrene (1,361%). Cette huile est
caractérisée par un taux élevé d’un monoterpéne hydrocarboné I’a-Pinéne. Ce dernier est

connu pour son effet inhibiteur contre différents germes microbiens (Bourkhiss et al., 2007).

Tékaya-Karaoui et al. (2007), ont rapport¢ que I’huile essentielle des cones de
T. articulata de la Tunisie est caractérisée par la dominance du Camphrene (43,2%),
Z-muurolene (29%) Z-B-ocimene (11,7%) Naphtalene (6,6%). Cette composition chimique
est relativement différente de la notre qui est plus riche en a-Pinéne (41,513%), mais elle
contient un taux plus faible en Z-muurolene (0.084%). Au cours de cette méme étude,
Bourkhiss et al. (2007), ont mentionnés la présence de I’ a -pinéne et du limonéne dans
I’huile essentielle des feuilles de 7. articulata d’origine Marocaine, qu’on trouve aussi dans

notre essence, mais avec des pourcentages différents.

Cette variation dans la composition montre la diversité chimique, la quelle peut étre
expliquée soit, par les facteurs pédoclimatiques (le sol, I’altitude et le climat), soit par les

facteurs écologiques.
I11.3. Résultats des activités biologiques

I11.3.1. Résultats de ’activité antimicrobienne

Apres incubation des boites a 37°C pendant 24 heures pour les bactéries et a 25°C
pendant 48 heures pour les levures, nous avons retiré les boites de Pétri pour mesurer les

zones d’inhibition et interpréter les résultats.

L’¢échelle d’estimation de [’activité antimicrobienne est donnée par Mutai et al.
(2009). Cet auteur a classé les diamétres des zones d’inhibitions (@) de la croissance

microbienne en Cinque classes :

Trés fortement inhibitrices : @> 30 mm.
Fortement inhibitrices : 21mm <@ < 29mm.
Modérément inhibitrices : 16mm <@ < 20mm.

Légerement inhibitrices : 1 1mm <@ < 16mm.

ASERNEE N NN

Non inhibitrices : @ <10mm.
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A noter que le diametre du disque (9 mm) a été inclus dans le calcul de la zone

d’inhibition.

Les résultats de 1’activité antimicrobienne de I’huile essentielle des feuilles, des cones
et I’extrait aqueux de 7. articulata obtenus par mesure des diametres d’inhibition de la

croissance des microorganismes sont regroupés dans le tableau XII et illustrés par les figures

21,22 et 23.
Tableau XII: Diamétres des zones d’inhibition des souches microbiennes

H.E des feuilles | H.E des cones Extrait aqueux

Souches utilisées ATTC (mg/ml) Aroma
Aroma | M.A | Aroma | M.A 100 200 300

Escherichia 10536 18 9 9 9 9 9 9
coli SAIDAL
Bactéries | Escherichia 25922 16 9 9 9 9 10 12
a Gram coli Koléa
) Pseudomonas 27853 9 9 9 9 9 10 18
aeruginosa Koléa
Bacillus 6633 45 30 24 9 9 9 9
subtilis SAIDAL
Bactéries | Staphylococcus | 12228 55 42 17 9 9 14 17
a Gram epidermidis | SAIDAL
) Staphylococcus | 25923 14 9 9 9 12 14 17
aureus Koléa
Staphylococcus | 43300 13 9 9 9 10 11 12
aureus Koléa
Candida 10231 24 9 9 9 9 9 9
albicans SAIDAL
Levures Candida 43433 25 9 9 9 9 9 9
albicans Koléa
Saccharomyces 2601 22 9 9 9 9 9 9
cerevisiae Koléa

Aroma : Aromatogramme.

M.A : Micro-atmospheére.
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Boite de Pétri 1

Zone
d’inhibition

Disque absorbant ]

Ensemencement
des bactéries

Figure 21: Activité inhibitrice vis-a-vis: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
et Bacillus subtilis
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Figure 22: Activité inhibitrice vis-a-vis: Staphylococcus epidermidis
et Staphylococcus aureus
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Figure 23: Activité inhibitrice vis-a-vis les levures: Candida albicans
et Saccharomyces cerevisiae

< Résultats du test microbien par la méthode de I’Aromatogramme

>  Huile essentielle des feuilles
L’H.E des feuilles présente une activité inhibitrice sur la croissance de la totalité¢ des
germes microbiens (Figure 21, 22 et 23), sauf pour Pseudomonas aeruginosa qui se montre
résistante. Si on prend en considération les diametres d’inhibition, ’'H.E des feuilles est plus
active sur Staphylococcus epidermidis et Bacillus subtilis avec des diametres d’inhibition

respectivement de 55 et45 mm.

L’H.E. des feuilles est active sur les levures : Candida albicans (ATTC : 10231),
Candida albicans (ATTC : 43433) et Saccharomyces cerevisiae avec des diamétres
d’inhibition de 24, 25 et 22mm respectivement. En effet, I’H.E est modérément active sur
Escherichia coli (ATTC : 10536) et Escherichia coli (ATTC : 25922), avec des diameétres

d’inhibition respectivement de 18 et 16mm.
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En outre, I’H.E des feuilles est 1€égérement active sur Staphylococcus aureus (ATTC :
25923) et Staphylococcus aureus (ATTC : 43300), avec des diameétres d’inhibition

respectivement de 14 et 13mm.

Selon 1’échelle d’estimation de I’activité antimicrobienne donnée par Mutai et al.
(2009), les diameétres d’inhibition des souches testées en aromatogramme varient entre 13 et
55mm, donc I’H.E des feuilles de 7. articulata posséde une trés forte activité inhibitrice sur
les deux souches bactériennes B. subtilis et S. epidermidis, forte activité inhibitrice sur les
deux souches C. albicans et S. cerevisiae, modérément inhibitrice sur la souche d’E. coli,
légérement inhibitrice sur la souche de S. aureus et non inhibitrice sur la souche de

P. aeruginosa.

L’activité antimicrobienne de cette H.E est due principalement a son profil chimique.
I est a préciser que notre essence est caractérisée par la présence de 1’ a- pineéne (41,513%)
connu pour son effet inhibiteur (Bourkhiss et al, 2007). En effet, une étude réalisée par
Angioni et al. (2003), sur les huiles essentielles des feuilles de Juniperus oxycedrus a montré
qu’elles présentent une bonne activité inhibitrice de Candida albicans et Staphylococcus

aureus. Cette huile essentielle est caractérisée par I’abondance de 1’a-Pinéne (environ 86 %).

En outre, le pouvoir antimicrobien élevé de I'H.E de 7. articulata est due
essentiellement a sa composition chimique trés riche en alcools terpéniques. Plusieurs auteurs
(Cox et al., 2001 ; Inouye et al, 2001; Hammer et al., 2003) ont travaillé sur 1’activité
antimicrobienne des composés majoritaires des H.E qu’ils ont classés dans 1’ordre décroissant

suivant : phénols >alcools>aldéhydes>cétones> éthers>hydrocarbures.
»  Huile essentielle des cones

L’H.E. des cones ne présente pas une activité inhibitrice sur la totalité des germes
microbiens sauf pour Bacillus subtilis et Staphylococcus epidermidis avec des diameétres

d’inhibition respectivement de 24 et 18mm (Figure 22).

Selon I’échelle d’estimation de 1’effet antimicrobien donnée par Mutai et al. (2009),
I’H.E des cones de T. articulata posseéde une forte activité inhibitrice sur la souche de
B. subtilis, une moyenne activité inhibitrice sur la souche de S. epidermidis et non

inhibitrice sur les souches E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, C. albicans et S. cerevisiae.
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»  Extrait aqueux (I’infusé)

L’extrait aqueux des feuilles de 7. articulata présente une activité¢ inhibitrice sur la
croissance de certains de germes microbiens a savoir E. coli (O=12mm), P. aeruginosa
(Q=18mm), S. epidermidis (O=17mm), S. aureus (ATTC : 25923) (O=17mm) et S. aureus
(ATTC : 43300) (9=12mm) (Figure 21 et 22). Il est a noter aussi que ce diamétre augmente

avec |’augmentation de la concentration.

L’activité antimicrobienne de cet extrait (I’infusée) est due principalement a son
profil chimique. Il est précisé que notre extrait est caractérisé par la présence des métabolites
secondaires a savoir les flavonoides et les coumarines qui sont connus pour leurs effets

antimicrobien (Milane, 2004 ; Thati et al., 2007).

% Résultats du test microbien par la méthode de Micro-atmosphére

Afin d’évaluer I’activité antimicrobienne de la phase vapeur de ’'H.E de T. articulata,
nous avons utilisé¢ la technique de la micro-atmosphere. Les résultats de cette étude sont
rapportés dans le tableau XII et la Figure 21 et 22. A la lecture de ces résultats, il apparait
clairement que ’action inhibitrice de la phase vapeur (Micro-atmosphere) est inférieure a
celle de la phase liquide (Aromatogramme).

L’H.E des feuilles est plus active sur Bacillus subtilis et Staphylococcus epidermidis,
avec des diametres d’inhibition respectivement de 30 et 42mm, et non inhibitrice sur les
autres souches microbiennes.

En outre, I’H.E des cOnes ne posséde aucune activité inhibitrice vis-a-vis toutes les

souches microbiennes.
I11.3.2. Résultats de I’activité antioxydante

L'activité antioxydante in vitro a été évaluée par deux méthodes différentes a savoir la
technique de réduction du fer « FRAP » (ferric reducing antioxydant power) pour 1’extrait
aqueux (I’infusé) et l'activité d'inhibition du radical DPPH (2-2-Diphenyl-l-picrylhydrazyl)

pour I’H.E et I’extrait aqueux (I’infusé) de 7. articulata.
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I11.3.2.1. Résultats de ’activité antioxydante par la méthode de réduction

du fer « FRAP »

L’activité antioxydante de I’extrait aqueux (1’infusé) de T. articulata a été évaluée par
la méthode de FRAP (Ferric reducing antioxydant power). Cette derniére est un essai

simple, rapide et reproductible (Benzie et Strain, 1996) (Figure 24, Annexe III).

La présence des réducteurs dans les extraits de la plante provoque la réduction de
Fe"/complexe ferricyanide a la forme ferrique. Par conséquent, Fe™ peut étre évalué en
mesurant et en surveillant I’augmentation de la densité de la couleur bleu dans le milieu

réactionnel a 700nm (Chung et al., 2002).

Les valeurs d’absorption de I’acide ascorbique qui est utilis¢ comme référence, ainsi
que les valeurs d’absorption de 1’extrait aqueux (1’infusé) des feuilles de T. articulata, sont

représentées dans le tableau XIII (Annexe III), et illustrés par la figure 25.
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Figure 25: Pouvoir réducteur de 1’acide ascorbique et I’extrait aqueux
en fonction des différentes concentrations

D’apres le tableau XIII (Annexe III) et la figure 25, ces résultats montrent que le
pouvoir réducteur de I’extrait aqueux de 7. articulata est dose-dépendante (dépend de la
concentration). L’extrait aqueux (I’infusé€) des feuilles a montré une capacité a réduire le fer

identique de celui de 1’acide ascorbique.
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Chapitre I11 Résultats et Discussion

L’activité antioxydante de cet extrait est due principalement a son profil chimique. Il
est précisé que notre extrait est caractérisé€ par la présence des flavonoides qui sont connus

pour leurs effets antioxydant (Havsteen, 2002).

I11.3.2.2 Résultats de ’activité antioxydante par la méthode d'inhibition du
radical DPPH (2-2-Diphenyl-l-picrylhydrazyl)

L’activité antioxydante de I’H.E et de I’extrait aqueux (I’infusé) de T. articulata a été
évaluée par la méthode d'inhibition du radical DPPH (2-2-Diphenyl-l-picrylhydrazyl) (Figure
26 et 27, Annexe I1I).

Les résultats obtenus lors du test de mesure de pourcentage d’inhibition du radical

DPPH, sont mentionnés dans le tableau XIV (Annexe III), et révélé dans la figure 28.

100

90

80
E 70 % d’I (Vit C)
=60 % d’I (H.E. des feuilles)
= 50 —% d’I (H.E. des cones)
LE‘ 40 =% d’I (L’infusée)
§ 30

20

10

0 Concentration mg/ml
0,2 04060810 1,214 1,6 1,8 2,0

Figure 28 : Pourcentage d’inhibition des échantillons testés en fonction de
différentes concentrations

D’apres la figure 28, nous constatons que le pourcentage d’inhibition du radical libre
augmente avec l’augmentation de la concentration soit pour la vitamine C, ou I’'H.E ou
I’extrait de T. articulata. Nous avons remarqué que le pourcentage d’inhibition pour I’H.E
des feuilles et I’extrait aqueux (95 et 92% respectivement) est supérieur a celui de la vitamine
C (90%) pour toutes les concentrations utilisés, ce qui explique que 'H.E des feuilles et
I’extrait aqueux de T. articulata présentent une activité antioxydante importantes par

comparaison avec la Vit C.
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Concernant ’H.E des cones, nous avons remarqué que le pourcentage d’inhibition de
cette derniere (80%) est inferieur a celui de la vitamine C pour toutes les concentrations, ce
qui explique que I’H.E des cones de T. articulata a une activité¢ antioxydante moyenne. Ces
résultats montrent que I’H.E des cones posséde une activité antioxydante mais elle est moins

efficace que celui de I’H.E des feuilles et I’extrait aqueux.

Ces résultats sont semblables a ceux rapportés par Bourkhiss et al (2010), le
camphre, prédominant dans I’H.E est doté d’un pouvoir antioxydant considérable (Bourkhiss
et al,, 2010). Et concernant le pouvoir antioxydant I’extrait aqueux est due principalement a
la présence des flavonoides qui sont connus pour leurs effets antioxydant (Havsteen, 2002),
de plus la quercétine est présente dans I’infusé connue pour leur effet antioxydant (Tavric,

1994).
I11.3.3. Résultats de P’activité anti-inflammatoire

Apres I’administration de 1’eau distillée, le produit de référence (Clofénal®) et 1’extrait
de la plante a des souris, chez lesquelles on a provoqué une inflammation par I’injection de la
Carraghénine a 1% dans la surface plantaire des pattes postérieures, nous avons mesuré les
poids des pattes postérieures (en g) des quatre lots. Les résultats obtenus sont indiqués dans

les tableaux XV, XVI, XVII et XVIII (Annexe III) et illustrés par la figure et 29.

0,2 -
0,18 -
0,16 - ]
0,14 - ® Moyenne des pattes droites
0,12 - (8)

0,1 ® Moyenne des pattes
0,08 - gauches (g)

0,06 -
0,04 -
0,02 -

0 T T T 1

Figure 29 : Moyenne des pattes gauches et droites pour les quatre lots

62



Chapitre I11 Résultats et Discussion

Le pourcentage d’cedéme et de réduction d’cedéme pour les quatre lots sont reportés

dans la figure 30.

70 -
60 -
50 -
40 -
30 -

W% d’cedéme (%)
B % de protection (%)

0 B

Témoin Référence L’infusé L’infusé
(50mg/ml) (100mg/ml)

Figure 30 : Pourcentage d’cedéme et de réduction d’cedéme pour les quatre lots

Au cours de ce test, nous avons évalué la diminution d’cedéme chez les lots témoin,
produit de référence, I'infusé a 50mg/ml et I’infusé a 100mg/ml, préalablement provoqué par

I’injection de la Carraghénine.

Apres 30 min de I’injection de quatre traitements (témoin, produit de référence,

I’infusé a 50mg/ml et I’infusé a 100mg/ml), nous avons injecté la Carraghénine.

Dans les quatre heures qui ont suivi le traitement, nous avons remarqué que 1’infusé
(100mg/ml) a induit un taux de réduction d’cedéme avec 63,82%. Ce taux est supérieur a celui
obtenu suite au traitement a base de Clofénal®. En effet, ce dernier a provoqué une réduction

d’cedémes de 51,91% (figure 30).

Concernant I’infusé a 50mg/ml, nous avons remarqué que le pourcentage de réduction
d’cedéme de cette dernicre (42,77%) est inferieur a celui du produit de référence (51,91%),

mais elle reste importante par rapport au lot t€émoin.
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L’activité anti-inflammatoire de cet extrait est due principalement a son profil
chimique. Il est précisé que notre extrait est caractéris¢ par la présence des métabolites
secondaires a savoir les flavonoides, les saponosides et les coumarines qui sont connus pour
leurs effets anti-inflammatoires. Les travaux de Formica, (1995), semblent indiquer que les
flavonoides posseédent des propriétés anti-inflammatoires. Les tanins aussi ont un trés grand
pouvoir anti-inflammatoire (Mota et al, 1985). De méme, les saponosides ont
particuliérement un effet anti-inflammatoire (Baba-Aissa, 1999). D’aprés Foreman, (1984),
la quercétine est indiquée dans toutes les situations inflammatoires parce qu'elle inhibe la

formation des médiateurs de l'inflammation.

I11.3.4. Résultats de I’activité antispasmodique

L’activité antispasmodique de I’extrait aqueux (I'infusé) de 7. articulata (50 et
100mg/ml) a été évaluée par le dénombrement des spasmes ou des contractions abdominales
induites chez les souris par injection intra-péritonéale de I’acide acétique.

Les résultats du nombre de spasmes pour chaque lot pendant 10 minutes et le
pourcentage de réduction du nombre de spasmes chez les souris traitées par rapport aux
témoins sont mentionnés dans le tableau XIX (Annexe III), et illustrés par les figures 31 et

32.

Moy des spasmes

25 B Eau distillée
B Spasmodyl
20 -~
B Infusé a 50mg/ml
15 B Infusé a 100mg/ml
10 A
0

Figure 31 : Moyenne du nombre de spasmes pour chaque lot
pendant 10 minutes
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% de réduction
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Figure 32 : Pourcentage de réduction du nombre de spasmes chez les
souris traitées par rapport aux témoins

D’aprés les résultats que nous avons obtenus, il apparait qu’apres 1’injection de 1’acide
acétique aux quatre lots, le lot de souris traité avec le médicament (Spasmodyl) a présenté un
nombre de contractions le plus faible (4 spasmes par 10 minutes), avec le pourcentage de
réduction des contractions le plus élevé (83,47%). En revanche, le lot traité avec 1’eau
distillée (témoin) a présenté le nombre de contractions le plus élevé (24,2 spasmes par 10
minutes). Concernant nos échantillons en extrait aqueux de 7. articulata, nous remarquons
que plus la dilution a injecter augmente, plus le nombre de spasmes diminue. Ce nombre de
contractions respectivement de 9 et 5,6 pour les deux doses (50 et 100 mg/ml), avec le

pourcentage de réduction des contractions respectivement de 62,81% et 76,86%.

L’extrait aqueux de 7. articulata contient des flavonoides et des saponines qui
possedent des propriétés antispasmodiques (Baba-Aissa, 1999). De plus, I’extrait aqueux
contient aussi les alcaloides qui sont utilisés particuliérement en pharmacologie pour leurs

effets antispasmodiques (Hans, 2007).

65



Conclusion

Conclusion

Dans le cadre de la valorisation des espéces végétales algérienne a caractére
thérapeutique, nous nous sommes intéressés a 1’é¢tude du thuya de Berbérie « Tetraclinis

articulata » trés répandue en Afrique du nord.

Nous avons effectué une étude phytochimique qui a montré La teneur en eau est de
65% pour les feuilles et 68% pour les cones, le screening phytochimique, nous a permis de
mettre en évidence la présence de plusieurs métabolites secondaires : les anthocyanes, les
leuco-anthocyanes, les tanins, les flavonoides, les coumarines, les alcaloides et les
saponosides. La diversité de ces métabolites et leur présence au niveau de la plante renforce

les vertus thérapeutiques de cette derniére.

L’analyse par chromatographie liquide a haute performance (HPLC) de 1’extrait
aqueux de 7. articulata a montré la présence de I’acide gallique pour les acides phénols,

vanilline pour les tanins et la quercétine pour les flavonoides.

Le rendement en huile essentielle (H.E) est faible, de 1’ordre 0.2% pour les feuilles et
0,3% pour les cones. L’analyse des caracteres organoleptiques, nous a permis d’obtenir une
huile d’aspect liquide mobile, de couleur jaune claire, avec une tres forte odeur caractéristique
de la plante. La qualité de ’'H.E a été évaluée par la détermination des indices chimiques :
I’indice d’acide (1,56 pour les feuilles et 1,60 pour les cones), I’indice d’ester (10,87 pour les
feuilles et 10,95 pour les cones) et I’indice de saponification (12,43 pour les feuilles et 12,55

pour les cones).

Parall¢lement, I’analyse de la composition chimique de I’H.E par Chromatographie en
Phase Gazeuse Couplée a la Spectrométrie de Masse (CG/SM) a mis en évidence la présence
de trente constituants, représentant 93.072%. Les composés majoritaires sont : o-Pinéne
(41,513%), D-Limonene (23,5%), Germacrene D (7,715%), o-Myrcene (4,616%), v-
Muurolene (2,686%), B-Pinene (2.603%), Acétate de bornyl (1,647%), Terpinolen (1,605%)
et a-Phellandrene (1,361%).
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Conclusion

L’étude de I’activité antimicrobienne par la méthode de diffusion sur gélose, a montré
que I’H.E des feuilles de T. articulata est trés active contre B. subtilis et S. epidermidis, active
contre C. albicans et S. cerevisiae, modérément active contre E. coli, légerement active sur la

souche de S. aureus et non active sur la souche de P. aeruginosa.

Alors que I’H.E des cones est active contre B. subtilis, moyennement active contre
S. epidermidis, et non active sur les souches E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, C. albicans et
S. cerevisiae. En effet, I'infusé des feuilles présente une activité inhibitrice moyenne sur la
croissance de certains germes microbiens comme E. coli, P. aeruginosa, S. epidermidis et

S. aureus.

L’H.E des feuilles testée par la méthode de Micro-atmosphére, s’est révélée active
contre B. subtilis et S. epidermidis. Contrairement, I’H.E des cones ne possede aucune activité
inhibitrice vis-a-vis toutes les souches microbiennes.

En outre, 1’évaluation de I’activité antioxydante par la méthode de réduction de fer
(FRAP) de 'infusé de T. articulata a montré que ce dernier posséde un pouvoir antioxydant

modéré. Alors que par la méthode de DPPH, I’infusé et ’H.E montrent un fort pouvoir

antioxydant.

L’étude de I’activité anti-inflammatoire nous a amené a déduire que I’infusé de
T. articulata est efficace pour les doses administrées aux souris contre les inflammations

causées par la Carraghénine.

Nous avons contribué a 1’évaluation de D’effet antispasmodique de I’infusé¢ de
T. articulata, sur les souris. Notre étude a montré que l’infusé posseéde un effet

antispasmodique contre les douleurs causées par I’injection de I’acide acétique.

Afin de poursuivre et d’approfondir tous les volets abordés dans ce travail, nous

proposons comme perspectives les points suivants :

»  Compléter I’analyse de la composition chimique par CG/MS de I’huile essentielle des
feuilles de T. articulata.

»  Compléter les indices physico-chimiques (densité, pouvoir rotatoire).

»  Etudier d’autres propriétés thérapeutiques telles que D’activité antidiabétique,
diurétiques et astringente.

»  Elargir et varier la gamme des souches microbiennes.
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Annexes

Annexe I:

< Modes de Préparation des Plantes pour la Phytothérapie

Selon Sebai et Boudali, (2012), en phytothérapie, il y a plusieurs modes de

préparation des plantes.
1. L'Infusion

On obtient une infusion, en plongeant une plante pendant une durée de 5 a 15 minutes
(selon la plante) dans de 1'eau bouillante dans un récipient couvert. Pour les fleurs, mettez-les
dans le fond d'un pot, et versez 'eau bouillante dessus. Avant d'étre utilisée 1'infusion doit étre
passée (c'est-a-dire filtrée a travers un morceau de gaze par exemple) (Sophie et Ehrhart,

2003).
2. La Décoction

On obtient une décoction, en faisant bouillir de fagon prolongée, et a feu doux, une
plante (avec un couvercle sur la casserole). Il faut mettre la plante dans I'eau encore froide,
puis la faire bouillir entre 2 a 15 minutes (sachant que les écorces et les racines doivent
bouillir plus longtemps que les feuilles et les tiges). Passez ensuite la décoction, avant de

l'utiliser (Sebai et Boudali, 2012).
3. La Macération

On obtient une macération, en laissant une plante dans un solvant (eau, vin, alcool ou
huile) a froid pendant un temps assez long (de quelques heures a plusieurs jours, voire
plusieurs semaines). La macération doit se faire dans un récipient a l'abri de l'air et de la
lumicre. Une fois le temps écoulé, il suffit de filtrer le mélange a travers un filtre papier, ou du
coton hydrophile non tissé, et de stocker la macération obtenue dans un récipient bien bouché

(Sophie et Ehrhart, 2003).
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4. Les Extraits

Il existe différents types d'extraits. L'extrait fluide s'obtient en plongeant une plante
dans une masse d'eau ou d'alcool égale a plusieurs fois la masse de plantes, puis en laissant
s'évaporer jusqu'a ce que le poids du liquide soit égal a celui de la masse de plante initiale

(Sophie et Ehrhart, 2003).

5. L'Alcoolat et I'Alcoolature

On obtient une alcoolature en plongeant une plante fraiche, pendant un temps assez
long (généralement 8 jours), dans une masse d'alcool a 90 ou 95 ° égale a celle de la plante.
Pour des plantes trés absorbantes, qui ne s'humectent pas bien avec l'alcool, il faudra
augmenter la proportion d'alcool a 3 parts d'alcool pour 2 de plantes, voire méme pour
certaines plantes 4 parts d'alcool pour 2 de plantes (soit deux fois plus d'alcool que de
plantes). Faites attention dans ce cas a modifier la posologie en conséquence. Le mélange doit
étre remué de temps en temps, puis passé et filtré. L'alcoolature doit ensuite étre stockée dans
un flacon hermétique. Sachez que l'alcoolature se conserve peu de temps, et que 50 gouttes

d'alcoolature correspondent a peu prés a 1 g (Sallé, 1991).
6. La Teinture Alcoolique ou Alcoolé

On obtient une teinture alcoolique en faisant macérer dans l'alcool a 60° une plante, a

raison de 5 parts d'alcool pour une part de plante (Sebai et Boudali, 2012).
7. La Teinture

On obtient la teinture en laissant macérer des plantes dans de 1'eau, de 1'alcool a 60° ou

de I'é¢ther (Moati et al., 1983).

8. L'Huile et I'Huile Essentielle

On obtient I'huile en laissant macérer a température douce (voire tiede) pendant 3
semaines, la moiti¢ d'un bocal rempli de plantes fraiches ou séches ou de racines broyées,
dans de l'huile remplissant le reste du bocal. Remuez de temps en temps le mélange, puis

décantez le tout, et mettez I'huile dans un flacon (Sophie et Ehrhart, 2003).
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On obtient I'huile essentielle par distillation a la vapeur. Pour cela il faut un ballon, un
alambic, et un récipient pour recueillir le distillat. Les plantes doivent étre fraiches et propres,
et coupées en petits morceaux, ou grossicrement broyées. Placez les dans le ballon avec une
bonne quantité d'eau de source filtrée (généralement deux a trois fois le poids de plante)

(Sophie et Ehrhart, 2003).

Le mélange dans le ballon doit étre portée a ébullition, la vapeur entraine avec elle le
principe actif volatile de la plante, elle se condense dans le serpentin de l'alambic, et s'écoule
dans le récipient a la sortie. Généralement la densité de I'eau et celle du principe actif sont
différentes, ce qui permet de les séparer facilement ensuite dans une ampoule a décanter, ou
un vase a décantation (généralement l'essence surnage au dessus de l'eau, sauf pour l'huile

d'amande douce) (Sebai et Boudali, 2012).

9. Le Sirop

On obtient du sirop simple en dissolvant a froid ou a chaud 180 g de sucre dans 100 g

d'eau. On peut ensuite y ajouter des principes actifs selon les besoins (Carlier, 2005).
10. Le Cataplasme

Le cataplasme s'obtient en broyant la plante fraiche, et en l'appliquant ensuite sur la
zone a traiter. Afin d'éviter que le cataplasme n'adhére (entre autres sur une plaie), il vaut
mieux appliquer celui-ci & travers un morceau de gaze. Les plantes doivent étre parfaitement
propres avant d'€tre broyées, et doivent méme étre trempées dans une solution antiseptique
neutre si elles doivent étre appliquées sur une plaie, et qu'elles ne sont pas elles mémes
antiseptiques. On peut aussi faire des cataplasmes chauds, en utilisant des plantes cuites. Dans
ce cas faire attention de ne poser le cataplasme qu'une fois qu'il a atteint une température
acceptable (afin d'éviter de brhler la personne). Une fois posé, le cataplasme doit Etre

recouvert d'un linge, ou d'une bande si nécessaire (Sebai et Boudali, 2012).
11. La Poudre

La poudre s'obtient en pulvérisant une plante, soit au moulin a café, soit au mortier et
au pilon, avec du gros sucre en guise de meule (attention de retirer la masse de sucre pour le
calcul des doses). Vous pouvez faciliter la pulvérisation en passant la plante au four a feu tres

doux pendant quelques instants (Carlier, 2005).
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Tableau I: Composition chimique de

ultérieurement
Auteurs Plante
et année étudiée
de
publicatio
n
Tetraclini
Bourkhis S
set al.,  articulata
2007
Tékaya- | Tetraclini
Karaoui s
et al., articulata
2007
Bourkhis @ Tetraclini
set al, S
2009, articulata
2010 et
2012
Abi- Tetraclini
Ayad et s
al., 2011 | articulata

Pays

Maroc

Tunisie

Maroc

Tlemcen
(Algérie)

Organes
analysés

Rameau
X séches

cones

Sciure
de bois
et
feuilles
séchées

Feuilles

certaines essences de T. articulata étudiées

Méthodes
d’extractio
n

Méthodes
d’analyse

Rendemen
t (%)

Composés
majoritaires

Acétate de
bornyl
(30,74%)
o-Pinéne
(23,54%)
Limonéne
(23,31%)
camphre
(17,27 %)

Clevenger 0,41 CG/MS

Camphrene
(43,2%), Z-
muurolene
(29%) Z-B-
ocimene
(11,7%)
Naphtalene
(6,6%)
a-acorénol
(20,9%)
Camphre
(18,6%)
Cédrol
(17,9%)
Totarol
(8,8%)
o-cédréne
(8,7%)
B-acorénol
(7,4%)
Acétate de
bornyl
(52%)
Caryophyllé
ne (7,5%)
Germacrene-
D (5,6%)
Oxyde de
caryophylléne
(5,01%)

CPG et
CG/MS

Clevenger 0,22

CPG et
CG/MS

Clevenger 1,63

0,33 CPG et

CG/MS

Clevenger
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«» Méthodes de détermination de P’activité antimicrobienne

1. Aromatogramme

Aromatogramme est basé sur une technique utilisée en bactériologie médicale appelée
antibiogramme ou méthode de disque ou méthode par diffusion en milieu gélosé. La
technique consiste a utilisé des disques de papier imprégnés des différentes substances a
tester, puis déposer a la surface d’une gélose uniformément ensemencée avec une suspension
de la bactérie a étudier. Apres incubation, les colonies se développent a la surface de la gélose
laissant des zones vierges autour des disques appelée zone d’inhibition. Plus le diamétre de la
zone d’inhibition est grand, plus la souche est sensible a la substance testée, Plus il est petit
plus la bactérie est résistante. Le diamétre de ces zones d’inhibition est proportionnel a

I’activité bactériostatique de I’H.E. sur le germe testé¢ (Guerin-Faublée et Carret, 1999).
2. Méthode de diffusion en puits

Me¢éthode proposée par Cooper et Woodman en 1946 et reprise par Shroeder et
Messing en 1949. Elle assure une diffusion radiale de ’'H.E ou I’extrait a partir d’un puits en
donnant une zone d’inhibition claire facilement mesurable. La méthode consiste a découper
un trou circulaire dans la gélose et y verser une solution de I’H.E. ou I’extrait de concentration
connue. L’H.E. ou D’extrait diffuse radialement en donnant une zone d’inhibition circulaire a
la surface de la gélose préalablement ensemencée avec la suspension bactérienne (Eymard,

2003).

3. Méthode de dilution

Les I’H.E ou les extraits a tester peuvent également étre directement mélangées en
concentration connue au milieu de culture, qu’il soit solide ou liquide (exige la dispersion
homogene par un émulsifiant). Le milieu est ensuite inoculé a un taux déterminé de
microorganismes, apres incubation, on note la présence ou 1’absence de culture. La lecture
peut-étre visuelle ou a I’aide d’un spectrophotometre, le degré d’inhibition est en rapport

avec la turbidité¢ du milieu (Robert-Demuet, 1995).
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4. Méthode de micro-atmosphére

Cette technique consiste a cultiver les microorganismes, a tester dans les boites de
Pétri sur milieu de culture approprié. La seule différence entre cette méthode et
I'aromatogramme réside principalement dans la position du disque imprégné de I’H.E qui est
déposé au centre du couvercle de la boite de Pétri, renversée apres fixation de I’H.E sur le
disque. Celui-ci n’est donc pas en contact avec le milieu gélosé. L’huile s’évapore dans
I’atmosphere de la boite, elle peut exercer son effet inhibiteur sur les microorganismes testés

(Pibiri, 2005 ; Tyagi et Malik, 2011).
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Annexe II:

I. Appareillage:

Agitateur magnétique.
Agitateur Vortex.

Bain marie.

Balance de précision.

Balance pour peser les animaux.

Centrifugeuse.
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Chromatographie Phase Gazeuse couplée a la Spectrométrie de Masse « CG-SM ».

Hotte.

Etuve.

Incubateur a 25°C.
Incubateur a 37°C.
Mixeur.

pH metre.

Plaque chauffante.

Spectrophotometre.

I1. Verrerie et accessoires :

Ampoule a décanter.
Ballons.

Bec bunsen.
Béchers.

Boites de pétrie.
Burettes.

Disque en papier.
Entonnoirs.

Erlen Mayer.

Fioles.

Gants.
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La gaze
Micropipettes.
Milieux de culture.
Papiers filtres.
Pince de laboratoire.
Pipettes.

Sondes de gavage.
Seringue de Iml.

Spatule.

III. Réactifs et produits chimiques :

Acétate de plomb.
Acétate de sodium.
Acétate d’éthyle.

Acide ascorbique.
Acide chlorhydrique (HCI).
Acide sulfurique

Acide trichloroacétique.
Alcool chlorhydrique.
Alcool isoamylique.
Ammoniaque.

Butanol.

Chloroforme.

Chlorure de fer.

DPPH.

Eau distillée H,O.

Eau physiologique (Na Cl 4 0.9%).

Ethanol a 95°.

Ether diéthylique.

Ferricyanure de potassium.
Hydroxyde de potassium (KOH).
Magnésium (Mg )

Méthanol.
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Phénophtaléine.
Phosphate.
Propanol.

Sulfate de sodium.

YV V V VYV V

Réactif de Drangendorff: ce réactif est composé de:

0.85g de Bismuth.

e 8g d’iodure de potassium.

e 10ml d’acide acétique glacial.

e Complétez avec 70ml d’eau distillé.

» Réactif de Sitiasny: 40ml de formol a 40% et Sml d’acide chlorhydrique concentré.

» Réactif Valser-Mayer: 0.36g d’iodure de potassium (KI), 0.1355g de chlorure
mercurique (HgCly) et environ 1ml d’eau distillée, agitez jusqu’a dissolution a 1’aide
d’un agitateur Vortex et complétez le volume a 10ml d’eau distillée.

+* Méthodes

> Extraction de I’huile essentielle de Tetraclinis articulata

Sortir d’eau J

[ Réfrigérant J

Entrer d’eau J

( Ampoule a décanter ]

L

-
Ballon contient

maticre végétale

Chauffe ballon ]

Figure 9 : Montage d'hydrodistillation (Clevenger). ]
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+» Résultats et Discussion

» Résultats de I’étude phytochimique

Tableau V : Teneur en eau de T. articulata

1 Essai

2°M¢ Fesai
Feuilles

3¢ Essai

Moyenne +
Ecart-type
1°" Essai

2¢™M¢ Essai
Cones

3" Essai

Moyenne +
Ecart-type

M; : Masse
d’échantillon
frais (g)
10,03
10,03
10,05
10,037+0,011
10,10
10,17
10,25

10,173+0,075

M, : Masse
d’échantillon
aprés séchage

(2
3,47
3,49
3,48

3,48 £0,01
3.312
3.251
3,245

3,269+0,01

Annexes

Teneur
en eau
(%0)
65,403
65,204
65,422
65,343+0,12
67,207
68,033

68,341

67,860+0,586
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Figure 17 : Test de I’identification colorimétrique de quelques métabolites secondaires
de T. articulata

>  Les étalons utilisés pour identification des pics de I’analyse par HPLC
Produit analysé : A Gallique étalon 270514

Conditions d'analyse: Colonne C18
Débit 1 ml/mn
Température 25° C

Volume d'injection 20 pl.

— Detector A (254nm)
1 —— A Gallique etalon 270514

A Gallique etalon 270514nj004.dat
Reltention Time

Volts

Pics Temps de rétention (min) Surface Pourcentage (%)
1 3,067 153427955 100,00
Totale 153427955 100,00
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Produit analysé :

Etalon Quercétine

Conditions d'analyse : Colonne C18

Débit 1 ml/mn
Température 25° C
Volume d'injection 20 pl

6 Detector A (254nm)

Retention Ti
Name
Height
Area

Volts

5501657 462107790

—— QUERCETINEetalon 270514
QUERCET[NEetalon 270514inj004.dat

0 é 1‘0 15 20 25 .30 35 4‘0 45 50 55 60
Pics Temps de rétention (min) Surface Pourcentage (%)
1 8,258 462107790 100,00
Totale 462107790 100,00

Produit analysé :

Conditions d'analyse :

vanilline étalon 270514
Colonne C18

Débit 1 ml/mn
Température 25° C

Volume d'injection 20 pl.
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Detector A (254nm)
vanilline etalon 270514
anilline etalon 270514nj001.dat

Volts

T
0 5 10 15 20 25 30 35

Pics Temps de rétention (min) Surface
1 4,633 112404038
Totale 112404038
Produit analysé : Etalon Rutine
Conditions d'analyse : Colonne C18

Débit 1 ml/mn
Température 25° C

Volume d'injection 20 pl.

40

45 50 55

Pourcentage (%)

100,00
100,00

60

Detector A (254nm)
—— ETALON RUTINE 120514
ETALON RUTINE 120514inj001.dat

Reteption Time

0,010+

2336 418754

Volts

0,005+

13840 237239
7,858

/
/

g\
0 é 4‘1 é é 1‘0 1‘2 1‘4
Minutes
Pics Temps de rétention (min) Surface Pourcentage (%)
1 1,00 237239 36,16
2 7,858 418754 63,84
Totale 655993 100,00
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Produit analysé : Etalon Tannique

Conditions d'analyse : Colonne C18

Débit 1 ml/mn
Température 25° C
Volume d'injection 20 pl.

Detector A (254nm)
—— ETALON Tannique 50-50 120514
2,04 ETALON Tannique 50-50 120514inj001.dat
Retention Time
Name
Height
1,5 Area
JERTEIE. QPN
054 & 87
0 ‘;": 1 ‘O 1 ‘5 2‘0 2‘5 3‘0 3‘5 4‘0 4‘5 5‘0 5‘5
Minutes
Pics Temps de rétention (min) Surface Pourcentage (%)
1 1,508 23537655 99,95
2 3,925 8492 0,04
3 4,692 3032 0,01
Totale 23549179 100,00
Produit analysé : Etalon Acide salicylique
Conditions d'analyse : Colonne C18

Débit 1 ml/mn
Température 25° C
Volume d'injection 20 pl.



Volts
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Detector A (254nm)
A salicilique etalon 270514
A salicilique etalon 270514nj005.dat

Retention Time

20

T T
25 30
Minutes

35 40 45

Pics Temps de rétention (min) Surface
1 3,150 13744162
Totale 13744162

> Résultats de I’extraction de I’huile essentielle
Tableau VIII : Rendement en huile essentielle du 7. articulata

1 Essai

2°™M¢ Essai

Feuilles 3
3¢ Essai

Moyenne +
Ecart-type
1°" Essai

2¢™M¢ Essai

Cones .
3" Essai

Moyenne +
Ecart-type

M uk : Masse
de I’H.E (g)

100
100,08
100,05

100,04 +0,040
100,06
100,02
100,03

100,03+0,020

My : Masse
de la matiére
végétale (g)
0,191
0,212

0,2
0,201+0,010
0,309
0,299

0,295

0,301+0,007

50 55

Pourcentage (%)

100,00
100,00

Rendement
(%)

0,191
0,211
0,199
0,201£0,010
0,308
0,298
0,294

0,3009+0,007

60
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Figure 19: Huile essentielle de 7. articulata (A : L’H.E des feuilles, B : L’H.E des cones)
(Originale, 2014).

> Résultats de I’activité antioxydante

Figure 24 : Tubes contenant des réactions Figure 26 : Solution de DPPH
d’activité antioxydante par la méthode de FRAP

Figure 27 : Tubes contenant des réactions d’activité antioxydante par la méthode de
DPPH (A : avant d’ajouter la solution de DPPH, B : aprés d’ajouter la solution de DPPH)
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Tableau XIII : Méthode de FRAP de 7. articulata

Concentration 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1
(mg/ml)
Acide. 0 0,099 0,218 0,423 0,632 0,798 1,008
DO Ascorbique
Infusé 0 0,0798 | 0,123 0,245 0,478 0,678 0,957

Tableau XIV : Méthode de DPPH de T. articulata
Concentration | 0,2 0.4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6 1,8 2,0
(mg/ml)
Vit C DO 0,544 | 0,501 | 0,446 | 0,391 | 0,336 | 0,282 | 0,227 | 0,172 | 0,117 | 0,062
% | 12,8 19,6 |284 |372 |46 548 | 63,6 | 724 |81,2 |90
d’1
H.Edes | DO 0,525 0,470 | 0,415 | 0,360 | 0,305 | 0,250 | 0,195 | 0,141 | 0,086 | 0,031
Feuilles % | 158 24,6 |[334 422 |51 59,8 | 68,6 | 774 |86,2 |9503
d’1
H.E des | DO | 0,569 0,539 | 0,509 | 0,454 | 0,399 | 0,344 | 0,289 | 0,222 | 0,179 | 0,124
cones % | 8,8 13,6 | 18,4 |[27,2 |36 44,8 53,6 |644 | 71,2 | 78,12
d’1
L’infusée | DO | 0,537 | 0,434 | 0,379 | 0,324 | 0,269 | 0,214 ' 0,159 | 0,159 | 0,104 | 0,049
% | 13,8 21,6 |[304 |39,2 |48 56,8 | 656 | 744 |832 | 92,14
d’1

> Résultats de I’activité anti-inflammatoire
Tableau XV : Résultats de I’activité anti-inflammatoire chez le lot témoin (I’eau distillée)

Souris Souris 1 Souris 2 Souris 3 Souris 4 Souris 5 Moyenne
Poids des
pattes 0,144 0,155 0,162 0,146 0,158 0,153
droites (g)
Poids des
pattes 0,185 0,193 0,220 0,179 0,200 0,195
gauches (g)
Pourcentage
d’cedéme 27,45
(%)
Pourcentage
réduction 0
de ’edéme
(%)
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Tableau XVI : Résultats de I’activité anti-inflammatoire chez le lot produit de Référence

Souris Souris 1 | Souris 2 Souris 3 Souris 4 Souris 5 Moyenne
Poids des
pattes droites 0,130 0,151 0,138 0,158 0,143 0,144
®
Poids des
pattes 0,151 0,170 0,158 0,176 0,163 0,163
gauches (g)
Pourcentage
d’eedéme (%) 13,20
Pourcentage
réduction de 51,91
I’cedéme (%)

Tableau XVII : Résultats de I’activité anti-inflammatoire chez le lot de I’infusé (50mg/ml)

Souris Souris 1 Souris 2 Souris 3 Souris 4 Souris 5 Moyenne
Poids des

pattes 0,140 0,138 0,152 0,143 0,130 0,140
droites (g)
Poids des
pattes 0,162 0,159 0,172 0,164 0,153 0,162
gauches (g)
Pourcentage

d’cedéme 15,71

(“o)

Pourcentage
réduction de 42,77

I’cedéme (%)
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Tableau XVIII : Résultats de I’activité anti-inflammatoire chez le lot de I’infusé (100mg/ml)

Souris Souris 1

Poids des
pattes droites 0,136
®
Poids des
pattes 0,152
gauches (g)
Pourcentage
d’cedéme (%)
Pourcentage
réduction de

I’cedéme (%)

Souris 2 Souris 3 Souris 4
0,146 0,132 0,150
0,158 0,147 0,166

09,93
63,82

»  Résultats de I’activité antispasmodique

Souris 5 Moyenne
0,139 0,140
0,155
0,154

Tableau XIX: Nombre de spasmes et le pourcentage de réduction du nombre de spasmes

Nombre de lot

Extraits utilisés

Moyenne des

nombre de spasmes

1 Eau distillée 242
II Produit de référence 4
(Spasmodyl 80mg)

I Infusé a 50mg/ml 9
v Infusé a 100mg/ml 5,6

pourcentage de

protection (%)

83,47

62,81

76,86
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Annexe IV:

Appareillage:

Spectrophotométre Centrifugeuse w

P.S.M







Chapitre I
Partie B iographique
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