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RESUME

Le présent travail est porté sur I'étude phytochimique et certaines activités

biologiques d’'une plante spontanée, Allium triquetrum L.

L’analyse des minéraux a montré que la plante est riche en K*, Na*, Ca**,
Mg**, PO4s* et SO4>. La plante contient également des oligo-éléments en

particulier le Fe** et le Zn**.

Le screening phytochimique a réveélé principalement la présence de
polyphénoles, flavonoides, glycosides, iridoides, saponosides et terpénes avec
absence d’alcaloides, anthocyanines, quinones et tanins. L’analyse des fractions
apolaires par la GC-MS a montré la présence d’acides gras, d’alcanes et d’autres
molécules comme le Phenol, 2,4-bis (1,1-dimethylethyl), 14-Beta.-H-pregna,
Neophytadiene, Methyl-trans-propenyl-disulfide et Trans propenyl methyl disulfide
1,3-dithiane. L’'HPLC a permis d’identifier quelgques composés phénoliques
présents dans les fractions polaires, en particulier 'acide gallique. Les meilleures
teneurs en composés phénoliques ont été trouvées dans l'extrait aqueux des
feuilles avec des concentrations égales a 14,31 = 0,36 mg EAG/g ext de

polyphénoles et 22,12 + 0,33 mg EQ/g ext de flavonoides.

La plante n’a présenté aucune toxicité aigue. Le jus des bulbes pur a
présenté le meilleur effet antimicrobien avec des zones d’inhibition appréciables a
savoir Streptococcus sp. : 25.5 £ 0.50 mm, K. pneumoniae : 25 £ 1.00 mm,
Acinetobacter sp. : 24.5 + 0.50 mm, C. albicans : 26 £ 0.50 mm et S. cerevisiae :
30 + 1.00 mm. A linverse, l'extrait aqueux des feuilles posséde lactivité
antioxydante la plus élevée, il a piégé 90% des radicaux DPPH a la concentration
de 3 mg/ml avec un EC50 égale a 0.97 mg/ml. Ainsi, cet extrait a présenté a la
dose de 50 mg/ml des pouvoirs anti-inflammatoire et antalgique avec des taux
d’inhibitions respectivement de 59.45 + 3.45 % et de 72.94 + 1.10 %.

Mots clés : Allium triquetrum L., composition minérale, étude phytochimique,
toxicité aigué, activité antimicrobienne, activité antioxydante, activité anti-

inflammatoire, activité antalgique.



SUMMARY

The present work is focused on phytochemical and some biological
activities study of a spontaneous plant of the Mediterranean flora, Allium

triquetrum L.

The analysis of the minerals showed that the plant is rich in K*, Na*, Ca**,
Mg**, PO4%> and SO4%. The plant also contains trace elements especially Fe** and

Zn++

Phytochemical screening revealed mainly the presence of polyphenols,
flavonoids, glycosides, saponosides, iridoids and terpenes with absence of
alkaloids, anthocyanins, quinones and tannins. The analysis of apolar fractions by
GC-MS showed mainly the presence of fatty acids, alkanes and other molecules
such as Phenol, 2,4-bis (1,1-dimethylethyl), 14-Beta. -H-pregna, Neophytadiene,
Methyl-trans-propenyl-disulfide and Trans propenyl methyl disulfide 1,3-dithiane.
HPLC has allowed the identification of some phenolic compounds present in the
polar fractions, in particular gallic acid. The highest levels of phenolic compounds
were found in the aqueous extract of leaves with concentrations equal to 14.31 +

0.36 mg GAE/g ext of polyphenols and 22.12 + 0.33 mg QE/g ext of flavonoids.

The plant showed no acute toxicity. Pure juice of bulbs presented the best
antimicrobial effect with significant zone of inhibition namely Streptococcus sp. :
25.5 + 0.50, K. pneumoniae : 25 + 1.00 mm, Acinetobacter sp. : 24.5 + 0.50 mm, C.
albicans : 26 = 0.50 mm and S. cerevisiae : 30 £ 1.00 mm. In contrast, aqueous
extract of leaves has the highest antioxidant activity; it scavenged 90% of the
DPPH radicals at the concentration of 3 mg/ml with an EC50 equal to 0.97 mg/ml.
Thus, it presented at the dose of 50 mg/ml anti-inflammatory and antalgic powers
with inhibition rates equal to 59.45 + 3.45% and 72.94 + 1.10%, respectively.

Keywords: Allium triquetrum L., mineral composition, phytochemical study, acute
toxicity, antimicrobial activity, antioxidant activity, anti-inflammatory activity,

analgesic activity.
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INTRODUCTION

Au travers des ages, 'lhomme a pu compter sur la nature pour subvenir a
ses besoins de base : nourriture, abris, vétements et également pour ses besoins
médicaux. Les plantes possedent des vertus thérapeutiques, leurs utilisations pour
le traitement de plusieurs maladies chez les étres vivants et en particulier 'lhomme

sont trés anciennes et traditionnelles [1].

Selon 'OMS, dans certains pays en voie de développement, 80% de la
population dépend de la médecine traditionnelle surtout en milieu rural du fait de la
proximité et de I'accessibilité de ce type de soins au codt abordable et surtout en
raison du manque d'acceés a la médecine moderne de ces populations [2]. Dans
les pays développés par contre, les populations sont surtout soucieuses des
prescriptions abusives des médicaments tels que les anti-inflammatoires et les
antibiotiques. Ceci a pour conséquence I'apparition de souches multirésistantes.
Ainsi beaucoup pratiquent de plus en plus une automédication a base de plantes
[3]. Cependant, cette utilisation est principalement fondée sur l'idée que les
plantes sont un moyen naturel de traitement dénué de tout risque. Les
consommateurs croient souvent que naturel est le synonyme d’inoffensif. Or une
plante peut a la fois étre utile et toxique, c'est une question de dose [4]. Il est
important de s’assurer de l'innocuité d’'une plante, de connaitre ses possibilités et

ses limites et de savoir dans quelles conditions on peut I'utiliser.

Bien gu’'une grande partie du XX® siecle ait été consacrée a la mise au
point de molécules de synthese, la recherche de nouveaux agents
pharmacologiques actifs via le screening de sources naturelles a conduit a la
découverte d’'un grand nombre de médicaments utiles qui commencent a jouer un
r6le majeur dans le traitement de nombreuses maladies humaines [5]. Ainsi, plus
de 25 % des médicaments prescrits dans les pays développés dérivent
directement ou indirectement des plantes. Cependant, en tant que sources de
médicaments, les plantes restent encore sous exploitées soit pour leur
composition chimique soit pour leurs propriétés pharmacologiques. On estime a

environ 400 000 a 500 000 le nombre d’espéces veégétales sur la surface de la
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terre et a environ 15 % le nombre de plantes qui ont fait I'objet d’'une étude
systématique en vue de la recherche de composés bioactifs [3].

La flore algérienne avec ses 3000 espéces appartenant a plusieurs familles
botaniques dont 15 % endémiques [1], reste tres peu explorée. De telles études
permettent la contribution a la valorisation des plantes de la flore nationale et sera
d’'un grand apport pour l'industrie pharmaceutique algérienne et aura un impact

économique certain, ce qui répond bien aux besoins actuels.

Dans ce contexte nous avons choisi d’étudier lail triquétre ou Allium
triquetrum L., une plante spontanée de la flore algérienne. Elle appartient au genre
Allium qui représente le plus grand genre de la famille des Liliaceae [6]. De plus,
I'étude de la composition chimique ainsi que les effets biologiques de ces espéces,
surtout celles cultivées comme l'ail et 'oignon, ont fait 'objet de nombreux travaux
scientifiques, mais rares sont les travaux réalisées sur les especes spontanées tel

que Allium triquetrum L.

Notre problématique a donc pour but de valoriser Allium triquetrum L. de la
Mitidja (Chebli, Blida), par I'évaluation des propriétés biologiques de ses extraits et
d’en connaitre éventuellement les principes actifs mis en jeu. Pour atteindre cet

objectif, ce travail s’organise en trois chapitres :

Le premier chapitre portant sur une synthése bibliographique de I'ensemble
de notre thématique.

Le deuxieme chapitre décrit 'ensemble des démarches méthodologiques

de la partie expérimentale :

- Etude histologique

- Eude de la teneur en eau et de la composition minérale

- Etude de certains principes actifs

- Etude préliminaire de la toxicité aigue

- Etude biologique portant sur I'activité antimicrobienne, antioxydante,

anti-inflammatoire et antalgique des différents extraits d’A. triquetrum

Dans le dernier chapitre, sont rapportés et discutés nos résultats. Les

perspectives de travail concluent notre manuscrit.
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CHAPITRE 1

SYNTHESE BIBLIOGRAPIQUE

1.1. Le genre Allium

1.1.1 Description générale

Allium L. est le plus grand et le plus important genre de la famille des
Amaryllidaceae avec plus de 750 especes. Les plantes de ce genre sont
largement répandues dans les régions qui ont une saison seche, notamment en
Asie centrale, Asie orientale, Asie du Sud-Ouest, I’Amérique du Nord, I'Europe
de I'Est et I'Afrique du Nord [7].

Auparavant, le genre Allium faisait partie de la famille des Liliaceae et
plusieurs botanistes le rangent encore dans cette famille, mais d’aprés I'APG lli
(2009) de nombreux botanistes rangent ce genre dans la famille des

Amaryllidaceae [8].

Les Allium appartiennent & a classe des monocotylédones. Ce sont des
plantes herbacées, bulbeuses et a feuilles toutes basilaires ou presque qui sont

insérées sur une tige aérienne.

Le bulbe est une tige souterraine en forme de masse aplatie, le plateau, sur

lequel sont insérés :
- a la face inférieure des racines adventives,

- au centre de la face supérieure le bourgeon terminal qui se développera

en donnant une tige aérienne caduque (elle ne vit qu'un an),

- autour du bourgeon terminal, des feuilles peu différenciées: tuniques ou
écailles (les externes minces seches, écailleuses et protectrices ; les internes

gorgées de substances de réserves)
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Les ails développent, a partir du bulbe, une hampe florale portant au
sommet une ombelle de fleurs qui, avant I'épanouissement, est enfermée dans
une spathe membraneuse, parfois caduque, formée d'une ou deux-bractées.
Chaqgue fleur est constituée de six tépales (trois pétales et trois sépales pétaloides
identiques). Elle comporte six étamines qui entourent un style émergeant de trois
carpelles soudés. Ovaire supére a trois loges avec deux ovules par loge. Le fruit
est une capsule. Les fleurs de I'ombelle peuvent étre remplacées par des organes
charnus, peu différenciés, de multiplication végétative: les bulbilles. Le bulbe lui-
méme peut développer également, a la base de ses écailles, des organes de
multiplication végétative: les caieux [9] [10].

Beaucoup d’espéces ont une odeur d’ail (ou d’oignon), mais certaines sont

totalement inodores [9].

Outre l'ail (Allium sativum L.) et l'oignon (Allium cepa L.) qui sont les
especes les mieux connues, plusieurs autres especes sont largement cultivées
pour usage culinaire, comme le poireau (Allium porrum L.), la ciboule (Allium
fistulosum L.), I'échalote (Allium ascalonicum Hort.), I'ail des ours (Allium ursinum
L.), I'ail éléphant (Allium ampeloprasum L.), la ciboulette (Allium schoenoprasum)
et la ciboulette chinoise (Allium tuberosum L.) [11]. Ainsi, le genre Allium
contient de nombreuses especes sauvages ou spontanées a usage culinaire
et/ou ornemental tels quelail des ours (Allium ursinum L.), l'ail rosé (Allium

roseum L.) et l'ail triquétre (Allium triquetrum L.) [6] [11] [12].

1.1.2. Utilisation et effets biologiques

Dans les anciennes civilisations ; I'ail, 'oignon et le poireau occupaient une
place importante dans I'alimentation notamment chez les Grecs et les Romains,
ainsi que de nombreux bienfaits pour la santé qui leur étaient attribués. En effet,
I'ail a été utilisé au cours des siécles pour traiter les morsures d'animaux, la lepre,
la peste, les maladies du cceur et le cancer. en 1858, Louis Pasteur a montré que
I'ail avait de puissantes propriétés antibactériennes ce qui a par la suite conduit a
son utilisation dans les premiére et deuxieme guerres mondiales pour prévenir la

gangrene [13].
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Actuellement, les plantes Allium spp. sont considérées comme les légumes
les plus importants, ils sont consommés frais ou cuits dans différents plats, utilisés
pour le traitement de nombreuses maladies et dans I'industrie agro-alimentaires
en raison de leur teneur en phytonutriments. En effet, les espéces Allium sont
utiles pour réduire le risque de maladies cardiovasculaires en raison de leurs
effets antithrombotiques, antihypertenseurs, hypolipidémiques,
hypocholestérolémiants et antihyperhomocystéiniques. lls sont également connus
pour d’autres propriétés biologiques telles que antimicrobien, antiviral,
antidiabétique, antiprotozoaire, antispasmodique, anticarcinogéne, antimutagene,
antiasthmatique, anti-inflammatoire, hépatoprotecteur, neuroprotecteur,
hypotenseur, hypoglycémiant, immunosuppresseur, propriétés prébiotiques et de
fortes propriétés antioxydantes. Toutes ces activités sont principalement
attribuables aux teneurs €élevées en composés bioactifs et en d’autres substances
telles que les composés organosulfurés, flavonoides, terpénoides, caroténoides,

phytoestrogénes, minéraux et vitamines [14] [15].

1.2. L’'espéce Allium triguetrum L.

1.2.1. Origine et habitat

Selon PARSONS et CUTHBERTSON (2001), A. triquetrum est originaire
des zones méditerranéennes, occidentales et centrales, d'Afrique et d'Europe. Elle

est naturalisée sur les iles britanniques et au sud d’Australie [16].

En Algérie, elle est commune dans le nord, surtout au Tell et assez rare a
I'Ouest [17] [18].

Les plantes poussent sur des sols secs a frais et préférent une exposition

ensoleillée a semi-ombragée [19].

Les caractéristiques du sol et les conditions climatiques optimales pour la

croissance de l'ail triquétre sont montrées dans les figures 1.1 et 1.2.
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Figure 1.1 : Caractéristiques optimales du sol pour la croissance d’A. triquetrum
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Figure 1.2 : Caractéristiques climatiques optimales pour la croissance
d’A. triquetrum [19]

1.2.2. Nomenclature et Taxonomie

1.2.2.1. Nomenclature

“‘Allium” est le mot latin de l'ail qui se référe a I'odeur caractéristique de I'ail
associée a la plante, tandis que, “triquetrum” est le mot latin qui signifie trois

angles et qui se référe a I'aspect triangulaire de la tige a fleurs [20].
A. triquetrum possede plusieurs noms vernaculaires [17] [6] [20]:

Fancais: Ail triquétre, Ail campanulé, Ail a tige triquetre, Ail a trois angles,

Ail sauvage.
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Anglais: Angled Onion, Three-cornered Garlic, Three-cornered Leek,

Triangular-stalked Garlic, Triangle Onion.

Arabe : Thoum el ghaba , Becal eddib, Boubrais

Kabyle : Vivrace

1.2.2.2. Taxonomie

Allium triquetrum L. est le nom botanique de l'ail triquétre.

Il existe deux types de classifications

. la classification classique de

Cronquist (1981) [21] et la classification phylogénétique 111 (2009) [8] (Tableau 1.1).

Tableau 1.1 : Classification taxonomique classique et phylogénétique d’Allium
triquetrum L. [8] [21]

Classification
Angiospermes (Cronquist, 1981)

classique des

Classification  phylogénétique  des
Angiospermes (APG llI, 2009)

Régne : Plantae

Sous-régne : Tracheobionta - Plantes
vasculaires

Embranchement : Spermatophyta -
Plante a graines

Division: Magnoliophyta - plantes a
fleurs

Classe : Liliopsida-Monocotylédones
Sous-classe : Lilidae

Ordre : Liliales

Famille : Liliaceae

Sous-famille : Alliaceae

Genre : Allium

Espéce : Allium triquetrum L.

Regne : Plantae
Sous-embranchement : Angiosperms
Classe : Monocot

Ordre : Asparagals

Famille : Amaryllidaceae
Sous-famille : Allioideae

Genre : Allium

Espéce : Allium trigeutrum L.

1.2.3. Description botanique
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A. triquetrum (Figure 1.3) est une plante vivace, bulbeuse, dont la longueur

varie selon la provenance et les conditions environnementales [22].

Fleur

Tige triquetre

Feuille

Bulbe
Racines

Figure 1.3 : Allium triquetrum L. (vue générale) (Originale, 2013)

1.2.3.1. Feuilles et tiges florales

Habituellement, les feuilles ont une longueur de 30 a 40 cm, d'environ 1,5
cm de large, et proviennent directement du bulbe. Leur nombre varie d’une plante
a une autre, mais chacune se compose habituellement de 2 a 5 feuilles et 1 a 3
tiges florales par bulbe. Ces feuilles sont vertes, lancéolées et ont une forte odeur
d'oignon lorsqu'elles sont coupées ou écrasées. La tige est triangulaire en coupe,
érigée, provenant directement du bulbe et plus longue que les feuilles,
habituellement de 30 a 50 cm. Elle se termine par une ombelle, chacune
contenant 5 & 10 fleurs (Figures 1.4 et 1.5) [16].
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Fleurs

Tige

Feuille

Nervure

Figure 1.4 : Vue d’un plant d’A. triquetrum [23]

Fleur

Tige triangulaire

Figure 1.5 : La tige triquétre d’A. triquetrum [24]

1.2.3.2. Fleurs

Les fleurs d’A. triquetrum (figure 1.6) sont campanulées, pendantes et en

ombelle (5 a 10 fleurs), qui est sous-tendue par une spathe. Elles sont
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hermaphrodites (dioiques possédants des étamines et des carpelles)
chasmogames et actinomorphes avec six tépales (périanthe) qui présentent une
raie verte centrale. Le pédicelle est plus long que la fleur et le gynécée (pistil)
comprend un ovaire supere a trois loges, un style court et un stigmate divisé en
trois. L'ovaire a trois carpelles unis, chacun avec 1 a 2 ovules par loge. L'androcée

est composé de six étamines, soudées a la base des tépales. [22].

Raie verte centrale

Tépale

Stigmate

Filet .
Etamine
Anthére

Figure 1.6 : Détails de la fleur d’A. triquetrum [22].

Généralement, la période de floraison a lieu en fin de I'hiver au début du
printemps, mais elle peut étre significativement modifiée par les conditions
saisonniéres et la température aprés la maturation des bourgeons. Les bulbes

stockés entre 5 a 10°C s’épanouissent plutdt que ceux stockés a 15°C [22].

1.2.3.3. Fruits et graines

Aprés fécondation, les fleurs se transforment en fruits qui sont sous forme
de capsules globulaires, vertes, de 3 a 6 mm de diametre et contenants les
graines (Figure 1.7). Celles-ci sont généralement en nombre de six par capsule,
noires et oblongues de 2 a 3 mm de long [16] [25] (Figure 1.8). Les graines ont
une courte durée de vie (1 an) et chaque plante peut produire jusqu’a 50 graines

par saison [22].
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Fruit mature

Fruit non mature

Figure 1.7 : Fruits d’A. triquetrum [22]

Figure 1.8 : Graines d’A. triquetrum [22]

1.2.3.4. Bulbes et racines

Les bulbes tunigués sont des organes de stockage souterrains lorsque le
feuillage disparait et forment les jeunes plantes pour la prochaine saison de
croissance. Les bulbes et les bulbilles d’A. triquetrum sont habituellement petits,
ovoides, blanc-creme, de 4 & 22 mm de diamétre et de 0,5 & 2 cm de long, avec
une forte odeur semblable a I'oignon. Les bulbes se situent a la base de la tige
triquétre avec des racines blanches qui ne se propagent pas profondément, mais

qui peuvent s’étendre jusqu’a 30 cm de long selon la saison et le type du sol [22].
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Bulbe

Racines

Figure 1.9 : Bulbes et racines d’A. triquetrum (Originale, 2013)

Figure 1.10 : Bulbes et bulbilles d’A. triquetrum (Originale, 2013)

1.2.4. Utilisation de A. triguetrum

L’ail triquétre est une plante comestible et ornementale. En Italie, elle est
utilisée comme ingrédient principal dans les salades et les soupes a cause de son

godt doux semblable a celui de l'oignon [6].

En Algérie, dans certaines régions telles que la Kabylie et Blida, la plante
entiere est consommée sous forme d’omelette et utilisée pour aromatiser les
galettes de pain ou assaisonner les salades. Ainsi, Les jeunes feuilles se mangent

crues ou cuites et peuvent accompagner d’autres Iégumes dans le couscous.
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Selon plusieurs études éthnobotaniques, I'ail triquétre est considéré comme
une plante condimentaire et médicinale. En effet, elle posséde des vertus anti-
inflammatoire, antiseptique et anti parasitaire [26]. Le bulble est hypotenseur et
vermifuge [27] [28]. Ainsi, la plante entiere et les fleurs sont utilisées pour la
prévention des reins et des intestins et présentent également des effets
soporofiques [29].

1.3. Les métabolites secondaires

Le terme «métabolite secondaire», qui a probablement été introduit par
Albrecht Kossel en 1891, est utilisé pour décrire une vaste gamme de composés
chimiques dans les plantes, qui sont responsables des fonctions périphérique
indirectement essentielles a la vie des plantes, telles que la communication
intercellulaire, la défense et la régulation des cycles catalytiques. Les métabolites
secondaires sont présents dans toutes les plantes supérieures, et ayant une
répartition limitée dans I'organisme de la plante. Dont plus de 200.000 structures
ont été définies et sont d’'une variété structurale extraordinaire [30]. Ces
molécules marquent de maniere originale, une espece, une famille ou un genre de

plante et permettent parfois d’établir une taxonomie chimique [31].

Ces substances représentent une source importante de molécules
utilisables par 'hnomme dans des domaines aussi différents que la pharmacologie

ou l'agro-alimentaire.

Les métabolites secondaires peuvent étre classés en plusieurs grands
groupes, dont les plus importants sont les polyphénols, les composés terpéniques
et les composés azotés dont les alcaloides. Chacune de ces classes renferme
une trés grande diversité de composés qui possedent une tres large gamme

d'activités en biologie humaine [32].

En paralléle, il existe d’autres classes de métaboites secondaires, qui sont
spécifiques a certaines plantes, tels que les composés soufrés. Ces derniers
représentent les molécules clés chez les plantes Allium; ils conférent les saveurs
caractéristiques a ces espéeces et sont reponsables de la plupart de leurs effets

biologiques [11] [13].
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1.3.1. Les composés phénoligues

Les polyphénols constituent le groupe de composés chimiques le plus
distribué dans le royaume des végétaux, avec plus de 8000 structures
phénoliques connues. L’élément structural fondamental qui caractérise les
composeés phénoliques est la présence d’'un cycle aromatique portant au
moins un groupement hydroxyle libre, ou engagé dans une autre fonction

(éther, ester, hétéroside).

Les principales classes des polyphénols sont les acides phénoliques,

les flavonoides, les tanins et les coumarines [33] [34].

1.3.1.1. Les acides phénoligues

Un acide-phénol (ou acide phénolique) est un composé organique
possédant au moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. Ces

composés sont formés de deux catégories :

La premiere catégorie contient les acides phénoliques dérivés de l'acide
benzoique qui par monohydroxylation et/ou polyhydroxylation forme des acides
phénoliques et des acides polyphénoliques respectivement I'acide gallique et

I'acide protocatéchique.

La deuxiéme catégorie regroupe les acides phénoliques dérivés de l'acide
cinnamique. De méme avec I'acide cinnamique, I'hydroxylation conduit a I'acide p-

coumarique et a I'acide caféique [33].

Les especes Allium contiennent plusieurs types d’acides phénoliques,
parmi lesquelles on cite : I'acide férulique, I'acide gallique, I'acide coumarique,

I'acide hydroxybenzoique, I'acide cafféique et I'acide chlorogénique [15].
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Figure 1.11 : Les différents types des acides phénoliques [33]

1.3.1.2. Les flavonoides

Les flavonoides constituent la plus vaste classe de composés phénoliques.
A présent plus de 4000 composés ont été identifies. Ces composés ont une
structure de base Cs-C3-Ces formé de 2 noyaux benzéniques A et B reliés par un
noyau C qui est un hétérocycle pyranique. En fonction du carbone du cycle C sur
lequel le cycle B est attaché et du degré d'insaturation et d'oxydation du cycle C,
les flavonoides peuvent étre subdivisés en différents sous-groupes. Les
flavonoides dans lesquels le cycle B est lié en position 3 du cycle C sont appelés
isoflavones. Ceux dans lesquels le cycle B est lié en position 4 sont appelés
néoflavonoides, tandis que ceux dans lesquels le noyau B est lié en position 2
peuvent étre subdivisés en plusieurs sous-groupes sur la base des
caractéristiques structurelles du noyau C. Ces sous-groupes sont: les flavones, les
flavonols, les flavanones, les flavanonols, les flavanols ou les catéchines, les

anthocyanes et les chalcones [33] [35].
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Figure 1.12 : Structure de base des flavonoides et leurs différentes classes [35]

Les flavonols et les anthocyanes sont les principales sous-classes de

flavonoides présents dans le genre Allium [14].

Corea et al. (2003) ont montré la présence de grandes quantités de
flavonoides de type kaempférol aussi bien dans les bulbes que dans les fleurs de
A. triquetrum. Les sept glycosides kaempférol isolé sont 3-O-(2-O-trans-p-
coumaroyl) glucoside, kaempferol 3-O-(2-O-trans-p-feruloyl) glucoside, kaempferol
3-O-glucoside, kaempferol 3-O-rutinoside, kaempferol 7-O-glucoside, 8-
hydroxykaempferol 8-Oglucoside et kaempferol 3-O-[2-O-(trans-p-coumaroyl)-3-O-
B-D-glucopyranosyl]-B-D-glucopyranoside [6].
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Figure 1.13 : Structure chimique du kaempferol 3-O-[2-O-(trans-p-coumaroyl)-3-O-
B-D-glucopyranosyl]-B-D-glucopyranoside de A. triquetrum [6]

1.3.1.3. Les tanins

Les tanins sont naturellement un groupe hétérogene de composés
phénoliques ayant diverses structures qui partagent leurs capacités de liaison et
de précipitation des protéines. On distingue deux groupes de tanins: les tanins

hydrolysables et les tanins condensés également appelés proanthocyanidines.

Les tanins hydrolysables sont constitués d'un noyau de polyol
(généralement du D-glucose), qui est estérifié avec des acides phénoliques
(principalement l'acide gallique ou l'acide hexahydroxy diphénique). lls sont

sensibles a I'nydrolyse par des acides, des bases ou des estérases [36].

Figure 1.14 : Structure de base des tanins hydrolysables [36]
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Les tanins condensés sont des flavonoides oligoméres ou polymeres
constitués d’unités de type flavan-3-ol, comprenant la catéchine, I'épicatéchine, la
gallocatéchine et I'épigallocatéchine. Contrairement aux tanins hydrolysables, ils
sont résistants a I'’hydrolyse et seuls des attaques chimiques fortes permettent de

les dégrader [36].

Figure 1.15 : Structure chimique de base des tanins condensés [37]

1.3.1.4. Les coumarines

Les coumarines sont une famille de benzopyrones (1,2 benzopyrones ou
2H-1-benzopyran-2-ones) largement répandues dans la nature. lls représentent
une famille importante d'hétérocycles naturels contenant de I'oxygéne, portant un

cadre typique de benzopyrone.

Structurellement, ils sont considérés comme des dérivés de l'acide ortho-
hydroxy-cinnamique. Généralement, elles peuvent étre classées chimiquement
selon les noyaux les plus courants: les coumarines simples, les coumarines
complexes et diverses coumarines. Les coumarines plus complexes sont

généralement fusionnées avec d'autres hétérocycles. Par conséquent, elles
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peuvent étre classées comme suit: coumarines simples, furocoumarines,
dihydrofurocoumarines, pyranocoumarines (linéaires et angulaires),

phénylcoumarines et biscoumarines [38].

5 4
6 Xy 3
-

800

Figure 1.16 : Structure de base des coumarines (Benzo-2-pyrone) [38]

1.3.2. Les terpenes

Les terpenes appartiennent a la plus grande classe de métabolites
secondaires et constituent l'une des plus polymorphes et des plus grandes
familles de composés naturels. Les terpenes sont des dérivés de l'isoprene CsHs
et ont pour formule de base des multiples de celle-ci (CsHs)n. Selon le nombre
d’entités isopréne, les terpénes sont subdivisés en : hémiterpénes CsHs,
monoterpenes CioHis, sesquiterpenes CisH24, diterpénes CaoHs2, sesterpénes

CasHao, triterpenes CaoHas et tetraterpénes CaoHes [39].

/\l/ C s Hemiterpene (1 isoprene unit)

Cp Monoterpene (2 isoprene unit)

C, s Sesquiterpene (3 isoprenc unit)

e

C,q Diterpence (4 isoprene unit)
C.5 Sesterpene (5 isoprene unit)

IS NN A

C;g Triterpene (6 isoprene unit)

)\/A\/
e g
LS
P SR
. SEPEge -

Cun Tetraterpene (8 isoprene unit)

Figure 1.17 : Classification des terpénes [39]
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1.3.3. Les saponines

Les saponines, également appelées saponosides, sont des hétérosides.
Leur hydrolyse libére un ou plusieurs oses et une sapogénine (partie aglycone).
Ce sont des composés avec des proprietés détergentes (tensioactives,

émulsionnantes).

Selon le type de sapogénine présent, les saponines peuvent étre divisées
en trois classes principales: saponines triterpéniques, saponines stéroidiques et
saponines alcaloidiques. Les saponines stéroides sont elles-mémes divisées en
saponines furostanol et saponines spirostanol. Les saponines furostanol sont
plutdt contenues dans la plante fraiche, et sont ensuite progressivement
converties en saponines spirostanol pendant le séchage, via une réaction

enzymatique [40].

Généralement, les espéeces Allium possédent des saponines de type
stéroide [41]. Selon corea et al. (2003), les fleurs et les bulbes d’A. triquetrum
contiennent des saponines stéroidiques de type furostanol nommés triquetrosides.
Cependant, les saponines sont plus concentrées dans les fleurs et ne sont

présentes qu’a I'état de traces dans les bulbes [6].

OH
HO o
HO 1
OR!'

1a R=wOH R'=o1-Rha" 1b R =p-OH R' =c-L-Rha"
2a R=0-OCHy R'=o-1-Rha 2B R =p-OCH; R'=o-L-Rha
4a R=a-OH R'=H 4b R =p-OH R'=H
58 R=o-OCH; R'=H 5b R =p-OCH; R'=H

Figure 1.18 : Structure chimique des saponines d’A. triquetrum [6]
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1.3.4. Les alcaloides

Les alcaloides sont des structures hétérocycliques contenant un ou
plusieurs atomes d'azote. La classification des alcaloides tient compte de deux
parameétres distincts : la position de I'atome d’azote au sein de la structure et les
différentes fonctions qui en découlent, et la famille de plantes dont ils sont extraits.
On compte cinq grandes classes d’alcaloides, chacune divisée en plusieurs sous
familles : les alcaloides hétérocycliques, les alcaloides portant un atome d’azote
exocyclique, les alcaloides de type putrescine, spermidine et spermine, les
alcaloides peptidiques et les alcaloides terpéniques et stéroidiens. La grande
majorité des alcaloides fait partie de la classe des alcaloides hétérocycliques.
Celle-ci est divisée en plusieurs familles suivant le motif hétérocyclique qui la

compose (pyrrole, indole, pipéridine, tropane, imidazole, isoquinoline) [42].

Figure 1.19 : Exemple d’alcaloide isoquinoléique d’Amarylliadacea [31]

1.3.5. Les composés soufrés

Les composés soufrés, encore appelés composeés organosulfurés, sont des
molécules avec un ou plusieurs atomes de soufre dans leur formule chimique.
Certains de ces composés soufrés sont solubles dans I'eau, tandis que d’autres
sont hydrophobes [43].
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1.3.5.1. Les gamma-glutamyl-peptides

Ce sont des composés solubles dans l'eau et non volatiles. lls sont
présents dans les plantes Allium a I'état frais et intact, au niveau du cytoplasme

des cellules.

Les y-glutamyl peptides jouent le r6le de source de réserves pour I'azote et
le soufre et servent d’intermédiaires dans la biosynthése des Salk(en)ylcystéine
sulfoxydes qui sont les précurseurs des substances aromatiques. Plus de 24
molécules de y-glutamyl-peptides ont été identifiees dont les plus importants sont :
y-glutamyl-S-allylcystéine, y-glutamyl-S-propyl cystéine y-glutamyl-S-
propenylcystéine et y-glutamyl-S-méthylcystéine [13] [43].

1.3.5.2. Les S-alk(en)ylcystéine sulfoxydes

Les cystéine-sulfoxydes sont des composés moins volatils et moins actifs et
sont les précurseurs des substances aromatiques émises a la suite de blessures
ou des agressions. Les quatres principaux précurseurs sont l'alline (S-allyl-L-
cystéine sulfoxyde, AICSO), [lisoalline (S-1-propényl-L-cystéine sulfoxyde,
PeCSO), la méthiine (S-méthyl-L-cystéine sulfoxyde, MCSO) et la propiine (S-
propyl-L- cystéine sulfoxyde, PCSO) [13].

La contenance en sulfoxydes chez les Allium cultivées ou sauvages varie
considérablement entre les especes et entre les différents échantillons de la
méme espéce. C’est la propiine qui domine chez le poireau, lisoalline chez
'oignon et les échalotes et lalline chez lail. A. triquetrum contient les
précurseurs des composés aromatiques avec les proportions suivantes: 43 — 56 %
de méthiine, 21 — 31 % d’alliine, 19 — 26 % d’isoalliine et 0 — 4 % de propiine [44].

Ces composés sont localisés dans des compartiments au sein du
cytoplasme des cellules, uniqguement quand la plante est intacte et sont isolés
d’'une enzyme hydrolytique appelée allinase qui est une S-alkyl-L-cystéine
sulfoxyde lyase présente dans les vacuoles des cellules intactes de la plante (Les
Allium en ont tous, mais la structure de I'enzyme varie entre les especes). Les
composés cystéine-sulfoxydes ne sont pas responsables des saveurs

caractéristiques des espéces Allium, mais les substances qui en dérivent [13] [43].
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1.3.5.3. Les thiosulfinates

Dés que les cellules sont Iésées ou broyées, l'allinase entre en contact
avec les cystéine-sulfoxydes et les transforment en d’autres composés hautement
réactifs et qui forment rapidement les thiosulfinates ou « principe lacrymatoire ».
Parmi ces thiosulfinates, on cite le diallyl sulfoxyde ou [lallicine chez l'ail et le
dipropyl sulfoxyde chez I'oignon. L’allinase sert donc de moyen de défense de la
plante contre les nuisibles et elle est inactivée par la chaleur ou par un milieu
acide. Elle est ainsi inhibée par 'acidité de I'estomac et par la cuisson. Cependant,
ces composés sont tres instables et se transforment, lors de la cuisson ou

spontanément, en sulfures ou disulfures d’allyl, de propyl ou de propényl [11] [45].
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Figure 1.20 : Structures chimiques de quelques composés soufrés [45]
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CHAPITRE 2

MATERIEL ET METHODES

2.1. MATERIEL

2.1.1. Matériel véqgétal

A. triguetrum a été récoltée dans la région de la Mitidja (Chebli, Blida,
Algérie) durant la période de floraison (Mars — Mai). Son identification a été
effectuée au niveau du laboratoire de Biologie Végétale du département de
Biologie a l'université de Blida 1 et au département de Botanique de I'école

nationale supérieure agronomique ENSA d’El Harrach.

Les deux parties (aérienne et souterraine) de la plante ont été séparées,
lavées et coupées en petits morceaux puis séchées a l'abri de la lumiére et a
température ambiante (25 & 28°C). Le matériel végétal est enfin broyé pour
obtenir une poudre fine. Une quantité de la plante fraiche a été également utilisée

dans le cadre de I'activité antimicrobienne.

2.1.2. Matériel animal

Les animaux de laboratoires utilisés sont des souris provenant de
I'animalerie du centre de recherche et de développement CRD d’El-Harrach, et de
'animalerie de la filiale Antibiotical de Médéa du groupe SAIDAL avec

I'identification suivante:

Souris : Mus musculus, variété Albinos ; Souche : NMRI (Naval Médical

Research Institute) ; Poids : 18 a 21 g.

Nourriture : Granules a base de mais trés énergétique provenant de TONAB

(Office national des aliments de bétail) ; Boisson : eau du robinet.

La température de I'animalerie est de 25 + 02 °C avec un taux d’humidité
de 75 % et une photopériode de 12/24 h.
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Les souris regoivent de I'eau et de la nourriture a volonté et sont mis a jeun

18 heures avant toute expérimentation.

2.1.3. Les souches microbiennes

Les souches microbiennes (bactéries et levures), utilisées dans cette étude
sont de référence ATCC (American Type Culture Collection).

Certaines souches microbiennes ont été fournies par [l'unité de
microbiologie du CRD-SAIDAL d’EL-HARRACH :

Les bactéries: Bacillus subtilis ATCC 9372, Escherichia coli ATCC 8723,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 et Staphylococcus aureus ATCC 6538.

Les levures: Candida albicans ATCC 24433 et Saccharomyces cerevisiae
ATCC 2601.

En revanche, d’autres souches bactériennes ont été fournies par le

laboratoire d’hygiéne de Blida :

Acinetobacter sp. ATCC 272, Enterococcus sp. ATCC 1915, Klebsiella
pneumoniae ATCC 1808, Proteus mirabilis ATCC 1187 et Streptococcus sp.
ATCC 1134.

2.2. Méthodes

2.2.1. Etude histologique des feuilles et tiges

Cette étape consiste en I'étude microscopique de la feuille et la tige dont le
but est de chercher des spécificités morphologiques et anatomiques de la plante.
Par contre, 'examen des bulbes n’a pas été fait, a cause de difficultés rencontrés

lors de la réalisation des coupes histologiques.

L’examen microscopique des feuilles et des tiges a été réalisé en effectuant
des coupes trés fines au niveau des organes a I'état frais. Une double coloration
des coupes a été réalisée pour observer les tissus. La coloration est réalisée selon
le protocole adopté au sein du laboratoire de Biologie Végétale du Département

de Biologie (Université de Blida) avec les étapes suivantes :
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- Les coupes sont plongées dans hypochlorite de sodium a 12° pendant 10
a 15 min pour vider les cellules de leurs organites, en particulier les chloroplastes.

- Aprés ringage a I'eau courante de 5 a 10 min, les coupes sont traitées par

I'acide acétique a 10% pendant 1 a 2 min pour faciliter la diffusion des colorants,

- Ces coupes sont ensuite lavées a l'eau courante 5 a 10 min et placées

dans le vert de méthyle pendant 15 a 20 min,

- Les coupes sont rincées a I'eau courante de 5 a 10 min puis plongées

dans le rouge congo 15 a 20 min,

- Aprés lavage a l'eau courante, les coupes sont montées entre lame et

lamelle puis observées au microscope photonique.

2.2.2. Teneur en eau

La teneur en eau de la plante a été déterminée selon le protocole de
ZERRAD et al. (2008) par le procédé de séchage des échantillons de poids

déterminés dans une étuve a 75°C.

Les échantillons (bulbes, feuilles) ont été pesés a I'état frais avant de les
placer dans I'étuve a une température de 75°C. Par la suite, des pesés ont lieu,
toutes les 24 h jusqu’a obtention d’'un poids constant [46]. Trois répétitions ont été
réalisées pour cette étude.

La teneur en eau est calculée comme suit :

Poids frais — Poids sec
Te (%) = Poids frais * 100

Te : Teneur en eau exprimée en pourcentage (%) de poids sec.

Le calcul de la teneur moyenne est réalisé comme suit :

Tel +Te2 + Te3
3

Te(moy) =

Te (moy) : teneur en eau moyenne
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Te1 : teneur en eau de I'’échantillon n°1
Te2 : teneur en eau de I'’échantillon n°2

Te3 : teneur en eau de I'échantillon n°3

2.2.3. Etude de la composition minérale

2.2.3.1. Teneur en cendres

Dans cette étape la teneur en cendres des feuilles et celle des bulbes a été

déterminée. Cette étude est faite par la répétition de trois essais.

La minéralisation, selon la méthode de MARTIN-PREVEL et al. [47] et
PINTA [48] [49], consiste a incinérer et a calciner la poudre végétale selon le
procédé du chauffage de I'‘échantillon au dessus de son point de fusion pour
I'élimination des constituants carboniques jusqu’a [l'obtention des cendres

blanches.

- Mode opératoire

Les étapes de la minéralisation sont les suivantes :
- Dans une capsule en porcelaine, nous pesons 2 g de poudre végétale.

- La capsule est déposée dans le four a moufle froid, puis nous élevons la
température jusqu’a 500 a 550°C pendant 4 heures, afin d’assurer la disparition de

toute tache noire.

- Un refroidissement au dessiccateur pendant 30 min, est obligatoire avant

de peser.

Le taux des cendres est exprimé en pourcentage (%) par rapport a la

masse initiale de plante. Il a été calculé comme suit :

Pce — Pc
Tc% = TxlOO

Tc : teneur en cendres exprimée en % de poids sec

P : poids de I'’échantillon « poudre de plante »
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Pc-e : poids du creuset avec les cendres
Pc : poids du creuset vide

La teneur en cendres moyenne est calculée selon la formule suivante:

T1+T2+T3
3

Tc(moy) =

2.2.3.2. Dosage des ions et oligo-éléments

La détermination des cations et anions présents dans les échantillons a été
faite par la chromatographie ionique (Cl), tandis que le dosage des oligo-€léments
a été réalisé par la spectrométrie a absorption atomique (SAA).

L’analyse des minéraux par ces deux techniques a été effectuée au

laboratoire central de la Police Scientifique et Technique d’Alger.

- Préparation de la solution des cendres

Les cendres ont été mises en solution selon les étapes suivantes :

- les cendres dans la capsule ont été repris par 2 ml d’acide nitrique (ou
acide chlorhydrique) concentré, elles sont ensuite chauffées jusqu’a I'apparition

des premiéres vapeurs, quelques millilitres d’eau ultra-pure sont ajoutés.

- Le contenu ainsi obtenu est filtré dans une fiole jaugée puis complété avec

de I'eau ultra-pure jusqu’a 100 ml.

L’appareil de chromatographie ionique utilisé est de type Biomax (ICS
3000), tandis que I'appareil utilisé pour le dosage des oligo-éléments est un SAA a
flamme de type Perkin Elmer (Analyst 800). Les conditions opératoires sont

regroupées dans les tableaux 2.1 et 2.2.



Tableau 2.1 : Les conditions opératoires de la chromatographie ionique
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Cations Anions
Eluant 22 mM CH40sS 30 mM KOH
Débit 1 ml/min 1,5 ml/min
Tepérature 30°C 30°C
Colonne lon PAC ® CS12A Analytical lon PAC® AS11-HC
(4x 250 nm) Analytical (4x 250 nm)
. Suppressed conductivity Suppressed conductivity
Détecteur using a CD25 using a CD25
Anion Self — Regenerating Cation Self — Regenerating
Suppresseur | Supressor (CSRS® ultra ll, 4 | Supressor (ASRS® ultra ll, 4
mm) mm
Tableau 2.2 : Les conditions opératoires de la SAA
Mode Instrument : Flamme Mode Spectro : Densité optique
Longueur d’'onde Fe:248,3nm | Fente: 0,7
Mn: 279,5 nm
Zn:213,9 nm
Cu:324,8 nm
Pb : 283,3 nm
Courant Lampe 80% Correction de fond : En fonction
Type du Signal Continu
Nombre de Mesure |1 Temps de mesure : 4,0 sec
Mode Rejet Non
Type de flamme Air - C2H2 Débit combustible (L/min) : 17/2
Oxydant Auxilliaire | Arrét Stabilisation de Flamme: 4,0 sec
Mode d’étalonnage | Normal Calcul : Linear trought Zero
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2.2.4. Etude des principes actifs d’A. triguetrum

2.2.4.1. Screening phytochimique

Le criblage phytochimique a été effectué sur les décoctés aqueux des
bulbes et feuilles ou directement sur la poudre végétale en utilisant la méthode

standard basée sur des réactions de coloration et/ou de précipitation.

Ce screening a été realisé au laboratoire de physico-chimique de la filiale
Antibiotical du groupe SAIDAL de Médéa.

- Préparation des décoctés agueux

Une décoction aqueuse a été préparée en placant 10 g de poudre végétale
(feuilles ou bulbes) dans 200 ml d’eau distillée. L'ensemble est porté a ébullition

pendant 1 h. Le décocté est refroidi puis filtré.

- Polyphénols

lls sont caractérisés par la réaction au chlorure ferrique (FeCls). A 2 ml de
chaque décocté aqueux, une goutte de solution alcoolique de chlorure ferrique a 2%
a été ajoutée. L’apparition d’une coloration bleu-noiratre ou verte plus ou moins

foncée est le signe de la présence de polyphénols [50].
- Flavonoides

De nombreuses réactions colorées permettent de caractériser les
flavonoides mais la plus connue et retenue est celle de la cyanidine. A 1 ml de
chaque décocté aqueux on ajoute 1 ml d'acide chlorhydrique concentré et
quelgues copeaux de magnésium. Les flavonoides sont responsables d’un
dégagement d’hydrogéne et d’'une coloration allant de I'orangé au rouge pourpre
[12].

- Saponosides

1 g de poudre végeétale et 100 ml d’eau distillée sont placés dans un
erlenmeyer, porté au bain-Marie bouillant et maintenus en ébullition pendant 30

min tout en agitant régulierement. Apres refroidissement, le mélange est filtré et le
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filtrat est agité manuellement pendant 15 secondes. La persistance de la mousse
indique la présence des saponosides [12].

- Tanins

Une quantité de 1,5 g du matériel végétal sec a été placée dans 10 ml de
méthanol 80% est agitée durant 15 mn puis filtrée. On ajoute quelques gouttes du
chlorure ferrique (FeCls) 1% a I'extrait méthanolique déja préparé. En présence de
tanins galliques et ellagiques, on observe une coloration bleue noire, alors qu'en

présence de tanins catéchiques cette coloration est brune verdatre [51].
- Alcaloides

Prendre 5 ml du décocté aqueux et ajouter 3 ml I'acide sulfurique (H2SO4)
concentré (96%) et 5 ml d’une solution d'iodomercurate de potassium (réactif de
Valser Mayer). Le test est considéré positif par I'apparition d’'une coloration blanc

créme [52].

- Terpénes

lls ont été recherchés par la réaction de Liebermann-Burchard. 1 ml
d’anhydride acétique est ajouté a 5 ml du décocté suivi d’'une bonne agitation. Par
la suite, 1 ml d’acide sulfurique concentré est ajouté au fond du tube sans agiter.
L’apparition, a l'interphase, d’'un anneau pourpre ou violet, virant au bleu puis au

vert, indique une réaction positive [50].

- Quinones libres

On ajoute quelgques gouttes de NaOH 1/10 aux décoctés. La présence de
quinones libres est confirmée par un virage de la couleur des phases aqueuses au

jaune, rouge ou violet [53].

- Anthraquinones

A l'extrait décocté de feuilles ou bulbes, on ajoute du KOH aqueux 10%.
Aprés agitation, la présence des anthraquinones est confirmée par un virage de la

phase aqueuse au rouge [12].
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- Anthocyanines

A 5 ml d’extrait aqueux on ajoute 5 ml d’acide sulfurique (H2SO4) puis 5 ml
d’hydroxyde d’ammonium (NH4OH). Une coloration rouge en milieu acide et bleue

violacée en milieu basique témoigne de la présence d’anthocyanes [54]

- Anthracénosides

> Les formes aglycones oxydées

0,2 g de poudre végétale sont mis & macérer pendant 15 min en présence de 5
ml de chloroforme. Aprés filtration, 2 ml de NH4OH diluée au 1/2 sont ajoutés au
filtrat. On laisse décanter le mélange et on observe la coloration de la phase
aqueuse qui se colore en rouge pourpre indiquant la présence de formes

aglycones oxydées [12].

» Les formes combinées

0,025 g de chaque poudre a tester est mis a infuser au bain-Marie pendant
15 min en présence de 10 ml d’eau distillée et 1 ml de HCI concentré. Aprées
filtration, on ajoute 5 ml de chloroforme et on agite. On laisse décanter et on
préléve la phase chloroforme que I'on évapore a sec. On ajoute au résidu 2 ml
d’ammoniaque diluée a 1/2. Une coloration jaune qui se développe et vire au
rouge par chauffage au bain-Marie indique la présence de formes combinées des
anthracénosides [12].

- Irridoides

On ajoute 1 ml d’acide chlorhydrique concentré a l'extrait décocté. La
formation de précipité noir aprés chauffage de cet extrait caractérise la présence
des irridoides [12].

- Hétérosides cardiotonigues

A 1 ml d’extrait décocté on ajoute 1 ml de solution de sulfate ferrique (5%)
et 100 ml d’acide sulfuriqgue concentré. La coloration qui se développe est en

fonction de la structure des hétérosides cardiotoniques mis en jeu, a savoir :
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digitoxine : brun rouge sale ; digitoxigénine : rouge; gitoxine : jaune puis rouge

bleu ; gitoxigénine : jaune puis rouge violet [12].

- Glycosides

~

Il consiste a introduire 5 ml du décocté dans un bécher de 100 ml et
évaporer a sec dans un bain-Marie. 2 a 3 gouttes de I'acide sulfurique H2SO4
concentré sont ajoutées au résidu. Aprés 5 mn, 3 a 4 gouttes d’éthanol saturé
avec du Thymol sont ajoutées. Le développement d’'une coloration rouge révéle la

présence de glycosides [55].

- Mucilage

Introduire 1 ml du décocté aqueux dans un tube a essai et ajouter 5 ml
d’alcool absolu, attendre 10 min. L’obtention d’'un précipité floconneux par

mélange, indique la présence de mucilage [55].

2.2.4.2. Extraction des composés apolaires et polaires

2.2.4.2.1. Extraction par les solvants organiques

Ces extraits ont été préparés par macération. Initialement, 20 g de la
poudre végétale (feuilles ou bulbes) sont mélangés avec 250 ml d’éther de pétrole
et 'ensemble est mis sous agitation magnétique pendant 24 h. Les homogénats
obtenus sont ensuite filtrés sur papier Whatman n°4 et les résidus sont séchés a
température ambiante. Chaque résidu séché est ensuite mis dans 500 ml du

méthanol sous agitation pendant 24 h et les solutions sont ensuite filtrées.

Les solutions d’éther de pétrole enrichies de substances apolaires et les
solutions du méthanol concentrées en substances polaires sont ensuite évaporées
a laide d’'un rotavapeur sous-vide (Laborota 4001-efficient Heidolph 2) a la
température de 40°C et 60°C respectivement, pour obtenir des concrétes séches.
Les extraits d’éther de pétrole (EEPB, EEPF) et les extraits méthanoliques (EMB,

EMF) sont conservés a 4°C jusqu’a leur utilisation.
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2.2.4.2.2. Les extraits aqgueux (1B et IF)

Une quantité de 10 g de la poudre de chaque partie de la plante a été mise
en infusion dans 200 ml deau distillée bouillante (100 °C) sous agitation

magnétique pendant 30 min. L’infusion est refroidie puis filtrée.

Les extraits aqueux sont préparés le jour méme des expériences a cause

de leur instabilité.

2.2.4.3. Analyse des extraits par chromatographie gazeuse couplée a la

spectrométrie de masse CG-SM ou GC-MS

La GC-MS a été utilisée pour une analyse qualitative et semi-quantitative
des composés soufrés et d’autres composés présents dans les extraits éthériques
(EEPB, EEPF) et méthanoliques (EMB et EMF).

- Les conditions opératoires

L’analyse des extraits par la GC-MS a été effectuée au niveau du service

d’analyses au centre de Biotechnologie de Sfax CBS en Tunisie.

Les extraits éthériqgues (EEPF, EEPB) sont solubilisés dans I'éther de
pétrole, tandis que les extraits méthanoliques (EMB, EMF) sont solubilisés dans le

méthanol & la concentration de 1 mg/ml.

L’analyse chromatographique a été effectuée sur un systéme GC-MS type
Agilent modele 6890 équipé d'une colonne de silice Agilent 19091S-433 (HP-5MS,
5% Phenyl Methyl Siloxane ; 30 m x 250 ym) avec un film de 0,25 ym d’épaisseur.
Le gaz vecteur est I'hélium dont le débit est de 1,5 ml/min. La température de

l'injecteur et du détecteur est fixée a 250°C.

La durée de l'analyse des extraits éthériques est de 49,40 min dont la
température du four a été programmée de 38 a 250 °C a raison de 5°C/min. En
revanche, I'analyse des extraits méthanoliques a été réalisée a une température
allant de 100 a 280°C a raison de 4°C/min pendant 47 min. Le volume injecté

dans l'appareil est de 1 pl.
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L’identification des composés a été effectuée par comparaison de leurs
indices de rétention (indices de Kovats) et des spectres de masse expérimentaux
de leurs ions-fragments caractéristiques a ceux cités dans la littérature et

inventoriés dans les banques de librairies spectrales Wiley et Nist.

2.2.4.4. Analyse gualitative et guantitative des composés phénoliques

Les techniques chromatographiques et spectrophotométriques ont été
utilisées respectivement, pour la caractérisation qualitative et quantitative des

composeés phénoliques, présents dans les extraits.

2.2.4.4.1. Analyse qualitative par chromatographie liquide a haute performance
HPLC

L’analyse et l'identification de quelques composés phénoliques présents
dans les extraits méthanoliqgues (EMB, EMF) et aqueux (IB, IF) a été effectuée en

utilisant la technique de la chromatographie liquide a haute performance HPLC.

- Les conditions opératoires

L’analyse des extraits par ’HPLC a été réalisée au laboratoire d’analyse du
CBS Sfax en Tunisie.

Une quantité de 1 mg des extraits méthanoliques (EMB et EMF) secs, sont
solubilisés dans 1 ml d’'une solution hydro-alcoolique eau/méthanol (30/70 v/v). En
paralléle, aux 3 ml des infusés aqueux de la plante a la concentration de 1 mg/mi

sont additionnées 7 ml de méthanol.

L’analyse de ces extraits a été effectuée par un appareil HPLC de marque
Agilent technologies type 1260 infinity équipé d’'une pompe de chromatographie

liquide de haute pression munis d’'un détecteur UV a barrettes de diodes (DAD).

La séparation chromatographique a été realisée en phase réverse avec une
colonne - Zorbax Eclipse x DB - C18 (5 pym, 3 x 250 mm). La température est
maintenue a 37°C et le volume d'injecteur choisi est de 20 pl. L'eau a 0,1% d'acide
acétigue et d’acétonitrile (100 %) ont été respectivement utilisés comme solvants
A et B avec un deébit fixé a 0,4 ml/min. L'élution a été suivie d'une détection UV a
280 nm.
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L’identification des pics chromatographiques obtenus est faite par
I'extrapolation des chromatogrammes des extraits sur celui des molécules

standards et la comparaison de leurs temps de rétention.

Les étalons utilisés sont: acide gallique, naringénine, acide chlorogénique,
acide syringique, coumarine, acide protocatéchique, méthyl gallate, acide férulique,
rutine, acide hydroxy-cinnamique et catéchine. Ces molécules sont préparées
(eau/méthanol 30/70 v/v) et analysées dans les mémes conditions opératoires que

pour les échantillons.

2.2.4.4.2. Analyse quantitative des composés phénoligues

Le dosage des polyphénols et des flavonoides totaux est effectué au

laboratoire physico-chimique de la filiale Antibiotical — Médéa du groupe SAIDAL.

2.2.4.4.2.1. Dosage des polyphénols totaux

Plusieurs méthodes analytiques peuvent étre utilisées pour la quantification
des polyphénols. La méthode d’analyse par le réactif de Folin-Ciocalteu est la plus
utilisée [56].

- Principe

Le réactif Folin-Ciocalteu est un mélange d’acide phosphotungestique
(HsPW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3zM012040P). Ce mélange est réduit,
lors de l'oxydation des phénols, en un meélange d'oxydes bleu de tungsténe
(WsO23) et de molybdéne (MogO23) [56].

- Mode opératoire

La déetermination du taux des polyphénols a été effectuée selon le protocole
décrit par JUNTACHOTE et al. (2006) [57].

Dans un premier temps, les extraits méthanoliques (EMB, EMF) secs sont
solubilisés dans 'eau distillée a la concentration de 5 mg/ml et les infusés (IF, IB)

sont préparés a la concentration de 5 mg/ml.
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A 0,5 ml de chaque extrait sont additionnés 0,5 ml du Folin-Ciocalteu a 1/10.
Le mélange est incubé a température ambiante et a I'obscurité pendant 3 minutes.

Ensuite, 0,5 ml du carbonate de sodium (Na2COs) a 20% sont ajoutés a la solution.

Aprés une heure d’incubation a I'abri de la lumiére et a température
ambiante, la lecture de la densité optique DO s’effectue a 760 nm I'a I'aide d’un
spectrophotometre UV-visible (Perkin-Elmer Lambda 25). Le témoin est préparé

en suivant le méme protocole que précédemment mais sans additionner I'extrait.

La quantification des polyphénols totaux a été faite en se référant a la
courbe d’étalonnage établie par I'acide gallique a différentes concentrations dans

les mémes conditions opératoires que pour les échantillons.

Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent d’acide gallique par
gramme d’extrait sec (MgEAG/g ext). Le dosage des composés phénolique s’est

effectué en trois répétitions.

2.2.4.4.2.2. Dosage des flavonoides totaux

L’évaluation quantitative des flavonoides totaux dans les différents extraits
agueux et méthanoliques a été réalisée selon la méthode du trichloride
d’aluminium (AICls) [58].

- Principe

La méthode est basée sur la formation d’'un complexe jaunatre suite a la
chélation des métaux Al*3, utilisés sous forme de chlorure d’aluminium (AICIs), par
les groupements OH. La coloration ainsi formée est proportionnelle au taux de
flavonoides dans le mélange [59].

- Mode opératoire

A 1 ml de chaque échantillon, sont ajoutés 1 ml de la solution AICls & 2 %
dans le méthanol. Chaque mélange est incubé a température ambiante et a
I'obscurité pendant 30 min. L’absorbance est lue a 430 nm. Le blanc est constitué

de la solution méthanolique AIClz a 2 % sans extrait.
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Le taux des flavonoides est estimé en se référant a la courbe d’étalonnage
établie avec la molécule de la quercétine a différentes concentrations et pratiquée

dans les mémes conditions opératoires que celles des échantillons.

Le dosage des flavonoides a été effectué avec la répétition de trois essais.
La concentration moyenne des flavonoides est exprimée en milligramme

équivalent de quercétine par gramme de I'extrait sec (mgEQ/g ext).

2.2.5. Etude de la toxicité aigue et des activités biologiques de A. triquetrum

Le but de ce travail est d’évaluer, par des tests in vivo ou in vitro, la toxicité

aigue et certaines activités biologiques des extraits de l'ail triquétre, a savoir :

- l'activité antimicrobienne
- Tlactivité antioxydante
- lactivité anti-inflammatoire

- lactivité antalgique

Les tests de toxicité aigue, de I'activité anti-inflammatoire et de I'activité
antimicrobienne ont été réalisés aux laboratoires de toxico-pharmacologie et de
microbiologie du CRD-EIl-Harrach du groupe SAIDAL.

Les activités antioxydante et antalgique ont été étudiées aux unités phisco-
chimique et toxico-pharmacologique de la filiale Antibiotical du groupe SAIDAL-
Médéa.

2.2.5.1. Etude de la toxicité aique

Le but de ce test est de connaitre le degré de toxicité d’'un produit, en
fonction de la voie d’administration et de I'espéce animale. D’aprés HODGSON
(2005), les effets rencontrés avec la toxicité aigue consistent généralement en
mortalité ou morbidité. Il consiste a déterminer statistiquement la dose moyenne

qui provoque la mortalité de la moitié des animaux testés [60].

- Mode opératoire

La toxicité aigue des extraits (EMB, EMF, IF, IB) a été réalisée, in vivo,
selon le protocole de NGUESSAN et al. (2012) [61].
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Pour chaque extrait, 30 souris (males et femelles) réparties en 3 lots ont été
utilisées, chaque lot est constitué de 10 souris dont 5 males et 5 femelles. Les
souris de chaque lot recoivent par gavage gastrique 0,5 ml de I'extrait a 'une des

doses suivantes : 1200 mg/kg, 1600 mg/kg et 2000 mg/kg de poids corporel.

Les dix souris du lot contrble négatif sont gavés par 0,5 ml d'eau

physiologique 0,9%.

Apres administration des extraits et de I'eau physiologique, les souris sont
d’abord placées dans des cages et mises en observation pendant deux heures
avant de leur donner a manger et a boire (pour noter les cas de morts immédiates).
L’observation a continué durant deux semaines (14 jours) pour observer les
modifications comportementales (agitation, respiration, asthénie) et enregistrer le
taux de mortalité afin de calculer la DL50 (dose létale qui tue 50% des animaux)
selon la méthode de KARBER et BREHENS [62]. La DL50 est donnée par la

formule suivante :

Y ab
DL50 = DL100 — o

DL50 : dose létale qui tue 50% des animaux

DL100 : dose létale qui tue 100% des animaux

a: différence entre deux doses successives

b: nombre moyen de morts entre deux doses successives

n: nombre moyen d’animaux par lot

Les valeurs obtenues permettent ensuite de classer les extraits en fonction
de leur degré de toxicité selon I'échelle de HODGE et STERNER [61].
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Tableau 2.3 : Classes de toxicité selon I'échelle de Hodge et Sterner [61]

Indice ou classe
de toxicité Parametre toxicologique DL50 Terme utilisé

1 <1 mg/kg Extrémement toxique
2 1 < DL50 < 50 mg/kg Hautement toxique

3 50 < DL50 < 500 mg/kg Modérément toxique
4 500 <DL50 < 5000 mg/kg Légerement toxique
5 5000 =DL50 =< 15000 mg/kg Presque toxique

6 DL50= 15000 mg/kg Relativement inoffensif

2.2.5.2. Etude de l'activité antimicrobinenne

Cette partie consiste a mettre en évidence le pouvoir antimicrobien de ['ail
triquétre, en testant les extraits méthanoliques (EMF, EMB) et aqueux (IF, IB) a la
concentration de 5 mg/ml. Les extraits méthanoliques ont été solubilisés dans

I'eau physiologique stérile (0,9% NaCl).

Les jus de bulbes et feuilles (JB, JF) purs (100 %) et dilués (50 %) issus de
la plante fraiche ont été également testés. Pour préparer les jus purs, les bulbes et
les feuilles, sont broyés et les broyats obtenus sont ensuite soumis a la pression

(a la main) puis filtrés sur papier Whatman n° 4.

Des disques de 6 mm d’antibiotiques (Chloramphénicol C 30 ug/disque et
Colistine Méthane sulphonate CL 25 pg/disque) et un antifongique (Amphotéricine

B AmB a la concentration de 100 pg/ml) ont servi de témoins pour cette étude.

L’évaluation de l'activité antimicrobienne a été effectuée par la méthode de

diffusion sur milieu gélosé.
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- Principe

Le principe est tiré du titrage des antibiogrammes de la pharmacopée
européenne (2002). Il consiste a déposer un disque stérile, imprégné d’une
quantité bien définie de I'extrait a tester a la surface d’'une gélose préalablement
ensemencée en nappe avec le micro-organisme a étudier. Dans le cas d’une
éventuelle activité antimicrobienne positive, la diffusion de I'extrait dans la gélose
va permettre I'inhibition de la croissance des germes tout autour des disques, qui
se traduira par une auréole claire et distincte appelée Halo ou zone d’inhibition. La

lecture des résultats se fait par la mesure du diametre (en mm) de cette zone [63].

Ensemencement e Lz gélose Bokude

par linnoculum microbien Gélose MH ou SAB

Dépot du disque imbibé du
produit 3 tester aseptiquement

Z : Zone d'inhibition

Croissance microbienne

Figure 2.1 : Principe de la méthode de diffusion sur milieu gélosé

- Mode opératoire

a- Préparation de la premiére couche du milieu de culture

On fait fondre les milieux Mueller-Hinton MH (pour les bactéries) et
Sabouraud SAB (pour les levures) dans un bain-Marie a 95°C, puis on verse
aseptiguement une premiére couche des deux milieux dans des boites Pétri de 90
mm de diametre a raison de 15 ml par boite, on laisse refroidir et solidifier sur

paillasse.
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b- Préparation de I'inoculum

A partir d'une jeune culture (18h pour les bactéries et 48h pour les levures),
on réalise des suspensions troubles en prélevant 3 a 5 colonies bien isolées et
identiques, qu'on dépose dans 5 ml d'eau physiologique stérile, puis on agite au
vortex pendant quelques secondes. On réalise une premiére lecture de la
concentration de la suspension a l'aide d'un spectrophotometre. La DO, lue a 625
nm, doit étre comprise entre 0,08 et 0,10 ce qui correspond a une concentration
de 107-108 ufc/ml [64]. Lorsqu’une des valeurs observées a la premiére lecture
n‘est pas comprise dans lintervalle, elle est ajustée par I'addition de quelques
millilitres de I'eau physiologique ou de quelques colonies. L’'inoculum est utilisé

dans les 15 minutes qui suivent sa préparation.

c- Préparation de la deuxiéme couche du milieu de culture

On fait fondre séparément les deux milieux MH et SAB, on les laisse
refroidir jusqu'a une température de 45°C et on transvase 50 ml de chaque milieu
dans des flacons stériles. On ensemence les milieux avec 200 ul de chaque
suspension et on agite manuellement; puis on dépose rapidement 4 ml de chaque
milieu ensemencé sur la surface de la premiére couche de la gélose solidifiée. On
étale immédiatement la couche en faisant pivoter la boite sur elle-méme pour avoir

une surface uniforme et on laisse solidifier sur la paillasse.

d- Dép6t des disques

A laide d’'une pince stérile, on préléve un disque en cellulose de 6 mm,
(Biomérieux ref) stérilisés sous une lampe UV, et on I'imbibe avec I'extrait a tester
en mettant seulement en contact le bout du disque, celui-ci va absorber
progressivement jusqu’a imprégnation totale. Apres, on dépose le disque sur la
surface de la gélose (3 disques pour un seul extrait) et on laisse diffuser sur la
paillasse pendant 30 minutes. On incube a 37 °C pendant 24h pour les bactéries
et a 25°C pendant 48h pour les levures. La mesure des diamétres des zones

d’inhibition se fait a I'aide d’un pied a coulisse.
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2.2.5.3. Evaluation de I'activité antioxydante

L’activité antioxydante des extraits aqueux (IF, IB) et méthanoliques (EMF,
EMB) de A. triquetrum a été évaluée in vitro par deux méthode : le piégeage du
radical libore DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) et la réduction du fer FRAP
(Ferric Reducing Antioxidant Power).

2.2.5.3.1. Le test du piégeage du radical libore DPPH

Le test au DPPH présente de nombreux avantages par rapport a d'autres
méthodes, telles que la stabilité, la sensibilité crédible, la simplicité ainsi que sa
faisabilité [65].

- Principe

Le test DPPH permet de mesurer le pouvoir antiradicalaire de molécules
pures ou d’extraits végétaux dans un systéme modéle (solvant organique,
température ambiante). Il mesure la capacité d’'un antioxydant (AH, composés
phénoliques généralement) a réduire le radical chimique DPPH par transfert d’'un
hydrogene. Le DPPH, initialement violet, se transforme en DPPH-H, jaune pale.
La réaction sera plus ou moins rapide selon la nature de l'antioxydant, et la

quantité de DPPH-H formée dépendra de la concentration en antioxydant [66].

oye oy

N
| + Antioxydant -OH > | + Antioxydant-O.
N. NH
DPPH (Violet) DPPHH (Jaune)

Figure 2.2 : Réduction du radical libre DPPH par un antioxydant [67]


http://chimactiv.agroparistech.fr/aliments/antioxydant-dpph/principe
http://chimactiv.agroparistech.fr/aliments/antioxydant-dpph/principe
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- Mode opératoire

Le protocole adopté pour évaluer la capacité antiradicalire est celui de
ATOUI et al. (2005) [68]. Une quantité de 2 ml de la solution méthanolique de
DPPH (4%) est ajoutée a 1 ml de I'extrait testé a différentes concentrations (0,5, 1,
1,5, 2, 2,5 et 3 mg/ml). Apres, les mixtures sont incubées a température ambiante
et a l'obscurité pendant 30 min. La réduction du DPPH est mesurée par un

spectrophotométre a 515 nm (A max du DPPH).

Le méthanol représente le blanc tandis que la solution méthanolique du
DPPH sans extrait représente le control négatif. L’acide gallique a été utilisé

comme témoin positif.

La capacité de piégeage du radical libore DPPH est exprimée en

pourcentage. Elle est calculée selon I'équation suivante :

A_
70 1100
Ay

Capacité de piégeage duradical DPPH (%) =

Ao représente I'absorbance du control négatif et A1 représente I'absorbance

de I'’échantillon.

La concentration efficace EC50 (autrement appelée concentration inhibitrice
IC50) a été déterminée pour chaque échantillon. Elle est définie comme étant la
concentration de substrat qui provoque la perte de 50% de l'activité du radical
DPPH [69].

2.2.5.3.2. Le test de réduction du fer FRAP

Le pouvoir réducteur du fer est un outil d’analyse sensible, qui fournit des
résultats rapides et hautement reproductibles du pouvoir antioxydant total des
produits biologiques. Il convient pour une utilisation avec des extraits aqueux et
alcooliques d'aliments complets, d'herbes et de médicaments ainsi que pour des

solutions d'antioxydants purifiés [70].
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- Principe

Cette technique permet de mesurer la capacité des extraits testés a réduire
le fer ferrique (Fe3*) présent dans le complexe ferricyanure de potassium
KsFe(CN)s en fer ferreux (Fe?*) [71]. Le passage de la forme Fe®* incolore a la
forme Fe?* intensément de couleur bleue est causé par l'action combinée des

antioxydants donneurs d'électrons [70].

- Mode opératoire

Le pouvoir réducteur du fer a été déterminé selon le protocole décrit par
KARAGOZLER et al. (2008) [72]. 1 ml de I'échantillon a différentes concentrations
(0,25, 0,5, 0,75, 1, 1,25 et 1,5 mg/ml) est mélangé avec 2,5 ml d’une solution
tampon phosphate (pH : 6,6) et 2,5 ml d’'une solution de ferricyanure de potassium
KsFe(CN)s & 1 %, puis on incube les tubes a 50°C pendant 20 min. Apres
refroidissement des tubes a température ambiante, 2,5 ml d’acide
trichloroacétique ATC a 10 % sont ajoutés. Les tubes sont centrifugés a 3000
tours/min pendant 10 min. On préleve 2,5 ml du surnageant auxquels on ajoute
2,5 ml d’eau distillée. On additionne ensuite au mélange 0,5 ml d’'une solution de
chlorure de fer FeCls a 1 % fraichement préparée. La lecture des absorbances se
fait contre un blanc a 700 nm a laide d'un spectrophotométre. Plus la DO
augmente plus le pouvoir réducteur est élevé. L’'acide gallique est utilisé comme

contrdle positif dans cette expérience dans les mémes conditions.

2.2.5.4. Evaluation de l'activité anti-inflammatoire

La mise en évidence de l'effet anti-inflammatoire des infusés aqueux (IF et

IB) de l'ail triquétre a été effectuée in vivo selon le test de WINTER et al. [73].

- Principe

L’injection de la carragénine sous l'aponévrose plantaire de la patte
postérieure gauche de la souris provoque une réaction inflammatoire qui peut étre
réduite par un produit anti inflammatoire. L’activité anti-inflammatoire est exprimée
en pourcentage de réduction de 'cedéme des pattes gauches postérieures des

souris [74].
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- Mode opératoire

Durant cette expérience, 36 souris (méales et femelles) ont été groupés en 6

lots de six souris chacun :

-Lot témoin : les souris regoivent par gavage gastrique un volume de 0,5 ml

de I'eau physiologique.

-Lot référence : les souris recoivent par voie orale 0,5 ml de Diclofenac a la
dose de 12,5 mg/kg.

-Lot essai 1 : les animaux de ce groupe sont gavés par 0,5 ml de I'IB a la

concentration de 20 mg/ml.

-Lot essai 2 : les souris de ce lot sont gavées par 0,5 ml de I'IB a la

concentration de 50 mg/ml.

-Lot essai 3 : les souris de ce lot sont gavées par 0,5 ml de I'lF a la

concentration de 20 mg/ml.

-Lot essai 4 : les souris de ce lot recoivent par gavage 0,5 ml de I'lF a la

concentration de 50 mg/ml.

30 min aprés gavage, 0,1 ml de carragénine a 1% dans une solution saline
isotonique (NaCl 0,9%) a été injecté sous I'aponévrose plantaire de la patte
postérieure gauche des souris. Apres 5 h, les souris sont sacrifiées et les pattes
postérieures sont coupées a hauteur de l'articulation puis pesées a l'aide d’'une

balance analytique.

Le pourcentage d’inhibition de l'inflammation est calculé selon la formule

suivante:

e, ) ] % AUG groupe témoin — % AUG groupe traité
% d'inhibitionde l'inflammation = % AUG groupe témoin x 100
0

% AUG est le pourcentage d’augmentation du volume de la patte de la

souris, il est calculé par I'équation suivante:
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AUG(Y% ) = Moy des poids des pattes gauches — Moy des poids des pattes droites % 100
%) = Moy des poids des pattes droites

2.2.5.5. Etude de l'activité analgésique

Le but est d’étudier, in vivo, I'activité analgésique des extraits aqueux (IF et

IB) de A. triquetrum, et ceci par le test a I'acide acétique.

- Principe

Cette étude est realisée selon la méthode de KOSTER et al. [75]. Elle
consiste a induire une action algogéne par I'administration a des souris de I'acide
acétique (1%), par voie intrapéritonéale. Cette injection induit une sensation de
douleur qui se manifeste chez la souris par un mouvement d’étirement des pattes
postérieures et de torsion de la musculature dorso-abdominale, appelés crampes
abdominales (spasmes). L’administration d’un produit analgésique induit une
diminution des crampes. L’effet analgésique est apprécié par le dénombrement de

ces crampes pendant 20 min aprés l'injection de I'agent algogéne [76].

- Mode opératoire

Pour l'essai de l'activité analgésique, 6 lots de six souris (3 males et 3

femelles) chacun ont été utilisés.

- Lot témoin : les souris de ce lot recoivent 0,5 ml de I'eau physiologique

0,9 %, par voie orale.

- Lot référence : les souris sont traitées avec 0.5 ml de l'analgésique de

référence (Indométacine 25 mg) a la dose de 80 mg/Kg.
- Lot essai 1: les souris recoivent, par gavage 0,5 ml de I'lF a 20 mg/ml.

- Lot essai 2: les souris sont gavées par 0,5 ml de I'lF a la dose de 50
mg/ml.

- Lot essai 3: les souris recoivent, par voie orale, 0,5 ml de I'IB a 20 mg/ml.

- Lot essai 4: les souris sont gavées par 0,5 ml de I'IB a la dose de 50

mg/ml.
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Apres 30 min : toutes les souris regoivent 0,2 ml de la solution d’acide
aceétique a 1 % par voie intra-péritonéale

Apres 5 min : Le nombre de spasmes est dénombré pendant 20 min.
L’effet analgésique a été évalué selon la formule suivante :
Moy de spasmes du lot témoin - Moy de spasmes du lot essai

% d’inhibition d = X 100
% d'inhibition des spasmes Moy de spasmes du lot témoin

2.3. Analyse statistigue

Le programme du Microsoft Office Excel 2007 a été utilisé pour calculer les
moyennes * écarts types et établir les courbes, les courbes d’étalonnage ainsi que

les histogrammes.

La comparaison entre les groupes s’est effectuée par l'analyse de la
variance a sens unique (ANOVA) suivie par le post-test de Tukey de comparaison
multiple et les différences ont été considérées significatives a p < 0,05 [77].
L’analyse statistique a été réalisée en utilisant le logiciel XLStats 2013 (logiciel

statistique Pros, Addinsoft, Paris, France).
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CHAPITRE 3

RESULTATS ET DISCUSSION

3.1. Résultats de I'étude histologique

Afin de détecter et de localiser des structures particulieres, a savoir les
tissus sécréteurs, on a effectué des coupes minces a main levée au niveau des

feuilles et tiges de A. triquetrum, suivies d’'une double coloration.

3.1.1. Examen microscopigue de la feuille

- Observation générale

La feuille présente de I'extérieur vers le centre (Figure 3.1) :

- Un tissu de revétement constitué d’'une assise de cellules épidermiques
surmontée par une fine cuticule. Cette assise épidermique recouvre
entierement la feuille en un épiderme dorsal et un épiderme ventral. Entre
les cellules épidermiques on observe les stomates a travers lesquels se
font les échanges gazeux.

- Un tissu de remplissage qui est le parenchyme chlorophyllien. Les cellules
sont isodiamétriques et laissent des meéats entre elles. La feuille est
constituée par un mésophylle homogéne, caractére qui s’observe chez les
angiospermes monocotylédones.

- Des tissus conducteurs issus du méristtme primaire, en l'occurrence le
phloéme et le xyléme qui sont superposés. Les tissus conducteurs sont

localisés dans les nervures.
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Fine cuticule
Epiderme ventrale

Parenchyme chlorophyllien

Phloéme | Tissu
Xyléme conducteur

primaire
Méat

Epiderme dorsale

Fine cuticule
Stomate

Figure 3.1 : Coupe transversale de la feuille d’A. triquetrum vue au microscope
photonique Gx10 (Originale, 2014)

Phloéme Tissu

Protoxyléme conducteur
Métaxyleme | Xvleme

primaire

Figure 3.2 : Observation microscopique du tissu conducteur primaire au niveau de
la feuille Gx40 (originale, 2014)
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3.1.2. Examen microscopique de la tige

- Observation générale

La tige présente une forme triangulaire, on observe de I'extrémité vers le
centre (Figure 3.3):

- Un tissu de revétement : 'épiderme surmonté par une cuticule fine.

- Un tissu de remplissage : le parenchyme chlorophyllien a méats

- Des tissus conducteurs de type primaire: le phloéme et le xyleme qui sont
superposeés appelés la fascicule.

- Aux angles de la tige on observe un amas de cellules formant le

collenchyme annulaire qui est un tissu de soutien.

Cuticule
Epiderme

Collenchyme annulaire en iléts

Parenchyme chlorophyllien

Stomate

Phloéme Tissu conducteur
R primaire

Xyléme

Figure 3.3 : Coupe transversale de la tige d’A. triquetrum observée au microscope
photonique Gx10 (Originale, 2014)




64

- L’épiderme

C’est un tissu superficiel formant une couche continue a la surface de la
plante. Les cellules épidermiques qui possedent habituellement une forme

réguliere sont étroitement jointives et couverte d’'une cuticule [78].
Entre les cellules épidermiques on observe les cellules stomatiques.

L’épiderme a cuticule constitue une véritable interface entre les plantes et
leur environnement et remplit diverses fonctions physiologiques et écologiques, il
intervient dans le contrdle de la perte en eau et donc de la concentration et du
transport des solutés au sein de la plante. Ainsi, la cuticule constitue une
protection contre les agressions environnementales (sécheresse, température, UV)
ou mécaniques et une barriere efficace contre les infections fongiques ou
bactériennes. Par ailleurs, la présence d’une fine couche lipidique, en 'occurrence
la cire, a sa surface, permet a la plante d’éviter les rétentions d’eau et d’éliminer

les dépbts de poussiére, de pollen ou encore de polluants [78] [79].

- Le parenchyme chlorophyllien

C’est un tissu constitué de cellules vivantes riches en chloroplastes, a paroi
pectocellulosique mince. Ainsi, elles sont essentiellement des cellules de
remplissage, peu différenciées, isodiamétriques, plus ou moins arrondies, collées
par leur lamelle moyenne. Toutefois, elles présentent des décollements liés a la

gélification de la lamelle moyenne au niveau des angles d’ou les meéats [80] [81].

- Le collenchyme

Est un tissu vivant composé de cellules regroupées en filots avec des parois

primaires épaissies par une substance cellulosique.

Le collenchyme observé est annulaire La paroi primaire est épaissie sur

toute la surface de la cellule.

Le collenchyme assure le réle de soutien des organes en croissance. |l peut
s’adapter a I'’élongation des organes sans perdre de sa résistance, car ces cellules
sont capables de développer des parois épaisses tandis que I'organe s’allonge.

L’observation de ce tissu chez une angiosperme monocotylédone est rare [80] [82].
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- Les faisceaux cribo-vasculaires primaires

Les faisceaux cribo-vasculaires primaires sont des tissus conducteurs
présent dans tous les organes des plantes vasculaires. lls sont de deux types : le

xyleme et le phloeme.

Le xyléme conduit la séve brute et le phloeme la séve élaborée. Dans les
tiges, le xyleme et le phloeme sont superposés [83].

Les coupes microscopiques réalisées aussi bien dans les feuilles que dans
les tiges n’ont pas montré de structures spécialisées responsables de la sécrétion
ou du stockage. Les structures sécrétrices des métabolites secondaires se

trouvent certainement a l'intérieur entre les cellules du parenchyme chlorophyllien.

3.2. Résultats de la détermination de la teneur en eau

Les résultats de la teneur en eau des feuilles et bulbes sont regroupés dans

le tableau 3.1 et les figures 3.4 et 3.5.

Tableau 3.1 : Résultats de la teneur en eau chez A. triquetrum (%) (Moyenne *

écart type)
Organe Teneur en eau (%)
Feuilles 88,32 £ 1,82

Bulbes 69,50 + 0,82
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m Poids sec m Teneur en eau

Figure 3.4 : Teneur en eau des feuilles d’A. triquetrum (%)

m Poids sec m Teneur en eau

Figure 3.5 : Teneur en eau des bulbes d’A. triquetrum (%)

La valeur moyenne de la teneur en eau des feuilles est de 88,32 + 1,82 %
avec un poids sec moyen égal a 11,68 + 1,82 %. En paralléle, la quantité d’eau
dans les bulbes ne dépasse pas un taux moyen de 69,5 + 0,82 %, tandis que le
rendement en matiére séche est de 30,5 £ 0,82 %.

L’étude de HIMED (2015) a montré des taux plus élevés d’eau dans les
deux organes étudiés d’A. triquetrum. La teneur en eau des feuilles est de 92,62 +
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0,26 % avec 7,38 % de poids sec, tandis que la quantité d’eau dans les bulbes est
de 91,74 + 0,15 % contre un taux de la matiere séche de 8,26 % [84].

Toutefois, nos résultats se rapprochent de ceux rapportés par Yin et Tsao
ayant signalé des teneurs en eau de 74 a 92% pour les sept especes du genre
Allium analysées [85]. D’autre part, I'étude de KONATE et al. (2017) a montré que
onze variétés d’oignons présentent des teneurs variables en eau, qui oscillent
entre 82,04 et 90,44 %. Ainsi, les taux de la matiére séche difféerent d’une variété a
une autre et se situent entre 9,63 + 0,38 % et 17,97 + 0,45 % [86].

Selon MESSIAEN et al., la teneur en matiére seche varie de 7 a 15 % pour
les oignons, 16 a 35 % pour les échalotes et de I'ordre de 35 % pour A. sativum
[87].

L’eau est le constituant le plus important de la plupart des organismes
vivants. Le contenu réel en eau dépend du tissu et du type cellulaire. Il est d’'une
certaine facon également dépendant des conditions physiologiques et
environnementales. L’eau représente plus de 70 % de la masse des parties non
lignifiées de la plante. Cependant le contenu en eau des plantes est dans un état
de mouvement continuel qui dépend de l'activité métabolique, du statut hydrique

de I'air et du sol environnant [78].

Bien que certaines plantes tolérantes a la dessiccation puissent ne contenir
que 20 % de l'eau et que les graines séches n’en contiennent que 5%, ces deux
types d’organismes sont métaboliquement inactifs et la reprise d’'une activité

métabolique importante est conditionnée par la réhydratation [78].

3.3. Résultats de la composition minérale

3.3.1. La teneur en cendres

Les résultats de la teneur en cendres des feuilles et bulbes de A. triquetrum

sont regroupés dans le tableau 3.2.
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Tableau 3.2 : La teneur en cendres chez A. triquetrum (%) (Moy + écart type)

Organe Teneur en cendres (%)
Feuilles 18,5+ 0,05 %
Bulbes 4,75+ 0,05 %

Les résultats montrent une différence considérable dans la teneur en
cendres entre les deux organes étudiés. Le rendement de la matiére inorganique
des feuilles est plus important. Il est au moyen de 18,5 £ 0,05 %. Au contraire, les
bulbes ne contiennent que 4,75 + 0,05 % de minéraux par rapport au poids sec.

Ainsi, bien que les bulbes présentent le taux le plus élevée de matiere
séche (30,5 %), les feuilles (11,68 % de matiere séche) possedent le taux de
cendres le plus fort (18,5 + 0,05 %). La plus forte teneur en matiére seche ne

signifie pas la plus forte teneur en matiere minérale.

Ces résultats sont trés loin de ceux de l'étude de HIMED (2015) qui a
montré des taux plus faibles en matiere minérale dans les deux organes d’A.
triquetrum. Les cendres n'ont présenté que 2,24 + 0,42 % pour les feuilles et 1,66

+ 0,57 % pour les bulbes par rapport au poids sec [84].

Cependant nos résultats sont proches a d’autres études menées sur
d’autres espéces. L'étude de KONATE et al. (2017) a montré que les teneurs de la
matieére minérale des bulbes de onze variétés d’A. cepa sont différentes et varient
de 2,49 £ 0,47 % a 6.64 = 0,42 % [86]. D’autre part, 'étude de NWINUKA et al.
(2005) a réveélé des taux de cendres égales a 8,48 £ 0,15 % pour l'oignon et a
4,45 £ 0,10 % pour l'ail [88].

Selon MESSIAEN et al. la matiére seche de bulbes des différentes espéeces

du genre Allium contient de 1 a 3% de cendres [87].
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Une autre étude menée sur une espéce egyptienne, A. ampeloprasum var.
kurrat, a montré que les feuilles de cette plante contiennent 15,90 + 1,62 % de
cendres par rapport a la matiere séche. Ainsi, les feuilles de A. porrum

contiennent de 16,2 a 29 % de la matiere minérale [89].

Les nutriments minéraux sont prélevés sélectivement de la solution du sol
par la racine. La croissance normale d’'une plante n’exige en fait qu'un nombre
limité de minéraux. Certains sont nécessaires en grande quantité alors que
d’autres le sont a I'état de traces. On distingue les micro-éléments, nécessaires en
petites doses et les macro-éléments, requis en plus grande quantité. Ces
minéraux essentiels entrent dans la composition des tissus de la plante ou jouent

un réle d’activateurs du métabolisme [78] [81].

3.3.2. Résultats du dosage des éléments minéraux

Les résultats de l'analyse des macro-éléments sont regroupés dans le
tableau 3.3, tandis que les résultats du dosage de certains micro-éléments sont

montrés dans le tableau 3.4.

Le tableau 3.3 montre la présence de cations (sodium Na*, potassium K*,
magnésium Mg*™ et calcium Ca**) et d’anions (chloride CI, sulfate SO4>~ et
phosphate PO4?) avec des taux considérables aussi bien au niveau des feuilles

gue des bulbes.

Le K* est I'élément le plus dominant des cations avec des concentrations
égales a 44611 mg/kg dans les feuilles et a 1249,5 mg/kg dans les bulbes. Ainsi,
le K* est associé a des taux plus faibles en sodium Na* (B : 803 mg/kg ; F : 5840
mg/kg). La valeur du Na*/K* ratio des bulbes est de 0,06 et celle des feuilles est
de a 0,13.

La plante est également riche en Ca**. Sa concentration est égale a 1556,5
mg/kg pour les bulbes et a 8180 mg/kg pour les feuilles. Le Mg** est ainsi présent
a des taux considérables (B : 1057 mg/kg; F : 1695 mg/kg).

L’élément majoritaire des anions est le phosphate PO4?. Sa concentration

est de 12495 mg/kg pour les bulbes et de 12952 mg/kg pour les feuilles. Ainsi, les
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feuilles contiennent une forte concentration de chloride CI (11530,5 mg/kg) par
rapport aux bulbes (1976,5 mg/kg).

Les cendres analysées sont également riches en élément sulfate S04~
dont la concentration est de 4701,5 mg/kg dans les bulbes et de 7079,5 mg/kg
dans les feuilles. D’autre part, on note I'absence des nitrates NO% dans les deux

échantillons analysés.

Tableau 3.3 : Concentration des macro-éléments chez A. triquetrum

Bulbes (B) Feuilles (F)
Les macro-éléments Concentration Concentration
(mg/kg) (mg/kg)
Na* 803 5840
K* 12497,5 44611
Les
cations
Mg** 1057 1695
Ca™ 1556,5 8180
Cl 1976,5 11530.,5
S04 4701,5 70795
Les
anions
NO3 0,0 0,0
PO4* 12495 12952




Tableau 3.4 : La concentration des oligo-éléments chez A. triquetrum

Bulbes (B) Feuilles (F)
Oligo-élément | Concentration (mg/kg) | Concentration (mg/kg)
Fe* 14455 1630
Mn** 35,5 05
Zn** 274,5 211
Cu*t 123,5 351
Pb** 82,7 319,5
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Le tableau 3.4 montre que les bulbes et les feuilles de A. triguetrum sont

riches en oligo-éléments.

L’élément majoritaire est le fer Fe** dont la concentration est importante
aussi bien dans les bulbes (1445,5 mg/kg) que dans les feuilles (1630 mg/kg). La
plante contient également du zinc zZn** (B : 2745, mg/kg ; F : 211 mg/kg), du
manganése Mn** (B : 35,5 mg/kg ; F : 05 mg/kg) et du cuivre Cu** (B: 123,5
mg/kg, F : 351 mg/kg)

Cependant, le dosage des oligo-éléments a permis la mise en évidence du
plomb Pb** avec des concentrations non négligeables. Ainsi, il est plus concentré
dans les feuilles (319,5 mg/l) par rapport aux bulbes (82,7 mg/kg).

L’analyse des cendres par la chromatographie ionique et la spectrométrie
d’absorption atomique a montré une diversité et une richesse dans la composition
minérale de l'ail triquétre. Elle est en faite trés proche aux autres espéces du
méme genre telles que l'ail et I'oignon sur lesquels de nombreuses études ont été
menées [89] [90] [91].
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L’étude de SA’ADATU (2013) a montré que les bulbes de lail récoltés de
trois régions, contiennent de nombreux ions et oligo-éléments avec des
proportions faiblement différentes. Les plantes sont riches en potassium,
magnésium et calcium. Elles contiennent également du cuivre et du manganese
[90].

L’étude de EDET et al. (2015) a réveélé la présence de macro et micro-
éléments dans les bulbes de A. cepa avec 'ordre suivant : Ca>Mg>Mn>K >P >

Na > Fe [91].

Une étude portée sur 'espéce A. ampeloprasum var. kurrat a montré que
les feuilles contiennent de fortes concentrations de potassium avec un taux faible
de sodium. Ainsi, elles sont riches en calcium, phosphore et magnésium. D’autre
part, le fer représente [I'élément majoritaire des oligo-éléments suivi du
manganese et zinc. La plante contient également du cuivre a moindre

concentration [89].

Les minéraux sont importants en tant que constituants des os, des dents,
des tissus mous, de I'némoglobine, des muscles, du sang et des cellules
nerveuses et sont essentiels au bien-étre mental et physique global [92].

La teneur élevée en potassium d’A. triqguetrum est nutritionnellement
significative. Il a été démontré que les Allium spp ont du potassium en abondance
avec une tres faible teneur en sodium [93]. Le rapport Na/K dans le corps est trés
important pour la prévention de I'hypertension artérielle, un rapport Na/K inférieur
a 1 est recommandé. Un régime qui est riche en potassium et a faible teneur en

sodium est trés bénéfique pour la prévention de I'hypertension artérielle [94].

D’autre part, un régime alimentaire riche en potassium, magnésium et
calcium peut réduire les maladies coronariennes et les accidents vasculaires

cérébraux [95].

Le calcium est nécessaire pour le développement et le maintien des os et la
régulation de l'excitabilité nerveuse et de la contraction musculaire [90]. L'apport
en phosphore a également le potentiel d'abaisser la tension artérielle [96]. Le

chlore, le sodium et le potassium permettent de maintenir la pression osmotique et
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donc I'équilibre des compartiments hydriques. Le chlore rentre également dans la

composition de I'acide chlorhydrique gastrique [97].

Le soufre est I'élément essentiel des plantes Allium car il rentre dans la
composition des principaux métabolites secondaires a savoir, les composés
organo-soufrés, qui conferent l'odeur caractéristique a ces especes. Les
principales vertus thérapeutiques de ces plantes sont dues en grande parties a
ces composés soufrés [11] [12]. Les acides aminés soufrés comme la méthionine
et la cystéine sont des éléments constitutifs de nombreuses molécules
indispensables comme les vitamines du groupe B, le glutathion, le collagene, la

kératine, la glucosamine et le coenzyme A [98].

Les oligo-éléments sont des constituants de la croissance saine des plantes
et des animaux [90]. D'aprées ANDREINI et al. (2008), certains métaux de
transition comme le fer, le zinc, le manganese et le cuivre sont tres essentiels a la

vie. lls jouent le réle de cofacteurs enzymatiques [99].

Le zinc joue un rdle essentiel dans le bon fonctionnement du systéme
reproducteur et le métabolisme des acides. Il est également bénéfique comme
stabilisateur des membranes cellulaires et stimulateur de la réponse immunitaire.
Le manganese est un élément essentiel pour la synthése de I'némoglobine et le

cuivre un composant de nombreux systémes enzymatiques [94].

La présence du plomb dans les échantillons analysés est peut étre due a sa
présence dans sol. Ainsi, les plantes peuvent absorber du plomb a partir des
racines, mais également a partir des organes aériens, ou bien par I'intermédiaire
des deux. Les quantités du métal absorbées par les racines dépendent de la
concentration du métal dans le sol, et également de ses capacités de migration du
sol vers la surface des racines. Ensuite, la quantité de plomb présente dans les
divers organes d’une plante dépend du transport de I'extérieur des racines vers
I'intérieur, puis de sa translocation des racines vers les feuilles [100]. D’autre part,
Le plomb peut se substituer a de nombreux éléments (potassium, sodium, calcium
ou barium) et rentre dans la composition de 240 minéraux naturels identifiés. Les
principaux minéraux porteurs sont les sulfates, les carbonates, les oxydes et

hydroxydes, les sulfures ou les phosphates [101].
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Le plomb est naturellement présent en moyenne de 0,002 % dans la croQte
terrestre, généralement sous forme peu soluble. Des dérivés inorganiques sont
présents dans les eaux, les sédiments, les sols, I'atmosphére et éventuellement
en micro-traces chez les organismes vivants. Les sols non contaminés
contiendraient de 10 & 30 mg/kg. Cependant, la présence généralisée du plomb
dans I'environnement est essentiellement due aux activités humaines (production
d’essence au plomb, les batteries au plomb, peintures et pigments) [101]. Un
dosage du plomb présent dans le sol de lieu de récolte de la plante (Chebli, Blida)

est nécessaire pour détermier la source de contamination.

A cause de la toxicité du plomb méme a de faibles doses, des teneurs
limites permises dans les eaux de consommation, l'air et les denrées alimentaires
ont été fixées. La valeur réglementaire de la teneur en plomb pour les légumes et
les herbes sont fixées entre 0.1 et 0.3 mg/kg de poids frais [101] tandis que les
valeurs critiques sont comprises entre 30 a 300 mg/kg [102]. Les résultats trouvés

sont de loin supérieurs aux normes et proches des valeurs critiques.

Le plomb a de nombreux effets toxiques sur la santé, qui sont basés sur les
niveaux de plomb dans le sang. En effet, Il peut provoquer une grande fatigue,
des troubles du comportement, de la mémoire, du sommeil, des systemes
immunitaires et reproducteurs, mais ses principaux organes cibles sont le systéme
nerveux, les reins et le sang. En bloquant plusieurs enzymes nécessaires a la
synthese de I'hémoglobine, il entraine une diminution du nombre de globules
rouges. De plus, le plomb passe facilement la barriere placentaire par diffusion,

d’ou un risque d’exposition prénatale [101].

Cependant, d’apres pleusieurs études, les especes Allium comme l'oignon et
I'ail pourraient étre utilisés comme une alternative pour I'élimination des métaux
lourds toxiques tels que l'arsenic, le cadmium, le fer, le mercure et le plomb a
cause de leurs effets chélateurs. Les composés organosulfurés, en particulier
I'allicine, sont des ingrédients biologiquement actifs et pourraient contribuer a la
détoxification des métaux lourds, car ils sont capables de se lier a la plupart des

composés chimiques contenant des charges positives [103] [104] [105].



3.4. Résultats de I'éude des principes actifs d’A. triquetrum

3.4.1. Le screening phytochimique
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Les résultats du screening phytochimique de la plante sont représentés dans

le tableau 3.5.

Tableau 3.5 : Résultats du screening phytochimique d’A. triquetrum

Composé chimique Feuilles Bulbes
Alcaloides - -
Anthocyanines - -
Anthracénosides (formes

combinées) ) ¥
Anthracenosides (formes Oxydées) - -
Anthraquinones - +
Hétérosides cardiotoniques ++ ++
Coumarines - -

Flavonoides +++ +++

Glycosides ++ +++
Polyphénols ++ +
Irridoides ++ +
Tanins - -

Mucilage + ++
Quinones - -

Saponosides ++ +++
Terpénes + +

fortement présent

-: absent / +: faiblement présent / ++: modérément présent / +++:
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Les résultats du criblage phytochimique d’A. triguetrum, montrent une

diversité chimique dans la composition des deux organes étudiés.

Les principaux métabolites secondaires observés dans les feuilles sont : les
flavonoides, les polyphénoles, les saponosides, les hétérosides cardiotoniques,
les glycosides et les irridoides. Le mucilage et les terpénes sont égalements
présents mais a des teneurs moindres. Cependant, les réactions du screening ont
révélé 'absence d’alcaloides, d’anthocyanines, d’anthracénosides, de coumarines,

de tanins et de quinones.

D’autre part, les bulbes contiennent majoritairement : les flavonoides, les
hétérosides cardiotoniques, les glycosides, les saponosides et le mucilage. On
remarque également la présence de polyphénols, formes combinées
d’anthracénosides, anthraquinones, irridoides et terpénes. Ainsi, les alcaloides,
les anthocyanines, les formes oxydées d’anthracénosides, les coumarines, les

tanins et les quinones sont absents.

L’hétérogénéité chimique de la plante est comparable aux autres especes.
Les polyphénoles, flavonoides, saponines et glycosides sont considérés comme
les métabolites secondaires les plus importants du genre Allium, comme [lail,
'oignon et le poireau. Néanmoins, ces espéces contiennent également de fortes
proportions d’autres molécules telles que les coumarines, les tanins et les stéroles
[89] [106] [107].

L’étude de NAJJAA et al. (2011) a montré une forte présence d’irridoides et
de coumarines avec absence d’anthracénosides et d’anthraquinones dans les

feuilles de deux espéces spontannées A. roseum et A. ampeloprasum [12].

Une autre étude menée sur une espece originaire dEgypte (A.
ampeloprasum var. kurrat) indique que I'extrait aqueux des feuilles présente les
alcaloides, terpénes, flavonoides, tanins et saponines avec absence de stéroides
[89].

La richesse et la diversité des métabolites secondaires chez les plantes
Allium expliquent leur utilisation dans le traitement et la prévention de nombreuses

maladies, en particulier le cancer, le diabéte et 'hypercholestérolémie [6] [12].
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Les polyphénols constituent un groupe important de substances naturelles
largement répandues dans le réegne végétal dont les flavonoides qui représentent
le principal groupe. Ces substances posseédent des propriétés colorantes,
aromatiques, médicinales et cosmétologiques qui conférent a la plante des

avantages adaptatifs.

En effet, leur réle au niveau des plantes qui les produisent est d’'une grande
importance. Ces molécules contribuent a la croissance des végétaux et dans la

lutte contre les agents pathogénes [108].

D’aprés les études multiples attestant de [I'impact positif de la
consommation de polyphénols sur la santé et la prévention des maladies, les
industriels commercialisent maintenant des aliments enrichis en polyphénols ou
des suppléments alimentaires. De plus, leur activité antioxydante assure une
meilleure conservation des denrées alimentaires en empéchant la peroxydation
lipidique. Dans l'industrie cosmétique, les composés phénoliques trouvent leur
application pratique en luttant contre la production des radicaux libres néfastes
pour la santé et la beauté de la peau. Par ailleurs, en phytothérapie, les composés
phénoliques sont utilisés pour leurs propriétés vasculoprotectrices,
antispasmodiques, anti-inflammatoires, antioxydantes et antimicrobiennes [109].

Les saponines représentent une classe de molécules caractérisées par
leurs propriétés tensioactives car ils se dissolvent dans I'eau en formant des
solutions moussantes [110]. Elles possedent également des propriétés anti-
inflammatoire, antifongique, antimicrobienne, antiparasitaire, cytotoxique,

antitumorale, immunostimulante et immunomodulatrice [111].

Les iridoides sont des composés monoterpéniques largement répandus
dans la nature. lls présentent un large éventail d'activités biologiques :
antimicrobiennes, antitumorales, antioxydantes, anti-inflammatoires,
antinociceptives, anti allergiques et immunostimulantes [112]. Ainsi, les terpenes

possédent des propriétés fongicides et insecticides [113].
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3.4.2. Rendement de I'extraction

Les résultats du rendement d’extraction par I'éther de pétrole et le

méthanole sont montrés dans le tableau 3.6.

Tableau 3.6 : Teneur des extraits d’éther de pétrole et méthanoliques d’A.

triquetrum (%)

L’organe L’extrait Le rendement (%)
Ether de pétrole 1,40 £ 0,15 %
Bulbes
Méthanolique 16,87 £ 1,02%
Ether de pétrole 4,39 +0,80%
Feuilles
Méthanolique 11,7 £ 2,13%

La teneur en composés apolaires extraits par I'ether de pétrole est trés
faible dans les bulbes (1,4 + 0,15 %) en comparaison a celle des feuilles (4,39 +
0,80 %). Au contraire, le taux des composés polaires extraits des bulbes par le
méthanol est plus élevé, il est de 16,87 + 1,02 %. Le rendement de I'extrait

méthanolique des feuilles est égal a 11,7 + 2,13 %.

L’étude de HIMED (2015) a montré des rendements beaucoup plus élevés
pour les fractions apolaires que pour les fractions polaires en comparaison a nos
résultats. L'extraction des composés apolaires des bulbes par la méthode de
macération a donné un taux de 41 %. Les rendements des extraits éthanoliques et
méthanoliques se situent entre 46 % et 51 %. D’autre part, le rendement des

extraits de feuilles sont moindres et les valeurs oscillent entre 28 % et 36 % [84].

Selon MESSIAEN et al., la matiere seche des différentes espéces Allium

contient moins de 1% de lipides [87].
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L’étude de KONATE et al. (2017) a montré que la matiere grasse
représente de 1,98 % a 4,96 % de la matiere seche des bulbes de onze variétés
d’A. cepa [86].

Il a été montré que les rendements d’extraction des différents composés
polaires et apolaires varient en fonction de la méthode d’extraction utilisée, de la
polarité du solvant utilisé et du degré de solubilit¢é des composés (composés
simples a fortement polymérisés) dans ces solvants [84].

3.4.3. Résultats de 'analyse des extraits par GC-MS

Les résultats de I'analyse des extraits éthériques (EEPB et EEPF) sont

regroupés dans les tableaux 3.7 et 3.8.

L’analyse de l'extrait éthérique des bulbes EEPB a permis la mise en
évidence de 50 composés appartenant de différentes classes chimiques,
représentant un taux de 61,54 % du profil chromatogrphique. La gande diversité
chimique de la fraction apolaire des bulbes de I'ail triquétre est représentée par les
composeés organosoufrés, les hydrocarbures, les acides gras saturés et insaturés

et d’autres molécules.

Les acides gras ont présenté le groupe chimique le plus important de la
fraction éthérique analysée, ils représentent 36,06 % du chromatogramme. L’acide
hexadecanoique ou l'acide palmitigue (AG saturé) consistue le composant
majoritaire (23,24%) suivi de I'acide linoléique (AG polyinsaturé oméga-6) avec
6,93 %. Les autres acides gras constituants la fraction lipidique des bulbes sont
successivement : I'acide oléique (AG mono-insaturé oméga-9, 3,81%), l'acide
octadécanoique ou l'acide stéarique (un acide gras saturé, 1,98 %) et I'acide
tétradecanoique, trimethylsilyl ester ou I'acide myristique méthyl ester (AG saturé,
0,10 %).

Les composés soufrés qui caractérisent les espéeces Allium, montrent un
taux de 4,07% de I'ensemble des molécules identifiées. Le trans-propényl méthyl
disulfide 1,3-dithiane représente le composant majoritaire de ces substances avec

un taux de 2,19%. Ainsi, on distingue le : méthyl-trans-propényl-disulfide (1 %),
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méthyl-allylthioacétate diallyl disulfide (0,16 %), diallyl tétrasulfide (0,37 %),
trisulfide, méthyl 2-propényl (0,19 %) et trans-propényl propyl disulfide (0,16 %).

Tableau 3.7 : Composition chimique de 'EEPB analysé par GC-MS

Rt Time | Area | Composé Rttime | Area | Composé
% %
7,496 1,00 | Methyl-trans-propenyl-disulfide 26,843 | 0,18 | Hexadecane, 2-methyl
7,742 2,19 | Trans propenyl methyl disulfide | 27,039 | 0,66 | Cyclooctasiloxane,
1,3-dithiane hexadecamethyl
10,303 | 0,03 | 1,8-Cineole 27,665 | 1,27 | n-Heptadecane
12,225 | 0,16 | Methyl allylthioacetate diallyl 27,785 | 0,45 | n-Docosane
disulphide 27,868 | 0,51 | n-Heneicosane
12,428 | 0,37 | Diallyl tetrasulphide 29,164 | 0,14 | Heptadecane, 3-methyl
12,594 | 0,19 | Trisulfide, methyl 2-propenyl 29,639 0,17 | 15-Heptadecenal
12,865 | 0,16 | Trans-propenyl propyl disulfide 29,782 | 1,83 | n-Octadecane
14,049 | 0,07 | Cyclopentasiloxane, decamethyl | 29,971 | 0,21 | Hexadecane, 2,6,10,14-
15,239 | 0,45 | n-Dodecane tetramethyl
15,623 | 0,17 | Undecane, 2,6-dimethyl 30,589 | 0,83 | Neophytadiene
17,439 | 1,03 | n-Tetradecane 30,875 | 0,10 | Tetradecanoic acid,
17,816 | 0,29 | Cyclotridecane trimethylsilyl ester
17,997 | 0,89 | n-Tridecane 33,090 | 0,81 Dibutyl phthalate
18,796 | 0,31 | Cyclohexasiloxane, 33,755 | 23,24 | Hexadecanoic acid
dodecamethyl (Palmitic acid)
19,662 | 0,20 | Tridecane, 2-methyl 36,059 0,33 | 1-mercapto-2-
19,994 | 0,32 | Dodecane, 2,6,10-trimethyl heptadecanone
21,802 | 0,09 | Cyclotetradecane 36,662 | 6,93 | 9,12-Octadecadienoic
22,059 | 0,12 | Tetradecane, 4-methyl acid (Linoleic acid)
22,292 | 0,36 | Tetratriacontane 36,737 | 3,81 | 9-Octadecenoic acid (2)
22,352 | 0,08 | Tetradecane, 3-methyl (Oleic acid)
23,091 | 0,83 | Eicosane 37,046 | 1,98 | Octadecanoic acid
23,136 | 0,45 | Cycloheptasiloxane, (Stearic acid)
tetradecamethyl 38,719 0,06 | 1-Docosanethiol
23,453 | 1,44 | Phenol, 2,4-bis (1,1- 39,081 1,48 | n-Tricosane
dimethylethyl) 43,414 | 2,49 | 4-(3,4-
23,920 | 0,07 | Dodecane, 4,6-dimethyl dimethoxybenzylidene)-
24,274 | 0,27 | Cyclopentadecane 1-(4-nitrophenyl)-3-
24,447 | 0,05 | Pentadecane, 4-methyl phenyl-2-pyrazolin-5-one
24,575 | 0,24 | Pentadecane, 2-methyl 44,348 0,97 | 14-Beta.-H-pregna
24,741 | 0,17 | Pentadecane, 3-methyl
25,427 | 0,79 | 1-Hexadecene

Total 61,54 %

L’analyse de la fraction éthérique des bulbes a permis également la mise
en évidence d’autres substances appartenants a d’autres groupes chimiques.
Parmi ceux-ci: un composé phénoliqgue le phénol, 2,4-bis (1,1-dimethylethyl)
(1,44 %), une molécule stéroidique le 14-Beta.-H-pregna, un composé
monoterpénique le 1,8-cineole ou I'eucalyptol (0,03 %), un hydrocarbure ramifié le
néophytadiene (0,83%), le 4-(3,4-dimethoxybenzylidene)-1-(4-nitrophenyl)-3-
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phenyl-2-pyrazolin-5-one (2,49 %), le dibutyl phthalate (0,81 %), le
cyclopentasiloxane, decamethyl (0,07 %), le cyclohexasiloxane, dodecamethyl
(0,31 %), le cycloheptasiloxane, tetradecamethyl (0,45 %) et le cyclooctasiloxane,
hexadecamethyl (0,66 %).

L’analyse de la fraction éthérique des feuilles EEPF a permis d’identifier
66,57 % du chromatogramme avec la présence de 59 composés appartenants a

différentes classes chimiques.

Tableau 3.8 : Composition chimique de 'EEPF analysé par GC-MS

Rt Time | Area | Composé Rt Area | Composé
% Time %
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12,376
12,587

14,561

15,247
15,631
16,452

16,874
17,002
17,439
18,005
19,165
19,670
19,986
20,612
22,059
22,285
22,443
22,963
23,076
23,460

23,837
23,920

24,568
25,148
25,427
26,203
26,459
26,730

27,190
27,341
27,657
28,577
28,629
28,780

0,27
0,12

0,08

0,53
0,24
0,05

0,08
0,17
0,19
0,60
0,04
0,12
0,11
0,37
0,06
0,06
0,03
0,25
0,28
0,45

0,04
0,09

0,05
0,97
0,26
0,06
0,03
0,45

0,04
0,06
0,27
0,04
0,05
0,15

n-Undecane
Naphthalene,
methyl
Naphthalene,decahydro-2,3
dimethyl

n-Dodecane

Undecane, 2,6-dimethyl
Benzyl (dideuterated) methyl
ether

Dodecane, 4-methyl
Undecane, 3-methyl
n-Octadecane

n-Tridecane
Cyclotetradecane

Tridecane, 2-methyl
Dodecane, 2,6,10-trimethyl
n-Tetradecane
n-Hexatriacontane
n-Eicosane

Tetracosane, 1-bromo
n-Docosane

n-Pentadecane

Phenol, 2,4-bis (1,1-
dimethylethyl)

Butyl ( tetradec-6-yl) sulfonate
2(4H)-Benzofuranone,
5,6,7,7a-tetrahydro-4,4,7a-
trimethyl

Pentadecane, 2-methyl
Dodecanoic acid (Lauric acid)
n-Hexadecane

n-Octacosane

n-Heneicosane

Dodecanoic acid, trimethylsilyl
ester

n-Pentacosane
n-Nonadecane
n-Heptadecane
Pentatriacontane

n-Tricosane

Nonane, 5-butyl

decahydro-2-

28,991
29,164
29,458

30,596
30,732

30,890
31,237
31,357
32,344
32,962
33,083
34,032
35,743
35,931
36,112
37,220

37,318
37,566

38,214
40,369

40,565

43,059
43,805
45,539
48,304

0,06
0,03
1,61

1,19
0,40

0,14
0,11
0,18
0,34
0,12
0,56
14,04
0,09
1,64
0,13
23,94

4,71
6,22

0,29
0,40

1,02

0,73
0,75
0,95
0,11

Heptadecane, 2-methyl
Decane, 3,8-dimethyl
Tetradecanoic acid (Myristic
acid)

Neophytadiene
2-Pentadecanone,6,10,14-
trimethyl

Tetradecanoic acid,
trimethylsilyl ester
1,2-Benzenedicarboxylic
acid, bis (2-methylpropyl)
ester

Pentadecanoic acid
Hexadecanoic acid, methyl
ester

9-Hexadecenoic acid
1,2-Benzenedicarboxylic
acid, butyl 2-methylpropyl
ester

Hexadecanoic acid (Palmitic
acid)

9-Octadecenoic acid (Oleic
acid)

Phytol

Octadecanoic acid, methyl
ester (Stearic acid methyl
ester)

9,12-Octadecadienoic acid
(Linoleic acid)

Linolenic acid, methyl ester
Octadecanoic acid (Stearic
acid)
Beta.-H-Pregna
Eicosanoic  acid
acid)
Octadecanoic
ester
Diisooctyl-phthalate
n-Hexacosane
n-Heptacosane
Squalene

(Arachic

acid, butyl

Total 66.38 %
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Les acides gras saturés et insaturés constiuent le groupe chimique le plus
abondant de la fraction éthérique des feuilles dont, I'acide 9,12 octadecadienoique
ou acide linoléique (AG polyinsaturé, oméga-6) représente le composant
majoritaire avec un taux de 23.94% suivi de I'acide héxadécanoique ou l'acide
palmitique avec une teneur de 14.04%. Les autres AG présents sont
respectivement, I'acide octadécanoique (6,22 %), I'acide tétradécanoique (1,61 %),
acide dodécanoique ou acide laurique (AG saturé, 0,97 %), acide eicosanoique ou
acide arachidigue (AG saturé, 0,40%), acide pentadécanoique ou acide
pentadécycligue (AG saturé, 0,18 %), acide 9-héxadécénoique ou acide
palmitoléigue (AG monoinsaturé, 0,12 %) et Acide 9,octadécénoique ou acide
oléigue (0,09%).

L’analyse de la fraction apolaire des feuilles par la GC-MS a également
montré la présence dautres composés appartenants a d’autres groupes
chimiques, un composé phénolique le phénol, 2,4-bis (1,1-dimethylethyl) (0,45 %),
un terpénoide ou alcool diterpénique le phytol (1,64 %), un triterpéne le squalene
(0,11 %), un hydrocarbure ramifié le néophytadiene (1,19 %), un stéroide le 14-
Beta.-H-pregna (0,29 %), deux dérivés d’acide phtalique (acide carboxylique
aromatique) le 1,2-Benzenedicarboxylic acid bis (2-methylpropyl) ester (0,11 %) et
le 1,2-benzenedicarboxylic acid, butyl 2-methylpropyl ester (0,56 %), le butyl
( tetradec-6-yl) sulfonate (0,04 %), le benzyl (dideuterated) methyl ether (0,05 %),
le naphthalene, decahydro-2-methyl (0,12 %), le naphthalene,decahydro-2,3
dimethyl (0,08 %), le 2(4H)-Benzofuranone, 5,6,7,7a-tetrahydro-4,4,7a-trimethyl
(0,09 %), le 2-pentadecanone, 6,10,14-trimethyl (0,40 %) et le diisooctyl-phthalate
(0,73 %).

Les résultats de I'analyse des extraits méthanoliqgues (EMB et EMF) par la

GC-MS sont représentés dans les tableaux 3.9 et 3.10.

L’analyse de l'extrait méthanolique des bulbes a mis en évidence 19
molécules qui représentent un taux de 57,15 %. La plupart des molécules
identifiées sont des esters méthyliques d’acides gras dont le composant
majoritaire est I'acide héxadécanoique méthyl ester (23,30 %) suivi de I'acide
hexanedioique meéthyl ester (14,03 %) et de l'acide 9-Octadécénoique méthyl
ester (7,71 %).



84

Tableau 3.9 : Composition chimique de 'EMB analysé par GC-MS

Rt Time | Area % | Composé

4,870 1,67 Phenol, 2,4-bis (1,1-dimethylethyl)

5,390 0,15 1-Hexadecene

6,576 0,70 Tetradecanoic acid, methyl ester

7,331 0,29 1-Octadecanol

9,461 23,30 | Hexadecanoic acid, methyl ester

9,886 0,28 Methyl-3-(3,5-Ditertbutyl-4-Hydroxyphenyl) Propionate
10,398 0,53 1,2-Benzenedicarboxylic acid, bis (2-methylpropyl) ester
11,877 0,54 Heptadecanoic acid, methyl ester

14,264 7,71 9-Octadecenoic acid, methyl ester

15,297 2,06 Heptadecanoic acid, 16-methyl-, methyl ester

22,136 2,08 Citric acid, tributyl ester

26,953 14,03 | Hexanedioic acid, bis(2-ethylhexyl) ester

29,860 0,43 n-Pentacosane

30,680 0,72 Docosanoic acid, methyl ester

31,017 1,38 1,2-Benzenedicarboxylic acid, bis (2-ethylhexyl) ester
33,111 0,47 Tricosanoic acid, methyl ester

34,576 0,18 n-Eicosane

35,271 0,47 Tetracosanoic acid, methyl ester

38,500 0,16 n-Octadecane

Total 57,15 %

Nous avons ainsi détecté la présence d’autres composes tels que le phenol,
2,4-bis  (1,1-dimethylethyl) qui est un composé phénolique, le 1.2
benzenedicarboxylic acid, bis (2-methylpropyl) ester (0,53 %) et le 1,2-
Benzenedicarboxylic acid, bis (2-ethylhexyl) ester (1,38 %) qui sont des dérives de

'acide phtalique (acide carboxyligue aromatique), le pentacosane (0,43 %),
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I'eicosane (0,18 %) et 'octadécane (0,16 %) qui sont des alcanes et un ester

tributilique de I'acide citrique (2,08 %).

Tableau 3.10 : Composition chimique de 'EMF analysé par GC-MS

Rt Time | Area% | Composé

4,753 1,19 n-Pentadecane

5,442 3,49 n-Hexadecane

5,815 0,64 Pentadecane, 2,6,10-trimethyl
6,291 6,42 n-Heptadecane

7,404 7,70 n-Octadecane

8,941 7,21 n-Nonadecane

9,491 3,96 Hexadecanoic acid, methyl ester
11,109 6,78 n-Eicosane

14,206 7,58 n-Heneicosane

18,665 5,35 n-Docosane

23,468 5,31 n-Tricosane

26,961 25,01 Hexanedioic acid, bis(2-ethylhexyl) ester
29,882 3,46 n-Pentacosane

32,372 2,60 n-Hexacosane

Total 86,7%

L’analyse de I'extrait méthanolique des feuillles de A. triquetrum par la GC-

MS a montré

la présence de certains composés tels que des alcanes

principalement le n-octadecane (7,70 %), le n-nonadecane (7,21 %) et le n-

neptadecane (6,42 %),

un ester méthylique d’acide gras qui est l'acide

hexadecanoique, methyl ester (3,96 %) et un ester d’acide gras I'acide

hexanedioique, bis(2-ethylhexyl) ester qui représente le composant majoritaire

avec un taux de 25,01 %.

Les résultats de l'analyse des extraits éthériques et méthanoliques des

bulbes et feuilles d’A. triquetrum sont trés proches des travaux réalisés sur
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différents organes des différentes espéces Allium. En effet, A. triquetrum contient
une large proportion de diméthyl disulfides et des proportions modérées de

méthyl-n-propyl et méthyl allyl disulfides [114].

L’étude de ZOUARI CHEKKI et al. (2014) a montré que la fraction lipidique
des bulbes de l'ail est trés riches en acide gras saturés et insaturés en particulier
I'acide laurique, I'acide palmitique et I'acide linoléique, tandis que la majeur partie
de l'huile essentielle contient une bonne teneur de diallyl disulfide (44,6 %) et
diallyl trisulfide (30,38 %) [115]. DERBALI et al. (2016) ont étudié la composition
chimique de l'extrait méthanolique des graines d’A. cepa et ont montré qu’il est
riche en acides gras saturés et insaturés dont les principaux sont I'acide linoléique
(70 %), l'acide oléique (20 %) et I'acide palmitique (5 %) avec absence de
composés soufrés [116]. En paralléle, une autre étude portée sur la composition
chimique de I'huile essentielle des fleurs d’A. atroviolaceum a mis en évidence la
présence de composés soufrés dont les plus majoritaires sont le cis propenyl
methyl disulfide, le methyl-trans-propenyl-disulfide 1,3-dithiane et le dimethyl
trisulfide, des acides gras comme I'acide palmitique ainsi que des alcanes comme
le nonacosane, l'eicasane et I’ tetracosane. L'analyse de cette huile a montré
aussi la présence d’autres molécules tel que le bis(2-ethylhexyl) phthalate, le 1,2-
benzenedicarboxylic acid le dibutyl phthalate et le 1-(2-trimethylsiloxy-1,1-dideuteri
ovinyl)-4-trimethylsiloxy-benzene [117].

L’étude de la composition chimique de I'huile essentielle des bulbes, feuilles,
tiges et fleurs d’A. nigrum a mis en évidence des acides gras dont l'acide
palmitique est le composant majoritaire dans les différents organes, des esters
meéthylés d’acides gras, des alcanes et des sesquiterpénes avec I'absence de
composés organo-soufrés [118]. JOHNSON et al. (2013) ont étudié la composition
chimique de l'huile d’A. sativum et ont montré la présence de trisulfide, di-2-

propenyl, d’acide linoléique ethyl ester et d’acide héxadécanoique [119].

Une autre étude a porté sur la composition chimique de I'huile essentielle
des fleurs d’A. rotundum a montré principalement la présence de 14-Beta-H-
pregna, cis et trans-propenyl propyl disulfide, trisulfide dipropyl, phenol, 2,4-
bis(1,1-dimethylethyl), decane, cyclododecane, 9-eicosene, nonanal, dibutyl
phtalat et phytol [120].
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L’étude de la composition chimique des extraits éthériques d’A. triquetrum a
mis en évidence une hétérogénéité chimique. lls sont trés riches en acides gras
(saturés, mono-insaturés et poly-insaturés) et en alcanes. Néanmoins, les feuilles
sont plus concentrées en acides gras en particulier I'acide linoléique et I'acide
palmitique. Cependant, les composés soufrés ont été observés seulement dans
I'extrait éthérique des bulbes alors qu’ils sont absents dans I'extrait éthérique des

feuilles.

D’autre part, certaines molécules sont présentes dans les deux extraits
éthériques de la plante en particulier le phénol, 2,4-bis (1,1-dimethylethyl), le
néophytadiene et le 14-Beta-H-pregna, tandis que le squalene et le phytol sont

présents seulement dans les feuilles.

L’analyse des fractions méthanoliques n’a présenté que des hydrocarbures
quelques acides gras et esters méthylés d’acides gras. Le phénol, 2,4-bis (1,1-
dimethylethyl) est présent uniquement dans 'lEMB. Aucune molécule soufrée n’a

été mise en évidence dans les deux extraits méthanoliques de la plante.

L’absence des composés soufrés dans les extraits méthanoliques et
I'extrait éthérique des feuilles peut étre expliqué par le fait que les bulbes sont plus
concentrés en composés soufrés par rapport aux feuilles. Ainsi, ces composés
sont trés instables et trés sensibles, ils peuvent étre transformés en d’autres
molécules ou méme étre dégradés sous l'effet du séchage, du solvant et de la

méthode d’extraction.

La grande différence entre la composition chimique des extraits apolaires et
polaires de la plante est peut étre due a la nature des composés et leur affinité
aux solvants de I'extraction utilisés. Ainsi, la technique de la GC-MS est mieux

adaptée a I'analyse des composés lipidiques et des composés volatiles.

Les composés soufrés observés dans I'EEPB, (methyl-trans-propenyl-
disulfide, trans propenyl methyl disulfide 1,3-dithiane, methyl allylthioacetate diallyl
disulfide, diallyl tetrasulfide, trisulfide methyl-2-propenyl et trans propenyl propyl
disulfide) sont les produits de transformation des composés thiosulfinates (diallyl

sulfoxyde ou allicine, dipropyl sulfoxyde, propényl sulfoxyde) qui dérivent des
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cystéines sulfoxydes sous leffet d’'une enzyme allinase libérée suite a la
destruction des cellules végétale [121].

Il a été démontré que les composés organo-soufrés des especes Allium
présentent plusieurs activités biologiques. En effet, le diallyl sulfide inhibe la
prolifération et la croissance des cellules tumorales du pancréas et favorise
'appoptose des cellules cancéreuses mammaires. Le diallyl trisufides présente
une forte activité cytotoxique sur les cellules cancéreuses de la prostate par
I'inhibition de la prolifération cellulaire et l'induction de l'apoptose. Ainsi, il a été
démontré que les diallyl disulfide, trisulfide et tetrasulfide possedent de fortes
activités antibactériennes, ils agissent aussi bien sur le développement des
bactéries Gram positif que sur les bactéries Gram négatif. lls possédent
également des propriétés antifongiques, antiparasitaires, insecticides,

antioxydantes, anti-inflammatoires et hypocholestrolémiantes [122].

Le phenol, 2,4-bis (1,1-dimethylethyl) est un composé phénolique. Les
composés phénoliques sont des composés largement distribués dans le regne
végeétal, il a été démontré qu’ils possédent de trés fortes activités antioxydantes
[120].

A. triquetrum est tres riche en acides gras saturés, monoinsaturés et
polyinsaturés. lls constituent une source d’énergie et assurent plusieurs autres
fonctions physiologiques chez les mammiféres. En effet, I'acide linoléique est un
gras poly-insaturé oméga-6 indispensable car il ne peut étre synthétisé par
I'organisme, il est ainsi un précurseur métabolique des acides gras poly-insaturés
oméga-6 et considéré comme un constituant majeur des phospholipides
membranaires. L’acide linolénique est un acide gras essentiel oméga-3 précurseur
d’acides gras poly-insaturés oméga-3, avec un effet anti-athérogéne. L’acide
oléique (acide gras mono-insaturé) est un constituant majeur des lipides de
structure, il possede éventuellement des propriétés hypocholestérolémiante et
anti-athérogéne. D’autre part, L'acide stéarique rentre dans la structure des
phospholipides membranaires et n’a aucun effet sur la lipémie, tandis que I'acide
myristique régule l'activité de certaines protéines membranaires. Néanmoins, en
cas d’excés l'acide palmitique et l'acide stéarique peuvent présenter un effet

hypercholestérolémiant [123].
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Le néophytadiene est un composé terpénique déja connu pour son effet
antibactérien et contribue ainsi au traitement des maux de téte, des rhumatismes
et de certaines maladies dermatologiques [124]. L’acide 1,2-
benzenedicarboxyligue présente a la fois des activités anti-inflammatoire et

antimicrobienne [125].

Le phytol est un alcool diterpéne acyclique qui est un précurseur des
vitamines E et K. C'est un terpénoide extrémement commun, que l'on trouve dans
toutes les plantes a chlorophylle ce qui peut expliquer sa présence dans I'extrait
éthérique des feuilles a 'opposé de I'extrait éthérique de bulbes. Il présente un
effet contre les mycobactéries et des activités anti-convulsivante, antispasmodique
et anticancéreuse. Selon SILVAA et al. (2013), le phytol atténue la réponse
inflammatoire en inhibant la migration des neutrophiles qui est partiellement

causée par une réduction des taux d'lIL-1b et de TNF- a et du stress oxydatif [126].

Le squaléne est considéré comme un antioxydant efficace. Cette propriété
est peut étre liee a son activité anti-tumorale. Il est utilisé dans lindustrie
cosmétique et rentre dans la composition de certains adjuvants que I'on rajoute

aux vaccins pour renforcer la réponse immunitaire [127].

3.4.4. Résultats de I'étude qualitative et quantitative de certains composés

phénoligues

3.4.4.1. Résultats de I'analyse des composés phénoliques par HPLC

Les tableaux 3.11, 3.12, 3.13 et 3.14 regroupent les résultats de
I'identification de quelques composés phénoliques présents dans les extraits
méthanoligues (EMB, EMF) et aqueux (IB, IF). Les profils chromatographiques

obtenus sont montrés dans la partie appendic.

L’analyse des extraits aqueux et méthanoliques d’A. triquetrum par HPLC a
mis en évidence plusieurs pics, donc la présence de plusieurs composes.
Cependant, les pics majoritaires n’‘ont pas été identifiés a cause d’absence
d’étalons. Néanmoins, cette analyse a permis de révéler la présence de quelques
composés phénoliques qui sont majoritairement des acides phénoliques (acide

gallique, acide férulique, acide hydroxy-cinnamique, acide chlorogénique et méthyl


https://fr.wikipedia.org/wiki/Alcool_%28chimie%29
https://fr.wikipedia.org/wiki/Diterp%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Vitamine_E
https://fr.wikipedia.org/wiki/Vitamine_K
https://fr.wikipedia.org/wiki/Terp%C3%A9no%C3%AFde
https://fr.wikipedia.org/wiki/Chlorophylle
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gallate) et des flavonoides de type flavonols (rutine) et flavanones (naringénine) et
flavanols (catéchine)

On remarque que les extraits aqueux et méthanoliques d’A. triquetrum
contiennent pratiquement les mémes composés phénoliques qui sont l'acide
gallique, l'acide férulique, I'acide hydroxy-cinnamique, la rutine, la naringénine et
la coumarine. L’acide gallique représente le composé majoritaire dans les
différents extraits. D’autre part, I'acide chlorogénique est présent uniquement dans
I'extrait méthanolique des bulbes, la catéchine est présente seulement dans
I'extrait aqueux de feuilles tandis que le méthyl gallate est absent dans les extraits

méthanoliques.

Tableau 3.11. Les composés phénoliques identifiés dans 'TEMB analysé par HPLC

Rt time (min) | Composé Area (%)
3,939 Acide gallique 2,00
9,872 Acide chlorogénique 0,23
12,476 Méthyl gallate 0,63
14,434 Rutine 0,15
15,384 Naringénine 0,04
15,665 Acide férulique 0,23
16,901 Acide hydroxy-cinnamique | 0,30
18,507 Coumarine 0,11
Total 3,69 %




Tableau 3.12 : Les composés phénoliques identifiés dans 'lEMF analysé par

HPLC

Rt time (min) | Composé Area (%)
4,336 Acide gallique 4,09
12,476 Méthyl gallate 0,18
14,483 Rutine 0,49
15,329 Naringénine 0,22
15,660 Acide férulique 0,33
16,897 Acide hydroxy-cinnamique 0,89
18,458 Coumarine 0,37

Total 6,94 %

Tableau 3.13 : Les composés phénoliques de I'IB identifiés par HPLC

Rt time (min) | Composé Area (%)
4,369 Acide gallique 1,50
14,417 Rutine 0,05
15,396 Naringénine 0,10
15,655 Acide férulique 0,33
16,909 Acide hydroxy-cinnamique 0,24
18,513 Coumarine 0,14
Total 2,36 %
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Tableau 3.14 : Les composés phénoliques de I'lF analysés par HPLC

Rt time (min) Composé Area (%)
4,322 Acide gallique 7,28
12,234 Catéchine 0,65
14,490 Rutine 0,03
15,326 Naringénine 0,49
15,687 Acide férulique 0,17
16,906 Acide hydroxy-cinnamique 0,52
18,476 Coumarine 0,35
Total 9,68 %

De nombreuses études se sont intéressées a la détermination de la

composition phénolique des différents organes de différentes especes Allium.

L’étude de COREA et al. (2003) a montré que les bulbes et les fleurs d’A.
triquetrum contiennent de fortes proportions de flavonoides en particulier le

kaemperol [6].

Parallélement, une étude menée sur la composition phytochimique des
graines et feuilles d’A. ampeloprasum var. kurrat a permis la mise en évidence de
nombreux composés phénoliques et en particulier I'acide chlorogénique, le
kaempferol et I'acide gallique. Cette investigation a montré également la présence
de I'acide coumarique, I'acide caféique, la quercétine, I'acide vannilique et I'acide

tannique [89].

L’étude de VLASE et al. (2013) a pemis de caractériser les principaux
composés phénoliques présents dans les extraits éthanoliques de trois especes
d’Allium. Les résultats ont montré qu’A. senescens et A. schoenoprasum
contiennent des proportions apparéciables en acide coumarique; acide férulique,
rutine, acide sinapique; quercetol et kaempferol, tandis que A. obliquum contient
'acide coumarique, l'acide férulique, Iisoquercétine, la lutéoline et l'apigénine
[128].
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EJAZ et al. (2003) ont également étudié la composition chimique d’A.
sativum et ont mis en évidence sa richesse en composés phénoliques tels que

I'acide caféique, I'acide férulique, I'acide coumarique et la quercétine [129].

L'acide gallique est un antioxydant naturel bien connu. Il possede une
activité anti-hyperlipidémique en diminuant le taux des triglycérides et des LDL-C
et en augmentant le taux de 'HDL-C. Il a un pouvoir cardioprotecteur qui est peut
étre lié a ses effets hypoglycémiant et antioxydant [130]. L’acide gallique présente
également des activités antimicrobienne, anti-inflammatoire, antalgique [131] et
anticancéreux. Ainsi, le méthyl gallate est un ester méthylique d’acide gallique. Ce
composé phénolique est doté d’une activité anti-tumorale sur différents types de
cellules cancéreuses. |l présente également des propriétés antioxydantes,

antibactériennes et antivirales [132].

L’acide chlorogénique est un acide phénolique qui posséde un grand
nombre d’activités biologiques, a savoir des propriétés antioxydante,
antidiabétique, antivirale, anti-inflammatoire et antibactérienne [133]. Ainsi, il
inhibe la prolifération des cellules tumorales et améliore I'activité du systéme
immunitaire. Il a été démontré que 'acide chlorogénique agissent sur les cancers

du colon et suppriment mémes les facteurs cancérogénes associés [134].

La rutine (3,3 ', 4', 5,7-pentahydroxyflavone-3-rhamnoglucoside) est un
flavonoide de type flavonol trés répandu dans le régne végétal. La rutine possede
un large éventail de propriétés pharmacologiques, elle est utilisée comme agent
antioxydant, antimicrobien, antifongique et anti-allergique. Cependant, la
recherche actuelle a montré ses effets pharmacologiques pour le traitement de
diverses maladies chroniques, tel que le cancer, le diabéte, I'nypertension et
I'nypercholestérolémie [135]. En paralléle, la catéchine est un flavonoide de type
flavanol, qui possede également des propriétés antioxydante, antibactérienne,
anti-allergique et anticancéreux [136].

D’autre part, la naringénine est un flavonoide de type flavanone connue
pour avoir ses effets bioactifs sur la santé humaine. Elle possede diverses
activités biologiques tel que antidiabétique, anti-athérogéne, antidépresseur,

immunomodulateur, antitumorale, anti-inflammatoire, hypolipidémiant, antioxydant.
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Ainsi, cette molécule améliore les troubles de la mémoire et joue un rble
protecteur de 'ADN [137].

L'acide férulique et I'acide hydroxy-cinnamique (acide p-coumarique) sont
des acides phénoliques qui dérivent de l'acide cinnamique. lls ont une grande
variété d'activités biologiques, en effet ils sont antioxydants, anti-inflammatoires,
antimicrobiens, anti-allergiques, hépatoprotecteurs, anticancérigenes,

antithrombotiques, antivirales et vasodilatateurs [138].

La coumarine est un composé polyphénolique doté de plusieures activités
thérapeutiques telles que les activités anticoagulante, antimicrobienne, anti-

inflammatoire, analgésique, antivirale et anti-tumorale [139].

3.4.4.2. Teneur en polyphénols et en flavonoides totaux

Les équations des courbes d’étalonnage de I'acide gallique (y = 0,049 x +
0,099; R? = 0,992) et de la quercétine (y = 0,004 x + 0,013; R? = 0,996) sont
utilisées respectivement pour l'estimation des taux de flanonoides et de
ployphénoles. Les résultats du dosage des composés phénoliques sont

représentés dans les figures 3.6 et 3.7.
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Figure 3.6 : Taux de polyphénols dans les différents extraits d’Allium triquterum
exprimés en moyennes + écarts types (Les moyennes avec différentes lettres sont
significativement différentes (p < 0,05) selon I'analyse de ’TANOVA univariée suivie

par le post-test de comparaison multiple de Tukey)
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La figure 3.6 représente les taux moyens de polyphénols dans les extraits

aqueux et méthanoliques des feuilles et bulbes d’A. triquetrum.

Les résultats du dosage des polyphénols ont montré des concentrations
appréciables dans les différents extraits de la plante avec des différences

significatives entre leurs moyennes (p < 0,05).

On remarque que les extraits aqueux d’A. triquetrum présentent des taux
plus importants que les extraits méthanoliques. D’autre part, les feuilles

contiennent plus de polyphénols par rapport aux bulbes.

L’extrait aqueux de feuilles IF présente le meilleur rendement avec un taux
de 14,31 + 0,36 mg EAG/g ext, suivi de I'extrait aqueux de bulbes IB dont la
concenration est de 12,09 + 0,13 mg EAG/g de poids sec de I'extrait.

Les extraits méthanoliques ont également présenté des taux considérables.
La teneur en polyphénols de I'extrait méthanolique de feuilles EMF (10,46 + 0,04
mg EAG/g ext) est supérieure a celle de I'extrait méthanolique de bulbes EMB
(8,59 + 0,18 mg EAG/g ext).

L’étude de HIMED (2015) a mis en évidence des teneurs appréciables en
polyphénols dans les feuilles de A. triquetrum (16,811 + 0,18 mgEAG/g) a
'opposé des bulbes qui ont montré de faibles concentrations (3,114 + 0,07
mMgEAG/g) par rapport a nos résultats. En revanche, le méthanol était le meilleur
solvant d’extraction utilisé en comparaison avec l'acétone et I'éthanol. Les
méthodes d’extractions (macération et extraction assistée par micro-ondes) ont

également influencé sur les teneurs des extraits en polyphénols [84].

La figure 3.7 montre les concentrations moyennes en flavonoides dans les

extraits aqueux et méthanolique des bulbes et feuilles d’A. triquetrum.

Les résultats du dosage des flavonoides ont montré la présence de taux
importants dans les différents extraits étudiés avec des différences significatives

entre leurs moyennes (p < 0,05).

La plus grande concentration en flavonoides a été mise en évidence dans

I'lF avec un taux égale a 22,12 + 0,33 mg EQ/g de l'extrait sec. La teneur en
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composés flavonoidiques de I'IB est également considérable (16,05 + 0,13 mg

EQ/g ext).
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Figure 3.7 : Taux de flavonoides dans les différents extraits d’Allium triquterum
exprimés en moyennes + écarts types (Les moyennes avec différentes lettres sont
significativement différentes (p< 0,05) selon I'analyse de ’ANOVA univariée suivie

par le post-test de comparaison multiple de Tukey)

D’autre part, les extraits méthanoliques ont montré de faibles
concentrations par rapport aux extraits aqueux. Le taux de flavonoides dans 'EMF
est de 14,27 + 0,20 mg EQ/g ext tandis qu'il est de 12,79 + 0,10 mg EQ/g ext dans
'EMB. De plus, nous avons remarqué que les feuilles sont plus riches en

flavonoides par rapport aux bulbes.

Les résultats de cette étude sont comparables a ceux de HIMED (2015) qui
a signalé des teneurs appréciables de composés phénoliques dans les extraits
des feuilles en comparaison a leur concentration dans les extraits des bulbes d’A.
triquetrum. Le taux de flavonoides de I'extrait méthanolique des feuilles a savaoir,
13,215 + 0,24 mg EQ/qg, est tres proche de notre résultat. Cependant, la valeur
moyenne dans I'extrait méthanolique des bulbes differe, elle est beaucoup plus
faible car égale a 0,614 + 0,09 mg EQ/g.

Cette étude a montré que les feuilles sont plus concentrées en composés

phénoliques et que I'eau est le meilleur solvant pour I'extraction de ces composeés.
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La différence entre les teneurs en molécules dosées dans les différents
extraits de la plante peut étre expliquée par l'influence de plusieurs parametres
tels que 'organe de la plante utilisé, la méthode et le solvant d’extraction ainsi que

le temps de contact avec ce solvant.

Le contenu en métabolites secondaires varie qualitativement et
quantitativement entre les plantes des différentes especes, entre les plantes de la
méme espéce et aussi dans la méme plante, selon I'organe considéré. Plusieurs

facteurs sont mis en jeu a savoir,

- Le patrimoine génétique, la période de la récolte et le stade de

développement de la plante [140].

- L’organe de la plante utilisé (Feuilles, tiges, racines, tubercules, bulbes,

fleurs).

- Les facteurs climatiques et environnementaux : la zone géographique,

sécheresse, sol, agressions et maladies [141].

- Le séchage, le solvant, la méthode de I'extraction ainsi que la méthode de
quantification peuvent également influencer I'estimation de la teneur en composés
phénoliques. TURKMEN et al. (2006) ont rapporté que les solvants de polarité
différente (éthanol et eau) ont un effet significatif sur la teneur en polyphénols
[142]. D’autre part, I'étude de SETTHARAKSA et al. (2014) a montré que l'eau est

le meilleur solvant pour I'extraction des phénoles et des flavonoides [143].

3.5. Résultats de I'étude toxicologigue et des activités biologiques

3.5.1. Toxicité aigue

Au cours des deux semaines d'observation, les tests de toxicité aigue des
extraits aqueux et méthanoliques de la plante n’ont montré aucun trouble de
comportement et aucune mortalité dans tous les lots des souris males et femelles

étudiés. Donc on peut considérer A. triquetrum comme une plante non toxique.



3.5.2. Activité antimicrobienne

3.5.2.1. Résultats de I'activité antibactérienne
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Les résultats de l'effet inhibiteur des jus et des extraits aqueux et

méthanoliques des bulbes et feuilles de l'ail triquétre sur les bactéries Gram positif

sont montrés dans le tableau 3.15.

Tableau 3.15 : Effet antibactérien des extraits d’A. triquetrum sur les bactéries

Gram positif (Les moyennes avec différentes lettres sont significativement

différentes (p< 0,05) selon I'analyse de TANOVA univariée suivie par le test de

comparaison multiple de Tukey).

Diametre de zone d’inhibition* (moyenne** + écart type mm)

Bactérie
Extrait /Témoi Streptococcus Enterococcus B. sublilis S. aureus
sp. sp.
JB pur 25,5 + 0,50 A2 21+1,00B2 1155+0,50%2| 21 +0,50B2
JB (50 %) 12 + 1,00 Ab 11+0,50A48b | 08 +0,50Cb | 10+ 0,00 BP
JF pur 20 + 0,50 Ac 12 + 1,00 Bb -Cc -Cc
JF (50 %) 10 + 0,00 Ad -Be - B -Bc
EMB 13+ 0,50 Ab - B - B 16 + 0,00 Cd
EMF -Ae 08,5 + 0,50 Bd - Ac 09,5+ 0,50 Bb
1B - Ae - Ac - Ac 15 + 1,00 Bd
= _Ae _Ac _Ac _Ac
C 28 + 0.50 Af 25+0,508¢ | 32+1,00Cd |34,5+0.50P*
CL 22 +0,00 A9 18 + 0,50 Bf 18 + 0,00 B¢ | 20,5 + 0,50 ©:2

*Le diamétre du disque (6 mm) a été inclus dans le calcul de la zone d’inhibition ; (-)
Aucune zone d’inhibition. **Trois répétitions ont été effectuées pour chaque extrait et pour

chaque souche.
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Selon les résultats obtenus, le jus de bulbes JB pur présente une trés
bonne activité antibactérienne vis-a-vis de toutes les bactéries Gram positif
testées par rapport aux autres extraits testés. En effet, les zones d’inhibition sont
importantes (J > 15 mm) et comparables a celles obtenues par les antibiotiques
témoins (C et CL).

Le JB pur montre un effet appréciable sur Streptococcus sp. (25,5 + 0,50
mm), Enterococcus sp. (21 + 1,00 mm), S. aureus (21 £ 0,50 mm) et B. subtilis
(15,5 + 0,50 mm). L’activité du jus de feuilles JF est visible uniquement sur deux

souches, Streptococcus sp. (18 + 0,50 mm) et Enterococcus sp. (12 = 1,00 mm).

En paralléle, le JB dilué a 50 % a présenté un pouvoir antibactérien sur
toutes les souches. Cepandant, Cet effet est moins important (@ < 15 mm) en
comparaison avec le JB a I'état pur. Au contraire, le JF dilué a 50 % n’a présenté
un effet ihibiteur que sur Streptococcus sp. avec une faible zone d’inhibition qui

est de 10 mm.

Les souches Streptococcus sp. et S. aureus sont sensibles a I'extrait
méthanoliqgue de bulbes EMB avec des zones d’ihibition égales respectivement a
13 £ 0,50 mm et 16 + 0,00 mm. L’'extrait méthanolique des feuiles EMF n’a
présenté qu’un faible effet inhibiteur sur Enterococcus sp. car le diamétre de la
zone d’inhibition est de 08,5 = 0,50 mm. D’autre part, 'ensemble des souches
testées ont résisté aux infusés, a I'exception de S. aureus qui est sensible

uniquement a l'infusé de bulbes IB avec une zone d’inhibition de 15 £ 1,00 mm.

Les résultats de I'effet inhibiteur (moyenne + écart type mm) des jus et des
extraits aqueux et méthanoliques des bulbes et feuilles de l'ail triquétre sur les
bactéries Gram négatif sont regroupés dans le tableau 3.17. La différence est

significative a p < 0,05.

Le tableau 3.16 montre la présence d’un effet inhibiteur appréciable des
extraits d’A. triqguetrum sur les bactéries Gram négatif, surtout les jus frais et pur
qui ont inhibé le développement de toutes les souches testées a I'exception de
Acinetobacter sp. qui résiste au JF.
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Tableau 3.16 : Effet antibactérien des extraits d’A. triquetrum sur les bactéries

Gram négatif (Les moyennes avec différentes lettres sont significativement

différentes (p< 0,05) selon I'analyse de TANOVA univariée suivie par le post-test

de comparaison multiple de Tukey).

Diamétre de zone d’inhibition* (moyenne** + écart type mm)

Bactérie
Extrait/ P. mirabilis Acinetobacter « _ P. aeroginosa E. coli
Témoin sp. pneumoniae
JB pur 21+1,00A2 | 24505082 | 25+1,008a | 12+0,50Ca | 22,5+ 0,50 Aa
JB(50%) | 09+0,50Ab | 11+0,004BCH | 12+ 0,00 Cbe _Db 10 + 1,00 ABC bee
JFpur | 20,5+0,00ACa _Be 20+1,00AC¢ | 18+1,00C¢ | 13+0,50D®
JF(50%) | 08:+0,50Ab - Be 100,50 A | 10+0,00ACh | 08 +0,00 Ac
EMB - Ac - Ac 12 + 1,00 BPc 12 + 0,50 Ba 17 +1,00 ¢4
EMF _Ac _Ac 15+0508¢ | 17+1.00C¢ | 11.5+ 0,50 Dbe
B _Ac A A 11+0,508b2 | 10+ 0,50 Bbee
IF A A Al 10+£1,008 | 08+0,00BCc
C 30 + 0,00 Ad 27 +0,5084d | 22 +0,50C4d9 | 25+ 0,50Pd 28 + 0,00 Be
CL - Ac - Ac 23 + 0,50 B.ag 23 + 0,50 Bd 21 + 0,00 BCa

*Le diamétre du disque (6 mm) a été inclus dans le calcul de la zone d’inhibition ; (-)
Aucune zone d’inhibition. **Trois répétitions ont été effectuées pour chaque extrait et pour
chaque souche.

Les zones d’inhibition données par le JB sont supérieures a 20 mm sauf sur

P. aeruginosa (12 £ 0,50 mm). Les deux extraits méthanoliques EMB et EMF sont

actifs sur les mémes souches, K. pneumoniae, P. aeruginosa et E. coli (10 < @

<18 mm).
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Deux souches uniquement sont sensibles aux infusés avec des halos
d’inhibition trés faibles, il s’agit de P. aeruginosa et E. coli (08 < @ <11 mm). Ces

deux souches sont ainsi sensibles a tous les extraits testés.

D’autre part, Acinetobacter sp. a résisté au CL et a tous les extraits,
excepté le JB pur (24,5 = 0,50 mm), le JB a 50% (11+ 0,00 mm) et le C (27 + 0,50
mm). P. mirabilis a résisté a CL mais montre une sensibilité au JB (21 + 1,00 mm),
au JF (20,5 = 0,00 mm) et au C (30 £+ 0,00 mm). La dilution a diminué

considérablement I'effet antibactérien des jus de la plante.

Les résultats de cette expérience concordent avec ceux de BAKRI et
DOUGLAS (2005) qui montrent la plus grande activité inhibitrice des especes
Allium sur les bactéries Gram négatif par rapport aux bactéries Gram positif [144].

Selon FUJISAWA et al. (2009) et DOUIRI et al. (2013), la sensibilité de la
plupart des bactéries Gram positif aux extraits des espéces Allium est due a leur
composition en diallyl disulfide, diallyl trisulfide et diméthyl trisulfide qui peuvent

traverser la paroi de ces germes [145] [146].

Au contraire, selon PERRY et al. (2009) et KYUNG (2012), les sulfoxydes
et les thiosulfinates sont les molécules clés de I'effet antibactérien chez la plupart
des especes du genre Allium, et inhibent mieux le développement des bactéries
Gram négatif par rapport aux bactéries Gram positif. La paroi cellulaire, la
membrane lipidique et la membrane de polysaccharides de ces micro-organismes

peuvent avoir un effet sur la perméabilité des composés inhibiteurs [147] [148].

L’émingcage d’un tissu Allium active une enzyme appelée lallinase qui
transforme l'alliine, un sulfoxyde précurseur, en une molécule plus active, I'allicine.
CAVALLITO et BAILEY étaient les premiers qui ont démontré que [laction
antibactérienne de l'ail est surtout due a I'allicine [149]. Ce composé retarde et
inhibe partiellement 'ADN et les protéines de synthése, tandis qu’il inhibe

totalement et immédiatement la synthése de ’ARN [150].
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3.5.2.2. Résultats de l'activité antifongique

Les résultats de I'activité antifongique (moyenne técart type) des jus et des
extraits aqueux et méthanoliques des bulbes et feuilles de lail triquétre sont

résumés dans le tableau 3.17.

Tableau 3.17 : Effet antifongique des extraits d’A. triquetrum sur les levures (Les
moyennes avec différentes lettres sont significativement différentes (p< 0,05)
selon I'analyse de ’TANOVA univariée suivie par le post-test de comparaison

multiple de Tukey).

Diametre de zone d'inhibition* (moyenne** + écart type
Levure mm)
Extrait/Témoin C. albicans S. cerevisiae
JB pur 26 + 0,50 A2 30 + 1,00 B2
JB (50 %) 12 £0,50 AP 15+ 0,00 Bb
JF pur 08,5+ 0,50 A° 20 + 0,50 Be
JF (50 %) - Ad 10,50 + 0,50 B
EMB - Ad _Ad
EME _Ad _Ad
IB - Ad _Ad
= _Ad _Ad
AmB 17 £ 0.50 AP 20 +1.00 Be

*Le diamétre du disque (6 mm) a été inclus dans le calcul de la zone d’inhibition ; (-)
Aucune zone d’'inhibition. **Trois répétitions ont été effectuées pour chaque extrait et pour
chaque souche.
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Le test de sensibilité des deux levures, C. albicans et S. cerevisiae, aux
extraits de A. triquetrum, a montré que seuls les jus de la plante ont présenté un
pouvoir antifongique. Les deux levures testées sont résistantes aux extraits

méthanoliques et aux infusés.

Le jus de bulbes JB pur est le plus actif sur C. albicans (26 = 0,50 mm) et S.
cerevisiae (30 = 1,00 mm). Ainsi, son pouvoir antifongique est supérieur a celui de
I'effet antifongique du témoin AmB (C. albicans: 17 £ 0,50 mm, S. cerevisiae : 20

1,00 mm). C’est le meilleur résultat pour le test antimicrobien de la plante.

Au contraire, le jus de feuilles JF inhibe beaucoup plus la croissance de S.
cerevisiae (20 + 0,50 mm), il ne présente qu’une trés faible activité antifongique
sur C. albicans (@ < 10 mm). Le JB dilué a 50 % présente également un pouvoir
antifongique considérable (C. albicans: 12 + 0,50 mm, S. cerevisiae 15 + 1,00 mm)
par rapport au JF dilué a 50 %( C. albicans: 0,00 £ 0,00 mm, S. cerevisiae : 10,50
+ 1,00 mm).

L’activité antifongique chez les Allium est en général due a la présence
d’allicine surtout sur Candida, Cryptococcus, Trichophyton, Epidermo-phyton et
Microsporum [150]. Certaines études ont confirmé [leffet antifongique des
thiosulfinates, qui inhibent beaucoup plus le développement de C. albicans et S.
cerevisiae a des concentrations de 20 a 30 mg/ml [151], tandis que d’autres
expérimentations ont prouvé que les extraits aqueux inhibent ces levures et
d’autres champignons a la concentration de 2 mg/ml [152]. Le mécanisme d’action
de ces molécules n’est pas élucidé. NAGAWA et al. suggérent que les composés
soufrés inhibent la synthése de 'ADN, I'ARN, les protéines et les polysaccharides

aussi bien chez les bactéries que sur les champignons et les levures [151].

BERNHARD (1970) a montré qu’A. triquetrum contient une large proportion
de diméthyl disulfides et des proportions modérées de méthyl-n-propyl et méthyl
allyl disulfides [114]. En parallele, l'ail triquétre contient les sulfoxydes avec les
proportions suivantes : 43 - 56 % de méthiine, 21 - 31 % d’alline, 19 - 26 %
d’isoalliine et 0 - 4 % de propiine [44].

L’effet antimicrobien des infusés et des extraits méthanoliques est moins

intéressant que celui des jus frais et pur de la plante. Cela est probablement di a
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'absence des différents composés soufrés ou a l'inactivation de l'allinase. Selon
'étude de MIRON et al. (2000) et celle de SIRIPONPUTIKON et al. (2005) I'ail
frais possede la propriété antimicrobienne la plus élevée a cause de la présence
de l'allicine [153] [154].

L’analyse des extraits éthériques et méthanoliques par la GC-MS a mis en
évidence la présence de certaines substances organo-soufrés dans la fraction
lipidique des bulbes (Le trans propényl méthyl disulfide 1,3-dithiane. le méthyl-
trans-propényl-disulfide, le méthyl allylthioacétate diallyl disulphide, diallyl
tétrasulphide, le trisulfide, méthyl 2-propényl et le trans-propényl propyl disulfide)
et leur absence dans les extraits méthanoliques et I'extrait éthérique des feuilles.
Les jus frais de la plante contiennent un mélange de composés hydro- et
liposolubles ainsi, ils contiennent certainement ces molécules soufrés. Leur
concentration peut étre appréciable lorsqu’on élimine I'effet du séchage. Ainsi, les
jus frais de la plante contiennent certainement les substances sulfoxydes et les
thiosulfinates en particulier 'allicine car se sont des précuseurs des diallyl disulfide,
trisulfide, tétrasulfide et autres dérivés soufrés présents dans I'extrait éthérique de

bulbes.

En général, les molécules organo-soufrés sont des substances trés
sensibles en particulier l'allicine. Le séchage, la chaleur et I'extraction sont des
facteurs qui diminuent leur concentration dans I'échantillon et affectent leur
stablilité ce qui conduit a leur conversation en certaines formes moins actives
[155].

3.5.3. Activité antioxydante

3.5.3.1. Piégeage du radical libre DPPH

Les résultats du pouvoir antiradicalaire des différents extraits de [ail

triquetre sont illustrés dans la figure 3.8.
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Figure 3.8 : Piégeage du radical libre DPPH (%) des extraits aqueux et
méthanoliques d’A. triquetrum.

Les régréssions linéaires des courbes de [lactivité antiradicalaire des

extraits testés ont été utilisées pour calculer 'EC50.

Le tableau 3.18 représente les valeurs de 'EC50 des différents extraits de

la plante et du control.

Tableau 3.18 : Les valeurs de 'EC50 des différents extraits d’A. triquetrum

Extrait/Control | Valeur de PEC50 (mg/ml)

AG (control) 0,62
IF 0,97
IF 1,36
EMF 1,98

EMB 2,45
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Le pouvoir antioxydant est inversement proportionnel a 'EC50, plus cette
derniére est petite plus le pouvoir antioxydant est fort [156].

Les résultats de cette étude ont montré qu’A. triquetrum est doté d'une
bonne activité antioxydante en comparaison avec le contrble positif AG qui a
montré un taux inhibiteur de l'activité radicalaire égal a 99,56% a la concentration
de 3 mg/ml avec un EC50 de 0,62 mg/ml. L'infusé de feuilles IF possede l'activité
antiradicalaire la plus élevée (90%) ensuite I'infusé de bulbes I'IB (83,3%) dont les

valeurs de 'lEC50 sont respectivement 0,97 mg/ml et 1,36 mg/ml.

Les extraits méthanoliques ont présenté également un pouvoir antioxydant
considérable. La valeur de I'EC50 de I'extrait méthanolique de bulbes EMB est
égale a 2,45 mg/ml avec 57,3% du taux du piégeage du radical DPPH, tandis que
I'extrait méthanolique de feuilles EMF a réduit 68,3% de I'activité du radical libre a
la concentration de 3 mg/ml dont la valeur de 'EC50 est de 1,98 mg/ml.

CHANG et al. (2013) ont montré que le pourcentage de piégeage des
radicaux libres DPPH se situe entre 67,34% a 90,03% pour A. fistulosum, alors
qu'il est de l'ordre de 63,63% a 88,33% pour A. sativum. Ainsi, les extraits des
feuilles de ces espéeces présentent une activité antiradicalaire plus élevée que
celle de leurs tiges, bulbes et racines [157]. D’autre part, TUGBOBO et al. (2015)
ont trouvé que la capacité inhibitrice de l'activitt du DPPH de I'extrait aqueux
(41,08%) d’A. sativum est plus élevée que celle de I'extrait éthanolique (39,46%)
[158].

3.5.3.2. Pouvoir réducteur du fer FRAP

La figure 3.9 montre les résultats du pouvoir réducteur du fer des différents

extraits de I'ail triquétre.

D’aprés es résultats obtenus, le test FRAP a montré un faible pouvoir
réducteur des différents extraits d’A. triquetrum par rapport au témoin utilisé 'AG
(DO a 3 mg/ml égale a 2,50).

Cependant, La capacité réductrice la plus élevée des extraits est
représentée par I'infusé de feuilles I'lF avec une DO égal & 1,22 suivi de l'infusé de

bulbes IB (DO égal a 1,02), tandis que le pouvoir réducteur du fer des extraits
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méthanoliques est beaucoup moins intéressant (EMF : DO = 0,72 ; EMB : DO =
0,40).
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Figure 3.9 : Le pouvoir réducteur du fer des extraits d’A. triquetrum

L'expérience de TUGBOBO et al. (2015) a montré que I'extrait aqueux d’A.
sativum possede un potentiel réducteur plus élevé que l'extrait éthanolique [158].
D'autre part, NENCINI et al. (2007) ont montré que les feuilles de certaines
espéces spontanées présentent un pouvoir réducteur intéressant alors que la

capacité antioxydante des bulbes est beaucoup plus faible [159].

L'activité antioxydante des plantes Allium a été attribuée a une variété de
composés contenants du soufre et a leurs précurseurs. Des résultats scientifiques
montrent que l'allicine, le disulfure de diallyle et le trisulfure de diallyle semblent
étre dotées d’'une capacité antioxydante. Néanmoins, cet effet est lié en grande
partie a d'autres métabolites secondaires, principalement les composés
phénoliques [157] [160]. Ces molécules sont capables de capter ou de neutraliser
les radicaux libres. Les flavonoides et leurs dérivés constituent le plus grand
groupe de polyphénoles présents dans les plantes. lls possédent de fortes
activités antioxydantes grace au mécanisme de piégeage des espéces oxygénés

réactives et par l'inhibition du stress oxydatif [161].
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Les différents extraits de la plante possédent une capacité antioxydante
dose dépendante. La différence de I'activité est fortement liée a la différence des
teneurs en polyphénoles et en flavonoides totaux. Plus la teneur en composés
phénoliques augmente dans I'échantillon plus le pouvoir antioxydant est plus fort
[162].

L’étude phytochimique qualitative et quantitative des différents extraits de
I'ail triquétre a permis la mise en évidence de plusieurs composés phénoliques. En
effet, les bulbes et les feuilles contiennent des acides phénoliques en particulier
'acide gallique, des flavonoides, des coumarines et d’autres composés
principalement le phénol, 2,4-bis (1,1-dimethylethyl). Ainsi, les plus fortes
proportions en composés phénoliques ont été observés dans les feuilles et plus
précisément dans I'extrait aqueux ce qui concorde avec les résultats de I'activité

antioxydante.

3.5.4. Activité anti-inflammatoire

La figure 3.10 montre les taux moyens de linhibition de I'cedéme dans
pattes des souris par les extraits de lail triquétre. La différence entre les

moyennes est significative a p < 0,05.

L’histogramme montre que l'activité anti-inflammatoire des extraits aqueux,
a différentes concentrations, d’A. triquetrum est considérablement inférieure a
celle de la molécule de référence utilisée en thérapeutique le Diclofénac (p<0,05)
dont le pourcentage d’inhibition estimé est de 81,28 + 2,45 % a la dose de 12,5

mg/kg.

Néanmoins, les extraits testés ont présenté un pouvoir préventif de
'inflammation non négligeable. L’infusé de feuilles IF a la concentration de 50
mg/ml présente la meilleure activité anti-inflammatoire avec un taux de diminution
de I'cedeme de 59,45 + 3,45 %, tandis que linfusé de bulbes IB a présenté un

pourcentage d’inhibition de 39,45 + 2,39 %, a la méme concentration.
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Figure 3.10 : Taux d’inhibtion de 'cedéme des pattes (%) chez les souris par les
extraits d’A. triquetrum et le Diclofénac (Les moyennes avec différentes lettres
sont singnificativement différentes (p <0,05) selon I'analyse ANOVA suivie du test

de comparaison multiple de Tukey)

Le pouvoir anti-inflammatoire des extraits aqueux des feuilles et des bulbes
a la concentration de 20 mg/ml est moins intéressant. En effet les pourcentages
d’inhibition sont égales respectivement a 20,99 + 1,74 % et 7,39 £ 2,44 %.
L’activité anti-inflammatoire dépend du degré d’efficacité des molécules clés, ainsi

que de leur concentration dans I'’échantillon testé.

Plusieurs études ont montré le pouvoir anti-inflammatoire des especes du
genre Allium. Le travail de PAN et al. (2015) a révélé que I'extrait aqueux de
feuilles d’A. sativum présente une activité anti-inflammatoire appréciable avec un
taux d’inhibition de I'cedéme de 68,1 % a la dose de 100 mg/kg et de 74,09 % a la
concentration de 200 mg/kg [163]. Ainsi, 'étude de RANJAN et al. (2010) portant
sur la comparaison des effets anti-inflammatoires des différents extraits (aqueux,
méthanoliqgue et éther de pétrole) de feuilles de A. Stracheyi a montré une
éventuelle capacité inhibitrice de 'cedéme de tous les extraits testés. La meilleure
activité donnée est celle de I'extrait méthanolique avec 61% de taux d’inhibition a
la dose de 100 mg/kg. L'extrait aqueux de cette espéce n’a montré que 20 %

comme taux d’inhibition [164].



110

L’inflammation est un moyen de défense naturelle des organismes
supérieurs contre toute agression extérieure (infection, blessure, etc.). Elle a pour
réle essentiel I'élimination de I'agent pathogéne et la réparation du tissu lésé et
elle se manifeste par quatre signes cardinaux (la rougeur, I'cedéme, la chaleur, la
douleur) résultant d’'une augmentation du flux sanguin, d’'une augmentation de la
perméabilité capillaire permettant aux compléments, aux anticorps et aux
cytokines de franchir la barriere endothéliale et de la migration des leucocytes
vers le tissu Iésé pour une réparation de la lésion. La réponse inflammatoire
impliqgue de nombreux enzymes parmi lesquels les lipoxygénases (LPO) et les
cycloxygénases (COX 1 et COX 2) qui synthétisent des médiateurs pro-
inflammatoires tels que les leucotriénes et les prostaglandines a partir de I'acide

arachidonique [165].

L’induction de I'cedéme par la carragénine dans la patte de la souris est un
modéle animal bien établi pour évaluer l'effet anti-inflammatoire de produits
naturels ainsi que des composés chimiques de synthése. Cette technique a été
sélectionnée en raison de la simplicité de son exécution, de sa rapidité d’'induction
des symptdmes caractéristiques de l'inflammation et également en raison de sa
reproductibilité. L’injection de la carragénine a la patte provoque une réponse
inflammatoire bi-phasique dont la phase initiale se manifeste par la libération de
la sérotonine, de I'histamine et de la bradykinine. La seconde phase qui intervient
aprés est le résultat de la surproduction des prostaglandines et de substances a
réaction lente dans les tissus, médiée par la COX [165] [166]. On suggere que les
extraits aqueux ont un effet qui s’oppose a I'action des médiateurs endogénes pro-

inflammatoires de la méme maniére que celle du Diclofenac.

Selon a bibliographie, l'activité anti-inflammatoire des especes Allium est
attribuable aux composés organo-soufrés et aux polyphénols, en particulier les
flavonoides [164]. Ces molécues exercent une action inhibitrice sur l'inflammation
qui passerait par l'inhibition de la formation des principaux médiateurs pro-
inflammatoires du métabolisme de I'acide arachidonique via l'inhibition des COX et

LPO [166]. Cependant, ce pouvoir peut également étre lié a plusieures autres

meétabolites secondaires appartenant a d’autres classes chimiques telles que les
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saponosides, les triterpenes et stéroides [167]. Ainsi, il a été rapporté que cette

activité est liée a 'effet synergique des métabolites secondaires [76].

Notre étude a mis en évidence une grande diversité dans la composition
chimique des extraits d’A. triquetrum, notamment la présence de saponosides,
des terpénes et des polyphénoles et de flavonoides en particulier 'AG et le Phenol,
2,4-bis (1,1-dimethylethyl). Ainsi I'étude phytochimique de ces extraits a montré
que la plus grande teneur en composés phénoliques présentes dans les feuilles et

explique sa plus grande activité anti-inflammatoire par rapport aux bulbes.

D’autre part, l'effet anti- cedémateux est probablement lié aux effets
antioxydants des extraits, car les especes réactives oxygéneées (ERO)
interviennent dans la physiopathologie des maladies a composante inflammatoire
(cancer, diabete, athérosclérose, arthrites, maladies infectieuses). Elles induisent
la libération des cytokines (TNF a, IL 1B, IL 6) et I'activation des enzymes pro-
inflammatoires (COX, LPO, monoxyde d’azote synthase inductible) intervenant
dans le processus inflammatoire [165]. En effet, les extraits aqueux de [lail
triquétre présentent une activité antioxydante appréciable. Ainsi, [Ieffet
antiradicalaire de I'extrait aqueux des feuilles (IF) est supérieur a celui de I‘extrait
aqueux de bulbes (IB) ce qui concorde avec les résultats de l'activité anti-

infammatoire.

3.5.5. Activité analgésique

Nous avons étudié I'activité analgésique des extraits aqueux d’A. triquetrum
selon le test des crampes abdominales. L’injection d’'une dose de 0,2 ml d’acide
acétigue a 1% par voie intra-péritonéale provoque un nombre moyen de 89,33 +
0,82 crampes comptabilisées durant 20 minutes chez le lot témoin.
L'administration par voie orale des extraits aqueux de A. triquetrum a induit une
activité analgésique dose-dépendante. Les taux d’inhibition des spasmes par les
extraits sont indiqués dans le tableau 3.19 et la figure 3.11. Les moyennes sont
significativement différentes a p < 0,05.

Tableau 3.19 : Effet antalgique des extraits de feuilles et bulbes de A. triquetrum
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Extraits Nombre de crampes | Taux de reduction (%)
Témoin (NaCl 0,9%) 89,33 £ 0,82 /
Indométacine (80 mg/Kg) 25,5 +1,05™ 71,45+1,17
IF (50 mg/ml) 22+0,73™ 72,94+1,01
IF (20 mg/ml) 61,83+3,12" 30,78+3,45
IB (50 mg/ml) 42,5+1,05™ 52,42+1,17
IB (20 mg/ml) 72+2,09" 19,4+2,35

Les valeurs sont exprimées en moyenne  écart type; n = 6 / groupe; les résultats sont
statistiguement significatifs a : * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001 par rapport au groupe témoin en
utilisant une analyse ANOVA one way suivie par le test de Dunnett; IF : Extrait aqueux de feuilles;
IB : Extrait aqueux de bulbes.

80
70 -
m [F 50 mg/ml
60 - m |F 20 mg/ml
50 - IB 50 mg/ml
40 - ® |B 20 mg/ml
® Indoméacine (80 mg/kg)
30
20 -
10 -+
0 -
Taux de diminution des spasmes %

Figure 3.11 : Taux d’inhibtion des spasmes (%) par les extraits d’A. triquetrum
(Les moyennes avec différentes lettres sont singnificativement différentes a

p<0.05 selon I'analyse ANOVA suivie du test de comparaison multiple de Tukey

Le prétraitement des souris par I'lF et I'IB a la concentration de 50 mg/ml et
par 'indométacine a la dose de 80 mg/kg a réduit le nombre de crampes de
maniére significative (p<0,001). Ainsi, le pouvoir antalgique de I'lF est proche de
celui de la molécule utilisée en thérapeutique, 'indométacine, qui a montré un taux
d’inhibition des spasmes égale a 71,45 + 1,17 %. L’analyse de TANOVA suivie du
test de comparaison multiple de Tukey n’a montré aucune différence significative

a p<0,05 entre les taux d’inhibition moyens des deux groupes.
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Cependant, I'activité antispasmodique de I'lF est supérieure a celle de I'IB.
Le pourcentage d’inihibition des crampes abdominales par I'lF est de 72,94 +
1,10 %. D’autre part, I'IB a présenté une activité antispasmodique non négligeable,
il @ montré un pourcentage d’inhibition égale a 52,42 + 1,17 %, a la dose de 50

mg/ml.

L’administration des infusés aqueux de la plante a la concentration de 20
mg/ml diminuent considérablement leur pouvoir antispasmodique. L’'IF a montré
un taux de réduction égal a 30,78 £ 3,45 %, tandis que I'IB a réduit le nombre des
crampes jusqu'a 19,4 £ 2,35 %. L’activité analgésique dépend de la concentration

en molécules clés présentes dans I'échantillon.

Plusieurs études ont évalué et prouvé le pouvoir analgésique des différents
extraits des especes du genre Allium. En effet, la poudre de bulbes d’A. sativum
aux doses de 75, 150 et 300 mg/kg produit des taux de diminution des crampes
abdominales respectivement de 33,65 %, 57,44 % et 72,10 % [168]. Une autre
étude a montré que les extraits méthanoligues de A. cepa et A. sativum
présentent un effet antalgique appréciable avec des taux de réduction des
spasmes égales respectivement a 46,2 % et 42,3% [169]. L’étude de RANJAN et
al. (2010) a montré une éventuelle capacité antispasmodique de tous les extraits
testés (méthanolique, éther de pétrole et aqueux) de feuilles de A. Stracheyi. Le
meilleur résultat donné est celui de I'extrait méthanolique avec 64.62 % de taux
d’inhibition a la dose de 100 mg/kg, tandis que I'extrait aqueux de cette espéce n’a

montré que 38.47 % comme taux d’inhibition des spames [164].

L’'induction des spasmes par l'acide acétique chez la souris est une
méthode fiable et permet une évaluation rapide de [I'action analgésique
périphérique des produits testés. L’injection intrapéritonéale a un lot de souris d’un
produit algogéne, a savoir I'acide acétique, provoque une lésion tissulaire et un
déclenchement d’'une réponse inflammatoire localisée entrainant la libération
d’acide arachidonique libre a partir de phospholipides tissulaires via la
cyclooxygénase (COX) et la biosynthese d'un certain nombre de médiateurs
chimiques tels que la bradykinine, I'histamine, la sérotonine, I'acétylcholine et les
prostaglandines. Ces derniéres sensibilisent les nocicepteurs aux stimuli

douloureux, il en résulte une douleur plus tardive et diffuse. Cette douleur se
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manifeste chez les souris par un mouvement d’étirement des pattes postérieures
et de torsion de la musculature dorso-abdominale [76,170]. Le mécanisme de
l'activité analgésique des extraits aqueux de l'ail triquétre pourrait probablement
étre d0 au blocage des médiateurs de la douleur et cela d’'une maniére similaire a
celle de lindométacine. Ainsi, la réduction du nombre des crampes suggere que
les extraits pourraient exercer une activité anti-nociceptive par inhibition de la COX

dans les tissus périphériques.

Le pouvoir antalgique des espeéeces Allium est lié en grande partie a I'effet
des composés organo-soufrés et phénoliques en particulier les flavonoides [164].
Les résultats de I'étude phytochimique obtenus dans notre expérimentation a
montré la présence de taux appréciable de polyphénols et de flavonoides dans les
feuilles et bulbes de A. triquetrum, et les meilleures concentrations en composés
phénoliques sont trouvées dans les feuilles ce qui explique les résultats obtenus.
Ainsi, la composition chimique des bulbes et feuilles de lail triquétre est trés
hétérogenes. En effet, ils contiennent aussi des saponines et des terpénes qui
peuvent également excercer un effet anti-spasmodique. De plus, il a été suggéré
que le pouvoir antalgique résulte de l'effet synergique entre les métabolites

secondaires [76].
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CONCLUSION

La présente étude avait pour objectif principale I'étude qualitative et
quantitative de quelques métabolites secondaires actifs de la plante Allium
triqguetrum L., espéce spontannée de la flore algérienne dont de rares études ont
eté réalisées, et I'évaluation de quelques activités pharmacologiques de ses

extraits.

L’étude histologique des feuilles et tiges de la plante n’a montré aucun tissu
spécifique quand a une éventuelle présence de sites sécréteurs. La structure des
tissus est trés simple, elle est constituée d’'un épiderme parsemé de stomates,
d’'un mésophylle homogéne constitué, d’'un parenchyme chlorophyllien et des
tissus conducteurs primaires. Le collenchyme, tissu de soutien est présent

uniquement au niveau des tiges, plus précisément aux angles.

L’étude de la teneur en eau et en cendres a montré les plus fortes
proportions dans les feuilles par rapport aux bulbes. Ainsi, les deux organes sont
riches en minéraux notamment en potassium et sodium avec un Na*/K* ratio < 1,
calcium, magnésium, phosphore, soufre et chlore avec absence des nitrates.
L’analyse des minéraux a montré également que la plante contient des oligo-

éléments tels que le fer, le zinc, le cuivre et le mangnese.

Le screening phytochimigue des bulbes et feuilles de la plante a mis en
évidence une diversité chimique par la présence de composés phénoliques,
saponosides, hétérosides cardiotoniques, tanins, irridoides et terpénes avec

absence d’alcaloides, anthocyanine, tanins et quinones.

L’analyse des fractions lipidiques par la GC-MS a montré majoritairement la
présence d’acides gras saturés, monoinsaturés et polyinsaturés dont les plus
importants sont I'acide palmitique et l'acide linoléique, des esters méthylés
d’acides gras et des alcanes. Les composés soufrés qui sont principalement le
Methyl-trans-propenyl-disulfide et le Trans propenyl methyl disulfide 1,3-dithiane

ont été identifiés uniquement dans l'extrait éthérique des bulbes. Nous avons
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détecté eégalement la présence d’autres substances tel que le Phenol, 2,4-bis (1,1-
dimethylethyl), Néophytadiéne, 14-B-H-pregna, Phytol et Squaléne. L’analyse des
extraits méthanoliques par cette technique n’a présenté principalement que des
alcanes et quelques acides gras libres et d’autres sous formes méthylées ou
esters méthylées. Le Phenol, 2,4-bis (1,1-dimethylethyl) est présent également
dans 'EMB.

L’étude qualitatitave et semi-quantitative de quelgues composés
phénoliques par 'HPLC a permis de mettre en évidence la présence de l'acide
gallique, I'acide férulique, l'acide hydroxy-cinnamique, I'acide chlorogénique, la
naringénine, la catéchine, la rutine et la coumarine avec des concentrations qui
different d’'un extrait a un autre. Cependant, les plus fortes proportions ont été
observées dans I'extrait aqueux des feuilles IF. |l est a noter que le dosage des
polyphénoles et de falvonoides totaux a également montré les concentrations les

plus élevées dans I'lF.

Le test préliminaire de toxicité aigue a montré que la plante n’est pas

toxique et ne présente aucun danger.

En ce qui concerne les activités biologiques, on constate que la plante
fraiche en particulier les bulbes sont plus actifs sur les micro-organismes
bactériens et fongiques et plus précisément ils inhibent mieux le développent des
bactéries Gram négatif et les levures. A Tlinverse, les meilleures activités anti-
oxydantes, ant-inflammatoires et antalgiques sont notées chez I'extrait aqueux des
feuilles. Ces résultats sont dis aux molécules clés des activités biologiques
étudiées et de leurs concentrations dans les échantillons testés. Ainsi, plusieurs
facteurs influencent sur I'extraction de ces substances en particulier le séchage, la
méthode et le solvant de I'extraction. On considére que les composés soufrés sont
responsables de l'activité antimicrobienne, tandis que les composés phénoliques
sont les molécules responsables des effets antiradicalaires, ant-inflammatoires et
anti-spasmodiques, au moins pour notre étude. D’autre part, on considére que
I'ativité antioxydante des extraits de la plante (5 mg/ml) est plus intéressante que

leurs pouvoirs anti-inflammatoires et analgésiques (50 mg/ml).
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A la lumiére des résultats obtenus, I'étude phytochimique et biologique de
I'ail triquétre a permis de déterminer une partie de la composition chimique de
cette plante a savoir les macro- et les micro-éléments, les composés soufrés et les
composés phénoliques et de montrer aussi les effets thérapeutiques éventuels.
L’accent a été mis aussi sur les pouvoirs antimicrobiens et anti-oxydants par

comparaison aux molécules utilisées en pharmacologie.

Nous pouvons conclure qu’Allium triquetrum L. est une plante a grand
intérét alimentaire et ayant divers effets biologiques, puisque sa composition
chimique est trés hétérogene et elle ne présente aucune toxicit¢ méme a des

concentrations élevées.

Néanmoins, des études plus approfondies sont nécessaires pour mieux
exploiter la plante étudiée Allium triquetrum. En effet, et comme perspectives on

propose de :

» Faire une analyse du sol pour déterminer la concentration du plomb
présente dans le milieu de récolte afin de savoir s’il s’agit d’une
contamination ou bien la plante est assimilatrice du plomb.

» Etudier la toxicité chronique et sub-chronique de la plante.

» Faire un isolement et purification des composés bioactifs de la plante, afin

de tester indépendamment leurs effets biologiques.

» Vue la grande sensibilité des composés soufrés a de nombreux facteurs en
particulier le séchage et les conditions de I'extraction, il est préférable
d'utiliser la plante fraiche que ce soit pour I'étude phytochimique ou

biologique

» [I'évolution des techniques d’analyses chimiques au cours des derniéres
années, rend trés nécessaire l'utilisation des techniques plus performantes
telle que la LC-MS et la RMN qui peuvent donner des résultats plus

pertinents.
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APPENDICE A

LISTE DES SYMBOLES ET DES ABREVIATIONS

A: Absorbance

A Allium

ADN: Acide désoxyribonucléique
AmB: Amphotéricine B

ANOVA : Analysis Of Variance

ARN: Acide ribonucléique

ATCC: American Type Culture Collection
A. triquetrum: Allium triquetrum

B. subtilis: Bacillus subtilis

C: Chloramphénicol

Ca™: lon calcium

C. albicans: Candida albicans

Cl: Chromatographie lonige

Cl: lon chloride

CL: Colistine Méthane sulphonate
COX: Cyclooxygénase

Cu**: lon cuivre



DL: Dose Létale

D.O: Densité optique

DPPH: 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl

EC: Effective Concentration

E. coli: Eschirichia coli

EMB: Extrait méthanolique de bulbes

EMF: Extrait méthanolique de feuilles

Fe**: lon fer

FRAP : Ferric Reducing Antioxidant Power

g gramme

GC-MS: Gas Chromatography - Mass Spectrometry
h: heure

HPLC: High Pressure Liquid Chromatography
IB: Infusé de bulbes

IF: Infusé de feuilles

IL: Interleukine

IR: Indice de Rétention

JB: Jus de bulbes

JF: Jus de feuilles

K™ lon potassium

K. pneumoniae: Klebsiella pneumoniae

LC-MS : Liquid Chromatography — Mass Spectrometry



LPO:

mg:

Mg**:

MH:

ml:

mm:

Mn**:

nm:

Na*:

NO3-:

P:

P. aeroginosa:
Pb**:

P. mirabilis:
PO4?:

RMN:

SAA:

SAB:

S. aureus:

S. cerevisiae:

TNF:

Lipoxygénase

milligramme

lon magnésium

Muller Hinton

millilitre

millimetre

lon manganese

nanometre

lon sodium

lon nitrate

Poids

Pseudomonas aeroginosa

lon plomb

Proteus mirabilis

lon phosphate

Résonance Magnétique Nucléaire
Spéctrométrie d’absorption atomique
Sabouraud

Staphylococcus aureus
Saccharomyces cerevisiae

Tumor Necrosis Factror



TSA:

Sec.

SO4%:

ufc:

(UAVA

XX€:

°C:

%:

um:

Trypticase Soja Agar
seconde

lon sulfate

unité formant colonie
Ultra violet
Vingtieme

degré Celsius

pour cent

microlitre
micrometre

Lambda



APPENDICE B
MATERIEL NON BIOLOGIQUE

APPAREILLAGE

- Autoclave

- Bain marie

- Balance de précision
- Bec benzene

- Chambre UV

- Chromatographie ionique
- Etuve bactériologique

- Evaporateur rotatif

- Four & moufle

- GC-MS

- Haute chimique

- HPLC

- Loupe binoculaire

- Microscope photonique

- Plaque chauffante

- Spectrophotométre a absorption atomique

- Spectrophotométre UV — Vis



VERRERIE ET CONSOMMABLES

- Ampoules a décanter

- Anse de platine

- Béchers

- Ballon a fond plat a col rodé

- Boites de Pétri

- Disques d’antibiogramme stériles
- Ecouvillons stériles

- Entonnoirs

- Erléne Meyer

- Lames en verre et lamelles

- Micropipette

- Papier Wattman et papier alluminium
- Pinces

- Pipettes graduées

- Pipettes Pasteur

- Portoirs

- Seringues

- Sonde de gavage

- Tubes a essai



APPENDICE C

PARAMETRES STATISTIQUES UTILISES

Movyenne d’un ensemble de valeurs

Considérons un échantillon de n mesures d’un paramétre donné (x1,

X2....,Xn).
— Zixi
La moyenne est définie comme X = n
2 _ Xilxi—x)?
Variance o = ——

n

Ecart type C’est la racine carrée de la variance

b o7 L B zlixiz_fz

n n
i=1

Ecart-type de la moyenne il est défini par

n—1



APPENDICE D

SPECTRES DE LA CHROMATOGRAPHIE IONIQUE

PROFILS CHROMATOGRAPHIQUES DES CATIONS

Sample Name:  Ech.bulbes Inj. Vol 250
Sample Type unknown Dilution Factor 5,0000
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Sample Name:  Ech.feuille Inj. Vol 25,0
Sample Type: unknown Dilution Factor 20,0000
Program 2311 2015 cation EG Operator
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PROFILS CHROMATOGRAPHIQUES DES ANIONS

Sample Name:  bulbe 1:20 Inj. Vol. 250
Sample Type:  unknown Dilution Factor 20,0000
Program 19 06 2016 anions EG Operator
Inj. Date/Time: 20,0616 12:04 Run Time: 15,00
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Sample Name:  bulbe 1:400 Inj. Vol 250
Sample Type:  unknown Dilution Factor: 400,0000
Program: 19 06 2016 anions EG Operator;
Inj. Date/Time: 20,06,16 13:51 Run Time 15,00
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Sample Name:
Sample Type:
Program.

Inj. Date/Time:

ECH. bulbe

unknown

20 07 2016 anions EG

2007.16_14:59

Inj. Vol
Dilution Factor
Operator.

Run Time
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Spectres des anions dans les bulbes d’A. triquetrum




Sample Name:  feuille 1:25

In). Vol 250
Sample Type:  unknown Dilution Factor 25,0006
Program: 19 06 2016 anions EG Operator:
Inj. Date/Time: 20.06.16 11:47 Run Time: 15,001
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Sample Name:  feuille 1:500
Sample Type:  unknown

Program:

Inj. Date/Time
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Sample Name:  ECH. feuille Inj. Vol 25,0
Sample Type:  unknown Dilution Factor 10,0000
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Spectres des anionis dans les feuilles d’A. triquetrum



APPENDICE E

PROFILS CHROMATOGRAPHIQUE DE LA GC-MS
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APPENDICE F

PROFILS CHROMATOGRAPHIQUE DE L’HPLC

mALl
2500}
i
2000 «
e}
2
13004 o
| =
Ll
|| T
1000 - |
{ |
| 1
Em_
I W
;'a@
'm
04— d‘- . — .
0 30 35 40 i

Chromatogramme de I'extrait méthanolique de bulbes (EMB) de A. triquetrum

ALl
2500
] @
&
i
. r,:En
2000 et
J "I
|
1 |
15004 rl
] 3 :
I .
1000 |
500
T e ]
1 T
4 By
T
0 ? T T T
0 30 35 40 mir]

Chromatogramme de I'extrait méthanolique de feuilles (EMF) de A. triquetrum



250

Chromatogramme de I'infusé de bulbes (IB) de A. triquetrum

BLFT —==

e
T

-l

800+

Chromatogramme de l'infusé de feuilles (IF) de A. triquetrum



APPENDICE G

QUELQUES RESULTATS DE L’ACTIVITE ANTIMICROBIENNE

Les principaux résultats de I'effet inhibiteur des extraits d’ A. triquetrum sur les

bactéries Gram positif



Les pricipaux résultats de I'effet inhibiteur des extraits d’A. triquetrum sur les

bactéries Gram négatif



Les principaux résultats de I'effet inhibiteur des extraits d’A. triquetrum sur les

levures



APPENDICE H

LES COURBES D’ETALONNAGE

Do lue &760
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APPENDICE |

LES COURBES DE TENDANCE

y = 21.51x + 29.08

R2=0.980
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