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Résumé

Le présent travail porte sur 1’étude de la composition chimique de I’huile
essentielle de 1’espéce FEuphorbia paniculata syn.algériensis ainsi qu’a la
détermination des activités biologiques de I’huile essentielle et de deux extraits
lipidiques des especes: Euphorbia paniculata syn.algériensis, Euphorbia

phymatosperma.

L’analyse de I’huile essentielle d’Euphorbiapaniculatasyn.algériensis a été
effectuée par CG/SM. La composition chimique renferme exclusivement des
alcanes linéaires allant de tétradécane a I’héxatriacontane, le tetracosane est le

produit majoritaire (12.11%).

L’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle et les deux extraits a été évaluée
sur dix souches bactériennes et un champignon a I’aide de la méthode de diffusion
de disque. Les tests d’activité effectués ont montré que I’huile essentielle et les
deux extraits sont dotés de propriétés antibactériennes. L’activité antioxydante des
extraits lipidiques de d’Euphorbia paniculata syn.algériensis et d’Euphorbia
phymathosperma a été déterminée par la méthode au DPPH. Les résultats obtenus
ont montré que les deux extraits (£.A4 et E.P) présentent un fort pouvoir
antioxydant. Nous avons noté la présence d’une activité anti-inflammatoire de les
deux extraits lipidiques d’Euphorbia paniculata syn.algériensis et d’Euphorbia

phymathosperma.
Mots clés :

Huile essentielle, extrait lipidique, Fuphorbia paniculata syn.algériensis,
Euphorbiaphymathosperma,  alcanes, activité antimicrobienne, activité

antioxydante, activité anti-inflammatoire.



Summary
The present work focuses on the study of the chemical composition of the

essential oil of Euphorbia paniculata syn.algériensis and determining the
biological activities of the essential oil and lipid extracts of two species:

Euphorbia  paniculata  syn.algériensis  and Euphorbia  phymatosperma.

The analysis of the essential oil of Euphorbia paniculata syn.algériensis was
performed by GC / MS. The chemical composition is dominated by alkanes.
There is the presence of a series of alkanes from tetradecane to hexatriacontane

and the tetracosane is the major product (12.11%).

The antimicrobial activity of the essential oil and the two extracts was evaluated
on ten strains of bacteria and fungi using the disc diffusion method. Activity tests
carried out showed that the essential oil and extracts are both equipped with
antibacterial properties. The antioxidant activity of lipid extracts of Euphorbia
paniculata syn.algériensis and Euphorbia phymathosperma was determined by
the DPPH method. The results showed that both extracts (E.AandE.P) have a
strong antioxidant. We noted the presence of anti-inflammatory activity of two
lipid extracts of Euphorbia paniculata syn.algériensis and Euphorbia

phymathosperma.

Keywords: essential oil, extracted lipid, Euphorbia paniculata syn.algériensis,
Euphorbia phymathosperma, alkanes, tetratetracontane, antimicrobial activity,

antioxidant activity, anti-inflammatory activity.
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INTRODUCTION



L’histoire de la médecine par les plantes est trés ancienne. Elle remonte a
I’époque ou I’homme est devenu conscient de son environnement, et s’est dit
avoir €t sur la terre pour quelques millions d’années et durant lesquelles il doit

lutter pour son existence en tant que chasseurs ou cueilleurs.

Durant toutes ces milliers d’années d'expérience, I’homme a appris a distinguer
les plantes utiles et nuisible, ainsi que leurs propriétés dans la guérison des

maladies.

Cette utilisation ancienne des plantes & des fins de guérison thérapeutique, a

constitué l'origine d'une grande partie de la médecine moderne.

De nombreux médicaments classiques proviennent de sources végétales. Il y a un
siecle, la plupart des médicaments efficaces étaient a base de plantes. Les
exemples incluent I"aspirine (a partir de I'écorce de saule), la digoxine (a partir de
la digitale), la quinine (& partir de 1'écorce de quinquina), et de la morphine (a
partir du pavot & opium). Le développement de médicaments a base de plantes
s’est poursuivi avec les compagnies pharmaceutiques engagées dans le dépistage a

grande €chelle des produits pharmaceutique d’origine végétale [1].

Ces plantes médicinales devenues par la suite une source principale de découverte
de nouveaux principes actifs, occupent désormais une position primordiale dans le
domaine de la recherche de nouveaux médicaments. Actuellement, plus de 50%
de ces derniers sont d’origines naturelles. Paradoxalement, le régne végétal qui
englobe environ 500000 espéces n’a été que partiellement étudié sur les plans
chimique et pharmacologique. C’est ainsi que ’industrie pharmaceutique, depuis
la découverte de I’aspirine jusqu’a la découverte du taxol, s’est largement
développée grace a la diversité des métabolites secondaires présents dans les
différentes parties des plantes, ce qui a permis dans une certaine mesure d’accéder

a de nouvelles molécules aux propriétés biologiques digne d’intérét[1].

L’ Algérie, pays connue pour sa biodiversité, dispose d’une flore particuliérement
riche et variée. On compte environ 3000 espéces de plantes dont 15% endémique
et appartenant a plusieurs familles botaniques [2]. Ce potentiel floristique

constitué de plantes médicinales, toxiques et non toxiques, est peu exploré du



point de vue chimique et pharmacologique. A cet effet, il constitue une source non

négligeable de recherche de substances naturelles a visée thérapeutique [1].

Parmi ces plantes a vertus thérapeutique, on note la famille des Euphorbiacées qui
est considérée comme ’une des familles les plus vastes et les plus cosmopolites
que compte le sous embranchement des angiospermes[1].

En Algérie, on a pu identifier un seule genre, c’est celui de I’ Euphorbia dans le
quel on distingue au moins une vingtaine d’espéces qui se répartissent dans les
régions d’Algérie [2].

Parmi ces plantes, quelques unes sont endémiques comme celles retrouvées dans
le Tell saharien on citera a titre d’exemple Euphorbia guyoniana Boissier et
Reuter [1].

La plupart de ces plantes ont été utilisées pour leurs effet anti-inflammatoire,
antalgique, antibactérien, antivénéneu et dans le traitement des maladies

respiratoires.

On a constaté que le genre Euphorbia a largement été étudié de part le monde,
pour sa richesse en métabolites secondaires (terpénes, alcaloides, flavonoides,
glycosides et d’autres...) qui ont été¢ isolé a partir des espéces de ce genre
potentiellement intéressant dans la médecine moderne.

Ce travail porte sur I’étude de la composition chimique et de 1’activité biologique
de I’huile essentielle d’Euphorbia paniculata. 11 porte également sur I’étude de
I’activité biologique des extraits lipidiques de deux espéces: FEuphorbia
paniculata et d’ Euphorbia phymatosperma.

Le présent mémoire est subdivisé en trois chapitres :

Chapitrel : synthese bibliographique sur le genre Euphorbia.

Chapitre2 : Etude chimique de I’huile essentielle d’ Euphorbia paniculata.

Chapitre3 : Etude de D’activité biologique de I’huile essentielle d’Euphorbia
paniculata et des extraits lipidiques de deux espéces : Euphorbia paniculata et

d’ Euphorbia phymatosperma.

13 |



CHAPITRE 1 :

SYNTHESE
BIBLIOGRAPHIQUE SUR LES
ESPECES
DU GENRE EUPHORBIA



1.1 Introduction

Dans le cadre de la valorisation des espéces de la famille Euphorbiaceae, en
particulier le genre Euphorbia, nous nous sommes intéressés a la réalisation d’une
synthése bibliographique sur ce genre. Cette derni¢re porte sur 1’étude
systématique et taxonomique du genre Euphorbia ainsi qu’a ’étude chimique et
les activités biologique des huiles essentielles et des extraits des espéces du genre

Euphorbia.

1.2 Systématique et Taxonomie du genre Euphorbia

La famille Euphorbiacée ou Euphorbiaceae est une grande famille de plantes a
fleurs, avec 300 genres et environ 10000 especes [10,25]. La plupart sont des
herbes, mais certaines particularités peuvent exister sous les tropiques notamment
les arbres ou les arbustes. Certains sont succulents et ressemblent a des cactus
[2,4].

L’Euphorbiacée est considérée comme I’une des familles les plus vastes et les

plus cosmopolites que compte le sous 1’embranchement des angiospermes [2].

Euphorbia est un genre de plantes appartenant a la famille Euphorbiaceae .
Constitué de 1000 espéces, ce genre est le plus représentatif de cette famille. Les
plantes du genre Euphorbia sont bien représentées au Sahara septentrional et en

Europe [2].

1.2.1 Répartition du genre Euphorbia

Le genre Euphorbia se retrouve principalement dans les régions tropicales et
subtropicales de 1'Afrique et d' Amérique , mais aussi dans les zones tempérées a
travers le monde.

Les espéces succulentes proviennent principalement d'Afrique, d’Amérique et de
Madagascar. Il existe un large éventail d’especes insulaires sur les fles hawaiennes
, ou les euphorbes qui sont collectivement connues sous le nom "Akoko", et sur
les iles Canaries par "Tabaibas"[1,4].

En Algérie, on peut distinguer au moins une vingtaine d’espéces qui se

répartissent dans le Tell littoral et le Tell Blidien (zones montagneuses, paturages,



Foréts humides) ainsi que le Tell saharien (Rocailles et péturages désertiques,
lits d'oueds, zones arides et désertiques, Péturages désertiques Oasis

sahariennes) et parfois dans toute 1'Algérie [2].

Parmi ces plantes, quelques unes sont endémiques comme celle retrouvées dans le

Tell saharien comme Euphorbia guyoniana Boiss. et Reut [22].

1.2.1.1 Noms communs
Les espéces du genre Euphorbia peuvent exister sous les noms suivant :

Euphorbe, Euphorbe en faux, Euphorbe arborescente, Euphorbe a feuilles
d'amandier, Euphorbe réveille-matin, Euphorbe de Nice, Euphorbe des dunes,

euphorbe maritime, Euphorbe des jardins...etc. [2].

1.2.1.2 Nom botanique

Le nom botanique provient de Euphorbia Euphorbe , le nom d’un médecin grec
du roi Juba II de Numidie (52-50 avant JC - 23 apres JC)., qui a épousé la fille

d'Antoine et de Cléopétre. Il a écrit qu’une plante rassemblant a un cactus,

...attribuée plutard au genre Euphorbia, était un puissant laxatif . En 12 cent avant
JC, Juba a nommé cette plante Euphorbe d’aprés son médecin Euphorbia
Euphorbe [23].De méme le botaniste et taxonomiste Carl Von Linné attribua le

nom du genre Euphorbia tout entier en 'honneur de ce médecin grec [24].

1.2.1.3 Noms vernaculaires
Les noms les plus utilisée en Algérie sont :

Lezara, tanakat, Garraba, Khunaiz, sabia, Halib el diba, tanahout, Tellak, Bassaq
el mouloud. [2,4].

1.2.2 Classification du genre Euphorbia

La famille n’est pas trés connue sur le plan systématique. En effet Euphorbiaceae
a des tendances 2 la division, et de nouveaux genres, se manifestent souvent, par

exemple plus de cinquante genres ont été introduits puis considérés comme



synonymes [3,26]. Ce constat peut s’expliquer par sa distribution car elle est
localisée principalement dans les régions tropicales, et ’existence éphémere des
fleurs chez certains genres, rendent leur identification difficile et entravant ainsi

toute étude botanique [26].

Plusieurs systématiciens s’intéressent a cette grande famille, pour faire une
classification plus précise, on peut citer parmi eux, Lindley, Engler, Cronquist,

Dahlgren, Thorne, Webster [1,3].
Mais la classification de Webster est la plus utilisée [26] :
Taxon : Rhizophytes

Embranchement : Spermaphytes
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Sous-classe : Dialypétales

Série : Thalamiflores

Sous-série : Méristémones

Ordre : Tricoques

Famille : Euphorbiaceae
Sous-famille : Euphorbiadeae

Genre : Euphorbia

1.2.3 Description du genre Euphorbia

Se sont des Plantes herbacées ou arbustes (Figure 1), pourvus de latex (Figure
2) blanc. Les feuilles sont simples, rarement stipulées. Les fleurs sont unisexuées,
groupées en inflorescence complexe (cyathes), disposées en ombelles feuillées.
Le cyathe est constitué par une fleur femelle centrale a 5 cymes exigués de fleurs
males, réduites en général & une étamine, le tout enveloppé dans un involucre

cupuliforme & 4-5 lobes présentant dans les sinus une glande charnue de forme
variable [2].



Figure 1: Euphorbia calyptratinvolucrata  Figure 2 : Euphorbia flamandi

Les Carpelles sont soudées a I’ovaire supérieure a trois loges uniovulées, de style
bifide, quant 4 la Capsule tricoqué et généralement déhiscente [2]. Enfin la graine

est albuminée et caroncule [2].

La figure 3 illustre les informations relatées précédemment.

Figure 3 : inflorescence des déférentes especes du genre Euphorbia:- A,B,C,D,

E, F cyathes.G, H grains. - I, J, K fleur. [6]

1.3  Etude chimique du genre Euphorbia

Les plantes du genre Euphorbia ont fait 1’objet de plusieurs recherche
phytochimique et pharmacologique. Ces études se sont intéressés a leur latex
[2,11], fruits [2,12], feuilles [2,12], racines [2], et parfois a la plante entiére [2,12],

ont permis 1’isolement et la caractérisation d’un nombre important de métabolites




secondaires appartenant & différentes classes chimiques. Ces métabolites ont éte
isolés a partir de I’extrait lipidique préparé par solvant comme: 1’éthanol (7],
méthanol [11], chloroforme, dichlorométhane [1], éther de pétrole et alcool [9],
mélange de méthanol, hexane et dichlorométhane [10], acétone [20]. L’étude
chimique & porté également sur les huiles essentielles qui ont été préparés par

entrainement a la vapeur d’eau [20].

1.3.1 Meétabolites secondaires isolés du genre Euphorbia

1.3.1.1 Etudes chimiques des extraits lipidiques du genre Euphorbia

L’étude chimique des extraits lipidiques des espéces du genre Euphorbia ont
permis 1’isolement de plusieurs métabolites secondaires tel que les alcaloides (1,
20,17], les flavonoides [1, 20, 17], les acides gras [1,20]; les triterpenes
tétracyclique [1,20] et pentacyclique [1,20], les diterpénes [1,20], ainsi que des

polysaccharides.

1.3.1.1.1 Diterpénoides isolés du genre Euphorbia

Les espéces du genre Euphorbia ont des squelettes différents de diterpénes. Les
diterpénes composent une vaste famille de molécules en C-20 présentant une trés

grande variété structurale.

La planche A regroupe quelques structures de diterpénes isolés et les especes dont

ils sont issus.



Planche A : Structure de quelques diterpénes isolées du genre Euphorbia

Plante Structure de diterpéne isolée Ref
o |[27.2
8]
Euphorbia _
calyptrata 0 g
[27.2
8]
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1.3.1.1.2 Triterpénoides isolés du genre Euphorbia
Les espéces du genre Euphorbia renferment des triterpénoides en particulier a
squelette tétracyclique du type cycloartane, lanostane, euphane, tirucallane.
Des triterpénes & squelette pentacyclique y sont également présent mais en
nombre moindre [20].
La planche B illustre les squelettes Cycloartane, Lanostane, Euphane, et la

planche C regroupe quelques structures de diterpenes isolés et les espéces dont ils

sont issus.



Planche B: Squelette Cycloartane, Lanostane et Euphane

Squelette Cycloartane [20]

Squelette Lanostane [20]
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Squelette Euphane [20]




Planche C: Structure de quelques triterpénes isolées du genre Euphorbia
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1.3.1.1.3 Alcaloides et flavonoides du genre Euphorbia

Les alcaloides ont été signalés en particulier dans Euphorbia guyoniana Boissier
et Reuter avec I’isolement du 1,5-diphényl-3-styryl-2-pyrazolinel.

Dans cette méme espéce, six flavonoides connus ont été isolés, il s’agit de
kaempférol, kaempférol3-O-glucoside, kaempférol3-rutinoside, la quercétine,
quercétine 3-O-glucoside, et de la rutine les mémes composés phénoliques ont €t¢
isolés dans E. guyoniana et E. retusaforsk [1].

Deux composés phénoliques ont été aussi séparés 4 partir d'E. decipiens. 11 s’agit
du méthyle (2,4-dihydroxy-3-formyl-6-methoxy) phenylketone (a) et 1,1 - bis
(2,6—dihydr0xy—3-acetyl-4—methoxyphenyl) méthane (b) [20].

Le gallate de méthyle a été isolée d’E. reheranica comme le seul composé
phénolique [20,34, 35].

Deux flavonoides glycosidiques, myricetin-3-rhamnoside (c) et deux tanins

hydrolysables, (d) et (€) ont été identifié dans E. aucherii récoltée en Iran.

Les susdits composés phénoliques étaient purifics des fractions polaires de

l'extrait de plantes aprés acétylation de leurs groupes hydroxyle [20,36].

D’autres flavonoides et des composés phénoliques qui ont €t€ isolés d'E.larica, E.
virgata, E. chamaesyce, E. magalanta, E. Lanata et E. tinctoria [20,36] (tableau
2).

Planche D : Composées phénoliques isolé d’E. decipiens et E. aucherii [20]
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1.3.1.14 Autres produits isolés du genre Euphorbia

D’autres produits ont été isolés des espéces du genre Euphorbia, ce sont les
phospholipides [1,20, 36], acides gras, les hydrocarbures saturés oxygénés et les
esters qui ont été isolés d'E. larica, E. falcata L. E. Lanata, E. Tinctoria et E.

myrsi-nuit ont été mentionnés dans le tableau (tableau 2) [20,36].

1.3.1.2 Etude chimique de ’huile essentielle du genre Euphorbia

Les constituants chimiques de l'huile essentielle d'E. teheranica ont été analysés
par GC et GC/MS, révélant 22 composés. Les constituants majeurs étaient :
elemol (57.5 %), B-caryophyllene (8.1 %) et caryophyllene (7.8 %), y-eudesmol,
B-eudesmol, a-eude-smol, o-humulene, humulene époxyde II, 10-pi-y-eudesmol et
comme un sesquiterpenes ’hinesol. Concernant les composés mineurs on note la
présence des monoterpénes tel que I'hydrate de cis-sabinene, I'hydrate de trans-
sabinene, citronellol, terpinen-4-ol et o-terpineol, des n-alkanes tel que dodécane,
tridecane, tetradecane, nonadecane et henicosane, Le benzoate de benzyl et le
hexadecanoate de méthyle qui ont été identifié a des quantités infimes [20,36]
(tableau 2).



Tableaul.l : Flavonoides, coumarine, triterpenes, stéroides et autres constituants

isolés d’espéces du genre Euphorbia

Espéces de | Flavonoides et coumarine Triterpenes et | Autre constitue
genre stéroides
Euphorbia
E. larica - Kaempferol-3-O- | b-Amyrinacetate, Nonacosane (j),
glucoside (f) lupeol, lupeol octacosylbehena
- quercetin-3-O-glucoside | acetate, ginnone, | €
(2 ambrein, lupeone. (k)[3 8]
- kaempferol-3-rutinoside (3]
(h)
- rutin(i)
- 6-methoxyapigenin(j)
[38]
E.virgata | (£),(g),(h),(i),kaempferol(l)
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E. (H),(g)- [38]
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y) Activité biologique du genre Euphorbia
2.2 Utilisation en médecine traditionnelle

Les espéces de genre Euphorbia sont Jargement et universellement utilisées en
médecine populaire pour guérir bon nombre de maladies [40]. Cette utilisation a
grande échelle par les sociétes primitives, en a fait un argument prépondérant qui
justifie les travaux intensifs de recherches réalisés tant du point de vue
phytochimique que pharmacologique. A ce jour, plusieurs especes sont utilisées

en médecine traditionnelle. On citera parmis elles :

Euphorbia resinifera Berg: La résine de cette espéce endémique marocaine
appelée communément Buphorbe résinifére, est utilisée en application locales
comme révulsives. Petrie avec de la farine ou de la semoule et du blanc d’ceuf,
elle est utilisée contre les rhumatismes et les paralysies. Elle est également
employée pour soigner les piqures, les morsures venimeuses et les algies

dentaires. Les femmes emploient aussi un mélange a base de la résine d’euphorbe



comme abortifs malgré ses dangers. Le latex frais de cette plante est recommandé
par les berbéres de Beni-Mellal, contre les verrues [1].

Euphorbia obtusifolia Poiret : Le latex de cette espece est préconisé au Sahara
occidental, en applications externes, en tant que reméde contre les morsures de

serpents et la gale animale [1].

Euphorbia antiquorum L : Cette plante originaire de I’Inde et de Sri Lanka, est
utilisée entiérement pour traiter les infections cutanées. Le latex est employé
contre la grippe et pour soigner les problémes des voies respiratoires,
principalement la bronchite [1].

Euphorbia kansui L : Les racines séchées de cette plante, connues sous le nom de
« Kan Sui» dans la médecine traditionnelle chinoise, sont préconisées comme

reméde contre le cancer [1].

Euphorbia cyparissias L : Les graines de cette espéce renfermant des saponosides,

sont utilisées pour leurs propriétés purgatives et anti-inflammatoires [1].
2.3  Utilisation actuelle

Les composés qui ont été fréquemment retrouvé dans les espéces du genre
Euphorbia comprennent les diterpénes, les triterpénes, les Stéroides, les
cérébrosides, les glycérols, les composés phénoliques et les flavonoides [13].
Dans ce cadre, plusieurs activités biologiques ont été mises en évidence pour ces

composés, ont peut citer les activités suivantes :

2.3.1 L’activité anti-tumorale[a]

Les composés les plus pertinents & la toxicité et les activités biologiques
considérables dans Euphorbia sont des diterpénes, en particulier ceux des

abiétane, tigliane, et des squelettes ingenane [13].

Les Abiétanes isolés a partir d'espéces du genre Euphorbia

Les Abiétanes qui sont des dérivés isolé a partir d'espéces du genre Euphorbia

sont des diterpénoides abiétane, qui présentent une activité inhibitrice sur les



b)

différents types de cellules tumorales, tels que ANA-1,B16, les cellules Jurkat
[18], les cellules K562 [41] et LNCaP cellules [19] (planche E).

Les Ingenanes isolés a partir d'espéces du genre Euphorbia

Les ingenanes sont des diterpénoides qui ont une structure caractéristique unique
a ce genre. Ce type de diterpénoides a été largement rapporté dans de nombreuses
especes d'Euphorbia. Certains chercheurs ont montré que ces diterpénoides ont
une activité antinematodal et termiticidal [42,43]. 1l y avait également des
rapports toxiques tels que l'activité pro-inflammatoire des tumeurs [44,45, 46]

(planche E).

Dérivés Tigliane isolés 4 partir d'espéces du genre Euphorbia

Ce type de diterpéne macrocyclique, qui se trouve dans les graines, les racines, les
souches et dans le latex du genre Euphorbia, est le constituant principal qui
provoque des irritations toxique au niveau de la peau, ainsi que des pro-
inflammatoire. Alors I’activité antitumorale est active dans ces especes [47,
48,49] (planche E). La planche E illustre le squelette Abiétane, Ingenane et

Tigliane.

Planche E : Squelette Abiétane, Ingenane et Tigliane
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Tableau 1.2: Diterpénoides, Abiétane, Ingenane, tigliane isolées & partir

d'espéces d'Euphorbia

Espaces di terpéne Structure ref

E. calyptrata Abiétane Helioscopinolides H 54

E.terracina Abiétane 7B-hydroxy-8o. E jolkinolide ,14- | 52
dihydro

E. fischeriana Abiétane 17-B Hydroxyjolkinolide 53

E. esula Ingenane 17-benzoyloxy-3-O- 55
(2,3dimethylbutanoyl) -13 - (2,3-
dimethylbutanoyloxy) ingénol

E. cauducifolia Ingenane 20-O-acétyl-3-O-angeloyl-17- 51
hydroxyingenol

E. fischeriana Tigliane 13-acétoxy-12-désoxyphorbol 56
[prostratine]

E. poisonii Tigliane 20-hydroxy-12-désoxyphorbol 50

angélate
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2.3.2  Activité anti-inflammatoire [

Les triterpénes sont responsables de 1’effet anti-inflammatoire de ces plantes '
On peut citer 4 titre d’exemple :

Dans Euphorbia Antiquorum : il y’a le composé 19(10,9) abeo-8a, 9B, 10a-eupha-
5,24-dién-3B-ol et 24-méthyltirucalla-8,24(241)-dién-3B oleuphorbol®2*3,

Dans Euphorbia mellifera : le composé Euferol et Milliferol®".

Euphorbia heterophylla Linn présente un effet anti-inflammatoire a partir de
Iextrait méthanolique et aqueuse de la plante et dans le traitement des maladies

respiratoire. 7"

Ces composés sont tous responsables a I’activité anti-inflammatoire de leurs

especes.

2.3.3 L’effet sur la tension artérielle®

L'effet de (2,4-dihydroxy-3-formyl-6-methoxy) phenylketonea été étudié sur la
tension artérielles chez les rats Wister normotensives?.

Comme nous avons susdit précédemment le genre Euphorbia présente beaucoup
d’activité biologique, on peut citer

Ehirta (L.), E.esula et E.granulata Forsk présentent une activité anti

bactérienne! ], antimicrobienne!? ainsi que antifongique [F4, 1],
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CHAPITRE 2 :
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2.1 Introduction

Dans le cadre de notre mémoire et vu 1’importance de I’utilisation des espéces du
genre Euphorbia en médecine alternative, nous avons consacré cette étude

expérimentale & deux espéces de ce genre.
Les criteres de choix de ces espéces, reposent essentiellement sur le fait que :

v Ces espéces appartiennent au genre Euphorbia de la famille
Euphorbiaceae dont plusieurs activités biologiques ont été mises en
évidences.

v" Absence de travaux antérieurs sur ces espéces.

Notre travail expérimental est effectué sur deux espéces du genre Euphorbia, il
s’agit de Euphorbia phymatosperma et Euphorbia paniculata. 1l comporte deux

chapitres :

e Etude chimique de I’huile essentielle d’Euphorbiq paniculata.
e Etude de I’activit¢ biologique de I’huile essentielle d’Euphorbia
paniculata et des extraits lipidiques d’Euphorbia phymatosperma et

Euphorbia paniculata.

Le travail expérimental a été effectué au niveau de complexe Antibiotical de
MEDEA du GROUPE SAIDAL ainsi qu’au niveau de laboratoire de chimie des

substances naturelles de Université de Saad Dahleb —Blida- .

2.2 Systématique et taxonomie

2.2.1 Systématique et taxonomie d’ Euphorbia phymatosperma

Les systématiciens de la botanique s’accordent a classer cette espéce comme suit :
Famille : Euphorbiaceae

Sous famille : Euphorbioideae

Tribu : Euphorbieae

Sous tribu : Euphorbiinae
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Genre : Euphorbia

Espece : E. phymatosperma

Figure 4 : Euphorbia phymatosperma
Description de I’espéce Euphorbia phymatosperma

C’est une petite plante annuelle non succulente a des tiges dressée et simple de 10

a 15 cm. Leurs feuilles sont entiéres et leurs Cyathes sont petit.

En Algérie, cette plante se trouve dans les foréts et les zones arbustives , les
steppes arbustives de la végétation montagnarde de Chréa. La période de floraison
s’étale du mois de Mars a Mai.

2.2.2 Systématique et taxonomie d’Euphorbia paniculata syn.algeriensis

Les systématiciens de la botanique s’accordent a classer cette espece comme suit :
Famille : Euphorbiaceae B
K

Tt

¥

Sous famille : Euphorbioideae
Tribu : Euphorbieae
Sous tribu : Euphorbiinae

Genre : Euphorbia

Espece : E. paniculata

Figure 5 : Euphorbia paniculata syn.algériensis




2.2.3 Récolte et séchage d’Euphorbia phymatosperma d’Euphorbia paniculata

syn. algeriensis

L’espece Euphorbia phymatosperma a été récoltée dans la région de Blida (sud
ouest d’Algérie) au mois d’avril 2012 exactement dans la station Tafrant de

Hamam melouane.

La récolte d’Euphorbia paniculata syn algeriensis a été faite dans la station de
Hamdania au bord la riviére de Chiffa dans la région de Blida au mois de Mai

2012.

Apres le séchage dans un endroit sec et a I’abri des rayons solaires, les deux

plantes ont été coupées en petits morceaux et conservées dans des flacons.

Les deux espéces ont ét¢ identifiés au niveau de laboratoire de botanique de jardin
d’essais « Hama » et au niveau de parc national de Chréa comme étant Euphorbia

phymatosperma et Euphorbia paniculata syn.Euphorbia Algeriensis.

2.3 Méthodes d’extraction de I’huile essentielles et des extraits lipidiques

Nous avons préparés I’huile essentielle pour une analyse chimique et I’étude de

Pactivité biologique, et les extraits lipidique pour les tests d’activités biologiques.

2.3.1 Préparation de I’huile essentielle d’Euphorbia Algeriensis par

Pentrainement a la vapeur d’eau
2.3.1.1 Dispositif expérimental
Le dispositif expérimental comprend :

Un ballon rempli au 2/3 d’eau et chauffé & ébullition surmonté d’une ampoule &
décanter, contenant les feuilles, les cyathes, les grains et les tiges de notre matiére

végétale (Euphorbia paniculata).
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Figure 6 : Dispositif d’entrainement a la vapeur d’eau

Les vapeurs produites traversent la matiére végitale en entrainant 1’huile
essentielle. Le mélange hétéroazéotrope est condensé au niveau du réfrigérant,
connecté a I’ampoule & décanter, le mélange hydrolat-huile essentielle est
récupéré dans un bécher, il est constitué d’eau aromatique (contenant quelques
constituants de 1’huile essentielle soluble dans I’eau) et de I’huile essentielle

insoluble dans ’eau.

2.3.1.2 Extraction liquide-liquide de I’huile essentielle

Le mélange hydrolat-huile essentielle récupéré subit une extraction

liquide-liquide & 1’éther pour isoler I’huile essentielle.




Figure 7 : extraction liquide-liquide de I’huile essentielle

L’hydrolat est mélangé dans une ampoule & décanter avec environ 20 ml
d’éther diéthylique (immiscible avec I’eau), aprés agitation et décantation, on
obtient alors deux phases. Une phase organique ou éthérée qui contient I’huile

essentielle et une phase aqueuse qui est la plus dense.

La phase ethérée est ensuite séparée et filtrée sous la hotte sur le sulfate de

sodium anhydre (Na,SO,) pour éliminer toute trace d’eau.

On procéde a I’évaporation de I’éther jusqu'a I’obtention des gouttelettes
visqueuses d’huile, qui sont récupérés a 1’aide d’une pipette pasteur et un peu
d’éther et stockée dans un petit flacon hermétique a froid et a I’abri de la

lumiére.

2.3.2 Préparation des extraits lipidiques
2.3.2.1 Mode opératoire

On mélange une quantité précise de matiére végétale (feuilles, tiges, grains
d’ Euphorbe) avec le mélange solvant Dichlorométhane/ Méthanol (V/V : 1/1)

on le laisse séjourner pendant 7 jours avec agitation de temps a autre.

Enfin d’extraction, on récupére une miscella (solvant + extrait) par filtration.




2.3.2.2 Extraction liquide-liquide de I’extrait

Le miscilla est mélangé dans une ampoule a décanter a 20 ml d’eau distillé et
20 ml d’éther. Apres agitation et décantation, on obtient deux phases; Une

phase organique ou éthéré qui contient I’extrait et une phase aqueuse.

Figure 8 : Extraction liquide-liquide de I’extrait lipidique

La phase éthéré est ensuite séparée et filtrée sous la hotte sur le sulfate de

sodium anhydre (Na,SO4) pour éliminer toute trace d’eau.

Ensuite on procéde a I’évaporation de 1’éther jusqu'a ’obtention d’un extrait
pateux. On récupére a 1’aide d’une pipette pasteur et un peu d’Ether dans un

petit flacon hermétique et on conserve a froid et a I’abri de la lumiére.

24 Analyse de I’huile essentielle d’Euphorbia paniculata par

chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse

L’analyse de I’huile essentielle d’Euphorbia paniculata a été effectuée par

chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse CG/SM.

Grace a cette technique, il devient possible d’obtenir un spectre de masse
interprétable pour des quantités de substance qui va du microgramme au

nanogramme.




<+ Condition d’analyse

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

conditions suivantes :

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

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

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

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

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

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

2.5 Résultat et discussion
25.1 Rendement de I’huile essentielle et de I’extrait lipidique
a. Rendement de I’huile essentielle

Le rendement en huile essentielle ou en extrait est le rapport entre la masse de

produit extrait et la masse de la plante séche. Le rendement, exprimé en

pourcentage est calculé par la formule suivante :

R % = (masse d’huile essentiel récupéré/ la masse de matiére végétale)* 100

[59].

Une masse de 235.7g de plante séche a permis d’obtenir 5 L d’hydrolat et
0.0585 g de I’huile essentielle soit un rendement faible de 0.024 %.

b. Rendement de I’extrait lipidique

En utilisant des masses de 70.2 g d’Epaniculata et 15.5 g
d’E.phymatosperma, nous avons obtenus des masses d’extrait respectifs de

3.07 mg et 0.19 mg soit des rendements de 4.38 % et 5.13%.



Nous constatons que les rendements obtenus sont assez important par rapport

a ceux habituellement obtenus chez d’autres especes [60].

2.5.2 Propriétés organoleptiques

Nous avons estimé les propriétés organoleptiques a savoir 1’aspect, la couleur

et 'odeur de I’huile essentielle d’E.paniculata et des extraits lipidiques

d’E.paniculata et d’E.phymatosperma.

Les tableaux 2.1, 2.2 et 2.3 regroupent les propriétés organoleptiques et les

rendements respectifs obtenus.

Tableau 2.1 : Propriétés organoleptiques de I’huile essentielle d'E.paniculata

Propriétés organoleptiques

Aspect Liquide mobile
Couleur Jaune foncé
Odeur Caractéristique
Masse obtenus 0.0585 g
Rendement d’huile essentielle 0.024 %
Masse utilisé de plante séche 23572 ¢g
Hydrolat récupéré 5L

Tableau 2.2 : Propriétés organoleptiques d’extrait d 'E.paniculata

Propriétés organoleptiques d’Euphorbia paniculata

Aspect Patte

Couleur Vert foncé
Odeur Caractéristique
Masse obtenus d’extrait lipidique | 3.07 mg
Rendement d’extrait lipidique 4.38 %

Masse utilisé d’Euphorbia | 70.2g
paniculata
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Tableau 2.3 : Propriétés organoleptiques d’extrait d’E. phymatosperma

Propriétés organoleptiques d’Euphorbia phymathosperma

Aspect Patte

Couleur vert foncé
Odeur Caractéristique
Masse obtenus d’extrait lipidique 0.19¢g
Rendement d’extrait lipidique 5.13%

Masse utilisé d’Euphorbia | 15.5g
phymathosperma

2.5.3 Analyse de I’huile essentielle d’Euphorbia paniculata syn.algeriensis

Aprés une analyse CG/SM sur I’huile essentielle d’Euphorbia paniculata

syn.algeriensis, nous avons obtenu le chromatogramme présent dans la figure 10.

Le tableau 2.4 regroupe les produits identifiés, avec le temps de rétention, la

par CG/SM

formule brute et le pourcentage correspondant & chaque produit.

Tableau 2.4: Composés identifiés, temps de rétention, formule brute et

pourcentage

N° de | Tr Nom du composé Pourcentage %

composé (min)

01 18.01 Tridécane Trace
1<0.01%

02 22.171 n-Tetradécane 2.427

03 26.163 Pentadécane 1.888

04 29.172 NI1 7.241

05 29,955 Hexadécane 2.623

06 33.545 n-Heptadecane 2.154

07 33.702 NI2 1.306

08 36.565 NI3 2.646




09 36.889 NI4 2352
10 36.956 NI5 1.891
11 37.00 Octadécane Trace
12 39 Nonadécane Trace
13 40.211 NI6 1.354
14 43.030 1-Docosene 4.770
15 43.4 Ficoséne trace
16 49.148 Docosane 9.925
17 50.456 NI7 2.906
18 51.832 NI8 1.843
19 52.07 Tricosane Trace
20 53.778 NI9 2.119
21 54.460 Tetracosane 12.114
22 56.205 NI10 1.652
23 56.955 NI11 3.447
24 57.312 NI12 2.635
25 59.370 NI13 3.401
26 59 4 pentacosane Trace
27 61.730 NI14 3.478
28 63.978 Hexatriacontane 5.598

L’examen du tableau 2.4, montre que la composition chimique de I’huile
essentielle d’Euphorbia paniculata syn.algeriensis est dominée par les alcanes.
On constate la présence d’un mélange contenant des composés appartenant a une
série homologue d’alcanes linéaires allant du tetradécane a 1’hexatriacontane,

I’hydrocarbure majoritaire étant le tétracosane avec 12.11 %.

Nous n’avons pas pu identifier une fraction de produits représentant 40.90 %, les
données du spectre de masse ainsi que les banques de donnés spectrales nous nous

ont pas parmis de faire 1’identification avec exactitude.



Nous avons noté 1’absence de produits terpéniques couramment rencontrés dans

les huiles essentielles.

L’espece Euphorbia paniculata est connue pour étre une espece a alcaloides, ces

derniers ne sont pas présents dans la composition de ’huile essentielle.

Le procede d’entrainement & la vapeur n’a pas permis leur extraction. Il faut noter
pas p
que certaines huiles essentielles sont riches en alcaloides comme c’est le cas de

Ihuile essentielle d’E. larica et d’E.vergata [38].

Les données des spectres de masse des produits inconnus sont présent sous forme

de m/z (abondance %) des principaux fragments :

NI1: 41(68%), 43(100%), 55(42%), 71(66%).
NI2: 41(36%), 44(61%), 57(70%), 97(100%).
NI3: 41(81%), 44(100%), 57(74%), 97(45%).
NI4: 43(83%), 57(100%), 71(62%), 85(36%).
NI5: 43(91%), 57(100%), 71(61%), 85(42%).
NI6: 43(94%), 44(75%), 57(100%), 71(61%).
NI7: 43(91%), 57(100%), 71(62%), 85(38%).
NI8: 43(76%), 57(100%), 71(64%), 85(37%).
NI9: 44(66%), 57(76%), T0(44%), 129(100%).
NI10: 44(46%), 55(31%), 149(100%).

NI11: 43(77%), 57(100%), 71(59%), 85(38%).
NI12: 43(76%), 57(100%), 71(59%), 85(39%).
NI13: 43(79%), 57(100%), 71(62%), 85(41%).

NI14: 41(32%), 43(80%), 57(100%), 71(62.5%).



CHAPITRE 3 :

TESTS
D’ACTIVITES
BIOLOGIQUES




3.1 Test d’activités microbiologiques
3.1.1 Effet bactériostatique

L’effet bactériostatique d’une substance se manifeste par une inhibition de la
croissance bactérienne sans aucune destruction des microorganismes, d’ailleurs la

croissance microbienne reprend dés que la substance disparut.
3.1.2 Effet antifongique

Les antifongiques sont des substances qui manifestent un effet fongicide ou
fongistatique. Ils sont efficaces sur les levures, les champignons. Ces composes
sont efficaces contre les dermathophytes et les moisissures. Les antifongiques sont

éventuellement bactéricides.

3.1.3 But et principe

Le but de cette étude microbiologique repose sur 1’évaluation de 1’activité
anti-microbienne de ’huile essentielle d’E. paniculata, de 1’extrait d’E. paniculata

et de I’extrait d’E. phymatosperma [28].

Le principe consiste a estimer I’inhibition de la croissance de
microorganismes (bactéries et levures) soumis au contact de ’extrait de la plante
et de ’huile, par la méthode de diffusion sur plaque de gélose en utilisant des

disques absorbants.

3.1.4 Materiels

Les analyses antimicrobiennes ont été réalisées sur I’huile essentielle
d’E.paniculata, extrait d’E.paniculata et extrait d’E. phymatosperma au niveau du

laboratoire physico-chimique de complexe SAIDAL antibiotical,



3.1.4.1 Appareillage et verrerie

- Bain marie.

- Agitateur.

- Etuve réglée a 37 °C.
- Bec benzéne.
- Disques absorbants

diameétre

3.1.4.2 Solutions et milieux de culture

- Eau physiologique stérile.

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

- Milieu soja agar.

- Myristate d’isopropyle.

3.1.4.3 Microorganisme étudiés

Tableau 3.1 : Microorganisme étudiés

stérilisé

- Béchers stériles.

- Boite de pétri de 90 mm
stérile.

- Tubes en verre stérile.
Micro pipettes.

- Pinces stériles.

- Vortex

- Ecouvillon stériles

Bactéries Levures
Escherichia coli ATCC10536. Candida albicans (levure)
Bacillus subtilis ATCC6633 ATCC10231.

Staphylococcus aureus ATCC29737.

Staphylococcus épidermidis
ATCC12228.

Pseudomonas aeruginosa

ATCC27853.

Enterobacter (Hopital Boufarik).

Enterococcus (Hopital Boufarik).

Sarcina lutera (Institut Pasteur IPA).

Streptococcus pneumoniae
ATCC49619.
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Proteus mirobilis (Hopital Boufarik).

3.1.4.4 Préparation des solutions

Pour I’ensemble des tests antibactériens, la substance a étudier (extraits ou huile

essentielle) est solubilisée dans le Myristate d’isopropyle.

Nous avons préparé des solutions de 1% (10 mg/ml) et de 2% (20 mg/ml) dans le
Myristate d’isopropyle (figure 10).

Figure 09 : Dissolution de I‘huile essentiel et des extraits dans le Myristate

d’isopropyle
3.1.5 Protocole expérimental
3.1.5.1 Préparation de I’inoculum

=  Pour les bactéries
A partir d’une culture jeune de 18 a 24 heures sur milieu d’isolement, racler a
l’aide d’une anse de platine quelques colonies bien isolées et parfaitement
identiques, puis décharger ’anse dans 9 ml d’eau physiologique stérile a 0,9% et
bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalente a
une DO de 0,08-0,1 lue a 625 nm. L’ensemencement doit se faire dans les 15 min

qui suivent la préparation de I’inoculum (figure 11).



=  Pour les levures

A partir d’une culture jeune de 48 h, on réalise des suspensions en prélevant
3 a5 colonies bien isolées et identiques, qu’on mettra ensuite dans 5 ml d’eau
physiologique stérile. On procéde a I’agitation au vortex pendant quelques
secondes. Puis on réalise une lecture de la transmittance avec le

spectrophotométre & une longueur d’onde de 620 nm et qui doit étre entre (2 % - 3

%) ce qui correspond & une concentration de 107 - 108 germes/ml

Figure 10 : les souches avec leurs écouvillons

3.1.5.2 Ensemencement des souches

On trempe un écouvillon stérile dans cette suspension, puis on étale sur le milieu
soja agar pour les bactéries et le milieu sabouraud pour les levures dans des boites
Pétri déja préparées. 11 faut noter que toute I’opération s’est faite dans la zone

stérile du bec bunsen.

On dispose a la pince flambée sur les milieux de culture ensemencée de la boite
Pétri des disques de papier buvard imbibés de notre substance & tester, puis on

appui légerement afin de faciliter I’adhérence (figures 12 et 13).

i



Figuell : disque imbibé dans I’extrait figure 12 : dépot des disques dans la

boite pétrie
On retourne les boites Pétri (pour éviter que I’eau de condensation dans la boite
Pétri perturbe la surface du milieu gélosé) et on les place dans cette position dans
I’étuve a la température de 37°C pendant 24h pour les bactéries et 25°C pour la

levure pendant 48H (figure 14).

Figurel3 : Ensemencement dans le milieu de culture
3.1.6 Résultats et discussion du pouvoir antimicrobien

L’évaluation in vitro de I’activité antibactérienne a été réalisée par la technique de
diffusion en puits en utilisant le milieu soja agar pour les bactéries et le milieu
sabouraud pour les levures. L’activité antimicrobienne est déterminée en termes
de diamétre de la zone d’inhibition produite autour des puits aprés 24h ou 48h
d’incubation a la température adéquat pour le développement du germe. Les

résultats du test de I’effet antimicrobien sont résumés dans le tableau 3.1



Figure 14 : Incubateur

Tableau 3.2 : Evaluation de la zone d’inhibition en fonction de la nature de la

souche

Souches Diamétre de la zone d’inhibition

Bactériennes Huile Extrait d’E. | Extrait
essentielle ’E. | algeriensis | d’E.phymathosper
algeriensis ma

Escherichia  coli | — -—------

€]

Bacillus  subtilis | -----~---- 11 4

2)

Staphylococcus 13 23 22

aureus (3)

Staphylococcus

épidermidis (4) | —mmmmmememme

Pseudomonas | ~-mmmememeee

aeruginosa (5)




Enterobacter (6)

Enterococcus (7) 22 17 19

Sarcina lutera (8)

Streptococcus —

preumoniae (9)

Proteus  mirobilis

(10)

Candida albicans

(11)

Au vue des résultats obtenus, nous avons constaté un effet antimicrobien des
extraits lipidiques d’E. algeriensis et d’E.phymathosperma et pour les germes
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis et Enterococcus avec des zones

d’inhibition de croissance allant de 11 4 23 mm de diamétre (figures16 : b, c).

En revanche, une absence totale d’activité antimicrobienne a été enregitré pour les
germes Candida albicans, Proteus mirobilis, Streptococcus pneumoniae, Sarcina
lutera, Enterobacter, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus épidermidis et
Escherichia coli a été constaté par ’huile essenticlle et les deux extraits

(figurel6 : a).

Ceci nous amené a conclue que Deffet antimicrobienne des extraits d’F.
algeriensis et d’E.phymathosperma présente une spécifité d’action pour les

germes Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis et Enterococcus.



Figure 15 : Résultat du test d’activité antimicrobienne (a) absence du

zone d’inhibition, (b), (c) présence de zone d’inhibition

Nous avons aussi constaté que I’huile essentielle d 'E.algériensis présente une
activit¢ ~ antimicrobienne notable envers les germes  Enterococcus et
Staphylococcus aureus, mais dans I’ensemble, les extraits des plantes d’E.
algeriensis et d’E.phymathosperma qui on fait attribuer I’activité antimicrobienne
en raison de la présence de molécule active de haut poids moléculaire. Cette

activité a été déja notée pour le genre Euphorbia [38].




3.1 Test d’activité anti-inflammatoire [61]
3.2.1 Activité anti-inflammatoire (test de Levy) : (CULOT, 1972)

3.2.1.1 But

Ce test a pour objectif de déterminer les étapes a suivre pour controler ’activité
anti-inflammatoire par voie orale du produit 4 tester & savoir I’huile essentielle
d’E.paniculata, extrait d’E. paniculata et extrait d’E,. phymatosperma afin de

garantir la fiabilité des résultats.

Il permet de comparer la réduction de I’eedeéme plantaire aprés administration de
doses égales du produit anti-inflammatoire 4 tester ’huile essentiel
d’E.paniculata, ’extrait d 'E.paniculata et el’xtrait d 'E.phymatosperma et du

produit de référence correspondant IBUPROFENE compimé 200mg.

3.2.1.2 Principe

Le principe de la méthode consiste a injecter la carragéenine sous I’aponévrose
plantaire de la patte de la souris qui provoque une réaction inflammatoire donc un

cedéme qui peut étre réduit par un produit anti-inflammatoire.
3.2.2 Matériel animal
% Pour Pactivité anti-inflamatoire

Nous avons utilisé pour I’étude de I’activité anti-inflamatoire des animaux du
laboratoire de pharmacotoxicologie, des souris issues de I’élevage de I’animalerie

SAIDAL antibiotical, ayant les caractéres suivants :

® Espece : souris albinos

e Sexe : mal, femelle

e Nombre : 30

° Poids: 19 2421g/20g+-2g.

* Alimentation : Granulés » O.N.A.By

° Boisson : Eau de robinet ad libitum



% Condition d’hébergement
Les animaux sont placés dans un local contrdlé.la température est

comprise entre 20 & 24°C, la photopériode est assurée 10 heures par jour,

et le taux d’humidité est de I’ordre de 50%.

3.2.3 Protocole expérimental
3.2.3.1 Préparation du produit a injecter

On prend une masse de 10mg de notre substance (huile essentielle d’E. paniculata
ou extrait d'E.paniculata ou extrait d’E, phymatosperma) on le fait dissoudre dans

5 ml de mélange (4.5 ml d’eau distillé + 0.5 ml de Tween) (figures 17)

Tween 0,

HONTANOX 40

Foate n® ADD 5179

Figure 16 : Tween Figure 17 : Carragéenine Figure 18: Antalfen®

3.2.3.2 Préparation du la solution carragéenine

On met 25 ml d’eau distillé dans un petit bécher, on lui ajoute progressivement de

la carragéenine (0.5g), puis on ajuste le volume a 50 ml avec de I’eau distillé

(figure 18).



3.2.3.3 Préparation du la solution du produit de référence (Antalfen®

Ibuproéne 200mg)
v’ Pour la préparation de cette solution, on utilise Antalfen comprimé
200mg (figure 19).

La dose active : 1200mg /60kg (VIDAL, 2008)

Le poids moyen des souris est de 20g, et chacune d’elles recoit 0.5 ml

de médicament, soit 0.4 mg/souris.

Un comprimé d’Ibuproféne de 200 mg est dissout dans 250 ml d’eau

distillé, soit un volume injecté pour la souris de 0.5 ml.
3.2.4 Mode opératoire
N Pour réaliser ce test, il faut suivre les étapes suivantes :
¢ La veille du test les souris sont mises a jeun (figure 20).
On constitue 5 lots de 6 souris chacun

% Lot témoin négatif T : qui regoit I’eau distillé.

% Lot témoin positif T" : qui regoit la solution d’ Antalfen.

°

Lot essai E; : qui regoit le produit d’huile essentiel d’E.paniculata.

o
%

7
L X4

Lot essai E, : qui regoit le produit extrait d’E. paniculata.

o

% Lot essai E3 : qui regoit le produit d’extrait d’E.phymathosperma.

Figure 19 : Des souris mises a jeun



Le jour du test

Au temps T
On administre aux 6 lots les suspensions suivant par voie orale (figure 21):

Lot témoin négatif T": chaque souris recoit 0.5 ml d’eau distillé.

¢ Lot témoin positif T" : chaque souris regoit 0.5 ml du produit d’Antalfen
200 mg a la dose active.

< Lot essai E;, E, et E3: chaque sourit regoit 0.5 ml de produit d’huile

essentiel  d’E.paniculata, d’extrait d’E.paniculata et  d’extrait

d’E.phymathosperma a la dose active.

Figure 20 : le gavage des souris

Au temps Ty+30 min :

On injecte la solution de la carragéenine sous 1’aponévrose plantaire de la patte

arriere gauche sous volume de 0.025 ml & tous les animaux mis en expérience
(figure 22).



Figure 21: Injection de carragéenine
3.2.5 Résultat et discussion

Au temps To+4h :

% On sacrifie les animaux par rupture de la nuque ou par I’ether.
< On coupe les pattes postérieures a hauteur de Particulation et on les pése

sur une balance analytique (figure 23).

Figure 22 : coupure des pattes

Résultats et discussion

Le tableau suivant représente les moyennes arithmétiques des poids de pattes

arriére gauches et droites de chaque lot des souris :




Tableau 3.3 : Moyennes arithmétiques des poids de patte arriére gauche et

droite

Lot Moyennes de  patte | Moyennes  de patte
arriére gauche (mg) arriére droite (mg)

T 130.2 111.6

T 151.2 135

E, 138 104.6

E, 125.6 111.4

E; 118.6 114.4

% Le pourcentage d’augmentation des poids de la patte (% cedéme) est

calculé par la formule suivante :

% d’cedéme =

% de réduction de 1’oedéme =

Moyenne des poids de la patte gauche — moyenne des poids de la patte droite

*100

Moyenne des poids de la patte droite

% Le pourcentage de réduction de I’cedéme chez les souris traitées par

rapport aux témoins est calculé par la formule suivante :

Yode I’cedéme témoin négatif -% de 1’cedéme essai

*100

%de I’cedéme témoin négatif

Tableau 3.4 : Le pourcentage d’cedéme et de réduction de I’cedéme de chaque lot

Lot % d’cedéme % de réduction de
I’cedéme

T 16.66 I e,y

T 12 27.97

E, 31.93 -91.65

|

59



E, 12.74 23.52

E; 3.67 §1.97

A T’issue de ce test, on remarque une réduction considéré du % d’cedéme pour
extrait d’E. algeriensis qui est de 1’ordre de 23% ce qui est comparable & celui
du produit de référence (27%), et (77%) pour I’extrait d’E.phymathosperma ce
qui représente une activité antiinflamatoire trés intense donc d’une grande

efficacité.

Cette activité anti-inflamatoire s’explique par I’inhibition de synthése des

prostaglandines qui font réduire le pourcentage d’cedéme.

Cette étude mérite d’étre poursuivi et démontré par une étude histologique afin de

mettre en évidence le mécanisme d’action mis en jeu.
Nous avons aussi constaté un effet aggravant de I’cedéme par 1’huile essentielle

(-91%) qui peut étre attribué probablement & une toxicité de 1’huile essentielle
elle-méme, qu’il faudra donc mettre en évidence par une étude toxicologique .
Cette activité a été citée dans la partie bibliographique pour le genre Euphorbia
[38].

3.3 Test d’activité antioxydant
3.3.1 Introduction

Les propriétés antioxydants des huiles essentielles sont depuis peu massivement
étudiées. Le stresse oxydatif, qui survient lors de déséquilibres entre la production
de radicaux libres et d’enzymes anti-oxydantes, est en relation avec 1’apparition
de maladies telles que 1’ Alzheimer, ’artériosclérose et le cancer. Une facon de
prévenir ce stress oxydatif qui endommage et détruit les cellules est de rechercher,
dans I’alimentation, un apport supplémentaire de composés antioxydants

(vitamine C, a-tocophérol, ect...) [62].



3.3.2 Dosage de I’activité antioxydante

Pour étudier Iactivité antiradicalaire des différents extraits, nous avons
opté pour la méthode qui utilise le DPPH (diphénylpicryl-hydrayl) comme un
radical libre relativement stable [62].

3.3.3 Principe

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

antioxydants présents dans le milieu.

3.3.4 Mode opératoire

La solution de DPPH est préparée par solubilisation de 2,4 mg de DPPH
dans 100 ml de méthanol. 25 L des solutions d’extraits ou standards (Vitamine
E) sont ajoutés 4 975 uL. DPPH, le mélange est laissé a I’obscurité pendant 30 min
et la décoloration par rapport au controle négatif contenant uniquement la solution
de DPPH est mesurée & 517 nm.
3.3.5 Expression des résultats

L’activité anti radicalaire est estimée selon I’équation ci-dessous :

(Abs controle- Abs echantillon)
%PI = x 100
Abs controle

3.3.5.1 Estimation du pouvoir antioxydant par la méthode au DPPH

Le test de piégeage des radicaux libres par la méthode du DPPH a été réalisé pour

I’évaluation de I’activité antioxydante de nos extraits.

Le DPPH (2,2- diphénylpicryl-hydrazyl) est une molécule contenant un radical
libre stable.

La présence d’un antioxydant (qui peut donner un électron au DPPH et donc le

piégé) provoque une diminution de 1’absorbance du DPPH 4 515-517 nm.

Cette variation de I’absorbance est suivie par spectrophotométrie ultraviolette.



Comparé a d’autre méthodes, d’analyse de DPPH a beaucoup d’avantage, tels que

la bonne stabilité, une sensibilité crédible, la simplicité et la faisabilité.

Les résultats d’analyse par DPPH ont été présentés de plusieurs maniéres. La
majorité d’études expriment les résultats par la valeur de I’IC50, définie comme
étant la quantité d’antioxydant nécessaire pour diminuer la concentration initiale

de DPPH de 50%. Cette valeur est déduite graphiquement.
3.3.5.2 Préparation des solutions (figure 24)

e Témoin négatif T :2.4 mg de DPPH ont été pesé exactement et déposé
dans une fiole jaugée de 100 ml. Le méthanol a été ajouté jusqu’au trait de
jauge. Apres une bonne agitation, la solution de DPPH est stockée dans
I’obscurité et dans un environnement sec. La solution de DPPH doit é&tre
préparé le jour des analyses car ce radical se dégrade a la lumiére.

° Les deux extraits d’E. paniculata et d’E. phymathosperma, a été pesé avec
précision 75 mg et dissoute dans du méthanol 25 ml pour produire une
solution mére de concentration connue 3 mg/ml. Dans des tubes & essai, on
met 1 ml de méthanol dans chaque tube, on rajoute des volumes allant
sucsicivement (solution meére, 1/30,1/15,1/10, 1/5,1/3,2.5/5, 5/7.5, 6/8, 5/6)
de la solution de DPPH préparer ultérieurement, bien agité a I’aide du

Vortex, et mettre a I’abri de la lumiére. On laisse réagir pendant 30 mn a

température ambiante, puis on note leurs absorbances a 515 nm.

Figure 23 : préparation des solutions




e Un blanc a été préparé avec 1 ml de méthanol et 1 ml de DPPH.

° Témoin positif T*: c’est le témoin négatif plus acide ascorbique.

® On lire les Do (densité optique de solution mére et des 10 tube a 515 nm.

515,07

0,6

0,4 |

0,2 |

0,07 T T T T T T —
400,0 450 500 550 600 650 700 750 800,0
nm

Figure 24 : Vérification de 1’absorbance max de la DPPHL.
3.6 Résultat et discussion
Le tableau présente les résultats

Tableau 3.5: Bilan des différents extraits et leurs résultats.

EXT E.phymathosperma EXT E.algeriensis
Concentration Do AA % Do AA%
0.1 0.552 42.01 0.575 39.60
0.2 0.429 54.93 0.409 57.03
0.3 0.336 64.70 0.348 63.44
0.6 0.248 73.94 0.263 72.37
1 0.179 81.19 0.204 78.57
1.5 0.169 82.24 0.180 81.09
2 0.166 82.56 0.173 81.82
2.25 0.165 82.66 0.171 82.03
2.5 0.162 82.98 0.169 82.24
3 0.161 83.08 0.168 82.35

On note: pour T £=515nm  Do=0.952



Les figures représentent les absorbances du DPPH résiduel en fonction de la
concentration de la source de ’antioxydant. Elles montrent une diminution
importante de I’absorbance du DPPH & des doses trés fortes des extraits, les
courbes des figures représentant I’activité antioxydante en fonction de la
concentration, montrent une augmentation importante du pourcentage de 1’activité

anti oxydante a des doses élevées des extraits.

Les figures (28, 30) représentent les absorbances du DPPH résiduel en fonction de
la concentration de la source de ’antioxydant. Elles montrent une diminution
importante de I’absorbance a des doses trés élevés, les figures (27, 29)
représentant 1’activité antioxydante en fonction de la concentration, montrent une

augmentation importante a des doses trés élevés.
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Figure 25 : Pouvoir anti-oxydant en fonction de concentration d’E.paniculata
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Figure 26 : Pouvoir anti-oxydant en fonction de concentration

d’E.phymatosperma
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CONCLUSION



Le présent travail consiste en une étude chimique et étude d’activité biologique
de I’huile essentielle d’Euphorbia paniculata syn.algeriensis, ainsi qu'une étude
d’activité¢ biologique des extraits lipidiques de deux espéces: FEuphorbia

paniculata syn.algeriensis et Euphorbia phymatosperma.

L’analyse de I'huile essentielle d’Euphorbia paniculata syn.algériensis a été
effectuée par CG/SM. La composition chimique renferme exclusivement des
alcanes linéaires allant de tétradécane a I’héxatracontane, le tetracosane est le

produit majoritaire (12.11%).

L’huile essentielle d’Euphorbia paniculata syn.algeriensis et les deux extraits
d’Euphorbia paniculata syn.algeriensis et Euphorbia phymatosperma ont
manifest¢ une activité antimicrobienne modérée vis-a-vis des souches
Enterococcus et Staphylococcus aureus, mais pour la souche Bacillus subtilis

uniquement les deux extraits en sont actifs.

Et ce qui concerne 1’activité antioxydante, nous avons démontré que les extraits
ont un effet puissant sur les radicaux libres, démontré par une réduction croissante

du DPPH.

Enfin, L’activité anti-inflammatoire des deux extraits réalisée sur les souris
blanches de souche albinos était positive et démontrée par un pourcentage de
réduction d’cedéme assez intéressent notamment pour 1’extrait d’Euphorbia

phymatosperma (77%).

La composition chimique et I’activité biologique des huiles essentielles et des
extraits lipidiques du genre Euphorbia n’ont encore jamais été étudiés ce qui
ouvre d’intéressantes perspectives de recherche pour les années a venir:
I’identification des composés inconnus de I’huile essentielle, séparation des

composés, afin d’attribuer les activités aux familles chimiques responsables.
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Glossaire

a. Anti tumorale

Le traitement du cancer utilisant des agents chimiques ou de médicaments spécifiques qui
sont sélectivement destructeurs pour les cellules malignes et les tissus.

Le traitement de la maladie en utilisant des agents chimiques ou des médicaments qui sont
sélectivement toxique pour l'agent causal de la maladie, comme un virus, une bactérie ou
autre micro-organisme [58].

b. Anti-inflammatoire

Une inflammation est un processus physiologique en réponse a des 1ésions tissulaires résultant
d’une infection pathogéne microbien. Une inflammation se manifeste par quatre signes
principaux : rougeur, chaleur, gonflement, douleur[58].

¢. Antalgique

Du grec anti (contre) et algos (douleur). Les antalgiques sont soit périphériques, agissant a
l'endroit de la douleur, soit centraux, agissant sur le systéme nerveux central (moelle épiniére,
cerveau). Les antalgiques périphériques, dont certains sont également efficaces contre la
fievre, sont représentés essentiellement par le paracétamol et l'aspirine. Les antalgiques
centraux sont en général dérivés de la morphine : la codéine, le dextropropoxyphéne et le
tramadol sont des morphiniques mineurs ; la morphine, la buprénorphine, la pentazocine et la
péthidine sont des morphiniques majeurs. [58]

d. Antibactériennes

L'adjectif « antibactérien » a conservé son sens premier et propre. Il qualifie tout ce qui sert a
lutter contre les bactéries, agents de trés nombreuses maladies infectieuses telles que le
choléra, la lépre, la syphilis, le tétanos, la tuberculose ou le typhus [58].

e. Antivénéneux

C’est une substance qui combat I'effet toxique des venins de morsure de serpent de scorpion.
C’est un produit biologique utilisé dans le traitement de venimeux morsures ou piqiires [58].

f. Antimicrobienne

L'adjectif « antibactérien » a conservé son sens premier et propre. Il qualifie tout ce qui sert a
lutter contre les bactéries, agents de trés nombreuses maladies infectieuses [58].

g. La tension arterielle

Hypertension artérielle consécutive a une diminution du débit sanguin artériel dans un rein.
L'hypertension rénovasculaire est due & une sténose (rétrécissement) de l'artére rénale, causée
en général par la formation d'une plaque d'athérome (dépdt lipidique) sur la paroi interne de
l'artére ; dans ce cas, elle atteint le plus souvent des hommes 4gés de plus de 50 ans. Plus
rarement, cette sténose est due a une dysplasie fibromusculaire (anomalie de la paroi
artérielle) ; I'hypertension rénovasculaire affecte alors plutét la femme jeune [58].



