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RESUME

Cette recherche contribue a la valorisation de deux espéces spontanées originaires de la région
du Hodna, Lavandula multifida et Otospermum glabrum, en caractérisant leur composition
chimique et en évaluant leurs propriétés biologiques d’intérets pharmaceutiques et
agrobiologiques. L'analyse phytochimique a inclus la caractérisation des huiles essentielles
(HEs) par CPG-SM, le dosage des teneurs en polyphénols totaux et le profilage des extraits
méthanoliques (EM), aqueux (EA) et a I'acétate d'éthyle (EE) par HPLC/ESI-QTOF-MS. Les
activités antioxydante, antiproliférative, antibactérienne, antifongique et insecticide ont été
évaluées in vitro a I'aide de tests standards. Les résultats indiquent un faible rendement en HE
pour les deux especes. Les composés majeurs identifiés €taient la thuyone, le f-myrcéne, 1'a-
pinéne et le carvacrol pour L. multifida, et 'isovalérate de linalyle, le B-phéllandrene, 'oxyde
de caryophylléne et le propionate de géranyle pour O. glabrum. De fortes teneurs en
polyphénols ont ét¢ mesurées dans les extraits EA et EE de L. multifida, ainsi que dans I'EA
d'O. glabrum. La chromatographie a révélé une dominance d'acides gras et une richesse en
composés phénoliques. L'évaluation biologique a montré que les EM des deux plantes
possédaient la plus forte activité antioxydante. Les extraits EE ont, quant a eux, démontré une
activité antiproliférative trés élevée contre les lignées cellulaires HCT116 et MDA-MB-231,
réduisant la viabilité cellulaire de 58 a 97%. Les extraits EE ainsi que I'EM d'O. glabrum ont
présenté une puissante activité antibactérienne, avec des concentrations minimales inhibitrices
et bactéricides (CMI/CMB) comprises entre 0,5 et 5 mg/mL. Les deux especes ont également
montré une activité antifongique notable, particulierement remarquable pour I'EE d'O. glabrum
qui a inhibé plus de 65% de la croissance de toutes les souches testées. Enfin, un effet aphicide
prononcé a €t€ observé contre A. fabae, avec une mortalité totale enregistrée a une concentration
de 30 %, ainsi qu'une activité répulsive significative pour I'EA de L. multifida (71,21%) et 'EM
d'O. glabrum (48,98%). En conclusion, cette étude met en lumicre la complémentarité chimique
et biologique de L. multifida et O. glabrum, confirmant leur potentiel en tant que sources

prometteuses de métabolites bioactifs pour les industries pharmaceutique et agrobiologique.

Mots-clés : Lavandula multifida, Otospermum glabrum, phytochimie, GC-MS, HPLC/ESI-

QTOF-MS, activités biologiques, oxylipines, composés phénoliques.



ABSTRACT

This study aims to contribute to the valorisation of two spontaneous species from the Hodna
region, Lavandula multifida and Otospermum glabrum, by characterizing their chemical
composition and evaluating their biological properties for pharmaceutical and agrobiological
applications. The phytochemical analysis included the characterization of essential oils (EOs)
by GC-MS, the quantification of total phenolic contents, and the profiling of methanolic (ME),
aqueous (AE), and ethyl acetate (EE) extracts using HPLC/ESI-QTOF-MS. Antioxidant,
antiproliferative, antibacterial, antifungal, and insecticidal activities were assessed in vitro
using standard assays. The results indicated a low EO yield for both species. The major
compounds identified were thujone, f-myrcene, a-pinene, and carvacrol for L. multifida, and
linalyl isovalerate, B-phellandrene, caryophyllene oxide, and geranyl propionate for O.
glabrum. High polyphenol contents were measured in the AE and EE of L. multifida, as well as
in the AE of O. glabrum. Chromatography revealed a dominance of fatty acids and an
abundance of phenolic compounds. The biological evaluation showed that the ME of both
plants possessed the strongest antioxidant activity. The EE, on the other hand, demonstrated
very high antiproliferative activity against HCT116 and MDA-MB-231 cell lines, reducing cell
viability by 58 to 97%. The EE, along with the ME of O. glabrum, exhibited potent antibacterial
activity, with minimum inhibitory and bactericidal concentrations (MIC/MBC) ranging from
0.5 to 5 mg/mL. Both species also showed notable antifungal activity, which was particularly
remarkable for the EE of O. glabrum, inhibiting over 65% of the growth of all tested strains.
Finally, a pronounced aphicidal effect was observed against 4. fabae, with total mortality at a
30% concentration, as well as a significant repellent activity for the AE of L. multifida (71.21%)
and the ME of O. glabrum (48.98%). In conclusion, this study highlights the chemical and
biological complementarity of L. multifida and O. glabrum, confirming their potential as
promising sources of bioactive metabolites for the pharmaceutical and agrobiological

industries.

Keywords: Lavandula multifida, Otospermum glabrum, phytochemistry, GC-MS, HPLC/ESI-
QTOF-MS, biological activities, oxylipins, phenolic compounds.
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Les plantes médicinales, considérées comme les premiers agents thérapeutiques de
I’humanité, sont utilisées a travers le monde depuis des millénaires, leur savoir ayant été
préservé et transmis de génération en génération (Marrelli, 2021). Au milieu du XXe siecle, la
montée en puissance des pratiques biomédicales et le développement des médicaments de
synthése ont conduit a la marginalisation de la médecine traditionnelle (Muzammil ez al., 2022).
Un changement parall¢le s’est produit dans le domaine agricole, ou la protection des cultures
est devenue fortement dépendante des pesticides chimiques de synthése pour la lutte contre les

agents pathogenes et les ravageurs (Hernandez-Ceja er al., 2021; Megersa, 2016).

Malgré les progres accomplis dans le domaine des sciences médicales, d’importants
défis sanitaires persistent, le cancer demeurant I’une des principales causes de mortalité avec
pres de 19,3 millions de nouveaux cas et 10 millions de déces enregistrés en 2020 (Siddiqui et
al., 2022). Par ailleurs, la résistance aux antimicrobiens a été responsable de 1,27 million de
déces en 2019 et devrait dépasser les 10 millions par an d’ici 2050, dépassant ainsi la mortalité
liée au cancer. Ce phénomene est aggravé par les effets indésirables des médicaments de
syntheése, dont la montée de la résistance microbienne réduit leur efficacité (Angelini et al.,
2024), tandis que la résistance a la chimiothérapie, associée a des toxicités séveres et a des effets
secondaires systémiques, limite considérablement les options thérapeutiques contre le cancer

(Mahalel et al., 2024).

Dans le domaine agricole, des problémes similaires sont observés, notamment les pathogénes
fongiques, responsables de prés de 80 % des pertes d’origine microbienne des cultures, tandis
que les insectes ravageurs, tels que les pucerons, entrainent chaque année des pertes
supplémentaires estimées entre 18 et 20 %, soit plus de 470 milliards de dollars (Deresa and
Diriba, 2023; Souto ef al., 2021). Parallé¢lement, I’utilisation intensive et souvent indiscriminée
des pesticides chimiques de synthése a favorisé 1’émergence de populations de ravageurs
résistants et a engendré de graves impacts environnementaux ainsi que des risques significatifs
pour la santé humaine (Hernandez-Ceja er al., 2021; Megersa, 2016). Les résidus de pesticides
sont largement présents dans les produits agricoles, plus de 50 % des échantillons prélevés sur
les cultures étant contaminés, et de nombreux fruits et Iégumes dépassant les limites de résidus
de pesticides établies par la FAO/OMS. Ces résidus peuvent s'accumuler dans le corps humain,
entrainant potentiellement des risques sanitaires cumulés (Beyuo ef al., 2024). Par ailleurs, des
recherches récentes ont apporté des preuves solides liant I'exposition aux pesticides a une
dysbiose du microbiome, ce qui peut perturber la régulation du microbiome des systémes

nerveux, endocrinien et immunitaire, mettant ainsi en danger la sant¢ humaine (Gama ef al.,




2022). En outre, les résidus de pesticides agissent comme des pressions sélectives, modelant les
communautés microbiennes et favorisant la résistance aux antibiotiques. Certains pesticides
induisent des réponses de stress similaires a celles déclenchées par les antibiotiques chez les
bactéries, telles que 1'augmentation de la perméabilité membranaire et l'activation de genes liés
a la résistance aux antibiotiques, ce qui favorise le transfert horizontal des génes de résistance
aux antibiotiques et contribue au défi mondial croissant de la résistance aux antibiotiques (Zhao
et al., 2026). Ces crises convergentes soulignent I'urgence de développer des alternatives sires,
efficaces et durables, tant en médecine qu’en agriculture.

Récemment, un intérét scientifique accru s’est porté sur les produits naturels, appréciés
en médecine pour leur efficacité thérapeutique et leurs effets indésirables limités (Bourhia et
al., 2021), et en agriculture en tant qu’alternatives écologiques aux pesticides de synthése, en
raison de leur relative innocuité et de leur compatibilité avec I’environnement (Seepe er al.,
2020). Les plantes médicinales occupent une place centrale dans la découverte de composés
bioactifs, dont la diversité structurale et la large gamme d’activités en font des candidates
exceptionnelles pour le développement de nouveaux médicaments (Akman ef al., 2024). En
effet, environ 2500 especes végétales appartenant a 235 familles ont été rapportées comme
possédant des activités contre divers agents pathogenes et insectes, un potentiel attribué a leur

capacité a synthétiser une grande variété¢ de métabolites secondaires (Ngegba et al., 2022).

En raison de sa position géographique, 1’ Algérie se distingue par une mosaique de zones
climatiques qui favorisent une biodiversité remarquable, intégrant de nombreuses especes
végétales exploitées a des fins alimentaires, pastorales et médicinales (Hendel ez a/., 2012). Le
bassin du Hodna, situ¢ dans les hauts plateaux du centre du pays, couvre une superficie de 18
718 km? et se trouve a une altitude d'environ 500 m. Cette région illustre particuliérement cette
diversité €cologique, qui se caractérise par un climat aride a semi-aride, une végétation
steppique prédominante et des systémes agricoles centrés sur la culture céréalicre et
I’arboriculture (Djoukbala ef al., 2021; Ferhati et al., 2021; Sari et al., 2012). L’usage des
plantes médicinales est particulierement répandu dans la région, comme en témoignent
plusieurs études récentes qui ont recensé entre 36 et 193 especes, appartenant majoritairement
aux familles des Lamiaceae, Asteraceae et Apiaceae. Ces especes sont employées dans le
traitement de diverses affections, notamment d’ordre digestif, respiratoire et cutané. Leur
préparation repose fréquemment sur des procédés traditionnels tels que la décoction ou
I’infusion, soulignant ainsi le role central de ces plantes dans la médecine traditionnelle locale
(Fodil et al., 2021; Khalfa et al., 2022; Sarri et al., 2014). Ces enquétes ethnobotaniques ont

apporté des connaissances précieuses sur la diversité des espéces végétales dans la région ainsi
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que leurs usages traditionnels. Toutefois, treés peu d’études expérimentales ont été réalisées pour

évaluer scientifiquement les effets thérapeutiques des espéces recensées.

Dans ce contexte, cette recherche contribue a la valorisation de deux espéces spontanées
originaires de la région du Hodna, a savoir Lavandula multifida et Otospermum glabrum.
L’étude vise a approfondir la connaissance de la composition chimique de ces plantes et a

évaluer certaines de leurs activités biologiques présentant un intérét particulier.

Le présent manuscrit est structuré en deux parties principales. La premiére comprend
deux chapitres : le premier propose un apercu bibliographique portant sur les plantes
médicinales et les substances bioactives d’origine végétale, tandis que le second présente la
monographie des especes étudiées. La seconde partie se divise en trois chapitres, dont le premier
est consacré a la méthodologie adoptée, et les deux suivants exposent et discutent les résultats
relatifs a chacune des plantes étudiées. Le travail se conclut par une synthése générale mettant

en perspective les principaux résultats obtenus.




CHAPITRE 1
Plantes médicinales et substances
bioactives d’origine végetale



1. Plantes médicinales et substances bioactives d’origine végétale

1.1. Plantes médicinales

Les plantes médicinales constituent 1’une des formes les plus anciennes de médication,
ayant ¢été utilisées pendant des millénaires dans les pratiques médicales traditionnelles de
grandes civilisations antiques telles que I’Egypte, la Chine et la Gréce (Dhayalan,
Jegadeeshwari and Gandhi, 2015; Jindal and Seth, 2022). De nos jours, leur usage demeure
largement répandu a des fins thérapeutiques, tant dans les pays développés que dans les pays
en développement (Ravichandran et al., 2023). D’apres 1’Organisation mondiale de la santé
(OMS), les remedes a base de plantes sont utilisés par environ 80 % de la population mondiale

pour répondre a ses besoins en matiere de santé (Sadiq ez al., 2019).

Les plantes médicinales représentent un réservoir précieux de composé€s bioactifs, ces
composés phytochimiques font 1’objet d’un intérét scientifique croissant en raison de leur
potentiel thérapeutique et de leurs applications biomédicales et industrielles (Fierascu et al.,
2021). Les principales classes de composés phytochimiques comprennent notamment les
alcaloides, les terpenoides, et les composés phénoliques. Ces substances bioactives présentent
un large éventail d’activités pharmacologiques, notamment des effets anti-inflammatoires,

immunostimulants, anticancéreux, antioxydants et antimicrobiens (Stéphane ef al., 2022).

Le processus d’extraction constitue une étape essentielle dans 1’étude des composés
bioactifs d’origine végétale. Aux coOtés des techniques conventionnelles, des méthodes
d’extraction modernes, telles que I’extraction assistée par ultrasons et 1’extraction au fluide
supercritique, sont de plus en plus privilégiées. Parallélement, les avancées dans le domaine des
technologies analytiques, notamment la chromatographie liquide a haute performance (HPLC)
et la chromatographie liquide couplée a la spectrométriec de masse (LC/MS), ont
significativement renforcé la précision des analyses qualitatives et quantitatives des composés

phytochimiques (Marrelli, 2021)

Une reconnaissance scientifique accrue souligne que les plantes médicinales peuvent
contribuer efficacement au traitement de nombreuses maladies non transmissibles et
infectieuses, telles que le diabéte, le cancer, le SIDA, la tuberculose et la grippe (Ogunrinola,
Kanmodi and Ogunrinola, 2022). Leur valeur thérapeutique réside dans leur capacité a inhiber
certaines pathologies, a leur faible toxicité, leur plus grande stabilité, ainsi qu’a leur
compatibilité avec les techniques modernes de développement pharmaceutique (Rathor, 2021).

Neéanmoins, la composition phytochimique et les effets potentiels sur la sant¢ de nombreuses
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especes restent encore peu étudiés ou nécessitent des recherches plus approfondies (Jamshidi-

Kia et al., 2018)
1.2. Substances bioactives d’origine végétale

Le terme substance bioactive, selon Guaadaoui et al., (2014), désigne une substance ayant
la capacité d'interagir avec un ou plusieurs composants des tissus vivants, en présentant une
large gamme d'effets probables. Ces substances sont d’origine naturelle ou synthétique,

provenant notamment des plantes, des animaux ou des microorganismes.

Les composés bioactifs sont classés en deux catégories principales : les métabolites

primaires et les métabolites secondaires (Fierascu ef al., 2021).

Les métabolites secondaires constituent un groupe diversifi¢é de composés organiques
synthétisés par les plantes, qui ne participent pas directement a leur croissance et a leur
développement normaux (Lelario ef al., 2018). En revanche, ces composés jouent un role
essentiel dans les interactions des plantes avec leur environnement, étant produits en réponse a
divers facteurs externes tels que les attaques d’herbivores, les stress abiotiques ou les
interactions interspécifiques (Alvarez-Martinez er al, 2021). Parmi ces constituants
secondaires, les composés phénoliques représentent la classe la plus abondante, constituant
environ 45% des phytoconstituants secondaires des plantes, suivis des terpénoides et des
stéroides (27%), des alcaloides (18%) et d’autres groupes minoritaires (10%). Ces
phytocomposés remplissent de nombreuses fonctions biologiques et présentent une large
gamme de propriétés pharmacologiques, incluant des activités anti-inflammatoires,
antioxydantes, antibactériennes, antifongiques, neuroprotectrices et anticancéreuses (Onyenibe

et al., 2023).

Les métabolites primaires sont des composé€s essentiels produits au cours des processus
métaboliques fondamentaux chez les plantes, comprenant les glucides, les acides aminés et les
acides gras, qui sont indispensables a leur croissance, leur développement et leur survie (Bocso
and Butnariu, 2022). De nombreuses ¢études ont montré que certains métabolites primaires
peuvent également contribuer a des activités biologiques, incluant des effets antitumoraux,

antimicrobiens et antioxydants (Huang ez a/., 2010; Jacob et al., 2022; Walters et al., 2004).

Toutefois, dans le contexte végétal, les métabolites primaires ne sont généralement pas
inclus dans la définition des « substances bioactives d’origine végétale », leur role étant
principalement li¢ aux fonctions cellulaires de base. Par conséquent, les substances bioactives
des plantes peuvent étre définies comme des métabolites secondaires végétaux capables de

produire des effets pharmacologiques ou toxicologiques (Guaadaoui ef al., 2014).
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1.2.1. Classification
1.2.1.1. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires présents dans divers tissus
végétaux, tels que les fleurs, les graines, les racines et les parties comestibles. Ces composés
jouent un role essentiel dans les mécanismes de défense des plantes ainsi que dans leur
adaptation a l'environnement, tout en remplissant des fonctions structurales. Des recherches
approfondies ont démontré leurs propriétés bénéfiques variées, telles que des activités
antioxydantes, anti-inflammatoires, antitumorales et antimicrobiennes. Leur biosynthése
implique une série de voies biochimiques complexes, 1’acide shikimique étant le précurseur
principal. A ce jour, plus de 8 000 composés phénoliques distincts ont été identifiés, présentant
une vaste diversité de structures. Tous les composés phénoliques partagent une caractéristique
structurelle commune : la présence d’au moins un cycle aromatique, li€¢ a un ou plusieurs

groupes hydroxyles (Rocchetti ef al., 2022).

Les composés phénoliques sont classés en fonction du nombre de cycles qu'ils
contiennent, allant des phénols simples, comprenant un cycle (monophénol) ou deux cycles
(biphénols), aux polyphénols, qui en possedent plus de deux. D'autres critéres importants pour
la classification des composés phénoliques incluent l'agencement des cycles dans les
polyphénols ainsi que le nombre et le type de substituants attachés a ces cycles. Cette
classification permet d'identifier les acides phénoliques, les flavonoides, les tanins, les stilbénes

et les lignanes (Figure 1) (Najera-Maldonado et al., 2024).
1.2.1.1.1. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques représentent la principale classe de composés phénoliques
d'origine végétale. Ils sont constitués de cycles aromatiques portant un seul groupe carboxylique
(-COOH). IIs sont généralement classés en acides hydroxycinnamiques et acides
hydroxybenzoiques. Les acides phénoliques les plus représentatifs incluent 1’acide salicylique,
I’acide protocatéchique, ’acide vanillique, 1’acide gallique, 1’acide p-coumarique, 1’acide

caféique et I’acide chlorogénique (Prabhu ez al., 2021).
1.2.1.1.2. Les flavonoides

Les flavonoides constituent une classe omniprésente de composés polyphénoliques
hydrosolubles. Plus de 6 000 structures distinctes ont été identifiées, illustrant une grande
diversité chimique. Leur structure de base repose sur un squelette de phénylbenzopyrane,
composé¢ de deux cycles aromatiques (A et B) reliés par un cycle pyrane hétérocyclique (C). La

classification actuelle des flavonoides inclut six grandes sous-classes, notamment les flavonols
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(exp : kaempférol, quercétine), les flavones (exp : apigénine, lutéoline), les flavanones (exp :
hespéridine, naringénine), les flavan-3-ols (exp : catéchine, épicatéchine), les anthocyanidines
(exp : pélargonidine, cyanidine) et les isoflavones (exp : génistéine, daidzéine) (Rocchetti et

al., 2022).
1.2.1.1.3. Autres composés phénoliques

Les tanins constituent une classe variée de composés oligomériques ou polymériques
complexes, largement présents dans la quasi-totalit¢ des organes végétaux. On distingue
généralement les tanins hydrolysables, formés de plusieurs esters de I’acide gallique liés a un
squelette glucidique, et les tanins condensés (ou proanthocyanidines), issus de I’assemblage de
monomeéres flavonoidiques. L’acide tannique figure parmi les tanins les plus largement étudiés

et reconnus (Alibi ef al., 2021; Al Mamari et al., 2021).

Les stilbénes sont une classe de composés phénoliques se caractérisant par la liaison de
deux noyaux phénoliques via une paire d’atomes de carbone a double liaison. Ils participent a
la réponse défensive des plantes face aux stress biotiques et abiotiques, en tant que
phytoalexines. Parmi les exemples les plus représentatifs figurent le resvératrol, le ptérostilbene

et le piceatannol (Al Mamari et al., 2021 ; Rocchetti ef al., 2022).

Les lignanes forment une classe de dimeres phénoliques composés de deux unités
aromatiques reliées par une chaine de quatre atomes de carbone. On les retrouve couramment
dans les céréales, les fruits et les [égumes, les graines de lin étant reconnues comme leur source
alimentaire la plus riche. Etroitement apparentés a la lignine, un polymére structurel présent
dans la paroi cellulaire et les tissus ligneux, les lignanes présentent également une activité
biologique comparable a celle des phytoestrogeénes. Parmi les principaux exemples figurent le
matairésinol, le sécosolaricirésinol et le pinorésinol (Al Mamari et al., 2021 ; Rocchetti et al.,

2022).
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Figure 1. Principales classes de composés polyphénoliques et exemples représentatifs.
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1.2.1.2. Les terpénes

Les terpénes forment 1'une des familles de produits naturels d'origine végétale les plus
diversifiées sur le plan structurel, regroupant environ 55 000 composés aux structures variées
et aux applications potentielles dans divers domaines. Leur biosynthése repose sur I’assemblage
d’unités d’isopréne (CsHg), issues de précurseurs tels que le diphosphate de diméthylallyle
(DMAPP) et le diphosphate d’isopentényle (IPP). Lorsque des groupes fonctionnels tels que
des alcools, des aldéhydes ou des cétones sont présents, les terpénes sont désignés sous le nom

de terpénoides (Del Prado-Audelo ef al., 2021; Nguyen ef al., 2024).

Les terpénes sont classés selon le nombre d’unités d’isopréne (CsHg) constituant leur
structure moléculaire : hémiterpenes (Cs), monoterpenes (Cio), sesquiterpénes (Css),
diterpenes (Cyy), triterpénes (Czp), et tétraterpénes (Cyo) (Figure 2) (Mabou and Yossa, 2021).
Chez les plantes, les monoterpenes, sesquiterpénes et diterpénes, ainsi que leurs dérivés
oxygénés, hydrogénés ou déshydrogénés, sont les plus fréquemment répertoriés (Nguyen ef al.,
2024). A ce jour, environ 1 000 monoterpénes, 7 000 sesquiterpénes et 3 000 diterpénes ont été

identifiés, et ce nombre continue d’augmenter chaque année (Del Prado-Audelo ez al., 2021).

Les terpénes sont les principaux constituants bioactifs des huiles essentielles et font
I’objet d’un intérét scientifique croissant en raison de leurs nombreuses propriétés
pharmacologiques émergentes, telles que des effets antimicrobiens, antiviraux, anticancéreux,
antidépresseurs, antioxydants, ainsi que des actions bénéfiques sur les fonctions
neurocognitives. Cette diversité pharmacologique se refléte notamment dans certains composés
bien documentés, dont le taxol (diterpéne), reconnu pour ses effets anticancéreux,
I’artémisinine (sesquiterpene), utilisée pour son activité antipaludique, le myrcéne
(monoterpéne), apprécié pour ses propriétés antioxydantes, antipsychotiques et myorelaxantes,
et le B-caryophylléne (sesquiterpéne), considéré comme un antioxydant naturel prometteur

(Mabou and Yossa, 2021; Nguyen et al., 2024).
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Figure 2. Principales classes des terpénes et exemples représentatifs.
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1.2.1.3. Les alcaloides

Les alcaloides représentent un vaste groupe de composés organiques d’origine naturelle
et constituent ’'une des plus grandes catégories de phytoconstituants. Leur caractéristique
distinctive est la présence d’atomes d’azote, qui confeére a ces molécules leurs propriétés
basiques (alcalines) ainsi qu’une grande diversité d’activités pharmacologiques (Faisal ef al.,
2023). Environ 20 % des espéces végétales produisent ces métabolites secondaires, qui
constituent une source précieuse pour la découverte de nouveaux médicaments. A ce jour,
environ 12 000 alcaloides d’origine végétale présentant un intérét pharmaceutique ont été

identifiés (Adhikari, 2021).

La classification la plus répandue et scientifiquement reconnue des alcaloides repose sur
leur squelette fondamental carbone-azote (C-N). Selon ce critére structurel, les alcaloides sont
regroupés en grandes catégories, notamment les pyrrolidines, les pyridines, les quinol€ines, les
isoquinoléines, les indoles, les quinazolines, les alcaloides stéroidiens, ainsi qu’un ensemble
d’autres types variés (Figure 3). Chacune de ces catégories principales peut étre subdivisée en
sous-groupes en fonction des particularités structurelles propres a chaque représentant (Bribi,

2018).

En raison de leurs caractéristiques chimiques particuliéres, les alcaloides ont été
largement exploités pour le traitement des maladies humaines et végétales. Actuellement, la
morphine et son dérivé semi-synthétique, la codéine, figurent parmi les analgésiques les plus
couramment utilisés. La tubocurarine et 1’ergonovine sont employées pour contrdler les
hémorragies en raison de leurs effets vasoconstricteurs. De plus, des alcaloides tels que
I’éphédrine et I’atropine sont administrés dans le traitement des affections respiratoires, tandis
que des composés comme la vincristine, la berbérine et la vinblastine sont utilisés comme

agents anticancéreux importants (Olofinsan ef al., 2023).
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Figure 3. Principales classes des alcaloides et exemples représentatifs.
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1.3. Activités biologiques

1.3.1. Activité antioxydante

Le stress oxydatif est un déséquilibre entre la production excessive d'especes réactives de
I'oxygene (ROS) et les défenses antioxydantes chargées de les neutraliser. Ce déséquilibre
perturbe le métabolisme et la signalisation cellulaires, endommage les macromolécules,
entrainant la mort cellulaire et le développement de maladies (Mansoor et al., 2022 ; Lushchak
and Storey, 2021). Le stress oxydatif est impliqué dans la physiopathologie de diverses
maladies chroniques, notamment les troubles cardiovasculaires, le cancer, le diabéte, la maladie
ceeliaque ainsi que les affections neurodégénératives telles que la maladie d’Alzheimer et la

maladie de Parkinson (Onyenibe ez al., 2023).

Les antioxydants sont des substances qui empéchent ou ralentissent l'oxydation en
neutralisant les formes nocives d'oxygene ou de radicaux libres, en protégeant les cellules du
corps et les macromolécules vulnérables telles que les lipides, les protéines et I'ADN, et en
contribuant a réduire les effets néfastes de 1'oxydation liés aux maladies. Les antioxydants
ralentissent également 1'oxydation des aliments, en préservant la qualité globale et la durée de

conservation (Uzombah, 2022).

Alors que le corps humain dispose de mécanismes antioxydants naturels, les plantes,
notamment les plantes aromatiques, les fruits, les 1égumes, les herbes, les €pices, les graines et
les céréales, constituent une source externe précieuse d’antioxydants (Pateiro er al., 2021;
Rahaman ef al., 2023). L'activité antioxydante des plantes est largement attribuée a la présence
de divers groupes de composés bioactifs, notamment les polyphénols (y compris les
flavonoides, les acides phénoliques et les lignanes), les caroténoides, les catéchines, les
isothiocyanates, les curcuminoides et les terpénes (Baccouri and Rajhi, 2021; Pérez-Torres et

al., 2021).

Les flavonoides, les polyphénols, les caroténoides, la vitamine C, la vitamine E et la
curcumine comptent parmi les antioxydants d'origine végétale les plus étudiés. Leurs propriétés
bénéfiques pour la santé sont bien documentées dans le contexte de la prévention et de la gestion
des principales maladies chroniques, notamment les troubles cardiovasculaires, le cancer, les
affections neurodégénératives et le diabéte (Jomova er al, 2023). L’activité antioxydante
¢tendue de ces phytocomposés repose sur divers mécanismes fondamentaux, tels que la
neutralisation des radicaux libres, la chélation des ions métalliques, la régénération

d’antioxydants endogenes, 1’inhibition de la peroxydation lipidique, ainsi que la neutralisation

10



Chapitre I : Plantes médicinales et substances bioactives d’origine végétale

des especes réactives de 1’oxygene, contribuant ainsi a la protection des cellules contre les

dommages oxydatifs (Santos-Sanchez et al., 2019; Trela-Makowej et al., 2022).

1.3.2. Activité anticancéreuse

Bien que des progres considérables aient été réalisés en oncologie, le cancer demeure
l'une des principales causes de mortalité dans le monde, avec environ 19,3 millions de nouveaux
cas et 10 millions de déces signalés en 2020 (Siddiqui ef al., 2022). Le cancer résulte de
mutations de 'ADN qui entrainent une prolifération cellulaire incontrolée et empéchent
I'¢limination des cellules anormales. Si certaines mutations se produisent spontanément, 80 a
90 % d'entre elles sont liées a des facteurs environnementaux, notamment le tabagisme,
l'alimentation, les infections, I'exposition a des produits chimiques et les radiations (Dixit and

Ali, 2010).

Les cellules cancéreuses présentent une grande hétérogénéité, ce qui leur permet de
survivre aux traitements médicamenteux et de développer une résistance a la chimiothérapie.
En outre, la chimiothérapie induit des effets secondaires graves, notamment la néphrotoxicité,
la my¢élosuppression et des 1ésions organiques (Mahalel ef al., 2024). En réponse, la recherche
s'est de plus en plus concentrée sur les produits naturels en tant qu'agents anticancéreux
alternatifs. De nombreuses études confirment 1'efficacité anticancéreuse des composés bioactifs
naturels, 3 500 des 36 000 espéces végétales étudiées par I'Institut National du Cancer ayant

démontré une activité anticancéreuse reproductible (Chandra e al., 2023).

Les métabolites secondaires de diverses plantes médicinales ont été largement étudiés
pour leurs effets anticancéreux (Syed Najmuddin et al., 2016). Les polyphénols, les
triterpénoides, Les vinca-alcaloides, la camptothécine, la podophyllotoxine, les taxanes, les
saponines et les stérols figurent parmi les phytocomposés les plus étudiés pour leur activité

antiproliférative notable dans le traitement du cancer (Regassa et al., 2022).

Les composés dérivés des plantes exercent divers mécanismes anticancéreux. Les
polyphénols, dont la curcumine, le gallate d'épigallocatéchine et le resvératrol, présentent de
puissantes propriétés anticancéreuses en induisant l'apoptose, en inhibant les voies oncogenes,
en prévenant les dommages a I'ADN, en réduisant le stress oxydatif, et en améliorant I'efficacité

de la chimiothérapie (Kaushik ez al., 2014; Rauf et al., 2017).

Les agents ciblant les microtubules, notamment les vinca-alkaloides, la podophyllotoxine,
et les taxanes, perturbent la dynamique des microtubules, empéchent leur formation, les
stabilisent et empéchant leur désassemblage, entravant la progression mitotique et freinant la
croissance tumorale (Hevia and Fanarraga, 2020; Lu et al., 2021; Verma et al., 2022). Outre les

inhibiteurs de microtubules, les inhibiteurs de la topoisomérase comme la camptothécine
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perturbent la réplication de I'ADN, causant la mort des cellules cancéreuses (Elshazly et al.,

2023).

1.3.3.  Activité antibactérienne

La résistance aux antimicrobiens désigne la capacité des microorganismes a survivre et a
proliférer malgré I'exposition aux agents antimicrobiens (Ventola, 2015). La résistance aux
antibiotiques chez les bactéries peut résulter de mutations génétiques ou étre acquise par

transfert horizontal de geénes (Bhatia ef al., 2021).

L'utilisation excessive, inappropriée, irréguliere et indiscriminée des antibiotiques a
conduit a I'émergence de la résistance aux antimicrobiens, limitant considérablement les options
thérapeutiques disponibles (Vaou et al., 2021). L'Organisation mondiale de la sant¢ (OMS)
considere la résistance aux antimicrobiens comme l'un des trois principaux risques sanitaires
mondiaux. En 2019, les infections liées a la résistance aux antimicrobiens ont causé environ
1,27 million de déces. Les projections suggerent que d'ici 2050, le nombre de décés annuels dus
a ces infections pourrait atteindre 10 millions, dépassant de loin le nombre de déces dus au
cancer (Angelini, 2024). Des bactéries pathogénes comme Staphylococcus, Streptococcus,
Pseudomonas et les Enterobacteriaceae sont impliquées dans diverses infections et montrent
une résistance croissante aux antibiotiques conventionnels, compromettant les traitements

actuels (Wasihun ez al., 2023).

Plusieurs métabolites primaires et secondaires de plantes, y compris les terpenes, les
phénols, les flavonoides, les tanins et les alcaloides, ont démontré des propriétés
antibactériennes (Gonelimali ef al., 2018; Lelario et al., 2018). En réalité, le développement de
la plupart des composés d'origine végétale en tant qu'antimicrobiens est difficile en raison de
leur faible activité ou de leurs propriétés pharmacocinétiques défavorables. Toutefois, des
modifications structurales peuvent améliorer leurs propriétés biologiques et pharmacologiques

(Alibi et al., 2021).

Un corpus substantiel de données rapporte I'activité antimicrobienne des extraits de
nombreuses plantes, bien que moins de publications se concentrent sur l'activit¢ de molécules
spécifiques et leurs mécanismes d'action. Les composés d'origine végétale présentent divers
mécanismes d'activité antibactérienne. Parmi les plus étudiés se distinguent les polyphénols,
ces composés inhibent la formation des biofilms en interférant avec la motilité bactérienne,
I’adhésion aux surfaces et la communication par quorum sensing. Certains polyphénols
déstabilisent la paroi cellulaire des bactéries, tandis que d’autres altérent I’intégrité

membranaire, augmentant ainsi la perméabilité cellulaire. De plus, ils inhibent la synthese des
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acides nucléiques en ciblant I’ADN gyrase et d’autres enzymes essentielles, ce qui compromet

la réplication bactérienne et perturbe les processus métaboliques (Bae er al., 2022).

1.3.4. Activité antifongique

Les infections fongiques sont responsables de 70 a 80 % des pertes de récoltes dues aux
maladies microbiennes. Environ 8 000 especes fongiques sont a I'origine de plus de 100 000
maladies des plantes. Ces pathogénes affectent la qualité des céréales, des fruits et des l1égumes
en modifiant leur valeur nutritionnelle, leurs propriétés organoleptiques et leur durée de
conservation. En outre, Ils sécrétent divers types de mycotoxines qui entrainent d'importantes
pertes apres récolte, constituent une menace majeure pour la sécurité alimentaire mondiale, et

présentent des risques considérables pour la santé¢ humaine (Deresa and Diriba, 2023).

L'utilisation excessive de fongicides chimiques dans l'agriculture commerciale a entrainé
plusieurs problémes, notamment la toxicité pour les organismes bénéfiques, les risques pour la
santé¢, les dommages environnementaux et le développement de pathogeénes fongiques
résistants. Par conséquent, la demande d'alternatives durables et respectueuses de
'environnement ne cesse de croitre. La lutte biologique, les fongicides microbiens et les extraits
botaniques offrent des solutions prometteuses, non toxiques et rentables pour combattre les
maladies fongiques, réduire les résidus chimiques et promouvoir une approche plus durable de

la gestion des ravageurs et des maladies (EI-Baky and Amara, 2021).

Les extraits de plantes ont suscité une grande attention dans 1'industrie des fongicides en
tant qu'agents prometteurs pour la lutte contre les agents pathogeénes des plantes. Leur efficacité
est largement attribuée a un large éventail de métabolites secondaires antimicrobiens,
notamment des phénols, des polyphénols, des alcaloides, des flavonoides, des glycosides, des
tanins et des composés apparentés. De nombreuses études ont confirmé leur activité inhibitrice
contre divers champignons phytopathogeénes majeurs, tels que Aspergillus spp., Fusarium spp.

et Penicillium spp (Ahmed et al., 2023; Cenobio-Galindo et al., 2024).

Les composés dérivés des plantes exercent divers mécanismes antifongiques contre les
champignons phytopathogénes. Les composés phénoliques altérent les membranes cellulaires
et mitochondriales des champignons, et inhibent des enzymes essentielles telles que les
chitinases, entrainant une dysfonction et la mort de la cellule fongique (da Silva ef al., 2024).
Les alcaloides exercent leur activité en s’intercalant dans I’ADN microbien, perturbant la
réplication et la transcription génique, ce qui entrave la reproduction et la synthése protéique
(Bhandari er al., 2021). Les terpénes, quant a eux, agissent en perturbant les membranes
cellulaires, en induisant un stress oxydatif, en altérant le métabolisme mitochondrial et en

contribuant a I’inhibition de la biosynthése des mycotoxines (Liu ef al., 2024).
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1.3.5.  Activité insecticide

Les insectes et les ravageurs contribuent a d'importantes pertes de récoltes au niveau
mondial, estimées a 18-20% par an, pour un montant de plus de 470 milliards d'USD (Souto ef
al., 2021). Les pucerons sont actuellement considérés comme 1'un des insectes ravageurs les
plus importants, induisant des pertes économiques considérables. En Algérie, le puceron noir
de la feéve, Aphis fabae Scopoli, est reconnu comme l'insecte nuisible le plus dévastateur pour
la féve (Meradsi and Laamari, 2016). Ce puceron endommage les plants de féves en retardant
la croissance, en réduisant le rendement, en compromettant la qualité des semences, et en
favorisant le développement de moisissures fuligineuses par la sécrétion de miellat, tout en

agissant également comme vecteur primaire de virus végétaux (Acheuk ez al., 2017).

L’utilisation continue et indiscriminée de pesticides chimiques a entrainé de nombreuses
conséquences destructrices, telles que I’émergence de souches résistantes aux pesticides utilisés
contre les pucerons, des effets nuisibles sur la faune bénéfique et la pollution de
I’environnement. Les pesticides botaniques constituent une excellente alternative aux pesticides
chimiques, car ils ont une toxicité insignifiante, réduisent la pollution environnementale et les
résidus de pesticides dans les aliments, et sont plus compatibles avec les agents de biocontrole

que les pesticides synthétiques (Li ef al., 2024).

Les extraits de plantes sont couramment utilisés dans les stratégies de protection des
plantes et de gestion des cultures en raison de leur efficacité dans la lutte contre un large éventail
d'insectes nuisibles (Chermenskaya et al., 2012; Gupta et al., 2021). De nombreux chercheurs
ont document¢ I'efficacité des extraits de plantes dans la lutte contre les pucerons, notamment
le puceron noir du haricot (Aphis fabae), le puceron du rosier (Macrosiphum rosae), le puceron
du chou (Brevicoryne brassicae) et le puceron du niébé (Aphis craccivora) (Abdel-Rahman et

al.,2019; Ahmed et al., 2020; Noureldeen et al., 2022; Thakshila et al., 2022).

L'activité aphicide démontrée par les extraits de plantes peut étre attribuée a une variété
de métabolites secondaires produits par les plantes, y compris les phénols, les flavonoides, les
terpénoides, les monoterpénoides, les caroténoides, les saponines, les alcaloides et les acides
gras (Li ef al., 2024; Noureldeen et al., 2022; Yaniv et al., 1999). Les composés secondaires
dérivés des plantes affectent le comportement des insectes herbivores en les repoussant ou en
perturbant leur alimentation et interférent avec leurs processus physiologiques, y compris le

développement, la croissance et la reproduction (Lebbal ez al. 2023).
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2. Monographies des plantes étudiées

2.1. La famille des Lamiacées

La famille des Lamiacées, anciennement connues sous le nom de Labiées, est I'une des
plus représentatives du régne végétal, sont principalement des herbes et des arbustes aromatique
et riches en composés de grande valeur en phytothérapie (Kalmykova ef al., 2023). La famille
des Lamiacées, qui est la sixiéme plus grande famille d'Angiospermes, est divisée en 12 sous-
familles, et compte plus de 295 genres et 7775 especes (Cavalcanti et al., 2019). Parmi les
membres les plus connus de cette famille, on trouve une gamme variée d’épices aromatiques,
telles que la menthe, le thym, le basilic, 1'origan, la sauge, le romarin, et la sarriette (Bendif ef
al., 2020). En Algérie, les Lamiacées comprennent 146 especes réparties en 28 genres (Tamert

and Latreche, 2015).

Lamiaceae, est une famille de plantes a fleurs dicotylédones répandues principalement
dans les régions méditerranéennes et d'Asie du Sud-Ouest (Xu and Chang, 2017). Les membres
de cette famille sont facilement identifiables par leurs feuilles opposées et leurs tiges carrées.
Les fleurs sont généralement bisexuées, ayant cinq sépales unis et cinq pétales unis. La majorité
des plantes de cette famille sont aromatiques et contiennent des huiles essentielles (Carovic-

Stanko et al., 2016).

La teneur en huiles essentielles de nombreuses plantes de la famille des Lamiaceae est
¢levée, principalement dans leurs feuilles et leurs fleurs, mais aussi dans certains fruits et
graines (Popa ef al., 2021). De nombreuses substances ont été identifiées a la suite de
nombreuses études phytochimiques des Lamiacées, tels que le menthol, 1'eucalyptol, le thymol,
l'a- et le B-pinéne et le limoneéne parmi les constituants volatils, ainsi que des mono- et
sesquiterpenes. En outre, des flavonoides (apigénine, hespéridine) et des acides phénoliques
terpéniques (acides rosmarinique, caféique) ont été détectés (Bendif ef a/., 2020). L'utilisation
des huiles essentielles de la famille des Lamiaceae comme conservateurs alimentaires a fait
I'objet de nombreuses recherches, a I'image de l'origan et du thym dont leurs propriétés
antibactériennes et antifongiques les rendent extrémement importants (Skendi ez a/., 2020). Les
huiles essentielles de cette famille sont également utilisées dans les industries des pesticides,
des produits pharmaceutiques, des aromes, de la parfumerie et des cosmétiques (Sharafzadeh

and Zare, 2011).

De nombreuses études ont montré que la plupart des plantes Lamiaceae possédent une
gamme variée d'especes ayant des propriétés thérapeutiques, tels que Thymus vulgaris qui

présente des propriétés antioxydant, analgésique Antispasmodique, et anti-inflammatoire et
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Mentha arvensis L. avec des propriétés antimicrobiennes, carminatif et antiseptique (Bendif et

al., 2020 ; Laub, 2018).
2.1.1. Le genre Lavandula

Le genre Lavandula appartient a la famille des Lamiaceae et se compose de 40 espéces,
ainsi que 78 taxons intraspécifiques et hybrides et plus de 400 cultivars (Guitton ef al., 2018;
Héral er al., 2020). La lavande est l'une des plantes aromatiques et médicinales les plus
bénéfiques, avec une valeur économique élevée pour les secteurs de la médecine, de
l'alimentation, des ardmes, des parfums, des cosmétiques et de I’aromathérapie (Aprotosoaie et

al., 2017).

Les especes du genre Lavandula sont des sous-arbrisseaux ou des arbustes vivaces qui
poussent jusqu'a un métre de haut (Ez Zoubi ef al., 2020). L aire de répartition des espéces du
genre Lavandula s'étend des iles Canaries et du bassin méditerranéen jusqu'a 1'Asie du Sud-
Ouest, incluant I'Afrique du Nord, la péninsule arabique et les tropiques nord-africains-
orientaux, avec une discontinuité vers I'Inde (Lis-Balchin, 2002). Six especes de ce genre sont
rencontrées dans la flore algérienne : L. stoechas L., L. multifida L., L. dentata L., L. pubescens

Dec., L. coronopifolia Poir et L. antineae Maire (Benabdelkader ef al., 2011).

Depuis I’antiquité, la lavande a été utilisée en médecine traditionnelle. Les especes de
lavande sont traditionnellement reconnues pour leurs vertus médicinales, telles que leurs
propriétés antibactériennes, antifongiques, anti-dépressives, sédatives et carminatives, et pour
leur efficacité contre les piqlires d'insectes et les brilures. La plante est également
recommandée pour le traitement de la douleur, de 1'épilepsie et des crises de migraine (Khaleghi

Ghadiri and Gorji, 2002).

Les recherches phytochimiques antérieures ont révélé que le genre Lavandula se compose
d'une variété de métabolites secondaires, principalement des dérivés de monoterpéne et de
sesquiterpene identifiés dans les huiles essentielles, les triterpénoides (Heéral er al., 2020), et de
nombreux composés phénoliques, ainsi que des acides protocatéchouiques, caféiques et

rosmariniques (Lee ef al., 2011).

Le genre Lavandula comprend quelques-unes des plantes les plus intéressantes, et qui
sont largement ¢étudiées en terme de propriétés biologiques, telles que les activités
antibactériennes (Bouyahya et al., 2017), antifongiques (Zuzarte et al., 2013), antioxydantes
(Nikolova et al., 2016), inflammatoires (Husseini et al., 2016), anticancéreuses (Al Sufyani et
al., 2019), neuroprotectrices (Rabiei ef al., 2014), et effets insecticides (Ben Slimane et al.,

2015). Les activités biologiques des especes du genre Lavandula sont principalement
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attribuables a leurs huiles essentielles, en particulier les principaux constituants de l'huile
essentielle, bien que certaines activités puissent étre attribuées a des composés phénoliques

(Wells et al., 2018).
2.1.1.1. Lavandula Multifida L.
2.1.1.1.1. Taxonomie

La taxonomie botanique de L. Multifida L. est comme suit :

Regne : Plantae
Embranchement : Spermaphytes

Classe : Dicotylédones
Sous-Classe : Dialypétales

Ordre : Lamiales (Labiales)
Famille : Lamiacées

Genre : Lavandula

Espece : Lavandula Multifida L

e Synonymie : Lavandula multifida f. albiflora H.Lindb., Lavandula multifida f.
pallescens Maire, Lavandula multipartita Christm., Lavandula pinnatifida Webb
(Kew, 2024).

2.1.1.1.2. Description botanique

L. multifida est un arbuste pérenne, a feuilles semi-persistantes avec un pool génétique
diploidal, mesurant 30 a 100 cm de haut, caractérisé par des feuilles triangulaires pennées et
des fleurs violettes ou bleues de 10 a 12 mm de long (Figure 4) (Fazio ef al., 2017; Vairinhos
et al., 2020). Les tiges avec de longs poils blancs simples et des poils ramifiés courts
diagnostiques. La corolle bicolore, les lobes inférieurs violets s'estompent en bleu-violet sur les
lobes supérieurs avec des lignes directrices plus sombres. La bractée elliptique, caractérisée par
un apex aigu, généralement avec trois nerfs foncés. Le lobe supérieur central du calice est de
forme nettement deltoide (Lis-Balchin, 2002). Parmi les especes de lavande, L. multifida
présente des caractéristiques intéressantes, comme ses feuilles en forme de fougere, son épi
floral avec une torsion distinctive et son ardme puissant, qui est totalement distinct de 1'odeur

caractéristique de la lavande (Zuzarte et al., 2012).
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o o

Figure 4. Lavandula multifida L. de 1’Oued el Ksob — M’sila, (Photo originale —
M. ALLOUANI, 12/04/2022).

2.1.1.1.3. Distribution et écologie

L. multifida pousse spontanément dans le secteur sud-ouest de la région méditerranéenne.
Elle est répartie dans les nations nord-africaines du Maroc, de 1'Algérie, de la Tunisie, de la
Libye et de 'Egypte, ainsi que dans les régions méridionales de I'Ttalie, de 'Espagne et du

Portugal (Figure 5) (Panuccio et al., 2017; Upson et al., 2002).

En Italie, la plante n'est présente que dans quelques populations éparses en Calabre et en
Sicile, ce qui en fait I'une des espéces végétales les plus rares du pays. Elle pousse naturellement
dans les garrigues sur des sols calcaires peu évolués, entre 10 et 200 m d'altitude, dans les
conditions climatiques extrémement séches de la région. En Espagne, cette plante est distribuée
dans toutes les régions du sud-est, de Huelva a Valence (Panuccio ez al., 2017); et au Portugal,
elle pousse spontanément dans la région sud, plus précisément a Sesimbra, Arrabida et Mértola

(Vairinhos et al., 2020).

Au Maroc, L. multifida se rencontre principalement dans les zones pré-sahariennes,
poussant sur des sols calcaires et sur les bords des rivieres a drainage temporaire a des altitudes
allant de 800 a 2000 m (Upson et al., 2002; Znini et al., 2019). En Tunisie, la plante est
représentée par de petites populations fragmentées poussant sur des sols marneux ou calcaires
entre 100 et 790 m d'altitude dans le centre et le sud du pays. Elle se rencontre fréquemment
sur les crétes exposées, les pentes seches et les garrigues résultant de la destruction des foréts

de Pinus halepensis L. et de Juniperus phoenicea L. (Chograni et al., 2010).

18



Chapitre II : Monographies des plantes étudiées

En Algérie, L. multifida se trouve principalement dans les parties septentrionales du pays.

En Libye, sa distribution est concentrée dans la région de Tripolitana, tandis qu'en Egypte, cette

plante est observée le long du littoral de la Mer Rouge (Ez zoubi et al., 2020).

A

M Native

Figure 5. Répartition géographique de L. multifida L. (Kew, 2024).

2.1.1.1.4. Utilisations traditionnelles

L. multifida est 'une des especes de lavande les plus couramment utilisées comme plantes
médicinales dans la région méditerranéenne (tableau 1) (Benbelaid er a/., 2012). La plante est
une espece bien connue dans les pays du Maghreb, en particulier en Algérie, au Maroc et en
Tunisie, et elle est utilisée pour ses bienfaits thérapeutiques. En Algérie, elle est
traditionnellement utilisée comme remede contre la grippe, I'hypertension et le cancer, comme
sédatif, stomachique et antispasmodique, et comme plante culinaire pour préparer un type
particulier de thé (Hendel er al., 2012; Mechaala et al., 2021). L. multifida occupe une place
dominante dans le systéme de santé traditionnel marocain, elle est prescrite pour traiter jusqu'a
20 maladies, dont les problémes rhumatoides, les problémes d'estomac, les infections
microbiennes, la cicatrisation des plaies, les hémorragies, I'inflammation de 1'utérus, les abcés,
l'asthme et les cystites (Bordbar and Upson, 2021). Dans les traditions tunisiennes, la décoction
de feuilles de L. multifida est utilisée comme hypotenseur, emménagogue et antidiabétique

(Karous et al., 2021).

L. multifida est également largement utilisée dans la médecine traditionnelle portugaise
comme remede a base de plantes pour diverses affections, notamment les troubles respiratoires,
les vertiges, les affections cutanées et comme tonique digestif. En outre, la plante est également
utilisée pour ses propriétés soporifiques, carminatives et toniques (Neves ef al., 2009). En
Espagne, l'infusion des parties aériennes de la lavande égyptienne est utilisée comme remede

pour les problémes digestifs (Martinez-Lirola et al., 1996).
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Tableau 1. Utilisations traditionnelles de L. multifida dans certains pays méditerranéens.

Pays Nom local Pa.r't 'S Utilisation traditionnelle F“T“‘e d(.e Référence
utilisées préparation
Algérie Kammoun el djmel, PA,F, Influenza, hypotensive, sédative, Infusion, ( Quézel and Santa,
Tay djebal, Khzama stomachique, antispasmodique, Cataplasme 1963; Hendel et al.,
astringente et anticancéreuse. pour la téte, 2012; Mechaala et
Gouttes al.,2021)
oculaires
Espagne Cantueso, PA Problémes digestifs et fatigue Infusion (Martinez-Lirola et
Cantagueso, al., 1996)
Cantigueso
Maroc Kohyla, Kohayla, PA Affections broncho-pulmonaires, Décoction (Bachiri et al.,
Hlihla rhumatisme, frilosité et systéme 2015; Aneb et al.,
digestif, 2016; El-Hilaly et
al., 2003)
Portugal alfazema-de-folhas- PA,F, T bronchite, asthme et toux ; digestion ~ NI* (Neves et al., 2009 ;
recortadas, et stimulation de la bile ; nervosité (Vairinhos et al.,
Alfazema de folha et vertiges ; soporifique ; carminatif 2020)
recortada ; tonique et stimulation des
cheveux.
Tunisie Soltan oud, PA Hypotensive, emménagogue, Décoction, (Karous et al.,
Kammoun antidiabétique et parfum pour les Macération 2021 ; Guesmi et
cheveux. al., 2017)

*NI : Non-Indiqué ; PA : Parties aériennes ; F : feuilles ; T : tiges
2.1.1.1.5. Composition chimique

L. multifida est I'une des especes de lavande les plus étudiées en termes de composition
chimique. De méme, comme pour les autres especes du genre Lavandula, la plupart des
recherches phytochimiques sur L. multifida ont porté sur la composition de I'huile essentielle ;

néanmoins, il y a un manque d'études approfondies concernant les extraits organiques.

Les criblages phytochimiques de L. multifida ont révélé la présence de plusieurs familles
chimiques telles que les terpénoides, les flavonoides, les tanins, les mucilages, les stérols et les
saponosides (Dif ez al., 2016; Soro et al., 2014). Dans le cadre d'une analyse des parties
aériennes de L. multifida collectées dans le sud du Maroc, le fractionnement guidé par bioessai
de I'extrait éthanolique a conduit a 1'identification de quatre triterpenes, cinq diterpénes et deux
monoterpenes. Il s'agit notamment de I'acide maslinique, de l'acide oléanolique, de 1'acide

ursolique, du carvacrol et du carvacrol-3-glucoside (Sosa et al., 2005).

Au cours d'une récente analyse phytochimique des parties aériennes de L. multifida
collectées en Espagne, 65 substances chimiques au total ont été identifiées a partir de 1'extrait
méthanolique. Les principaux composants sont des triterpenes pentacycliques tels que l'acide
maslinique, l'acide madécassique, l'acide quillaique, l'acide glycyrrhétinique, I'acide
médicagénique et l'acide asiatique. L'étude a également révélé la présence de nombreux
flavonoides, telle que I'hespérétine, la quercétine, la catéchine, la lutéoline, la rutine, et le
kaempférol (Molina-Tijeras et al., 2023). Dans une autre étude, I'analyse chromatographique de

l'extrait méthanolique des feuilles de L. multifida a révélé la présence de carvacrol et de neuf
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dérivés de flavones, telle que la vitexine, I'apigénine, 1'isoscutellarein-8-glucoside, et les dérivés

7-O-glucosides de I’hypolaetin, de la lutéoline, et de l'apigénine (Panuccio et al., 2016).

L'huile essentielle de L. multifida est présente a des concentrations allant de 0,09 % a 2,4
%. Elle peut étre extraite des feuilles, des tiges et des fleurs. L'hydrodistillation est la méthode
d'extraction la plus courante pour obtenir 1'huile essentielle. Les constituants chimiques des
huiles essentielles de L. multifida ont ét¢ identifiés dans plusieurs pays méditerranéens, donnant
lieu a des résultats divers. Toutes les études publiées ont indiqué que I'huile essentielle de L.
multifida est principalement composée de monoterpénes, avec des quantités moindres de
sesquiterpenes, et se caractérise généralement par des concentrations €levées de carvacrol, -

bisaboléne, linalol, p-cyméne-8-ol et spathulénol (Tableau 2) (Fazio er al., 2017; Husseini et

al., 2016; Saadi et al., 2016; Znini et al., 2019).

Tableau 2. Principaux constituants de I’huile essentielle de L. multifida.

Pays Partie Méthode RHE Nombre fie . . o
- e , . composés Composés majeurs Référence
d'origine  utilisée d'extraction (%o,v/wW) . s
identifiée
29 - Carvacrol (61.73%)
PA DV 1 (92%) - Linalool (5.69%)
? - 1-Octen-3-01 (3%) (Saadi et al.,
3 - Carvacrol (50.92%) 2016)
L . F DV 0.8 N - Anethole (17.37%)
Algérie (96.25%)  _ g Bisabolene (5.81%)
- Carvacrol (57.1%)
23 - B-Bisabolene (25.2%) (Khadir et
PA HD 0.2 (98.4%) - Caryophyllene Oxide (3.7%) al.,2016)
- Spathulenol (3.4%)
- Carvacrol (65.6 %)
21 - Spathulenol (8.6%) (Znini et al.,
PA HS NI (90.2%) - P-Cymene-8-01 (4.8%) 2019)
- Carvacrol Methyl Ether (4.6%)
20 - Carvacrol (44.3%)
- B-bisabolene (31.9%) (Elmakaoui
0,
Maroc PA HD 046 (078 %) - Careophylene Oxide (5.8%) etal., 2022)
- Fenchol (3.2%)
- Durenol (89.97%)
22 - Caryophyllene Oxide (2.43%) (Soro et al
PA DV 2.01 (99.59 %) - Sphatulenol (1.83%) 201€4) v
- Aromadendrene (1.68%)
- Carvacrol Methyl Ether (1%)
- Carvacrol (65.1%)
PA HD 0.26 (98220/) - B-Bisabolene (24.7%) %?“581‘;)
=70 - B-Caryophyllene (2.4 %) erdts
52 - Linalool (50.05 + 6.52%)
- Camphene (10.06 + 1.21%) (Msaada et
0,
Tunisie PA HD 1.62 O821%) _inalyl Acetate (7.30 £ 0.65%)  al., 2012)
- o-Thujene (3.83 + 0.41%)
- Camphor (15.68%)
58 -1,8-Cineole (14.15%) (Tofah et al.,
PA HD NI (98.98) - a-Pinene (13.82%) 2022)
- Linalool (9%)
- Carvacrol (42.8%)
33 - Cis-p-Ocimene (27.4%) (Zuzarte et
Portugal PA HD NI (97.9%) - Myrcene (5.7%) al., 2012)

- B-Bisabolene (5.6%)

Notes— NI : Non-Indiqué ; PA : Parties aériennes ; F : Feuilles ; DV : Distillation a la vapeur ; HD : Hydrodistillation ; HS : HS-SPME :

RHE : Rendement en huile essentielle.
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2.1.1.1.6. Activités biologiques

Bien que plusieurs études pharmacologiques aient principalement porté sur les propriétés
antibactériennes et antioxydantes de L. multifida, d'autres activités biologiques restent

insuffisamment explorées.

Plusieurs études ont évalué l'activité antibactérienne des huiles essentielles de L.
multifida. L’huile essentielle de L. multifida a montré une activité antibactérienne marquée
contre diverses bactéries pathogeénes humaines, telles que S. aureus, E. coli et L. monocytogenes
(Douhri et al., 2014). Elle s’est également révélée efficace contre des souches multirésistantes
impliquées dans les infections nosocomiales, notamment K. pneumoniae et P. aeruginosa
(N’dédianhoua et al., 2014). L’activité antifongique de 7. vulgaris a été rapportée contre des
champignons pathogénes d’origine humaine et agricole, incluant les genres Candida,

Aspergillus, Botrytis et Alternaria (Sellam et al., 2013; Zuzarte et al., 2012 ).

De nombreuses études ont démontré les propriétés antioxydantes de I'huile essentielle et
des extraits de L. multifida. La plante présente une activité antioxydante puissante, avec des
valeurs de FRAP, ABTS et ORAC respectivement de 2,576 mmol eq. FeSO,/g, 1,30 mmol eq.
Trolox/g et 2,08 mmol eq. Trolox/g. L’essai DPPH a montré une trés bonne activité de piégeage
des radicaux, avec un ICso de 8,06 ug/mL, treés similaire a celle des antioxydants de référence

(Molina-Tijeras et al., 2023).

Les effets anti-inflammatoires de L. multifida ont été confirmés dans des modeles
animaux. Sosa et al., (2005), ont observé une réduction significative de 1’cedéme auriculaire
induit, atteignant jusqu’a 62 %. Dans un autre modele expérimental, Mammeri ef al., (2022)
ont rapporté une bonne activité anti-inflammatoire, marquée par une inhibition de 43 % de

I’cedéme et des médiateurs pro-inflammatoires.

L’activité insecticide des huiles essentielles de L. multifida a ét¢ démontrée contre les
larves de Spodoptera frugiperda, S. littoralis et Agrotis ipsilon, avec des valeurs de CLsqo de
2,7015, 2,350 et 2,991 mg/mL, respectivement, apres 96 heures d’exposition (Awad et al.,
2024; Moustafa et al.,2025). L’effet larvicide des extraits de la plante s’est également manifesté

contre les larves Culex pipiens, avec des CLso de 0,15 et 78,55 ppm apres 24 h (EI-Bokl, 2016).

D’apres Aneb e al., (2016), les extraits de L. multifida ont exercé une activité cytotoxique
sur trois lignées cellulaires cancéreuses, avec des Clso allant de 115 a 300 pg/mL. Selon des
études in vivo, L. multifida présente des propriétés hypoglycémiantes suggérant un intérét

antidiabétique (Gamez er al., 1987).
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2.2. La famille des Astéracées

Les astéracées constituent I'une des plus grandes familles de plantes avec des milliers
d'especes. La famille des Astéracées comprend 24 000 especes réparties en 1 600 a 1 700 genres,
est divisée en trois sous-familles : Asteroideae, Barnadesioideae et Cichorioideae. Cette famille
présente une répartition globale, a 1'exception de 1'Antarctique, et prospere dans les régions
tempérées, tempérées froides et subtropicales (Michel ef al., 2020). La famille des astéracées
comprend de nombreuses plantes qui ont une valeur économique en tant que mauvaises herbes,

fleurs ornementales, remédes médicinaux et légumes nutritifs (Adedeji and Jewoola, 2008).

De nombreux rapports ethnobotaniques décrivent les applications traditionnelles des
especes d'astéracées, notamment pour le traitement des traumatismes et des malaises physiques,
des affections respiratoires, neurologiques et oncologiques, des troubles gastro-intestinaux et
métaboliques, des affections cardiovasculaires, hématologiques et systémiques, ainsi que pour
diverses propriétés thérapeutiques. Les especes de cette famille sont également caractérisées
par des propriétés thérapeutiques vari¢es, notamment des effets antibactériens, antioxydants,

antiprolifératifs, anti-inflammatoires et vasodilatateurs (Jaison ef al., 2023).

De nombreuses plantes de cette famille contiennent des huiles volatiles, responsables de
leurs aromes caractéristiques. Ces huiles sont fréquemment incorporées dans les cosmétiques,
les parfums et autres fragrances. En outre, la famille des Astéracées est connue pour contenir
des lactones sesquiterpéniques, qui ont des effets pharmacologiques importants. Il a été
démontré que ces substances possédent des effets antibactériens, anti-inflammatoires et
anticancéreux. Des recherches récentes sur la famille des Astéracées ont mis en évidence les
nombreuses classes de substances pharmacologiquement actives qu'elles contiennent. Les
composés chimiques présents chez différentes espéces sont a l'origine des nombreuses
applications thérapeutiques. En particulier, les substances phénoliques telles que l'acide
chicorique et l'acide chloregénique présentent des propriétés distinctes et contribuent a des
effets pharmacologiques significatifs, notamment des activités antioxydantes, anti-
inflammatoires, antivirales et antimutagenes. Les lignanes, les saponines, les stéroides ont
également ¢t¢ documentés. Parmi les 1 100 acétylénes identifiés pour leurs activités
biologiques, environ 200 ont été détectés au sein de la famille des Astéracées, plus précisément
dans les tribus Astereae, Cynereae, Anthemideae et Heliantheae, chaque tribu étant caractérisée
par un ensemble distinct de métabolites acétyléniques, toutes réputées pour leurs propriétés

cytotoxiques, anti-inflammatoires et antimicrobiennes (Jaison et al., 2023).
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2.2.1. Le genre Otospermum

Dans la littérature disponible, il n'existe aucune documentation sur le genre Otospermum,
sauf pour certaines recherches sur le plan taxonomique. Le genre Otospermum est inclus dans
la sous-tribu des Leucantheminae dans le contexte plus large des Compositae-Anthemideae

(Oberprieler, 2004; Oberprieler et al., 2022).

La tribu des Compositae-Anthemideae, qui appartient a la famille des Asteraceae,
comprend environ 1800 espéces réparties en 111 genres, tels que Leucanthemum, Heteromera
et Handeliinae. Les especes de Compositae-Anthemideae sont concentrées en Asie centrale, en
Méditerranée et en Afrique du Sud, est connue pour ses plantes aromatiques utilisées dans des
applications pharmaceutiques et pesticides (Oberprieler et al., 2007; Ott et al., 2022;
Oberprieler et al., 2023).

Leucantheminae est une sous-tribu de la tribu des Anthemideae de la famille des
Asteraceae, englobant diverses especes comme Leucanthemella serotina, Leucanthemopsis
alpina, Leucanthemum ircutianum, et Leucanthemum corsicum. Le genre Leucanthemum est
diversifi¢, avec des taxons diploides comme L. vulgare et des taxons polyploides allant de
tétraploides a dokosaploides. Des études ont révélé l'histoire évolutive de Leucanthemum,
montrant des groupes d'haplotypes distincts et une formation polyploide récurrente. La
recherche s'est également concentrée sur les relations phylogénétiques au sein du genre, mettant
en évidence la spéciation hybride homoploide et le flux génétique entre les différents niveaux
de ploidie. La classification taxonomique des Leucanthemum a été affinée sur la base d'analyses
caryologiques, cytométriques et moléculaires, ce qui a permis de proposer de nouvelles variétés.
Dans l'ensemble, les Leucantheminae constituent un systéme d'étude idéal pour explorer la
polyploidie et les processus évolutifs au sein de ce groupe diversifi¢ de plantes (Greiner ef al.,

2012; Oberprieler et al., 2019; Oberprieler et al., 2019).

L’emplacement d’Otospermum dans la sous-tribu des Leucantheminae est basée sur des
reconstructions phylogénétiques étendues qui utilisent la variation des séquences des génomes
plastidiques et nucléaires. L'inclusion d'Otospermum dans les Leucantheminae refléte ses
relations évolutives étroites au sein de ce groupe, qui comprend également d'autres genres
comme Daveaua et Heteromera. Contrairement aux genres regroupés au sein des
Leucantheminae caractérisé par des parois d'akénes spécialisées, Otospermum partage des
similitudes dans l'anatomie des akénes avec Heteromera et Daveaua. Cela inclut des
caractéristiques telles que des akénes a cing nervures avec des brins vasculaires, ce qui aligne
Otospermum avec les membres de la sous-tribu Matricariinae (Oberprieler, 2004; Oberprieler

et al., 2022).
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2.2.1.1. Otospermum glabrum (Lag.) Willk.
2.2.1.1.1. Taxonomie

La taxonomie botanique d’Otospermum glabrum (Lag.) Willk. est comme suit :

Reégne : Plantae
Embranchement : Streptophytes

Classe : Equisetopsides
Sous-Classe : Magnoliidées

Ordre : Astérales

Famille : Astéracées

Genre : Otospermum

Espece : Otospermum glabrum

e Synonymie : Chamaemelum glabrum (Lag.) Fenzl, Matricaria glabra (Lag.) Ball,
Otocarpum glabrum (Lag.) Willk., Pyrethrum glabrum Lag (Kew, 2024).

2.2.1.1.2. Description botanique

Otocarpum glabrum est une plante annuelle, glabre, caractérisée par une tige érigée ou
ascendante et 1-3 feuilles pinnatipartites. Elle forme de petites capitules en forme de corymbe
avec des pédoncules épais, contenant un mélange de fleurs femelles en rayons et de fleurs
hermaphrodites en disque dans un involucre de trois bractées superposées, linéaires-obtuses
avec une nervure médiane verte et des bords noirs. Les ligules blanches, réfléchies et a trois
dents des fleurs rayonnantes complétent la structure reproductive de la plante. Notamment,
Otospermum glabrum produit des akénes comprimés, courbés, subtrigonaux, avec des fleurs de
disque présentant cinq cotes égales et des fleurs de rayon présentant une variabilité¢ de 5 a 7
cotes, dont certaines peuvent étre fusionnées avec les bractées involucrales (Figure 6) ( Quézel

and Santa, 1963).

|
Figure 6. Otospermum glabrum (Lag.) Willk. de I’Oued el Ksob — M’sila,
(Photo originale — M. ALLOUANI, 12/04/2022).
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2.2.1.1.3. Distribution et écologie

O. glabrum est originaire de la région méditerranéenne occidentale, avec une présence
exclusive en Algérie, au Maroc, au Portugal, en Espagne et en Tunisie (Figure 7) (Kew, 2024).
Sa répartition indique que l'espece est bien adaptée aux divers climats méditerranéens que 1'on
trouve dans ces cinq pays, des zones cotieres de 1'Afrique du Nord a la péninsule ibérique.
L'espéce prospere probablement dans une variété d'habitats que ces régions offrent, qui peuvent
aller des paysages intérieurs arides aux environnements cotiers plus tempérés, chacun avec ses

caractéristiques écologiques uniques.

W Native

Figure 7. Répartition géographique d’O. glabrum (Lag.) Willk (Kew,
2024).

2.2.1.1.4. Utilisations traditionnelles

La littérature existante ne fait état d'aucune utilisation traditionnelle d’O. glabrum.
2.2.1.1.5. Composition chimique

La littérature existante ne fait état d'aucune étude chimique d’O. glabrum.
2.2.1.1.6. Activités biologiques

La littérature existante ne fait état d'aucune étude biologique d’O. glabrum.
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3. Matériels et méthodes

3.1. Matériel végétal

Les parties aériennes de L. multifida et de O. glabrum ont été récoltées en avril 2022,
durant le stade de floraison, dans la région de M’sila, au nord de I’ Algérie (35,8498° N, 4,5426°
E). L’authentification botanique a été effectuée par Dr. Djamel Sarri. Des spécimens témoins
des deux plantes ont été déposés dans 1’herbier du Laboratoire de Biologie : Applications en
Santé et Environnement de 1’Université de M’sila. Le matériel végétal a été¢ soigneusement
rincé a I’eau distillée, séché a température ambiante pendant quelques jours (7 a 10 jours), puis
finement broyé¢ a l'aide d'un moulin de laboratoire. Les échantillons en poudre obtenus ont été

stockés dans des conditions controlées jusqu'a leur utilisation.
3.2. Extraction des huiles essentielles et préparation des extraits organiques

3.2.1. Extraction des huiles essentielles

Les huiles essentielles des deux plantes ont été extraites par procédé d’hydrodistillation a
I’aide d’un appareil de type Clevenger, au sein du Laboratoire de Chimie, Département des
Sciences et Technologies Biologiques, Chimiques et Pharmaceutiques (STEBICEF), Université

de Palerme, Italie.

Pour I’extraction, 100 g des poudres végétales ont été introduits dans un ballon contenant
1 L d’eau distillée, puis le mélange a été porté a €bullition a 1’aide d’un chauffe-ballon de 2 L
pendant trois heures, assurant ainsi la libération des composés volatils. Les vapeurs aromatiques
produites ont été acheminées vers un réfrigérant ou leur condensation a permis la formation de
deux phases bien distinctes, une phase aqueuse et une phase organique riche en huile essentielle.
L’huile essentielle a ensuite été purifiée par déshydratation sur sulfate de sodium anhydre puis
stockée a 4 °C a I’abri de la lumiere afin de préserver son intégrité chimique et sa stabilité

jusqu’a I’analyse ultérieure (Willem, 2002).

Le rendement en huile essentielle correspond au rapport entre la masse d’huile obtenue
et la masse de matiere végétale séche initialement utilisée. Il est exprimé en pourcentage selon

I’équation suivante :
R (%)= Phe/ Pmv x 100

Ou, R est le rendement en huile essentielle (%) ; Pne est la masse d’huile essentielle

extraite (g) ; Pmv est la masse de la mati¢re végétale seche utilisée (g)
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3.2.2. Préparation des extraits organiques des deux plantes

L’extrait aqueux (EA) a été préparé selon une méthode standardisée de décoction. A cet
effet, 50 g de poudre végétale ont été immergés dans 500 mL d’eau distillée, puis chauffés sur
plaque a 90 °C sous agitation continue pendant 15 minutes (Ljubuncic ef al., 2005). En
paralléle, les extraits méthanolique (EM) et acétate d’éthyle (EE) ont été obtenus par
macération. Pour chaque solvant, 50 g de poudre de plante ont été mis en contact avec 450 mL
de méthanol ou d’acétate d’éthyle, puis maintenus sous agitation continue a température
ambiante (25 °C) pendant 24 heures. L’ensemble des extractions a été réalisé en triplicat. Les
mélanges obtenus ont été filtrés a 1’aide d’un papier filtre Whatman n° 1, puis concentrés sous
pression réduite a 40 °C a I’aide d’un évaporateur rotatif. Les extraits bruts ainsi obtenus ont
été conservés dans des flacons hermétiques, a 1’abri de la lumiére et a 4 °C, jusqu’a leur

utilisation ultérieure (Arsene ef al., 2022).

3.3. Etude phytochimique
3.3.1. Analyse de la composition chimique des huiles essentielles

L’analyse GC-MS a été réalisée a ’aide d’un chromatographe en phase gazeuse
Shimadzu QP-2010 Plus, équipé d’un autoinjecteur AOC-20i (Shimadzu, Kyoto, Japon), d’un
détecteur a ionisation de flamme (FID) et d’une colonne capillaire DB-5 MS (30 m x 0,25 mm
1.d., épaisseur du film : 0,25 pm), couplé a un systéme de traitement de données. Le programme
du four était le suivant : montée en température jusqu'a 40 °C pendant 5 minutes, puis
augmentation a raison de 2 °C/min jusqu’a 260 °C, suivie d’un palier isotherme de 20 minutes.
L’hélium a été utilis¢ comme gaz vecteur a un débit de 1 mL min™'. Les températures de
I’injecteur et du détecteur ont été fixées respectivement a 250 °C et 290 °C. Un volume de 1 pL.
de la solution d’huile essentielle (3 % v/v, EO/hexane) a été injecté en mode split. Le spectre
de masse a été¢ enregistré dans la plage de 40 a 600 m/z. Les paramétres du spectrometre de
masse €taient les suivants : tension d’ionisation de 70 eV, énergie du multiplicateur d’électrons
de 2000 V, température de la ligne de transfert de 295 °C et délai de solvant de 3,5 minutes.
Les indices de rétention linéaires (IRL) ont été¢ déterminés a partir des temps de rétention d’une
série d’alcanes standards (Cg—C,). L’identification des composés peut étre réalisée par
comparaison de leurs spectres de masse et de leurs indices de rétention en s’appuyant sur les
bibliotheques WILEY275, NIST 17, ADAMS et FFNSC2 (Badalamenti et al., 2023). Dans la
présente étude, seule la bibliotheque NIST 17 a été utilisée pour l'identification des composés

des deux huiles essentielles, celle-ci s'étant révélée suffisante pour une identification précise.
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3.3.2. Dosage des composés phénoliques
3.3.2.1. Teneur en polyphénols totaux (TPT)

La teneur en polyphénols totaux (TPT) des extraits des deux plantes a été déterminée
selon la méthode de Folin—Ciocalteu, adaptée au format microplaque 96 puits, telle que décrite
par Chen et al., (2022), avec de légeres modifications. Dans chaque puits, 20 pL d’extrait
végétal (1 mg/mL dans le méthanol) ont été mélangés a 100 uL de réactif de Folin—Ciocalteu a
10 % (v/v), puis incubés pendant 5 minutes a température ambiante. Par la suite, 80 pL d’une
solution de carbonate de sodium a 7,5 % (p/v) ont été ajoutés. Les mélanges réactionnels ont
été agités doucement et incubés a I’obscurité pendant 60 minutes. L’absorbance a été mesurée
a 760 nm a I’aide d’un lecteur de microplaques. Une courbe d’étalonnage standard a été établie
a partir de solutions d’acide gallique comprises entre 20 et 300 pg/mL. La TPT a ét¢ exprimée
en microgrammes d’équivalents d’acide gallique par milligramme d’extrait sec (ug EAG/mg).
Toutes les mesures ont été réalisées en triplicat, et les résultats sont présentés sous forme de

moyenne + €cart-type (SD).
3.3.2.2. Teneur en flavonoides totaux (TFT)

La teneur en flavonoides totaux (TFT) des extraits des deux plantes a été déterminée selon
la méthode colorimétrique au chlorure d’aluminium, adaptée au format microplaque 96 puits,
conformément a un protocole précédemment décrit (Junsathian ez al., 2022), avec de légeres
modifications. Dans chaque puits, 25 pL d’extrait végétal (1 mg/mL) ont été mélangés a 25 pLL
d’une solution de nitrite de sodium a 5 %. Aprés 5 minutes, 15 pL. d’une solution de chlorure
d’aluminium a 10 % ont été ajoutés, suivis 6 minutes plus tard par 50 pL d’une solution
d’hydroxyde de sodium a 10 %. Le volume final a été ajusté a 215 uL a 1’aide d’eau distillée.
Aprés un mélange doux, les mélanges réactionnels ont été incubés pendant 60 minutes, puis
I’absorbance a été mesurée a 430 nm a I’aide d’un lecteur de microplaques. Les valeurs de TFT
ont été calculées a partir d’une courbe d’étalonnage de quercétine (25-100 pg/mL) et exprimées
en microgrammes d’équivalents de quercétine par milligramme d’extrait sec (ug EQ/mg
d’extrait). Toutes les mesures ont été effectuées en triplicat, et les résultats sont présentés sous

forme de moyenne + écart-type (SD).
3.3.3. Analyse chromatographique des extraits par HPLC/ESI-QTOF-MS

L’analyse HPLC/MS a été réalisée en adaptant des méthodes précédemment décrites
(Faddetta er al., 2023). Les échantillons destinés a 1’analyse HPLC/MS ont été préparés en
dissolvant 1 mg d’extrait dans 1 mL de méthanol (MeOH). L’eau et I’acétonitrile utilisés étaient

de qualit¢ HPLC/MS, tandis que 1’acide formique était de qualité¢ analytique. La séparation
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chromatographique a été effectuée sur une colonne en phase inverse Phenomenex Luna C18(2)
(150 mm x 4,6 mm, taille de particule 3 um) équipée d’une colonne de garde Phenomenex C18
(4 x 3 mm). Le volume d’injection était de 25 pL. L’¢luat a été suivi par spectrométrie de masse
(Total Ion Count, MS TIC) et par détection UV a 530 nm. Les spectres de masse ont €té obtenus
a I’aide d’un spectrometre Agilent 6540 UHD a haute résolution de type Quadrupole—Temps
de Vol (Q-TOF), équipé d’une source d’ionisation ¢lectrospray Dual AJS (ESI) fonctionnant
en mode positif ou négatif. Le gaz de désolvatation (azote, N) était maintenu a 300 °C avec un
débit de 8 L min™'. Le nébuliseur était réglé a 45 psig. Le gaz de gaine (sheath gas) était
maintenu a 400 °C avec un débit de 12 L min™'. Une tension de 3,2 kV a été appliquée sur la
capillaire en mode positif et de 2,6 kV en mode négatif. Le fragmentor était réglé a 75 V. Les
spectres de masse ont été enregistrés dans la plage de 100 a 1000 m/z. Le controle qualité a été
effectué¢ avant I’analyse par étalonnage de masse (100-3000 Da, mélange de calibration Q-
TOF) et par calibration du temps de rétention (solvent delay calibration). Un mélange interne
de contréle qualité, contenant des composés de référence (phénylalanine, saccharose, acide
benzoique et rutine), a été injecté au cours de la série d’analyses. Les données spectrales ont été
traitées pour I’annotation des métabolites a 1’aide du logiciel MassHunter Qualitative Analysis
B.06.00 (Agilent Technologies) et de la base de données Metabolomics Workbench (UCSD
Metabolomics Workbench, 2024).

3.4. Evaluation de I’activité antioxydante
3.4.1. Essai de piégeage du radical DPPH
e Principe

L’essai de pié¢geage du radical DPPH constitue une méthode rapide, sensible et largement
reconnue pour la quantification de P’activité de piégeage des radicaux libres. Son principe
repose sur la réduction du radical libre DPPHe par un donneur d’hydrogéne ou d’¢électrons,
entrainant une diminution progressive de I’absorbance et une transition de couleur du violet au
jaune. L’intensit¢ de cette décoloration reflete directement le pouvoir antioxydant de
I’échantillon testé, et plus la couleur s’atténue, plus P’activité antioxydante est considérée

comme ¢levée (Figure 8) (Baliyan er al., 2022).

e Mode opératoire

La capacité de piégeage du radical DPPH a été évaluée selon le protocole décrit par
Benmohamed e al., (2023). Dans une microplaque a 96 puits, une aliquote de 40 pL d’extrait
végétal (5-500 pg/mL) a été mélangé a 160 uLL d’une solution éthanolique de DPPH (200 uM).

Les mélanges ont été incubés a 1’obscurité pendant 30 minutes, puis I’absorbance a été mesurée
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a 517 nm a I’aide d’un lecteur de microplaques. Le Trolox et I’acide ascorbique ont été utilisés
comme standards (5-200 pM). L’activité de piégeage des radicaux a été exprimée en valeurs
d’ICso (ng/mL), correspondant a la concentration nécessaire pour inhiber 50 % du radical
DPPH. L’ensemble des mesures a été réalisé en triplicata, et les résultats ont ét€ exprimés sous

forme de moyenne + écart type (SD).

Forme oxydée du Forme réduite du
DPPH DPPH

Figure 8. Principe d’essai de piégeage du radical DPPH.

3.4.2. Essai de piégeage du radical cation ABTSe*
e Principe

L’essai de piégeage du radical cation ABTSe*est une méthode spectrophotométrique
reposant sur I’utilisation du radical cation oxydé ABTSe*, lequel réagit avec les composés
antioxydants qui le réduisent, entrainant la disparition progressive de sa couleur bleu-vert

caractéristique (Figure 9) (Cano et al., 2023).
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Figure 9. Principe d’essai de piégeage du radical cation ABTSe".

31



Chapitre III : Matériels et Méthodes

e Mode opératoire

L’activité de piégeage du radical cation ABTSe" a été déterminée selon la méthode décrite
par Bajwa et al., (2023). La solution du radical cation ABTSe" a été préparée en mélangeant, a
parts €gales, une solution d’ABTS (7 mM, 2,2'-azino-bis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique
acid)) et une solution de persulfate de potassium (2,45 mM), puis incubée a 1’obscurité a
température ambiante pendant 16 heures. Dans une plaque a 96 puits, un volume de 40 pL
d’échantillon (50-2000 pg/mL) ou de Trolox (25-300 uM) a été ajouté a 160 pL de la solution
d’ABTSe*. Aprés une incubation de 30 minutes a 1’obscurité et a température ambiante,
I’absorbance a été¢ mesurée a 734 nm a I’aide d’un lecteur de microplaques. Le Trolox et I’acide
ascorbique ont été utilisés comme standards (5-200 uM). L’activité de piégeage des radicaux
a été exprimée en valeurs d’ICso (ug/mL), correspondant a la concentration nécessaire pour
inhiber 50 % du radical ABTS+*. L’ensemble des mesures a été réalisé en triplicata, et les

résultats sont présentés sous forme de moyenne =+ écart type (SD).
3.4.3. Essai FRAP (pouvoir antioxydant réducteur du fer)
e Principe

L’essai FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) repose sur la réduction du complexe
ferrique Fe**—TPTZ, initialement incolore, en complexe ferreux Fe**~TPTZ de couleur bleue
intense lors de son interaction avec un compos¢ antioxydant potentiel. Peu cotliteuse et rapide a
mettre en ceuvre, cette méthode s’est révélée particulicrement utile pour le dépistage des
capacités antioxydantes et la comparaison de I’efficacité de différents composés (Figure 10)

(Spiegel et al., 2020).
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Figure 10. Principe d’essai FRAP.
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e Mode opératoire

L’essai FRAP a ét¢ réalisé selon la méthode décrite précédemment (Diab e al., 2022). La
solution de travail FRAP a été préparée en mélangeant un tampon acétate (300 mmol/L, pH
3,6), une solution de TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-triazine, 10 mmol/L) dissoute dans de I’HCI (40
mmol/L), et une solution de chlorure ferrique (20 mmol/L) dans un rapport volumique de 10:1:1
(v/v/v). Dans une plaque a 96 puits, un volume de 25 pL d’échantillon (100—-1000 ug/mL) ou
de solution standard de Trolox (25-300 puM) a été ajouté a 200 pL de la solution FRAP
fraichement préparée. La plaque a été incubée a 37 °C pendant 30 minutes a 1’obscurité.
L’ absorbance a ensuite ét¢ mesurée a 593 nm a ’aide d’un lecteur de microplaques. Les
résultats ont ét¢ exprimés en microgrammes équivalents de Trolox par milligramme d’extrait
sec (ug TE/mg). Toutes les analyses ont été réalisées en triplicata, et les données sont présentées

sous forme de moyenne + écart type (SD).
3.4.4. Essai de la capacité antioxydante totale (TAC)
e Principe

La détermination de la capacité antioxydante totale par la méthode au phosphomolybdéne
repose sur la formation d’un complexe vert phosphate/ molybdate (V) sous conditions acides,
dont I’absorbance est mesurée a 695 nm. Les extraits présentant une absorbance plus élevée a
cette longueur d’onde indiquent une plus grande capacité de réduction du molybdate (VI) en

molybdate (V) (Figure 11) (Khan ez al., 2015).
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Figure 11. Principe d’essai de la capacité antioxydante totale (TAC).

e Mode opératoire

La capacité antioxydante totale a été déterminée selon la méthode au phosphomolybdéne,

en suivant le protocole décrit par Khurm ez a/., (2023). Le réactif au phosphomolybdéne a été
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préparé en mélangeant 0,6 M d’acide sulfurique, 4 mM de molybdate d’ammonium et 28 mM
de phosphate de sodium. Dans une plaque a 96 puits, un volume de 100 pL de solution
d’échantillon (50-2000 pg/mL) ou d’acide ascorbique (5-200 uM) a été soigneusement
mélangé a 90 uL du réactif au phosphomolybdéne, puis incubé pendant 90 minutes a 95 °C.
Apres refroidissement a température ambiante, 1’absorbance a ét¢ mesurée a 695 nm a ’aide
d’un lecteur de microplaques. Les résultats ont été exprimés en microgrammes équivalents
d’acide ascorbique par milligramme d’extrait sec (ug AAE/mg). Toutes les analyses ont été

réalisées en triplicata, et les valeurs sont rapportées sous forme de moyenne + écart type (SD).
3.5. Evaluation de P’activité antiproliférative
e Principe

Le test MTT est une méthode colorimétrique utilisée pour évaluer 1’activité métabolique
cellulaire comme indicateur indirect de la viabilité, de la prolifération et de la cytotoxicité des
cellules. Dans ce test, les enzymes oxydoréductases dépendantes du NAD(P)H des cellules
viables réduisent le sel de tétrazolium jaune MTT [3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-
diphényltétrazolium bromure] en formazan violet insoluble [(E,Z)-5-(4,5-diméthylthiazol-2-
yl)-1,3-diphénylformazan]. Le formazan est ensuite solubilis¢ dans le diméthylsulfoxyde
(DMSO), produisant une solution violette dont 1’absorbance a 540 nm est directement
proportionnelle au nombre de cellules métaboliquement actives (Figure 12) (Bahuguna er al.,

2017).
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Figure 12. Principe de I’essai MTT : Réduction enzymatique du MTT en formazan.

e Culture cellulaire

La lignée cellulaire humaine de cancer du sein triple négatif MDA-MB-231 et la lignée
cellulaire humaine d’adénocarcinome colique HCT116 ont été obtenues respectivement aupres

de I’Istituto Scientifico Tumori et de 1’Interlab Cell Line Collection (ICLC) (Génes, Italie). Les
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cellules MDA-MB-231 ont été cultivées sous forme de monocouches adhérentes dans un milieu
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), tandis que les cellules HCT116 ont été
maintenues dans un milieu Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640). Les deux milieux
de culture ont été supplémentés avec 10 % (v/v) de sérum fcetal bovin (FBS) inactivé par la
chaleur, 2 mM de L-glutamine, et 50 ug/mL de pénicilline-streptomycine (Euroclone, Pero,
Italie). Les cellules ont été incubées a 37 °C, dans une atmosphére humidifiée contenant 5 %
de COz. Le repiquage a été effectu¢ a environ 80 % de confluence a 1’aide d’une solution de

trypsine-EDTA a 0,25 % (Life Technologies Ltd, Carlsbad, CA, USA).

Toutes les expériences ont été réalisées avec des cellules MDA-MB-231 et HCT116 aux
quatriéme et cinquieme passages, respectivement. Les solutions méres des extraits végétaux ont
été préparées dans du diméthylsulfoxyde (DMSO), conservées a —20 °C, puis diluées
fraichement dans le milieu complet avant chaque expérience. La concentration finale de DMSO
dans les puits traités n’a pas dépassé 0,04 %, un niveau ne présentant aucun effet détectable sur

la viabilité des cellules MDA-MB-231 ou HCT116.
e Détermination de la viabilité cellulaire

La viabilité cellulaire a été évaluée in vitro sur les cellules MDA-MB-231 et HCT116 a
’aide du test colorimétrique au 3-[4,5-diméthylthiazol-2-yl]-2,5-diphényltétrazolium bromure
(MTT) (Plescia et al., 2022). Les cellules ont été ensemencées dans des plaques de 96 puits a
une densité¢ de 8 x 10? cellules par puits dans 100 pL. de milieu complet. Apres 24 heures
d’adhérence, les cellules ont été traitées avec différentes concentrations de 1’extrait végétal et
incubées pendant 24 heures. Ensuite, 20 pL de réactif MTT (11 mg/mL dans une solution saline
tamponnée au phosphate, PBS) ont été ajoutés a chaque puits et incubés pendant 2 heures a 37
°C. Les cristaux de formazan formés ont été solubilisés dans 100 pL de tampon de lyse
contenant 20 % de dodécylsulfate de sodium (SDS) dans 50 % de N,N-diméthylformamide (pH
4,0). L’absorbance a été¢ mesurée a 540 nm, avec une longueur d’onde de référence de 630 nm,
al’aide d’un lecteur de microplaques. Des blancs, comprenant I'extrait végétal et le réactit MTT
(sans cellules) pour évaluer l'interférence de l'extrait avec la réduction de MTT, ainsi que le
milieu de culture, le sérum foetal bovin (FBS), 'extrait végétal et le réactif MTT (sans cellules),
ont été utilisés pour corriger les effets de fond. Les valeurs d’absorbance obtenues pour ces
blancs ont été soustraites des mesures de viabilité des puits expérimentaux afin d'éliminer

I'absorbance due a I'extrait, au milieu et au sérum.

La viabilité cellulaire a été exprimée en pourcentage de la densité optique des cellules
traitées par rapport a celle des cellules témoins non traitées. Chaque expérience a été réalisée

en triplicata. La concentration inhibitrice a 50 % (ICso) a été déterminée a partir des courbes
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dose-réponse générées a partir des valeurs d’absorbance MTT, en appliquant une analyse de

régression linéaire.

3.6. Evaluation de ’activité antibactérienne

3.6.1. Méthode des puits de diffusion

L’activité antibactérienne des extraits végétaux de L. multifida et O. glabrum a été évaluée
par la méthode de puits de diffusion en gélose selon un protocole modifi¢ du Comité Européen
pour les Tests de Sensibilité aux Antimicrobiens (EUCAST) (Figure 13) (Benedec et al., 2024).
Les essais ont été réalisés contre les souches de référence Escherichia coli ATCC 8739,
Salmonella typhimurium ATCC 14028, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Enterococcus
faecium ATCC 19434 et la levure Candida albicans ATCC 10231, disponible a 1’Institut
National de Recherche et d’Analyse Physico-Chimique (Tunisie). Les bactéries ont été
cultivées sur gélose nutritive pendant 24 heures a 37 °C, tandis que C. albicans a été cultivée
sur gélose PDA (Potato Dextrose Agar) pendant 48 heures a 30 °C. Les inocula ont été préparés
en suspendant des colonies dgées dans une solution saline stérile a 0,9 % de NaCl, puis ajustés
a une turbidité de 0,5 sur 1’échelle de McFarland, correspondant a environ 1 x 108 UFC/mL.
Des boites de Pétri contenant de la gélose Mueller—Hinton (MH) ont ét¢é utilisées pour les
bactéries et des boites contenant de la gélose PDA pour C. albicans. Chaque surface a été
ensemencée uniformément avec la suspension microbienne correspondante, puis des puits de 6
mm de diamétre ont été perforés aseptiquement et remplis de 50 uL d’extrait végétal dissous
dans du diméthylsulfoxyde (DMSO). Les essais ont été réalisés en triplicat pour chaque souche,
et les boites ont été maintenues a 4 °C pendant deux heures afin de permettre la diffusion des
extraits avant incubation. Les boites inoculées ont ensuite ét¢ incubées a 37 °C pendant 24
heures pour les bactéries et a 30 °C pendant 48 heures pour C. albicans. La gentamicine (10
ng/disque) a été utilisée comme témoin positif pour les bactéries, la fluconazole (25 pg/disque)
comme témoin positif pour C. albicans, et le DMSO (<5 %, v/v) comme témoin négatif. L effet
antimicrobien a été déterminé par la mesure des diametres des zones d’inhibition autour des

puits, les résultats étant exprimés en millimetres.
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Figure 13. Schéma représentant la méthode des puits de diffusion appliquée.

3.6.2. Détermination des CMI et CMB

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) et bactéricides (CMB) des extraits de L.
multifida et O. glabrum ont été déterminées par la méthode de microdilution en bouillon, selon
des protocoles précédemment décrits (Figure 14) (NCCLS, 2001). Un volume de 95 pL de
bouillon MH a été ajouté dans chaque puits d’une microplaque stérile a fond plat de 96 puits
pour les souches bactériennes, tandis que le bouillon PDB a été utilisé pour C. albicans, suivi
de 100 pL de I’extrait testé a une concentration de 5 mg/mL. Des dilutions successives de
I’extrait ont ensuite €té réalisées dans les puits suivants, couvrant une gamme finale de
concentrations de 5 a 0,125 mg/mL (5, 4, 3, 2, 1, 0,5, 0,25 et 0,125 mg/mL). Une suspension
microbienne d’environ 10% UFC/mL, préparée a partir d’une culture agée de 24 heures, a été
utilisée comme inoculum. Un volume de 5 uLL de cette suspension a été inoculé dans chaque
puits, y compris dans le témoin négatif, qui contenait 195 pL. de bouillon MH ou PDB sans
extrait. Apres incubation (24 h a 37°C pour les bactéries et 48 h a 30 °C pour Candida albicans),
10 pL de la solution de MTT (5 mg/mL) ont été ajoutés dans chaque puits. La viabilité
microbienne a ensuite été évaluée par la réduction du MTT en cristaux insolubles de formazan
violets. La CMI a été déterminée comme la plus faible concentration d’extrait ne présentant
aucun développement visible, comparativement au témoin négatif. Apres la lecture des valeurs
de CMI, un volume de 100 pL a été prélevé de chaque puits qui n’a pas montré de changement
de coloration, puis ensemencé sur des boites de Pétri contenant les milieux gélosés spécifiques
et incubé pendant 24 h pour les bactéries et 48 h pour C. albicans. L’absence de croissance de

colonies a permis de déterminer respectivement les valeurs de CMB et de CMF.

37



Chapitre III : Matériels et Méthodes

L Suspension
Bouillon SEXU a]t] microbienne Solution de MTT
MHoupPDA (SME/MD) 48 ypemy, (5 mg/ml) Gélose MH ou
£ a:‘_‘.“ =3 ) PDA
Incubation (24 h a 37 i
°Cou48ha3o®° H
_ ou a30°C . @ Incubation (24 h &
) _ ) 1 37°Cou48ha30
. &) =
© &=
b (6)
N
'? ;‘F;\
\&/
P \ Incubation (2 ha
{_3_} C 37°Cou48ha30 000000000
- @) \.,J‘ WD) IL:I '\,‘z \J L:I
Dilutions C — Q00000000
e = 7 | 000000000
ke P 000000080
C (7) 000000000
S

Figure 14. Représentation schématique du protocole de détermination des CMI et des CMB (les chiffres de 1 2 9
indiquent 1’ordre des étapes d’application du test) .

3.7. Evaluation de I’activité antifongique

Les souches fongiques utilisées dans cette étude, a savoir Aspergillus flavus, Aspergillus
niger, Botrytis cinerea, Fusarium culmorum, Penicillium expansum et Penicillium italicum, ont
été obtenues aupres du laboratoire de microbiologie du département de microbiologie et de
biochimie de I’Université¢ de M’sila (Algérie). Ces moisissures ont ét¢ préalablement isolées et
identifiées par Hendel er al., (2024). Les souches ont été cultivées sur gélose PDA (Potato

Dextrose Agar) et conservées a 4 °C jusqu’a leur utilisation.

L’activité antifongique a été évaluée sur gélose PDA selon une méthode d’incorporation
en milieu solide modifiée, décrite par Fatehi ez al., (2021) (Figure 15). Les extraits EA, EM et
EE ont ét¢ dissous dans le diméthylsulfoxyde (DMSO) puis incorporés a la gélose fondue a une
concentration de 10 mg/mL. Des aliquotes de 20 mL ont été versées dans des boites de Petri de
90 mm de diamétre et laissées a solidifier. Un disque mycélien de 6 mm de diametre, prélevé
en bordure d’une culture agée de 7 jours, a ét¢ déposé aseptiquement au centre de chaque boite.
Les boites témoins contenaient uniquement du DMSO sans extrait. Apres 7 jours d’incubation
a 25 °C, le taux d’inhibition de la croissance fongique (1%) a été calculé selon la formule

suivante :
I (%) = ((DC-DT)/ DC) x100

Ou DC représente le diamétre moyen de la colonie témoin et DT celui de la colonie traitée.
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Figure 15. Représentation schématique de la méthode d’incorporation en gélose
utilisée pour I’évaluation de 1’activité antifongique.

3.8. Evaluation de I’activité aphicide

3.8.1. Collecte et préparation des échantillons biologiques

Les pucerons noirs du haricot adultes (4Aphis fabae) ainsi que les feuilles de feve (Vicia
faba) utilisées dans cette étude ont été collectés en avril 2024 dans un champ de féves infesté,
situ¢ dans la région de Bordj Bou Arréridj (36.0391° N, 4.8847° E), Algérie (Figure 16). Les
sections de plantes infestées ont été soigneusement transférées dans des cages d’élevage
ventilées et transportées au laboratoire dans des conditions contrélées, afin de préserver

I’intégrité des colonies.

Afin d’assurer la standardisation des essais, des pucerons adultes apteres de taille
uniforme ont été isolés sélectivement a I’aide d’un pinceau fin pour minimiser le stress
mécanique. Les individus sélectionnés ont ensuite été transférés dans des boites de Pétri pour

une utilisation immédiate dans les essais.

L’identification taxonomique des spécimens a été confirmée comme appartenant a Aphis
fabae, conformément a la clé morphologique de Martin, (1983), et des spécimens de référence

ont été déposés dans la collection du laboratoire.
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Figure 16. Plante entiére de Vicia faba infestée par Aphis fabae. (Photo originale ;
M. ALLOUANI, Bordj Bou Arréridj, 14/05/2024)

3.8.2. Test de toxicité

Les tests d’activité aphicide ont été réalisés dans des boites de Pétri de 90 mm de diametre,
dans des conditions controlées de laboratoire (25 + 2 °C, 60 £ 20 % d’humidité relative,
photopériode de 16:8 h [L : O]). Quatre concentrations (5 %, 10 %, 20 % et 30 % ; p/v) des
extraits EA et EM des deux plantes ont été préparées en les dissolvant dans de I’eau distillée.
Conformément a Salari ef al., (2010) (Figure 17), vingt-sept boites de Pétri ont été préparées,
avec trois répétitions par concentration. Des feuilles fraiches de Vicia faba ont été immergées
pendant 10 secondes dans les solutions des deux extraits, puis séchées a I’air libre avant d’étre
placées sur un papier filtre humidifi¢ dans chaque boite. Ensuite, quinze pucerons adultes
apteres ont ¢été introduits par boite. Les témoins ont recu uniquement de 1’eau distillée. La
mortalité a été évaluée apres 24, 48 et 72 heures de traitement. Les pucerons ont été considérés

comme morts en 1’absence de tout mouvement des pattes ou des antennes.

Papier filtre

Adultes
d’Aphis fabae

Feuillede feve Feuille de féve

traitée non traitée
Test Témoin

Figure 17. Représentation schématique du test de toxicité de 1’activité aphicide.
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3.8.3. Test de répulsion

L’activité répulsive des extraits EA et EM a été évaluée selon un protocole expérimental
modifi¢ décrit par Moawad and Al-Barty, (2011) (Figure 18). Vingt-quatre boites de Petri de
90 mm de diameétre ont été préparées, avec trois répétitions par concentration. Chaque boite
contenait un papier filtre divisé en deux sections égales. Des paires de feuilles de Vicia faba,
préalablement stérilisées en surface, ont été préparées, une feuille a été immergée pendant 5
minutes dans la solution d’extrait, puis séchée a I’air libre, tandis que 1’autre, non traitée, a servi
de témoin. Ensuite, quinze pucerons adultes apteres ont €té déposés au centre de chaque boite.
Apres 24 heures d’incubation a 25 + 2 °C, la distribution des pucerons a été enregistrée. Le

pourcentage de répulsion (PR) a été calculé selon la formule suivante :
PR (%)=(Nc—Nrt)/ (Nc+Nt) X100

Ou Nc représente le nombre de pucerons sur la feuille témoin et Nt le nombre de pucerons sur

la feuille traitée.

Feuille de
féve

Feuille de
feve

Papier
filtre

Adultes
d'Aphis
fabae

Figure 18. Représentation schématique de test de répulsion de ’activité aphicide.

3.9. Analyses statistiques

Pour les essais d’activités antioxydante et antimicrobienne, tous les échantillons ont été
analysés en triplicata. Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne + écart type (n = 3).
Les données ont été analysées par une ANOVA a deux facteurs, suivie du test de comparaisons
multiples de Tukey, a I’aide du logiciel GraphPad Prism 6.01 (GraphPad Software). Le seuil de

signification statistique a été fixé a p < 0,05.

Les données de mortalité corrigée (CM %) ont été analysées a I’aide de modeles linéaires

généralisés (GLM), suivies d’une analyse probit afin de déterminer les valeurs de concentration
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létale (CLso) avec leurs intervalles de confiance. Une analyse multivariée de la variance
(MANOVA) a été réalisée pour évaluer la mortalité des pucerons, en considérant le type
d’extrait, la concentration et le temps d’exposition comme facteurs fixes, et la mortalit¢ comme
variable dépendante. Le test post hoc de Tukey a été utilisé pour la comparaison des moyennes
au seuil de signification de 5 %. L’ensemble des analyses statistiques a été effectué a I’aide de

R Studio (version 1.2.5019) avec le logiciel R (version 3.6.1).
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4.Résultats et Discussion

Dans la présente étude, nous avons procédé a I’extraction des substances actives de L.
multifida et de O. glabrum soit les huiles essentielles ainsi que les extraits bruts organiques.
Toutefois l'investigation a été centrée particulicrement sur les extraits organiques des deux
plantes plutot que sur les huiles essentielles, en raison des rendements relativement faibles
obtenus pour ces dernicres. Les extraits organiques ont donc €té privilégiés pour leur capacité
a fournir une quantité suffisante de composés bioactifs. Par ailleurs, les activités antioxydante,
antiproliférative, antibactérienne, antifongique et aphicide ont été sélectionnées en raison de
l'intérét croissant pour l'utilisation des plantes dans ces domaines thérapeutiques et €cologiques,

permettant ainsi d'explorer leur potentiel dans la lutte contre diverses pathologies et nuisibles.
4.1. Lavandula multifida
4.1.1. Résultats de I'étude phytochimique

4.1.1.1. Analyse de la composition chimique des constituants volatils de L. multifida
L’huile essentielle de L. multifida, collectée dans la région de M’sila, a été obtenue par
hydrodistillation, avec un rendement de 0,01 % (p/p). L’analyse par chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS) a permis I’identification de 50
composés, représentant 94,90 % de la composition totale de I’huile. Les composés identifiés
ainsi que leurs abondances relatives sont présentés dans le Tableau 3. L’huile essentielle est
dominée par la thuyone (10,79 %) et le B-myrcéne (9,48 %). Parmi les autres constituants
majoritaires figurent 1I’a-pinene (6,20 %), le carvacrol (5,94 %), ’o-cymene (4,21 %) et le p-
cymeén-8-ol (4,16 %). Les structures chimiques de ces principaux composés sont illustrées dans
la Figure 19. Les monoterpenes oxygénés constituent la classe majoritaire (61,07 %), tandis que
les hydrocarbures monoterpéniques représentent 21,40 %. Les sesquiterpénes oxygénés (3,23
%) et les hydrocarbures sesquiterpéniques (0,76 %) n’é€taient présents qu’en proportions

beaucoup plus faibles.

Le profil phytochimique de I’huile essentielle de L. multifida est généralement caractérisé
par la prédominance du carvacrol, comme cela a été régulierement rapporté dans diverses
régions méditerranéennes, notamment en Algérie (Khadir ef al., 2016; Saadi et al., 2016), au
Portugal (Zuzarte et al., 2012), en Tunisie (Chograni et al., 2010; Messaoud et al., 2012) et au
Maroc (Doubhri et al., 2014; Elmakaoui et al., 2022; Laghchimi ez al., 2014; Sellam et al., 2013;
Znini et al., 2012) (Tableau 2). Outre le carvacrol, plusieurs autres constituants majeurs ont été
décrits, parmi lesquels le B-bisaboléne, le linalol, I’oxyde de caryophylléne, le spathulénol, le
1-octéne-3-ol, I’anéthol, le cis-B-ocimene, le myrcene, 1’éther méthylique du carvacrol, le p-

cymeéne-8-ol, I’acrylate de dodécyle, 1’a-thuyone, le fenchol et le terpinoléne. Contrairement a
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ces rapports, nos résultats apportent la premicre preuve que la thuyone, conjointement avec le
B-myrcene, constitue les principaux constituants de I’huile essentielle de L. multifida, suggérant

I’existence d’un nouveau chimiotype au sein de cette espéce

Tableau 3. Composition chimique de I’huile essentielle de L. multifida.

N° Composé IR TR Surface (%)
1 2-Hexénal, E 871 9.120 0.31
2 a-Pinéne 936 14.110 6.20
3 trans-Verbénol 954 15.423 0.93
4 B-Pinéne 974 16.938 1.18
5 1-Octéne-3-ol 980 17.447 0.40
6 5-Hepten-2-one, 6-méthyl- 985 17.842 0.93
7 p-Myrcene 991 18.290 9.48
8 2,6-Diméthyl-1,3,5,7-octatetraéne, E,E 1001 19.027 0.77
9 2-Propylfuran 1005 19.329 1.90
10 0-Cyméne 1020 20.425 4.21
11 Eucalyptol 1026 20.823 3.20
12 Hyacinthine 1035 21.537 1.56
13 y-Terpinéne 1055 22.991 1.29
14 3,5-Octadiene-2-one 1066 23.805 0.37
15 Oxyde de linalol 1068 23.951 0.50
16 1-Octanol 1070 24.101 0.92
17 cis-Verbénol 1076 24.639 0.26
18 Fenchone 1081 24.873 0.46
19 p-Diméthylstyréne 1084 25.128 3.25
20 Thuyone 1098 26.150 10.79
21 Fenchol 1107 26.827 0.52
22 Isomeére de thuyone 1110 27.011 1.40
23 a-Campholénal 1119 27.695 1.78
24 L-trans-Pinocarvéol 1131 28.544 1.75
25 Camphre 1135 28.825 3.25
26 cis-Verbénol 1138 29.092 2.84
27 Aldéhyde lilas C 1145 29.555 0.40
28 2,6-Nonadiénal, (E,E)- 1147 29.751 0.35
29 Bicyclo(2.2.1)heptan-3-one, 6-diméthyl-2-méthyléne- 1154 30.189 1.43
30 Bornéol 1158 30.535 0.72
31 a-Phallandréne-8-ol 1161 30.698 3.29
32 Rodinol 1170 31.394 1.48
33 3'-Méthylacétophénone 1174 31.692 0.41
34 p-Cymeéne-8-ol 1179 32.015 4.16
35 a-Terpineol 1184 32.403 1.93
36 Myrténal 1186 32.574 0.77
37 Myrténol 1189 32.780 0.82
38 1-Verbénone 1199 33.461 2.11
39 Aldéhyde caprique 1201 33.648 0.87
40 cis-Carvéol 1212 34.392 0.93
41 Carvone 1235 35.952 0.36
42 Ether méthylique du thymol 1239 36.243 1.02
43 Géraniol 1251 37.057 0.32
44 1-Décanol 1269 38.351 0.31
45 Carvacrol 1298 40.314 5.94
46 Acétate d’a-terpinéol 1344 43.300 0.40
47 Caryophylléne 1411 47.665 0.76
48 B-Bisabolene 1503 48.879 2.44
49 Spathulénol 1568 57.120 0.73
50 Oxyde de caryophylléne 1572 57.395 2.50

Monoterpénes oxygénés (%) 61.07
Hydrocarbures monoterpéniques (%) 21.40
Sesquiterpenes oxygénés (%) 3.23
Hydrocarbures sesquiterpéniques (%) 0.76
Autres composés (%) 8.44
Total identifié (%) 94.90
Rendement en huile (%, p/p) 0.01

IR : Indice de rétention. TR : Temps de rétention
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Neéanmoins, des profils phytochimiques distincts de I’huile essentielle de L. multifida ont
¢galement été rapportés. Un chimiotype riche en linalol a été décrit par Msaada er al., (2012)
dans des populations cultivées, tandis que Tofah et al., (2023) ont identifié un profil dominé
par le camphre, le 1,8-cinéole et I’a-pinéne. D’autres études ont élargi davantage cette
variabilité, Soro ef al., (2014) ayant rapporté un chimiotype a durénol et El Rhaffari ez al.,

(2007) ayant décrit un profil caractéris¢ par le thymol, le carvacrol et le p-cymeéne.

thujone p-myreéne a-pinéne carvacrol O-cyméne p-cyméne-8-ol

Figure 19. Structures chimiques des principaux composés identifiés dans 1’huile essentielle de
L. multifida.

Les variations du profil chimique de L. multifida peuvent résulter de multiples facteurs,
notamment la période de récolte, le stade de développement, ’organe végétal analysé, la
procédure d’extraction, la méthodologie analytique, les pratiques culturales, les conditions
environnementales ainsi que la diversité génétique sous-jacente. De plus, de telles différences
de composition peuvent également provenir de la bioconversion de certains constituants en
leurs formes isomériques (Khadir et al., 2016; Laghchimi et al., 2014; Msaada et al., 2012;
Saadi et al., 2016; Sellam et al., 2013; Tofah et al., 2023).

4.1.1.2. Rendement d’extraction et dosage des composés phénoliques

Le Tableau 4 présente le rendement d’extraction ainsi que les teneurs en polyphénols
totaux (TPT) et en flavonoides totaux (TFT) des extraits de L. multifida, déterminés par les
méthodes colorimétriques. Les rendements d’extraction augmentent selon ’ordre EE < EM <
EA, plus précisément, EA a présent¢ le rendement le plus éleveé (16,73 = 1,513 %), suivi de EM
(10,36 £ 0,869 %), tandis que EE a montré le rendement le plus faible (4,67 £ 0,613 %), avec
des différences statistiquement significatives entre les échantillons (p < 0,05). L’EA a présenté
la plus forte teneur en polyphénols totaux (TPT) (383,42 + 1,61 pg EAG/mg), avec des
différences statistiquement significatives observées entre les échantillons (p < 0,05), tandis que
I’extrait EE a montré la teneur en flavonoides totaux (TFT) la plus élevée (56,05 £ 0,96 pg
EQ/mg) ; les extraits EM et EA ont présenté des niveaux de TFT comparables (p > 0,05).
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La variation des TPT et TFT des extraits de L. multifida peut étre attribuée aux différences
de polarité des solvants, de durée et de température d’extraction, ainsi qu’aux propriétés
physico-chimiques de 1’échantillon (Hmamou ef al., 2022; Mammeri et al., 2022). Cette
variabilité s’explique également par les caractéristiques de polarité des polyphénols et des
flavonoides. La richesse de I’extrait a 1’éthyl acétate en flavonoides, associ€e a une teneur plus
faible en polyphénols totaux, peut s’expliquer par la polarité intermédiaire de ce solvant, qui
favorise 1’extraction des flavonoides aglycones ou faiblement glycosylés, tout en limitant celle
des composés phénoliques hautement polaires. A 1’inverse, les solvants fortement polaires tels
que le méthanol et I’eau permettent une extraction plus efficace des polyphénols hydrophiles,
ce qui justifie les teneurs élevées en polyphénols totaux observées dans ces extraits (Acquaviva
et al., 2023). Outre la polarité des solvants, la température peut également moduler I’efficacité
d’extraction, une extraction aqueuse proche de 1’ébullition (~90°C pendant ~15 min) a été
signalée pour améliorer la récupération des composé€s phénoliques, alors qu’un chauffage
excessif peut entrainer la dégradation des flavonoides thermolabiles (Candrawinata et al., 2014

; Gao et al., 2022 ; Harbourne et al., 2009).

Tableau 4. Rendement d’extraction, teneurs en polyphénols totaux (TPT) et en flavonoides totaux
(TFT) des extraits de L. multifida.

Rendement TPT (ng EAG/mg TFT (ng EQ/mg

Extrait d’extraction (% P/P) d’extrait) dextrait)
EM 10,36 + 0,869 195,00 + 5,410° 31,415 + 0,255
EE 4,67+ 0,613 62,375 + 1,941 56,047 + 0,961
EA 16,73+ 1,513 383,417 + 1,607 32,931 + 0,565

Pour les TPT et TFT, les valeurs sont présentées sous forme de moyenne + écart-type (n = 3) ; différence
significative pour p < 0,05 ; des lettres différentes au sein d’'une méme colonne indiquent une différence
significative. EAG — équivalents acide gallique ; EQ — équivalents quercétine.

Les valeurs rapportées pour les TPT et TFT dans les extraits de L. multifida présentent
une variation importante, influencée par des facteurs tels que le type de solvant, la méthode
d’extraction, 1’organe végétal utilisé et I’origine géographique du matériel végétal. Dans une
¢tude algérienne utilisant une macération méthanolique, des TPT de 23 + 1,1 mg EAG/g et de
7,9 +0,2 mg EAG/g de poids sec ont été rapportées respectivement pour les feuilles et les fleurs
de L. multifida (Haddouchi et al., 2021), tandis qu’une autre étude a signalé une TPT plus élevée
de 74,74 + 0,59 mg/g d’extrait et une TFT de 9,24 + 0,32 mg/g d’extrait (Dif ez al., 2016). Selon
Molina-Tijeras et al., (2023), une extraction méthanolique accélérée a donné une TPT de 179
mg EAG/g d’extrait pour une population espagnole de L. multifida. Les valeurs de TPT et TFT

rapportées dans ces études sont nettement inférieures aux résultats obtenus dans notre étude.
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Des décoctions aqueuses de L. multifida marocaine ont conduit a une TPT de 199,16 + 11,20
mg EAG/g et une TFT de 142,55 + 1,66 mg ER/g d’extrait, en comparaison avec une TPT
significativement plus élevée mais une TFT nettement plus faible dans notre extrait aqueux
(Ramchoun et al., 2009). Dans une autre ¢étude algérienne (Mammeri et al., 2022), un
fractionnement utilisant le dichlorométhane, 1’acétate d’éthyle et le n-butanol a révélé que
I’extrait a ’acétate d’éthyle présentait la TPT la plus élevée (462,23 + 11,74 ng EAG/mg
d’extrait) et la TFT la plus élevée (125,90 + 0,16 pg EQ/mg d’extrait), dépassant de fagon

significative les valeurs obtenues dans nos extraits.
4.1.1.3. Caractérisation chimique par HPLC/ESI-QTOF-MS

Les profils phytochimiques des trois extraits de L. multifida ont été caractérisés par
HPLC/ESI-QTOF-MS en modes ionique positif et négatif. Au total, 54 métabolites ont été
identifiés, dont 22 détectés en mode positif et 32 en mode négatif, comme présenté¢ dans les

Tableaux 5 et 6.

Plusieurs classes de composés ont été identifiées dans les extraits, les acides gras
représentant la classe prédominante. Neuf dérivés différents ont été détectés, comprenant sept
oxylipines, dont I’acide trihydroxy-octadécadiénoique, 1’acide trihydroxy-octadécénoique,
I’acide oxo-10E,12Z,15Z-octadécatriénoique, I’acide hydroxylaurique, I’acide
hydroxymyristique, 1’acide hydroxyoctadécatriénoique et 1’acide hydroxylinoléique. Les
oxylipines sont des dérivés oxygénés d’acides gras insaturés, générés par des voies oxydatives
enzymatiques et non enzymatiques. Des preuves génétiques et biochimiques démontrent que
ces métabolites contribuent activement a la défense des plantes en exergant une activité
antimicrobienne, en régulant la mort cellulaire programmée, en modulant le stress oxydatif et
en déclenchant I’expression de genes liés a la défense. Il est important de noter qu’au-dela de
leur réle bien reconnu dans I’immunité végétale, certaines phyto-oxylipines ont également été
rapportées comme présentant des propriétés anticancéreuses. Plus largement, leur potentiel
thérapeutique justifie une attention scientifique accrue dans les domaines de la biotechnologie,

de la santé humaine et de la durabilité environnementale (Blée, 2002; Dofuor, 2024).

De plus, les extraits contenaient une grande diversit¢ de composés phénoliques,
comprenant des acides phénoliques (par ex. : syringique, vanillique, rosmarinique,
salvianolique) et des flavonoides (par ex. : rutine, quercétine, dérivés du kaempférol). Plusieurs
terpénes et dérivés terpéniques ont également été identifiés, notamment 1’acide maslinique,
I’acide oléanolique, I’acide tormentique et le loliolide. D’autres classes, incluant les acides

carboxyliques, les acides aminés et divers métabolites mineurs, ont été détectées en plus faibles
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abondances. Ensemble, ces phytoconstituants contribuent a la diversité chimique globale et a

la pertinence biologique de la plante.

Tableau 5. Métabolites identifiés dans les différents extraits par HPLC/MS/ESI/Q-TOF en mode positif.

N° Composé TR ESI ESI* Formule Classe de EM EE EA
(min) [M+H]* [M-+H] moléculaire  métabolites
(m/z, exp.) (m/z,
théor.)
1 Ac. phénylglyoxylique 1.18 151.0381 151.0390 CsHeO3 Ac. X X X
carboxylique
2 Ac. cis- 1.32 203.0532 203.0550 CsH1006 Ac. X
dihomoaconitique carboxylique
3 Choline 1.69 104.1072 104.1072 CsHisNO  Vitamine J X X
4 Leucine 1.92 132.1025 132.1019 CeH13NO2 Ac. aminé X X
5 Ac.N- 1.93 144.1025 144.1019  C7Hi3NO2  Ac. aminé X
méthylpipécolique
6  Phénylacétaldéhyde 1.94 121.0649 121.0648 CsHsO Aldéhyde X
7 Glucoside d’alcool 2.68 367.1362*  367.13622 Ci16H240s8 Glycoside X
dihydroconiférylique phénolique
8 Glucuronide de 5.49 355.1743*  355.1727% CisH2807  Terpéne X
menthol
9 Loliolide 8.28 197.1181 197.1172 C11Hi1603 Lactone X X
terpénoide
10  Rutine 10.71 611.1615 611.1607 C27H30016 Flavonoide X
11 Glucuronide de 12.99 479.0829 479.0820 C21H13013 Flavonoide X
quercétine
12 Malonylglucoside de 13.46 535.1393 535.1380 C24H22014  Flavonoide X
kaempférol
13 Ac. trihydroxy- 16.13  351.2157*  351.2142®  CisHnOs  Ac. gras X X
octadécadiénoique
14 Ac. trihydroxy- 16.80 353.2309* 353.2298 CisH340s Ac. gras X
octadécénoique
15 Ac. 25.84 277.2175 277.2162 CisH2502 Ac. gras X
octadécatétraénoique
16 Ac.oxo 10E,12Z,15Z- 2645 2932126 ~ 2932111  CisHsOs  Ac. gras X
octadécatriénoique
17  Phéophorbide * 30.24 593.2784 593.2758 C3sH3eN4Os  Dérivé de X
chlorophylle
18  Aldéhyde oléanolique 29.10 439.3595 439.3571 C30H4602 Terpéne X X
19 N-octadécanoyl-valine ~ 33.15 3843483 3843472  C3HasNO3  N-acylamide X
20  Ac. hydroxylaurique 12.07  234.2082°  234.2064° C12H2403 Ac. gras X
21  Ac. hydroxymyristique  16.54 2622390  262.2377° Ci14H2503 Ac. gras X
22 PG (18:2/18:0) 2990  797.5243*  797.5303  CuH7OwP  Phosphatidyl X
[phosphatidylglycérol] glycérol

2 Adduit sodique [M+Na]* ; ® Adduit ammonium [M+NH,]*

variations en composés bioactifs, qui expliquent largement leur potentiel antioxydant et
d’autres effets biologiques. L’EM s’est révél¢ le plus diversifié sur le plan compositionnel, avec
quarante-trois composés identifiés, comprenant une large représentation d’oxylipines, de
composés polyphénoliques (flavonoides, acides phénoliques et acides cinnamiques), ainsi

qu'une gamme substantielle de terpeénes et de leurs dérivés. En comparaison, I’EA, qui

Le profilage phytochimique comparatif des extraits de L. multifida a mis en évidence des
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regroupait vingt-cinq composés, présentait un profil phytochimique globalement similaire a

celui de PEM, mais avec une diversité plus faible tant en oxylipines qu’en composés

polyphénoliques, et une présence minimale de terpeénes. En revanche, I’EE était le moins

complexe sur le plan chimique, avec quinze composés dominés par des oxylipines, des terpenes

et des composés phénoliques (acides phénoliques et acides cinnamiques), mais dépourvu de

flavonoides.

Tableau 6. Métabolites identifiés dans les différents extraits par HPLC/MS/ESI/Q-TOF en mode négatif.

N°  Composé TR ESI* [M- ESI* [M- Formule Classe de EM EE EA
(min) H]" (m/z, H] (m/z, moléculai  métabolites
Exp.) (théor.) re
1 Glucose 1.62 179.0566  179.0561  CsH1206  Monosaccharide X X X
2 Ac. malique 2.00  133.0149  133.0143  C4HOs Ac. carboxylique X X
3 Cellobiose 1.96 377.0870*  377.0856* Ci2H2011  Disaccharide X
4 Ac. succinique 2.38 117.0189 117.0193  CsHeO4 Ac. carboxylique X X
5  Ac. citrique 236 191.0204  191.0197  CeHsO7 Ac. carboxylique X X
6 Ac. syringique 2.56 197.0463 197.0456  CoH100s Ac. phénolique X X
7  Glucoside d’alcool 2.68 379.1184%  379.1165  CicH240s8  Glycoside X
dihydroconiférylique phénolique
8  Ac. vanillique 2.76 167.0356  167.0350  CgHgOq4 Ac. phénolique X X X
9 Ac. 4-hydroxybenzoique 3.66  137.0249  137.0244  CsHsOs  Ac. phénolique X X
10 Ac. caftarique 2.96 311.0421 311.0409  CisHi209  Ac. cinnamique X X X
11 Salidroside 2.84  335.0915° 335.0903 Ci4sH2007  Glycoside X
phénolique
12 Glucuronide de menthol ~ 5.49  377.1834"> 377.1834* CicH2s07  Terpéne X
13 Ac. chicorique 6.28 473.0747  473.0726  C2HisO12  Ac. cinnamique X X
14 Ac. férulique 9.87  193.0514  193.0506  CioHi00s  Ac. cinnamique X
15 Ac. rosmarinique 10.50  359.0784 359.0772 CisHi60s Ac. cinnamique X X
16 Glucuronide 13.42  491.0849 491.0831 C»H20013  Flavonoide X X
d’isorhamnétine
17  Séricocide 14.11  711.3991°  711.3961°  C3¢HssOn1 Glycoside X X
terpénique
18  Ac. trihydroxy- 16.13  327.2186 327.2177 CisH320s5 Ac. gras X X X
octadécadiénoique
19  Ac. trihydroxy- 16.80  329.2348 329.2334 CisH340s5 Ac. gras X X X
octadécénoique
20 Aglycone du séricocide 17.79  503.3394  503.3378  C3oHassOs  Terpéne X
21  Ac. tormentique 22.66  487.3441 487.3429 C30H430s Terpéne X
22 Ac. 2499 2932133 2932122  CisH0s  Ac. gras X X
hydroxyoctadécatriénoiq
ue
24 Ac. hydroxylinoléique 26.53  295.2283 295.2279 CisH3203 Ac.gras X X
25  Ac. maslinique 27.48  471.3502 471.3480 C30Ha4s04 Terpéne X X
26  Ac. oléanolique 29.84  455.3563 455.3531 C30Has03 Terpéne X X
27  Ac. 2-hydroxy-3- 1.47 149.0096  149.0081  C4H4Os Ac. carboxylique X
oxosuccinique
28  Ac. shikimique 2.48 175.0620 175.0601 C7H100s Ac. carboxylique X
29  Diacétyl tétrahydroxy- 452 357.0637  357.0605  CisHi20s  Anthrone X
9,10-anthracénedione
30 Arabinocide de 1092  457.0791 457.0741 C20Hi3011  Flavonoide X
quercétine
31 Epicatéchine gallate 1220 487.0901°  487.0882° Cx»HisO10 Flavonoide X
32 Ac. salvianolique 13.14  717.1487  717.1471 C3sH30016  Ac. cinnamique X

2 Adduit chlorure [M+CI]~
® Adduit formiate [M+HCO,]"
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Il convient de noter que, malgré la teneur élevée en flavonoides estimée par 1’essai
colorimétrique au chlorure d’aluminium (AICl3), I’analyse par HPLC/MS/ESI/Q-TOF n’a
détecté aucun flavonoide dans I’EE. Les limites des méthodes spectrophotométriques sont bien
documentées dans la littérature (Nicolescu et al., 2025 ; Shraim et al., 2021 ; Sultana et al.,
2024 ; Torres et al., 2024) ; en particulier, la méthode colorimétrique a 1’AlCI3 a été signalée
comme manquant de spécificité et réagissant avec des composés phénoliques non
flavonoidiques, conduisant ainsi a une surestimation de la teneur totale en flavonoides. Cet essai
repose principalement sur la nitration des groupes catécholiques aromatiques ; de ce fait, des
phénoliques non flavonoidiques portant un motif catécholique, tels que 1’acide caféique et
’oléuropéine, ont été rapportés comme chélatant 1’AI** et produisant une réponse de type
flavonoide, tandis que des flavonoides de type dihydrochalcones dépourvus de groupe

catécholique présentent une réponse limitée (Matic¢ et al., 2017 ; Papoti ez al., 2011).

Conformément a cette limitation, I’absence de flavonoides détectables dans I’EE suggeére
que la forte réponse colorimétrique est probablement attribuable a ’acide caftarique, un
hydroxycinnamate non flavonoidique portant une unité catécholique capable de chélater I’Al**
et de générer un signal de type flavonoide. Dans 1’ensemble, ces résultats soulignent le role
complémentaire de la colorimétrie a 1I’AICl3 pour le criblage global et du profilage

chromatographique pour la confirmation au niveau moléculaire.

Bien que le profil phytochimique de L. multifida ait été largement étudié, la plupart des
travaux se sont concentrés sur I’élucidation de la composition chimique de son huile essentielle,
tandis que la composition de ses extraits aux solvants organiques a recu une attention plus
limitée. Il a été rapporté que la plante renferme plusieurs classes de composés, notamment des
terpénoides, des flavonoides, des tanins, des mucilages, des stérols et des saponines (Dif et al.,

2016 ; Soro et al., 2014).

Dans une étude phytochimique récente portant sur les parties aériennes de L. multifida
d’Algérie, utilisant les analyses HPLC-DAD et GC-MS, les extraits a 1’éther de pétrole et au
méthanol ont révélé la présence de sept composés phénoliques, dont I’apigénine, la rutine et la
coumarine, ainsi que treize acides gras, dominés par I’acide oléique, 1’acide linol¢ique et I’acide
stéarique (Soudani et al., 2025). Molina-Tijeras ef al., (2023) ont rapporté que le profilage
UHPLC-MS de D’extrait méthanolique de L. multifida d’Espagne a permis d’identifier 65
composés. L extrait était dominé par 27 triterpénoides pentacycliques, dont 1’acide maslinique,
I’acide madécassique et I’acide asiatique. Les composés phénoliques, comprenant les
flavonoides et lignanes, représentaient 19 composés, parmi lesquels la rutine, le glucoside de

quercétine, I’hespérétine, 1’épigallocatéchine digallate et divers glucosides, tandis que les
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acides gras et leurs dérivés contribuaient a hauteur de 9 composés au profil global. Des
investigations supplémentaires sur des échantillons marocains et italiens de L. multifida ont
révélé une composition phytochimique diversifiée, incluant plusieurs classes de terpenes, tels
que les triterpenes, diterpeénes et monoterpenes (par ex. : acides maslinique, oléanolique et
ursolique, ainsi que le carvacrol et son 3-O-glucoside), de méme que des dérivés flavonoidiques
tels que I’apigénine, la vitexine et plusieurs 7-O-glucosides (Panuccio et al., 2016; Sosa et al.,
2005). Les variations rapportées dans la diversit¢é métabolique entre les études sont
probablement liées aux différences d’origine des plantes, aux solvants et procédures

d’extraction, ainsi qu’aux techniques analytiques employées.
4.1.2. Evaluation des activités biologiques de L. multifida
4.1.2.1. Activité antioxydante

L’activité antioxydante est largement reconnue comme un mécanisme fondamental sous-
tendant de nombreux effets biologiques, incluant des propriétés cytotoxiques et
antibactériennes (Simea ez al., 2023). Etant donné qu’un seul test ne permet généralement pas
de refléter le potentiel antioxydant global de mélanges complexes tels que les extraits végétaux,
le recours a des méthodes complémentaires est préférable (Viola ez a/., 2024). Dans la présente
¢étude, le potentiel antioxydant des extraits de L. multifida a ét¢ évalué de maniére approfondie
a I’aide de tests ciblant différents mécanismes. Plus précisément, les tests DPPH et ABTS ont
permis d’évaluer la capacité de piégeage des radicaux libres, tandis que les tests FRAP et TAC

ont mesur¢ le pouvoir réducteur global.

Les activités antioxydantes des différents extraits de L. multifida sont résumées dans le
Tableau 7. EM a montré la plus forte activité de piégeage du radical DPPH (IC50 = 14,19 +
0,02 pg/mL), tandis que EA a présenté le plus grand pouvoir réducteur du fer (246,62 + 1,68
ug TE/mg). Par ailleurs, EE a affiché la plus forte activité¢ ABTS (IC50 =28,07 4,07 ug/mL)
et la plus grande capacité antioxydante totale (367,16 = 0,88 ng AAE/mg), confirmant une

variation de I’efficacité antioxydante dépendante du solvant.

Tableau 7. Activité antioxydante des extraits de L. multifida évaluées par les tests DPPH, ABTS, FRAP et

TAC.
Extrait / Standard DPPH ABTS FRAP TAC
1Cs0 (ng/mlL) 1Cs0 (pg/mL) (pg ET/mg extrait) (ng EAA/mg extrait)

EM 14,190 + 0,017% 89,714 £ 0,914 156,870 + 13,4472 262,417+ 0,274%
EE 99,198 + 0,044 28,067 £ 4,065° 13,767 = 1,813 367,157 £ 0,883
EA 233,602 +0,471¢ 331,375 £8,012¢ 246,616 + 1,682°¢ 249,824 + 0,042¢
TROLOX 4,260+ 0,2124 4,611+0,0394 - -

AA 3,577 +0,2314 3,752 £ 0,061 4 - -

Les valeurs sont présentées sous forme de moyenne + écart-type (n = 3) ; les lettres différentes au sein d’'une méme colonne
indiquent une différence significative (p < 0,05).
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Dans les extraits végétaux complexes, I’activité antioxydante est principalement attribuée
a la présence de composés phénoliques (Kefayati et al., 2017 ; Soudani et al., 2025). Le
potentiel antioxydant de ces métabolites découle de leur capacité a transférer un atome
d’hydrogeéne ou un électron, représentant les deux principaux mécanismes a la base des
réactions antioxydantes. Ces mécanismes constituent le fondement des méthodes d’évaluation
antioxydante les plus couramment utilisées, ou le transfert d’atome d’hydrogéne prédomine
dans le test DPPH, tandis que le transfert d’¢lectron constitue le mécanisme principal dans les
essais ABTS, FRAP et TAC (Chen et al., 2020 ; Shivakumar and Yogendra Kumar, 2018).
Dans cette optique, les activités antioxydantes des différents extraits peuvent étre attribuées a
la présence de structures phénoliques diversifiées, incluant des flavonoides polyhydroxylés, des
acides hydroxycinnamiques et des composés portant des groupements catéchol, tels que la
rutine, la quercétine glucuronide, la quercétine arabinoside, les acides rosmarinique, chicorique,
salviaonique et caftarique. Ces composés ont été largement documentées pour leurs activités
antioxydantes puissantes, reposant sur une forte capacité de transfert d’atome d’hydrogene et
d’¢électron (Duenas et al., 2011 ; Krzeminska et al., 2022 ; Swistocka et al., 2019 ; Skrovankova
etal.,2012 ; Tajner-Czopek et al., 2020). La variation des réponses antioxydantes entre les trois
extraits peut s’expliquer par leurs profils de composition différents, 1’abondance relative et
I’interaction dépendante du solvant des principaux composés antioxydants au sein des matrices
moléculaires co-extraites, ainsi que par les principes mécanistiques distincts des tests
antioxydants utilisés. Comme la capacité antioxydante des extraits complexes résulte de I’action
synergique de multiples constituants (Kicel et al., 2020 ; Rutkowska er al., 2019), des
techniques de caractérisation avancées telles que la MS/MS demeurent essentielles pour mieux
distinguer la contribution des composés individuels, tout en tenant compte des limites

inhérentes aux essais in vitro reposant sur des réactifs (Suleria ez al., 2020).

Plusieurs études ont en effet investigué 1’activité antioxydante de cette espece, mettant en
¢évidence des résultats hétérogenes sous 1’influence de parametres tels que le type de solvant, la
méthode d’extraction et I’origine géographique du matériel végétal. Mammeri ez al., (2022) ont
rapporté que la fraction a I’acétate d’éthyle de L. multifida d’ Algérie présentait une forte activité
de piégeage des radicaux libres dans les tests DPPH (ECso = 12,32 + 0,82 pg/mL) et ABTS
(ECs0=4,89 + 0,20 pg/mL). De plus, cette fraction a montré un pouvoir réducteur remarquable
dans le test FRAP, avec une valeur de 1181,50 + 8,64 png EAA/mg, nettement supérieure a celle
des autres fractions testées. Dans une étude algérienne plus récente, 1’extrait méthanolique a été
identifi¢ comme le plus actif dans les tests DPPH et ABTS, avec des ICsode 27,18 0,51 ug/mL
et 19,52 + 3,85 pg/mL, respectivement, tandis que I’extrait a 1'ether de pétrole a montré une

faible activité antioxydante (Soudani et al., 2025). Molina-Tijeras ef al., (2023) ont évalué le
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potentiel antioxydant d’un extrait hydrométhanolique de L. multifida d’Espagne. L’extrait a
révélé un fort pouvoir réducteur dans le test FRAP (2,576 mmol équivalents FeSO,/g) et une
puissante activité de piégeage radicalaire dans le test DPPH, avec une ICso de 8,06 pg/mL,
valeur comparable a celles d’antioxydants de référence tels que 1’acide ascorbique, 1’acide
gallique et I’épicatéchine. Ramchoun ez a/., (2009) ont étudié un extrait aqueux de L. multifida
du Maroc et ont rapporté une activité antioxydante appréciable, avec une 1Cso DPPH de 2,6 +
0,01 mg/mL et une valeur FRAP de 12,76 + 0,48 mmol équivalents Trolox/g, indiquant que les
constituants hydrophiles contribuent probablement de manieére importante a la capacité
antioxydante globale de cette espéce. Dans I’ensemble, les activités antioxydantes de nos
extraits s’inscrivent dans I’intervalle des valeurs précédemment rapportées pour L. multifida,

étant généralement plus faibles mais surpassant certains résultats antérieurs dans certains tests.

La capacité antioxydante totale (TAC) de L. multifida n’avait pas encore été étudice,
faisant de la présente recherche la premicre a aborder cet aspect. Néanmoins, la TAC a été
quantifiée chez d’autres espéces de Lavandula, les huiles essentielles de L. stoechas, L. dentata
et L. mairei présentant respectivement des valeurs de 443,2 + 38, 262,1 £ 31 et 125,9 £ 18 mg
EAA/g d’huile essentielle (Ghanimi e a/., 2021). En outre, des études comparatives ont montré
que la capacité antioxydante de L. multifida tend a dépasser celle de L. stoechas, tout en
demeurant comparable ou inférieure a celle de L. coronopifolia et L. dentata (Dif et al., 2016;

Messaoud et al., 2012).
4.1.2.2. Activité antiproliférative

L’activité antiproliférative des extraits de L. multifida a été évaluée par le test MTT sur
deux lignées cellulaires cancéreuses humaines, MDA-MB-231 et HCT116, dans une gamme de
concentrations allant de 10 a 150 pg/mL. Comme I’illustrent la Figure 20, L’EE et I’EM ont
montré une activité antiproliférative notable de maniére concentration-dépendante, avec une
efficacité variant en fonction a la fois de 1’extrait et de la lignée cellulaire testée, tandis qu’aucun

effet antiprolifératif significatif n’a été observé pour ’EA (données non présentées).

A une faible concentration (10 pg/mL), les deux extraits ont montré des effets
antiprolifératifs négligeables, avec une réduction de la viabilité cellulaire n’excédant pas 5 %
dans les deux lignées. A une concentration élevée de 150 pg/mL, I’EE a fortement réduit la
viabilité cellulaire, d’environ 97 % dans les cellules HCT116 et 83 % dans les cellules MDA-
MB-231, avec des valeurs d’ICso de 27,85 + 2,48 pg/mL et 63,71 = 3,05 pg/mL,
respectivement. En revanche, I’EM a montré un effet cytotoxique plus faible, réduisant la
viabilité de 66 % et 21 %, avec des valeurs d’ICso de 66,14 + 5,27 pg/mL et >150 png/mL dans
les cellules HCT116 et MDA-MB-231, respectivement. Outre les différences d’efficacité entre
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les extraits, les résultats suggeérent également que les cellules HCT116 présentent une sensibilité

accrue aux extraits de L. multifida par rapport a la lignée MDA-MB-231.

La variabilité observée dans I’effet antiprolifératif peut étre attribuée a des différences
intrinséques de réponses de résistance aux agents anticancéreux entre les deux lignées
cellulaires (Bourhia er al., 2021), possiblement liées a des profils distincts d’expression
protéique. De plus, la composition phytochimique complexe des extraits végétaux peut interagir
avec des cibles exprimées différemment, contribuant a I’activité observée, potentiellement par
des mécanismes synergiques ou antagonistes (Mannino et al., 2022). Plusieurs composés
identifiés dans les extraits sont reconnus pour leur activité anticancéreuse. Les acides
phénoliques tels que I’acide férulique et I’acide rosmarinique (Gao et al., 2018 ; Kowalczyk et
al.,2024), ainsi que des flavonoides incluant la quercétine et des dérivés du kaempférol (Kubina
et al., 2021), ont été systématiquement associé¢s a des effets anticancéreux dans des modéles

expérimentaux.

Cependant, compte tenu des profils phytochimiques distincts révélés par ’analyse
HPLC/MS/ESI/Q-TOF dans les trois extraits (Tableaux 5 et 6), I’activité cytotoxique observée
peut étre attribuée a la présence d’acides phénoliques, principalement constitués d’acide
vanillique, d’acide 4-hydroxybenzoique et d’acide caftarique (Hao er al., 2025; Saima ef al.,
2023 ; Wang et al., 2018), ainsi qu’a celle d’oxylipines (Dofuor et al., 2024; Martino et al.,
2024) et de triterpénoides pentacycliques tels que I’acide maslinique et 1’acide oléanolique (He
et al.,2022; Pollier et al., 2012). Ces constituants bioactifs se distinguent par des mécanismes
d’action convergents, impliquant 1’induction de 1’apoptose, 1’arrét du cycle cellulaire,
I’inhibition de 1’angiogenese et la modulation des voies inflammatoires et immunitaires, avec
des cibles moléculaires spécifiques a chaque classe suggérant des contributions

complémentaires a I’activité anticancéreuse globale.

Les effets antiprolifératifs de différentes especes de Lavandula ont fait 1’objet de
nombreuses investigations, incluant des études menées sur les lignées cellulaires MDA-MB-
231 et HCT116. Aboalhaija et al., (2022) ont rapporté que les extraits de L. angustifolia
présentaient une activité antiproliférative, avec des valeurs d’ICso comprises entre 28,6 + 1,1 et
278,1 £ 3,6 ug/mL, tandis que I’huile essentielle de L. stoechas a montré une ICso de 0,259 +
0,089 puL/mL, toutes deux contre les cellules MDA-MB-231 (Boukhatem et al., 2020). Les
huiles essentielles de L. coronopifolia et de L. officinalis ont présenté une activité variable
contre les cellules HCT116, avec des ICso de 0,25 + 0,03 pg/mL et >100 pg/mL, respectivement
(Abdoul-Latif et al., 2022 ; Fahmy et al., 2022).
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Cependant, L. multifida demeure peu caractérisée dans ce contexte. Une revue de la
littérature existante a révélé une seule étude évaluant son potentiel cytotoxique, indiquant une
activité¢ faible des extraits de la plante contre le rhabdomyosarcome embryonnaire,
I’adénocarcinome rénal du hamster et les lignées cancéreuses rénales du singe vert africain (ICsg
= 115-300 pg/mL) (Aneb et al., 2016). Dans le présent travail, les extraits de L. multifida ont
été évalués pour la premiere fois sur les lignées MDA-MB-231 et HCT116, montrant une
activité antiproliférative s’inscrivant dans 1’intervalle rapporté pour d’autres especes de

Lavandula, suggérant ainsi un potentiel antiprolifératif variable mais prometteur.
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Figure 20. Le potentiel antiprolifératif des extraits de L. multifida sur les lignées cellulaires cancéreuses
humaines HCT116 (A), et MDA-MB-231(B).

4.1.2.3. Activité antibactérienne

Les propriétés antimicrobiennes des extraits de L. multifida ont été évaluées in vitro a
’aide de la méthode de puits de diffusion en gélose et de la méthode de microdilution en milieu
liquide. Les résultats sont présentés dans le Tableau 8 (zones d’inhibition) et le Tableau 9

(valeurs de CMI et de CMB).

Les extraits de L. multifida ont montré une activité antimicrobienne modérée a faible
contre I’ensemble des souches microbiennes de référence testées, avec une efficacité variant
selon le type d’extrait et le microorganisme ciblé. L’EM a exercé la plus forte inhibition vis-a-
vis d’E. coli (11,5 £ 0,7 mm) et E. faecium (13,5 = 0,7 mm), tandis que I’EA a présenté une
activité supérieure contre S. typhimurium (15,5 £ 0,7 mm) et S. aureus (16,25 £ 1,0 mm), sans
différence statistiquement significative entre les deux extraits vis-a-vis de cette derniere (p >
0,05). L’EE est resté systématiquement le moins efficace vis-a-vis de l’ensemble des
microorganismes testés ; toutefois, aucune différence statistiquement significative n’a été

relevée par rapport a I’EA contre E. coli et E. faecium (p > 0,05). Parmi les souches
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bactériennes, S. aureus s’est révélée la plus sensible (10,75 + 1,0 — 16,25 &+ 1,0 mm), tandis que

E. coli était la plus résistante (9,25 £ 0,3 — 11,5 + 0,7 mm). La souche fongique C. albicans a

présenté la plus faible sensibilité, avec des zones d’inhibition comprises entre 7,5 £ 0,7 et 8,25

+ 0,3 mm, sans différence significative entre les trois extraits (p > 0,05). Les trois extraits ont

donc

montré une activité antimicrobienne contre I’ensemble des microorganismes testés ;

toutefois, leur efficacité est restée significativement inférieure (p < 0,05) a celle des controles

positifs (gentamicine et fluconazole). Par ailleurs, les résultats n’indiquent pas une préférence

stricte pour les bactéries a Gram positif ou a Gram négatif, les deux groupes présentant une

sensibilité variable en fonction du type d’extrait.

Tableau 8. Zones d’inhibition (mm) des différents extraits de L. multifida vis-a-vis des différentes souches

microbiennes.
Diametres de la zone d’inhibition (mm)*

Extrait Escherichia Salmonella Staphylococcus Enterococcus Candida

coli typhimurium aureus feacium albicans
LM 11,5+0,7 12,5+0,72 15,5+0,72 13,5+0,72 8,25+0,3°
LAQ 10+0,0° 15,5+0,7° 16,25 + 1,02 10,75 £0,3° 8,25 +0,3?
LEA 9,25+0,3° 8,5+0,7¢ 10,75 +1,0° 9,5+0,7° 7,5+0,7°
Gentamicine 20,5+ 0,7¢ 36,25 + 0,34 40 +0,0° 35+ 0,0° -
Fluconazole - - - - 29,75 +0,3°

* Dans une méme colonne, les moyennes (n = 3 + écart-type) portant des lettres en exposant identiques ne présentent pas
de différence statistiquement significative (ANOVA a deux facteurs, suivie du test de Tukey, p < 0,05).

Tableau 9. Valeurs de CMI et de CMB (en mg/mL) des différents extraits de L. multifida vis-a-vis des

différentes souches microbiennes.

Souches EM EA EE
microbiennes

CMI CMB CMI CMB CMI CMB
E. coli 2 2 >5 >5 2 3
S. typhimurium 2 2 >5 >5 0,5 0,5
S. aureus 3 5 >5 >5 2 5
E. feacium 2 3 >5 >5 2 3
C. albicans >5 >5 >5 >5 2 4

Toutefois, les valeurs de CMI et de CMB établies n’ont montré aucune corrélation avec

les diameétres des zones d’inhibition obtenus par la méthode de diffusion. L’EE, qui avait

présenté la plus faible activité dans le test de diffusion, a révélé le profil antimicrobien le plus
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puissant, avec des valeurs de CMI comprises entre 0,5 et 2 mg/mL et des valeurs de CMB allant
de 0,5 a 5 mg/mL pour I’ensemble des souches bactériennes testées. Il s’est également avéré
étre le seul extrait présentant une activité antifongique, avec une CMI de 2 mg/mL et une CMF
de 4 mg/mL. L’EM a montré une activité antibactérienne intermédiaire (CMI : 2-3 mg/mL ;
CMB : 2-5 mg/mL), mais n’a révélé aucune efficacité¢ antifongique dans la gamme de
concentrations testée. En revanche, I’EA n’a présent¢ aucun effet inhibiteur ni

bactéricide/fongicide contre les microorganismes testés a des concentrations < 5 mg/mL.

L’activité antimicrobienne des especes de Lavandula est largement attribuée a leurs
constituants terpéniques et phénoliques, présents dans les huiles essentielles et les extraits
obtenus par solvants (Domingues et al., 2023). L’activité antimicrobienne observée dans les
extraits de L. multifida est probablement liée a certains constituants bioactifs majeurs, en
particulier les acides phénoliques (rosmarinique, chicorique, caftarique et férulique), les
flavonoides (dérivés de la quercétine et épicatéchine gallate) (Buchmann ez a/., 2022 ; Nguyen
etal.,2022), ainsi que les triterpénoides (acide oléanolique et acide maslinique) (Blanco-Cabra
et al., 2019; Chouaib et al., 2015), en plus des acides gras bioactifs et des oxylipines (Prost et
al., 2005; Qiu et al., 2021). Pris ensemble, ces composés sont bien documentés pour leurs
propriétés antibactériennes et antifongiques, agissant notamment par des mécanismes tels que

la perturbation des membranes et I’altération de 1’intégrité de la paroi cellulaire.

Les oxylipines exercent leurs effets antimicrobiens a travers divers mécanismes. Elles
régulent les comportements des pathogenes, incluant leur croissance, leur reproduction et leur
quorum sensing, tout en modulant les réactions de défense de la plante hote pour renforcer la
résistance (Kuzniak & Gajewska, 2024). De plus, les oxylipines contribuent a la mort cellulaire
des pathogenes via plusieurs mécanismes létaux, tels que la formation de pores membranaires,
la déstabilisation de la membrane, ainsi que la dénaturation des protéines et des acides
nucléiques. Les oxylipines générent également des espeéces électrophiles réactives, qui
modifient les protéines cellulaires, induisent un stress oxydatif et entrainent finalement
l'effondrement cellulaire (Deboever et al, 2020). Par ailleurs, les oxylipines perturbent la
production d'énergie bactérienne en ciblant des processus cellulaires essentiels, tels que le
transport d'électrons et la synthése de 1'ATP, ce qui entraine I'arrét de la croissance bactérienne

(Pretorius et al., 2021).

De plus, des interactions synergiques entre les constituants phytochimiques peuvent
renforcer I’efficacité antimicrobienne globale des extraits de L. multifida. Les données

concernant d’autres especes de Lavandula soulignent également le rdle de telles interactions
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synergiques dans leur activité antimicrobienne (Diass ef al., 2023; Pokajewicz et al., 2023;

Sabiri et al., 2025; Vladi¢ et al., 2023).

La variabilité de I’activité antimicrobienne entre les trois extraits peut étre attribuée aux
différences de composition chimique, telles que révélées par I’analyse HPLC/MS/ESI/Q-TOF.
Cette variabilité est en accord avec les données bien établies indiquant que les méthodes
d’extraction et la polarité¢ des solvants influencent de maniere significative la composition
phytochimique et, par conséquent, I’activité antimicrobienne des extraits végétaux (Domingues
et al., 2023). Par ailleurs, la sensibilit¢ des souches microbiennes constitue un déterminant
essentiel des résultats antimicrobiens. Des observations similaires ont été rapportées chez les
especes de Lavandula, ou la sensibilité variait notablement entre les souches bactériennes, y
compris au sein d’une méme espece, soulignant ainsi le role de la sensibilité au niveau de la

souche dans I’efficacité antibactérienne (Diass er al., 2023 ; Walasek-Janusz ef al., 2022).

Ces différences de puissance des extraits et de sensibilité des souches peuvent également
expliquer I’activité antimicrobienne non sélective observée a la fois contre les bactéries 8 Gram
positif et a Gram négatif. En général, les bactéries a Gram positif sont rapportées comme étant
plus sensibles aux agents antibactériens que les bactéries a Gram négatif, en raison des
différences de structure cellulaire (Vladi¢ et al., 2023; Sabiri et al., 2025). Cependant, une
tendance non sélective similaire a également ét¢ décrite au sein du genre Lavandula, en accord

avec le schéma observé dans nos résultats (Fliou ez al., 2023; Pokajewicz et al., 2023).

Une divergence notable a été observée entre la méthode des puits de diffusion et le test
de microdilution en milieu liquide dans notre étude. Cette différence est probablement
attribuable aux limites inhérentes des tests de diffusion, qui tendent a sous-estimer I’activité des
composés hydrophobes en raison de leur faible mobilité a travers les matrices aqueuses de la
gélose. Cette interprétation est fortement étayée par Hulankova, (2024), qui décrit les tests de
diffusion comme adaptés principalement au criblage préliminaire, puisqu’ils fournissent des
résultats semi-quantitatifs dans lesquels les diametres des zones d’inhibition ne corrélent pas
toujours avec les valeurs de CMI. En effet, les huiles essentielles et les extraits riches en
constituants hydrophobes donnent souvent des zones d’inhibition minimales ou absentes, tout
en conservant une efficacité antimicrobienne significative dans les systémes basés sur les
bouillons de culture. Des preuves supplémentaires sont fournies par Puxeddu ez al., (2025), qui
ont montré que certains extraits végétaux, dont Harpagophytum procumbens et Rosa canina,
ne produisaient aucun halo détectable dans les tests de disque de diffusion, méme a des
concentrations ¢levées, mais présentaient néanmoins une activité puissante dans les tests de

dilution en bouillon, avec des valeurs de CMI et de CMB faibles. Conformément a ces
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observations, notre EE, caractéris¢ par HPLC/MS/ESI/Q-TOF comme riche en acides gras et
en terpenes, présente des propriétés majoritairement hydrophobes, ce qui explique sa diffusion
limitée mais son effet inhibiteur marqué dans les tests en bouillon. Ce constat est également en
accord avec la tendance générale selon laquelle les extraits organiques présentent généralement
des effets antimicrobiens plus puissants que les extraits aqueux (Domingues et al., 2023 ;

Hulankova, 2024).

De nombreuses études ont investigué I’activité antimicrobienne de L. multifida, 1a plupart
portant sur les huiles essentielles, tandis que les extraits organiques demeurent relativement peu
explorés. Les huiles essentielles de L. multifida ont montré une activité antibactérienne
puissante contre E. coli, S. aureus et S. typhimurium, avec des zones d’inhibition atteignant
respectivement 22,6 mm, 27,9 = 0,2 mm et 15,0 = 0,2 mm, et des valeurs de CMI aussi basses
que 0,625 pg/mL (Al-Mijalli et al., 2022; Douhri et al., 2014; Tofah et al., 2023). Leur potentiel
antifongique a également été rapporté contre C. albicans, avec des valeurs de CMI allant
jusqu’a 0,32 pL/mL (Zuzarte ef al., 2012). Ces travaux ont porté sur un large panel de souches
a Gram positif, Gram négatif et fongiques, incluant notamment des pathogénes multirésistants,
et ont mis en évidence une activité antimicrobienne marquée. En comparaison, nos extraits ont
présenté des effets antimicrobiens allant de similaires a nettement inférieurs a ceux rapportés
pour les huiles essentielles de la plante. A notre connaissance, aucune étude antérieure n’a
évalué ’effet de L. multifida contre E. faecium, bien que des especes apparentées du genre
Lavandula aient démontré des effets puissants contre cette bactérie (Giménez-Rota et al., 2019;
Rocha et al., 2025). Les investigations menées sur les extraits de L. multifida ont cependant
révélé une activité antibactérienne marquée contre d’autres souches bactériennes, notamment
Rhodococcus sp. et des souches de S. aureus résistantes a la méthicilline (Aneb ef al., 2016;

Khadir et al., 2016).
4.1.2.4. Activité antifongique

L’activité antifongique des extraits de L. multifida, évaluée par la méthode de croissance
radiale, est présentée dans la Figure 21. Les extraits ont montré une puissance notable contre
I’ensemble des champignons testés, avec des niveaux d’inhibition variant de faibles a trés élevés

selon les interactions entre chaque extrait et les différentes souches fongiques.

Tous les extraits testés ont complétement inhibé la croissance mycélienne de B. cinerea.
L’EA a présenté la plus forte activité antifongique contre 4. flavus et F. culmorum, avec des
inhibitions de croissance mycélienne de 67,849 % et 70,502 % respectivement. L’EM et L’EE
ont montré une efficacité plus faible, avec des valeurs d’inhibition comprises entre 54,486 % et

59,781 %, sans différence significative entre leurs effets sur ces champignons. Contre A. niger
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et P. italicum, ’EM a exercé I’effet inhibiteur le plus marqué, atteignant des taux d’inhibition
de 59,223 % et 66,494 % respectivement. L’EE a présenté une efficacité légerement inférieure,
avec des pourcentages d’inhibition de 56,961 % et 57,104 %, tandis que I’EA a enregistré
I’activité la plus faible, avec des inhibitions de 39,879 % et 35,461 % respectivement. Aucune
différence significative n’a été observée entre I’EM et I’EE vis-a-vis de A. niger. Pour P.
expansum, I’EE a enregistré la plus forte inhibition (66,458 %), tandis que I’EA et I’EM ont
montré des valeurs inférieures a 60 %, sans différence significative entre leurs effets sur ce

champignon.

La variabilité de 1’activité antifongique entre les trois extraits peut étre attribuée aux
différences de composition chimique, telles que révélées par I’analyse HPLC/MS/ESI/Q-TOF.
Chaque extrait a présenté un profil phytochimique qualitatif distinct, qui semble expliquer la

variation des réponses antifongiques observées chez les différentes souches testées.

Plusieurs composés identifiés dans les extraits sont reconnus pour leurs propriétés
antifongiques. Les acides phénoliques et les dérivés de 1’acide cinnamique, tels que I’acide
rosmarinique (Aydin ef al., 2024), ’acide férulique (Diaz-Garcia et al., 2024) et 1’acide
vanillique (Ali et al., 2024), ainsi que les flavonoides comprenant la quercétine, la rutine et le
kaempférol (Khanzada et al., 2021), ont fréquemment été rapportés comme agents
antifongiques actifs. Les terpeénes et les terpénoides tels que I’acide oléanolique, I’acide
maslinique et le loliolide (Harley er al., 2021; Lima et al., 2022), de méme que les acides gras
et les oxylipines (Guimaraes and Venancio, 2022; Qiu ef al., 2021), ont également été associés
a une activité antifongique significative. Les polyphénols, les terpénes et les acides gras
exercent leur activité antifongique principalement par un noyau de mécanismes communs.
Ceux-ci incluent la perturbation des membranes cellulaires fongiques, la génération d’especes
réactives de 1’oxygene (ROS), I’inhibition des pompes d’efflux, I’interférence avec la
biosynthése de I’ergostérol et 1’altération de la formation de biofilms (Davidova et al., 2024;

Guimaraes and Venancio, 2022; Liu et al., 2024; Qiu et al., 2021; Silva-Beltran et al., 2023).

Au-dela des effets des composés individuels, les interactions entre constituants
phytochimiques peuvent jouer un role déterminant. Des études récentes ont montré que
certaines combinaisons de phytoconstituants exercent des effets synergiques, entrainant une
amplification notable de I’activité antifongique (Domingues ef al., 2023). Par ailleurs, les
différences d’efficacité antifongique peuvent étre attribuées aux variations de sensibilité des
champignons vis-a-vis des métabolites secondaires présents dans les extraits de polarités
différentes (Salem er al, 2019). Globalement, les différences observées dans 1’activité

antifongique résultent vraisemblablement d’interactions complexes entre la composition
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chimique des extraits, telle que révélée par I’analyse HPLC/ESI-QTOF, et les caractéristiques

biologiques propres a chaque souche fongique.

A Dinstar de ses propriétés antibactériennes, I’activité antifongique de ’huile essentielle
de L. multifida a été examinée dans plusieurs études ; toutefois, ses extraits organiques
demeurent largement inexplorés. L’huile essentielle présente une efficacité a large spectre
contre les pathogeénes fongiques humains ainsi que contre les phytopathogeénes agricoles.
Comme ’ont montré des travaux antérieurs, une forte activité a été rapportée vis-a-vis des

espéces de Candida, des dermatophytes, des Aspergillus et des Cryptococcus, incluant

I’inhibition des biofilms (Alves-Silva et al., 2023 ; Zuzarte et al., 2012).

Dans le domaine agricole, Sellam ez a/., (2013) ont rapporté une inhibition complete de
la croissance de Alternaria sp. et Rhizopus stolonifer a 100 pg/mL, ainsi qu’une activité
significative contre Penicillium expansum et Botrytis cinerea. LLaghchimi et al., (2014) ont
confirmé I’efficacité antifongique de I’huile essentielle de L. multifida contre les agents
pathogenes responsables de la pourriture des pommes apres récolte, notamment P. expansum,
Alternaria sp. et R. stolonifer, en rapportant des valeurs de CMI comprises entre 0,125 et 0,25
uL/mL. Dans I’ensemble, les résultats antérieurs, conjugués aux notres, soulignent 1’huile
essentielle de L. multifida comme un agent antifongique prometteur et polyvalent, susceptible

de trouver des applications tant dans le domaine clinique qu’agricole.
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Figure 21. Effet inhibiteur des extraits AE, ME et EE de L. multifida sur les champignons testés. L absence de
différences significatives est indiquée par des lettres identiques sur chaque colonne (test de
comparaisons multiples de Tukey, p < 0,05 ; données exprimées en moyennes (n = 3) + SD.
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4.1.2.5. Activité insecticide

Les extraits de L. multifida ont démontré une activité aphicide significative contre A.
fabae (Tableau 10). La mortalité corrigée variait significativement avec la concentration (F
(3,12)=715,601 ; P <0,001) et la durée d'exposition (F (2,12) = 124,61 ; P <0,001). Apres 72
heures, les extraits EA et EM a 30 % ont induit une mortalité totale (100 %), avec des CLso
respectives de 3,97 % et 2,23 %. Pour des concentrations de 5 a 20 %, la mortalité corrigée

variait de 42,22 % a 91,84 % pour I'EA et de 42,22 % a 93,94 % pour 'EM.

L'analyse par mode¢le linéaire généralis¢ (GLM) confirme un effet trés hautement
significatif de la concentration (F (3, 32)=15,601, P=0,00000) et du temps d’exposition (F (2,
96)=227,65, P=0,0000) sur la mortalité. En revanche, l'effet du type d'extrait n'était pas
significatif (F (1, 96)=0,42271, P=0,51714).

Tableau 10. Taux de mortalité corrigée et valeurs de CLso des extraits de L. multifida contre A. fabae selon
différentes concentrations et durées d’exposition.

Intervalle de

Extrait , Tem;.)s. C(.)ncef)ltr M? r,t ah:e . CLs0 (%) confiancea  Pente + ES e
d’exposition  ation (%) corrigée (%) 95,
(1]

5 42,22 +8,01%
10 44,44 + 5,88k

24 h N 10.99 £0,11 6,82 -17,71 0,73 +0,25 0,54
20 60,00 = 3,85¢hiik
30 62,22 + 2,22 ¢fehiik
5 53,33 + 3,33hiik
10 53,65 + 5,40Mik

EA 48 h 598 +0,10 4,06 - 8,81 1,33+£0,25 1,94

20 74,44 + 2,14bedefe
30 83,65 + 2,55%bcde
5 64,34 £ 6,61 dfehiik
10 69,93 =+ 3,85¢defeh

72h 3.97+0.16 2,44 - 5,63 1,88+0,35 1,94
20 91,84 + 4,472
30 100,0 + 0,002
5 42,22 + 4.44%
10 48,89 + 2,221k

24 h » 11.28 £0,07 6,73 - 18,91 0,67 +0,25 1,71
20 48,89 + 2,221k
30 66,67 + 3,854¢tehi
5 48,89 + 1,111k
10 60,32 + 3,17fehiik

EM 48 h 5,83 £ 0,06 421 - 8,09 1,60 £ 0,25 0,23

20 81,27 + 4,932bcdefj
30 86,19 + 3,722bd
5 69,93 + 3,85¢defeh
10 83,22 + 5,7(2bedet

72 h 2,23 £0,30 1,10 - 4,49 1,57+035 0,00
20 93,94 + 6,062
30 100,00 + 0,02

F-(1.12)= F- F-(3.12)=

0.055 (2.12)=124.61 715.601
P=0.81 P=.0.00000 P=.0.00000
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* Les valeurs sont présentées sous forme de moyenne + erreur standard (n = 3). Les différences significatives ont été
déterminées pour P < 0,05 ; des lettres en exposant différentes au sein d’'une méme colonne indiquent des différences
statistiquement significatives a P <0,05.

Aprées 24 heures, les extraits ont montré une activité répulsive modérée a forte contre 4.
fabae (Tableau 11). Le pourcentage de répulsion (PR) variait significativement avec la
concentration (F (3,16) = 10,82 ; P <0,01), augmentant proportionnellement a celle-ci. L'EA a

présenté la répulsion la plus élevée (26,38 % a 71,21 %), contre 25 % a 58,33 % pour I'EM.

L'analyse de variance n'a pas montré d'effet significatif du type d'extrait (F(1,
32)=0,05565, P=0,81501), mais un effet trés hautement significatif de la concentration (F(3,
32)=15,601, P=0,00000) sur l'effet répulsif.

Tableau 11. Effet répulsif des extraits de L. multifida contre A. fabae.

Extrait Concentrations (%) PR (%) Classe
5 26,388+6,94! I
10 36,48+14,84° I

EA
20 67,42+3,78b II
30 71,21+3,78% II
5 25+12,5° II
10 26,38+6,94 I

EM
20 54,54+4,544 II
30 58,33+8,33¢ 111

Valeur de F (1. 16) =2.34 Valeur de F (3. 16)=10.82
Valeur de P=0.1 Valeur de P=0.004

* Différence significative a P = 0,05 ; les valeurs représentent la moyenne de trois répétitions + ES ; les valeurs
suivies de lettres différentes dans une méme colonne indiquent une différence significative a P < 0,05 ; PR—
pourcentage de répulsion.

L'utilisation intensive des insecticides chimiques non sélectifs, bien qu'efficace, pose
d'importants problémes environnementaux et sanitaires, ce qui a motivé la recherche
d'alternatives naturelles comme les extraits végétaux (Isman, 2005). Dans ce contexte, les
plantes aromatiques, riches en métabolites secondaires, représentent une source

particulierement prometteuse de bio-insecticides (Kim et a/., 2003; Shaaya et al., 1997).

Cette activité est attribuée aux composés majeurs de L. multifida, tels que les terpénes,
les composés phénoliques et les alcaloides (El Abdali ef al., 2022; Ootani ef al. 2013). Leurs

mécanismes d'action incluent une neurotoxicité potentielle, notamment via l'inhibition de

63



Chapitre IV : Résultats et Discussions

I'acétylcholinestérase (AChE), perturbant la transmission nerveuse (Al-Harbi ef al., 2025;
Moustafa et al., 2025). D'autres voies sont impliquées, comme l'interférence avec la production
d'ATP, les fonctions des canaux ioniques, 'homéostasie oxydative (Regnault-Roger ef al. 2012
; Tong and Bloomquist 2013), ou l'inhibition d'enzymes de détoxification comme la glutathion

S-transférase (GST) (Awad et al., 2024).

Les effets observés sont liés a la diversité¢ des composé€s bioactifs identifiés, incluant des
acides phénoliques (acide rosmarinique, chicorique, férulique), des flavonoides (dérivés de la
quercétine, rutine) et des terpénoides (acide oléanolique, maslinique) (Darrag et al., 2022 ;
Pereira et al., 2024; Punia et al., 2022). La différence d'activité entre I'EA et I'EM (une toxicité
plus marquée pour I'EM et un effet répulsif supérieur pour I'EA) pourrait s'expliquer par leurs
profils chimiques distincts révélés par HPLC/MS/ESI-Q-TOF, suggérant des modes d'action
différents.

Comparée aux données publiées sur d'autres especes de lavande, L. multifida présente une
efficacité supérieure contre 4. fabae. Son activité est également confirmée contre d'autres
ravageurs comme Spodoptera frugiperda et Culex pipiens (El-Bokl, 2016; Moustafa et al.,
2025). Ces résultats soulignent le potentiel de L. multifida comme source d'aphicides naturels

pour une lutte antiparasitaire durable.
4.2. Otospermum glabrum

4.2.1. Etude phytochimique
4.2.1.1. Analyse de la composition chimique des constituants volatils d’O. glabrum

L’huile essentielle d’O. glabrum, récoltée dans la région de M’sila, a été obtenue par
hydrodistillation avec un rendement de 0,2 % (p/p). L’analyse par chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS) a conduit a I’identification de 47
constituants, représentant 92.17 % de la composition totale. Ces composés, ainsi que leurs

abondances relatives, sont présentés dans le Tableau 12.

Le profil chimique se distingue par la prédominance de 1’isovalérate de linalyle (13,30
%) et du B-phéllandrene (7,62 %), suivis par d’autres constituants majeurs tels que 1’oxyde de
caryophyllene (6,26 %), le propionate de géranyle (5,31 %) et le caryophyllene (3,94 %). Les
structures chimiques représentatives des principaux composés sont reproduites dans la Figure
22. Les monoterpenes oxygénés dominaient nettement le profil chimique de I’huile essentielle
d’O. glabrum (49,85 %), suivis par les hydrocarbures sesquiterpéniques (18,27 %) et, dans une

moindre mesure, par les hydrocarbures monoterpéniques (13,49 %). A 1’opposé, les
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sesquiterpenes oxygeénés n’étaient détectés qu’a un niveau résiduel (4,84 %), traduisant une

contribution marginale a la composition globale.

Tableau 12. Composition chimique de I’huile essentielle d’O. galabrum.

Ne Composé IR TR Surface (%)
1 a-Pinéne 936 14.110 2.21
2 Benzénecarbonal 955 15.551 0.46
3 B-Pinéne 974 16.941 1.81
4 B-Myrcéne 991 18.289 1.14
5 p-Phéllandréne 1025 20.784 7.62
6  Linalol 1098 26.124 0.74
7  Nonanal 1101 26.394 0.74
8 Cis-9-Octadécénal 1154 30.255 0.52
9  L-4-Terpineol 1171 31.422 0.60
10 Cryptone 1177 31.856 1.16
11 Décanal 1202 33.666 0.50
12 Aldéhyde cuminique 1230 35.661 1.34
13 Cis-Géraniol 1251 37.109 0.49
14 Acétate de 4,4,6-triméthylbicyclo (3.1.1) hept-3-¢n-2-yle 1257 37.461 1.27
15  Phéllandral 1265 38.077 1.69
16  Acétate de bornyle 1280 39.081 3.04
17  Acétate de néryle 1289 39.675 0.69
18  Carvacrol 1299 40.399 3.59
19  p-Vinylgaiacol 1306 40.843 2.68
20 Limoneéne 1339 43.025 0.71
21 Ylangéne 1344 43.341 0.54
22 y-Terpineol 1360 44.395 1.65
23 Copaéne 1370 45.021 1.26
24 Damascénone 1377 45.509 1.75
25  Acétate de géranyle 1381 45.720 3.05
26  Acide n-décanoique 1392 46.449 3.99
27  Caryophylléne 1412 47.727 3.94
28  (Z)-B-Farnéséne 1454 50.312 0.58
29  Propionate de géranyle 1471 51.345 0.48
30 Germacrene 1474 51.535 2.58
31 B-lonone 1478 51.825 0.85
32 B-Bisabolene 1504 53.373 1.00
33  Butyrate de géranyle 1510 53.734 2.01
34  §-Cadinene 1517 54.165 1.61
35  Spathulénol 1570 57.255 2.50
36  Oxyde de caryophylléne 1574 57.511 6.26
37  (-)-Globulol 1595 58.730 0.68
38 Propionate de géranyle 1599 58.973 5.31
39 Linalyl isovalerate 1606 59.392 13.30
40 B-Eudésmol 1629 60.700 0.99
41 Isolongifolene, 7,8-déhydro-8-hydroxy- 1641 61.458 0.67
42 Meéthyl dihydrojasmonate 1644 61.593 0.60
43  Thembergeéne 1646 61.727 0.50
44 Séudénone 1666 62.933 1.34
45  Acide tétradécanoique 1751 67.711 0.45
46  Acétone hexahydrofarneysylique 1833 71.841 0.46
47  Acide pentadécanoique 1955 78.025 0.82
Monoterpénes oxygénés (%) 49.85
Hydrocarbures monoterpéniques (%) 13.49
Sesquiterpénes oxygénés (%) 4.84
Hydrocarbures sesquiterpéniques (%) 18.27
Autres composés (%) 5.72
Total identifié (%) 92.17
Rendement en huile (%, p/p) 0.2

IR : Indice de rétention ; TR : Temps de rétention
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Compte tenu de la rareté¢ des données disponibles dans la littérature sur O. glabrum, il
n’est pas possible d’établir de comparaison directe avec les résultats d’études antérieures.
Toutefois, des travaux pertinents existent sur des especes étroitement apparentées au sein de la
tribu des Compositae-Anthemideae, en particulier dans les genres Achillea, Artemisia et

Matricaria.

Comparativement a d’autres especes de la tribu Anthemideae, le profil chimique de 1’huile
essentielle d’O. glabrum se distingue par la forte contribution de certains constituants clés.
Ainsi, la teneur en isovalérate de linalyle (13,30 %) est proche de celle rapportée pour Artemisia
nilagirica (12,01 %) (Kalaiselvi et al., 2019), mais largement supérieure aux niveaux tres
faibles observés chez A. songarica (0,6 %) (Zhang et al., 2022). De méme, le B-phéllandréne,
relativement abondant dans notre échantillon (7,62 %), a été détecté en proportions inférieures
dans I'huile d’A4. pontica (3,69 %) (Panasenko er al., 2021). La teneur en oxyde de
caryophyllene (6,26 %) se situe dans ’intervalle rapporté pour d’autres membres du genre
Achillea, tels que A. magnifica (4,7 %) (Demirci ef al., 2018) et A. fragmmentissma (1,84 %)
(Elsharkawy, 2016). S’agissant du caryophylléne, sa proportion (3,94 %) demeure comparable
a celle rapportée chez A. annua et A. vulgaris (2,5-12,2 %) (Judzentiene and Buzelyte, 2006;
Zhigzhitzhapova et al., 2019).

Dans I’ensemble, ces résultats soulignent le caractére distinctif du profil chimique d’O.
glabrum, qui se démarque au sein de la tribu Anthemideae par une combinaison singuliére de

constituants majeurs rarement observée simultanément chez les autres espéces apparentées.
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Figure 22. Structures chimiques des principaux composés de I’huile essentielle d’O.
glabrum.
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4.2.1.2. Rendement d’extraction et dosage des composés phénoliques

Le Tableau 13 présente le rendement d’extraction ainsi que les teneurs en polyphénols
totaux (TPT) et en flavonoides totaux (TFT) des extraits d’O. galabrum, déterminés par les
méthodes colorimétriques. Les rendements d’extraction diminuent selon I’ordre EA > EM >
EE. L’EA a enregistré le rendement le plus élevé (23.91 + 1.43 %), suivi de ’EM (17.89 £ 1.82
%), tandis que I’EE a présenté le rendement le plus faible (6.53 + 0.76 %). Ces variations se
sont révélées statistiquement significatives entre les échantillons (p < 0,05). Par ailleurs, ’EA
s’est distingué par les teneurs les plus €levées en TPT (57,597 + 0,175 pg EAG/mg) et en TFT
(49,463 £ 0,656ug EQ/mg), suivi par ’EM, tandis que I’EE a présenté les niveaux les plus
faibles. Ces différences se sont révélées statistiquement significatives entre les échantillons (p

<0,05).

Tableau 13. Rendement d’extraction, teneurs en polyphénols totaux (TPT) et en flavonoides totaux
(TFT) des extraits d’O. galabrum.

Extrait Rendement TPT TFT
d’extraction (% p/p) (ng EAG/mg d’extrait) (ng EQ/mg d’extrait)
EM 17.89 +1.82 42,791 £ 0,564* 17,608 + 0,100?
EE 6.53+0.76 19,388 £0,159° 7,232 +0,119°
EA 23.91+1.43 57,597 £0,175¢ 49,463 £+ 0,656°

* Pour les TPT et TFT, les valeurs sont présentées sous forme de moyenne + écart-type (n = 3) ; différence
significative pour p < 0,05 ; des lettres différentes au sein d’une méme colonne indiquent une différence
significative. EAG — équivalents acide gallique ; EQ — équivalents quercétine.

Les différences observées dans les teneurs en TPT et TFT des extraits d’O. galabrum
s’expliquent principalement par la polarité des solvants, les conditions d’extraction (durée et
température) et les propriétés physico-chimiques spécifiques du matériel végétal (Hmamou et
al., 2022; Mammeri ef al., 2022;). Pour approfondir cette explication, la solubilité différentielle
des polyphénols et flavonoides contribue également a cette variabilité : les polyphénols
hydrophiles, tels que les aglycones, glycosides et oligoméres, sont mieux extraits par des
solvants polaires, alors que les flavonoides lipophiles (isoflavones, flavanones, flavones
méthylées, flavonols) présentent une plus grande affinité avec les solvants organiques
faiblement polaires. A I’inverse, les flavonoides hydrophiles, en particulier les formes
glycosylées, présentent une affinité marquée pour les solvants polaires (El Mannoubi, 2023;
Rajbhar et al., 2015). De plus, des conditions thermiques élevées, telles qu’une extraction
aqueuse proche de 1’ébullition (~90 °C pendant ~15 min), ont été signalées pour accroitre la

récupération des composés phénoliques (Harbourne ez al., 2009; Candrawinata et al., 2014).
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L’analyse comparative met en évidence une teneur polyphénolique nettement supérieure
chez O. glabrum par rapport aux espéces apparentées. Nos valeurs de TPT et de TFT dépassent
significativement celles rapportées pour les especes du genre Achillea (TPT : 16,34-27,48 pg
EAG/mg ; TFT : 11,31-27,13 ug EQ/mg) (Mehmood ef al., 2022). En outre, elles s’approchent
des niveaux les plus ¢élevés documentés chez les especes du genre Artemisia, avec 106,34 ng
EAG/g dans les extraits méthanoliques de A. vulgaris et 47,74 ug ER/mg dans ceux de A. annua,
tout en surpassant systématiquement les rendements les plus faibles rapportés pour les extraits
au chloroforme de A. absinthium (TPT : 5,78 ug EAG/g ; TFT : 0,37 ung ER/mg) (Trifan et al.,
2022). Ces résultats positionnent O. glabrum comme une ressource précieuse en polyphénols

bioactifs, offrant un potentiel notable pour des applications biologiques.

Outre les facteurs précédemment discutés, divers parameétres intrinseéques et extrinseques,
incluant I’espéce étudiée (Hartmann ez a/., 2022), 1a partie de la plante exploitée (Yumita ez al.,
2023), le stade de développement, les conditions de culture et de récolte, ainsi que le type de
sol, sont susceptibles de moduler de maniére significative les teneurs en polyphénols totaux et

en flavonoides totaux (Ezez and Tefera, 2021).
4.2.1.3. Caractérisation chimique par HPLC/ESI-QTOF-MS

Une analyse approfondie des profils phytochimiques des trois extraits d’O. glabrum a été
réalisée par HPLC/ESI-QTOF-MS en modes d’ionisation positive et négative, permettant
I’identification de 50 métabolites, dont 12 en mode positif et 38 en mode négatif, comme

détaillé dans les tableaux 14 et 15.

Tableau 14. Métabolites identifiés dans différents extraits par HPLC/MS/ESI/Q-TOF en mode positif.

Ne Composé TR ESI ESI* [M+H] Formule Classe de EM EE EA
(min) [M+H]* (m/z, théor.)  moléculaire  métabolites
(m/z,exp.)

1 1-Acétyl-2-lyso-sn- 1.62 259.0802  259.0815 C7Hi7NO7P  Glycérophos- X
glycéro-3- pholipides
phosphoéthanolamine

2 Choline 1.83 104.1072 104.1070 CsHisNO Vitamine J X X

3 Proline 1.96 116.0708 116.0706 CsHoNO: Aa X X

4 Bétaine de proline 2.02 144.1025 144.1019 C7H13NO2 Aa X X

5 Bétaine de leucine 2.41 174.1495 174.1488 CoHi19NO2 Aa X X

6 Tryptophane 2.89 205.0987  205.0971 CiHi2N202  Aa X

7 Loliolide 8.42 197.1187 197.1172 C11Hi1603 Lactone X

terpénoide

8 Phéophorbide ® 29.03  607.2576  607.2551 C3sH3aN4Os  DC X X

9 Hydroxyphéophorbide * 2930  609.2725  609.2708 C3sH3eN4Os  DC X X

10 Isomere de 2930  609.2720  609.2708 C3sH3sN4Os  DC X X
I’hydroxyphéophorbide *

11 Phéophorbide * 3123 593.2785  593.2758 C3sH3sN4Os  DC X X

12 Phéophorbide * 3252 5932782  593.2758 C3sH3eN4Os  DC X X

Notes— Aa : acide aminé ; DC : dérivé de la chlorophylle

68



Chapitre IV : Résultats et Discussions

Tableau 15. Métabolites identifiés dans différents extraits par HPLC/MS/ESI/Q-TOF en mode négatif.

N° Composé TR (min) ESI* [M-H]" ESI' [M-H]" Formule Classe de EM EE E
(m/z, Exp.) (m/z,(théor.) moléculaire  métabolites A

1 Glucose 1.62 179.0566 179.0561 CsH1206 Monosaccharide X

2 Ac. malique 1.96 133.0149 133.0143 C4HeOs Ac. carboxylique X

3 Cellobiose 2.00 377.0860* 377.0856* Ci2H22011 Disaccharide X

4 a-Isopropylmalate 2.30 175.0625 175.0612 C7H1205 Ac. carboxylique X X

5 Ac. chlorogénique 2.53 353.0900 353.0900 C16Hi809 Ac. cinnamique X

6 Lutéoline 7-O-rutinoside 2.68 593.1529 593.1512 C27H30015 Flavonoide X X

7 Roséoside 2.78 421.1647* 421.1635* Ci9H300s Terpene X

8 Isopropylmaléate 2.93 157.0516 157.0506 C7H1004 Ac. carboxylique X X

9 Schaftoside 3.00 563.1418 563.1406 C26H28014 Flavonoide X

10 Glucuronide de I’acide 3.08 371.1001 371.0984 C16H20010 Ac. cinnamique X
dihydroférulique

11 Coumaroylglucose 3.20 325.0923 325.0929 CisHis0s Ac. cinnamique X X

12 Hydroxycinchonan-9-one 3.35 307.1420 307.1452 CioH20N202  Alcaloide X

13 Rutine 3.51 609.1483 609.1461 C27H30016 Flavonoide X X

14 Quercitrine 4.77 447.0959 447.0933 C21H20011 Flavonoide X

15  Isomere II de I’acide 9.08 515.1205 515.1195 C2sH24012 Ac. cinnamique X X
dicaffeoylquinique

16  Vitexine 11.34 431.1004 431.0984 C21H20010 Flavonoide X

17 Isomere II de I’acide 11.55 515.1209 515.1195 C2sH24012 Ac. cinnamique X
dicaffeoylquinique

18  Rutinoside de syringétine 12.98 653.1745 653.1723 C29H34017 Flavonoide X

19  Caféoyl-lutéoline glucoside 13.08 609.1261 609.1250 C30H26014 Flavonoide X

20  Tiliroside 14.11 593.1320 593.1301 C30H26013 Flavonoide X

21  Dimére de mélilotoside 14.91 695.1853° 695.1829° C30H34016 Ac. cinnamique X

22 Apigénine 16.25 269.0461 269.0456 Ci5H100s Flavonoide X X

23 Ac. hydroxy-oxo- 19.96 307.1938 307.1915 C18H2304 Ac. gras X X
octadécatriénoique

24 Ac. hydroxy-oxo- 2497 345.1846* 345.1838* CisH3004 Ac. gras X
octadécadiénoi-que

25  Ac. hydroxyoctadécatriénoique  25.64 293.2138 293.2122 CisH3003 Ac. gras X X

26  Ac. hydroxylinoléique 26.19 295.2283 295.2279 CisH3203 Ac. gras X X
isomere |

27  Ac. hydroxylinoléique 27.08 295.2283 295.2279 CisH3203 Ac. gras X X
isomere 11

28  Ac. hydroxy-pentadécanoique  27.23 257.2140 257.2122 Ci5H3003 Ac. gras X X

29  Ac. hydroxyoléique 28.06 297.2457 297.2435 CisH3403 Ac. gras X X

30  Ac. hydroxypalmitique 28.30 271.2304 271.2279 Ci6H3203 Ac. gras X X

31  Ac. linolénique 28.43 277.2194 277.2173 CisH3002 Ac. gras X X

32 Ac. linoléique 30.02 279.2353 279.2330 CisH320: Ac. gras X X

33 PI(18:3/18:3) 32.28 853.4845 853.4873 CssH7s013P Phospholipide X

34 Ac. oxalosuccinique 2.26 189.0053 189.0041 CsHeO7 Ac. carboxylique X

35 Lutéoline 13.18 285.0419 285.0405 C15H1006 Flavonoide X

36 Diosmétine 16.41 299.0578 299.0561 Ci6H1206 Flavonoide X

37  Acacétine 19.75 283.0633 283.0612 C16H1205 Flavonoide X

38  Ac. succinique 1.63 117.0201 117.0193 CsHeO4 Ac. carboxylique X

2 Adduit chlorure [M+CI] ; ® Adduit formiate [M+HCO;]"

En mode d’ionisation positive, la composition se caractérise essentiellement par la
présence d’acides aminés et de divers dérivés de la chlorophylle. En revanche, en mode

d’ionisation négative, la caractérisation des extraits a mis en évidence plusieurs classes de
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composés, parmi lesquelles les acides gras constituent la fraction majoritaire. Neuf dérivés
distincts ont été identifiés, dont sept relévent de la famille des oxylipines, notamment 1’acide
hydroxy-oxo-octadécatriénoique, 1’acide hydroxy-oxo-octadécadiénoique et I’acide hydroxy-

octadécatriénoique.

Par ailleurs, les extraits se distinguent par une grande diversité de composés phénoliques,
incluant des acides phénoliques (tels que 1’acide chlorogénique, le coumaroylglucose et le
glucuronide de I’acide dihydroférulique) ainsi que des flavonoides (tels que la rutine, la
quercitrine, la vitexine, 1’apigénine et la lutéoline). D’autres classes de métabolites, telles que
les acides carboxyliques, les terpenes, les alcaloides et divers composés secondaires, ont
¢galement été détectées en moindre abondance. Dans leur ensemble, ces phytoconstituants

enrichissent la diversité chimique des extraits et renforcent la pertinence biologique de la plante.

Le profilage phytochimique comparatif des trois extraits a mis en ¢évidence des
différences notables en termes de diversité chimique. L’EM s’est révél¢ le plus complexe, avec
quarante-quatre composés identifiés, comprenant une large représentation d’acides
phénoliques, de flavonoides et d’acides gras ainsi que de leurs dérivés. En revanche, I’EE, qui
contenait dix-sept composés, présentait une composition plus restreinte, dominée par les acides
gras et leurs dérivés, avec seulement une présence minimale de composés phénoliques. L’EA
était le moins complexe, avec quatorze composés, caractérisé par une moindre diversité en
constituants phénoliques par rapport a I’EM et par une absence totale d’acides gras. Ces
variations soulignent la singularité des empreintes phytochimiques propres a chaque extrait,

susceptibles d’expliquer leurs différences d’activités biologiques.

La composition chimique d’O. glabrum s’avere globalement cohérente avec les données
rapportées pour d’autres especes de la famille des Asteraceae. En accord avec la littérature, les
extraits d’O. glabrum contiennent des acides phénoliques bien documentés dans ce groupe, tels
que I’acide chlorogénique et des dérivés dicaffeoylquiniques. Le profil flavonoidique montre
¢galement plusieurs composés caractéristiques des Asteraceae, notamment la rutine, la
quercitrine (glycoside de la quercétine), la lutéoline et I’apigénine. Par ailleurs, la fraction
lipidique est enrichie en acides gras typiques de la famille, dont les acides linoléique,
linolénique, oléique et palmitique. Ces similitudes confirment que le profil phytochimique d’O.
glabrum s’inscrit dans la tendance observée au sein des Asteraceae, tout en présentant certaines

particularités spécifiques (Borgo et al., 2024; Lee et al., 2024; Rolnik and Olas, 2021).

Un tel résultat trouve également appui dans les études antérieures menées sur des especes
étroitement apparentées de la tribu des Compositae—Anthemideae, telles que celles du genre

Matricaria et Achillea. El Mihyaoui et al., (2022) ont rapporté plusieurs constituants de
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Matricaria chamomilla qui présentent des similarités avec ceux identifiés chez O. glabrum. Les
deux especes partagent notamment des dérivés caféoylquiniques, la lutéoline (présente sous
forme aglycone chez O. glabrum et sous forme glycosylée chez Matricaria), ainsi que des
acides gras majeurs tels que les acides linoléique, oléique et palmitique. Shevchenko er al.,
(2025) ont de leur coté rapporté divers constituants d’Achillea nobilis, dont plusieurs sont
¢galement présents chez O. glabrum, en particulier les dérivés de I’acide dicaffeoylquinique et
plusieurs flavonoides, tels que 1’apigénine, la lutéoline (glycosylée chez Achillea) et la vitexine.

La présence d’acide palmitique constituait par ailleurs un point commun entre les deux especes.
4.2.2. Evaluation des activités biologiques d’O. glabrum
4.2.2.1. Activité antioxydante

Le potentiel antioxydant des extraits d’O. glabrum a été évalué a I’aide des tests DPPH,

ABTS, FRAP et TAC. Les résultats correspondants sont présentés dans le Tableau 16.

Tableau 16. Activités antioxydantes des extraits d’O. glabrum évaluées par les tests DPPH, ABTS, FRAP et

TAC.
DPPH ABTS FRAP TAC

Extrait / Standard ICso (ng/ml) ICso (ng/ml) (ng ET/mg extrait)  (ug EAA/mg extrait)
EM 56,047 +0,026° 10,570 £ 0,672 @ 39,511+ 0,486 154,917 £ 1,062°
EE 267,687 £ 0,469° 36,235 £ 0,569° 9,927 £ 0,656° 252,556 £ 0,200°
EA 241,229 +0,064° 274,463 £ 10,503¢ 37,302+ 1,139¢ 249,102 £0,814¢
TROLOX 4,260 +£0,2124 4,611 £0,0392 - -

AA 3,577 £0,2314 3,752 £0,061 2 - -

Les valeurs sont présentées sous forme de moyenne + écart-type (n = 3) ; les lettres différentes au sein d’une méme colonne
indiquent une différence significative (p < 0,05).

Dans I’essai de piégeage du radical DPPH, EM a montré 1’activité la plus marquée parmi
I’ensemble des extraits testés, avec une ICso de 56,047 + 0,026 ug/mL. En comparaison, les
extraits EA et EE se sont révélés nettement moins actifs, avec des ICso de 241,229 + 0,044
ng/mL et 267,687 + 0,469 pg/mL, respectivement. Par rapport aux standards de référence, le
Trolox (ICso = 4,260 + 0,212 ug/mL) et I’acide ascorbique (ICso = 3,577 £+ 0,231 pg/mL),
I’ensemble des extraits a présenté une activité de piégeage radicalaire nettement plus faible.
L’évaluation de cette activité a montré que I’extrait EA, bien qu’affichant les niveaux les plus
¢levés de TPT et de TFT, présentait une activité antioxydante significativement plus faible que
EM. Ce résultat s’explique par le fait que I’efficacité de 1’inhibition du radical DPPH dépend

avant tout de la structure chimique spécifique de certains polyphénols, plutot que de leur
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concentration globale. Plus précisément, la forte sélectivité du DPPH résulte de sa réactivité,
qui se limite essentiellement aux flavonoides possédant des groupements hydroxyles sur
I’anneau B et aux acides aromatiques portant plus d’un groupement hydroxyle (Mammeri et
al.,2022). Ainsi, la supériorité de EM peut étre attribuée a la diversité de ses composés de type
catéchol, a savoir la quercitrine, le glucoside caféoyl-lutéoline et des isomeres de 1’acide
dicaffeoylquinique, dont les groupements catécholiques conjugués confeérent une forte capacité
de donation d’hydrogenes et de stabilisation radicalaire, amplifiée par des effets synergiques.
Par ailleurs, des études menées sur des especes d’Achillea par Kaczorova et al., (2021) et
Sabanoglu er al., (2019) ont montré que certains extraits présentant des teneurs phénoliques
totales plus faibles manifestaient une activité antiradicalaire vis-a-vis du DPPH plus marquée
que ceux a teneur plus élevée en TPT. Ces résultats corroborent ainsi notre observation selon
laquelle I’activité antioxydante ne dépend pas exclusivement de la concentration totale en
polyphénols. L’activité antiradicalaire vis-a-vis du DPPH de plusieurs especes de Compositae—
Anthemideae a ¢été largement documentée dans la littérature scientifique. Les extraits
méthanoliques de huit especes d’Artemisia ont montré une activité antioxydante modérée a
forte, avec des valeurs de ICso comprises entre 107,2 et 227 ug/mL (Ranjbar et al., 2020). Dans
une autre étude, Hassanpour er al, (2020) ont rapporté une activité antiradicalaire
particulierement élevée pour les extraits méthanoliques de six populations naturelles de
Matricaria chamomilla, avec des valeurs de ICso variant entre 19,23 et 73,35 pg/mL. La
comparaison avec nos résultats indique que I’extrait méthanolique d’O. glabrum présente une
forte activité antiradicalaire, se situant parmi les meilleures valeurs rapportées dans les études
antérieures, tandis que les autres extraits ont révélé un potentiel antioxydant relativement plus

faible.

Lors de I’essai ABTS, EM a présenté 1’activité antiradicalaire la plus élevée (ICso
10,570 £ 0,672 pg/mL), cette activité n’étant que deux fois inférieure a celle du trolox (ICso =
4,611 + 0,039 pg/mL) et trois fois inférieure a celle d’acide ascorbique (ICso = 3,752 £+ 0,061
pg/mL). EE et EA ont montré une activité plus faible, avec des valeurs de ICso de 36,235 +
0,569 ug/mL et 274,463 + 10,503 pg/mL, respectivement. Dans cet essai, EM a aussi montré
un effet de piégeage des radicaux libres plus marqué que dans le test au DPPH. Cette différence
peut s’expliquer par la plus grande polyvalence du radical cationique ABTSe* par rapport au
DPPH, I’ABTS étant soluble a la fois dans les milieux aqueux et organiques, ce qui permet
d’évaluer I’activité antioxydante de composés hydrophiles comme lipophiles (Mammeri e al.,
2022). Dans I’ensemble, I’activité antiradicalaire des extraits d’O. glabrum vis-a-vis du ABTS
semble étre comparable, voire plus élevée, que celle décrite chez d’autres especes appartenant

a la méme tribu. Trifan ef al., (2022), en étudiant cinq especes d’Artemisia a partir d’extraits

72



Chapitre IV : Résultats et Discussions

méthanoliques et chloroformiques, ont montré une activité¢ antiradicalaire vis-a-vis du ABTS,
avec des valeurs de ICso comprises entre 7,54 + 0,21 et 176,12 + 2,64 pg/mL. De leur coté,
Sabanoglu er al, (2019) ont rapporté, pour des extraits méthanoliques de trois espéces

d’Achillea, des valeurs de ICso variant entre 16,0 = 2,0 et 432,0 &+ 3,0 pg/mL.

L’essai FRAP a révélé que EM présentait 1’activité réductrice la plus élevée (39,511 +
0,486 ng ET/mg d’extrait), suivi de tres prés par EA, dont la valeur (37,302 + 1,139 pg ET/mg
d’extrait) est demeurée comparable. EE a montré ’activité la plus faible, avec une valeur de
9,927 £ 0,656 ng ET/mg d’extrait. Le pouvoir réducteur des extraits d’O. glabrum est trés
probablement attribuable a leurs constituants phénoliques, parmi lesquels figurent la lutéoline,
la rutine, la quercitrine, 1’isomeére II de ’acide dicaffeoylquinique et le glucoside caféoyl-
lutéoline. Les groupements hydroxyles de ces composés agissent comme des donneurs
d’électrons efficaces, leur permettant de réagir avec les radicaux libres et de réduire le Fe** en
Fe?* (Mammeri ef al., 2022). Le pouvoir réducteur d’O glabrum demeure, en comparaison,
inférieur a celui observé chez d’autres especes appartenant a la tribu des Compositae—
Anthemideae. But et al., (2024) ont rapporté une valeur de FRAP de 88,22 + 7,05 pg ET/mL
pour les extraits éthanoliques de Matricaria recutita, tandis que Raudone ef al., (2024) ont
documenté, pour les extraits méthanoliques d’Achillea millefolium, des valeurs de FRAP

comprises entre 35,6 et 173,5 pg ET/mg MS.

En examinant les résultats issus du test au phosphomolybdeéne, il a été observé que I’EE,
qui présentait les teneurs les plus faibles en TPT et en TFT, a néanmoins affiché la valeur de
TAC la plus élevée (252,556 + 0,200 ugEAA/mg Extrait). De méme que pour les systémes
DPPH, ABTS, FRAP et TAC, aucune corrélation n’a été constatée entre les teneurs en TPT, en
TFT et P’activité antioxydante totale. Pour expliquer ce phénomeéne, Yang et al., (2007) ont
suggéré que certains composés phénoliques dotés de puissantes propriétés antioxydantes
peuvent agir comme des antioxydants hautement efficaces sans nécessairement constituer une
part majeure du TPT. De plus, I’effet synergique entre les antioxydants présents dans le mélange
implique que Dactivité antioxydante dépend non seulement de leur concentration, mais
également de leur structure et de leurs interactions. Par ailleurs, plusieurs composés autres que
les composés phénoliques sont documentés pour leur activité antioxydante, tels que certains
oxylipines (Savchenko er al., 2022). Cette interprétation pourrait également expliquer la
variabilité observée dans les résultats des systemes DPPH, ABTS, FRAP et TAC. De maniére
cohérente, Guenane ef al., (2024) ainsi que Trifan e al., (2022) ont rapporté que certains extraits
d’Artemisia présentant des teneurs plus faibles en composés phénoliques et flavonoidiques

totaux affichaient des capacités antioxydantes totales plus élevées, telles que déterminées par
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le test au phosphomolybdéne. De fagon plus générale, les valeurs de TAC obtenues pour les
extraits d’O. glabrum dans la présente étude sont comparables, voire supérieures, a celles
rapportées pour d’autres especes apparentées ; Albayrak and Silahtarlioglu, (2019) ont obtenu
une valeur de 226,82 £ 0,1 ng AAE/mg pour I’extrait méthanolique d’Achillea coarctata, tandis
que (Cvetanovic et al., 2018) ont rapporté des valeurs comprises entre 100 et 124 ng AAE/mg

pour des extraits aqueux de Matricaria chamomilla.
4.2.2.2. Activité antiproliférative

Le potentiel antiprolifératif des extraits d’O. glabrum a été évalué par le test MTT sur la
lignée de cancer du sein triple négatif MDA-MB-231 et sur la lignée de carcinome colorectal
HCT116, dans une gamme de concentrations comprise entre 10 et 150 pg/mL. Les extraits d’O.
glabrum ont présenté une activité antiproliférative modérée a faible vis-a-vis de la lignée
HCT116, de maniere dépendante de la concentration utilisée, avec une efficacité variant selon
le type d’extrait. L’EE se distinguant par ’activité la plus ¢€levée, tandis que I’EM et ’EA ont
montré des effets plus faibles (Figure 23). En revanche, aucun des extraits n’a démontré

d’activité antiproliférative sur la lignée MDA-MB-231(données non présentées).
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Figure 23. Le potentiel antiprolifératif des extraits d’O. galbrum sur
la lignée cellulaire cancéreuse humaine HCT116.

A la plus faible concentration testée (10 pg/mL), les extraits d’O. glabrum ont présenté
des effets antiprolifératifs négligeables sur les cellules HCT116, avec une réduction de la
viabilité ne dépassant pas 10 %. L’exposition des cellules HCT116 a la concentration maximale
testée de ’EE (150 ug/mL) a entrainé une diminution marquée de la viabilité, estimée a environ

58 %, avec une valeur d’ICso calculée a 106,77 = 1,98 pg/mL. A la méme concentration (150
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ug/mL), ’EM et I’EA ont montré des effets cytotoxiques plus faibles, réduisant la viabilité
cellulaire de 33 % et 26 %, avec des valeurs d’ICsp >150 pg/mL.

L’ hétérogénéité des effets cytotoxiques observés entre les différents extraits pourrait
refléter la composition phytochimique complexe de ceux-ci, dont les constituants sont
susceptibles d’interagir avec des cibles moléculaires différentiellement exprimées et de
moduler I’activité par le biais de mécanismes synergiques ou antagonistes (Mannino et al.,
2022). Parmi les métabolites détectés dans les extraits, plusieurs sont bien documentés pour
leurs propriétés anticancéreuses. Il s’agit notamment des acides phénoliques, en particulier les
isomeéres de I’acide dicaffeoylquinique (Lodise ez al., 2019), ainsi que de flavonoides tels que
la lutéoline (Prasher et al., 2022), la rutine (Caparica et al., 2020), la quercitrine (Cincin ef al.,
2014) et la vitexine (Lu er al., 2025), régulierement impliqués dans des effets antiprolifératifs
au sein de divers modeles expérimentaux de cancer. Toutefois, compte tenu des profils
phytochimiques distincts mis en évidence par I’analyse HPLC/ESI-QTOF-MS des trois extraits
(Tableaux 14 et 15), les oxylipines, ainsi que le flavonoide apigénine, apparaissent comme des
contributeurs majeurs aux effets cytotoxiques observés. Ces composés sont bien connus pour
leur large éventail de mécanismes anticancéreux, notamment I’induction de 1’apoptose, la
modulation de la réponse immunitaire, le contrdle de I’inflammation et I’inhibition de
I’angiogenése, avec des cibles moléculaires spécifiques a chaque classe qui pourraient
contribuer collectivement a une activité anticancéreuse complémentaire et potentiellement

synergique (Dofuor et al., 2024; Maduni€ et al., 2018; Martino et al., 2024; Yan et al., 2017;).

Le potentiel antiprolifératif des especes appartenant a la famille des Asteraceae a fait
I’objet de nombreuses investigations, avec une attention particuliére portée aux membres de la
tribu des Compositae—Anthemideae, dont certaines especes ont été¢ évaluées sur les lignées
cellulaires MDA-MB-231 et HCT116. Yilmaz et al., (2025) ont rapporté que 1’huile essentielle
de Matricaria recutita exergait un effet antiprolifératif sur les cellules MDA-MB-231 avec une
ICso de 67,27 pg/mL apres 24 h, tandis que Mitoshi ef al., (2012) ont montré que 1’huile
essentielle de Matricaria chamomilla inhibait la croissance des cellules de carcinome colique
HCT116 de plus de 80 % dans le méme laps de temps. Dans le prolongement de ces
observations, Nazeri ef al., (2020) ont montré que [’extrait méthanolique d’Artemisia
absinthium réduisait significativement la viabilité des cellules HCT116, avec une ICso de 1204
ng/mL apres 24 h, tandis que Ko ef al., (2020) a rapporté que les extraits d’Artemisia annua
inhibaient la croissance des cellules MDA-MB-231 de plus de 80 % a 100 pg/mL.
Comparativement a ces especes apparentées, O. galbrum présente des valeurs antiprolifératives

intermédiaires, tout en indiquant une puissance inférieure a celle décrite pour les huiles
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essentielles de Matricaria. Dans 1’ensemble, ces résultats confirment le potentiel cytotoxique
d’O. galbrum et soulignent son intérét prometteur en oncologie, en cohérence avec son profil
phytochimique riche en acides phénoliques, flavonoides et oxylipines, largement documentés

pour leurs effets anticancéreux.
4.2.2.3. Activité antibactérienne

Les propriétés antimicrobiennes des extraits d’O. galbrum ont été évaluées in vitro a
I’aide de la méthode de puits de diffusion en gélose et de la méthode de microdilution en milieu
liquide. Les résultats sont présentés dans le Tableau 17 (zones d’inhibition) et le Tableau 18

(valeurs de CMI et de CMB).

Les extraits d’O. glabrum se sont révélés dotés d’une faible activité antimicrobienne vis-
a-vis de toutes les souches microbiennes de référence examinées, un effet qui se modulait en
fonction du type d’extrait et de la souche microbienne considérée. L’EM et ’EE ont présenté
une activité antimicrobienne comparable, avec des zones d’inhibition comprises entre 10,5 et
12,75 mm, sans différences significatives pour la majorité des souches testées (p > 0,05), a
I’exception de S. typhimurium, pour laquelle une différence significative a été¢ observée (p <
0,05). Enrevanche, ’EA a montré une activité nettement plus faible que les autres extraits, avec
des différences significatives détectées pour I’ensemble des souches (p < 0,05), a I’exception
d’E. coli, pour laquelle aucune différence statistiquement significative n’a été relevée entre les
trois extraits (p > 0,05). Dans l’ensemble, les extraits testés ont montré une activité
antimicrobienne relativement faible par rapport aux témoins positifs (gentamicine et
fluconazole), avec des différences statistiquement significatives observées dans I’ensemble des

essais (p < 0,05).

Tableau 17. Zones d’inhibition (mm) des différents extraits de d’O. glabrum vis-a-vis des différentes souches

microbiennes.
Diametres de la zone d’inhibition (mm)*

Extraits /
Standard Escherichia Salmonella Staphylococcus Enterococcus Candida

coli typhimurium aureus Sfeacium albicans
EM 10,5+0,7° 11,5+0,7° 12+0,0° 12,25+1,02 10,5+0,7°
EA 11,75+0,32 8,75+1,0° 9,5+0,7° 9,75+0,3° 8,25+0,3°
EE 11,75+1,02 10,75+0,3¢ 12,54+0,7° 12,75+0,32 10,25+1,0°
Gentamicine 20,5+0,7° 36,25+0,3¢ 40+0,0¢ 35+0,0¢ -
Fluconazole - - - - 29,75+0,3¢

* Dans une méme colonne, les moyennes (n = 3 + écart-type) portant des lettres en exposant identiques ne présentent pas
de différence statistiquement significative (ANOVA a deux facteurs suivis du test de Tukey, p < 0,05).

Les valeurs de CMI et de CMB établies ont confirmé les résultats des zones d’inhibition

pour les extraits EM et EE, qui présentaient les valeurs les plus faibles de CMI et de CMB,
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comprises entre 0,5 et 4 mg/mL, confirmant ainsi leur potentiel antimicrobien supérieur par
rapport & ’EA. Cependant, I’EA n’a montré aucune activité détectable aux concentrations
testées (<5 mg/mL), mettant en évidence une divergence avec des zones d’inhibitions obtenues

par la méthode de diffusion.

L’activit¢ antimicrobienne observée dans les extraits d’O. glabrum semble étre
étroitement liée a la présence de constituants bioactifs majeurs, en particulier les flavonoides
tels que I’apigénine, la lutéoline, la rutine, la vitexine et la quercitrine (Adamczak et al., 2019;
Amin et al., 2015; Karpinski et al., 2019), ainsi que les composés phénoliques, notamment les
isomeéres de I’acide dicaffeoylquinique, sont largement reconnus pour leur réle dans 1’activité
antimicrobienne (Fiamegos et al., 2011; Han et al., 2014). Par ailleurs, des acides gras tels que
I’acide linolénique, I’acide linoléique et 1’acide hydroxypalmitique, de méme que les
oxylipines, ont été identifiés comme contribuant de manicre significative au potentiel
antimicrobien (Jung et al., 2015; Savchenko et al., 2022; Zheng et al., 2005). Les polyphénols,
flavonoides, acides gras et oxylipines exercent leurs effets antimicrobiens principalement a
travers un socle partagé de mécanismes, incluant la perturbation des membranes bactériennes,
I’inhibition des pompes d’efflux, I’interférence avec des enzymes essentielles impliquées dans
la réplication de I’ADN et le métabolisme, ainsi que la suppression de la formation de biofilms

(Adamczak et al., 2019; Fiamegos et al., 2011; Jung et al., 2015; Savchenko et al., 2022;).

Tableau 18. Valeurs de CMI et de CMB (en mg/mL) des différents extraits de d’O. glabrum vis-a-vis des
différentes souches microbiennes.

Souches EM EA EE
microbiennes CcMI CMB cMI CMB CcMI CMB
E. coli 1 2 >5 >5 2 2
S. typhimurium 2 2 >5 >5 0.5 0.5
S. aureus 2 3 >5 >5 1 2
E. feacium 1 2 >5 >5 3 4
C. albicans 2 3 >5 >5 1 2

La variabilité d’activité observée entre les trois extraits, mise en évidence par I’analyse
HPLC/MS/ESI/Q-TOF, reflete les différences de composition chimique et s’accorde avec les
données établissant que la polarité des solvants et les méthodes d’extraction influencent
directement la composition phytochimique et I’efficacité antimicrobienne des extraits végétaux
(Alietal.,2022; Bourhia et al., 2021). Notre étude a mis en évidence également une divergence
marquée pour I’EA entre les résultats obtenus par la méthode de puits de diffusion en gélose et

ceux du test de microdilution en milieu liquide. Cette discordance peut s’expliquer par les
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limites intrinséques des méthodes de diffusion, qui conviennent surtout a un criblage initial
puisqu’elles fournissent des données a caractére semi-quantitatif, les diametres des zones
d’inhibition ne présentant pas toujours une corrélation étroite avec les valeurs de CMI
(Hulankova, 2024; Puxeddu et al., 2025). Les résultats obtenus corroborent les données de la
littérature montrant que les extraits organiques présentent généralement une activité
antimicrobienne supérieure a celle des extraits aqueux, et que les phytoconstituants de polarité
intermédiaire se distinguent souvent par la plus forte efficacité antimicrobienne (Lagnika et al.,

2016; Rahim et al., 2023).

L’activité antimicrobienne observée pour O. glabrum dans la présente étude s’est révélée
globalement plus faible que celle décrite dans la littérature pour d’autres espéces des genres
Achillea, Artemisia et Matricaria. Ainsi, Mohammed ef al., (2021) ont montré que les fractions
méthanolique et acétate d’éthyle de A. herba-alba présentaient une activité modérée contre S.
aureus et E. coli, avec des zones d’inhibition de 13—16 mm et 12—17 mm a 5 mg/mL, des valeurs
supérieures a celles relevées dans notre étude. De méme, Mohammed et al., (2022) ont rapporté
que 4. abyssinica a 1,30 mg/mL présentait une activité antimicrobienne marquée, produisant
des zones d’inhibition de 20 mm contre S. aureus, 15 mm contre E. coli et 17 mm contre S.
typhimurium. Dans la méme lignée, Tunca-Pinarli ef al., (2023) ont observé que Achillea fraasii
a 200 pL inhibait S. typhimurium (12 mm), E. faecium (28 mm) et S. aureus (13 mm), tout en
restant inefficace contre E. coli. Un effet antifongique a également été rapporté contre C.
albicans (10 mm). Par ailleurs, El Mihyaoui et al., (2022) ont documenté une activité
significative de M. chamomilla avec des zones d’inhibition de 21 mm contre S. aureus, 14 mm
contre E. coli et de 8 a 23 mm contre C. albicans (CMI 10-15 pg/mL). Ces résultats, plus élevés
que ceux obtenus pour O. glabrum, suggerent que les différences observées pourraient étre liées
a la composition phytochimique spécifique de chaque espéce, au solvant d’extraction ou encore

aux souches microbiennes utilisées.
4.2.2.4. Activité antifongique

L’activité antifongique des extraits d’O. glabrum a été évaluée en mesurant la croissance
fongique sur un milieu supplémenté en extrait (10 mg/mL). Comme I’illustre la figure 24, tous
les extraits ont montré des effets inhibiteurs significatifs contre les champignons sélectionnés,
avec une suppression totale de la croissance de B. cinerea. L’EE a présenté I’activité la plus
marquée sur I’ensemble des champignons testés, suivi de I’EM, légerement moins efficace. Les
deux extraits ont atteint des pourcentages d’inhibition (PI) supérieurs a 65 %, sans différence
significative (P > 0,05) entre leurs effets sur A. flavus et A. niger. En revanche, ’EA a montré

la plus faible activité antifongique, avec des valeurs PI comprises entre 7,56 % et 71,56 %. Une
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exception a ¢été observée vis-a-vis de P. italicum, contre lequel ’EA a exercé un effet
légeérement supérieur a celui de I’EM, bien que la différence n’ait pas été statistiquement

significative (P < 0,05).

Les variations d’efficacité antifongique entre les extraits peuvent s’expliquer par la
richesse et la variabilité de leur profil phytochimique, au sein duquel certains constituants
peuvent exercer des effets synergiques susceptibles d’amplifier I’activité antifongique (Singh
et al., 2024). Par ailleurs, les différences d’efficacité antifongique peuvent aussi étre attribuées
a la sensibilité variable des champignons aux métabolites secondaires présents dans les extraits
obtenus avec des solvants de polarité différente (Salem ez al., 2019). Les résultats obtenus sont
cohérents avec les travaux rapportant que les extraits organiques présentent généralement une
efficacité antimicrobienne supérieure a celle des extraits aqueux (Rahim ez al., 2023), et que les
phytoconstituants de polarité¢ intermédiaire manifestent souvent la plus forte activité

antimicrobienne (Lagnika er al., 2016).
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Figure 24. Effet inhibiteur des extraits EA, EM et EE d’O. glabrum sur les champignons testés. L’absence
de différences significatives est indiquée par des lettres identiques au sein de chaque colonne (test
de comparaisons multiples de Tukey, p < 0,05 ; données exprimées en moyennes (n = 3) + SD.

Un certain nombre de composés identifiés dans les extraits sont bien connus pour leurs
propriétés antifongiques. Les flavonoides, tels que la lutéoline, la rutine, la quercitrine, la
vitexine et I’apigénine, ainsi que les composés phénoliques, dont les isomeres de 1’acide
dicaffeoylquinique et acide dihydroférulique, ont fréquemment été rapportés comme agents
antifongiques actifs (Al Aboody and Mickymaray, 2020; Chen et al., 2013; Beck et al., 2007,
Mickymaray and Al Aboody, 2021). De plus, les acides gras tels que I’acide linoléique, 1’acide
linolénique et 1’acide hydroxypalmitique, de méme que les oxylipines, ont été associés a une
activité antifongique significative (Guimardes and Venancio, 2022; Qiu ef al., 2021).

Neéanmoins, au regard des profils phytochimiques distincts révélés par 1’analyse HPLC/ESI-
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QTOF-MS des trois extraits, certains constituants, en particulier les acides gras tels que 1’acide
linoléique, 1’acide linolénique et 1’acide hydroxypalmitique, les oxylipines ainsi que le
flavonoide apigénine, semblent jouer un role déterminant en tant que contributeurs majeurs aux
effets antifongiques observés. Ces composés sont bien connus pour exercer leurs effets
antifongiques a travers plusieurs mécanismes clés, tels que la perturbation des membranes
cellulaires fongiques, la génération d’espéces réactives de I’oxygene, 1’inhibition des pompes
d’efflux, I’interférence avec la biosynthése de I’ergostérol et I’altération de la formation de

biofilms (Guimaraes and Venancio, 2022; Lee et al., 2018; Qiu et al., 2021;).

L’activité antifongique démontrée par O. glabrum dans la présente étude s’est révélée
nettement supérieure a celle rapportée pour des espéces appartenant aux genres Achillea,
Artemisia et Matricaria dans des travaux antérieurs. Rizwana ef al., (2016) ont montré que
différents extraits de M. aurea présentaient uniquement des effets antifongiques modérés contre
A. flavus et A. niger, avec des pourcentages d’inhibition variant respectivement de 31,48 % a
44,14 % et de 33,22 % a 53,44 %. De méme, Hendel er al., (2021) ont rapporté que 1’extrait
méthanolique d’A. campestris inhibait B. cinerea et P. expansum avec des taux de croissance
mycélienne réduits de 56,47 % et 51,96 %. En revanche, des extraits d’A4. absinthium et d’A.
vulgaris i1ssus du méme genre ont montré une efficacité beaucoup plus faible, avec des taux
d’inhibition compris entre 18 % et 38 % (Andreu ef al., 2018). Les recherches menées sur F.
culmorum ont également révélé une activité antifongique variable, les extraits d’A. millefolium,
d’A. absinthium et de M. chamomilla produisant des pourcentages d’inhibition allant de 24,07
% a 63,82 % (Kursa er al., 2022; Salem et al., 2019). Dans I’ensemble, 1’efficacité antifongique
de ces espéces variait fortement selon la plante, le type d’extrait et la souche fongique testée.
En comparaison, O. glabrum a montré une activité plus marquée et plus constante contre
I’ensemble des champignons étudiés, ce qui en fait un candidat prometteur pour le

développement de nouveaux biofongicides d’intérét agricole et économique.
4.2.2.5. Activité insecticide

Les extraits d'O. glabrum ont montré une activité insecticide significative contre A. fabae
(Tableau 19). La mortalité corrigée variait significativement avec la concentration (F (3,32) =
71,30, P < 0,001) et la durée d'exposition (F (2,12) = 124,61, P < 0,001), augmentant
proportionnellement a ces deux parametres. Aprés 72 heures, 'EM a 30 % a provoqué une
mortalité totale (100 %), avec une CLso de 2,76 %, tandis que 'EA a induit 86,24 % de mortalité
avec une CLso de 2,99 %. Pour des concentrations de 5 % a 20 %, la mortalité variait de 31,11

% a 72,49 % pour I'EM et de 33,33 % a 78,09 % pour I'EA.
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Tableau 19. Taux de mortalité corrigée et valeurs de CLsy des extraits d’O. glabrum

différentes concentrations et durées d’exposition.

contre A. fabae selon

Temps Concentrat Mortalité Intervalle de
Extrait  d’expositi .o PPN CLso (%) confiance a Pente + ES x
ion (%) corrigée (%)* o
on 95%
5 33,33+0,00'
10 51,11+2,22ithe
24h ) 15,29+0,10 9,28 - 25,18 0,69 +0,25 1,05
20 53,331+3,84ihef
30 55,56+4,44lihefe
5 41,753,211
10 53,49+2,06"hef - +
EA 48 h ) 9,52+0,08 6,03 - 15,05 0.81£0,25 0,28
20 58,10+4,22'ihgfe
30 65,08+0,79hsfed
5 61,31+7,92'hefe
10 69,93f+3,85¢d°
72h 2,99+0,09 1,41 -6,32 1,07 £0,25 0,07
20 78,09+3,48dcb
30 86,24+3,13
5 31,11+0,00!
10 31,11+2,22!
24 h ) 18,55+0,11 13,39 - 25,70 1,15+0,25 4,79
20 42,2245,87'
30 68,89+2,22¢fede
5 44,29+2 97'kii
10 48,73+3,09kh +
EM 48 h . 9,76+0,07 7,27 - 13,09 1,25+0,25 1,94
20 48,57+5,71kh
30 83,65+2,55%
5 59,21+5,01ihgfe
10 64,80+2,29hsfed +
72 h 2,76+0,30 0,71 -10,77 0,71+0,35 0,03
20 72,49+6,27¢dc
30 100+0,00°
F- F- F-
(1.12)=0.2  (2.12=124.6  (3.12)=71.30P=
31. P=.63 1P=.0.00000 .0.00000

* Les valeurs sont présentées sous forme de moyenne + erreur standard (n = 3). Les différences significatives ont été déterminées pour P <
0,05 ; des lettres en exposant différentes au sein d’une méme colonne indiquent des différences statistiquement significatives a P < 0,05.

Outre leur activité aphicide, les extraits ont démontré un effet répulsif modéré contre A.

fabae apres 24 heures (Tableau 20). Le pourcentage de répulsion (PR) variait significativement

selon le type d'extrait (F (1,16) = 4,50, P <0,05) et la concentration (F (3,16) = 5,19, P <0,01).

L'EM a présenté une activité supérieure, avec des PR de 26,38 % a 48,98 %, contre 12,50 % a

31,94 % pour I'EA.
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Tableau 20. Effet répulsif des extraits d’O. glabrum contre A. fabae.

Extrait Concentrations (%) PR (%) Classe
5 12,50+00,00° I
10 12,50+00,00° I
EA
20 31,94+10,84% 11
30 31,94+10,84% II
5 26,38+06,940 II
10 19,44+06,9420 I
EM
20 38,88+05,55% II
30 48,98+08,76* 111
Valeur de F (1. 16) =4.5 Valeur de F (3. 16) =5.19
Valeur de P=.048 Valeur de P=.01071

* Différence significative a P = 0,05 ; les valeurs représentent la moyenne de trois répétitions + ES ; les
valeurs suivies de lettres différentes dans une méme colonne indiquent une différence significative a P <
0,05 ; PR— pourcentage de répulsion.

Cette ¢tude révele que les extraits d'O. glabrum possédent une activité insecticide et
répulsive dose et temps-dépendante contre A. fabae, 'EM étant globalement plus efficace que
I'EA. Cette efficacité s'inscrit dans le cadre des propriétés insecticides documentées pour les
plantes de la tribu des Anthemideae. Par exemple, I'extrait éthanolique d'Artemisia judaica a
induit une mortalité totale d'A. fabae en seulement 2 heures a 12,5 mg/mL (Acheuk et al., 2017),
tandis que l'extrait aqueux de Matricaria chamomilla n'a provoqué que 35 % de mortalité apres
120 heures a 30 % (Binias et Gospodarek, 2017). L'activité d'O. glabrum se situe entre ces deux

extrémes.

Les différences d'efficacité observées entre nos extraits sont vraisemblablement liées a
leurs profils phytochimiques distincts. L'analyse HPLC/MS/ESI-Q-TOF a identifi¢ dans 'EM
une plus grande diversité de composés, notamment des flavonoides (lutéoline, rutine,
quercitrine, apigénine) et des acides phénoliques (acides dicaffeoylquiniques), tous reconnus
pour leurs propriétés insecticides (Pereira et al., 2024; Wroblewska-Kurdyk er al., 2025). Cette
richesse compositionnelle pourrait expliquer la toxicité plus marquée de I'EM, tandis que le
profil spécifique de I'EA pourrait favoriser son effet répulsif, suggérant des mécanismes

d'action partiellement distincts.

Comparée a d'autres Anthemideae, 'activité d'O. glabrum apparait compétitive. Bien que
les huiles essentielles d'Achillea millefolium (CLso = 0,34 %) et d'Artemisia absinthium (CLso
=0,69 %) contre Myzus persicae soient plus puissantes (Czerniewicz ef al., 2018), I'extrait d'O.
glabrum atteint une mortalité totale en 72 heures. De méme, son efficacité contre A. fabae est
comparable, voire supérieure dans certains cas, a celle rapportée pour A. absinthium contre

d'autres ravageurs comme Sitophilus oryzae (Dane et al., 2015) ou Tribolium castaneum (Naimi
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etal.,2025). Ces comparaisons soulignent le potentiel d'O. glabrum comme source de principes

actifs pour la lutte antiparasitaire.

83



CONCLUSION



Conclusion

Au cours des dernieres décennies, les produits naturels d'origine végétale ont suscité un
intérét croissant dans les domaines de la médecine et de l'agriculture. Leur potentiel
thérapeutique, associé a une faible toxicité, et leur capacité a offrir des alternatives durables aux
pesticides de synthése en font des ressources prometteuses. Les plantes médicinales
représentent a cet égard une source majeure de composés bioactifs, dont la diversité structurale
et fonctionnelle ouvre la voie au développement de nouvelles molécules aux applications
variées. Cependant, pour de nombreuses especes, la composition phytochimique et les effets
biologiques restent insuffisamment documentés. La présente étude s’inscrit dans cette
perspective en visant a valoriser deux especes spontanées de la région du Hodna, soit Lavandula
multifida et Otospermum glabrum, par 1’analyse de leur composition chimique et I’évaluation
de leurs activités biologiques, tant pour la sant¢ humaine que pour des applications agricoles

durables.

Les résultats obtenus ont révélé des rendements faibles en huiles essentielles (0,01 %
(p/p)), mais des profils chimiques distincts, dominés par les monoterpénes oxygénés. Par
ailleurs, les teneurs en composés phénoliques et flavonoidiques se sont avérées globalement
¢levées. L’analyse phytochimique par HPLC/ESI-QTOF-MS a mis en évidence une richesse
structurale remarquable, marquée par la prédominance d’acides gras, notamment des
oxylipines, ainsi que par une diversité de composés phénoliques, de flavonoides et de terpénes,
accompagnée de quelques métabolites mineurs tels que les acides carboxyliques, les alcaloides
et les acides aminés. Ces profils distincts selon les types d’extraits offrent une base chimique

solide pour interpréter les différences d’activités biologiques observées.

L’évaluation biologique a confirmé le potentiel fonctionnel des deux especes. L activité
antioxydante variait significativement selon les extraits, dont les extraits méthanoliques des
deux plantes ont montré la plus forte activité antioxydante. Par ailleurs, les extraits a I’acétate
d’¢éthyle ont démontré une activité antiproliférative significative contre les lignées cellulaires
HCT116 et MDA-MB-231, induisant une réduction de la viabilité cellulaire allant de 58 % a
97 %. Sur le plan activité antibactérienne, Les extraits a 1’acétate d’éthyle ainsi que I'extrait
méthanolique d'O. glabrum présentent la plus forte activité, avec des concentrations minimales
inhibitrices et bactéricides allant de 0,5 a 5 mg/mL. L’activité antifongique s’est avérée
particuliérement notable pour O. glabrum, dont les extraits méthanolique et a I’acétate d’éthyle
ont démontré une puissance exceptionnelle, inhibant plus de 65 % de la croissance de toutes les

souches testées. Enfin, les deux plantes ont montré un effet aphicide marqué contre A. fabae,
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induisant une mortalité totale a la concentration de 30 %, ainsi qu’une répulsivité allant de

modérée a forte, confirmant ainsi leur potentiel en tant qu’agents biocides d’origine naturelle.

Sur le plan méthodologique, cette étude a également permis d’identifier certaines limites,
notamment celles liées a la méthode au chlorure d’aluminium pour le dosage des flavonoides
totaux, susceptible de surestimations, ainsi que les divergences entre les techniques de diffusion

en gélose et de microdilution pour les tests antimicrobiens.

Pour poursuivre ces travaux, plusieurs pistes se dessinent : [’isolement et la
caractérisation des composés actifs, I’étude de leurs synergies, ainsi que la validation in vivo
des effets observés. L’exploration d’autres activités, celles pertinentes pour la santé humaine
(antidiabétiques, cicatrisantes, anti-inflammatoires), ou celles liées a l'agriculture (nématicides

et herbicides), élargirait encore le champ des applications possibles.

En conclusion, ce travail constitue la premicre investigation détaillée de la composition
phytochimique et des propriétés biologiques d’O. glabrum, tout en enrichissant les
connaissances sur L. multifida. 11 contribue ainsi a valoriser le potentiel de ces especes dans les
domaines de la pharmacologie, de I’agrochimie et du développement durable, et ouvre la voie
a de futures recherches dans les domaines de pharmacologie, d’agriculture et de durabilité

environnementale.
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Les Figures 25 a 33
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Figure 25. Profils chromatographiques des huiles essentielles de L. multifida (A) et O. glabrum (B).
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Figure 26. Courbes étalons de I’acide gallique (A) et la quercétine (B).
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Figure 27. Profils chromatographiques HPLC/ESI-QTOF-MS des extraits de L. multifida en modes
d’ionisation positif : EM (A), EA (B), EE (C).
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Figure 28. Profils chromatographiques HPLC/ESI-QTOF-MS des extrait de L. multifida en modes
d’ionisation négatif : EM (A), EA (B), EE (C).
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Figure 29. Profils chromatographiques HPLC/ESI-QTOF-MS des extraits d’O. glabrum en modes
d’ionisation positif : EM (A), EA (B), EE (C).
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Figure 30. Profils chromatographiques HPLC/ESI-QTOF-MS des extraits d’O. glabrum en modes
d’ionisation négatif : EM (A), EA (B), EE (C).
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Figure 31. Courbes du test de DPPH des standards TROLOX (a), Acide ascorbique (b), et différents extraits de

L. multifida : méthanolique (c), acqueux (d) d’acétate d’éthyle (e), et d’O. glabrum : méthanolique
(f), acqueux (g) d’acétate d’éthyle (h).
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Figure 32. Courbes de I’ABTS des standards TROLOX (a), Acide ascorbique (b), et différents extraits de L.
multifida : méthanolique (c), acqueux (d) d’acétate d’éthyle (e), et d’O. glabrum : méthanolique (f),
acqueux (g) d’acétate d’éthyle (h).
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Figure 33. Courbes des standards TROLOX et acide ascorbique (AA) dans les tests FRAP (a) et TAC (b).




ANNEXES

Gélose Nutritive

Peptone

Extrait de viande
NaCl

Agar

Eau distillée

Gélose PDA (Potato Dextrose Agar)

Pomme de terre
Dextrose

Agar

Eau distillée

Gélose de Mueller-Hinton (MH)

Extrait de beeuf

Hydrolysat acide de caséine

Amidon
Agar
Eau distillée

Annexe 11

Milieux de culture (composition)

5g
3g
5g
15¢g
1000 ml

200 g
20g
15¢g
1000 ml

2g
175¢
1,5¢
17¢g
1000 ml

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

L-glutamine
Glucose

Pyruvate de sodium
Bicarbonate de sodium

Eau distillée

4 mM
4500 mg
I mM
1500 mg
1000 ml

Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640)

L-glutamine
HEPES

Pyruvate de sodium

Glucose

Bicarbonate de sodium

Eau distillée

2 mM
10 mM
1 mM
45¢g
I,5¢
1000 ml
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Abstract

This study contributes to the valorization of two spontaneous species from the Hodna region, Lavandula multifida and Otospermum
glabrum, by characterizing their chemical composition and evaluating their biological properties for pharmaceutical and agrobiological
applications. The phytochemical analysis included the characterization of essential oils (EOs) by GC-MS, the quantification of total
phenolic contents, and the profiling of methanolic (ME), aqueous (AE), and ethyl acetate (EE) extracts using HPLC/ESI-QTOF-MS.
Antioxidant, antiproliferative, antibacterial, antifungal, and insecticidal activities were assessed in vitro using standard assays. The results
indicated a low EO yield for both species. The major compounds identified were thujone, B-myrcene, a-pinene, and carvacrol for L.
multifida, and linalyl isovalerate, B-phellandrene, caryophyllene oxide, and geranyl propionate for O. glabrum. High polyphenol contents
were measured in the AE and EE of L. multifida, as well as in the AE of O. glabrum. Chromatography revealed a dominance of fatty acids
and an abundance of phenolic compounds. The biological evaluation showed that the ME of both plants possessed the strongest antioxidant
activity. The EE, on the other hand, demonstrated very high antiproliferative activity against HCT116 and MDA-MB-231 cell lines,
reducing cell viability by 58 to 97%. The EE, along with the ME of O. glabrum, exhibited potent antibacterial activity, with minimum
inhibitory and bactericidal concentrations (MIC/MBC) ranging from 0.5 to 5 mg/mL. Both species also showed notable antifungal activity,
which was particularly remarkable for the EE of O. glabrum, inhibiting over 65% of the growth of all tested strains. Finally, a pronounced
aphicidal effect was observed against 4. fabae, with total mortality at a 30% concentration, as well as a significant repellent activity for the
AE of L. multifida (71.21%) and the ME of O. glabrum (48.98%). In conclusion, this study highlights the chemical and biological
complementarity of L. multifida and O. glabrum, confirming their potential as promising sources of bioactive metabolites for the
pharmaceutical and agrobiological industries.

Keywords: Lavandula multifida, Otospermum glabrum, phytochemistry, GC-MS, HPLC/ESI-QTOF-MS, biological activities,
oxylipins, phenolic compounds.

Résumé

Cette étude contribue a la valorisation deux especes spontanées de la région du Hodna, Lavandula multifida et Otospermum glabrum, en
caractérisant leur composition chimique et en évaluant leurs propriétés biologiques d’intérets pharmaceutiques et agrobiologiques.
L'analyse phytochimique a inclus la caractérisation des huiles essentielles (HEs) par CPG-SM, le dosage des teneurs en polyphénols totaux
et le profilage des extraits méthanoliques (EM), aqueux (EA) et a l'acétate d'éthyle (EE) par HPLC/ESI-QTOF-MS. Les activités
antioxydante, antiproliférative, antibactérienne, antifongique et insecticide ont été évaluées in vitro a 'aide de tests standards. Les résultats
indiquent un faible rendement en HE pour les deux espéces. Les composés majeurs identifiés étaient la thuyone, le f-myrcéne, I'a-pinéne
et le carvacrol pour L. multifida, et l'isovalérate de linalyle, le B-phéllandréne, I'oxyde de caryophyllene et le propionate de géranyle pour
O. glabrum. De fortes teneurs en polyphénols ont été mesurées dans les extraits EA et EE de L. multifida, ainsi que dans 1'EA d'O. glabrum.
La chromatographie a révélé une dominance d'acides gras et une richesse en composés phénoliques. L'évaluation biologique a montré que
les EM des deux plantes possédaient la plus forte activité antioxydante. Les extraits EE ont, quant a eux, démontré une activité
antiproliférative treés élevée contre les lignées cellulaires HCT116 et MDA-MB-231, réduisant la viabilité cellulaire de 58 a 97%. Les
extraits EE ainsi que I'EM d'O. glabrum ont présenté une puissante activité antibactérienne, avec des concentrations minimales inhibitrices
et bactéricides (CMI/CMB) comprises entre 0,5 et 5 mg/mL. Les deux espéces ont également montré une activité antifongique notable,
particulierement remarquable pour 'EE d'O. glabrum qui a inhibé plus de 65% de la croissance de toutes les souches testées. Enfin, un
effet aphicide prononcé a été observé contre A. fabae, avec une mortalité totale a 30% de concentration, ainsi qu'une activité répulsive
significative pour I'EA de L. multifida (71,21%) et I'EM d'O. glabrum (48,98%). En conclusion, cette étude met en lumiére la
complémentarité chimique et biologique de L. multifida et O. glabrum, confirmant leur potentiel en tant que sources prometteuses de
métabolites bioactifs pour les industries pharmaceutique et agrobiologique.

Mots-clés : Lavandula multifida, Otospermum glabrum, phytochimie, GC-MS, HPLC/ESI-QTOF-MS, activités biologiques, oxylipines,
composés phénoliques.




