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Résumé

Dans le cadre de I'exploration de nouveaux agents thérapeutiques issus de
sources naturelles et de la promotion de la valorisation des plantes médicinales en
Algérie, cette recherche s'est penchée sur trois espéces végétales de la flore
algérienne, afin d'évaluer leur potentiel thérapeutique. Ces especes, appartenant a des
familles distinctes, comprennent les Solanacées représentée par la plante Physalis
acutifolia, les Asteracées représentée par la plante Glebionis coronaria, et enfin les
Fabacées représentée par la plante Ononis angustissima. Au début de cette étude, le
criblage phytochimique procédé a guidé notre recherche vers la grande famille des
composants phénoliques en détectant leur présence par des quantités considérables
dans les trois plantes étudiées. Ensuite, nous avons réalisé une optimisation de
I'extraction des composés phénoliques et des flavonoides en prenant en compte trois
paramétres d'extraction essentiels : le temps d'extraction, le ratio de solvant et la
concentration de matiére seche, afin de déterminer les conditions optimales
permettant d'obtenir un meilleur rendement en composants actifs. Aprés une
extraction solide-liquide appliquant les conditions optimales d’extraction pour chaque
plante, suivie d’une autre extraction liquide-liquide, le potentiel thérapeutique des
extraits obtenus a été testé. Le dosage des composés phénoliques et des flavonoides,
les activités antioxydante, anti-enzymatique, photoprotectrice, antimicrobienne et
antiproliférative des extraits des trois plantes étudiees ont été evalué par différentes
méthodes. L'analyse de l'activité antioxydante évaluée par différentes méthodes a mis
en évidence que les trois plantes étudiées ont un fort potentiel antiradicalaire.
Cependant, les extraits n-butanol et acétate d’éthyle sont plus actifs que les extraits
éthanol et chloroforme. La capacité remarquable des extraits polaires a éliminer ou
réduire les radicaux libres semble étre due a la présence de composés phénoliques et
des flavonoides deétectés par la méthode de Folin-Ciocalteu et de trichlorure
d'aluminium (AICI3) respectivement et a leur synergie, qui favorise une meilleure
efficacité. Les résultats de [Dactivit¢é anti-enzymatique, photoprotectrice,
antimicrobienne et antiproliférative ont été aussi considérables pour les trois plantes
étudiées. Les analyses qualitatives et quantitatives de I’identification et de la
caractérisation des composants actifs (GC-MS, HPLC-DAD, et LC-ESI-MS/MS) ont
¢été appliqué sur les extraits des plantes étudiées afin d’identifier les molécules
biologiques responsables des effets thérapeutiques de ces plantes. Ces analyses ont
révélé la présence de plusieurs composants spécialement des composés phénoliques et
des flavonoides dans les extraits testes.

Mots clés : Physalis acutifolia, Glebionis coronaria, Ononis angustissima, potentiel
thérapeutique, Polyphénols, flavonoides.
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Astract

In the context of exploring new therapeutic agents derived from natural
sources and promoting the valorization of medicinal plants in Algeria, this research
focused on three plant species from the Algerian flora to assess their therapeutic
potential. These species, belonging to distinct families, include the Solanaceae
represented by the plant Physalis acutifolia, the Asteraceae represented by the plant
Glebionis coronaria, and finally, the Fabaceae represented by the plant Ononis
angustissima. At the beginning of this study, phytochemical screening guided our
research towards the large family of phenolic compounds by detecting their presence
in considerable amounts with the three plants studied. Subsequently, we optimized the
extraction of phenolic compounds and flavonoids by considering three essential
extraction parameters: extraction time, solvent ratio, and dry weight concentration, to
determine the optimal conditions for achieving a best yield of active components.
After a solid-liquid extraction applying the optimal extraction conditions for each
plant, followed by another liquid-liquid extraction, the therapeutic potential of the
obtained extracts was tested. The phenolic and flavonoid content, as well as the
antioxidant, anti-enzymatic, photoprotective, antimicrobial, and antiproliferative
activities of the extracts from the three plants, were evaluated using various methods.
The analysis of antioxidant activity, assessed by different methods, highlighted that
the three plants studied have strong free radical scavenging potential. The n-butanol
and ethyl acetate extracts are more active than the ethanol and chloroform extracts.
The remarkable ability of the polar extracts to eliminate or reduce free radicals seems
to be due to the presence of phenolic compounds and flavonoids detected by the
Folin-Ciocalteu and aluminum chloride (AICI3) methods, respectively, and their
synergy, which promotes better efficiency. The results of the anti-enzymatic,
photoprotective, antimicrobial, and antiproliferative activities were also significant for
the three plants studied. Qualitative and quantitative analyses of the identification and
characterization of active components (GC-MS, HPLC-DAD, and LC-ESI-MS/MS)
were applied to the extracts of the plants studied to identify the biological molecules
responsible for the therapeutic effects of these plants. These analyses revealed the
presence of several components, especially phenolic compounds and flavonoids, in
the tested extracts.

Keywords: Physalis acutifolia, Glebionis coronaria, Ononis angustissima,
therapeutic potential, Polyphenols, flavonoids.
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Introduction

La nature se présente toujours comme un précieux indicateur, révélant les
phénoménes majeurs de la cohabitation. Les éléments naturels, qu'ils proviennent des
végétaux, des animaux ou des minéraux, constituent le fondement du traitement des
affections humaines (Cronan, 2023). Depuis les époques les plus anciennes de
I'histoire humaine, l'utilisation des plantes médicinales pour soulager les maladies a
été une pratique courante, car les étres humains ont depuis toujours cherché dans leur
environnement des remedes contre les maux qui les affligent (l1zah, 2024). De nos
jours, les plantes médicinales sont largement exploitées comme ressource
thérapeutique dans pratiqguement toutes les cultures. La garantie de la sdreté, de la
qualité et de l'efficacité des plantes médicinales et des médicaments dérivés des
plantes est devenue récemment un enjeu crucial tant dans les pays industrialisés que

dans ceux en voie de développement (Jamshidi-Kia et al, 2018).

La médecine traditionnelle africaine selon Mothibe et Sibanda, (2019), est
I'un des systemes de santé les plus anciens et les plus diversifiés a I'échelle mondiale.
Au fil des siecles, les habitants de I'Afrique ont exploité sa richesse en biodiversité
végetale pour répondre a leurs besoins de bien-étre. La diversité des plantes, associée
aux connaissances ethnobotaniques profondément ancrées en Afrique, a donné
naissance a de nombreux composés biologiquement actifs qui sont maintenant
intégrés dans la pharmacopée contemporaine. De cette maniére, dans un
environnement ou l'intérét pour les médicaments d'origine végétale est tres élevé,
I'Afriqgue reste une opportunité intéressante pour la découverte de nouvelles
substances chimiques, qui pourraient étre exploitées dans le développement ultérieur

de traitements médicaux innovants (Nafiu et al., 2017).
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En Algérie, pays jouissant d'une riche biodiversité florale, la médecine
traditionnelle occupe une place prépondérante, bien que la phytothérapie ne soit pas
pleinement intégrée a la médecine conventionnelle. Les gens des domaines concernés
ont donc une mission a unir leurs compétences de recherche afin de faire initiative de
phytothérapie, comme c'est le cas pour les pays développés (Kabouche et al., 2005).
Effectivement, l'action des plantes médicinales provient de leurs composants qu’elles

synthétisent, ainsi que la synergie entre eux (Reguieg, 2011).

Les chercheurs ont été intéressés par l'exploration d'alternatives naturelles
bioactives plus sdres en raison des effets indésirables sérieux de certains medicaments
actuels, utilisés pour traiter différentes affections (Saleem et al., 2018). D'autre part,
de nombreuses recherches ont mis en évidence I'importance du stress oxydatif dans la
progression de diverses maladies comme les maladies inflammatoires, la maladie
d'Alzheimer, les infections virales, les troubles auto-immuns, la diminution de
I'élasticité de la peau, et différentes affections cardiaques. De plus, les substances
oxydantes comme les especes réactives de I'oxygene (ERO), produites par l'activation
des neutrophiles et des macrophages, semblent jouer un role essentiel dans la
formation de différentes affections douloureuses, telles que les maladies neuro-
dégenératives, l'athérosclérose et le cancer (Elmi et al., 2018). Certains médicaments
autorisés a des fins thérapeutiques peuvent avoir une toxicité sur le foie ; donc, Il est
crucial de découvrir de nouvelles thérapies. Dans ce contexte, de nombreux
chercheurs se focalisent sur les plantes médicinales pour leurs propriétés biologiques

bénéfiques et leurs faibles effets secondaires potentiels (EI Saadony et al., 2023).

Dans cette étude de recherche, l'objectif principal est de mettre en valeur trois

plantes qui font partie de la flore algérienne a savoir Physalis acutifolia (Solanacées),
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Glebionis coronaria (Astéracées) et Ononis angustissima (Fabacées) afin de trouver
des alternances aux molécules synthétiques qui ont des effets secondaires par la
découverte de nouvelles molécules bioactives en évaluant leurs activités biologiques

et analysant leur composition chimique.

Pour cela, notre recherche se divise en trois chapitres :

» Dans le premier chapitre, une revue bibliographique sur les plantes
médicinales, compris nos plantes étudiées et sur les phénomenes traités
(molécules bioactives, stress oxydatif, résistance bactérienne, photoprotection
et cancer) s’est mis en évidence.

» Le deuxieme chapitre était réservé pour la partie expérimentale (de la récolte
et ’identification des plante jusqu’a la caractérisation des molécules issues de
nos plantes et leur activités biologiques).

» Le troisieme chapitre présente les différents résultats obtenus avec discussion

pour les trois plantes étudiées.

Au final, une conclusion captivante et des perspectives prometteuses sont
présentées, suivies d'une liste de références méticuleusement sélectionnées et

d'annexes enrichissantes qui completent notre étude.
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1. Plantes médicinales et phytothérapie

1.1. Généralités sur les plantes médicinales

Les plantes médicinales sont des plantes qui renferment une substance chimique
dans leurs différents organes, que ce soit en faible ou forte concentration, ce qui
confere a ces plantes des propriétés médicinales ou physiologiques (Al-Husseini,
1990). En réalité, I'efficacité des plantes médicinales proviennent des composants
synthétisés qu’elles contiennent, et sans doute de l'interaction synergique entre eux
(Reguieg, 2011). Ces composants ont un role trés important, surtout pour la défense
contre les organismes pathogenes. Ils sont répartis en plusieurs classes, les plus
connues étant les phénols, qui regroupent les phénols simples, les quinones, les
flavonoides, les flavones, les flavonols, les tanins et les coumarines. D'autres

catégories comprennent les alcaloides, les terpénoides et les peptides (Cowan, 1999).
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Figure 1. Structure chimigque de quelques composés issus des plantes ayant des
propriétés antimicrobiennes (Cowan, 1999).

1.2. Apercu sur la phytothérapie
La phytothérapie, également connue sous le nom de médecine par les plantes,

est une pratique médicale ancienne qui utilise des extraits de plantes pour traiter
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diverses maladies. Cette approche repose sur l'utilisation de principes actifs naturels
présents dans les plantes, dont I'efficacité et la sécurité sont souvent soutenues par des
siécles d'utilisation traditionnelle et des recherches scientifiques contemporaines
(Bruneton, 1999). La phytothérapie joue un r6le important dans les systemes de santé
traditionnels a travers le monde, notamment en Asie, en Afrique et en Amérique
latine, ou elle constitue souvent la principale forme de soins de santé (Farnsworth,
2007). Cependant, malgré ses avantages, la phytothérapie doit étre utilisée avec
prudence, car certaines plantes peuvent provoquer des effets indésirables ou interagir
avec des meédicaments conventionnels (Ernst, 2000). De plus, l'authenticité et la
qualité des produits a base de plantes doivent étre rigoureusement controlées pour
garantir leur efficacité et leur innocuité (Barnes et al., 2007). Les recherches actuelles
se concentrent sur l'identification des composés actifs, la compréhension de leurs
mécanismes d'action et I'évaluation de leur potentiel thérapeutique a travers des essais

cliniques rigoureux (Ghasemzadeh et al., 2010).

1.3. Substances naturelles du métabolisme secondaire.

Les plantes sont des sites d'une activité métabolique conduisant a la formation
de composants bioactifs (Hartmann, 2007). Les feuilles, par la présence de certains
éléments simples (eau, oligo-éléments, sels minéraux) et de I'énergie du soleil
synthétisent un ensemble de molécules organiques complexes dotées de propriétés

thérapeutiques et médicinales (Feknous et al., 2014).

Les métabolites primaires, présents dans toutes les plantes, comprennent les
protéines, lipides, glucides et acides nucléiques qui nourrissent les principales voies
du métabolisme central (Sell, 2007). En revanche, Les métabolites secondaires sont

des molécules présentes en faibles quantités dans les plantes, jouant un réle crucial
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dans leur protection contre les menaces extérieures. Ces molécules jouent un role
crucial dans l'adaptation des plantes a leur milieu de vie, en participant efficacement a
la tolérance des végétaux face a différents types de stress, tels que la lumiére UV, les

insectes, la sécheresse et les attaques de pathogenes (Salem, 2009).

De nombreuses recherches sont menées pour évaluer la valeur thérapeutique
des métabolites végétaux, ce qui permet d'identifier les principaux éléments actifs
présents dans la plante. Les métabolites secondaires des plantes, riches en diversité et
en propriétés biologiques, sont largement utilisés par les industries du secteur médical
et pharmaceutique pour développer de nouveaux remedes (Salem, 2009). En effet, ces
métabolites secondaires se répartissent essentiellement en trois grandes classes: les

polyphénols, les terpenes et les alcaloides.
1.3.1. Polyphénols

Les polyphéenols sont un groupe de plus de 8 000 molécules connu aussi par
«Composes phénoliques » (Garcia-Salas et al., 2010). Le terme général « composés
phénoliques » désigne principalement les mono, les di ainsi que les polyphénols, dont
les molécules contiennent respectivement un, deux ou plusieurs groupes fonctionnels
phénoliques (Fleuriet et al., 2005). Ces composés ont un impact positif sur le corps et
la santé humaine lors de leur consommation. En effet, I'utilisation d'aliments végétaux
riches en composés phénoliques pour se nourrir est aujourd'hui I'une des principales
recommandations de santé publique vue les importants avantages conférés par ces
molécules qui interviennent a la protection de I’organisme face a nombreuses
maladies telles que le cancer (Brown et al., 1998), les maladies dégénératives et les
maladies cardiovasculaires (Paganga et al., 1999). Parmi les antioxydants végétaux,

les composés phénoliques semblent étre les plus efficaces dans leurs effets protecteurs
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chez I'nomme (Gee et Johnson, 2001). Ils sont synthétisés par deux voies de
biosynthése a savoir: la voie du shikimate et la voie de l'acétate (Bruneton, 2009).
Les €léments structuraux de base qui caractérisent les polyphénols sont la présence
d'au moins un cycle benzénique directement lié a au moins un groupement hydroxyle
et un groupement fonctionnel (méthylester, ester, glycoside, etc) (Bruneton, 1999).
Les différentes classes de composés phénoliques présentent une variété considérable
de structures en raison du nombre et de la position des groupes hydroxyle sur leur

structure de base.

1.3.1.1. Acides phénoliques simples

Ces composés se distinguent par la présence d'un seul noyau benzénique ou plus,
dont, est attaché directement au moins un groupe hydroxyle. Ce groupe hydroxyle
peut étre libre ou impliqué dans une autre fonction, telle qu'un éther, un ester, ou un

hétéroside (Bruneton, 1999). On distingue :

a. Acides hydroxybenzoiques

Ce groupe d’acides phénoliques simples constitue des dérivés de l'acide
benzoique, présentant une structure de base de type (C6-C1). Ces composes sont
fréquemment présents sous forme d'esters ou de glycosides. Les principaux acides

hydroxybenzoiques identifiés sont répertoriés dans la figure 2 (Chanforan, 2010).

Ri=R:= Rs=H, Rs=OH acide p-hydroxyberzoique Yo
Ri=R4=H, R:=R:=0H acide protocatéchique Ry
Ri=Rs=H, R==0CHs, R:==0H acide vanillique
Ri=H, R>= R:=R4=0OH acide gallique ~ .
Ri=OH, R=R3= Re=H acide salycilique

Rj

Figure 2. Principaux acides hydroxybenzoiques (Chanforan, 2010).



Revue Bibliographique

b. Acide hydroxycinnamiques

Ces acides dérivent de I'acide cinnamique et présentent une structure générale de
type (C6-C3). Ils sont rarement présents a 1’état libre et existent souvent sous forme
combinée avec des molécules organiques généralement sous forme d’esters ou de

glycosides (Balasundram et al., 2006).

CO.H
Ri1= Ra=H acide cinnamique (non phénolique) =
Ri1=H, R>=0OH acide p-coumarique
Ri1= R>=0H acide caféique

R1=0CHz3, R2=0H acide férulique

R,

Figure 3. Principaux acides hydroxycinnamiques (Chanforan, 2010).

1.3.1.2. Flavonoides

Les flavonoides constituent des composés métaboliques secondaires largement
présents dans le regne végeétal, Ils sont chargés de la pigmentation des fleurs, des
fruits et parfois des feuilles. Leur présence chez toutes les plantes vasculaires est
permanente au niveau de plusieurs organes, tels que les feuilles, les racines, les tiges,
et les fruits (Bruneton, 1999). Ces molécules synthétisées au niveau des chloroplastes
peuvent migrer et étre accumulées dans les vacuoles, et sont impliqués dans la partie
de la photosynthese qui dépend de la lumiére en tant que transporteurs d'électrons
(Elicoh-Middleton et al., 2000). Ces composants sont des polyphénols constitués
d’un couple de noyaux aromatiques reliés par un hétérocycle contenant de l'oxygene
et sont classés en 12 catégories différentes, avec prés de 6500 flavonoides connus

(Stockigt et al., 2002).
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Figure 4.Squelette de base des flavonoides (Korkina et Afanas’ev, 1997).
1.3.1.3. Tanins

Les tanins sont des polyphénols de masse moléculaire élevée qui contiennent
de nombreuses molécules hydroxylées. En présence de glucides, de protéines et
d'enzymes digestives, ils peuvent former des complexes insolubles, diminuant de ce
fait la capacité de digestion des aliments (Alkurd et al., 2008). lIs peuvent également
se lier a la cellulose et a divers minéraux. Le mot "tanin" provient de la capacite de
tannage de la peau animale en cuir grace a ces composes. Les tanins ont un go0t
astringent et sont présents dans toutes les parties de la plante, y compris le bois,
I'écorce, les feuilles, les racines et les fruits (Scalbert, 1991). lls sont classés en deux

groupes, on distingue :

a. Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables sont composés d'esters d'oligo- ou de polysaccharides
et de divers acides phénoliques. Le D-glucose est souvent employé comme sucre,
tandis que les acides phénoliques peuvent étre I'acide gallique pour les gallotannins ou

I'acide ellagique pour les ellagitannins traditionnels (Bruneton, 1993; Cowan, 1999).

b. Tannins condensés

Les tannins condensés, également connus sous les noms de tannins

catéchiques ou proanthocyanidols, se distinguent fondamentalement des tannins
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hydrolysables par l'absence de sucre dans leur composition moléculaire. Leur
structure est similaire a celle des flavonoides, étant des polymeres flavaniques
composés d'unités de flavan-3-ols liées entre elles par des liaisons carbone-carbone.
Ces constituants ont été découverts dans tous les groupes végétaux, incluant les

gymnospermes et les fougéres (Bruneton, 1999).

1.3.1.4. Coumarines

Le terme « coumarine » trouve son origine dans le nom vernaculaire de la féve
Tonaka (coumarounaodorata), a partir de laquelle les coumarines ont été isolées pour
la premiére fois en 1820. Les coumarines sont des composes phénoliques présentant
un squelette de base en C6-C3 (Zerrouki, 2009). Ces composés sont largement
répandus chez les végétaux, notamment dans les racines et les ecorces. lls possedent
des odeurs agréables, ce qui explique leur utilisation en parfumerie ou pour aromatiser
le tabac. Toutefois, certaines coumarines sont hautement toxiques, telles que les

aflatoxines produites par des champignons inférieurs (Djermane, 2014).

1.3.1.5. Lignanes

Ces composés sont formés par la condensation d'unités phénylpropaniques
(C6-C3). lIs sont présents dans une grande variété de plantes, notamment dans le bois
des gymnospermes et dans les tissus soumis a la lignification chez les angiospermes
(Krief, 2003). Les lignanes sont principalement extraits des graines de lin, suivis des
lentilles, des haricots blancs, des graines de céréales et de certains légumes (Dacosta,

2003).

1.3.2. Terpenes

Les terpénes sont des composés hydrocarbonés naturels, présents soit sous

forme cyclique soit en chaine ouverte, qui se trouvent largement répandus dans le

10
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regne végétal. lls sont issus de la voie de I'acide mévalonique (Bhat et al., 2005). Une
caracteristique structurale distinctive des terpénes est la présence d'unités isopréniques
a 5 atomes de carbone (CsHs) dérivées du 2-méthylbutadiéne dans leur squelette

(Figure 5) (Bakkali et al., 2008).

La famille des terpénes englobe un éventail de composés, tels que des
hormones (comme les gibbérellines et I'acide abscissique), des pigments caroténoides
(tels que le caroténe et les xanthophylles), des stérols (notamment l'ergostérol, le
sitostérol et le cholestérol), des dérivés de stérols (comme les hétérosides
digitaliques), ainsi que le latex (qui constitue la base du caoutchouc naturel). De plus,
une grande partie des huiles essentielles responsables des parfums et des saveurs des

plantes fait également partie de cette famille (Hopkins, 2003).

3
GxCﬁCHE

|
H

Figure 5. Structure de "unité isoprénique (CsHs) (Solene, 2012).

H,C”

e Huiles essentielles

Les huiles essentielles sont présentes dans I'ensemble du regne végétal, localisées
dans divers organes producteurs, leur distribution variant en fonction des zones
spécifiques du végétal producteur (Lamendin, 2004). Elles sont des composes
volatils extraits par distillation ou pression a froid, qui jouent un réle crucial dans
l'aromathérapie et d'autres applications thérapeutiques. Elles possédent des propriétés
antibactériennes, antifongiques et antivirales, ce qui en fait des agents potentiels pour

le traitement de diverses infections (Bakkali et al., 2008). Leur composition chimique

11
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complexe permet une large gamme d'effets biologiques, tels que la réduction du
stress, I'amélioration de I'humeur et le soulagement de la douleur (Lis-Balchin, 2006).
Les huiles essentielles sont également utilisées dans les produits cosmétiques et les
soins de la peau en raison de leurs propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires
(Burt, 2004). La variabilité dans la composition des huiles essentielles, influencée par
des facteurs environnementaux et génétiques, peut affecter leur efficacité et leur
sécurité (Adams, 2007). Les méthodes modernes d'extraction et de caractérisation
chimique ont permis une meilleure compréhension de leurs mécanismes d'action et de
leurs potentiels thérapeutiques (Edris, 2007). Cependant, lutilisation des huiles
essentielles doit étre prudente, car elles peuvent provoquer des reactions allergiques
ou des irritations cutanees (Hammer et al., 1999). La demande croissante pour des
alternatives naturelles dans le traitement des maladies a stimulé l'intérét pour les
huiles essentielles, mais une réglementation stricte est nécessaire pour garantir leur

qualite et leur sécurité (Van Vuuren, 2008).

1.3.3. Alcaloides

Les alcaloides sont une classe diversifiée de composés organiques azotes
d'origine naturelle, largement répartis dans le régne végétal, et connus pour leurs
effets pharmacologiques puissants. lls sont généralement dérivés d'acides aminés et
sont synthétisés principalement par les plantes pour se protéger des herbivores et des
parasites (Wink et Roberts, 1998). Les alcaloides se caractérisent par leur structure
chimique complexe et leur capacité a interagir avec les récepteurs biologiques,
influencant ainsi divers systémes physiologiques chez les animaux et les humains
(Cordell, 2008). En tant que métabolites secondaires, ils jouent un réle crucial dans
I'écologie chimique des plantes, facilitant la défense chimique et la communication

interspécifique (Wink, 2000). De nombreuses recherches ont démontré l'importance

12
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des alcaloides dans la médecine traditionnelle et moderne, ou ils sont utilisés comme
agents thérapeutiques pour traiter une variété de maladies, y compris le cancer, les
infections et les troubles neurologiques (Kinghorn, 2001). Leur activité biologique
résulte de leur capacité a moduler des cibles moléculaires spécifiques, ce qui les rend
précieux pour le développement de nouveaux medicaments (Facchini, 2001).
Toutefois, la biosynthese des alcaloides est régulée par des facteurs génétiques et
environnementaux, influencant ainsi leur concentration et leur distribution dans les
plantes (Kutchan, 1995). La recherche continue sur les alcaloides vise a mieux
comprendre leurs mécanismes d'action et a exploiter leur potentiel pharmacologique

pour développer des traitements innovants (Facchini, 2001).

1.4. Méthodes d’analyse des extraits de plantes

Analyser les extraits végétaux necessite une approche méthodique et précise
afin d'extraire pleinement leur potentiel thérapeutique. Les techniques d'analyse
disponibles sont diverses, allant de [I'extraction des composés actifs a leur

identification et leur quantification.

1.4.1. Méthodes spectrophotométriques

Les méthodes spectrophotométriques sont largement utilisées pour analyser les
extraits de plantes en raison de leur sensibilité et de leur précision. Ces techniques
exploitent la capacité des molécules a absorber la lumiere a des longueurs d'onde
spécifiques, permettant ainsi la quantification des composés présents dans les extraits
végéetaux (Bunaciu, 2013). La spectrophotométrie UV-visible est particulierement
courante, ou la lumiere est absorbée par les liaisons électroniques des composés
chimiques, fournissant des données quantitatives sur la concentration des substances
telles que les polyphénols et les flavonoides dans les extraits de plantes (Bezuneh et

al., 2015). Cette méthode offre une grande sensibilité, avec des limites de détection
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souvent inférieures au microgramme par millilitre, ce qui en fait un outil précieux
pour la recherche en phytochimie (Soni et al., 2013). De plus, la spectrophotométrie
permet une analyse rapide et non destructive des extraits de plantes, préservant ainsi

leur intégrité pour des études ultérieures (Ribeiro et al., 2016).

1.4.2. Technique de chromatographie en phase gazeuse associée a
la spectrométrie de masse (GC-MYS)

La technique chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse (GC-MS), représente une méthode analytique de pointe dans le domaine de la
chimie analytique. Cette approche sophistiquée permet la séparation et I'identification
précise des composés d'un échantillon en combinant les principes de la
chromatographie en phase gazeuse avec la puissance de la spectrométrie de masse. En
tandem, ces deux techniques offrent une résolution exceptionnelle et une sensibilité
accrue, permettant ainsi une caractérisation approfondie des substances présentes dans
un échantillon donné. L'obstacle majeur dans cette fusion réside dans I'écart
considérable de pression entre les deux techniques. D'un c6té, la spectrométrie de
masse exige un environnement a tres basse pression, tandis que la chromatographie en
phase gazeuse s'opere a des niveaux de pression plus élevés. Par la suite,
I'identification des composants se réalise par le biais d'une comparaison minutieuse
entre les indices de rétention et les spectres de masse des éléments isolés, avec ceux
des substances de référence répertoriées dans des bases de données informatiques
regroupant plusieurs milliers de profils spectraux. L'utilisation conjointe de cette
technique trouve des applications variées dans de nombreux domaines, de la
recherche pharmaceutique a l'analyse environnementale, offrant ainsi des
informations cruciales pour la compréhension et la résolution de problemes
complexes (Skoog et al., 1996; Mastovska et Lehotay, 2003).
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1.4.3. Chromatographie liquide a haute performance (HPLC)

La chromatographie liquide & haute performance (HPLC), s'affirme comme une
méthode analytique sophistiquée et indispensable. Cette approche, renommée pour sa
précision et sa sensibilité accrues, permet une séparation minutieuse et une
identification précise des composants d'un mélange complexe. Gréace a sa capacité a
discriminer subtilement les divers constituants, cette technique occupe une place
centrale dans le domaine de I'analyse chimique, offrant ainsi une solution précieuse
pour les chercheurs et les professionnels en quéte de résultats fiables et rigoureux. La
chromatographie liquide & haute performance se révele particulierement efficace pour
I'analyse des composes non volatils des concretes et des absolues, ainsi que pour la
réalisation de préfractionnements. Elle peut également étre associée a un analyseur de
masse. Ce procédé repose sur l'utilisation d'une phase stationnaire et d'une phase
mobile liquide, toutes deux sous haute pression. Apres la séparation des divers
constituants de I'échantillon, un logiciel spécialisé prend en charge la collecte et le
traitement des données obtenues, assurant ainsi une analyse précise et exhaustive

(Strege, 1999; Horvath, 2013).

2. Activités biologiques des substances bioactives

2.1. Activité antioxydante

Trois milliards d'années, l'oxygene est apparu dans l'atmosphere terrestre,
devenant une molécule indispensable pour la vie. Les organismes aérobies tirent leur
énergie des réactions chimiques d'oxydo-réduction, impliquant des échanges
d'électrons entre les donneurs (réducteurs) et les accepteurs (oxydants). Dans la
chaine respiratoire mitochondriale, l'oxygéne agit en tant qu'accepteur final
d'électrons, se convertissant en molécules d'eau et libérant une énergie essentielle,

produisant jusqu'a 38 molécules d'adénosine triphosphate (ATP) a haut potentiel
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énergétique, comparé a seulement 2 dans un processus anaerobie. Cependant, cette
conversion n'est pas parfaite, environ 2 & 3% de l'oxygéne se transformant en especes
réactives de I'oxygene (ERO), hautement réactives (Koppenol, 2001). Initialement, le
radical libre superoxyde se forme, déclenchant la production d'autres ERO telles que
le peroxyde dhydrogene, l'oxygéne singulet, le radical hydroxyle, [I'acide
hypochloreux, et divers dérivés nitrés. Ces ERO, en raison de leur instabilité,
interagissent avec divers substrats biologiques, entrainant des dommages tels que la
dénaturation des protéines, l'inactivation des enzymes, l'oxydation du glucose, des
dommages a I'ADN pouvant entrainer des mutations, ainsi que des processus de
peroxydation lipidique, ayant souvent des conséquences irréversibles pour la cellule

(Swain et al., 2002).

2.1.1. Radicaux libres

Un radical libre se définit comme une molécule possédant un ou plusieurs
électrons non appariés (Jacques et André, 2004). C'est une entité moléculaire
extrémement instable qui réagit promptement avec d‘autres constituants, cherchant a
s'approprier I'électron nécessaire pour atteindre la stabilité. L'amorce d'une réaction en
chaine survient lorsqu'un radical libre attaque la molécule stable la plus proche, lui
arrachant ainsi son électron et transformant la molécule attaquée en un radical libre a

son tour (Martinez-Cayuela, 1995).

Au court d’un stress oxydatif, les espéces réactives de I’oxygéne, n'ayant pas
été neutralisées par le systeme antioxydant, agressent les macromolécules présentes
dans les cellules par le biais de réactions d'oxydation, les endommageant directement
au niveau des lipides, des protéines ainsi que de I'ADN (Koechlin-Ramonatxo,

2006).
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2.1.2. Stress oxydatif

Dans le domaine physiologique, un stress oxydatif survient lorsqu'un
déséquilibre significatif se forme entre les antioxydants et les pro-oxydants, favorisant
ces derniers. Normalement, le corps maintient un équilibre délicat entre la production
d'espéces réactives de l'oxygeéne et les systéemes de defense antioxydants. Il convient
de noter que les ERO peuvent également jouer un réle physiologique crucial, par
exemple dans la phagocytose des bactéries par les cellules polymorphonucléaires
(Swain, 2002). Le stress oxydatif peut découler d'une alimentation inadéquate,
dépourvue dantioxydants. De nombreuses études ont suggeré que le stress oxydatif
était impliqué dans le développement de plus d'une centaine de maladies, notamment
les maladies cardiovasculaires, le cancer, le diabéte, l'arthrite rhumatoide, et autres

(Gutteridge, 1993).

2.1.3. Antioxydants

L'avenement de la biologie moléculaire a révéle les antioxydants comme des
agents aux propriétés bien plus étendues que leur simple capacité a neutraliser les
especes réactives d'oxygéne (ERO) (Ricciarelli et al., 2002). lls représentent des
molécules offrant une défense contre le stress oxydatif, tant au niveau cellulaire
gu'organique, en contrecarrant ou en retardant les dommages occasionnés par ces
réactifs oxygénés (Apak et al., 2016). Les antioxydants agissent par divers
mécanismes pour éliminer les radicaux libres, tels que I'inhibition de leur formation,
la capture de lI'oxygene singulet et la chélation des métaux pro-oxydants (Lobo et al.,
2010). Ainsi, ils exercent une action préventive sur les dommages causés par les
especes réactives de l'oxygene sur la santé humaine (Rahaln et al., 2014). En
situation de stress modeéré, I'organisme tente de s'adapter en renforcant ses défenses

antioxydantes (Levine, 1996). Par leur interaction avec les radicaux libres, certains
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antioxydants se transforment en entités radicalaires qui, en théorie, demeurent
inoffensives. C'est le cas de la vitamine E (a-tocophérol) qui, en réagissant avec les
radicaux d'origine lipidique, entrave le processus de peroxydation lipidique (Halliwell

et Gutteridge, 2015).

Des antioxydants synthétiques ont été développés, tels que I'hydroxytoluene
butylé (BHT), I'nydroxyanisole butylé (BHA), la tert-butylhydroquinone et le gallate
de propyle, et sont employés dans les secteurs alimentaire et pharmaceutique.
Cependant, l'utilisation de ces antioxydants artificiels a été associée a des risques
potentiels pour la santé, notamment des dommages hépatiques et la genese de cancers

(Saad et al., 2007).

Les antioxydants sont classés en deux classes : antioxydants endogeénes et

antioxydants exogenes.

2.1.3.1. Antioxydants endogenes

Les antioxydants endogenes se matérialisent sous forme d'enzymes ou de
proteines antioxydantes telles que le superoxyde dismutase, la catalase et la glutathion
peroxydase, synthétisées au sein méme de notre corps avec l'assistance de certains
minéraux. Ces substances sont constamment présentes dans notre organisme,

cependant leur concentration tend a décroitre avec au fil des années (Elodie, 2009).

2.1.3.2. Antioxydants exogénes

L'organisme dispose d'une seconde ligne de défense, représentée par les
"piégeurs de radicaux libres", des composés pour la plupart obtenus a partir de
I'alimentation (de maniére non enzymatique). Ce sont des antioxydants exogénes tels
que la vitamine E (a-tocophérol), la vitamine C (acide ascorbique), les caroténoides

(vitamine A, B-caroténe) et les flavonoides, etc. Leur rble primordial consiste a
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neutraliser les effets toxiques des especes réactives de I'oxygene (ERO), contribuant

ainsi a prévenir toute altération de l'intégrité cellulaire (Koechlin, 2006).

2.1.4. Localisations des antioxydants au niveau cellulaires

Les antioxydants se divisent en deux catégories selon leur solubilité :
liposolubles et hydrosolubles. Leur répartition dans les cellules dépend de leurs
propriétés physico-chimiques ; ainsi, les antioxydants liposolubles se concentrent dans
les membranes cellulaires, tandis que les hydrosolubles se retrouvent dans le cytosol
ou le milieu extracellulaire. Leur action se révele particulierement efficace contre les

radicaux libres propres a chaque milieu (Figure 6).

Caroténoides

Vitamine C et E
+ caroténoides
Vitamine E
Cu/In
SOD
Catalase _

Vitamine E

AR Mn SOD
Glutathion
péroxydase

+ caroténoides

Figure 6. Sites des enzymes antioxydants (en noir), et les sites d’action des
nutriments antioxydants (en rouge) (Opara, 2002).

2.2. Activité antimicrobienne

2.2.1. Apercu sur activité antimicrobienne

Derniérement, un grand intérét a été porté a la recherche de nouveaux
composants antimicrobiens, en réponse a une augmentation préoccupante des
infections par des microorganismes résistants aux antibiotiques. L'augmentation des
inquiétudes concernant les effets secondaires des composés synthétiques employés
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dans la lutte contre les infections bactériennes met en évidence I'importance de
chercher des alternatives aux antibiotiques classiques (Abedini, 2013). Une méthode
largement utilisée pour l'exploration de composés biologiquement actifs des végétaux
apparait comme une alternative dans les soins primaires, offrant ainsi une perspective
prometteuse pour le développement de médicaments classiques améliorés. Plus
specifiqguement, les plantes médicinales sont étudiées par de nombreux chercheurs en
raison de leur richesse en antioxydants naturels (polyphénols, flavonoides, tanins) qui
ont des propriétés antimicrobiennes (Silva et Fernandes Janior, 2010). Ainsi, la
recherche scientifique et les industries alimentaires et pharmaceutiques ont commencé
a privilégier l'utilisation de nouvelles molécules bioactives provenant de sources
naturelles, qui ont des effets secondaires limités voire inexistants, et leur adoption
comme alternative thérapeutique aux composés synthétiques (Prasad et Seenayya,

2000).

2.2.2. Processus d'action antimicrobienne

Le mecanisme daction antimicrobienne selon Milane, (2004), reste
indéniablement complexe, se développant a travers différentes stratégies telles que
I'inhibition des enzymes microbiennes extracellulaires, la captation des substrats
indispensables a la croissance microbienne, ou encore la liaison avec des métaux tels
que le fer, ce qui entrave le métabolisme microbien. Cela inclut aussi la détérioration
de la paroi cellulaire, la perturbation de la membrane cytoplasmique, ce qui entraine
la fuite des composants cellulaires, et I'impact sur la production d'ADN, d'ARN, de
protéines et de lipides (Zhang et al., 2009 ; Pieboji, 2007). Ces méthodes
d'intervention ne se restreignent pas a des cibles individuelles, certaines sont méme le
résultat d'autres mécanismes. Par ailleurs, l'efficacité des antimicrobiens dépend du

genre de micro-organismes et de la composition de leur membrane externe.
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2.2.3. Toxicité des antibiotiques

Comme tout médicament, un antibiotique présente des risques d'interactions
médicamenteuses qui peuvent influencer sur l'efficacité des autres traitements, ainsi
que des risques d'effets indésirables. Ils différent selon la famille chimique
(pénicillines, céphalosporines, fluoroquinolones et macrolides) ou la molécule
specifique (moxifloxacine, érythromycine, amoxicilline et vancomycine) et peuvent

avoir des effets réversibles ou non sur les systemes digestif et rénal (Lu et al., 2014).

L'activité antimicrobienne propre de l'antibiotique peut entrainer des effets
secondaires supplémentaires non souhaités: son influence sur la flore bactérienne peut
encourager la prolifération de certaines especes, ce qui peut entrainer des infections

secondaires (Gardiner et al., 2015).

Certains antibiotiques tels que les lincosamides, lI'amoxicilline associée a
I'acide clavulanique, les fluoroquinolones, les céphalosporines de troisieme génération
et l'imipéneme, peuvent étre responsables des colites pseudomembraneuses a

Clostridium (Aldeyab et al., 2009).

2.2.4. Réactions contre les antibiotiques

La résistance bactérienne désigne la capacité des bactéries a résister aux effets
des antibiotiques ou des biocides qui leur sont destinés a les controler ou les éliminer

(Mégraud, 2017).

2.2.4.1. Catégories de résistance bactérienne

a. La résistance naturelle

Chaque souche d'une méme espéce présente une résistance naturelle a un
antibiotique donné. Par exemple, les bacilles Gram négatifs sont intrinsequement

résistants aux antibiotiques hydrophobes, car ces molécules ont du mal a traverser la
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membrane externe de leur paroi. Les mycoplasmes, qui ne possédent pas de paroi
cellulaire, présentent une résistance naturelle aux B-lactames, car leur action repose

sur l'inhibition de la synthése du peptidoglycane (Wellington et al., 2013).

b. La résistance acquise

L'acquisition d'une résistance bactérienne a un antibiotique est un phénomeéne
qui survient au sein des souches d'une espéce spécifique, habituellement sensibles a
cet antibiotique. Cela est le résultat d'une mutation génétique qui entraine une
réduction de la sensibilité a la molécule qui était auparavant mortelle. Cette résistance
peut résulter de mutations chromosomiques ou de l'acquisition de génes provenant

d'un autre micro-organisme (Hershberg, 2017).

2.2.4.2. Mécanismes bactériennes pour résister aux antibiotiques

En plus de la résistance innée (naturelle) des bactéries, ces derniéres induisent
un large éventail de mécanismes de résistance en réponse a la pression sélective des
agents antibactériens. Il est possible que ces résistances soient transmises a d'autres

bactéries grace a un cadre biochimique baseé sur la génétique (Blair et al., 2015).

a. Processus d'inactivation des antibiotiques par des enzymes

Ce type de résistance est le plus commun et s'applique a toutes les principales
catégories de medicaments. Les bactéries produisent des enzymes qui neutralisent
l'activité des antibiotiques en les modifiant ou en les hydrolysant (Vega et Gore,

2014).

b. Deégradation de I'absorption des antibiotiques

Cette résistance touche principalement les bactéries a Gram négatif et entraine
une diminution de la quantité d'antibiotique qui parvient a sa cible (Singh et al.,

2016).
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c. Résistance grace a un mécanisme d'accumulation active.

Il s'agit d'un mécanisme actif qui dépend de la présence de protéines
particulieres qui agissent comme des pompes, permettant ainsi [I'évacuation
dessubstances nocives, y compris les antibiotiques, dés leur entrée dans la cellule
bactérienne. Cela conduit a une baisse de la quantité d'antibiotiques qui atteignent leur

cible (Cattoir, 2004).

d. Résistance en cas de cible modifiée ou remplacée.

Une fois que l'antibiotique a atteint la bactérie, il est habituel qu'il se lie a sa
cible afin d'étre efficace. En cas d'altération de cette cible, cela entraine une réduction
de l'affinité avec l'antibiotique et donc de son rendement. De cette facon, la bactérie
développe une résistance qui peut souvent s'étendre a toute une gamme
d'antibiotiques. De nombreux antibiotiques et différentes especes bactériennes

présentent ce mécanisme (Hughes et Andersson, 2017).

Mécanismes de résistance a |'antibiotique

La diminution de la perméabilité
de la membrane empéche
I'antibiotique d‘entrer
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Les antibiotiques sont
décomposés par les enzymes

Figure 7. Mode de résistances aux antibiotiques par les bactéries (Singh et al., 2016).
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2.3. Activité photoprotectrice

La vie sur terre est basée sur le soleil. Cependant, une exposition prolongée,
réguliere ou précoce peut constituer un risque pour la santé. Effectivement, a court ou
a long terme, son radiation, notamment les rayons ultraviolets (UV), entraine de

nombreux dégats, en particulier sur la peau et les yeux (Talvas et VVasson, 2018).

2.3.1. Effets bénéfiques du soleil

La vitamine D3, également connue sous le nom de cholécalciférol, est une
vitamine liposoluble produite par la peau en transformant le 7-déhydrocholestérol en
choléecalciférol sous l'action des rayons UVB. Par la suite, le foie et les reins
hydrolysent ce dernier afin de générer la forme active de la vitamine D. Les besoins
en vitamine D peuvent étre comblés en exposant pendant 10 a 15 minutes, 2 a 3 fois

par semaine en été, des zones de la peau habituellement découvertes (Jantzen, 2018).

La vitamine D (Figure 8) est un antioxydant tres puissant avec ses propriétés
avantageuses sur la peau et joue encore un role essentiel dans la régulation du
calcium. De plus en plus de données suggérent que la prise de vitamine D diminue le

risque de différents cancers (Jantzen, 2018).

CH
3 CHs

HsC

CH2

HO

Figure 8. Structure chimique de la vitamine D (Jantzen, 2018).
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2.3.2. Effets nocifs du soleil

Les effets nocifs du soleil sont principalement des phénomenes pathologiques
liés a une exposition excessive aux rayons ultraviolets (UV). Il existe trois types
dultraviolets : les UVA, les UVB et les UVC, qui se distinguent par leur capacité a

traverser certains milieux (ozone, verre, etc) (Talvas et Vasson, 2018).

- Les ultraviolets A (315 a 400 nm) pénetrent en profondeur dans le derme et
traversent le tissu vitreux. Les chercheurs reconnaissent de plus en plus leur role dans

le processus de vieillissement de la peau.

- L'épiderme absorbe principalement les UVB (280 a 315 nm) et les bloque par
le verre. L'ADN cellulaire est directement détruit par les UVB, tandis que les UVA
entrainent des dommages indirects en produisant des especes réactives d'oxygene.

L'ADN cellulaire est altéré par ces radicaux libres.

- Les longueurs d'onde les plus courtes des UVC (100 a 290 nm) sont les plus
préjudiciables pour les cellules de la peau. Ils sont toutefois arrétés entierement par la

couche d'ozone stratosphérique (Jantzen, 2018, Sander et al., 2021).

25



Revue Bibliographique

F————— vLumiérevisible

UVAI : 300-400 nm
UVA2 : 315-340 nm

Lumiere ultraviolette

UvB
280-315 nm

uvc

100-280 nm

+ Représentent 95 % + Représentent 5% + Représentent
des RUV qui des RUV qui moins de 1% des
atteignent 1 surface attelgnent [y surface RUV qui atteignent
de L3 terre avec ung delyterre avec uno la surface de I terre
intonsité assez intensité varisble qui M bis
CONSLANLO AU Cours culmine au miliou 2 0'} "b‘g'
dola jouméo do Iy journée profondemestt

dans [y peau

+ Pdndtrent 'ozono, + Portlollement + Absorbds par
las nuages et atro absorbiés par Pitmosphoroet
dos fondtros 1'02009, 10S NUAK0S Ie5 ke Pareny

oLna péndtront pas

+ Pdndtrentla posu 13 itro dos fandtros + Gormiclde
humalne plus en
profondeur + Non absorbés sussl

profondément dans

+ Responsables du 1a peau que los UVA
photoviifllissement
atdely « Principalement
carcinogenése, responsables du
atmoins du bronzage et &s coups
NOMMOMM do soledl et molns du
Coups do solefl photovielllissement

Figure 9. Spectre électromagnétique de la lumiére, et fréquences des rayons
ultraviolets (Sander et al., 2021).

Les effets néfastes du soleil peuvent étre classés en effets immédiats et a long terme :

2.3.2.1.

a. Rayon du soleil

Effets immédiates

C'est une brdlure réelle, dont la gravité peut varier : elle peut varier d'une
simple rougeur a une brdlure légére avec des cloques. En général, le coup de soleil
provogue des douleurs. Si le coup de soleil est prolongé, en particulier chez I'enfant, il

peut étre accompagné d'une douleur générale et demander une hospitalisation.

Ce phénomeéne est principalement provoqué par les UVB. Lorsque la lésion

est superficielle et dépourvue de cloques, elle guérira sans laisser de traces ; en
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revanche, en cas de lésion profonde, des dommages peuvent persister (Green et al.,

2011).

b. Herpés solaire

Herpés labial (bouton de fievre) atteint quelques individus dont les

exacerbations sont provoqués par I'exposition au soleil.

c. Epaississement de la peau

Le fait d'étre exposé au soleil entraine une augmentation de I'épaisseur de
I'épiderme, ce qui constitue un mécanisme de protection naturelle car cet épiderme
plus épais résiste mieux aux rayons UV. Cette accumulation de graisse n'est pas
perceptible, mais elle provoque des poussées dacné parfois significatives dans les

jours qui suivent l'arrét de I'exposition.

2.3.2.2. Consequences a long terme

Les conséquences a long terme varient en fonction de la dose, car I'impact du
soleil sur la peau se cumule au fil du temps. Les dommages du soleil accumulés
pendant toute la vie sont a la fois a I'origine des signes de vieillissement cutané photo-
induit et des cancers de la peau. Jusqu'a récemment, on considérait les UVB comme
les principaux agents causants du cancer de la peau. Toutefois, selon les données
actuelles, les UVB sont responsables d'un tiers des cancers de la peau, notamment les

UVB longs (340-400 nm) (Green et al., 2011).

2.3.3. Apercu sur la photoprotection

La photoprotection comprend différentes méthodes, qu'elles soient naturelles
ou artificielles, afin de lutter contre les conséquences néfastes du soleil. La
photoprotection externe est principalement fondée sur le port de vétements et

l'utilisation de produits de protection solaire (Amblard, 2000).
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2.3.3.1. Protection contre la lumiere naturelle

Le soleil peut présenter des risques importants. La nature a créé des dispositifs
de protection performants. Certains rayons UV peuvent étre bloqués par des moyens
purement physiques, comme la pilosité et la couche externe de la peau (couche
cornée) (Talvas et Vasson, 2018). Il y a aussi des méthodes adaptatives naturelles, ou
les eumélanines occupent une place centrale. L'exposition aux UVB permet de se
bronzer et de prévenir les coups de soleil, et l'incidence des cancers cutanés est
nettement réduite chez les personnes de phototype foncé. Les mutations photo-
induites sont également prévenues par les systemes de réparation de I'ADN, tandis
que les systemes antioxydants endogénes (catalase, superoxyde dismutase, glutathion
réductase, vitamines C et E) jouent un role essentiel dans la prévention des effets

secondaires du soleil (Sander et al., 2021).

La protection solaire naturelle d'un individu est principalement influencée par
la couleur de sa peau (blanche, claire ou mate) et par sa capacité a bronzer (clair,
moyen, foncé) apres une exposition au soleil. Grace a ces deux criteres, il est possible
de déterminer un phototype, qui détermine la photosensibilité de chacun. Il'y a 6
phototypes, allant du plus élevé, le phototype 1 (peau trés claire, cheveux roux,
sensible au soleil) au plus bas, le phototype 6 (peau noire, n'étant pas sensible au

soleil) (Amblard , 2000).

2.3.3.2. Prévention des radiations extérieures

La protection contre les radiations de lumierepar les vétements implique
I'utilisation d'un vétement adéquat qui offre un filtre optique pour éviter l'infiltration
des radiations nocives. Les chapeaux a bords larges offrent une protection efficace
aux oreilles, au nez et au front, en plus de la protection fournie par les cheveux. Pour

les écrans solaires, il existe deux catégories de filtres : les filtres chimiques et les
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filtres minéraux, qui ont une efficacité équivalente mais qui difféerent par leur
mécanisme d'action et leur composition. Les filtres chimiques, fabriqués a partir de
molécules organiques, prennent en charge les rayonnements UV en les absorbant
plutdt que la peau. Ces molécules, avec un noyau aromatique et un radical avec des
doubles liaisons carbone-oxygéne ou carbone-carbone, sont excitées par I'énergie des
rayons solaires, puis stables par dissipation de I'énergie recue par des vibrations ou
par réémission d'un rayonnement moins nocif pour la peau. L'oxybenzone (Cis4 Hi2
O3) est une substance chimique couramment employée dans les filtres chimiques,
offrant une protection a la fois contre les rayons ultraviolets A et B. D'un autre c6té,
les filtres minéraux, aussi connus sous le nom de filtres physiques ou inorganiques,
ont une action différente car ils sont composés d'un mélange de nanoparticules de
minéraux inertes et transparents. Ces dispositifs diffusent la lumiere et réfléchissent
les rayons UV en tant que barriere physique, garantissant une efficacité immédiate des
leur application et une réduction de l'allergie. L'oxyde de zinc (ZnO) et le dioxyde de
titane (TiO2) sont les principaux filtres minéraux utilisés, qui sont des miroirs qui
refletent et diffusent les UVA et les UVB (Talvas et Vasson, 2018; Jantzen, 2018;

Sander et al., 2021).

2.3.4. Nouvelles méthodes pour la protection contre la lumiere

A chaque étape de la photocarcinogenése, les rayons UV jouent un role
essentiel en produisant des especes réactives d'oxygene, en provoquant des dommages
a I'ADN et des mutations. Diverses études ont été menées sur des médicaments qui
pourraient diminuer les effets biologiques des interactions entre les UV et les

structures cutanées (Sander et al., 2021).
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L'objectif de ces nouvelles stratégies de protection contre la photo-radiation
est de réparer I'ADN et de renforcer le systeme antioxydant endogéne en utilisant des
antioxydants naturels tels que les extraits végétaux riches en polyphénols. Plus
précisement, cette derniere méthode a suscité une attention particuliere (Talvas et

Vasson, 2018 ; Sander et al., 2021).

2.4. Activite antiproliférative

La santé publiqgue mondiale est désormais confrontée a un défi majeur, qui est
le cancer, la deuxiéme cause de déces dans les pays développés aprés les maladies
cardiovasculaires. Cette maladie est devenue également une préoccupation majeure
dans les pays en développement (Mattiuzzi et Lippi, 2020). L'Organisation mondiale
de la santé (OMS) prévoit une augmentation significative du nombre de déces par
cancer dans les pays en développement, en Asie, en Afrique et en Amérique latine,
principalement en raison du vieillissement croissant de la population et de la pollution
accrue (Rastogi et al., 2004). Un engagement mondial est donc mis en place afin de
trouver de nouvelles substances medicamenteuses efficaces pour diminuer la

propagation des cancers (Colditz et al., 2012).

Selon Amin et al. (2009), pour trouver de nouveaux médicaments dérivés de
plantes, il est essentiel que le médicament proposé soit sélectif en présentant des
niveaux de toxicité faibles pour les lignées cellulaires normales et une cytotoxicité
élevée pour les lignées cellulaires cancéreuses. Globalement, les substances naturelles
présentant des propriétés pharmacologiques peuvent se transformer en éléments clés
dans la fabrication de meédicaments semi-synthétiques et synthétiques. Dans ce
contexte, les plantes utilisées dans la médecine traditionnelle demeurent des éléments

a l'origine de ces structures. De plus, de nombreuses plantes médicinales manquent de
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données scientifiques pour légitimer leurs utilisations traditionnelles (Shah et al.,

2013).

L'inflammation est percue comme une réponse biologique complexe, se
traduisant par différents mécanismes visant a préserver un organisme stimulé ou
endommagé par des toxines ou d'autres irritants dangereux (Zielinska et al., 2017).
En regle générale, une inflammation modérée peut contribuer a la lutte contre
I'infection. Pourtant, on a suggéré une réponse inflammatoire excessive comme étant
responsable (Du et al., 2015 ; Wang et al., 2019). L'inflammation peut aussi étre
préjudiciable a long terme, car elle peut participer a toutes les étapes de la formation
tumorale, telles que l'initiation, la promotion et la progression de la tumeur (Maiorov
et al., 2013). Ainsi, elle joue un réle clé dans la progression des tumeurs. Beaucoup
de cancers sont liés a des zones d'infection, d'irritation chronique et d'inflammation
(Coussens et Werb, 2002). Des especes réactives de l'oxygene (ERO) peuvent
également étre produites par les cellules inflammatoires, ce qui entraine des
mutations, entrainant I'échec de la réparation de I'ADN, l'activation d'‘oncogénes et
enfin le cancer (Trinchieri, 2012). Les cytokines ont un rdle essentiel dans la
régulation de lI'immunité et peuvent étre divisees en cytokines pro-inflammatoires et
anti-inflammatoires. Selon Bostham et al., (2017), il y a divers facteurs pro-
inflammatoires tels que, le TNF-o et IL-6 qui sont des stimulants pour les
macrophages, comme le lipopolysaccharide, ce qui pousse les macrophages et les
cellules immunitaires a produire plus de cytokines pro-inflammatoires, ainsi que des
médiateurs inflammatoires comme I'oxyde nitrique et la prostaglandine E2, via
l'oxyde nitrique synthase et la cyclooxygénase, ce qui accentue encore I'inflammation

(Arulselvan et al., 2016).
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Aujourd'hui, de nombreux produits pharmaceutiques sont couramment
employés pour prévenir et traiter le stress oxydatif ou les affections inflammatoires,
avec des résultats adéquats. Toutefois, on a constaté que ces médicaments de synthese
entrainent certains effets indésirables, comme des hémorragies et des ulcérations
gastriques (Liang et al., 2020). Devant ces effets secondaires, il est de plus en plus
courant de créer des produits naturels plus sécurisés pour soigner ces maladies. On
considere donc les macrophages comme un modeéle cellulaire parfait pour évaluer

l'efficacité antiproliférative des composes bioactifs.

3. Apercu sur les plantes médicinales etudiées
3.1. Physalis acutifolia

3.1.1. Généralités sur la famille des Solanacées

La famille des Solanacées est une grande famille de plantes, qui regroupe plus
de 2 500 especes répartis en une centaine de genre (Olmstead, 2008). Les plantes de
cette famille sont distribuées dans tous les continents du monde, surtout dans des
climats tropicaux que tempérés, avec une distribution majoritaire en d’Amérique du
sud, I’origine probable de cette famille (Hunziker et al., 1979). C’est une famille
cosmopolite, composée de buissons, herbes et arbustes, exploitées souvent pour
I’extraction des molécules bioactives et médicaments puisqu’elle renferme des plantes
médicinales importantes et parfois toxiques (Rey-Giraud, 2018). Cette famille est
dotée aussi d’une importance alimentaire et économique a traves le monde (Samuels,
2009). D’apres le rapport de la FAO en 2012, une production de 540 millions de
tonnes a partir de 28 millions d'hectares de solanacées vivriéres en 2010 par quatre
especes de cultures basique (pomme de terre, aubergine, tomate, et poivrons) sans
compter de nombreuses especes cultivées moins connues et les autres especes semi-

cultivées ou cueillies dans la nature. D’un point de vue chimique, la diversité des
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composants trouvés chez les plantes de cette famille est importante, par la présence de
composés bioactifs et des poisons redoutables en sont issus. Il est aussi dit que le mot
« solamen » est le dérivé du latin du nom de la famille Solanacée, et qui signifié que
ces plantes pourraient endormir une personne momentanément ou a jamais (Samuels,

2015).

3.1.2. Généralités sur le genre Physalis

Le genre Physalis, appartenant a la famille des Solanacées, comprend environ
100 especes réparties principalement dans les régions tropicales et subtropicales a
travers le monde (Zhang et Tong, 2016). Ces plantes, a la fois comestibles et
ornementales, présentent une grande valeur nutritionnelle et médicinale, ce qui suscite
un intérét économique et commercial croissant pour les produits et les composants
qu'elles renferment (Wei et al., 2012). Elles ont été largement utilisées dans la
médecine arabe ancienne pour traiter diverses affections, notamment les troubles
urinaires, les calculs rénaux et pour favoriser la fonction hépatique (Stary, 1983). En
effet les plantes de ce genre posseédent d’autres propriétés thérapeutiques importantes,
elles sont utilisees comme antipyrétique, pectorale, diurétique, dépuratoire et
vermifuge, ou méme pour le traitement des fiévres, des abces, de la toux et de la
gorge endolorie (Duke et Ayensu, 1985). Plusieurs withanolides bioactifs ont été
isolés et caractérisés a partir des plantes du genre Physalis (Ahmed et al., 1999). Ce
sont les composants prédominants présents au niveau des plantes de ce genre, classés
sous le nom de Physalines et qui sont responsables des effets thérapeutiques fournis

par ces especes (Li et al., 2018 ; Tuan Anh et al., 2018 ; Gao et al., 2018).
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Figure 10. Especes appartenant au genre Physalis (El Sheikha, 2010).

3.1.3. Plante Physalis acutifolia

Physalis acutifolia (P. acutifolia) est une plante annuelle, avec tiges et branches
étalées et ascendantes, pubescentes et légérement pubescentes sur les bords et les
nervures des feuilles, plus denses sur les nouvelles pousses, les tiges atteignant 50 cm
de long; poils atteignant 1 mm de long, non glanduleux. Feuilles elliptiques, souvent
étroites, parfois lancéolées ou ovales, de 4-12,5 cm de long, de 1-5 cm de large, 1,8-6
fois plus longues que larges; base aigué a acuminée souvent obliqguement ainsi; apex
aigu a acumineé; bords dentés a incisés ou dentés. Fleurs de 0,7-1,2 cm de long;
pédoncule de 1,2-3 cm de long, habituellement environ 2-3 fois plus long que la fleur;
calice de 0,3-0,5 cm de long, les lobesétant aussi longs que le tube; corolle blanc
jaunatre, parfois avec centre obscurci orangejaunatre, 1-2,2 cm de large; antheres
jaunes, 3-4 mm de long, environ 3-4 fois plus longuesque larges. Le calice ovoide,
1,2-2,3 cm de long, 1-2 cm de large, baie de 0,6-1,3 cm de diamétre; graines
lenticulaires, 2-2.2 mm de large. Floraison et fructification, Juillet Septembre
(Landrum et al. 2013). Dans la région de M’Sila, cette plante a été observée a Ouled
Madi (35°36°25°N, 04°30°16°E, 361 m d’altitude, 18.8.2017) localisée dans des

champs de culture du piment (Rebbas, 2018).
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En termes de taxonomie, la plante Physalis acutifolia appartient au régne des
plantes, au sous-régne des Viridiplantes, a I'embranchement des Tracheophytes et au
sous-embranchement des Spermatophytes. Elle est classée dans la classe
Magnoliopsida, l'ordre Solanales, et la famille des Solanacées. Elle est spécifiquement

identifiée sous le genre Physalis et I'espece acutifolia (Terrones et al., 2021).

3.2.Glebionis coronaria
3.2.1. Généralités sur la famille des Astéracées

La famille des Astéracées, également connue sous le nom de « composées » au
passé, tire son nom du mot latin "aster”, signifiant "étoile™ est une famille de plantes
qui appartient aux dicotylédones et compte plus de 1500 genres et 25000 espéces
décrites, dont 750 sont endémiques (Crete, 1965). Cette famille est considérée
comme l'une des familles les plus importantes des Angiospermes, présente dans le
monde entier avec une plus grande diversite dans les régions seches comme le bassin
méditerranéen, le sud de I'Afrique, le Mexique, I'Amerique du sud et le sud-ouest des
Etats-Unis (Hamel et al., 2018). En Algérie, la famille des Astéracées est la plus

importante avec 109 genres et 408 espéces (Quezel et Santa 1963).

Les plantes de la famille des Astéracées présentent une grande diversité de
caractéres morphologiques. Elles peuvent étre des herbes vivaces ou annuelles, des
sous-arbrisseaux, des arbustes, des plantes aquatiques, grimpantes ou encore
épiphytes (Kuete et al., 2017). Cette famille peut également inclure des plantes
charnues. Bien que généralement composées de plantes herbacées a feuilles isolées
(Crete, 1965), l'aspect de l'appareil végétatif est trop variable pour étre utilisé comme
critére de caractérisation. En revanche, cette famille est facilement reconnaissable
grace a ses inflorescences caractéristiques, appelées capitules, qui sont trés

homogénes (Gaussen et al.,, 1982). Les akénes, qui constituent les fruits des
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Astéracées, sont généralement coiffés d'un pappus qui provient du calice (Kuete et

al., 2017).

3.2.2. Genéralités sur le genre Glebionis

Le genre Glebionis appelé aussi Chrysanthemum est un genre important de la famille
des composées (Astéracées) (Quezel et Santa, 1963). En étymologie, le mot «
chrysantheme » est le résultat de la fusion de deux mots grecs, « chrysos » qui signifie
« or » et « anthemon » qui signifie « fleur », et qui reflet donc a la fleur d'or
(Quattrocchi, 1999). Ce genre, avec environ 300 espéces, se développe
principalement en deux foyers : I'un enraciné dans le bassin méditerranéen, l'autre en
Asie, en Chine et au Japon (Lograda et al., 2013). Ce genre est connu a l'échelle
mondiale en raison de ses caractéristiques ornementales et de sa présence a travers le
monde. Trés appréciées pour leur beauté, ses diverses variétés sont couramment
cultivees dans les jardins, proposant une grande diversité de teintes. Environ 20
especes sont en bonne santé en Algérie, dont 8 sont endémiques (Quezel et Santa,

1963).

Les plantes appartenant au genre Glebionis sont des plantes annuelles ou
vivaces, mesurant entre 20 et 120 cm de haut, avec des tiges corbées. Ils ont des
feuilles alternes, dont la marge dentée est sciée, parfois entiére. Les capitules sont
constitués de fleurs communes jaunes, tres-grandies, et de fleurs ligulées jaunes,
blanches, orangées ou pourpres. Les écailles a la marge membraneuse de l'involucre
de bractées sont tres larges et sont disposéees en chaines de deux types, les extrémes se
distinguant des centrales du capitule. Les fruits, des akénes de 2 a 3 mm, sont

parsemés de 5 a 10 cOtés (Gaussen et Leroy, 1982).
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Depuis un certain temps, le Glebionis, un genre célébre pour ses nombreuses
propriétés médicinales, joue un role essentiel dans la médecine traditionnelle. Les
différentes utilisations qu'il peut faire en font un remede polyvalent, tels que les
infections, les maladies oculaires, les maux de téte, les rhumes, et méme la régulation
de la tension artérielle. La consommation d'une infusion chaude de ses fleurs procure
un soulagement agréable pour les douleurs oculaires, la vision floue et les bleus. Les
fleurs de thé de chrysanthéme ont un réle essentiel dans I'élimination des toxines

excessives dans le sang (Boutaghane et al., 2013).

3.2.3. Plante Glebionis coronaria

Glebionis coronaria (L.) Cass. ex Spach (G. coronaria), aussi appelée Mourara ou
Rezaima en arabe et Chrysanthéme des jardins en francais, est une plante annuelle.
Elle était a l'origine Chrysanthemumcoronarium (Chrysanthéeme a couronne), mais
Alexandre de Cassini l'a reclassée dans le genre Glebionis en 1826, devenant
Glebionis coronaria (Flann et al., 2010). Elle se developpe surtout dans les terres
cultivees et les terrains abandonnés, et elle est abondamment présente dans le Tell. La
floraison se déroule de février a juin. L'aire de répartition naturelle de cette espéce
s'étend de la Méditerranée jusqu'en Asie centrale et dans la péninsule arabique. C'est
une plante annuelle qui pousse principalement dans le biome tempéré (POWO,

2024).

La plante est non visqueuse, les ligules sont entierement ou partiellement jaunes,
les akenes sont triquétres, a trois arétes ailées, avec des aigrettes sur un seul coté pour
ceux du disque. Elle a des feuilles bipinnatipartites, les inférieures pétiolées et les
supérieures auriculées-embarrassantes. Elle est lisse et solide, avec de gros capitules
portant des bractées a l'involucre trés-scarieuses. On distingue deux espéces de cette

plante : la premiére avec des fleurs uniformément jaunes, appelée coronarium
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(Murrell et Sell, 2006), et la deuxieme, discolor, avec des fleurs périphériques aux

ligules blanchétres a base jaune (Beniston, 1984).

Cette plante est dotée de pouvoirs thérapeutiques importants, l'infusion des
feuilles et des fleurs de Glebionis coronaria a un léger effet diurétique, utilisé
notamment pour les cas de cystite et de rétention d'eau (Benyoub et Berrouigat,
2022). De plus, la macération des fleurs et des feuilles aide a équilibrer les peaux
grasses et a diminuer les taches cutanées. Cette popularité de la plante est
particulierement marquée en Chine, ou elle est appréciée pour ses vertus toniques et
sa capacité a purifier le sang et les reins. la décoction de cette plante est connue pour
son effet expectorant sur les voies respiratoires et son effet positif sur la digestion en
raison de ses propriétés stomachiques (Allimuthu et Vennila, 2005; Chooi Ong.,

2008).

Pour la taxonomie de la plante Glebionis coronaria, elle est classée au sous-régne
Tracheobionta, embranchement  Spermatophyta, sous-embranchement  des
Angiospermes, classe Dicotyledonae, ordre Asterales, famille des Astéracees, genre

Glebionis, et espéce coronaria (Randhawa et Mukhopadhyay, 1986).

Figure 11. Glebionis coronaria (Idm'hand et al, 2023).
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3.3. Ononis angustissima

3.3.1. Généralités sur la famille des Fabacées

Les Fabacées, dont le nom vient du mot « famba » qui signifie feve, sont la
troisieme plus grande famille des angiospermes, apres les Astéracées et les orchidées
(Schneider et Huyghe, 2015). Cette famille comprend plus de 19 400 espéces
réparties en 730 genres, comprenant des herbes, des plantes annuelles ou vivaces, des
grimpeurs, des arbustes et méme des arbres (Schneider et Huyghe, 2015). Les
Légumineuses ou Fabacées, souvent équipées de nodules racinaires qui permettent de
fixer l'azote atmosphérique en symbiose avec des bactéries du genre Rhizobium,
jouent un role crucial dans de nombreux écosystemes a travers le monde (Besbas,
2020). Leur dépendance au métabolisme azoté est considérée comme une réponse aux
changements climatiques et aux environnements souvent instables (Wojciechowski et
al., 2004). Les fruits des Fabacées, dits « gousses », se caractérisent par leur diversité
de formes et de tailles, provenant la plupart du temps d'un seul carpus. Généralement,
les Fabaceae ont souvent une seule chambre, uniloculaire (Schneider et Huyghe,

2015).

3.3.2. Généralités sur le genre Ononis

Le genre Ononis appartient a la famille des Fabacées. Les plantes de ce genre,
communément appelées bugranes, sont caractérisées par leurs fleurs papilionacées,
souvent de couleur rose ou jaune, et leurs feuilles trifoliees. Elles se trouvent
principalement dans les régions méditerranéennes et en Europe, ou elles occupent
divers habitats allant des prairies seches aux bords des chemins (Besbas, 2020).
Certaines espéces, comme Ononis spinosa, sont connues pour leurs propriétés
médicinales, notamment diurétiques et anti-inflammatoires. Ce genre contribue a la

biodiversité des écosystemes ou il se trouve, jouant un réle important dans la fixation
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de l'azote gréce a la symbiose avec des bactéries rhizobiales (Greuter et al. 1989 ;

Besbas, 2020).

Les études précédentes sur le genre Ononis ont révélé 1’identification d'une
grande variété de composés chimiques avantageux, qui ont des vertus médicinales
précieuses. Plusieurs espéces de ce genre ont été repérées comme ayant possibilités de
produire des médicaments et sont utilisées dans la médecine traditionnelle, en
particulier pour soigner les caries dentaires (Altuner et al., 2010). Ces plantes sont
aussi connues pour leur aptitude a diminuer le taux de sucre dans le sang et employé
pour traiter différents troubles tels que les diarrhées, les problémes urinaires et
rhumatologiques, la jaunisse, I'inflammation urinaire et les calculs rénaux (Al-Aboudi
et Afifi, 2011). Certaines plantes du genre Ononis ont des racines connues pour leurs
vertus apaisantes contre les irritations cutanées, les demangeaisons, les cicatrices et la
dermatite. On les emploie aussi pour traiter I'arthrite rhumatoide, les troubles de la
prostate, les coliques néphrétiques, les troubles digestifs et la constipation. Les parties
aériennes sont recommandées pour combattre le cancer, les lésions cutanées, ainsi que

les infections des voies urinaires et les troubles dermatologiques (Besbas, 2020).

3.3.3. Plante Ononis angustissima

Ononis angustissima lam. (O. angustissima), synonyme avec Ononis natrix subsp.
angustissima (Lam.) Sirj. est une plante a tiges multiples d'un vert éclatant qui s'éléve
de 30 a 100 cm de haut (Merzag et al., 2017 ; POWO, 2024). Fleuri de jaune sur des
pédoncules allongés, disposes en grappes aériennes, ses folioles étroites, presque
linaires, sont peu ou pas dentelées. De petits buissons trés ramifiés se forment en
rameaux persistants aprés la floraison, délicatement parsemés d'épines. Ononis

angustissima est une espéce de légumineuses qui se démarque dans les dayas et les
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régions d'Ouargla, Ghardaia, Biskra et Bechar, éclairant le nord du Sahara algérien
d'avril & mai (Bouheroum, 2007). L'aire de répartition naturelle de cette espece est les
Tles Canaries, en Afrique du Nord. C'est un sous-arbuste qui pousse principalement

dans le biome subtropical (POWO, 2024).

L'espece Ononis angustissima appartient a I’embranchement des Spermatophytes,
sous-embranchement des Angiospermes, de la classe des Dicotylédones. Elle est
classée dans Il'ordre des Fabales (anciennement Rasales) et fait partie de la famille des
Légumineuses (Fabacées), sous-famille des Papilionacees, tribu des Trifolées et ordre

d’Ononis (Bouheroum, 2007).

Figure 12.0nonis angustissima (Mai 2016, Photo Pr.K. Rebbas).
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Materiel et Méthodes

La valorisation de trois plantes de la flore algérienne constitue I'objectif principal
de notre étude. Pour cela, des tests préliminaires de criblage ont été realisés afin de
guider notre recherche. Par la suite, une optimisation de I'extraction par macération a
été mise en place, suivie d'un fractionnement a l'aide de solvants de polarités
croissantes. Ensuite, des analyses quantitatives et qualitatives ont été effectuées,

suivies de I'évaluation des activités biologiques des extraits.

1. Matériel biologique
1.1. Matériel végetal

1.1.1. Criteres de sélection des plantes

Dans le cadre de sélection de nos espéeces de plantes, plusieurs critéres ont été pris
en compte, notamment par une recherche approfondie sur la littérature de ces plantes.
Pour cela, trois espéces appartenant a différentes familles ont été choisis avec soin, a
savoir : Physalis acutifolia (famille des Solanacées), Glebionis coronaria (famille des
Astéracees) et Ononisangustissima (famille des Fabacées). Ce choix a été basé sur
leur longue histoire d'utilisation en medecine traditionnelle, suggérant ainsi un fort
potentiel d'activités et d’effets thérapeutiques. De plus, le manque d'études
approfondies et de connaissances botaniques et phytochimiques disponibles sur ces
plantes médicinales dans certains axes a également motivé notre sélection surtout

pour la plante Physalisacutifolia qui sera étudié pour la premiere fois.

1.1.2. Récolte et identification botanique des plantes

Les plantes soumis a cette étude représentées par Physalis acutifolia, Glebionis
coronaria et Ononisangustissima ont été prélevés avec soin dans plusieurs localités
distinctes de la région de Msila, un territoire d'une richesse botanique remarquable,

niché au cceur de I'Algérie.
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Tableau 1. Période de récolte de Physalis acutifolia, Glebionis coronaria et Ononis
angustissima

Période de sa récolte Altitude Latitude Longitude
Physalis acutifolia Aout 2021 361 m 35°36°25°N 04°30°16”’E
Glebionis coronaria Mars 2022 765 m 35°55'33"N 4°22'28"E
Ononis angustissima Juin 2021 470 m 35°70'58" N 4°54'19" E

La validation de l'identification botanique et taxonomique de nos plantes
étudiées a été réalisée par Pr. Khellaf Rebbas, professeur au niveau du département
des sciences de la nature et de la vie (SNV) a l'université de M'sila. Cette validation a
été effectuée en se réferant a la flore d'Algérie et des régions désertiques méridionales
(Quezel et Santa, 1963), et la base de données botanique en ligne POWO (Plants of

the World Online) (POWO, 2024)

1.2. Microorganismes

Des souches de référence de la collection de type culture américaine (ATCC) ont
¢té utilisées pour 1’évaluation de I’activité antimicrobienne des extraits des trois
plantes, comprenant des souches Gram-— (Escherichia coli ATCC 8739, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 et Streptococcus thermophilus ATCC 8190), Gram+
(Staphylococcus aureus ATCC 25923), et un champignon Fusarium Oxysporum f. sp.
lycopersici ATCC 201828T. Les souches bactériennes ont été subcultivées sur agar
nutritif et incubées a 37°C pendant 24 h, tandis que le champignon a été incubé a 27°C

pendant 3 j.

1.3. Lignées cellulaires cancéreuses utilisées

Trois lignées cellulaires ont été utilisées pour évaluer [lactivité
antiproliférative des extraits éthanoliques des trois plantes étudiées, a savoir la lignée

des fibroblastes L929, la lignée de cancer pancréatique CAPAN-1 et la lignée
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d'adénocarcinome colorectal dld-1. Ces lignées cellulaires ont été obtenues aupres du

laboratoire du Prof. Mustafa TUrk a l'université de Kirikkale en Turquie.

2. Etude phytochimique

2.1. Préparation des plantes

Le matériel végétal utilisé dans cette étude se compose des parties aériennes
des plantes, notamment les tiges, les feuilles et les fleurs. Les plantes ont été récoltées,
puis soigneusement nettoyées. Ensuite, les parties aériennes ont été séchees a
température ambiante (environ 25°C) a l'abri de la lumiere directe du soleil pendant
quelques jours. Cette méthode de séchage a été choisie pour préserver au mieux
I'intégrité des molécules présentes dans les plantes. Les parties aériennes séchées ont
été grossierement broyées a l'aide d'un broyeur électrique, afin d'obtenir une poudre.
Les échantillons obtenus ont éteé placés dans des sacs propres et stockés dans un

endroit protége de la lumiére et de I'numidité jusqu'a leur utilisation ultérieure.

2.2. Criblage phytochimique

Les parties aériennes des plantes ont été soumises a des tests de criblage
phytochimique, tels que décrits par (Shaikh et Patil, 2020), pour objectif de révéler
les différents composants chimiques qu'elles contiennent. L’étape du criblage
phytochimique est importante et cruciale pour 1’étude phytochimique des plantes
puisqu’elle permit de révélé la présence des grandes familles de composant (comme
les polyphénols, flavonoides, tanins,..), et donc guider la recherche sur leur
identification et 1’évaluation des effets thérapeutiques dont ils sont responsables. Les

étapes du criblage phytochimique sont les suivantes :

» Préparation du filtrat (a) : Un mélange est réalisé en combinant 50 mg d'extrait

sans solvant avec quelques millilitres de HCI dilué, suivi d'une filtration.
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> Préparation du filtrat (b) : Dissoudre 100 mg d'extrait sans solvant dans 5 mL
d'eau distillée, puis filtrer.

» Préparation du filtrat (c) : Un échantillon de poudre de 3 mg est bouilli dans

50 mL d'eau distillée pendant 3 minutes, et ensuite filtré.

» Préparation du filtrat (d) : Mélanger un volume equivalent de chloroforme

avec l'extrait de plante, puis filtrer.
2.2.1. Détection des alcaloides
Le test de Dragendroff est utilisé pour détecter la présence des alcaloides. Pour
cela, quelques mL du filtrat (a) ont été mélangés avec 1 ou 2 mL du réactif de
Dragendroff dans un tube a essai. Le résultat positif est I'apparition d'un précipité de

couleur brun rougeétre.

2.2.2. Détection des glucides

Le test de Starch a eté utilisé pour détecter la présence de glucides. Au cours
de ce test, I'extrait aqueux a été mélangé avec 5 mL d'une solution de KOH a 5%. Le

résultat positif est lI'apparition d'une coloration de couleur cinaire.

2.2.3. Détection des sucres réducteurs

Le test de Benedict a été utilisé pour détecter la présence de sucres réducteurs.
Pour cela, 0,5 mL du filtrat (b) ont été placés dans un tube a essai, puis 1 mL du

réactif Benedict a été ajouté. Le mélange a été ensuite bouilli pendant 2 min.

Le résultat positif est I'apparition d'une couleur verte, jaune ou rouge.

2.2.4. Détection des glycosides

Le test de I'acide sulfurique (H2SO.) concentré a été utilisé pour la détection
des glycosides. 5 mL d'extrait de plante ont été a 2 mL d'acide acétique glacial, une

goutte de (FeCls) a 5% et de l'acide sulfurique concentré dans un tube & essai.

Le résultat positif est I'apparition d'une bague de couleur marron.
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2.2.5. Détection des glycosides cardiaques

Dans un récipient cylindrique, une quantité de filtrat, soigneusement dosée a 1
mL, se méle harmonieusement a 1.5 mL d'acide acétique glacial, dans une danse
chimique précise. Une seule gouttelette de chlorure ferrique a 5 % se dépose avec
délicatesse, accompagnée d'une larme d'acide sulfurique concentré, veillant a ne pas
perturber I'équilibre subtil de la réaction. Le résultat positif est I’apparition d’une

lueur bleutée, discréte, caressant la surface de l'acide acétique.

2.2.6. Détection des protéines et des acides amines

Dans un récipient cylindrique en verre, on combine delicatement 2 mL de
filtrat avec une infime quantité de sol de sulfate de cuivre a 2%, ainsi qu'un mL

d'éthanol a 95%, accompagnes de pastilles de KOH.

La manifestation d'un résultat positif se traduit par I'émergence d'un sol d'une

teinte rosée, perceptible dans la phase éthanolique.

2.2.7. Détection des flavonoides

Le test de détection des flavonoides utilise un réactif alcalin. 1 mL d'extrait a
été ajouté a 2 mL de solution de NaOH a 2% (en ajoutant quelques gouttes d'acide
chlorhydrique dilué) dans un tube a essai. Le résultat positif est I'apparition d'une

couleur jaune intense, qui devient incolore lorsqu'on ajoute de l'acide dilué.

2.2.8. Détection des composés phénoliques

Le test d'eau chaude a été utilisé pour détecter la présence de composés
phénoliques. Pour effectuer ce test, de l'eau chaude est versée dans un bécher, puis
une partie de plante mature s’y est plongée. Le mélange a été ensuite réchauffé
pendant une minute. Le résultat positif est I'apparition d'un anneau de couleur noire ou

marron a la jonction du trempage.
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2.2.9. Détection des tanins

Le test de Braymer a été utilisé pour détecter la présence de tanins. Pour
effectuer ce test, 1 mL du filtrat (c) a été ajouté a 3 mL d'eau distillée et 3 gouttes de
solution de chlorure ferrique a 10% dans un tube & essai. Le résultat positif est

I'apparition d'une couleur bleu-vert.

2.2.10. Détection des saponines

La détection des saponines dans I'huile d'olive a été réalisée en effectuant le
test d’huile d’olive. L’ extrait aqueux a ét€¢ combiné avec 5 mL d'eau distillée dans un
tube a essai. Aprés une agitation vigoureuse, quelques gouttes d'huile d'olive ont été

ajoutées (le mélange a été agité a nouveau vigoureusement).

Un résultat positif est indiqué par l'apparition de mousse.

2.2.11. Detection des phytostérols

La détection des phytostérols peut étre effectuée a l'aide du test de Salkowski.
Dans un tube a essai, le filtrat (d) a été placé, puis quelques gouttes d'acide sulfurique
concentré (H2SOs4) ont été ajoutées (en agitant vigoureusement avant de laisser

reposer).

Un résultat positif est observé par l'apparition d'une couleur rouge dans la

couche inférieure.

2.2.12. Deétection des terpénoides

La détection des terpenoides a été réalisee comme suivant, 2 mL de
chloroforme ont été ajoutés a 5 mL d'extrait de plante (préalablement évaporé sur un
bain-marie) dans un tube a essai. Ensuite, 3 mL dacide sulfurique concentré

(préalablement bouilli au bain-marie) ont été ajoutés.

Un résultat positif est indiqué par I'apparition d'une solution de couleur grise.
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2.2.13. Détection des triterpenoides

La détection des triterpénoides a été réalisée par le test de Salkowski. Dans un
tube a essai, quelques gouttes d'acide sulfurique concentré (H2SO4) ont été ajoutées au
filtrat (d). Apres une agitation vigoureuse, le mélange a été laisse reposer. Un résultat

positif est indiqué par I'apparition d'une couche jaune dorée au fond du tube.

2.2.14. Détection des acides carboxyliques

La détection des acides carboxyliques a été réalisée par le test d'effervescence.
1 mL de l'extrait de plante avec 1 mL de solution de bicarbonate de sodium dans un

tube a essai. Un résultat positif est indiqué par l'apparition d'une effervescence.

2.2.15. Détection des coumarines

La détection des coumarines a été réalisée par le test au NaOH. 0,5 mg
d'extrait humidifi¢ ont été placés dans un tube a essai. L’embouchure du tube a été
recouvert avec un papier filtre traité au NaOH. Le tube a été ensuite chauffé pendant
quelques minutes au bain-marie. Un résultat positif est indiqué par l'apparition d'une

fluorescence jaune sur le papier lorsque celui-ci est exposé a la lumiére UV.

2.2.16. Détection des Résines

La détection des résines a été réalisée par le test de turbidité. 1 mL d'extrait de
plante ont été dissout dans de l'acétone dans un tube a essai. Le mélange résultant a
été versé ensuite dans de I'eau distillée. Un résultat positif est indiqué par I'apparition

d'une turbidité dans le mélange.

2.2.17. Detection des huiles et graisses fixes

La détection des huiles et graisses fixes a été réalisée par le test ponctuel. Une
petite quantité d'extrait de plante a été pressée délicatement entre deux papiers filtres.

Un résultat positif est indiqué par l'apparition d'une tache d'huile visible sur le papier.
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3. Préparation des extraits et extraction

3.1. Optimisation d’extraction

Des tests préliminaires pour déterminer les paramétres optimaux d'une
extraction par macération efficace des polyphénols et des flavonoides se sont mis en

place avant d’entamer I’extraction de chacune des trois plantes étudiées.

Un plan composite central en face centrée a été utilisé pour générer des
réponses de surface. Trois paramétres d'extraction par macération ont été optimisés a
température de laboratoire a savoir, le temps d'extraction (X1) de 24h a 72h, le rapport
solvant (éthanol : eau distillée) (X2) de 50:50 a 90:10, et le rapport liquide-solide (Xs)
de 10 mL/g au 30 mL/g afin d'obtenir les meilleures conditions d'extraction pour

influencer la teneur totale en composes bioactifs (polyphénols et flavonoide).

3.2. Extraction solide-liquide

Les parametres optimisés pour obtenir un rendement maximal en polyphénols
et en flavonoides par macération des trois plantes étudiées ont été appliqués lors de

I'extraction de la poudre de ces plantes.

Une extraction solide-liquide a été réalisée alors en macérant 100 g de poudre
de chaque plante a température ambiante. Les filtrats combinés ont été ensuite

évapores sous basse pression a l'aide d'un évaporateur rotatif (a 40 °C).

Les conditions d’extraction pour chaque plante ont été comme suivant:

» Pour P. acutifolia (X1 :71.96 h, X2 :50 %, et X3 :10.13 mL/qg).
» Pour G. coronaria (X1 :48.95 h, X> :70 %, et X3 :30 mL/qg).

» Pour O. angustissima (X1 :71.96 h, Xz :90 %, et X3 :30 mL/qg).
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3.3. Extraction liquide-liquide (fractionnement)

Aprés 1’évaporation des extraits éthanoliques, une quantité était stockée pour
les activités et les analyses de caractérisation pour la fraction éthanolique, et I’autre
quantité a été utilisée pour obtenir les autres fractions d’extrait. Cette quantité

d’extrait a été réhydratée en ajoutant 100 mL d'eau distillée bouillie.

La solution a ensuite été filtrée et soumise a une extraction liquide-liquide en
utilisant une ampoule a décanter et des solvants de polarité croissante, en commencant
par le chloroforme, suivi de l'acétate d'éthyle et enfin du n-butanol (100 mL de chaque

solvant ont été ajoutés en deux répétitions).

La figure 13 résume le protocole de I’extraction liquide-liquide utilisee pour

le fractionnement des extraits éthanoliques des plantes étudiees.
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Figure 13. Fractionnement d’extrait brut (éthanolique) par extraction liquide-liquide.

3.4.Rendement d’extraction

Le rendement d'extraction en pourcentage (%) correspond a la proportion entre
le poids de I'extrait sec en (g) et le poids de la plante seche réduite en poudre en (g).

Cette mesure est calculée a l'aide de I'équation Eq.1 :
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Rendement :%xloo (Eq. 1)

Avec : M, représente la masse en (g) de I'extrait sec, tandis que M;correspond a la

masse en (g) de la matiere végétale initiale séchée.

4. Analyse des extraits

4.1. Analyse quantitatif des composés phénoliques

Les teneurs des composés phénoliques présents dans les différents extraits des
trois plantes ont été analysées afin de déterminer leur concentration. Le choix de
quantifier et de baser notre étude sur ces composés repose principalement sur le fait
de leurs propriétés thérapeutiques ainsi la détection de leur présence au niveau de la

plupart des plantes et espéeces végétales.

4.1.1. Dosage des composés phénoliques totaux
4.1.1.1. Principe

La méthode de Folin-Ciocalteu a été utilisée pour déterminer la teneur des
polyphénols totaux par spectrophotomeétrie. Ce réactif jaune de Folin-Ciocalteu est
composé d'un mélange d'acide phosphotungstique (HsPW12040) et d'acide
phosphomolybdique (HsPMo012040) qui est réduit lors de I'oxydation des phénols pour
former un complexe bleu stable d'oxydes de tungstene et de molybdene. La coloration
produite a une absorption maximale a 760 nm et est proportionnelle a la quantité de

composeés phénoliques présents dans les extraits végétaux.

Les polyphénols totaux ont été quantifiés en utilisant une courbe d'étalonnage
linaire (y = ax+b) avec l'acide galligue comme standard dans les mémes conditions
que celles des extraits de plantes. Les résultats sont exprimés en milligrammes
d'équivalents d'acide gallique par gramme d’extrait sec et en poudre (mg EAG/g Ex)

(Singleton et Rossi, 1965).

52



Materiel et Méthodes

4.1.1.2. Protocole

L'évaluation de la teneur en polyphénols des extraits de plantes a été réalisée
par la méthode de Folin-Ciocalteu décrit par (Singleton et Rossi, 1965), avec
quelques modifications mineures. Pour ce faire, 20 puL de chaque extrait (a une
concentration de 1 mg/mL) ont été mélangés avec 75 pL de carbonate de sodium
(7,5%) et 100 pL de réactif Folin-Ciocalteu a un rapport de 1:10 dans une
microplaque de 96 puits. Le mélange a été incubé pendant 2h dans l'obscurité a
température ambiante, puis I'absorbance a été mesurée a 765 nm a l'aide d'un lecteur
de microplague. La concentration phénolique totale a été calculée en utilisant
I'équation de régression linéaire obtenue a partir de la courbe standard de l'acide

gallique (Annexe 4).

4.1.2. Dosage des flavonoides
4.1.2.1.Principe

Le test colorimétrique utilisant le trichlorure d'aluminium (AICl3) permet de
doser les flavonoides totaux en formant des complexes acides stables avec les
flavones et les flavonols qui possédent soit un groupe carbonyle (C=0) en position C-
4, soit un groupe hydroxyle en C-3 ou C-5. En outre, AICI3 peut former des
complexes acides labiles avec les groupes orthodihydroxyles présents sur le noyau A

et/ou B des flavonoides (Chang et al., 2002).

4.1.2.2.Protocole

Selon Topcu et al., (2007), la teneur en flavonoides des extraits végétaux des
plantes a été évaluée a l'aide de la méthode colorimétrique a base d'aluminium. Pour
ce faire, 50 pL de chaque extrait (avec une concentration de 1 mg/mL) ont été ajoutés
a 10 pL d'acétate de potassium (1 M), 10 pL de nitrate d'aluminium (10 %) et 130 pL

de méthanol dans une microplaque de 96 puits. Aprés une incubation de 45 min a
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température ambiante, I'absorbance a été mesurée a 415 nm a l'aide du lecteur de
microplaque. La courbe de quercétine a été utilisée pour établir une équation de

régression linéaire et calculer la concentration totale de flavonoides (Annexe 4).

4.2. Analyse quantitatif et qualitatif du contenu des extraits

4.2.1. Analyse des composés phénoliques parchromatographie
liuide a haute performance couplé a un détecteur a
barrette de diodes (HPLC-DAD)

La composition chimique des extraits éthanoliques des trois plantes étudiées a
été identifiée a l'aide d'un systéme de chromatographie liquide a haute performance
couplé a un détecteur a barrette de diodes (en anglais, High-performance liquid
chromatography with diode-array detection HPLC-DAD) en phase inverse pour
révéler les composants chimiques présents dans ces extraits, et qui sont responsables
des effets thérapeutiques de ces plantes, en suivant la méethode validée avec 27
standards par (Tokul-Olmez et al., 2020). Pour la séparation des composés, une
colonne ODS-3 (Inertsil, 150 mm x 4.0 mm de diametre interne, épaisseur de film de
4 um) a été utilisée. La température du four de la colonne a été maintenue a 35 °C.
Les solutions d'extrait, préparées dans du méthanol/eau (80/20, v/v) a une
concentration de 8 mg/mL, ont été préalablement filtrées a I'aide d'un filtre a disque
LC jetable (Agilent 0,45 um). Les phases mobiles utilisées étaient de l'acide acétique
a 0,5% dans l'eau (A) et du méthanol (B). Le programme d'élution par gradient s'est
déroulé sur 40 minutes, avec les étapes suivantes : de 0 a 0,01 minute (0-20% B) ; de
0,01 a 2 minutes (20-60% B) ; de 2 a 15 minutes (60-80% B) ; de 15 a 30 minutes
(100% B) ; de 30 a 35 minutes (100-10% B) ; et de 35 a 40 minutes (10-0% B). Le
débit était de 1,5 mL/min et un échantillon de 20 pL a été injecté. Les composés

présents ont été détectés dans la plage de 230 a 350 nm a l'aide d'un détecteur a
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photodiode (PDA), en comparant les données UV et les temps de rétention a ceux des
standards commerciaux.
4.2.2. Analyse des composés phénoliques parchromatographie

liquide couplé a la spectrométrie de masse a ionisation par
électrospray (LC-ESI-MS/MS)

Les extraits éthanoliques destinés a l'analyse par chromatographie liquide
couplé a la spectrométrie de masse & ionisation par électrospray (en anglais, Liquid
Chromatography Electrospray lonization Tandem Mass Spectrometric : LC-ESI-
MS/MS) ont été préparés selon la méthode de Griffith et al., (2019), avec de légéres
modifications. 50 mg d'extrait éthanolique ont été dissous dans un melange de 1 mL
de méthanol et de 1 mL de n-hexane dans un tube eppendorf de 2 mL, agité par vortex
a l'aide d'un homogeneéisateur Bioprep-24 pendant 2 min a 4°C, puis centrifugé a 9
000 tr/min pendant 10 min a 4°C a l'aide d'un centrifugeur Hettich Universal 320R
(Allemagne). La phase méthanolique a ensuite éte séparée et diluée a un ratio de 1:9
dans de l'eau distillée. Enfin, les échantillons ont été filtrés a l'aide d'un filtre a
seringue captiva premium avec un cache en polypropylene, une membrane en nylon
de 25 mm de diametre, une taille de pore de 0,45 pum, et un volume d'injection de 5,12
uL. L'analyse LC-ESI-MS/MS a été réalisée sur un systeme LC Agilent 1260 Infinity
I couplé a un spectrometre de masse en tandem. Le débit de la méthode était de 0,5
mL/min, le temps total de course était de 30 min, et la température du four était fixée
a 25°C. La séparation chromatographique a été effectuée sur une colonne analytique
en phase inverse Agilent Poroshell120 EC-C18 (100 mm x 3,0 mm, 2,7 um). L'éluant
A (composé d'eau avec 5 mM de formiate d'ammonium) et I'éluant B (acétonitrile
avec 0,1% d'acide formique) ont été utilisés comme phases mobiles en conditions
isocratiques de 75% A et 25% B. La spectrométrie de masse a été réalisée a l'aide d'un

spectrométre de masse triple quadrupble Agilent 6460 équipé d'une ionisation par
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électrospray pour détecter les composés. L'acquisition a été effectuée en modes
d'ionisation positive et négative. Les données ont été analysées a l'aide du logiciel
Agilent Mass Hunter. Une approche de surveillance de réactions multiples a été
utilisée pour identifier et quantifier précisément les composés phytochimiques. Les
énergies de collision ont été choisies pour garantir une fragmentation et une
transmission idéales des ions ciblés. Le spectrometre de masse a fonctionné avec un
flux de gaz de séchage d'azote (N.) de 15 mL/min, un flux de gaz de nébulisation
d'azote de 11 mL/min, une tension de capillaire de 4 000 V, et une température de gaz
de 350°C (Kokturk et al., 2022). Conformément a (Yilmaz, 2020), les parametres de
validation de la méthode, y compris la limite de détection (LOD), la limite de
quantification (LOQ) et la plage de linearité, ont été étudiés et calculés.

4.2.3. Analyse des acides gras parchromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MYS)

Les extraits apolaires des trois plantes étudiées ont été analysés par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (en anglais,
Gas chromatography—mass spectrometry: GC-MS). Dans un flacon, 25 mg d'extrait
apolaire (extrait de chloroforme) a été dissous dans une solution de 2 mL de NaOH
0,5 N. Par la suite, le flacon a été chauffé pendant 5 min dans un bain d'eau bouillante
(80 °C), suivi d'une phase de refroidissement. 2 mL de BFs-MeOH ont été
judicieusement introduits dans le mélange. Un autre cycle de chauffage a suivi dans
un bain d'eau bouillante a 80°C pendant trois min, apres quoi le mélange a été laissé
refroidir. Le mélange a ensuite été melangé avec 5 mL d'une solution saturée de NaCl
et agité. Dans la derniére étape, deux extractions a l'aide de n-hexane (20 mL

chacune) ont été effectuées (Mokhtar et al. 2023).
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Les acides gras ont subi a la fois une analyse qualitative et quantitative par
chromatographie en phase gazeuse (GC) a l'aide du chromatographe GC-17 AAF de
Shimadzu, série V3, 230V, Japon. Pour I'analyse GC des dérivés méthylés des acides
gras, un détecteur a ionisation de flamme et une colonne capillaire non polaire en
silice fondue DB-1 (30 m x 0,25 id., épaisseur de film 0,25 um) ont été utilisés. Les
températures de l'injecteur et du détecteur ont été réglées a 250 et 270 -C,
respectivement. L'hélium a servi de gaz vecteur, avec un rapport de division de 20:1,
une taille d'échantillon de 1,0 pL et un débit de 1,2 mL/min. La température du four,
maintenue initialement a 100 °C pendant 5 minutes, a ensuite été augmentée a 238 °C
a un taux de 3 °C par minute et maintenue pendant 9 minutes. Le logiciel GC Solution
a facilité la détermination des compositions en pourcentage des dérivés méthyles des
acides gras. Pour standardiser et quantifier les chromatogrammes GC, la combinaison
d'esters méthyliques d'acides gras standard (FAME SupelcoTM 37 Catalogue n°:

47885-U) a été employee comme reférence.

4.2.4. Analyse du contenu minéral

4.2.4.1. Preparation des échantillons

Les échantillons ont été préparés selon Cicero et al., (2022), avec quelques
modifications. Un four (Nuve, Istanbul, Turquie) a été réglé a 105°C pour sécher les
échantillons collectés pendant 24h apres les avoir nettoyes et découpés. Un tamis a
mailles de 10 a été utilisé pour filtrer les échantillons apres leur homogénéisation par
un homogeénéiseur IKA (Staufen, Allemagne), ce qui a donné une taille moyenne de
particules de 1600 um. Les échantillons obtenus ont été stockés dans des flacons en
polyéthylene jusqu'a de nouveaux tests. Un appareil Milli-Q® (Human Power | Plus,
Sejong-si, République de Corée) a fourni de I'eau désionisée avec une résistance de

18,2 MQ.cm™, qui a été utilisée pour toutes les solutions aqueuses. Les matériaux
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utilisés ont été nettoyés avec une solution d'acide nitrique a 10 %, trempés toute une
nuit, puis rincés a I'eau désionisée. Un systéme fermé de micro-ondes CEM Mars 5
(CEM, Matthews, NC, Etats-Unis) a été utilisé pour le processus de digestion de 0,5 g
de poudre de chacune des plantes, puis pulvérisé dans un mortier en téflon. Le
matérial végétal digéré a été traité avec une solution de 2 mL de peroxyde
d'hydrogene a 30 % (v/v) (H20.) et de 6 mL d'acide nitrique a 65 % (v/v) (HNO3) de
J.T. Baker (Mallinckrodt Baker, Milan, Italie). Le digeste Ethos 1 (Milestone,
Bergame, Italie) a été utilisé pour le processus de minéralisation & 1000 W et a 150 a
200 °C (ce degré a été atteint pendant 10 min, puis maintenu pendant 10 min
supplémentaires). Une rampe précise (20 min), une durée (2 min) et une puissance
(100 %) pour chaque phase ont éte suivies pendant la digestion par micro-ondes. Une
fois les échantillons digérés ramenés a température ambiante, ils ont €té filtrés, puis
dilués avec 100 mL d'eau ultra-pure (J.T. Baker, Mallinckrodt Baker, Milan, Italie) et
maintenus a 4 °C. Le méme processus a été utilisé pour un blanc de digestion.

4.2.4.2. Analyse de spectrométrie de masse a plasma a couplage
inductif (ICP-MYS)

En appliquant la spectrométrie d'émission optique a plasma couplé par induction
(en anglais, Single Particle-Induced Coupled Plasma-Mass Spectroscopy : ICP-MS),
les concentrations minérales contenues dans les trois plantes étudiées ont été

déterminées (Tel-Cayan et al. 2018).

Un équipement ICP-MS Agilent 7700x a été utilisé pour [I'‘évaluation des
éléments. Le poids sec a été utilisé pour calculer les quantités de chaque élément. Afin
de minimiser la possibilit¢ de toute interférence métallique a travers l'approche
d'analyse, des échantillons blancs ont également été utilisés tout au long du processus,

de la collecte des échantillons a I'analyse.
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5. Evaluation des activités biologique
5.2. Activité antioxydante
5.2.1. Test de DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle)
5.2.1.1.Principe
Le DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) est un radical libre de couleur

violette qui se maintient stable en solution. Dans une plage de longueurs d'onde allant
de 512 a 517 nm, il présente une absorbance distincte. Lorsqu'il est réduit en
diphényle picryl hydrazine par un composé antiradicalaire, la couleur violette
disparait rapidement, entrainant une décoloration. La capacité des antioxydants
présents dans le milieu & donner des protons est proportionnelle a l'intensité de la

couleur observée (Sanchez-Moreno, 2002).

oye (2 K

N N
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NDE N, ND} ND:
DPPH (Violet) DPPHH (Jaune)

Figure 14. Réaction d’un antioxydant avec le radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle
(Huang et al., 2005).

5.2.1.2.Protocole
La méthode du piégeage radical libre DPPH (Blois, 1958) a été employée pour

évaluer le potentiel antioxydant des extraits de plantes. 40 L des extraits préparés au
méthanol ont été ajoutés a 160 uL d’une solution de DPPH (1 mM dans le méthanol)
dans une microplague de 96 puits, a des concentrations diverses pour chaque

échantillon. Aprés une incubation de 30 min dans l'obscurité a température ambiante,
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I'absorbance a été mesurée a une longueur d'onde de 517 nm a l'aide d'un lecteur de

microplaque.

Afin de calculer les pourcentages d'inhibition de chaque concentration,
I'absorbance de blanc (méthanol) a été prise en compte. Les résultats de I'essai ont été

interprétés selon la formule suivante (Eq.2):
Pourcentage d’inhibition de DPPH* (%) = % x 100 (Eq. 2)
C

Avec : A présente I’absorbance du blanc, tandis que As, présente I’absorbance de
I’extrait.

L’hydroxyanisol butylée (BHA) et ’hydroxytoluene butylé (BHT) ont été utilisés
comme témoins positifs.

5.2.2. Test de PABTS (Acide 2,2-azino-bis-3-(ethyl Benzo
Thiazoline-6-Sulfonique))

5.2.2.1.Principe

La méthode utilise la propriéte d'un antioxydant a stabiliser le radical
cationiqgue ABTS™ (Acide 2,2-azino-bis-3-(ethyl Benzo Thiazoline-6-Sulfonique))de
couleur bleu-vert, en le convertissant en une forme incolore. Ce radical cationique est

produit en présence d'ions persulfates.
ABTS + Ions persulfates — ABTS"

La présence d'un antioxydant entraine la conversion du radical ABTS" en une
forme non radicalaire, ce qui se traduit par une diminution de la coloration vert bleu
intense. La densité optique a une longueur d'onde de 734 nm peut étre mesurée pour

quantifier le degré de réduction du radical ABTS".

Cette méthode, décrite par (Chen et al., 1997), est facile a mettre en ceuvre,

reproductible et applicable a différents types de milieu.
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5.2.2.2.Protocole

L'activité antioxydante a été évaluée en utilisant le test d'ABTS tel que décrit
par (Re et al., 1999), avec quelques ajustements mineurs. La solution ABTS" a été
préparée en mélangeant 7 mM de ’ABTS dans de l'eau distillée avec 2,45 mM de
persulfate de potassium, puis la solution a été incubée a température ambiante dans
l'obscurité pendant 12h pour initier le processus d'oxydation de 'ABTS. Dans une
plague de 96 puits, différentes concentrations d'extraits de plantes préparés en
méthanol (40 pL) ont été ajoutées a 160 uL de la solution ABTS * et incubées a
température ambiante dans I'obscurité pendant 10 min. La lecture de I'absorbance du
mélange a été effectuée a une longueur d'onde de 734 nm a l'aide d'un lecteur de
microplaque. L'absorbance du blanc (méthanol) a été utilisée pour calculer les
pourcentages d'inhibition pour chaque concentration. Les résultats du test ABTS ont
¢té déterminés en utilisant la formule (Eq.2). L’hydroxyanisol butylé (BHA) et

I’hydroxytoluéne butylé (BHT) ont été utilisés comme témoins positifs.

5.2.3. Test de FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)
5.2.3.1. Principe

Le test de FRAP (en frangais :pouvoir réducteur du fer) repose sur la capacité
des antioxydants a réduire le fer ferrique (Fe®*") présent dans le complexe KsFe(CN)s
en fer ferreux (Fe?"). Cette réaction est mise en évidence par un changement de
couleur, le fer ferrique (Fe*) jaune virant au bleu-vert caractéristique du fer ferreux
(Fe?"). L'intensité de cette coloration est quantifiée par spectrophotométrie a une

longueur d'onde de 700 nm (Benzie et Strain, 1996).

5.2.3.2. Protocole

La méthode de (Oyaizu, 1986) avec de légeres modifications a été employée

pour déterminer le pouvoir réducteur de fer des extraits de plantes. Pour cela, 10 uL
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des concentrations variables des extraits végetaux préparés en méthanol ont été
mélangées avec 40 uL du phosphate tampon (pH 6,6) et 50 uL du ferricyanure de
potassium a 1 % (K;Fe(CN)¢) dans une microplaque a 96 puits. Le mélange a ensuite
été incubé a 50°C pendant 20 min, aprés 50 uL de l'acide trichloroacétique (TCA) a
10 %, 40 uL de l'eau distillée et 10 uL du chlorure de fer a 0,1 % (FeCls) ont été
ajoutés respectivement. L'absorbance a été mesurée a une longueur d'onde de 700 nm
a l'aide d'un lecteur de microplaque, l'acide ascorbique ayant été utilisé comme témoin

positif.

5.2.4. Test de phenanthroline
5.2.4.1. Principe

Le principe de ce test est la réaction entre I'ion ferreux (Fe*?) et la 1,10-
phénanthroline. Cette réaction conduit spécifiguement a la formation d'un complexe
de tri-phénanthroline de couleur rouge-orange, qui présente une absorption maximale

dans la plage de longueurs d'onde de 508 a 510 nm (Kolthoff et al., 1950).

Cette méthode a été fréquemment utilisée pour mesurer la concentration de fer
dans divers échantillons, et elle est reputée pour sa grande sensibilité. Elle présente
une sensibilité élevée en tant que méthode de piégeage, permettant de détecter des
concentrations tres faibles de piegeur. De plus, cette méthode est spécifique,
reproductible et capable de détecter la capacité de piégeage de I'H20. des

antioxydants, qu'ils soient phénoliques ou non phénoliques.

Sur le plan chimique, le principe de cette méthode est facilement

comprehensible (Figure 15) :
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Figure 15. Détection de la capacité des antioxydants a piéger le peroxyde
d'’hydrogéne (Debanjan et al., 2016).

Lorsque le peroxyde d'hydrogéne est ajouté au tube avant l'incorporation de la
1,10-phénanthroline, il oxyde tous les ions ferreux en ions ferriques, qui ne sont pas
capables de former un complexe rouge-orange avec la 1,10-phénanthroline. Cela
entraine une diminution significative de I'absorbance. Cette approche a été exploitée

pour la détermination du H20: dans les échantillons.

Apreés l'ajout des ions ferreux, le piégeur est introduit, suivi d'une quantité
connue de H>O pendant quelques minutes. Si le piégeur est suffisamment efficace
pour capturer I'H>O> ajouté dans I'échantillon, aucune conversion des ions ferreux en
ions ferriques ne se produit, et cela n'est pas détecté par l'ajout de la 1,10-

phénanthroline, qui forme un complexe rouge-orange.

En revanche, si le piégeur est incapable de capturer I'H.O2, I'H.O convertit

tous les ions ferreux en ions ferriques, qui ne sont pas en mesure de former un
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complexe coloré avec la 1,10-phénanthroline. Ainsi, la formation du complexe
ferreux-triphénanthroline rouge-orange est directement proportionnelle a la capacité et

a la concentration du piégeur (Debanjan et al., 2016).

5.2.4.2. Protocole

Le test de la phénanthroline a été évalué conformément au protocole décrit par
(Szydlowska-Czerniaka, 2008). Dans une microplaque de 96 puits, 10 uL des
extraits de plantes préparés dans du méthanol a des concentrations variées ont été
mélangé avec 50 pL de (FeCls) a 0,2 %, 30 pL de phénanthroline a 0,5 %, et 110 uL
de méthanol. Le mélange a été incubé pendant 20 min a une température de 30 °C,
puis l'absorbance a été mesurée a 510 nm a l'aide d'un lecteur de microplaque.
L’hydroxyanisol butylé (BHA) a été utilisé comme témoin positif dans cette

expeérience.

5.2.5. Test des nanoparticules d’argent

5.2.5.1.Principe

Les nanoparticules d'argent (SNP, silver nanoparticules) présentent une
activité antioxydante en neutralisant les espéces réactives de I'oxygéne (ERO) par
des mécanismes de réduction et de transfert d'électrons, transformant ainsi des
composés reactifs en composés moins nocifs. Cela protege les cellules et
biomolécules des dommages oxydatifs. L'efficacité de ces nanoparticules dépend

de leur taille, forme et surface spécifique (Sharma et al., 2009).

5.2.5.2. Protocole

L'évaluation de l'activité antioxydante des extraits de plantes a été réalisée en
utilisant la méthode de réduction des ions d'argent (Ag®), telle qu'établie par
(Ozyurek et al., 2012). Dans une microplaque de 96 puits, 130 pL de solution de
nitrate d'argent contenant 1 mM d'AgNOz et une solution de citrate a 1 % ont été
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ajoutés a 50 pL d'eau distillée et 20 pL d'extraits de plantes préparés en méthanol, a
différentes concentrations. Le mélange a été incubé pendant 30 min a 25 °C, puis
I'absorbance a été mesurée a 423 nm. L’acide ascorbique et le trolox ont été utilisés

comme témoins positifs dans l'analyse.

5.3. Activité anti enzymatique
5.3.1. Activité anti choline estérase
5.3.1.1.Principe

La méthode d'Ellman pour I'évaluation de l'activité anti-choline estérase repose
sur la mesure de la production de thiocholines a partir de substrats comme
I'acetylthiocholine ou la butyrylthiocholine en présence de I'enzyme cholinestérase.
Les thiocholines réagissent avec l'acide 5,5'-dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB),
formant un complexe jaune mesuré spectrophotométriquement a 412 nm. La
diminution de la densité optique indique I'inhibition de I'enzyme par les extraits testés.
Cette méthode permet ainsi de quantifier l'activité inhibitrice des composes sur les

cholinestérases (Ellman et al., 1961).

5.3.1.2.Protocole

Les activites inhibitrices de l'acétylthiocholine ou la butyrylthiocholine ont été
déterminées selon la méthode de Ellman et al., (1961). Un total de 10 pL de diverses
doses d'extraits de plantes préparés dans de I'éthanol a été ajouté a 150 uL de tampon
phosphate de sodium 100 mM (pH 8,0). Ensuite, 20 puL de solution d'AChE (5,32 x
10—3 U) ou de BChE (6,85 x 10—3 U) a été ajouté, et la solution a été incubée
pendant 15 minutes a 25 °C. Aprés cela, 10 pL d'acide 5,5'-dithio-bis-2-
nitrobenzoique (0,5 mM) et 10 puL d'iodure d'acétylthiocholine (0,71 mM) ou de
chlorure de butyrylthiocholine (0,2 mM) ont été ajoutés. La densité optique du

mélange a été déterminée a 412 nm : une lecture a 0 min, deux lectures aprés 5 min,
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trois lectures aprés 10 min, et enfin, quatre lectures apres 15 min. L'efficacité des
extraits a été évaluée par le pourcentage d'inhibition suivant I’équation Eq.3:

%= fﬁ—ii—fﬁxEqs)

C

Ou, Acest la densité optique du témoin, et A, est la densité optique de I'échantillon

testé. L'hydrobromure de galantamine a été utilisé comme standard.

5.3.2. Activité inhibitrice de 1I'a-amylase
5.3.2.1. Principe

Le principe de la méthode de Zengin pour 1'¢tude de l'activité inhibitrice de l'a-
amylase consiste a mesurer la capacité des extraits de plantes a inhiber cette enzyme.
Les extraits sont incubés avec l'a-amylase, puis une solution d'amidon est ajoutée.
Aprés une incubation supplémentaire, la réaction est arrétée avec de I'HCI. La
solution d'iode-potassium est ensuite ajoutée, et la densité optique est mesurée a 630

nm.

Cette mesure permet de déterminer l'activité enzymatique résiduelle, avec
I'acarbose comme témoin positif pour comparer I'efficacité de I'inhibition (Zengin et

al., 2015).

5.3.2.2. Protocole

L'activité inhibitrice de I'a-amylase a été évaluée selon la méthode de Zengin et
al., (2015). Un total de 25 pL de diverses concentrations d'extraits de plantes
solubilisés dans le méthanol a été incubé pendant 10 minutes a 37°C, puis 50 pL de
solution d'a-amylase a été ajouté. La solution a de nouveau été incubée pendant 10
minutes a 37°C apres 'ajout de 50 pL de solution d'amidon (0,1%). La réaction a été

arrétée par l'ajout de 25 pL de HCl (1 M). Ensuite, 100 pL de solution d'iode-
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potassium a été ajouté. La densité optique a été déterminée a une longueur d'onde de
630 nm. Le blanc utilisé pour ce test ne contenait pas I'enzyme. L'activité inhibitrice
de l'a-amylase a été déterminée en utilisant la formule (Eq.3). L'acarbose a été utilisé

comme témoin positif.

5.3.3. Activité inhibitrice de I'uréase
5.3.3.1. Principe

Le principe de mesure de l'activité inhibitrice de l'uréase consiste a évaluer la
capacité d'un inhibiteur a réduire l'activité enzymatique de l'uréase. Les extraits de
plantes ou composés inhibiteurs sont incubés avec une solution d'uréase. Aprés

I'incubation, l'urée est ajoutée comme substrat et la réaction est incubée a nouveau.

La quantité d'ammoniac produit est mesurée, souvent par une réaction
colorimétrique. Une diminution de I'ammoniac indique une inhibition de l'activité de

l'uréase (Taha et al., 2018).

5.3.3.2. Protocole

L'activité inhibitrice de I'uréase a été mesurée selon la méthode de Taha et al.,
(2018). En utilisant une microplaque a 96 puits, 10 uL de différentes concentrations
des extraits de plantes solubilisés dans du méthanol ont été ajoutés a 25 uL de
préparation d'uréase et 50 pL de solution d'urée (17 mM). Le mélange a été incubé
pendant 15 min a 30°C. Ensuite, 45 pL de réactif au phénol (0,1 % p/v de
nitroprussiate de sodium et 8 % p/v de phénol) ont été ajoutés a chaque puits avec 70

uL de réactif alcalin (4,7 % de chlorure actif de NaOCl et 2,85 % de NaOH).

La densité optique du mélange a été mesurée apres une incubation de 50 min.
L'activité inhibitrice de l'uréase a été déterminée en utilisant la formule (Eq.3). La

thiourée a été utilisée comme contrdle positif.
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5.4. Activité photoprotectrice
5.4.1. Principe

La méthode de Mansur, développée par (Mansur et al., 1986), a été utilisée
pour calculer le facteur de protection solaire in vitro (SPF). Cette méthode, qui est
simple et facile a reproduire, repose sur une analyse spectrophotométrique. Le facteur
(SPF) a été utilisé pour évaluer I'efficacité de protection contre les rayons solaires des
solutions d'extrait dilué (0.065- 2 mg/mL). Les spectres d'absorption de
I'échantillonont été mesurés tous les 5 nm en utilisant une cellule en quartz standard
d'une epaisseur de 1 cm et de I'éthanol comme témoin. L'appareil utilisé pour ces
mesures était un UV/spectrophotometre visible, le Thermo Electron Corporation
Evolution 100. Trois répliques ont été réalisees pour chaque mesure, et I'équation de

Mansur a été appliquée pour obtenir les résultats.
SPF = CF-Y320EE(A) - I(A) - Abs()) (Eq.4)

Le facteur de correction (CF) est défini comme étant égal a 10. L'effet
érythémal du rayonnement a une longueur d'onde spécifique (A) est représenté par
EE(MA), tandis que le spectre d’intensité de la lumicre solaire a cette méme longueur
d'onde est indiqué par I(A). La valeur d'absorbance spectrophotométrique de

I'échantillon a la longueur d'onde A est représentée par Abs(L).

Les valeurs d’EE (L) et I (A) sont des constantes déterminées par (Sayre etal.,

1979).

Tableau 2. Fonction normale de produit utilisée dans le calcul du facteur de
protection solaire (Mansur et al., 1986).

Longueur d’onde A (nm) 290 295 300 305 310 315 320 Total

EE (W)x I(A) 0.0150 0.0817 0.2874 0.3278 0.1864 0.0837 0.0180 1
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5.5. Activité antimicrobienne

5.5.1. Principe

Le principe de I'étude de l'activité antimicrobienne par le test de diffusion sur
disque repose sur la capacité des substances testées a diffuser a partir d'un disque
imprégné sur un milieu de culture, formant ainsi une zone d'inhibition de croissance
microbienne autour du disque en fonction de leur activité antimicrobienne. Cette
meéthode permet d'évaluer qualitativement l'efficacité des substances contre les micro-

organismes (Bauer et al., 1966).

5.5.2. Protocole

L'activité antimicrobienne des extraits des trois plantes étudiées a été evaluée
en utilisant le test de diffusion sur disque selon Nicoletti et al., (2012) avec de legéres
modifications. Les souches de référence de la collection de type culture américaine
(ATCC) ont été utilisées. En premier lieu, les souches microbiennes ont été repiquées.
Une colonie isolée et représentative est prélevée sous conditions stériles avec une
pipette pasteur stérile, étalée sur des boites de pétri contenant de la gélose nutritive,
puis incubée a 37°C pendant 24 h pour les souches bactériennes (et a 27°C pendant 3 j
pour la souche fongique). Le milieu de culture Muller Hinton a été coulé dans les
boites de pétri afin d’obtenir une épaisseur de 3mm, puis le laisser refroidir et
solidifier. Les inoculums ont été préparés en homogénéisant des colonies séparées
dans 1 ml d'eau distillée stérile. Pour l'ensemencement, un écouvillon stérile est
plongé dans la suspension et utilisé pour ensemencer toute la gélose de la boite. La
méthode de diffusion par disque utilise des disques de 6 mm autoclavés a 120°C
pendant 20 minutes, sur lesquels 15 pl d'extrait a tester sont déposés. Les boites de
pétri sont incubées a 37°C pendant 24 h pour les souches bactériennes (et a 27°C

pendant 3 j pour la souche fongique). Les résultats sont lus en mesurant les halos
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d'inhibition autour des disques, indiquant l'activité antibactérienne des extraits testés.
Les mémes témoins négatifs ont été préparés avec du solvant seul, et chaque test a été

répété deux fois pour confirmer les résultats.

5.6. Evaluation de P’activité antiproliférative

5.6.1. Principe du test de bromure de 3[4,5-diméthylthiazol-2-yl]-2,5-
diphényl tétrazolium (MTT)

Ce test colorimétrique utilise l'estimation du taux de croissance global des
cellules pour évaluer leur viabilité. 1l se base sur l'utilisation du MTT (bromure de
3[4,5-diméthylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltétrazolium), un colorant jaune de type
tétrazolium. Les enzymes mitochondriales, en particulier la succinate déshydrogénase,
réduisent le MTT en cristaux formazan colorés en bleu et insolubles dans I'eau). La
dissolution des cristaux de formazan dans le DMSO produit une solution qui présente
une coloration bleu-violet. Cette coloration est directement proportionnelle au nombre
de cellules vivantes (Arnould et al.,, 1990). La réduction du MTT dépend
principalement de l'activité des déshydrogénases mitochondriales, mais également des
activités des deshydrogénases cytoplasmiques qui sont étroitement lies a la
glycolyse. Seules les cellules avec des mitochondries viables produiront cette
réaction. Par conséquent, l'intensité de la couleur est directement proportionnelle a
I'intégrité des mitochondries. Ce test est donc utile pour détecter des composés

cytotoxiques (Mosmann, 1983).

5.6.2. Protocole

Les lignées cellulaires ont été cultivées dans un milieu complet contenant divers
composants, tels que du sérum de veau feetal et de la pénicilline/streptomycine. Les

cellules ont été détachées des plaques de culture en utilisant de la trypsine-EDTA, et
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leur nombre a été déterminé a l'aide du bleu trypan. La viabilité cellulaire a été

évaluée a l'aide d'un test de cytotoxicité.

Pour la préparation des échantillons, les extraits brutes des plantes ont été
stérilisés puis mélangés a un milieu nutritif a différentes concentrations. Les
expériences ont été réalisées dans des plaques de culture et des plaques multi-puits,

sans aucun délai entre la préparation des échantillons et I'application des cellules.

Le test de bromure de 3[4,5-diméthylthiazol-2-yl]-2,5-diphényl tétrazolium
(MTT)a été réalisé en utilisant une plaque de 96 puits suivant (Karan et Erenler,
2018). Le nombre de cellules dans chaque puits a été calculé de maniere a obtenir une
concentration de 10x103 cellules, en se basant sur le compte des cellules vivantes. Une
suspension cellulaire de 100 pL a été ajoutée a un milieu complet dans chaque puits,
puis incubée pendant 24h afin de permettre I'adhérence des cellules a la surface de la
plaque. Le milieu a ensuite été retiré des puits, et des échantillons de test ont été
ajoutés a des concentrations de 1 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,25 mg/mL et 0,125 mg/mL,

avec trois répetitions.

Le groupe témoin négatif a recu uniquement le milieu complet, tandis que le
groupe témoin positif a recu 10% de DMSO. Apres 24h d'incubation, une solution

MTT (1 mg/mL) a été ajoutée a chaque puits.

La plague a été incubée pendant 2 a 2,5h a 37°C, puis la solution MTT a été
retirée et remplacée par 100 pL de solvant MTT (isopropanol). La densité optique de
la plague de 96 puits a été mesurée a 570 nm a l'aide d'un lecteur de plaque ELISA

afin de déterminer la viabilité des cellules.
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Le pourcentage de viabilité des cellules pour chaque groupe a été déterminé en
utilisant I'équation suivante, ou la viabilité des cellules témoins est supposée étre de

100% :

cellules vivantes (%) = 100 — (%) x 100 (Eq. 5)
t

Avec: A. présente I’absorbance d’échantillon traité, tandis que A: présente
I’absorbance de témoin.

Les cellules ont été ajoutées a une plaque de 48 puits, avec une densité de
15x103 cellules par puits, puis incubées pendant 24 heures dans un environnement
contréle. Le milieu a été retiré, et 200 pL d'échantillons avec une concentration de 0,5
mg/mL ont été ajoutés a chaque puits, a lI'exception du puits témoin négatif qui a regu
uniqguement des cellules. La plague a ensuite été incubée pendant 24h
supplémentaires. Apreés cette période, 70 pL d'une solution de double coloration ont
été ajoutés a chaque puits, puis les puits ont été couverts et incubés dans l'obscurité

pendant 15 min (Ayadin et al., 2016).
6. Analyse statistique

Les analyses de régression multiple ont été réalisées avec Minitab Release 19
(Minitab Inc., State College, Pennsylvanie, Etats-Unis), tandis que Statistica v.10
(Stat Soft, France) a été utilisé pour évaluer les surfaces de réponse a l'aide des
modeéles. L'ANOVA a été appliquée pour comparer lI'impact des variables sur les
réponses. La pertinence des modéles a été vérifiée en divisant la somme des carrés des
résidus en erreur pure et en manque d'ajustement, puis en calculant le coefficient de
détermination (R2). L'optimisation a également été évaluée a l'aide de Minitab Release
19. Enfin, une analyse de la variation des moyennes entre les traitements a été realisée

en utilisant les tests de comparaison multiple de Tukey (HSD) (p < 0,05).
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Résultats et Discussion

1. Etude phytochimique
1.1. Criblage phytochimiques

Les tests de criblage phytochimique ont été utilisés pour identifier les
différentes classes de composés et de métabolites secondaires présents dans les
extraits de P. acutifolia, G. coronaria et O. angustissima, en se basant sur des
méthodes qualitatives de caractérisation. Ces méthodes reposent sur des réactions de
précipitation ou de coloration induites par l'interaction avec des réactifs spécifiques a
chaque classe de composés. Les résultats du criblage phytochimique sont présentés

dans le tableau 3.

Tableau 3. Résultats du criblage phytochimique de Physalis acutifolia, Glebionis
coronaria et Ononis angustissima.

Composant Test P. acutifolia  G. coronaria  O. angustissima

Composes phénolique Eau chaud ++ + +
Glucides Starch + + +
Flavonoides Alcalin ++ ++ ++
Glycosides H2SO4 concentré + + +
Resines Turbidité + + +
Glucides Sucres réducteurs Benedict + + +
Coumarines NaOH + + ++
Triterpinoide Salkowski - - +
Protéines Biuret + + +
Tannins Braymer + + -

Acide carboxylique Effervescence + + -
Terpinoide - + + -
Glycosides cardiaques Keller -killani + + +
Saponines Huile d’olive ++ ++ ++
Phytostéroles Salkwski + + +
Alcaloide Dragendorf ++ - +
Huiles et graisses fixes Tache ponctuel - ++ +

++ : Réaction fortement positive, + : Réaction positive, —:Réaction négative.

Les composés phénoliques ont été détectés chez les trois plantes avec une
concentration significative pour la plante G. coronaria. En effet, les ces composés

sont largement étudiés en raison de leur potentiel thérapeutique considérable pour la
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santé humaine. Ce sont des composants reconnus pour leur capacité a exercer divers
effets pharmacologiques positifs, y compris des actions protectrices contre les
dommages oxydatifs, des propriétés antimicrobiennes, anticoagulantes et anti-
inflammatoires, ainsi que leur implication potentielle dans la prévention et le
traitement de diverses maladies chroniques telles que le cancer et les maladies
cardiovasculaires (Koo et Cho, 2004; Pham et al., 2022). De plus, les conditions
climatiques dont elles sont trouvées ces plantes, telles que les températures élevées, la
sécheresse, la forte exposition au soleil et la salinité, peuvent affecter leurs
métabolisme et la synthése des molécules bioactives et en particulier les composés
phénoliques. De méme, la quantité et la qualité du contenu phénolique d'une plante
sont influencées par plusieurs facteurs intrinseques (génétiques) et extrinseques

(environnement) (Pokorny et al., 2001; Fratianni et al., 2007).

Les flavonoides ont également été detectés dans les trois plantes. En raison de
leur classification parmi les composés phénoliques, leur présence est une preuve de la
présence de ces derniers (Pokorny et al., 2001). Le test de dragendorf révele que P.
acutifolia et O. angustissima contiennent les deux des alcaloides. En effet, ces
molécules conferent des propriétés thérapeutiques, notamment antimicrobiennes
surtout a des doses élevées, et présentent également des propriétés antiparasitaires,
antispasmodiques et antidiarrhéiques (Paris et Moyes, 1965). Les flavonoides, les
coumarines et les tanins présents chez les plantes interviennent également au domaine
des cellules solaires a pigments photosensibles en raison de la grande variété de
couleurs (rouge, violette, jaune, orange, brune, bleue...) et de la capacité a capter les
radiations solaires qu’ils possédent. De plus, les pigments végétaux peuvent
facilement se lier avec eux (Olounladé et al., 2011; Calogero et al., 2012; Narayan,

2012).
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Optimisation d’extraction par maceération

L’optimisation d’extraction des polyphénols et des flavonoides de P.

acutifolia, G. coronaria et O. angustissima par la macération a été effectuée en

¢valuant leffet de 3 paramétres spécifiques d’extraction a savoir le temps

d’extraction, le rapport de solvant et rapport liquide-solide. Le but de ces tests

préliminaires est de maximiser la teneur des composants bioactifs extraites des plantes

par I'utilisation minime de solvant d’extraction dans le temps minimum possible. Le

tableau 4 présente les valeurs de réponse des 20 tests effectués pour les trois plantes.

Tableau 4. Matrice de plan composite central en face centrée et valeurs de réponse
des polyphénols et des flavonoides de I’extraction par macération de Physalis
acutifolia, Glebionis coronaria et Ononis angustissima.

Test Xi(h) X2(%) Xs3(mL/g) P. acutifolia G. coronaria O. angustissima
TP (mg TF (mg TP (mg TF (mg TP (mg TF (mg
EAG /g EX) EQ/gEX) EAGI/gEX) EQJ/gEx) EAGI/gEX) EQ/gEX)
1 48 70 20 46,14 45,17 107,2 37,05 65,87 43
2 24 90 10 26,3 34,45 55,51 31,32 34,88 27,92
3 48 70 20 43,4 44,46 107 36,5 64,9 42
4 24 50 10 75,4 53,08 55,58 21,3 41,2 26,88
5 48 50 20 48,21 40 118,21 28,8 66,24 49
6 48 70 20 43,36 44,46 107,27 36,88 65,8 41,6
7 72 50 30 65,14 40,2 104,6 28,03 35,92 23,26
8 24 70 20 48,28 44,37 75,27 36,5 52,38 36,36
9 24 50 30 75,6 52,14 113,92 31,4 18,94 8,95
10 72 90 30 77,46 49,88 92,23 42,8 71,53 66,42
11 48 70 20 43,4 445 107,3 37,1 64,85 42,06
12 72 70 20 80,66 55,2 93,3 37,27 56,35 44,46
13 72 50 10 83,47 54,24 54,55 18,6 45,84 27,52
14 48 70 20 43,36 44,46 107,27 37 65 41,2
15 48 70 30 49,86 45,17 113,21 41,63 76,44 55,8
16 24 90 30 37,2 43,61 82,68 40,95 65,02 55,43
17 48 90 20 34,73 46,04 88,83 36,4 47 44,76
18 48 70 10 61,07 58,25 67,19 25,1 37,83 28,75
19 48 70 20 46 45,17 107,3 36,9 64,8 42
20 72 90 10 77,2 70,11 62,59 32,43 36,51 39,11
R? 97.5% 92.7% 95.7% 96.5% 80.3% 81.8%

Xi1: Temps d'extraction, X»: Rapport solvant, X3 : Rapport liquide-solide, TP : Taux des polyphénols, TF : Taux des flavonoides,
EAG : Equivalent acide gallique, EQ: equivalent quercétine, Ex: Extrait sec, R?: Coefficients de détermination.
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Les extraits en poudre de P. acutifolia, G. coronaria et O. angustissima ont
révélé des variations importantes dans leur teneur totale en polyphénols et en
flavonoides. Les résultats ont montré des valeurs allant de 26.3 a 83.47 mg EAG/g de
poids sec pour les polyphénols et de 34.45 a 70.11 mg EQ/g de poids sec pour les
flavonoides dans I'extrait de P. acutifolia. Dans le cas de G. coronaria, les valeurs ont
oscillé entre 54.55 et 118.21 mg EAG /g de poids sec pour les polyphénols et de 18.60
a 42.80 mg EQ/g de poids sec pour les flavonoides. Pour O. angustissima, les valeurs
ont varié de 18.94 a 76.44 mg EAG/g de poids sec pour les polyphénols et de 8.95 a

66.42 mg EQ/g de poids sec pour les flavonoides.

Une analyse régressive des données expérimentales a été faite afin d'évaluer la
significativité des coefficients du modele impliqué dans I'extraction des composés
phénoliques totaux et des flavonoides totaux. Conformément aux données exposées
dans le tableau 4, les coefficients de détermination (R?) pour les polyphénols sont
respectivement de 97,5 %, 95,7 % et 80,3 %, tandis que pour les flavonoides, ils
s'éléevent a 92,7 %, 96,5 % et 81,8 %, pour les plantes P. acutifolia, G. coronaria et O.
angustissima, respectivement. Ces résultats demontrent une corrélation étroite entre
les observations expérimentales et les prédictions du modele pour les paramétres
spécifiés. Notamment, cette corrélation est plus prononcée pour les deux premieres

especes, P. acutifolia et G. coronaria, comparativement a O. angustissima.

Les équations Eq.6 et Eq.7 expriment la corrélation entre le temps d'extraction, la
concentration de la matiére végétale séchée, et la concentration d'éthanol dans le
processus d'extraction des composés phénoliques et flavonoides respectivement, issus
de la plante P. acutifolia. De maniere analogue, les équations EQ.8 et Eq.9 sont
formulées pour la plante G. coronaria, tandis que les équations Eqg.10 et Eq.11 sont
spécifiques a O. angustissima :
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TP = 45.459 + 12.115X, — 9.493X, + 1.818X; + 17.237 X,? — 5.763 X, +
8.232 X,% + 11.694X,X, + 3.646X, X5 — 3.661X,X, (Eq.6)

TF = 45.488 + 4.198X, + 0.443X, + 3.913X; + 3.120 X, — 3.645 X,% +
5.045 X52 + 6.589X,X, + 5.311 X, X5 — 0.489 X, X, (Eq.7)

TP = —44.642 + 2.636X; — 0.522X, + 9.266X; — 0.031 X;° + 0.004 X,* —
0.119 X32 + O-OO7X1X2 - 0.003X1X3 - 0.032X2X3 (Eq8)

TF = —38.895 — 0.282X, + 1.436X, + 1.69X; 4+ 0.001 X,> — 0.009 X,* —
0.029 X5% 4+ 0.002X,X, + 0.00004X, X5 + 0.0003X,X; (Eq.9)

TP = —27.596 + 1.649X, + 1.424X, — 1.621X5 — 0.015 X,% — 0.016 X, —
0.058 X52 — 0.004X, X, + 0.009 X, X5 + 0.061 X,X; (Eq.10)

TF = 41.455 + 0.855X, — 0.857X, — 1.603X; — 0.01 X,2 + 0.002 X,2 —
0.038 X;% + 0.002X,X, + 0.007 X, X5 + 0.048 X, X, (Eq.11)

Les résultats de l'analyse de régression multiple apparaissent cohérents avec
les résultats de I'analyse de la surface pour les polyphénols et les flavonoides, comme
illustré sur les figures de 16 a 21. Les effets de la durée dextraction et de la
concentration d'éthanol sur la teneur en polyphénols sont représentés dans les ligures
16a, 18a et 20a et pour les flavonoides sont présentés dans les figures 17a, 19a et 21a
pour les especes P. acutifolia, G. coronaria et O. angustissima, respectivement. La
durée d'extraction apparait comme une variable quadratique notablement significative,
en plus de son influence linéaire positive. Selon les résultats, les niveaux de
polyphénols totaux ont atteint leur pic entre des concentrations d'éthanol de 70 % et
90 %, 50 % et 65 %, et 65 % et 75 % dans la plage de 60 a 70, de 45 a 60 et de 45 a
55 h, et celles de flavonoides entre des concentrations d'éthanol de 70 % et 85 %, de
80 % et 90 %, et de 80 % et 90 % dans la plage de temps de 60 a 72, de 25 a 72 et de
50 a 65 h, pour P. acutifolia, G. coronaria et O. angustissima, respectivement.
Généralement, l'association d'eau avec des solvants organiques engendre un
environnement modérément polarisé, favorisant l'interaction entre la matrice végétale

et I'agent d'extraction (Paniwnyk et al., 2009).
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Les figures 16b, 18b et 20b illustrent les résultats de l'impact de la durée
d'extraction et du rapport liquide/solide sur la concentration en polyphénols, tandis
que les figures 17b, 19b et 21b présentent les données relatives aux flavonoides pour
les especes P. acutifolia, G. coronaria et O. angustissima, respectivement. Les
résultats révelent que la concentration de matiere végétale séchée exerce une
influence significative sur le rendement de [I'extraction des polyphénols et des
flavonoides. Les niveaux de polyphénols ont atteint leur apogée apres des périodes de
65, 55 et 60 h, tandis que l'effet du ratio liquide/solide s'est avéré plus notable, avec
des valeurs correspondantes de (<1g/12 mL, <1¢g/30 mL et <1g/24 mL). Pour ce qui
est des flavonoides, leur concentration maximale a été observée aprés 70, 25 et 60 h
respectivement, avec des ratios liquide/solide de (<1g/12 mL, <1g/18 mL et <1g/20

mL) pour P. acutifolia, G. coronaria et O. angustissima, respectivement.

L'étude de I'influence des ratios d'éthanol/eau distillée et de liquide/solide sur
I'extraction des polyphénols et des flavonoides de P. acutifolia, G. coronaria et O.
angustissima, révele des observations significatives, comme démontré dans les
figures (16c, 18c et 20c respectivement) pour les teneurs en polyphénols et (17c, 19c
et 21c respectivement) pour les teneurs en flavonoides. Ces parametres expérimentaux
ont donné un effet marginal sur la concentration extraite de polyphénols. L'optimum
d'extraction des polyphénols s'observe a des concentrations d'éthanol inférieures a 70
%, et une valeur spécifiques de 60 % pour P. acutifolia et G. coronaria,
respectivement, et au-dessus de 85 % pour O. angustissima. Quant aux flavonoides,
les résultats optimaux se situent dans une fourchette de 50 a 90 % d'éthanol pour P.
acutifolia, et au-dessus de 80 % et 85 % pour G. coronaria et O. angustissima

respectivement.
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Figure 16.Graphiques de surface de réponse indiquant les effets combinés des paramétres de
macération sur la teneur des polyphénols de Physalis acutifolia: (a) temps et ratio de solvant,
(b) temps et ratio liquide-solide, (c) ratio de solvant et ratio liquide-solide.
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Figure 17. Graphiques de surface de réponse indiquant les effets combinés des paramétres de

macération sur la teneur des flavonoides Physalis acutifolia: (a) temps et ratio de solvant, (b)
temps et ratio liquide-solide, (c) ratio de solvant et ratio liquide-solide.
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Figurel8. Graphiques de surface de réponse indiquant les effets combinés des paramétres de

macération sur la teneur des polyphénols de Glebionis coronaria: (a) temps et ratio de
solvant, (b) temps et ratio liquide-solide, (c) ratio de solvant et ratio liquide-solide.
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Figure 19. Graphiques de surface de réponse indiquant les effets combinés des parametres de
macération sur la teneur des flavonoides de Glebionis coronaria: (a) temps et ratio de
solvant, (b) temps et ratio liquide-solide, (c) ratio de solvant et ratio liquide-solide.
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Figure 20. Graphiques de surface de réponse indiquant les effets combinés des parameétres de
macération sur la teneur des polyphénols de Ononis angustissima : (a) temps et ratio de
solvant, (b) temps et ratio liquide-solide, (c) ratio de solvant et ratio liquide-solide.
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Figure 21. Graphiques de surface de réponse indiquant les effets combinés des paramétres de
macération sur la teneur des flavonoides de Ononis angustissima : (a) temps et ratio de
solvant, (b) temps et ratio liquide-solide, (c) ratio de solvant et ratio liquide-solide.

Sur la base de ces résultats, les conditions idéales et les valeurs anticipées ont

été déterminées en utilisant une fonction de désirabilité avec une plage de 0,95 a 1, ou
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1 indique le résultat le plus souhaitable. Pour vérifier I'expérience, trois répétitions ont
été effectuées en utilisant les parametres idéaux appris via la RSM. Les résultats sont

résumés dans le tableau 5.

Tableau 5. Conditions optimales estimées, valeurs prévues et valeurs expérimentales
des réponses étudiées.

Parameétres d’extraction optimaux

Xi(h) X2 (%) Xz (mL/g)

P. acutifolia 71.96 50.00 10.13

G. coronaria 48.95 70.22 30.00

O. angustissima 71.96 90.00 30.00

Variables de réponse TP mg EAG /g Ex

Prévu Expérimental
P. acutifolia 81.28 83.47
G. coronaria 114.306 118.21
0. angustissima 71.25 76.44

Variables de réponse TF mg EQ/g Ex

Prévu Expérimental
P. acutifolia 69.97 70.11
G. coronaria 39.422 42.80
O. angustissima 67.55 66.42

TP : Taux des polyphénols, TF : Taux des flavonoides, Xi : Temps d'extraction, X,: Rapport solvant,
X3 : Rapport liquide-solide, EAG : Equivalent acide gallique, EQ: equivalent quercétine, EX: Extrait
sec.

Afin de maximiser la teneur en composés phénoliques et en flavonoides dans

les extraits des trois plantes étudiees, cette étude a été réalisée pour évaluer I'impact
de certains parameétres (temps d'extraction, rapport de solvant et le ratio liquide-
solide) sur le processus d'extraction par macération de ces plantes, en utilisant la

méthodologie de réponse de surface.

Daprés (Box et Wilson, 1951), cette méthodologie peut étre employée pour
optimiser I'extraction des molécules bioactives. Il s'agit d'un outil statistique qui
permet d'optimiser les processus et de réduire le nombre d'essais, particulierement
utile lorsque les méthodes d'extraction impliquent de nombreux facteurs et

interactions, et que les parameétres indépendants ont des effets combinés (Cai et al.,
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2012). Le plan expérimental consistait a mesurer chaque réponse pour évaluer le
contenu en polyphénols et en flavonoides. L'extraction consiste a séparer les
molécules bioactives des plantes en utilisant des solvants selon des méthodes
standardisées (Handa et al., 2008). Les paramétres d'extraction tels que la
température, le type des solvants utilisés et le processus d'extraction lui-méme
peuvent avoir un impact sur la fonctionnalité des composés bioactifs, en particulier les
polyphénols. 1l est donc important de sélectionner des conditions d'extraction
appropriées pour améliorer a la fois la quantité et la fonctionnalité de ces molécules

bioactives (Dragovié¢-Uzelac et al., 2012; Jha et Sit., 2022).

La macération est une méthode pratique pour l'extraction des polyphénols,
notamment pour les composés thermolabiles, et elle est réalisée avec un matériau
moins complexe et moins exigeant (Mustafa et Turner, 2011). De plus, le mélange
éthanol/eau est considéré comme un solvant non toxique pour l'environnement,
conseillé a utiliser pour I'extraction de composés naturels (Tauchen et al., 2015). En
effet, le choix du solvant est crucial pour maximiser l'efficacité de I'extraction. Les
solvants polaires comme le méthanol ou I'éthanol, lorsqu'ils sont mélangés avec de
I'eau, peuvent pénétrer plus facilement dans les matrices végétales et solubiliser une
gamme plus large de composes bioactifs, y compris les polyphénols et les flavonoides
(Wang et Weller, 2006). De plus, le rendement de I'extraction des polyphénols et des
flavonoides est influencé par la concentration de matiere végétale séchée. Khoddami
et al., (2013) ont montré qu'une concentration plus élevée de matiere végétale dans
I'extraction peut augmenter la concentration des extraits en polyphénols, en raison

d'une interaction plus forte entre le solvant et les composés phénoliques.

D’un autre coté, l'efficacité de l'extraction des polyphénols et des flavonoides

est également influencée par le temps d'extraction de ces substances. Une extraction
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prolongée permet d'extraire une quantité plus importante de composés phénoliques
jusqu'a un certain point, puis le rendement commence a baisser en raison de la
probabilité de dégradation des composes sensibles. Il est crucial d'optimiser le temps
d'extraction afin de maximiser le rendement tout en préservant l'intégrité des

composés extraits (Luthria, 2006).

1.3. Rendement de P’extraction

Les rendements d'extraction ont été évalués pour chaque plante a l'aide de
divers solvants. Chaque échantillon a été caractérisé par son rendement en poids de

matiére végeétale. Les données correspondantes sont exposees dans le tableau 9.

Tableau 6. Rendement des extractions de Physalis acutifolia, Glebionis coronaria et
Ononis angustissima.

Extrait Rendement d’extraction des extraits (%)
EtOH CHCI; AcoEt n-BuOH
Plantes
P. acutifolia 14.1 4.16 8.83 6.66
G. coronaria 8.2 5.6 5.2 4
0. angustissima 7.6 4 2.3 2.8

EtOH : Ethanol, CHCI; : Chloroforme, AcoEt : Acétate d’éthyle, n-BuOH : n-butanol

En se basant sur les résultats des rendements d’extractions de P. acutifolia, G.
coronaria et O. angustissima par les différents solvants, les extraits éthanoliques ont
présenté les pourcentages les plus élevés de rendement par rapport aux autres solvants
utilisés (chloroforme, acétate d’éthyle et n-butanol). De méme, il a été observé que P.
acutifolia présente le rendement le plus élevé avec un pourcentage égal a 14.1%
d’extrait par rapport a la matiere seche. En effet, les rendements d'extraction peuvent
étre sensibles a divers parametres tels que la méthode d'extraction, le choix du solvant

et la diversité des espéces végétales extraites. De nombreuses recherches ont
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documenté I'impact significatif des solvants sur le rendement d'extraction (Hayouni

et al., 2007; Ben El Hadj Ali et al., 2014).

Selon Clara et al., (2010), la polarité du solvant posséde un réle crucial dans
ce processus. Par conséquent, les variations des rendements observées entre les
différents extraits pourraient étre attribuees aux différences de polarité des composés
impliqués (Khlifi et al., 2011). Les propriétés pharmaceutiques des extraits peuvent
également étre influencées par le choix du solvant (Prasad et Aggarwal, 2011). En
effet, les solvants polaires (comme le méthanol, 1’éthanol et ’eau) sont fréquemment
utilisés pour extraire les composés hydrophiles (polyphénols, flavonoides, et autres)
qui sont fréquemment responsables des propriétes antioxydantes et thérapeutiques des

plantes médicinales.

Une recherche menée sur l'extraction des flavonoides de la feuille de Moringa
oleifera a démontré que les solvants polaires etaient plus efficaces pour extraire ces
composes bioactifs par rapport aux solvants apolaires (Harborne, 1998). Par ailleurs,
les solvants apolaires tels que le chloroforme et I’éther de pétrole conviennent mieux
a l'extraction des composés lipophiles tels que les huiles essentielles qui sont
fréquemment liées aux propriétés antibactériennes et antifongiques des plantes

(Djilani et Dicko, 2012).

1.4. Analyse des extraits

1.4.1. Quantification des polyphenols et flavonoides

Les différents extraits de P. acutifolia, G. coronaria et O. angustissima
(éthanol, chloroforme, acétate d’éthyle et n-butanol) ont été analyseés par la méthode

de Folin-Ciocalteu et le test colorimétrique utilisant le trichlorure d'aluminium (AICI3)
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pour évaluer leurs teneurs en polyphénols et de flavonoides respectivement. Les

résultats sont présentés en tableau 7.

Tableau 7. Contenu en phénols et flavonoides des extraits de Physalis acutifolia,
Glebionis coronaria et Ononis angustissima.

Plante Extrait TP (mg EAC/g Ex) TF (mg EQ/g EXx)

P. acutifolia EtOH 83.50 + 0.98° 54.29 +0.03?

CHClI; 71.96 £ 0.67° 6.20 +0.12°

ACOEt 124,72 +1.09¢ 44.62 £ 0.15¢

n-BuOH 263.84 +2.35¢ 72.03 +0.84¢

G. coronaria EtOH 187.66 + 1.32¢ 31.36 £ 0.23¢
CHCI; 13.66 + 0.11 3.21+0.01f

ACOEt 299.33+2.12¢8 99.5 £ 0.54¢#

n-BuOH 325.33 £2.98" 112.5+0.75"

0. EtOH 114.23 +1.03' 26.17 +0.14

angustissima CHCl, 128.97 + 1.20 31.75+0.32°
AcoEt 133.45 £ 1.12* 9.5+0.02

n-BuOH 175.31 £ 2.03' 51.25 + 0.45*

TP : Taux des polyphénols, TF: Taux des flavonoides, EAG : Equivalent acide gallique, EQ:
equivalent quercétine, Ex: Extrait sec, EtOH : Ethanol, CHCIs: Chloroforme, AcoEt: Acétate
d’éthyle, n-BuOH : n-butanol, Les valeurs dans les colonnes, indiquées par des caractéres non
apparentés (a, b, c, d, e, f, g, h, i, j, k ou I), présentent des différences significatives (p < 0,05).

Les données exposées dans le tableau 7 révelent que I’extrait de n-butanol se
distingue par sa richesse en polyphénols et en flavonoides pour les trois plantes (P.
acutifolia, G. coronaria et O. angustissima), surpassant nettement les autres extraits
(263.84 mg EAG/g de poids sec d’extrait et 72.03 mg EQ/g de poids sec d’extrait en
polyphénols et en flavonoides respectivement pour P. acutifolia, 325.33 mg EAG/g de
poids sec d’extrait et 112.5 mg EQ/g de poids sec d’extrait en polyphénols et en
flavonoides respectivement pour G. coronaria, et 175.31 mg EAG/g de poids sec
d’extrait et 51.25 mg EQ/g de poids sec d’extrait en polyphénols et en flavonoides
respectivement pour O. angustissima). L’extrait de chloroforme présente le contenu le

plus bas en polyphénols et en flavonoides pour P. acutifolia et G. coronaria (71.96
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mg EAG/g de poids sec d’extrait et 6.20 mg EQ/g de poids sec d’extrait en
polyphénols et en flavonoides respectivement pour P. acutifolia, et 13.66 mg EAG/g
de poids sec d’extrait et 3.21 mg EQ/g de poids sec d’extrait en polyphénols et en
flavonoides respectivement pour G. coronaria), tandis que celui d’éthanol présente le
contenu le plus bas pour O. angustissima (114.23 mg EAG/g de poids sec d’extrait et
26.17 mg EQ/g de poids sec d’extrait en polyphénols et en flavonoides
respectivement). Les résultats observés pour cette étude confirment que
I'accroissement de la polarité du solvant améliore la récupération des polyphénols et
des flavonoides contenus au niveau des plantes (ElI Aanachi et al., 2020). En effet, les
solvants présentant une haute polarité tels que le n-butanol et l'acétate d'éthyle sont les
plus adaptés a l'extraction des polyphénols en raison de leur grande affinité pour ces
composes par rapport aux solvants non polaires (Srief et al., 2023). Le n-butanol peut
parfois libérer des quantités similaires ou légerement plus faibles de polyphénols et de
flavonoides que 1’¢thanol. Toutefois, son utilisation peut tre restreinte en raison de sa
toxicité et de son odeur désagréable (Naczk et Shahidi, 2004). D’autre part, la faible
capacité d'extraction des phénoliques et des flavonoides par le chloroforme et les
solvants apolaires peut étre expliquée par la faible solubilité de ces composés dans les
solvants de faible polarité (Zerrouki et al., 2022).

1.4.2. Analyse quantitative des composés phénoliques par

chromatographie liquide a haute performance couplé a un
détecteur a barrette de diodes (HPLC-DAD)

L'intégration des techniques de chromatographie liquide a haute performance
avec des méthodes de détection spectrophotomeétrique, telles que la détection par
diode ou spectroscopique de masse, est considérée comme la méthode la plus
répandue pour l'identification des molécules bioactives présentes dans les végétaux au

cours des années récentes (Oszmianskiet al., 2015; Tian et al. 2018; Staszowska-
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Karkut et Materska 2020). Les résultats de I’analyse quantitative des composés
phénoliques des extraits éthanoliques de P. acutifolia, G. coronaria et O.

angustissima par HPLC-DAD sont présentée dans le tableau 8.

Tableau 8. Compositions phénoliques des parties aériennes des extraits éthanoliques
de Physalis acutifolia, Glebionis coronaria et Ononis angustissima par HPLC-DAD.

N° Temps de Composant Concentration (pg/g d’extrait)
rétention (min) EtOHP.a EtOHG.c EtOHO.a
1 14.014 Acide fumarique 1.11 - 2.12
2 15.225 Acide gallique - 0.41 -
3 24.625 Acide protocatéchuicique - - 0.05
4 24.658 Pyrocatéchol - 0.28 -
5 30.274 Catéchine - tr -
6 33.367 p-hydroxybenzaldéhyde - 0.08 0.02
7 34.758 Acide vanillique tr - 0.15
8 40.116 Acide chlorogénique - - 0.28
9 42.564 Acide férulique 2.29 1.97 0.09
10 44.497 Cynarine - - tr
11 45.178 Coumarine - - tr
12 46.984 Propyl Gallate - - 2.39
13 47.527 Rutine 26.06 1.87 -
14 56.203 acide trans-cinnamique tr - 0.14
15 57.470 Hespérétine - - 0.89
16 57.739 Génisteine - - tr

EtOH : éthanol, P.a :P. acutifolia, G.c : G. coronaria, O.a : O. angustissima, tr : quantité de
trace identifiée.

Explorer I'abondance, la diversité et la distribution des polyphénols a travers
diverses espéces Vvégétales et tissus constitue une voie précieuse pour le
développement de nouveaux produits pharmaceutiques destinés a protéger la santé
humaine (Medina-Medrano et al. 2015). Les polyphénols sont une grande classe de
composés naturels fréquemment présents dans les plantes. Il a été rapporté que ces
composes, extraits des feuilles, des fruits et des légumes, présentent une variété
d'effets thérapeutiques, y compris des activités anti-inflammatoires, anti-tumorales,
anti-thrombotiques, anti-athérosclérotiques, antibactériennes et anti-cancéreuses (El

Aanachi et al. 2020). De plus, les composés phénoliques protégent efficacement la
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peau contre les impacts nocifs de la lumiere du soleil générés par les UVR
(Montenegro et Santagati 2019). Selon les résultats de 1’analyse HPLC-DAD,
I’acide férulique était le seul composant a détecté en commun dans les trois plantes
étudiées. En effet, I'acide férulique présente un potentiel thérapeutique prometteur
contre diverses infections, notamment les cancers, le diabete, les maladies
cardiovasculaires et neurodégénératives, avec des brevets récents mettant en évidence
ses propriétés antioxydantes (Tuli et al., 2019). Il a été rapporté par Li et al., (2022),
que l'acide férulique présente des avantages potentiels dans la gestion du diabéte et de
ses complications grace a ses propriétés antinyperglycéemiques, antihyperlipidémiques
et antioxydantes. De plus, l'acide férulique, présent dans la biomasse veégeétale,
démontre un potentiel prometteur en tant qu'agent antiviral puissant. Il offre des
perspectives intéressantes pour son utilisation dans les nutraceutiques et les aliments
fonctionnels afin de renforcer I'immunité contre les infections virales (Antonopoulou

et al., 2022).

Pour P. acutifolia, I’analyse par HPLC-DAD a révélé la présence d’un total de
5 composés a des concentrations reduites. La rutine s'est avérée étre le principal
composé phénolique, avec une concentration de 26,06 pg/g d'extrait, suivie par l'acide
ferulique (2,29 ug/g dextrait), I'acide fumarique (1,11 pg/g d'extrait), et enfin l'acide
vanillique et l'acide trans-cinnamique détectés en traces. La présence de la rutine en
concentration considérable peut conférer des effets thérapeutiques a P. acutifolia. Des
recherches pharmacologiques ont révélé les effets bénéfiques de la rutine dans divers
états pathologiques, et son potentiel thérapeutique dans plusieurs modeles de maladies
neurodégénératives a suscité un intérét considérable (Enogieru et al., 2018). En effet,
plusieurs recherches ont rapporté la présence du composant rutine dans les extraits des

especes appartenant au genre Physalis. Selon Moreira et al., (2018), P. angulata
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contient de la rutine avec une concentration variant de 75,6 a 88,2 pg/g. Par ailleurs,
Cardona et al., (2021) ont observé une prépondérance de rutine dans I'extrait des
calices de P. peruviana. En réalité, la rutine est présente dans de nombreuses plantes
et fruits tels que le pamplemousse, les cerises, le sarrasin, les raisins, les prunes, les
abricots et les oranges. Pour G. coronaria, la présence de 6 composés a des
concentrations réduites a été détectée par l'analyse HPLC-DAD de [Iextrait
éthanolique de sa partie aérienne. L'acide férulique a été identifié comme le principal
composé phénolique, avec une concentration de 1.97 pg/g d'extrait, suivi de la rutine
(1.87 pg/g dextrait), de l'acide gallique (0.41 pg/g d'extrait), du pyrocatechol (0.28
pg/g dextrait), du p-hydroxybenzaldehyde (0.08 pg/g dextrait), et enfin de la
catéchine détectée en traces. En effet, de plus des propriétés thérapeutiques de I’acide
ferulique et de la rutine, l'acide gallique présente des bienfaits potentiels pour la santé,
incluant des propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et antinéoplasiques, et
exerce des activités thérapeutiqgues dans diverses complications sanitaires
(Kahkeshani et al., 2019). De méme, Saini et al., (2023) ont rapporté que l'acide
gallique, présent dans les plantes, posséde de nombreuses vertus médicinales,
notamment des propriétés antifongiques, antiulcéreuses, antivirales, anticancéreuses et
antibactériennes. De plus, le pyrocatéchol est un composant bioactif aussi trouvé dans
I’extrait éthanolique de G. coronaria réduit efficacement les dommages rénaux
causés par le cisplatine en inhibant la production de radicaux libres et en prévenant
l'apoptose et la cytotoxicité (Xie et al., 2022). Enfin pour O. angustissima, 12
composés a divers concentrations ont été identifiés par l'analyse HPLC-DAD de
I’extrait éthanolique de sa partie aérienne. Le propyl gallate était identifié comme le
principal composé phénolique, avec une concentration de 2.39 pg/g d'extrait pg/g

d'extrait, suivi de l'acide fumarique (2.12 pg/g d'extrait) et I’hespérétine (0.89 pg/g
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d'extrait), les autres composés ont été présents par des concentrations réduites. En
effet, le propyl gallate, est un antioxydant utilisé dans l'industrie alimentaire,
cosmétique et pharmaceutique (Zurita et al., 2007). De plus, le traitement au propyl
gallate améliore la conservation des fruits en réduisant les activités enzymatiques et
en augmentant linsaturation des acides gras, ce qui permet de maintenir les
caracteéristiques des membranes cellulaires (Lin et al., 2017). De plus pour l'acide
fumarique, les esters de ce composant combinés a une photothérapie par ultraviolet B
a bande étroite accélérent de maniére significative la réponse thérapeutique chez les
patients atteints de psoriasis en plaques modéré a sévere, par rapport a une
monothérapie par esters de I'acide fumarique (Tzaneva et al., 2018).

1.4.3. Analyse des composes phénoliques par chromatographie

liquide couplé a la spectrométrie de masse a ionisation par
électrospray (LC-ESI-MS/MS)

Afin d’approfondir la compréhension de la composition chimique des extraits
éthanoliques de P. acutifolia, G. coronaria et O. angustissima, cette recherche s’est
intéressee de plus a l'analyse par chromatographie liquide couplé a la spectrométrie de
masse a ionisation par électrospray, qui est une méthode analytique puissante
(Benouchenne et al., 2020). Les méthodes de chromatographie liquide couplée a la
spectrométrie de masse sont reconnues pour leur capacité a impacter significativement
I'étude des plantes en raison de leur variété biochimique, englobant divers composés
semi-polaires, incluant les principaux groupes de métabolites secondaires, qui peuvent
étre aisément séparés et détectés grace a ces techniques (El Sayed et al., 2020). Les
composés chimiques ont été détectés dans les extraits éthanoliques de P. acutifolia, G.
coronaria et O. angustissima par I'exploitation de leurs motifs de fragmentation, leur
masse a haute précision et leur temps de rétention. En outre, une évaluation

quantitative des composés identifiés a été réalisée. Le tableau 9 présente la
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constitution chimique des extraits éthanoliques de P. acutifolia, G. coronaria et O.
angustissima, obtenue par chromatographie liquide couplé a la spectrométrie de

masse a ionisation par électrospray.

Tableau 9. Composés phénoliques de I’extrait éthanolique de Physalis acutifolia,
Glebionis coronaria et Ononis angustissimaidentifiés et quantifiés par LC-ESI-

MS/MS.

N° Temps de Composant Concentration (1g/g)
rétention (min) EtOHP.a EtOHG.c EtOHO.a
1 3.104 Acide gallique 20.993 - 6.6702
2 5.897 Acide protocatéchuicique - 41.7038 8.3384
3 7.584 Acide chlorogénique 312.431  422.4747 7.3839
4 7.9236 Hydroxybenzaldehyde 4.657 2.1992 4.8618
5 8.0313 Acide caféique 10.686 30.8552 2.8010
6 8.716 Vanilline 5.533 - 5.1008
7 9.377 Acide o-coumarique 14.919 9.3929 26.561
8 9.753 Acide salicylique 23.836 13.2204  45.8229
9 11.575 Protocatehuic ethyl ester - 2.2708 -
10 9.803 Taxifolin - - 3.1678
11 10.088 Acide trans-ferulique - - 40.5335
12 11.616 Hespéridine 1829.0001 148.7443  0.2221
13 11.656 Isoquercitrine 52.565 3.6443 17.5675
14 13.198 Kaempférol-3-glucoside 4.931 1.7989 13.8086
15 13.217 Fisetine 1.907 - -
16 14.187 Chrysin - - 0.6347
17 14.289 Acid trans-cinnamique - 3.4441 14.5762
18 14.838 Quercetine - 11.039 10.3088
19 15.100 Naringénine 10.313 - -
20 17.067 Baicalein - - 0.8563
21 17.943 Luteolin - - 143.5505
22 17.926 Biochanin A - - 2.5252

EtOH : éthanol, P.a :P. acutifolia, G.c : G. coronaria, O.a : O. angustissima.

Selon les résultats du tableau 9, 9 composants ont été identifiés comme
communs entre P. acutifolia, G. coronaria et O. angustissima, et qui sont: l'acide
protocatéchuique, l'acide chlorogénique, I'hnydroxybenzaldéhyde, l'acide caféique,
l'acide o-coumarique, l'acide salicylique,

I'hespéridine, l'isoquercitrine et le

kaempférol-3-glucoside.
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Ces composants sont dotés de pouvoirs thérapeutiques importants. En effet,
L'hespéridine, est un phénol naturel abondant, reconnu pour ses propriétés
antioxydantes et anticancéreuses, et présente également un effet inhibiteur sur les
maladies neurodégénératives (Hajialyani et al., 2019; Aggarwal et al., 2020).
L'acide salicylique, quant a lui, améliore la croissance, la photosynthese et I'activité
antioxydante en conditions de stress salin modéré (Ma et Zhang, 2017). De plus,
I'acide chlorogénique, un polyphénol alimentaire majeur présent naturellement dans le

café vert, posséde une activité antioxydante notable (Naveed et al., 2018).

En outre, les autres composés tels que lacide protocatéchuique,
I'nydroxybenzaldéhyde, l'acide caféique, l'acide o-coumarique, l'isoquercitrine et le
kaempférol-3-glucoside ont montré des effets thérapeutiques significatifs dans des
études antérieures (Patel et al., 2018; Naveed et al., 2018). En particulier, l'acide
protocatéchuique qui se distingue par ces propriétés antioxydantes et anticancéreuse

(Patel et al., 2018).

Pour la plante P. acutifolia, 12 composés ont été détectés et identifiés. Le
composant prédominant en termes de concentration était I'hespéridine, avec une
concentration de 1829.0 pg/g d’extrait, suivi de l'acide chlorogénique a une
concentration de 312.431 pg/g d’extrait. En revanche, la fisétine était présente en
faible quantité, avec une concentration de 1.907 ng/g d’extrait. En effet, la fisétine,
est un composé bioactif présent dans divers légumes et fruits, présente des propriétés

anticancéreuses (Imran etal., 2019).

De plus, la naringénine et la vanilline ont été identifiés dans I’extrait
éthanolique de P. acutifolia. En effet, la naringénine a montré des effets

thérapeutiques importants en évaluant 1’activité antioxydante et anticancéreuse dans
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des études précédentes (Imran et al., 2019). De méme, la vanilline, un agent
aromatisant alimentaire sr, a un potentiel anti-métastatique et diminue l'invasivité
des cellules cancéreuses du sein, avec un grand potentiel d'utilisation en traitement

contre le cancer (Lirdprapamongkol et al, 2005).

Pour la plante G. coronaria, 12 ont été également détectés et identifiés. Le
composé le plus abondant était I'acide chlorogénique, avec une concentration de
422.47 ng/g d’extrait, suivi de l'hespéridine a 148.74 ng/g d’extrait, de l'acide
protocatéchique a une concentration de 41.70 pg/g d’extrait et de l'acide caféique a

une concentration de 30.85 pg/g d’extrait.

La quercétine et l'acide protocatéchique ont été¢ aussi détecté dans I’extrait
éthanolique de G. coronaria par une concentration de 11.039 pg/g d’extrait et 2.2708
ug/g d’extrait, respectivement. En effet, la quercétine présente des -effets
neuroprotecteurs en réduisant le stress oxydatif, en diminuant la neuroinflammation,
et en favorisant la neurogenéese ainsi que la longévité neuronale, ce qui pourrait

contribuer a la prévention des troubles neurologiques (Suganthy et al., 2016).

De plus, l'acide protocatéchique et ses esters alkylés présentent un potentiel
prometteur pour la prévention et le traitement des dommages cutanés et du

vieillissement photo-induit par les rayons UVB (Daré et al., 2019).

Pour la plante O. angustissima, un total de 19 composés a été détecté et
identifiés. Le compose le plus abondant était la lutéoline, avec une concentration de
143.5505 pg/g d’extrait, suivi de l'acide salicylique a 45.8229 ng/g d’extrait, de
l'acide trans-férulique a une concentration de 40.5335 pg/g d’extrait et de l'acide o-

coumarique a une concentration de 26.561 ng/g d’extrait.
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En effet, la lutéoline, est un flavonoide présent dans les plantes médicinales,
se composant est considéré comme un agent anticancéreux prometteur contre divers
cancers humains. Il parvient a cela en freinant la prolifération des cellules tumorales,
en protégeant contre les stimuli cancérogénes, et en induisant I'apoptose via plusieurs

voies de signalisation (Imran et al., 2019).

D’autres composants a pouvoir thérapeutiques importants ont été détectés dans
I’extrait éthanolique de O. angustissima tels que le taxifolin, qui a démontré des effets
bénéfiques prometteurs dans la gestion des tumeurs, des infections microbiennes, du
stress oxydatif, des troubles cardiovasculaires et hépatiques, avec une activité anti-
cancéreuse plus marquée (Sunil et Xu, 2019), et le baicalein qui a demontré un
potentiel thérapeutique pour les maladies d'Alzheimer et de Parkinson grace a ses
propriétés pharmacologiques, qui reduisent le stress oxydatif, inhibent I'agrégation des

proteines amyloides et stimulent la neurogenese et la différenciation (Li et al., 2017).

La concentration considérable en composés phénoliques dotés de potentiels
thérapeutiques dans les extraits éthanoliques de ces plantes est une source de
motivation pour I’évaluation de leurs différentes activités comme la réduction des
radicaux libres, I’inhibition de la croissance bactérienne et 1’inhibition de la
prolifération des cellules cancéreuses.

1.4.4. Analyse des acides gras par chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MYS)

La composition chimique en acides gras des extraits de chloroforme de P.
acutifolia, G. coronaria et O. angustissima a été caractérisé parchromatographie

gazeuse couplée a la spectrométrie de masse.

Les résultats sont présentés dans le tableau 10.
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Tableau 10. Composition en acides gras (%) des extraits de chloroforme de Physalis

acutifolia, Glebionis coronaria et Ononis angustissima déterminés par GC-MS.

N°.  Composant IR Concentration (%)
CHCI; P.a CHCI;G.c CHCI;0.a
1  Trans-2-hepténal 942 0.54 0.31 -
2 Acide caprylique (C8 :0) 1112 0.39 0.27 -
3  Trans-2-nonénal 1161 - 0.001 -
4  Trans, trans-2,4-nonadiénal 1216 - 0.002 -
5 Acide nonanoique 1226 - 0.004 -
6 Méthyl mandélate 1371 - - 0.36
7 Méthyl 9-oxodécanoate 1429 0.59 1.98 0.25
8 Phtalate de diméthyle 1431 - 0.51 2.96
9 Butylhydroxytoluéne 1443 0.40 0.66 1.07
10 Dihydroactinidiolide 1499 - 0.64 1.31
11  Acetylrésorcinol 1505 - - 0.23
12 Acide dodécanoique 1509 1.75 - -
13 Acide nonanedioique (acide - 0.67
azelaique) 1540 0.59
14 Tridécanol 1577 - 0.24
15 n- Tridécénol 1585 - - 0.34
16 Meéthyl 10-oxo-8-décénoate 1592 - 2.11 -
17 Phtalate de méthyle isobutyle 1689 0.44 1.34 4.39
18 Acide myristique (C14:0) 1725 0.55 1.48 4.26
19 Acide 2-propénoique, 3-(4-hydroxy) - - - 0.84
20 1-Hexadécanol 1810 - 0.62 0.51
21 Acide pentadécanoique (C15:0) 1815 - 0.62 0.67
22 Phytone 1842 - 1.89 0.82
23 Phtalate de diisobutyle 1862 - 0.91 -
24 Acide palmitoléique (C16:1) 1875 - 1.80 2.44
25 Acide palmitique (C16:0) 1938 21.91 36.72 45.29
26 1-Heptadécanol 1968 - 0.52 0.40
27 Acide margarique (C17:0) 2028 - 0.37 0.58
28 Acide linéloique (C18:2) 2090 40.72 11.73 8.99
29 Acide oléique (C18:1) 2095 23.99 15.16 9.92
30 Acide stéarique (C18:0) 2128 6.54 2.03 6.75
31 1-Ecosanol 2220 - 0.34 -
32 Acide éicosanoique (C20:0) 2248 - 2.06 -
33 Acide docosanoique (C22:0) 2531 - 0.35 -
Total 97.82 % 80.68 % 90.31%

IR :Indice de rétention de Kovats sur une colonne en silice fondue DB-5,.CHCI; : Chloroforme, P.a :P.
acutifolia, G.c : G. coronaria, O.a : O. angustissima.
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L’analyse parchromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse des
extraits apolaires (chloroforme) de P. acutifolia, G. coronaria et O. angustissima a
révélé la présence d’une diversité d’acides gras par des concentrations variables. Pour
P. acutifolia, un total de 11 composés a été détecté, représentant 97,82 % de la
composition totale de I'extrait, avec un degré de saturation et d'insaturation de 31,14
% et 64,71 %, respectivement. Ce résultat est cohérent avec celui trouvé pour P.
alkekengi, qui présentait un degré d'insaturation supérieur a celui de saturation (88 %
et 12 %, respectivement) dans son échantillon de graines (Popova et al., 2022).
L'acide linoleique était le composant chimique le plus abondant (40,72 %), suivi de
l'acide oléique (23,99 %) et de l'acide palmitique (21,91 %). Les résultats sur la
composition des acides gras de P. acutifolia étaient comparables de ceux des études
précédentes sur le genre Physalis. L’acide linoléique était également l'acide gras
prédominant pour P. alkekengi (Asilbekova et al., 2016 ; Popova et al., 2022) et P.
angulata(Ramakrishna Pillai et al. 2022). 1l est connu qu'un régime riche en acide
linoléique peut aider a prévenir les maladies cardiovasculaires. De plus, les dérivés de
I'acide linoléique sont des composants structurels de la membrane plasmique qui
servent de précurseurs et de régulateurs métaboliques pour certains éléments (Puente
et al. 2011). De méme pour G. coronaria, un nombre de 28 composés a été identifié,
représentant 80.68 % de la composition totale de I'extrait. L'acide palmitique était le
composant chimique le plus abondant (36.72 %), suivi de l'acide oléique (15.16 %) et
de l'acide linéloique (11,73 %). Il a été rapporté par Mahdi et al al., (2023), la
présence de ’acide palmitique dans I’extrait apolaire (éther de pétrole) d’une espece
G. coronaria de la flore égyptienne dont l'acide oléique était le composant
prédominant par une concentration de (12.58 %). En effet, I'acide palmitique est

indispensable au développement précoce de I'humain. 1l joue un réle clé dans les
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lipides membranaires, sécrétoires et de transport, et pourrait conférer des avantages
pour la survie (Innis, 2016). De plus, I'acide palmitique inhibe la prolifération et la
meétastase des cellules cancéreuses de la prostate (Zhu et al., 2021). En outre, I'apport
alimentaire en acide palmitique peut jouer un réle dans la dyslipidémie,
I'accumulation accrue de graisses ectopiques et I'inflammation associée a la résistance
a l'insuline. Toutefois, son effet sur le métabolisme lipidique est complexe et dépend
de la proportion de graisses saturées et polyinsaturées présentes dans le régime
alimentaire (Murru et al., 2022). Enfin pour O. angustissima, 21 composés ont été
détecté, representant 90.31 % de la composition totale de I'extrait. L'acide palmitique
était le composant chimique le plus abondant (45.29 %), suivi de l'acide oleique (9.92
%) et de l'acide linéloique (8.99 %). De plus des propriétés thérapeutiques citées pour
I'acide palmitique et l'acide linéloique et des effets bénéficiéres qu’ils fournissent au
corps humaines, I’acide oléique est de son tour doté de plusieurs bienfaits. Tout
d’abord, la supplémentation en acide oléique et I'exercice physique peuvent
potentiellement traiter I'obésité en réduisant le poids corporel, les triglycérides et le
cholestérol, tout en favorisant la différenciation des adipocytes beiges et en inhibant
les macrophages (Salama et al., 2023). En outre, un régime riche en huile d'olive peut
diminuer le risque de maladies cardiovasculaires et de cancer, puisque l'acide oléique
joue un réle clé dans la modulation des voies métaboliques hépatiques et intestinales
(Piccinin et al., 2019). Par ailleurs, les régimes a haute teneur en acide oléique
améliorent la composition corporelle et peuvent favoriser la gestion du poids et le
traitement de 'obésité en modulant le métabolisme des lipides et I'apport énergétique
(Bowen et al., 2017). En effet, les acides gras ont une influence capitale dans la
régulation du métabolisme cellulaire, des fonctions cellulaires et de la réponse aux

signaux hormonaux et autres, avec des effets variés sur différentes maladies (Calder,
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2015). De plus, les récepteurs des acides gras libres sont d'une importance capitale
pour la régulation du métabolisme et des réponses immunitaires, représentant ainsi
des cibles thérapeutiques prometteuses dans le traitement des troubles métaboliques et
immunitaires (Kimura et al., 2020). D’un autre coté, il existe une corrélation entre la
consommation excessive d'acides gras saturés et les risques pour la santé humaine, en
particulier certaines formes de maladies cardiaques. En revanche, les acides gras

insaturés sont associés a des bienfaits pour la santé (Shenstone et al. 2020).

1.4.5. Teneur en minéraux

La spectroscopie d'émission plasma-optiqgue a couplage inductif a été
employée afin de determiner la composition minérale des trois plantes étudiees. Les
valeurs nutritionnelles sont exposees dans le tableau 11, exprimées en mg/L (parties
par million) de poids sec pour le fer, le cuivre, le manganese, le zinc et le bore (micro-
minéraux), et en pourcentage de poids sec pour le phosphore, le potassium, le calcium

et le magnésium (macro-minéraux).

Tableau 11. Teneur en minéraux de Physalis acutifolia, Glebionis coronaria et
Ononis angustissima.

Minéraux P.a G.c O.a
macro-  Phosphore 0.23 £0.00 0.36 £ 0.00 0.14 £ 0.00
minéraux Potassium 3.71+0.11 3.59 £0.107 1.18 +0.035
(%) Calcium 2.06 £ 0.2 1.41+£0.141 0.92 + 0.092
Magnésium 0.95 + 0.07 0.35 +0.028 0.18 +0.014
micro-  Fer 2187.52 £ 43.75 575.75 £ 11.515 237.29 +4.74
minéraux Cuivre 25.52+1.25 97.06 + 4.85 52.57 £2.62
(mg/L)  Manganése 48.54 +1.94 66.68 + 2.66 19.43 £ 0.77
Zinc 101.28 + 3.03 117.25+ 351 71.77 £2.15
Bore 39.49+£0.78 33.35+0.66 19.56 £ 0.39

P.a :P. acutifolia, G.c : G. coronaria, O.a : O. angustissima
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Il est notable que les macro et micro nutriments intégrés dans les régimes
alimentaires revétent une importance cruciale dans le développement et le maintien
des fonctions corporelles fondamentales, du fait de leur implication dans tous les
aspects de la croissance, de la santé, de la fertilité, ainsi que dans le développement
des organes, des tissus et des cellules (Puente et al., 2011). Conformément aux
résultats de l'analyse de la composition minérale de P. acutifolia, le micro nutriment
le plus abondant mesuré était le fer, présentant une concentration de 2187,52 mg/L,
suivi du zinc (101,28 mg/L), du manganese (48,54 mg/L), du bore (39,49 mg/L), et du
cuivre (25,52 mg/L). Cependant, le macro nutriment le plus prédominant identifié
était le potassium, affichant une concentration de 3,71 %, suivi par le calcium
(2,06 %), le magnesium (0,95 %), et le phosphore (0,23 %). Concernant la
composition minérale de G. coronaria, le fer se distingue comme le micro nutriment
le plus abondant, avec une concentration mesurée de 575.75 mg/L, suivi par le zinc
(117.25 mg/L), le cuivre (97.06 mg/L), le manganese (66.68 mg/L), et le bore (33.35
mg/L). Cependant, en ce qui concerne les macro nutriments, le potassium se
positionne en prédominance, avec une concentration de 3.59 %, suivi par le calcium
(1.41 %), le phosphore (0.36 %), et le magnésium (0.35 %). En raison de leur teneur
minérale significative, P. acutifolia, G. coronaria et O. angustissima peuvent étre des
options intéressantes pour les produits de suppléments alimentaires vue la nécessité
des minéraux a la santé humaine. Certains éléments minéraux sont indispensables
pour des fonctions métaboliques malgré leur nécessité en quantités tres réduites dans
I'alimentation humaine (Calabrese et al., 1985). En effet,le fer joue un rdle essentiel
dans plusieurs processus métaboliques chez pratiguement tous les organismes,
notamment dans la synthese de I'némoglobine et de la myoglobine, ce qui prévient

I'anémie (Abbaspour et al., 2014). Les plantes renferment des quantités significatives
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de fer, et les produits & base de plantes pourraient constituer une source potentielle
pour la supplémentation en fer (Ancuceanu et al., 2015). De plus, une consommation
accrue de calcium, de magnésium et de phosphore semble étre associée a une
réduction du risque d'ostéoporose, de maladies cardiovasculaires et d'accidents
vasculaires cérébraux (Staszowska-Karkut et Materska, 2020). Par ailleurs, en
raison de ses propriétés en tant qu'antioxydant non enzymatique, la consommation de
zinc est recommandée pour prévenir les dommages oxydatifs cellulaires (Wu et al.,
2005). De plus, Le potassium joue un réle crucial dans la croissance et la physiologie
des plantes, offrant une tolérance au stress abiotique en maintenant I'noméostasie
ionique, en régulant I'équilibre osmotique et en renforcant la défense antioxydante
(Hasanuzzaman et al., 2018). En addition, le potassium joue un rdle crucial dans la
résistance au stress des plantes, influencant la croissance, le métabolisme et la défense
contre divers stress biotiques et abiotiques, offrant ainsi un potentiel pour une

production agricole ameliorée (Wang et al., 2013).

2. Résultats des activités biologiques

2.1. Activité antioxydante

La détermination des composés phénoliques est généralement suivie de I'étude
de l'activité antioxydante des extraits de plantes (Benabderrahim et al., 2019). Les
différents extraits (éthanol, chloroforme, acétate d'éthyle et n-butanol) des trois
plantes (P. acutifolia, G. coronaria et O. angustissima) ont été examinés pour leur
potentiel antioxydant par I’application d’une variété¢ de tests et méthodes (DPPH,
ABTS, FRAP, phénanthroline et SNP). Les résultats du potentiel antioxydant,
mesurés en termes d’ICso ou Aogs, ont été comparés a différents standards de

référence.
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Tableau 12. L’activité antioxydante in vitro des extraits de Physalis acutifolia, Glebionis coronaria et Ononis angustissima.

Extrait DPPH ABTS FRAP Phenanthroline SNP
I1Cs0 (Mg/mL) 1Cs0 (Mg/mL) Aos(pg/mL) Aos(pg/mL) Aos(pg/mL)
P. acutifolia EtOH 331.74 £2.222 54.17+0.372 >200 90.50 +0.502 >400
CHCI; 657.49 +7.70° 222.84 +0.55° 193.94 £1.422 170.66 +0.57° >400
AcoEt 138.46+1.46° 136.53+0.73¢ 141.05 +1.33° 41.5040.33¢ >400
n-BuOH 72.81+0.44° 49.77+0.43¢ 49.77+0.72° 7.33+0.33¢ >400
G. coronaria EtOH 108.79 £ 0.65° 67.46 £ 2.13¢ 192.71 £1.012 >200 >400
CHCI; >800 350.14 +0.45f >200 120.31 + 1.42¢ >400
AcoEt 21.14 +0.19f 30.46 + 0.239 29.16 +0.17¢ 27.86 + 0.56" 295.32 £1.532
n-BuOH 13.89 £ 0.129 29.18 £0.17¢ 34.16 £0.21° 7.23+0.23¢ 171.24 £ 1.65°
O. angustissima EtOH 435.12" 44.89 +0.23" >200 35.58 +0.219 >400
CHCl; >800 42.63 +0.14' 116.24 +1.12f 23.47 +0.08" 260.74¢
AcoEt 412.46' 93.24+0.22 >200 29.2+0.10' >400
n-BuOH 235.43) 13.97 +£0.18% 101.12 £ 1.749 16.8 +0.09 >400
Standard BHA 6.35+0.13% 12.11+0.10' NT 1.04+0.14% NT
BHT 12.59+0.349 1.28+0.05™ NT 2.24+0.06' NT
a-Tocopherol NT NT 34.50+0.50¢ NT NT
Acide ascorbique NT NT 6.50+0.50" NT 7.14 +0.12¢
Trolox NT NT NT NT 34.17+ 1.03°

EtOH : Ethanol, CHCI; : Chloroforme, ACOEL: Acétate d’éthyle, n-BuOH : n-butanol, DPPH : 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle, ABTS : Acide 2,2-azinobis (3-éthyle-benzothiazoline-6-
sulphonique), FRAP : reducing power (Pouvoir réducteur de fer), SNP : Silver nanoparticules (hanoparticules d'argent), BHA : Hydroxyanisole butylé, BHT : Hydroxytoluéne butylé, Les valeurs
dans les colonnes, indiquées par des caractéres non apparentés (a, b, ¢, d, e, f, g, h, i, j, k, | ou m), présentent des différences significatives (p < 0,05).
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Selon les résultats présentés dans le tableau 12, I'extrait de n-butanol de P.
acutifolia présentait un potentiel antioxydant élevé par rapport aux autres extraits de
cette plante avec un I1Cso égal & 72,81 pg/mL et 49,77 pg/mL par les tests DPPH et
ABTS, respectivement, et un Aoségal a 49,77 pg/mL et 7,33 pug/mL par les tests de
FRAP et phénanthroline, respectivement. L'activité de l'extrait de n-butanol était
suivie par celle de I'extrait d'acétate d'éthyle, tandis que I'extrait de chloroforme avait
la plus faible activité antioxydante. Aussi pour G. coronaria, lI'extrait de n-butanol
présentait un potentiel antioxydant élevé par rapport aux autres extraits avec un ICsg
égal a 13.89 pg/mL et 29.18 pg/mL par les tests de DPPH et ABTS, respectivement,
et un Aos égal a 7.23 pg/mL et 171.24 pg/mL par les tests phénanthroline et SNP,
respectivement. Tandis que D’extrait d’acétate d’éthyle a présenté le potentiel
antioxydant le plus élevé avec le test de FRAP par un Aoségal a 29.16 pg/mL. enfin
pour O. angustissima, l'extrait de n-butanol présentait aussi le potentiel antioxydant le
plus élevé par rapport aux autres extraits avec un ICso égal a 235.43 pg/mL et 13.97
pg/mL par les tests DPPH et ABTS respectivement, et un Aoségal a 101.12 pg/mL et
16.8 pg/mL par les tests de FRAP et phénanthroline, respectivement. Tandis que
I’extrait de chloroforme a présenté le potentiel antioxydant le plus élevé avec le test
SNP par un Aoségal a 260.74pg/mL. Les extraits des plantes testés apparaissent tous

moins efficaces en termes d'activité antioxydante que les standards de référence

Il a été constaté que I’efficacité des extraits des plantes varie en fonction des
méthodes des tests utilisées pour évaluer I'activité antioxydante, par rapport aux
standards choisis. La variabilité des resultats obtenus lors de ces tests précédents
indique une variation de la composition chimique et biochimique de chaque extrait
qui contient des composant bioactifs de natures chimiques différentes réagissent

difféeremment a la méthode d'analyse utilisée, ce qui explique la variabilité des

102



Résultats et Discussion

résultats observée (Apak et al., 2016). De maniére générale, les résultats des tests
d'activité anti-radicalaire, tels que le test DPPH, test ABTS, le pouvoir réducteur du
fer, test de phénanthroline et le test des nanoparticules d’argent, révélent une
efficacité claire des extraits de n-butanol et d'acétate d'éthyle par rapport aux autres
extraits d’éthanol et de chloroforme. Cette efficacité peut é&tre attribuée a la
complexité de ces extraits, qui contiennent des substances de polyphénols, notamment
des flavonoides et des flavonols, ainsi qu'a la synergie qui existe entre eux pour
donner une meilleure activité antioxydante (Vermerris et al., 2006). En effet, les
extraits ou composés antioxydants peuvent étre classés en fonction de leurs valeurs
d’ICso ou Agsen tant que « antioxydants tres puissants » (ICso ou Ag5<0,05 mg/mL),
« antioxydants puissants » (ICsoou Aos de 0,05 a 0,1 mg/mL), « antioxydants moyens
» (ICsp0u Ags de 0,1 a 0,15 mg/mL) et « antioxydants faibles » (ICso ou Ags> 0,15
mg/mL) (Fidrianny et al., 2013). En vue des résultats obtenus pour P. acutifolia, G.
coronaria et O. angustissima avec les tests d’évaluation de I’activité antioxydante,
certains de nos extraits sont considérés comme antioxydants trés puissants (1’extrait n-
butanol de P. acutifolia avec une 1Cso égale a 49.77 pg/mL avec le test ABTS et une
Aos égale a 49.77 pg/mL et 7.33 pg/mL avec les tests de FRAP et de phénanthroline
respectivement, 1’extrait n-butanol de G. coronaria avec une ICso égale a 19.89
pg/mL et 29.18 pug/mL avec les tests DPPH et ABTS respectivement et une Ags égale
a 34.16 pg/mL et 7.23 pg/mL avec les tests de FRAP et de phénanthroline
respectivement, et I’extrait n-butanol de O. angustissima avec une 1Cso égale a 13.97
pg/mL avec le test ABTS et une Aos égale a 16.8 pg/mL avec le test de

phénanthroline).

Aucune autre recherche n'a examiné l'activité antioxydante de la plante P.

acutifolia, hormis cette étude-ci. En revanche, les plantes du genre Physalis ont
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démontré des effets antiradicalaires significatifs. Pillai et al., (2022) ont reporté que
les extraits de feuilles et de fruits de P. angulata présentaient une activité
antioxydante remarquable, évaluée in vitro par les méthodes de piégeage du DPPH et
de I'H2O2. De méme, l'espece P. peruviana a exhibé un effet antioxydant dose-
dépendant (Chang et al., 2008). Par ailleurs, les polysaccharides extraits de la tige de
P. alkekengi dévoilent des propriétés antioxydantes remarquables, pouvant
potentiellement améliorer les fonctions cognitives (Liu et al., 2019). Par contre a P.
acutifolia, I’activité antioxydante de I’espece G. coronaria a été évaluée au cours de
certaines recherches. Une variété de cette plante, introduite dans la région de la
Polésie centrale en Ukraine, est reconnue comme une plante de grande valeur en
raison de sa richesse en composés biochimiques. Cette richesse lui confére un
potentiel significatif pour des applications dans les industries alimentaire,
pharmaceutique et thérapeutique, notamment grace a son effet antioxydant
(Ivashchenko, 2019). De méme, Mahdi et al. (2023) ont démontré I'effet antioxydant
prometteur de la plante G. coronaria de la flore égyptienne, attribué aux nombreux
composants présents dans ses huiles essentielles.De méme pour la plante O.
angustissima, plusieurs recherches ont évalué son effet antioxydant. Mezrag et al.,
(2017), ont rapporté la découverte de deux nouveaux flavonoides, en plus de 16
flavonoides déja connus, possédant des propriétés antioxydantes. En outre, Ghribi et
al., (2015), ont isolé des composés possédant une activité antioxydante a partir des
racines d'une espece d'une plante O. angustissima provenant de la flore tunisienne.
Dans le méme contexte, les especes du genre Ononis ont démontré des résultats
significatifs lors de I'évaluation de leur activité antioxydante. O. pubescensL., une
espece de la flore palestinienne, a montré un effet antioxydant notable, testé par la

méthode DPPH avec une valeur d'ICso de 19.41 pg/mL pour un extrait méthanolique
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(Jaradat et al., 2017). De plus, I'espece O. spinosa a également révélé des propriétés
antioxydantes importantes, avec une valeur d'ICso de 23.96 et 101.44 pug/mL évaluée
par les tests de DPPH et ABTS respectivement, ainsi qu'une Aos de 59.61 pg/mL

évaluée par le test de FRAP (Stojkovi¢ et al. 2020).

2.2. Activité anti-enzymatique

Les divers extraits (éthanol, chloroforme, acétate d'éthyle et n-butanol) de P.
acutifolia, G. coronaria et O. angustissima ont également été évalués pour leur
potentiel anti-enzymatique a travers l'application de divers tests et méthodes
(inhibition des enzymes d’Alzheimer, de a-amylase et de I'uréase). Les résultats de ce
potentiel anti-enzymatique, exprimés en termes d'ICso, ont été compares a plusieurs

standards de référence et présentés dans le tableau 13.

Tableau 13. Activité enzymatique in vitro des extraits de Physalis acutifolia,
Glebionis coronaria et Ononis angustissima.

Extrait AChE ICs BChE ICso a-amylase 1Csp Urease 1Csp
(Mg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL)

P. acutifolia EtOH >200 >200 >400 NA
CHCl; >200 187.12 +1.36* >400 NA
AcoEt >200 >200 >400 NA
n-BuOH >200 >200 >400 NA
G. coronaria EtOH >200 >200 >400 NA
CHCl; >200 101.5+0.89° >400 NA
AcoEt >200 >200 >400 NA
n-BuOH >200 >200 >400 NA
0. EtOH >200 >200 >400 NA
angustissima CHCI; >200 20.52 = 0.58°¢ >400 NA
AcoEt >200 >200 >400 NA
n-BuOH >200 >200 >400 NA
Standard Galantamine 6.27+0.36 34.75 +1.99¢ NT NT
Acarhose NT NT 365.09+2.07 NT

Thiourée NT NT NT 11.57+1.13

EtOH : Ethanol, CHCI5: Chloroforme, AcoEt: Acétate d’éthyle, n-BuOH : n-butanol, AChE :
Acetylcholinestérase, BChE : Butyrylcholinestérase, Les valeurs dans les colonnes, indiquées par des
caractéres non apparentés (a, b, ¢ ou d), présentent des différences significatives (p < 0,05).
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Selon les résultats de I’activité anti-enzymatique des différents extraits P.
acutifolia, G. coronaria et O. angustissima, les extraits de chloroforme des trois
plantes ont été les seuls a présenté un effet significatif anti-BChE par rapport aux
autres extraits (extraits éthanol, acétate d’éthyle et n-butanol) avec une valeur ICso
égale a 187,12 pg/mL, 101.5 pg/mL et 20.52 pg/mL pour P. acutifolia, G. coronaria
et O. angustissima respectivement. Cependant, 1’ICso du contrle positif, la
galantamine, était de 34,75 pg/mL. Les autres extraits étaient presque inactifs contre
le Butyrylcholinestérase avec des valeurs d’ICsp supérieures a 200 pg/mL. De plus,
tous les extraits testés étaient également presque inactifs contre a la fois I'enzyme anti-
AChE (ICs0> 200 ug/mL) et I'enzyme anti a-amylase (ICs0> 400 pg/mL), et inactif

contre ’enzyme inhibiteur de 1’uréase.

Le traitement et la prévention de certaines maladies, telles que la maladie
d'Alzheimer et le diabete sucre, peuvent étre réalisés en contrlant les enzymes
impliquées dans certains processus métaboliques clés (Vujanovica et al., 2019). La
maladie d'Alzheimer est un trouble neurologique progressif qui provoque la
détérioration des neurones cholinergiques et une diminution des niveaux
d'acétylcholine dans certaines régions du cerveau. Cette condition affecte le systeme
nerveux central, entrainant des déficits cognitifs et une perte de mémoire (Clader et
Wang, 2005). L’acétylcholinestérase (AChE) et le butyrylcholinestérase (BChE) sont
les deux types de cholinestérases impliquées dans cette maladie (Taslimi et Gulgin,
2018). L’acétylcholinestérase est rapportée comme l'enzyme prédominante dans le
cerveau humain et son activité augmente aux premiers stades de la maladie. En
revanche, le butyrylcholinestérase est liée a la régulation du niveau d'acétylcholine
avec un role secondaire et son activité augmente aux stades avancés de la maladie

(Chen et al., 2017). Pour cette raison, lI'inhibition de ces deux enzymes est essentielle
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pour compenser la carence cholinergique dans la maladie d'Alzheimer (Zengin et al.,
2018). Bien que des inhibiteurs tels que le donépézil, la rivastigmine et la galantamine
aient été utilisés pour traiter I'Alzheimer, les recherches scientifiques actuelles se
concentrent sur des sources biologiquement actives en raison de la faible efficacité et
des complications associées a ces inhibiteurs synthétiques (Gidaro et al., 2015). Les
plantes médicinales sont considérées comme une source abondante de nombreux

composeés naturels dotés d'une activité anti-enzymatique (Gokhan et al., 2015).

2.3.

Le Facteur de Protection Solaire (SPF) est une mesure universelle utilisée pour

Activité photoprotectrice

évaluer l'efficacité des écrans solaires. Il s'agit du rapport, determine par des tests
invivo, entre I'énergie des rayonnements UV nécessaire pour provoquer un érythéme
cutané sur une peau protégée par un écran solaire et celle nécessaire sur une peau non

protegée (Wroblewska et al. 2019).

Tableau 14. Activité photoprotectrice des extraits éthanoliques de Physalis acutifolia,
Glebionis coronaria et Ononis angustissima.

Extrait Activité photoprotectrice (Concentration en mg/mL)
2 1 0.5 0.25 0.125 0.065
P. acutifolia 34.16 £0.46* 21.32+0.36° 13.78+1.13%° 8.07+1.64* 239+1.01* 1.09+0.07%
G. coronaria 34.13+0.43* 27.87+0.72° 10.23+0.35° 4.89+0.19 1,78 +1.43* 0.73+0.05°
O. angustissima 3243 0.72° 32.05+0.41° 30.21+0.62° 16.27+0.41° 8.49+1.02® 7.79+0.21°
Benzophénone 35.96 £ 0.42° 3542 +0.78% 35.06 +0.43° 34.85+0.21¢ 3524 +0.96° 31.34+1.01°
Dibenzophénone 36.78 £0.10° 36.49 +0.06° 36.61 + 0.53Y 35.84+0.71Y 35.06+0.31° 35.05 + 1.02¢

Les valeurs dans les colonnes, indiquées par des caractéres non apparentés (a, b, ¢, d ou e), présentent
des différences significatives (p < 0,05).
Les résultats de l'activité photoprotectrice de des extraits éthanoliques de P.

acutifolia, G. coronaria et O. angustissima ainsi que les deux standards utilisés
(benzophénone et dibenzophénone) sont présentés dans le tableau 14. Selon les

résultats, les extraits éthanoliques des trois plantes ont montré une activité

107



Résultats et Discussion

photoprotectrice importante avec une valeur de SPF égale a 34.16, 34.13 et 32.43
pour une concentration de 2 mg/mL pour les extraits de P. acutifolia, G. coronaria et
O. angustissima, respectivement comparativement a une activité de 35,96 et 36,78
pour les standards, benzophénone et dibenzophénone, respectivement, pour la méme
concentration. Selon Ratnasooriya et al., (2016), les valeurs de SPF de 2 a 12, de 12
a 30 et > 30 sont respectivement classées comme faibles, modérées et ¢levées. Les
extraits de P. acutifolia et de G. coronaria semble avoir une efficacité
photoprotectrice élevée a une concentration de 2 mg/mL, par ailleurs, celui d’O.
angustissima a une efficacité photoprotectrice élevée a une concentration de 0.5
mg/mL. Ces résultats peuvent étre expliques par la présence de flavonoides et de
tanins, car ces deux composes ont la capacité d'agir comme antioxydants (Martins et
al., 2016). Il a eté largement déterminé récemment que les extraits de plantes
contenant des flavonoides ont la capacité d'absorber les rayons UV-B et UV-A
(Lefahal et al. 2018). En conséquence, plusieurs chercheurs ont lié la teneur en
flavonoides des extraits de plantes a leurs propriétés photoprotectrices (Silva et al.
2014; Souza et al. 2015). La technique consistant a inclure des composes ou des
extraits de plantes ayant des propriétés photoprotectrices et antioxydantes a
récemment attiré beaucoup d'attention comme moyen d'améliorer l'efficacité des
écrans solaires. Les plantes médicinales et leurs produits sont actuellement
particulierement prometteurs comme écrans solaires cosmétiques, selon plusieurs
études (Ayad et al. 2022; Wang et al., 2022). Pour cette raison que notre étude sur
ces trois plantes (P. acutifolia, G. coronaria et O. angustissima) s’est intéressée par
I’évaluation de leur pouvoir photoprotecteur vu le manque de recherches précédentes
pour les trois plantes sur cet axe thérapeutique. Les résultats promoteurs obtenus

encouragent d’autres engagements approfondis pour l’utilisation des composants
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isolés des extraits de ces plantes ou bien des extraits méme pour améliorer I'efficacité

des écrans solaires ou pour la formulation des cremes.

2.4. Activité antimicrobienne

L'activité antimicrobienne des extraits éthanoliques de P. acutifolia, G.
coronaria et O. angustissima a été examinée face a quatre souches bactériennes de
référence ainsi qu'un pathogene fongique a une concentration d’extrait de 30 mg/mL,
en utilisant la méthode de diffusion sur disques. Les résultats sont illustrés dans le

tableau 15.

Tableau 15. Activité antimicrobienne des extraits éthanoliques de Physalis acutifolia,
Glebionis coronaria et Ononis angustissima.

Souches Diamétre de la zone d’inhibition (mm)
EtOH P.a EtOH G.c EtOH O.a CAP EtOH
E. coli Gram- 12 +0.1° 12 +0.09° 8 £0.14° 15 +0.42° 00
St. aureus Gram+ 19+0.12° 12 +0.12° 0 19 +0.32° 00
P. aeruginosa Gram- 15+0.09° 15+0.15° 9+0.23° 39 +0.51°¢ 00
S. thermophilus Gram- 7 £0.04° 12 +0.21° 9+0.14° 33 +0.43¢ 00
F. Oxysporum Champignon 12 +0.08° 0 10 £0.3¢ 00 00

EtOH : éthanol, P.a :P. acutifolia, G.c : G. coronaria, O.a : O. angustissima, CAP : Chloramphénicol, Les
valeurs dans les colonnes, indiquées par des caractéres non apparentés (a, b, ¢, d ou e), présentent des différences
significatives (p < 0,05).

Les plantes médicinales présentent un potentiel en tant que médicaments
antimicrobiens et sources de nouveaux agents anti-infectieux, et un nombre croissant
d'études examine leur activité antimicrobienne (Rios et Recio, 2005). L’évaluation de
’activité antimicrobienne des extraits éthanoliques de P. acutifolia, G. coronaria et
O. angustissima a révélé des résultats variables qui se résument par les diamétres de
zones d’inhibition de chaque extrait face aux souches pathogenes. Les résultats
présentés dans le tableau 15 ont révélé I'effet antimicrobien de I'extrait éthanolique de

P. acutifolia contre les souches testées a une concentration de 30 mg/mL, avec des
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valeurs de diametre de zone d'inhibition variant de 7,00 a 19,00 mm. L'inhibition a été
observée face aux bactéries Gram+, Gram- et la souche fongique. St. aureus a
présenté la souche la plus sensible a I'extrait éthanolique de P. acutifolia avec un
diametre de zone d'inhibition de 19 mm, suivi de P. aeruginosa (15 mm), F.
oxysporum (12 mm), et enfin S. thermophilus (7 mm), indiquant une activité
antimicrobienne faible contre cette souche. De méme, ’effet antimicrobien a été
observé aussi pour I'extrait éthanolique de G. coronaria face aux souches bactériennes
testées, et son absence sur la souche fongique a une concentration de 30 mg/mL, avec
des valeurs de diametre de zone d'inhibition variant entre 12,00 et 15,00 mm.
L'inhibition s'est observée vis-a-vis des bactéries Gram+ et Gram-. La souche P.
aeruginosa s'est montrée la plus sensible a 1’extrait éthanolique de G. coronaria,
affichant un diamétre de zone d'inhibition de 15 mm, tandis que les autres souches
bactériennes (E. coli, St. aureus et S. thermophilus) ont montré un diamétre de zone
d'inhibition de 12 mm. Tandis pour O. angustissima, les résultats obtenus ont mis en
évidence l'activité antimicrobienne de son extrait éthanolique a une concentration de
30 mg/mL, vis-a-vis de quatre souches microbiennes parmi les souches testées. Les
diamétres des zones d'inhibition ont vari¢ de 8,00 a 10,00 mm. Une inhibition
significative a été observée contre les bactéries Gram- ainsi que la souche fongique
Fusarium Oxysporum, qui a manifesté une sensibilité notable avec un diametre de
zone d'inhibition de 10 mm. Les souches P. aeruginosa et S. thermophilus ont
également montré une sensibilité avec des diamétres de zone d'inhibition de 9 mm
chacune, tandis qu'E. coli a présenté une inhibition Iégerement moindre avec un
diamétre de 8 mm. St. aureus, en revanche, n'a montré aucune zone d'inhibition,
suggérant l'absence d'activité antimicrobienne de I’extrait éthanolique d’O.

angustissima contre cette souche. En effet le diametre de la zone d'inhibition est le
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parametre primordial pour 1’évaluation d’inhibition de croissance des germes par les
composants bioactifs, et cette inhibition est classée comme légere, modérée ou
importante en fonction du diamétre, étant respectivement D <10 mm, 10 mm < D <15
mm, et D > 15 mm (Carovié¢-Stanko et al. 2010). La découverte de nouveaux agents
antimicrobiens est essentielle pour éradiquer les pathogenes résistants. En outre, la
formulation de produits alimentaires ou cosmétiques naturels et sécurisés d'un point
de vue microbiologique représente une préoccupation croissante des consommateurs
(Zink, 1997). Les extraits éthanoliques de plantes présentent un potentiel
thérapeutique notable en tant qu'antioxydants naturels et agents antimicrobiens,
permettant de prévenir les maladies infectieuses et de préserver les denrées
alimentaires. Par ailleurs, ces agents naturels offrent une solution potentielle aux
problemes environnementaux liés a la pollution et a la résistance microbienne
engendrés par les produits et médicaments synthétiques (Hechaichi et al., 2023).
L'effet antimicrobien des extraits éthanoliques de P. acutifolia, G. coronaria et O.
angustissima peut étre attribué a leur composition phénolique par la présence de
certains composants a potentiel antimicrobien notable comme la rutine, I’acide
fumarique, l'acide vanillique et autre. En effet, la rutine et ses analogues se sont
révélés bactériostatiques en démontrant une activité antimicrobienne contre diverses
souches bactériennes (Pankey et Sabath, 2004;Bernatova et al., 2013;
Ganeshpurkar et Saluta, 2017). Des éetudes antérieures ont mis en évidence les
propriétés antibactériennes de certaines espéces végétales riches en flavonoides, en
particulier la rutine (Nanasombat et Teckchuen, 2009; Adamczak et al., 2019). De
plus, il a été démontré que la rutine pouvait potentialiser I'activité antibactérienne
d'autres composés, a la fois sur les bactéries Gram (+) et Gram (-), de maniere

similaire a l'ampicilline, l'amoxicilline/acide clavulanique ou le chloramphénicol
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(Lupascu et al., 2010). Ce composé a également montré un effet synergique avec
plusieurs autres substances, telles que I'acide aminopénicillanique et divers
flavonoides, inhibant l'activité antibactérienne et la formation de biofilms et de B-
lactamases (Amin et al., 2015; Miklasinska-Majdanik et al., 2023). En outre,
I'activité antimicrobienne de l'acide fumarique a été démontrée contre plusieurs
bactéries pathogenes couramment rencontrées en clinique, cette activité pouvant étre
influencée par des facteurs tels que le pH (SkFivanova et Marounek, 2007; He et al.,
2011). De plus, l'acide vanilliqgue a inhibé la croissance d'Enterobacter cloacae
résistant aux carbapénémes et de S. aureus en perturbant les membranes cellulaires, ce
qui montre son potentiel en tant que conservateur naturel contre les bactéries
résistantes aux antibiotiques (Qian et al., 2019). La présence de ces composes dotés
de propriétés thérapeutiques et surtout antimicrobiennes est trés importante dans les

domaines industriels, pharmaceutiques et alimentaires.

Le potentiel antimicrobien du genre Physalis et des deux plantes G. coronaria
et O. angustissima a été évalué par des études précédentes (pour la plante P.
acutifolia, cet étude se considére comme une premiere évaluation de cet espéce).
Selon Helvaa et al., (2010), I'extrait méthanolique de P. alkekengi a montré une
activité antimicrobienne contre 5 bactéries Gram+ différentes a une concentration de
500 pg/mL, avec des diameétres de zone d'inhibition allant de 19,8 +3,6 4 31,8+1,9
mm, ainsi que contre 5 bactéries Gram- différentes, avec des diametres de zone
d'inhibition allant de 11,2+1,5 a 16,6 3,2 mm. GoOztok et Zengin, (2013) ont
démontré que P. peruviana possédait une activité antimicrobienne contre tous les
micro-organismes testés, avec des valeurs de concentration minimale inhibitrice
variées. De plus, El-Beltagi et al., (2019) ont observé que les extraits éthanoliques de

fruits de P. peruviana montraient une activité antibactérienne significative contre B.
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cereus et E. coli avec desdiamétres de zone d'inhibition de 17,2 mm et 12,45 mm
respectivement, et une activité moyenne contre S. typhimurium et S. aureus avec

desdiametres de zone d'inhibition9,33 mm et 8,6 mm respectivement.

D’un autre coté, Diksha et al., (2021) ont rapporté que les extraits de fleurs
de G. coronaria, & la fois méthanoliques et dichlorométhaniques, ont montré une
activité antibactérienne contre Aeromonas sp. (bactérie Gram -) et St. aureus (bactérie
Gram +). L'extrait méthanolique a présenté la plus forte activité contre Aeromonas sp.
avec une zone d'inhibition de 12 mm, comparé a 8 mm pour [Iextrait
dichlorométhaniques. Pour la plante O. angustissima, Benmeddour et al., (2024) ont
montré D’effet antimicrobien d’une espéce de cette plante appartenant a la flore
algérienne contre des bactéries Gram (+) et Gram (-) (St. aureus, P. aeruginosa et E.
coli), ainsi qu'une bonne inhibition contre deux souches fongiques (Aspergillus niger
et Scedosporium apiospermum). De plus, Ghibi et al., (2016) ont rapporté le pouvoir
antimicrobien d’une espéce de cette plante appartenant a la flore tunisienne testé face
aux P. aeruginosa, E. coli, E. faecalis, St. aureus et une souche clinique
d'Acinetobacter sp, avec un effet antibactérien significatif contre P. aeruginosa et E.

faecalis.

2.5.Activité antiproliférative

L’effet antiprolifératif des extraits éthanoliques de P. acutifolia, G. coronaria,
O. angustissima a €eté évalué face aux trois lignées cellulaires, a savoir L929 (ligne
cellulaire de fibroblastes), CAPAN-1 (ligne cellulaire de cancer du pancréas) et dld-1
(ligne cellulaire d'adénocarcinome colorectal), en utilisant le test de bromure de 3[4,5-
diméthylthiazol-2-yl]-2,5-diphényltétrazolium (MTT). Les résultats sont présentés

dans le tableau 16.
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Tableau 16. Effet antiprolifératif des extraits éthanoliques de Physalis acutifolia,
Glebionis coronaria et Ononis angustissima sur les lignées cellulaires.

Extrait Concentration viabilité cellulaire (%)

(EtOH) (en mg/mL) did-1 CAPAN-1 L929
P. acutifolia 1 46.42+0.63°  57.74+1.54° 93.25 +2.14°
0.5 110.58 +1.79°  147.61+3.54°  304.97 + 5.65°
0.25 148.47 £2.31°  152.02+4.23°  302.33 +4.36°
0.125 172.37£2.98%  178.98+4.78%  307.67 + 4.98°
G. coronaria 1 105.08 £ 1.87¢ 38.53 +1.20° 215.64 + 3.45¢
0.5 145.18 +2.14"  183.25+2.87  353.71%6.35°
0.25 199.69 +3.14¢  186.52+3.158  376.24+5.78"
0.125 224.76 +4.25"  189.06 +3.65"  375.85+5.21°
O. angustissima 1 33.05 + 0.87' 4256 +1.12"  108.02 +2.268
0.5 95.21 +1.23 55.96 +1.78°  130.84+2.36"
0.25 140.62 £ 2.14% 11467 +2.36  147.92+3.14
0.125 210.7+2.98 17959 +3.14%  353.75+5.74°

Absorbance de contréle 0.239 0.242 0.122

EtOH : Ethanol, L929: ligne cellulaire de fibroblastes, CAPAN-1: ligne cellulaire de cancer du
pancréas, dld-1: ligne cellulaire d'adénocarcinome colorectal, Les valeurs dans les colonnes, indiquées
par des caracteres non apparentés (a, b, ¢, d, e, f, g, h, i, j, k ou I), présentent des différences
significatives (p < 0,05).

Les résultats de cette étude révelent un effet antiprolifératif notable de I'extrait
éthanolique dérivé de P. acutifolia sur les lignées cellulaires dld-1 et CAPAN-1,
observé notamment a une concentration de 1 mg/mL, dont I'extrait a produit l'effet le
plus élevé, entrainant une réduction de la viabilité cellulaire a 46.42 % pour dld-1 et a
57.74 % pour CAPAN-1. Cependant, aucun effet antiprolifératif significatif n'a été
observé aux concentrations (0.5, 0.25 et 0.125 mg/mL). Par ailleurs, I'extrait
éthanolique de P. acutifolia a démontré une faible toxicité envers les lignées
cellulaires L929, utilisées comme témoins de cellules saines, avec une viabilité
cellulaire de 93.25 % a une concentration de 1 mg/mL (Figure 22). De méme, pour

O. angustissima, l'extrait éthanolique a induit un effet antiprolifératif significatif sur

les lignées cellulaires dld-1 et CAPAN-1, entrainant une viabilité cellulaire de 33.05
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% et 42.56 % respectivement, tandis qu'un effet antiprolifératif léger a été observé sur
la lignée cellulaire L929, avec une viabilité cellulaire de 108.02 %, pour une
concentration de 1 mg/mL (Figure 24). En revanche, pour G. coronaria, son extrait
éthanolique a présenté un effet antiprolifératif significatif uniquement sur la lignée
CAPAN-1, avec une viabilité cellulaire de 38.53 %, tandis qu'un effet cytotoxique
faible a été observé sur la lignée cellulaire dld-1 et une viabilité accrue a été constatée
sur la lignée L929, avec des pourcentages de viabilités cellulaires de 105.08 % et

215.64 %, respectivement a une concentration de 1 mg/mL (Figure 23).

En effet, les plantes médicinales possedent un potentiel prometteur en tant que
nouvelles thérapies anticancéreuses et antiprolifératives, en raison de leurs propriéetes
anticarcinogenes et chimioprotectrices puissantes. Elles contiennent des composés
moins toxiques et offrent des perspectives efficaces pour la prévention et le traitement

du cancer (Gezici etSekeroglu, 2002).

L'évaluation de l'activité antiproliférative de certaines plantes de Physalis a
donne des résultats prometteurs (Huang et al., 2020). P. neomexicana a démontré un
effet antiprolifératif notable sur deux lignées cellulaires de cancer du sein humain,
MDA-MB-231 et MCF-7, suggérant son potentiel comme agent thérapeutique pour le
traitement du cancer du sein, avec des valeurs de ICso de 1,7 et 6,3 UM,
respectivement (Cao et al., 2015). De méme, les withanolides de P. peruviana L. ont
montré une activité cytotoxique sélective contre deux lignées cellulaires de cancer de
la prostate, LNCaP et 22Rvl, avec des valeurs de ICso de 0,94 et 0,99 uM
respectivement (Xu et al., 2017). En outre, les withanolides extraits de P. angulata L.
ont démontré une activité cytotoxique contre trois lignées cellulaires différentes a
savoir A549, p388 et Hela, avec des valeurs de 1Cso de 11,36, 8,03 et 21,75 uM

respectivement (Meng et al., 2019). Quant a P. acutifolia, les withanolides extraits de
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I'extrait méthanolique de cette plante ont montré une activité antiproliférative contre
un panel de lignées cellulaires cancéreuses humaines, notamment NCI-H460 (cancer
du poumon non a petites cellules), SF-268 (gliome du systéeme nerveux central), PC-3
(adénocarcinome de la prostate) et MCF-7 (adénocarcinome du sein), ainsi que contre
des cellules fibroblastiques pulmonaires humaines normales (WI-38), avec des valeurs
de I1Cso de 6,5, 7,2, 2,3, 1,7 et 3,9 uM respectivement (Xu et al., 2021). De plus, des
études précédentes ont montré le pouvoir antiprolifératif des autres plantes, G.
coronaria et O. angustissima. Lee et al., (2002), ont rapporté ’effet antiprolifératif
d’un lactone sesquiterpénique avec des dérivés dihydrochrysanolide isolés d’une
plante G. coronaria, contre des lignées de cellules humaines telles que A549, PC-3 et
HCT-15. Ghribi et al., (2016), ont rapporté dans leur étude sur I’espéce O.
angustissima de la flore tunisienne, son effet antiproliferatif sur la lignée cellulaire
cervicale humaine HeLa en utilisant le test MTT, avec une valeur d’ICso égale a 0,53
mg/mL. D’autres espéces appartenant au genre Ononis ont présenté des effets
antiprolifératifs importants. O. diffusa et O. variegata, ont été examinées par
Graziani et al. (2021) pour leur potentiel contre des lignées cellulaires de cancer
colorectal. L'activité antiproliférative des extraits bruts a été testée sur un ensemble de
modeles cellulaires de cancer du cblon, incluant des lignées sensibles au cetuximab
(Caco-2, GEO, SW48), intrinsequement résistantes (HT-29 et HCT-116) et résistantes
acquises (GEO-CR, SW48-CR). O. diffusa a montré une activité cytotoxique notable,
particulierement sur les lignées cellulaires résistantes a [’anticorps monoclonal
cetuximab. De plus, les plantes médicinales des familles des Astéracées et des
Fabacées dont elles appartiennent G. coronaria et O. angustissima, respectivement,
montrent un potentiel dans le traitement de divers cancers en Afrique. Cependant, des

recherches supplémentaires sont nécessaires pour évaluer leur efficacité sur d'autres
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types de cancers et pour leur développement en thérapies anticancéreuses (Raimi et
al., 2020). Ces resultats valident le potentiel antiprolifératifs P. acutifolia, G.

coronaria et O. angustissimacontre des lignées cellulaires supplémentaires.

Par ailleurs, la présence de molécules bioactives dans ces plantes suggere que
des tests supplémentaires sur différents types de lignées cellulaires et de lignées
cancéreuses pourraient étre envisagés pour explorer leurs potentiels thérapeutiques

dans le traitement du cancer.
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Figure 22. Cytotoxicité de I’extrait éthanolique de Physalis acutifolia face aux les
lignées cellulaires dld-1, CAPAN-1 et L929.
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Figure 23. Cytotoxicité de ’extrait éthanolique de Glebionis coronaria face aux les
lignées cellulaires dld-1, CAPAN-1 et L929.
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Figure 24. Cytotoxicité de ’extrait éthanolique de Ononis angustissima face aux les
lignees cellulaires dld-1, CAPAN-1 et L929.
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Conclusion

Conclusion

Dans cette étude, I'exploration des propriétés thérapeutiques de trois plantes
algériennes a été entreprise dans le contexte de la recherche de nouvelles thérapies
issues de sources naturelles. Les résultats ont démontré un potentiel prometteur,
mettant en lumiére la richesse des composés phénoliques et flavonoides dans ces
plantes, en particulier sous des conditions d'extraction optimisees. Les évaluations de
diverses activités biologiques ont révélé des effets significatifs, notamment une forte
activité antioxydante, anti-enzymatique, antimicrobienne et antiproliférative. De plus,
les analyses approfondies ont permis d'identifier et de caractériser les composants
actifs responsables de ces effets bénéfiques. Ces résultats suggérent un potentiel
thérapeutique important dans ces plantes, offrant des perspectives prometteuses pour
le développement de nouvelles thérapies a partir de ressources naturelles en Algérie.
Cette etude souligne ainsi I'importance de la recherche phytochimique dans la
valorisation des plantes médicinales et dans la deécouverte de nouveaux agents

thérapeutiques.

Il est crucial d'envisager des étapes futures visant a exploiter pleinement le
potentiel thérapeutique identifié. L'optimisation des conditions d'extraction a non
seulement amélioré le rendement en composés actifs, mais a également révélé des
profils phytochimiques riches en composés phénoliques et flavonoides. A l'avenir, des
recherches plus approfondies pourraient explorer les mécanismes d'action spécifiques
de ces composés, en particulier leurs interactions synergiques qui semblent renforcer
leur efficacité antioxydante et leurs autres activités biologiques. De plus,
I'identification précise des composants bioactifs par des techniques avancées telles

que la spectrométrie de masse contribuera a élucider leur impact sur les voies
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métaboliques cellulaires et les cibles thérapeutiques potentielles. Ces efforts sont
essentiels pour non seulement consolider les données obtenues, mais aussi pour ouvrir
de nouvelles voies vers le développement de thérapies alternatives et complémentaires

issues de la richesse botanique algérienne.
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Annexe 1. Physalis acutifolia (a. Plante, b. Feuille, c. Fleur, d et e. Fruit), M’Sila,

18.8.2021, photos : Khellaf Rebbas.

Annexe 2. lllustration de Glebionis coronaria récoltée dans la region de Hammam Dalaa
(M’sila), Mars 2022, Photo Khellaf Rebbas.
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Annexe 3. lllustration de Ononis angustissima récoltée dasn la region de M’Sila, Mai
2021, Photos Khellaf Rebbas
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Annexe 4. Courbes d’étalonnage de la quercétine et ’acide gallique.
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Annexe 5. Paramétres opérationnels de I’instrument de la spectrométrie d'‘émission
optique a plasma couplé par induction

Instrument

Adaptation RF
Puissance RF

Gaz de nébuliseur
Profondeur
d'échantillonnage
Température de la
chambre de pulvérisation
Chambre de pulvérisation
Type de nébuliseur
Débit d'argon

Interface a vide

Taux d'absorption de la
solution

Acquisition de données

Agilent™ 7700x ICP-MS
210V

1600 W

0.57 L/min

10.0 nm

2°C

Double passe de type Scott

MicroMist

Plasma: 15 L/min; Auxiliaire: 0.9 L/min; nébuliseur: 1.0-1.1
L/min

4 torr, quadrupole: 2 105 torr

1.8 mL/min

Peak hopping : Saut de pic ; Temps de réplication 200 ms ;
Temps de séjour 200 ms ; Balayages/lecture 3 ;
Lectures/réplication 3 ; Nombre de répliques 3.

mall

Snls Mamas_N_G03is
amgier i

35

]
=

F M 003.cd 254nm.4nm
325
3007
275
250

2007
1759

1509

1009

Zsl_AML_,—’l—/\“A__L—
o

0,0 50 100 150

W0 380 400 450 S00 S50 600 650 700 750min

Annexe 6. Chromatogramme d’extrait éthanolique de Physalis acutifolia par
chromatographie liquide a haute performance couplé a un détecteur a barrette de
diodes (HPLC-DAD) (1- acide fumarique, 2- acide vanillique, 3- acide férulique, 4-

rutine, 5- acide trans-cinnamique).
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Annexe 7. Chromatogramme d’extrait éthanoligue de G. coronaria par
chromatographie liquide a haute performance couplé a un détecteur a barrette de
diodes (HPLC-DAD) (1- acide gallique, 2- Pyrocatéchol, 3- Catéchine, 4- p-
hydroxybenzaldéhyde, 5- Acide férulique, 6- rutine).
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Annexe 8. Chromatogramme d’extrait éthanolique de Ononis angustissima par
chromatographie liquide a haute performance couplé a un détecteur a barrette de
diodes (HPLC-DAD) (1- acide fumarique, 2- acide protocatéchuicique, 3- p-
hydroxybenzaldéhyde, 4- acide vanillique, 5- acide chlorogénique, 6- acide férulique,
7- cynarine, 8- coumarine, 9- propyl Gallate, 10- acide trans-cinnamique, 11-
hespérétine, 12- génistéine).
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Annexe 9. Composition chimique de I’extrait éthanolique de Physalis acutifolia
parchromatographie liquide couplé a la spectrométrie de masse a ionisation par
électrospray (LC-ESI-MS/MS)(1-Acide protocatéchuicique, 2-Acide chlorogénique,
3-Hydroxybenzaldehyde, 4-Acide caféique, 5-Vanilline, 6-Acide o-coumarique, 7-
Acide salicylique, 8-Hespéridine, 9-1soquercitrine, 10-Kaempférol-3-glucoside, 11-
Fisetine, 12-Naringénine).
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Annexe 10. Composition chimique de I’extrait éthanolique de Glebionis coronaria
parchromatographie liquide couplé a la spectrométrie de masse a ionisation par
électrospray (LC-ESI-MS/MS)(1-Acide protocatéchuicique, 2-Acide chlorogénique,
3-Hydroxybenzaldéhyde, 4-Acide caféique, 5-Acide o-coumarique, 6-Acide
salicylique, 7-Protocatehuic ethyl ester, 8-Hespéridine, 9-lsoquercitrine, 10-
Kaempférol-3-glucoside, 11-Acide trans-cinnamique, 12-Quercetine).
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Annexe 11. Composition chimique de I’extrait éthanolique de Ononis angustissima

parchromatographie liquide couplé a la spectrométrie de masse a ionisation par
électrospray (LC-ESI-MS/MS) (1-Acide gallique, 2-Acide protocatéchuicique, 3-Acide
chlorogénique, 4-Hydroxybenzaldéhyde, 5-Acide caféique, 6-Vanilline, 7-Acide o-
coumarique, 8-Acide salicylique, 9-Taxifolin, 10-Acide trans-ferulique, 11-
Hespéridine, 12-Isoquercitrine, 13-Kaempférol-3-glucoside, 14-Chrysin, 15-Acide
trans-cinnamique, 16-Quercetine, 17-Baicalein, 18-Luteolin, 19-Biochanin A).
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Annexe 12. Chromatogramme de la composition en acides gras de I’extrait de
chloroforme de Physalis acutifolia illustré par chromatographie gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (GC-MS) (1- trans-2-heptenal, 2- acide caprylique, 3-9-
oxodécanoate de méthyle, 4- hydroxytoluéne buthylé, 5- acide dodécanoique, 6- phtalate
d’isobutyle méthylique, 7- acide myristique, 8- acide palmitique, 9- acide lineloique, 10-
acide oléique, 11- acide stéarique).

152



Annexes

. 20 .
= 23 ]
24
6 12 17 22
13
L 2 i? 8 10 14 45 >1 2526 27 -
P B Fat .i { | i.\tl. } LL_,_LHJ_—_
& £ E] E3

Annexe 13. Chromatogramme de la composition en acides gras de [’extrait
dechloroforme de Glebionis coronaria illustré par chromatographie gazeuse couplée a
la spectrométrie de masse (GC-MS)(1-Trans-2-hepténal, 2-Acide caprylique (C8:0),
3-Trans-2-nonénal, 4-Trans,trans-2,4-nonadiénal, 5-Acide nonanoique, 6-Méthyl 9-
oxodécanoate, 7-Phtalate de diméthyle, 8-Butylhydroxytoluéne, 9-
Dihydroactinidiolide, 10-Acide nonanedioique (acide azélaique), 11-Tridécanol, 12-
Méthyl 10-oxo-8-décénoate, 13-Phtalate de méthyle isobutyle, 14-Acide myristique
(C14:0), 15-1-Hexadécanol, 16-Acide pentadécanoique (C15:0), 17-Phytone, 18-
Phtalate de diisobutyle, 19-Acide palmitoléique (C16:1), 20-Acide palmitique
(C16:0), 21-1-Heptadécanol, 22-Acide margarique (C17:0), 23-Acide linéloique
(C18:2), 24-Acide oléique (C18:1), 25-Acide stéarique (C18:0), 26-1-Ecosanol, 27-
Acide éicosanoique (C20:0), 28-Acide docosanoique (C22:0)).
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Annexe 14. Chromatogramme de la composition en acides gras de ’extrait de
chloroforme de Ononis angustissima illustré par chromatographie gazeuse couplée a
la spectrométrie de masse (GC-MS) (1- méthyl mandélate, 2- méthyl 9-oxodécanoate,
3- phtalate de diméthyle, 4- Buthylhydroxytoluéne, 5- Dihydroactinidiolide, 6-
Acétylrésorcinol, 7- Acide nonanedioique (acide azélaique), 8- n-Tridécénol, 9-
Phtalate de méthyle isobutyle, 10- Acide myristique (C14:0), 11- Acide 2-
propénoique, 3-(4-hydroxy), 12- 1-Hexadécénol, 13- Acide pentadécanoique (C15:0),
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14- Phytone, 15- Acide palmitoléique (C16:1), 16- Acide palmitique (C16:0), 17-1-
Heptadécénol, 18- Acide margarique (C17:0), 19- Acide linoléique (C18:2), 20-
Acide oléique (C18:1), 21- Acide stéarique (C18:0)).

Annexe 15. Structures chimiques des composants identifiés.
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OH OH
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Acide trans-ferulique Acide vanillique Baicalein
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Biochanin A Catéchine
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