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Résumés

Résumé

Dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales algériennes et de la recherche de nouveaux
agents thérapeutiques naturels, cette thése a porté sur une enquéte ethnobotanique et sur I’étude de deux
especes, Achillea ligustica (Asteraceae) et Borago officinalis (Boraginaceae), choisies en fonction des
résultats obtenus dans les régions de Mila et de Skikda. L’enquéte a révélé une richesse culturelle et un
usage traditionnel bien ancrés, orientant 1’étude vers [’analyse phytochimique et 1’évaluation
pharmacologique. Les extraits ont été préparés par macération hydroalcoolique suivie d’un
fractionnement, puis analysés pour déterminer les teneurs totales en composés phénoliques (méthode de
Folin-Ciocalteu) et en flavonoides (méthode au trichlorure d’aluminium), tandis que la caractérisation
qualitative et quantitative des composés a été réalisée par LC-ESI-MS/MS, permettant d’identifier
notamment 1’acide chlorogénique, I’acide coumarique, I’acide gallique, la naringénine, le kaempférol,
la myricétine, la quercétine et la rutine. L’activité antioxydante, évaluée par les méthodes DPPH, ABTS,
FRAP et phénanthroline, a mis en évidence un fort pouvoir antiradicalaire, particuliérement marqué
pour I’extrait d’acétate d’éthyle de 4. ligustica. L’étude anti-enzymatique a montré une inhibition
marquée des cholinestérases par B. officinalis, ainsi qu’une activité significative des deux espéces contre
I’a-amylase (ICso de 199,92 + 3,80 a 334,32 + 1,87 ug/mL) et I'uréase (ICso de 39,52 + 0,48 a 97,66 +
0,92 pg/mL). L’activité antimicrobienne a révélé que A. ligustica présentait les zones d’inhibition
bactérienne les plus élevées (jusqu’a 14 mm) et des CMI comprises entre 0,125 et 0,25 mg/mL, en plus
d’une inhibition totale de certains champignons phytopathogenes aprés 48 heures. Enfin, les tests de
cytotoxicité réalisés sur Artemia salina ont indiqué une faible toxicité pour A. ligustica et une toxicité
modérée pour B. officinalis. Ces résultats mettent en évidence le potentiel pharmacologique prometteur
des deux espéces étudiées et ouvrent la voie a leur valorisation dans le développement de nouvelles

approches thérapeutiques.

Mots clés : Enquéte ethnobotanique, Achillea ligustica, Borago officinalis, Polyphénols, Flavonoides,

LC-ESI-MS/MS, Activités biologiques.



Résumés

Abstract

In the context of valorizing Algerian medicinal plants and exploring new natural therapeutic agents, this
thesis combined an ethnobotanical survey with phytochemical and pharmacological investigations of
Achillea ligustica (Asteraceae) and Borago officinalis (Boraginaceae). The ethnobotanical survey,
conducted in the regions of Mila and Skikda, revealed a significant cultural richness related to the
traditional use of medicinal plants within the studied population. Plant materials were extracted by
maceration in 70% methanol (MeOH/H:O: 70/30, v/v) for 24 hours under agitation, followed by
successive liquid-liquid partitioning into solvents of increasing polarity (n-hexane, chloroform, ethyl
acetate, and n-butanol). Extraction yields were calculated for each fraction, with A. ligustica exhibiting
the highest yield in the n-butanol fraction (6.4%) and B. officinalis in the same fraction (1.6%). Total
phenolic and flavonoid contents were determined spectrophotometrically using the Folin—Ciocalteu and
aluminium chloride (AICls) methods, respectively. Qualitative and quantitative characterization of
phenolic constituents was carried out by liquid chromatography—electrospray ionization tandem mass
spectrometry (LC-ESI-MS/MS). A. ligustica contained the highest levels of total phenolic compounds
(151.25 £ 2.39 pg GAE/mg extract) and flavonoids (54.38 £ 0.29 pg QE/mg in the ethyl acetate
fraction). Several major phenolic acids, including chlorogenic, p-coumaric, and gallic acids, as well as
flavonoids such as naringenin, kaempferol, myricetin, quercetin, and rutin, were identified in both
species. Biological activities were assessed through multiple in vitro assays. Antioxidant capacity was
evaluated by DPPH, ABTS, FRAP, and phenanthroline assays, revealing strong radical scavenging and
reducing activities, particularly for the ethyl acetate fraction of 4. ligustica. Anti-enzymatic potential
was investigated against cholinesterases, a-amylase, and urease using standard inhibition assays. B.
officinalis exhibited marked cholinesterase inhibition, while both species showed significant a-amylase
(ICso0: 199.92 + 3.80 to 334.32 + 1.87 pg/mL) and urease inhibition (ICso: 39.52 + 0.48 to 97.66 £ 0.92
pg/mL). Antimicrobial activity was determined via agar disk diffusion and broth microdilution methods.
A. ligustica displayed bacterial inhibition zones up to 14 mm and minimum inhibitory concentrations
between 0.125 and 0.25 mg/mL, and its ethyl acetate fraction completely inhibited the growth of
phytopathogenic fungi within 48 hours. Cytotoxicity was assessed using the Artemia salina lethality

assay, indicating low toxicity for 4. ligustica and moderate toxicity for B. officinalis.

Overall, the combination of ethnobotanical insights, detailed phytochemical profiling, and
comprehensive bioactivity evaluation highlights these two Algerian species as valuable reservoirs of

bioactive metabolites with promising therapeutic potential.

Keywords: Ethnobotanical survey, Achillea ligustica, Borago officinalis, polyphenols,
flavonoids, LC-ESI-MS/MS, biological activities.
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1. INTRODUCTION

L'utilisation de produits naturels comme ressource thérapeutique est aussi ancienne que
la civilisation humaine et, pendant longtemps, les végétaux ont constitué la seule source de
substances bioactives (Kornberg, 1997). Au fil de I'histoire, les humains ont toujours eu recours
aux ressources de la nature, dans le but d'améliorer leurs conditions de vie et de garantir leur
survie (Bernardini ef al., 2018). Prés de 80 % de la population mondiale utilise des médicaments
a base de plantes pour répondre a ses besoins essentiels en santé, tandis que jusqu’a 90 % de la
population des pays en développement fait appel aux plantes médicinales (Murad ef al., 2011).
Au fil du temps, les plantes ont été sélectionnées et classées, et des techniques de culture ont
été mises en place. Les plantes aux vertus thérapeutiques étaient utilisées de maniére
traditionnelle, un savoir transmis de génération en génération (T. Ali et al., 2022) . L usage des
plantes médicinales dans le maintien et la récupération de la santé s’est fait au cours du temps,
évoluant des formes les plus simples de traitement jusqu’aux technologies de fabrication de
médicaments industriels. Toutefois, 1l existe d'énormes différences entre ces deux modes
d’utilisation. Dans les deux cas, I’étre humain a mené des recherches et découvert des composés
bioactifs produisant des effets bénéfiques sur I’organisme (Jamshidi-Kia er al., 2018). Les
substances actives des plantes médicinales sont les produits du métabolisme primaire et
secondaire. Chaque famille, espéce, et méme chaque partie de la plante peut présenter une
composition et une concentration différentes de ces substances, ce qui explique la diversité des
effets thérapeutiques observés. Certaines substances actives végétales peuvent cependant étre

nocives pour I’organisme humain (Butnariu & Bocso, 2022).

Les plantes médicinales sont largement utilisées dans la médecine traditionnelle africaine
depuis longtemps, et leur usage a pris une place de plus en plus importante dans la société
moderne. Initialement, les populations employaient les plantes a des fins nutritionnelles, mais
avec la découverte de leurs propriétés médicinales, la flore est devenue une source essentielle
pour la guérison des maladies et I’amélioration de la santé (Mahomoodally, 2013). Selon
Sofowora (1996), la médecine traditionnelle en Afrique continue de jouer un réle crucial dans
la santé publique, en raison des défis économiques et sanitaires, notamment la difficulté d’acces
de la population aux soins médicaux et pharmaceutiques. Cela renforce la dépendance aux
systéemes médicaux traditionnels fondés sur des remédes a base de plantes, utilisés pour la

prévention des maladies, le maintien de la santé ou le traitement des affections.
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L’Algérie englobe une grande biodiversité, avec des activités biologiques pertinentes,
couramment exploitées dans les préparations de la médecine populaire. Son climat
caractéristique contribue de maniére significative a la présence naturelle d’espéces ayant une
grande valeur économique, utilisées dans des secteurs allant de 1’industrie pharmaceutique et
cosmétique a 1’industrie alimentaire et chimique (Belhouala & Benarba, 2021). Dans ce pays
I'usage des plantes médicinales est profondément ancrée dans la pratique indigéne, influencée

par la culture africaine, donnant naissance a une vaste culture populaire (Fajinmi ef al., 2017).

Le retour a la médecine naturelle ou traditionnelle nécessite une position trés ferme de la
part des milieux académiques. Il est préoccupant aujourd'hui de constater, a travers les enquétes
ethnobotaniques, ['utilisation indiscriminée de plantes médicinales sans aucune connaissance
phytochimique, pharmacologique et toxologique. Ces enquétes révélent que cela concerne la
majorité des espéces végétales consommeées par la population (Cerqueira ef al., 2020). La
phytothérapie existe principalement sur le marché informel, ce qui représente un grand danger
pour la santé de la population (Boullata & Nace, 2000). L'identification correcte des espéces,
leurs compositions chimiques et activités biologiques, ainsi que le controle de qualité, sont
également des questions a résoudre. Cela offre aux laboratoires spécialisés (herboristeries,
pharmacies de préparation, industries de phytothérapie, établissements d'enseignement
pharmaceutique) les conditions nécessaires pour effectuer leur préparation, commercialisation

ou étude, en toute sécurité, fondée sur des connaissances scientifiques (Ahmad et al., 2006).

Face aux limites thérapeutiques et aux effets indésirables fréquemment associés aux
médicaments conventionnels, les recherches actuelles s’orientent de plus en plus vers
I’exploration d’alternatives naturelles (Najmi et al., 2022). Ces derniéres années, de grands
progres scientifiques ont été réalisés dans la compréhension des mécanismes d'action de
diverses classes de composés phytochimiques, tels que les composés phénoliques, constitués
d'acides phénoliques et de flavonoides, des substances bioactives trés présentes dans les plantes
médicinales (B. R. Albuquerque et al., 2021), qui ont montré un large spectre d'activités
biologiques, telles que I'activité antimicrobienne, anti-inflammatoire, antidiabétique, ainsi que

l'activité cytotoxique, entre autres (Y. Zhang ef al., 2022).

Une autre activité actuellement trés étudiée dans les plantes est leur potentiel antioxydant
dans les extraits et/ou les substances isolées. Les antioxydants naturels présents dans les plantes

agissent en inhibant les espéces réactives de l'oxygeéne (ERO), lesquelles sont impliquées dans
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plusieurs physiopathologies tels que le cancer, les troubles métaboliques, digestives,

cardiovasculaires et neurodégénératives comme la maladie d'Alzheimer (Gasmi et al., 2022).

Cette thése se concentre sur I’étude de deux plantes médicinales spécifiques, Achillea
ligustica et Borago officinalis, en vue d’explorer leur potentiel thérapeutique. L’objectif
principal est de relier les savoirs ethnobotaniques traditionnels a une analyse scientifique
rigoureuse, afin de valider les usages traditionnels de ces plantes a travers des tests
phytochimiques et biologiques approfondis. Pour cela, la structure de cette recherche se divise

en trois parties distinctes :

e La premiére partie est consacrée a une revue bibliographique détaillée sur les plantes
médicinales, leur composition chimique et leurs diverses applications thérapeutiques. Cette
section met également en lumiére les propriétés bioactives des plantes étudiées.

e La deuxiéme partie présente la méthodologie expérimentale, qui inclut une enquette
ethnobotanique permettant la récolte des plantes, leur identification botanique, ainsi que
I’analyse phytochimique de leurs extraits. Cette partie explore également les méthodes utilisées
pour évaluer les activités biologiques des extraits, telles que 1’antioxydant, anti-enzymatique,
antimicrobienne et cytotoxique.

e La troisieme partie présente les résultats expérimentaux obtenus et une discussion
approfondie des données, en les comparant avec les résultats d’études similaires pour mieux

comprendre I’efficacité thérapeutique des plantes étudiées.

Enfin, cette thése se conclut par une synthése des principaux résultats et propose des
perspectives pour I’exploitation de ces plantes dans le développement de nouveaux traitements

médicaux.
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2. REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

2.1. Médecine traditionnelle

La médecine traditionnelle est un ensemble de connaissances, de compétences et
d’expériences basées sur des théories, des croyances et des expériences provenant de différentes
cultures, utilisées pour traiter et prévenir diverses maladies, qu'elles soient physiques ou
mentales. Dans de nombreux pays, elle est également désignée sous le terme de médecine
alternative ou complémentaire. La forme la plus populaire de médecine traditionnelle est le
traitement a base de plantes (phytothérapie), utilisé dans les pays en développement par jusqu'a

80 % des régions comme soins de santé primaires (Yuan ef al., 2016).
2.2. Phytothérapie et plantes médicinales

Le terme phytothérapie provient du mot grec "phyton" (plante) et "therapy"” (guérison),
signifiant "guérison par les plantes". C’est un domaine scientifique qui se consacre au traitement
et a la prévention des maladies en utilisant des plantes médicinales et des produits végétaux.
Les plantes médicinales sont celles qui, en étant introduites dans le corps humain ou animal ou
en entrant en contact avec lui, déclenchent une activité pharmacologique (Miraldi & Baini,
2019). Elles sont depuis longtemps appréciées pour leur contenu en substances biologiquement
actives, qui ont un effet positif sur la santé humaine. En médecine, les plantes médicinales
occupent toujours une place importante et sont principalement utilisées pour la prévention, mais
aussi dans le traitement des maladies et pour la régénération générale de I’organisme. Selon les
estimations de la FAO (2002), il existe plus de 50 000 plantes médicinales. Environ 80 % de la
population mondiale, soit prés de deux milliards de personnes, dépend principalement des
plantes médicinales (Chi, 1994). Les substances contenues de ces plantes sont des produits issus
du métabolisme primaire et, principalement, du métabolisme secondaire dont les plus
importantes sont les huiles essentielles, les phénols simples, les flavonoides, les tanins, les

coumarines,quinones, les alcaloides et les glycosides (Bernhoft, 2010).
2.3. Substances naturelles issues du métabolisme secondaire

Bien que la quantité de substances isolées a partir des organismes vivants soit énorme, il
existe certaines substances et réactions biologiques communes a tous les organismes, telles que
la synthése et la dégradation des hydrocarbures, des acides gras, des protéines et des acides

nucléiques. Ces réactions sont appelées réactions métaboliques primaires et leurs produits sont
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des meétabolites primaires (Butnariu & Bocso, 2022). Les métabolites primaires servent de
substrats de base pour le métabolisme secondaire. Bien que la biogenése des métabolites
secondaires dépende de quelques métabolites primaires, il existe de nombreuses voies
conduisant 4 la transformation en divers métabolites secondaires, tout comme 1l existe une

multitude de produits finaux (Tiwari & Rana, 2015).

Les métabolites secondaires sont accumulés par les plantes grace a la structure de leurs
cellules et de leurs organes (composée de vacuoles, parois cellulaires, plastides, plasmodesmes,
idioblastes, canaux lactés, intercellulaires et trichomes glandulaires) (Crozier ef al., 2006). 11
est supposé que la plupart de ces substances, dont environ 100 000 sont actuellement connues,
jouent un role dans le mécanisme de défense des plantes, qui s'est développé au cours de
millions d'années de coexistence avec des organismes nuisibles (Erb & Kliebenstein, 2020). Le
role des métabolites secondaires dans la réaction de défense de la plante varie; certains agissent
directement de maniére toxique sur les organismes cibles, tandis que d'autres servent de

substances de communication (Martin & Liras, 2019).

Des théories suggérent que la biogenése de certains types de substances est
particuliérement fonctionnelle en relation avec leur action contre un type particulier de
pathogéne, de prédateur, d'agent pollinisateur, d'espéce végétale envahissante ou pour se
protéger d'un phénomeéne physique (Divekar et al., 2022). Cependant, les métabolites
secondaires ne sont pas uniquement des substances de protection; ils jouent souvent aussi le
role d'attractants (monoterpénes odorants, caroténoides) et parfois, la structure de la molécule
du métabolite permet de remplir les deux fonctions (Bartley et al., 1994). Ces substances (les
métabolites secondaires) peuvent étre classés essentiellement en trois grandes catégories: les

phénols, les terpéneset les alcaloides (Gonzalez Mera et al., 2019).
2.3.1. Polyphénols

Les polyphénols sont des composés naturels appartennant aux métabolites secondaires,
qui résultent de deux principales voies de synthése: Voie du shikimate (phénylpropanoide) et
la voie acétate-malonatedans les plantes (Zagoskina et al., 2023). Ils jouent un réle important
dans la croissance et la reproduction, fournissent une protection contre les pathogénes et les
prédateurs, et contribuent aux caractéristiques colorées et sensorielles des plantes. En plus de
leurs fonctions importantes dans les plantes, les polyphénols présentent également une large

gamme de propriétés bénéfiques pour la santé humaine, telles que des effets anti-allergénes,
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anti-inflammatoires, antimicrobiens, antioxydants, antithrombotiques, cardioprotecteurs et

neuroprotecteurs (Li ef al., 2014).

Les composés phénoliques sont des substances qui possedent au moins un noyau
aromatique avec un ou plusieurs groupes hydroxyles attachés. Leur structure est trés variée ;
les phénols simples comprennent les composés qui possédent un seul anneau aromatique lié a
un ou plusieurs groupes hydroxyls. Par contre, les polyphénols sont ceux qui possédent
plusieurs anneaux phénoliques dans leur structure (Cheynier, 2012). Ils sont classés en fonction
du nombre et de I'arrangement de leurs atomes de carbone. Ils se retrouvent couramment sous
forme de conjugés avec des acides organiques ou des glucides, ot un ou plusieurs résidus sucrés
sont liés a des groupes hydroxyles, mais il existe aussi des liaisons directes du sucre

(polysaccharide ou monosaccharide) au carbone aromatique (Abbas ef al., 2017).

Les principaux groupes de composés phénoliques sont : les acides phénoliques (acides
hydroxylbenzoiques et acides hydroxylcinnamiques), les flavonoides (flavanones, isoflavones,
flavanols, flavones et anthocyanidines...), les tanins, les coumarines et les lignanes (Bertelli et

al., 2021).

2.3.1.1. Acides phénoliques

Les acides phénoliques (Figure 1), représentent une classe importante de substances
phénoliques ayant des fonctions biologiquement actives. On les trouve généralement dans les
plantes et les produits alimentaires (Martins ef al., 2011). D'un point de vue chimique, ce sont
toutes les composés organiques qui possédent au moins un groupe carboxyle et un groupe
hydroxyle phénolique. Cependant, selon leur structure, ils se divisent en deux sous-groupes :
dérivés des acides hydroxybenzoiques et dérivés des acides hydroxycinnamiques. Les acides
hydroxybenzoiques, qui ont une structure commune C6-C1, sont les plus simples trouvés dans
la nature et incluent les acides gallique, p-hydroxybenzoique, protocatéchique, vanillique et
syringique. Les acides hydroxycinnamiques sont des composés aromatiques, possédent neuf
atomes de carbone avec (C6-C3), et les plus courants sont les acides caféique, férulique, p-

coumarique et synaptique (Latay & Gil-Izquierdo, 2008).
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R: = OH(Acidesalicylique)

R = OH (Acide p-hydroxybenzoique)

R: = Rs = OH (Acide protocatéchuique)

R: = OCHs, Rs = OH (Acide vanillique)

R = Rs = Rs = OH (Acide gallique) (a)
> = R4 = OCHs, Rs = OH (Acide syringique)

1
R: = R: = Rs = R4 = H (Acide cinnamique) R

Rs = OH (Acide p-coumarique) R% ~

Rz = Rs = OH (Acide caféique)

R: = OCHs; Rs = OH (Acide férulique)
> = R4 =0OCH;s; Rs = OH (Acide synapique) (b)

Figure 1 : Structure chimique des principaux acides (a) hydroxybenzoiques (b)

hydroxycinnamiques (Heleno ef al., 2015).

2.3.1.2. Flavonoides

Les flavonoides font partie d'un large groupe de substances phénoliques caractérisées
structurellement par un systéme contenant trois anneaux (C6-C3-C6), appelés respectivement
anneau A, C et B (Figure 2). La biosynthése des flavonoides suit une voie mixte, car un
intermédiaire de la voie de 1’acide shikimique (p-coumaroyl-CoA ou cinnamoyl-CoA) est
nécessaire, ainsi qu'un autre intermédiaire de la voie de I’acide acétique (malonyl-CoA), a
travers une réaction de condensation catalysée par l'enzyme chalcone-synthase (CHS). A partir
de la chalcone formée (2'-4'-6'-trihydroxychalcone), des enzymes spécifiques catalysent une
série de modifications structurelles pour la construction du flavonoide, telles que l'insertion de
groupements hydroxyles, méthoxyles, ou encore des réactions redox et des glycosylations
(Koes et al., 1994). En fonction du degré d'oxydation de la chaine C3, on distingue les structures
de base suivantes des flavonoides avec des caractéristiques physico-chimiques et des propriétés
biologiques distinctes: Les flavanones, les flavanonols, Les isoflavones, les
leucoanthocyanidines (flavan-3,4-diols), les flavones, les flavonols, catéchines (flavan-3-ol) et

les anthocyanidines (Panche et al., 2016).
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Structure de base des flavonoides

, A O o
N Y OH
- OH
Flavanones Flavanonols Isoflavones Flavan-3, 4-diols
e} (8] 0 o’
|
O
5 " X OH OH
Flavonols Flavone Catéchines Anthocyanidines

Figure 2 : Principales classes de flavonoides (Careri ef al., 1998).

Dans les plantes, les flavonoides peuvent étre trouvés sous forme d'aglycones, ou plus

fréquemment sous forme de dérivés glycosides. Parmi les flavonoides, les flavones (apigénine,

lutéoline, diosmétine, ...), les flavonols (quercétine, myricétine, kaempférol, ...) et leurs

glycosides sont les plus répandus. Ils sont présents dans le régne végétal, a l'exception des

algues et des champignons. Les flavonols peuvent étre trouvés sous forme de O-glycosides et

les flavones sous forme de O-glycosides et C-glycosides. La structure du C-glycoside des

flavonoides est caractérisée par une liaison carbone-carbone entre le carbone anomérique de la

molécule de sucre et le carbone C-6 ou C-8 du noyau du flavonoide. Les flavanols (par exemple,

naringénine, hespéridine) sont principalement présents dans les agrumes et les prunes sous

forme d’O- ou C-glycosides. Les isoflavones (par exemple, génistéine, daidzéine) possédent

dans leur structure le cycle B d'une molécule de flavonoide, qui est attaché au carbone C-3 de
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I’hétérocycle (Kumar & Pandey 2013). Ce groupe se trouve principalement dans les
légumineuses. Le groupe le plus important des pigments végétaux hydrosolubles sont les

anthocyanines, responsables des couleurs des fleurs et des fruits des plantes supérieures

(Wrolstad, 2004).

2.3.1.3.Tanins

Les tanins sont un groupe de substances organiques naturellement présentes dans de
nombreuses plantes. Ils jouent le réle de métabolites secondaires que les plantes utilisent pour
se défendre contre les infections, les insectes ou les animaux, en raison de leur gotit, de leur

odeur ou de leur toxicité éventuelle (Barbehenn & Peter Constabel, 2011).

D’un point de vue chimique, ce sont des composés polyphénoliques de masse moléculaire
relativement élevée (Koleckar et al., 2008). Ces composés sont divisés en tanins condensés et

hydrolysables (Figure 2).
a) Tanins condensés

Ce sont des composés polymeéres et oligoméres, constitués de bases de flavan-3-ol. Ces
dérivés peuvent se chainer par condensation et atteindre un degré de polymérisation allant de
deux a plus de cinquante unités de base. La polymérisation des tanins condensés est médiée par

une liaison carbone—carbone (Schofield et al., 2001).
b.Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables constituent une sous-catégorie des tanins. Ils sont eux-mémes
divisés en deux groupes : les gallotanins et les ellagitanins (Mueller-Harvey, 2001). L unité
structurelle de base commune a ces deux sous-groupes est le glucose. Des molécules d’acide
gallique, ou d’acide ellagique, sont li¢es a la molécule de glucose. Cette liaison est réalisée par
estérification du groupe carboxyle présent dans la structure de ces acides. L’estérification peut

également avoir lieu sur les groupes hydroxyles présents sur ces molécules (Varila ef al., 2019).
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Figure 3 : Structure de base des (a) tanins condensés et (b) tanins hydrolysables (Das et

al., 2020).

2.3.1.4. Coumarines

Les coumarines forment un groupe hétérogéne de métabolites secondaires, présentes dans
un large éventail de plantes supérieures. Elles se distinguent par leurs effets sédatifs,
hypnotiques ou antimicrobiens. Des recherches récentes ont confirmé que, durant la derniére
décennie, les coumarines ont montré un effet positif dans le traitement de la dépression ou du
cancer (Stringlis ef al., 2019). Ces composés sont des lactones de 1’acide o-hydroxycinnamique.
Dans les plantes fraiches, elles se trouvent sous forme de composés glycosidiques. Cependant,
lors du séchage, ces composés sont libérés, permettant aux coumarines de se dégager et de

produire une odeur caractéristique (Yarnell & Abascal, 2009).

Selon leur structure chimique, elles peuvent étre classées en: Coumarines simples et
coumarines condensées (Figure 3), qui se divisent en furanocoumarines et pyranocoumarines

(Bourgaud et al., 2006).

PSON

(a) (b) (c)

Figure 4 : Structures de bases des (a) Coumarines simples, (b) Furanocoumarines et (c)

Pyranocoumarines (Venugopala et al., 2013).
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2.3.1.5. Lignanes

Les lignanes sont des substances naturelles présentes dans tout le régne végétal. Il s'agit
d'un large groupe de composés dérivés des intermédiaires de la voie du shikimate (de 'acide
cinnamique et de 'acide p-coumarique) (Umezawa, 2003). D'un point de vue structural, les
lignanes (Figure 4) sont généralement désignés sous forme de diméres, mais certains peuvent
également étre des triméres ou des tétrameéres. Ils se trouvent dans presque toutes les parties
morphologiques de la plante. La plupart des lignanes se trouvent sous forme libre, mais certains
peuvent étre présents en combinaison avec un glycone et former des glycosides (Zhang ef al.,
2014). La fonction biologique des lignanes dans les plantes n'est pas complétement élucidée,
mais leur fonction principale est probablement la protection contre les herbivores et les
organismes pathogénes. Ils montrent également des effets antifongiques et antibactériens

(Stringlis ef al., 2019).

Figure 5 : Structure de base des lignanes (Cui ef al., 2020).
2.3.2. Terpénes

Les terpénes sont des métabolites secondaires associés a la croissance et au
développement des plantes. Leur unit¢ de base est I'isopréne (Figure 5). Les terpénes,
également connus sous le nom d'isoprénoides, constituent une classe de métabolites secondaires
des plantes avec la plus grande diversité structurelle et fonctionnelle (Phillips ef al., 2008;
Marchev ef al., 2014). La structure chimique des terpénes est représentée par I'union de deux,

quatre, six, huit ou plus d'unités d'isopréne (Dey & Harborne 1997).

11
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[

|
H

Figure 6 : Structure chimique d'isopréne (CsHg) (Parekh et al., 2024).

En fonction du nombre d’unités d’isopréne, on les classe ainsi : Hémiterpénes (1 molécule
d’isopréne), monoterpénes (2 molécules d’isopréne), Sesquiterpenes (3 molécules d’isoprene),
diterpénes (4 molécules d’isopréne), triterpenes (6 molécules d’isopréne), tétraterpénes (8

molécules d’isopréne), polyterpénes (plus de 8 molécules d’isopréne).

Les terpénes et leurs dérivés ont montré diverses activités biologiques dans le domaine
pharmaceutique, étant utilisés comme substances antimicrobiennes, sédatives, tranquillisantes,
analgésiques, anticonvulsivantes et méme antidépresseurs (de Sousa ef al., 2007; Perazzo et al.,

2007; Leite et al., 2008).

Les terpénes sont des composants importants des essences ou huiles essentielles, qui sont
généralement des meélanges de monoterpénes, sesquiterpénes, aldéhydes, cétones, alcools et
esters. Ils ont généralement un point d’ébullition bas, une densité plus faible et un indice de
réfraction plus ¢levé que I’eau. Les huiles essentielles peuvent servir d’attractifs pour les
insectes pollinisateurs, de régulateurs de la transpiration ou encore jouer un role défensif en
agissant comme des phytoncides, c¢’est-a-dire en inhibant la croissance de micro-organismes

(Siddiqui et al., 2024)

Les huiles essentielles sont le plus souvent extraites a 1’aide de solvants non-polaires a
partir de matériel végétal. On peut utiliser comme solvants, par exemple, 1’éthanol, I’hexane ou
le glycérol. D’autres méthodes d’extraction incluent la distillation a la vapeur d’eau, le pressage,
I’extraction sur lit fluidisé, I’extraction au dioxyde de carbone, entre autres (Tongnuanchan &

Benjakul, 2014).
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2.3.3. Alcaloides

Les alcaloides sont naturellement synthétisés par un grand nombre d’organismes, y
compris les animaux, les plantes, les bactéries et les champignons (Saxena ef al., 2013). IIs
sont formés en tant que métabolites secondaires a partir des acides aminés et présentent
généralement une saveur ameére accompagnée de toxicité, ce qui aide a repousser les insectes et
les herbivores (de la Rosa ef al., 2010). La plupart des alcaloides contiennent un noyau de
pyridine, de quinoléine, d’isoquinoléine ou de tropane (Figure 6). Ils sont facilement solubles
dans ’alcool et peu solubles dans ’eau. Dans les plantes, les alcaloides se trouvent

principalement dans les graines et les racines (Singh, 2016).

Les alcaloides constituent une source essentielle de médicaments pharmaceutiques. Ils
sont utilisés comme anesthésiques locaux et stimulants, comme la cocaine (Saxena et al., 2013).
De plus, des recherches montrent que la consommation de certains alcaloides présente des
avantages pour la santé. Par exemple, la théobromine a des effets diurétiques puissants, stimule
et dilate les vaisseaux sanguins (de la Rosa et al., 2010). D’autres alcaloides d’origine végétale

importants incluent les stimulants supplémentaires tels que la caféine, la nicotine et la morphine

(Doughari, 2012).
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Figure 7 : Structures des noyaux hétérocycliques des alcaloides : pyridine (a),

quinoléine (b), isoquinoléine (c) et tropane (d) (Oliveri & Di Bella, 2011).
2.4. Méthodes d’extraction

Dans I’industrie agroalimentaire, le terme extraction désigne le processus par lequel une
ou plusieurs substances sont transférées d’une matrice biologique vers une phase liquide, suivi
de la séparation de cette phase et de I’isolement des composés d’intérét. La matiére premiére
utilisée pour I’extraction peut étre d’origine animale ou végétale (animaux, poissons , plantes

et algues) (Sasidharan et al., 2010).
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Il est essentiel, lors d'un procédé d’extraction, de déterminer I’emplacement des
composés cibles ainsi que leurs propriétés physico-chimiques. Lorsque ces informations sont
connues, 1’objectif est de maximiser a la fois le rendement et la pureté de 1’extrait obtenu. Les
procédés d’extraction peuvent étre classés selon la nature de I’échantillon et la phase dans
laquelle les substances extraites se répartissent: extraction par solvant a partir d’un échantillon
en phase liquide ou solide, selon la nature hydrophile ou hydrophobe du composé actif et de
I’agent d’extraction, selon le nombre de répétitions du procédé, ou encore selon le sens
d’écoulement du solvant d’extraction (Markom et al., 2007). L extraction solide-liquide est un
phénomeéne de transport de masse au cours duquel les composés solides contenus dans une
matrice migrent vers le solvant mis en contact avec cette matrice. Ce phénomeéne peut étre
ameélioré par des modifications des coefficients de diffusion induites par des méthodes

conventionnelles et non conventionnelles (Lozano-Grande ef al., 2018).
2.4.1. Méthodes d’extraction conventionnelles

L’extraction conventionnelle par solvant est la technique la plus couramment utilisée a
I’échelle industrielle pour obtenir des composés bioactifs a partir de matrices végétales (Latoui
et al., 2012). Cependant, ces méthodes nécessitent des temps d’extraction longs et présentent
de faibles rendements (Singh & Saldaiia, 2011). De plus, un temps d’extraction prolongé ou
une température élevée peuvent avoir des effets négatifs sur les composés cibles, entrainant par
exemple la dégradation des composés phénoliques. Etant donné que 1’extraction solide-liquide
est une opération hétérogene et multicomposant impliquant un transfert de masse instable d’une
matrice solide vers un liquide, les solutés peuvent étre extraits a des vitesses différentes en
fonction de leur localisation (surface externe, pores, vacuoles, etc.) et de leur solubilité (Diaz-
Reinoso er al., 2006). Les procédures générales d’extraction conventionnelles solide - liquide

sont : la macération, I’hydrodistillation et Extraction de Soxhlet.
2.4.1.1. Macération

La macération est une technique trés ancienne d’extraction des composés actifs a partir
de diverses matrices, et demeure aujourd’hui encore pratiquée comme méthode simple et
économique, adaptée aux matériaux employés. Le procédé consiste 4 mettre en contact, avec
agitation (statique ou dynamique), I’échantillon et un solvant pendant une durée et a une
température déterminées. A la fin du processus, le liquide extracteur est séparé et le résidu est

pressé (Albuquerque et al., 2017).
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Cette technique est considérée comme un procédé statique, non exhaustif, qui ne permet
pas I’extraction totale de la matiére premicre végétale, soit en raison de la saturation du liquide
extracteur, soit a cause de I’établissement d’un équilibre diffusif entre le milieu extracteur et
I’intérieur des cellules. Bien que simple, cette méthode requiert souvent de longues périodes

d’extraction et consomme de grands volumes de solvant (Ferrero et al., 2025).
2.4.1.2. Hydrodistillation

La méthode d’hydrodistillation consiste en I’utilisation d’un ballon de distillation
contenant la mati¢re végétale médicinale et un solvant (généralement de I’eau). Cette technique
est couramment réalisée a 1’aide d’un dispositif connu sous le nom d’appareil de Clevenger ou
par simple distillation a la vapeur d’eau. Le mélange est chauffé de manicre externe a 1’aide
d’une résistance électrique, ce qui entraine la formation de vapeurs qui se condensent dans un
condenseur, ou les huiles essentielles sont collectées. La vapeur contenant [’huile essentielle se
condense et I’huile est ensuite séparée (More et al., 2022). Cependant, lors des procédés
d’hydrodistillation, des modifications chimiques peuvent survenir et les composés
thermosensibles peuvent facilement étre dégradés a la température d’ébullition de 1’eau. Par
conséquent, la qualité des extraits d’huiles essentielles peut étre fortement altérée (Baptista-

Silva ef al., 2020).
2.4.1.3. Extraction de Soxhlet

L’appareil utilisé¢ pour cette méthode, principalement appliquée aux substances solides,
comprend un ballon, un extracteur de Soxhlet et un condenseur. On fixe d’abord le ballon
inférieur contenant le solvant, sur lequel est placé I’extracteur de Soxhlet muni d’une cartouche
d’extraction remplie de 1’échantillon. Un condenseur est fixé sur la partie supérieure. Le
solvant, chauffé dans le ballon, s’évapore, se condense dans le condenseur, puis s’écoule goutte
a goutte sur la cartouche d’extraction, remplissant progressivement I’extracteur. Lorsque le
niveau de débordement est atteint, le solvant chargé d’extraits retourne dans le ballon. Ce
processus se répéte automatiquement jusqu’a obtention d’un extrait concentré, a partir duquel

les composés recherchés peuvent étre isolés (Seidel, 2012).
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2.4.2. Méthodes d’extraction verte

Afin de réduire I'impact environnemental, un effort considérable a été consacré a la
recherche sur I’extraction de constituants par des techniques non conventionnelles, permettant
ainsi de developper des procédés appliquant les principes de la chimie verte, ¢’est-a-dire réduire
la production de déchets, limiter la consommation d’énergie et protéger la santé humaine ainsi
que I’environnement. Bien que ces techniques permettent d’améliorer les rendements et de
réduire le temps d’extraction, elles continuent souvent a utiliser des solvants conventionnels
(éthanol, méthanol, etc.), et la recherche de méthodes respectueuses de I’environnement

demeure un défi (Duba et al., 2015).
2.4.2.1. Extraction assistée par micro-ondes

L’extraction assistée par micro-ondes constitue une méthode d’extraction verte, reposant
sur I'impact direct exercé sur les composés polaires. L’énergie électromagnétique, dans la
gamme de fréquences de 300 MHz a 300 GHz, est transférée afin de générer de la chaleur via
la conduction ionique et la rotation dipolaire (Jain ef al., 2009).

Ce proceedé est supposé comporter trois étapes séquentielle (Alupului er al., 2012):
la séparation des solutés des sites actifs de la matrice de 1’échantillon sous ’effet de 1’élévation
de température et de pression, la diffusion du solvant a travers la matrice de 1’échantillon et

la libération des solutés de la matrice de I’échantillon vers le solvant.

Cette technologie présente plusieurs avantages, notamment un chauffage plus rapide pour
I’extraction de substances bioactives a partir de matériaux végétaux, des gradients thermiques
réduits, une taille d’équipement diminuée et une production accrue d’extrait (Chemat &
Cravotto, 2012). Le traitement par micro-ondes est activement étudié pour I’extraction et la

valorisation de composés naturels issus de matrices végétales.
2.4.2.2. Extraction assistée par ultrasons

L’extraction par ultrasons est I’'une des techniques d’extraction les plus efficaces par
rapport aux méthodes conventionnelles lorsqu’elle est appliquée a ’extraction de composés
bioactifs d’origine végétale (Vinatoru et al., 2017). Cette technique peut accélérer le processus
a basse température, entrainant ainsi moins de dommages aux propriétés structurales et

moléculaires des composés présents dans les matrices végétales (Yuan er al., 2015). De ce fait,
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I"ultrason est couramment utilisé pour accélérer les procédés et réduire les temps d’extraction
(Reategui et al., 2014).

Les avantages liés a I'utilisation des ultrasons incluent une durée d’opération plus courte,
une plus grande simplicit¢ de mise en ceuvre, une consommation réduite de solvant et de
température, une économie d’énergie et un rendement accru (Wen ef al., 2018). Comme toute
onde sonore, I’onde ultrasonore se propage par une succession de phases de compression et de
raréfaction induites sur les molécules. Dans ces zones de variations de pression, un phénoméne
de cavitation se produit, conduisant a la formation de bulles de gaz. Celles-ci croissent par un
processus connu sous le nom de diffusion rectifiée, c’est-a-dire que de petites quantités de
vapeur (ou de gaz) issues du milieu pénétrent dans la bulle lors de sa phase d’expansion et ne
sont pas entierement expulsées lors de la phase de compression (Vinatoru et al., 2017).

De maniere générale, plusieurs mécanismes ont ét¢ identifiés comme intervenant dans les
extractions assistées par ultrasons appliquées aux structures végétales: fragmentation, érosion,
capillarité, détexturation, effet sonocapillaire, contrainte de cisaillement locale et sonoporation.
I1 convient de souligner que tous ces mécanismes sont liés au phénoméne de cavitation et,
qu’agissant individuellement ou de maniére combinée, ils participent au processus d’extraction
assistée par ultrasons et contribuent a I’extraction des composés bioactifs (Corbin et al., 2015).

Etant donné que les ultrasons constituent une onde mécanique, leurs paramétres physiques
(fréquence, puissance, amplitude et cycle) jouent un rdle essentiel dans le processus
d’extraction (Setyaningsih et al., 2019), puisqu’ils peuvent influencer la cavitation acoustique
et, par conséquent, I’efficacité de I’extraction. A basses fréquences, les bulles de cavitation sont
relativement moins nombreuses, mais présentent un diamétre plus élevé, ce qui favorise les
effets physiques au détriment des effets chimiques (Leong et al., 2011). L’effet de la fréquence
peut étre lié¢ non seulement a la taille des bulles de cavitation, mais aussi a son influence sur la

résistance au transfert de masse (Esclapez et al., 2011).

Selon Chemat et al. (2017), I’intensité ultrasonique est un parameétre déterminant qui
influence fortement I’efficacité de I’extraction, car, a mesure qu’elle augmente, I’effondrement
des bulles devient plus violent, provoquant la rupture des structures végétales. Cependant,
d’autres paramétres tels que la température et le choix du solvant doivent également étre pris
en compte pour obtenir les résultats escomptés lors du processus a ultrasons. Ainsi, pour une
application réussie de I’extraction assistée par ultrasons, il est nécessaire de considérer

I’influence de plusieurs variables sur le procédé (Esclapez ef al., 2011).
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2.4.2.3. Extraction par fluide supercritique

Les fluides supercritiques possédent des propriétés physico-chimiques intermédiaires
entre celles des gaz et des liquides, telles que la densité, la viscosité et la diffusivité, qui peuvent

étre modulées en ajustant la pression et la température (toujours au-dessus du point critique).

Ainsi, les fluides supercritiques peuvent souvent offrir des conditions optimales pour des
expériences et procédés. Cette modification de 1’état d’agrégation d’un gaz ou d’un liquide, en
fonction des variations de pression et de température, entraine une variation de sa densité et de
son pouvoir de solvatation, modifiant par conséquent le comportement chimique de la substance

(Sargenti & Lancas, 1998).

Le fluide le plus couramment utilisé pour les procédés d’extraction supercritique est le
CO:, en raison de sa faible température critique (31,1 °C), de son absence de toxicité et de sa
sécurité¢ d’utilisation. Qutre ces caractéristiques, les procédés d’extraction utilisant du CO:
supercritique se déroulent en I’absence de lumiere et d’air, ce qui minimise les réactions de
dégradation. Cependant, du fait de son caractére non polaire, le CO:z n’est pas préféré seul pour
extraire les polyphénols polaires. Il est généralement employé en mélange avec des co-solvants
organiques (par ex. éthanol, méthanol, acétone), également appelés modificateurs (Herrero et
al., 2010). Ces solvants accroissent le pouvoir de solvatation du CO: et, par conséquent, la
solubilité et I’extractibilité des polyphénols. L’extraction par fluide supercritique a également
été largement étudiée pour la récupération de composés a haute valeur ajoutée. Cette
technologie est particuliérement importante en raison de la pureté des extraits obtenus (Murga

et al., 2000).

2.5. Activités biologiques des composés bioactifs

2.5.1. Activité antioxydante

L'activité antioxydante des composés est chimiquement attribuée a leur capacité a piéger
les radicaux libres par le don d'électrons (avec ou sans atome d'hydrogéne), par l'action de
chélation des ions métalliques ou par I'inhibition des enzymes oxydatives (Elsayed Azab et al.,
2019). Ainsi, les dommages oxydatifs aux molécules telles que les acides nucléiques, les
protéines, les lipides, et d'autres macromolécules peuvent étre atténués, ce qui permet de
prévenir des maladies telles que les maladies cardiovasculaires, les troubles neurodégénératifs

et le cancer (Medina-Medrano ef al., 2015; Wu ef al., 2009). Les composés offrant une
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protection antioxydante sont de plus en plus recherchés, et I'intérét pour leur production in vitro
augmente. Ainsi, l'identification de sources végétales ayant un forte capacité antioxydante, est

d'une importance capitale.

2.5.1.1. Stress oxydatif et radicaux libres

Les radicaux libres (également appelés « espéces réactives de I’oxygene » (ERO)), sont
des substances qui possédent au moins un électron non apparié dans leur couche électronique
externe. Cette configuration est trés instable, ce qui pousse les radicaux libres a chercher un
¢électron supplémentaire afin de compléter leur paire et ainsi atteindre une configuration plus
stable (Halliwell & Gutteridge, 2015). Pour cela, les radicaux libres peuvent tenter de se
combiner avec un autre radical libre. Cependant, une méthode plus probable est qu’ils arrachent
un électron a une molécule stable qui posséde tous ses électrons appariés. Lorsque cela se
produit, la réaction est appelée réaction en chaine (Nimse & Pal, 2015). Etant donné que la perte
d’un électron correspond, d'un point de vue électrochimique, a une oxydation, les radicaux

libres possédent donc une activité oxydante (Fang et al., 2002).

Les espéces réactives de I’oxygene, jouent différents roles importants et bénéfiques dans
I’organisme lorsqu’ils sont produits en quantités contrélées. Elles sont utilisés par les cellules
immunitaires (comme les neutrophiles et les macrophages) pour détruire les agents pathogénes
(bactéries, virus, champignons) par un processus appelé éclatement oxydatif (Adrian ef al.,
2013). En plus de ce rdle défensif, elles sont également impliquées dans la production d’énergie,
la régulation de la croissance cellulaire ainsi que dans la signalisation intercellulaire (Droge,
2002). Les principales sources endogénes génératrices des ERO comprennent les mitochondries
et Iactivité de certaines enzymes telles que : la xanthine oxydase (Honorat ef al., 2013), le
cytochrome P450-oxydase (Bondy & Naderi, 1994), les monoamine-oxydases (Kaludercic et
al., 2014), les enzymes impliquées dans la voie de production des prostaglandines et des
thromboxanes (Ghosh et al., 2015), ainsi que la NADPH-oxydase de la membrane plasmique
des macrophages, qui produisent une grande quantit¢ d’espéces réactives de I’oxygene en

réponse a des stimuli (Lambeth, 2004).

Cependant, dans certaines conditions, une production accrue d’ERO provoque un
déséquilibre entre les systémes pro-oxydants et antioxydants (Schafer & Buettner, 2001),
conduisant au stress oxydatif, au cours duquel certaines de ces espéces réactives, telles que le

radical superoxyde (O:7), le radical hydroxyle (OH+) et le peroxyde d’hydrogene (H:0:),
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peuvent causer des dommages a I’organisme (Gandhi & Abramov, 2012; Carocho & Ferreira,
2013), tels que des dommages a I’ADN, aux protéines et aux organites cellulaires, comme les
mitochondries et les membranes, entrainant des altérations de la structure et des fonctions
cellulaires. Ils sont ainsi impliqués dans diverses pathologies telles que le cancer, le
vieillissement prématuré, les maladies cardiovasculaires, dégénératives et neurologiques (Liu

et al., 2018).

2.5.1.2. Antioxydants

Un antioxydant est une molécule suffisamment stable pour donner un électron a un radical
libre, le neutralisant ainsi, réduisant ainsi sa capacité a causer des dommages. Ces antioxydants
inhibent ou ralentissent les dommages cellulaires principalement grace a leur capacité a capturer
les radicaux libres, ce qui permet de terminer la réaction en chaine avant que des dommages
aux molécules vitales ne se produisent (Halliwell, 1996). Certains de ces antioxydants sont
produits lors du métabolisme normal dans le corps, tandis que d'autres se trouvent dans
I'alimentation (Supruniuk ef al., 2023). Selon leur origine (Figure 8), les antioxydants naturels
sont divisés en antioxydants enzymatiques et non enzymatiques (Irato & Santovito, 2021).
Selon leur mécanisme d'action, les antioxydants enzymatiques peuvent étre classés en enzymes
primaires et secondaires. Comme premiére ligne de defense enzymatique contre les ERO, 1l y
a les superoxydes dismutases (SOD), la catalase (CAT) et la glutation peroxydase (GPX) des
enzymes responsables de l'inactivation des superoxydes et peroxydes dhydrogéne. La
deuxieme ligne de défense responsable de la détoxification des ERO est constituée des

glutathion réductases et glucose-6-phosphate-dehydrogénases (Dietz, 2016).

Les antioxydants non enzymatiques peuvent exercer un effet antioxydant, comme les
caroténoides, flavonoides, polyphénols, tocophérols, tanins, vitamines (A, C et E),

principalement trouvées dans les fruits et légumes (Rudenko er al., 2023).

Les antioxydants synthétiques les plus utilisés sont le BHA (butylhydroxyanisole) et le
BHT (butylhydroxytoluéne) (Atta et al., 2017). Cependant, bien qu'ils soient tres efficaces et
stables, ils ont suscité des préoccupations concernant les doses de sécurité et la toxicité

(Balasundram et al., 2006).

Plusieurs méthodes in vitro sont utilisées pour évaluer la capacité d'élimination des
radicaux libres, dans lesquelles différents composés artificiels ont été utilisés, tels que : 2,2'-

azinobis-3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique (ABTS) et 1,1'-diphényl-2-picrylhydrazyle
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(DPPH). Cependant, étant des radicaux artificiels, ils ne se reproduisent pas en situation in vivo,
ce qui constitue un inconvénient (Singh & Singh, 2008). Ainsi, les études visant a évaluer les
propriétés antioxydantes des extraits végétaux utilisent plus d'une méthodologie pour inférer,
avec plus de certitude, si les extraits analysés peuvent également présenter une activité pour

combattre les radicaux libres formés dans l'organisme humain (Alam et al., 2013).

Enzymes primaires
» Superoxide dismutase » Catalase » Glutathion peroxydase
Enzymatiques
Enzymes secondaires
* Glutathion réductase * Glucose-6-phosphate-dehydrogénase
Cofacteurs Minéraux Composés organo-sulfurés
+ Zinc + Indoles
* Coenzyme Q10 « Séléninm * Glutathion
Non Enzymatiques I l ]
Vitamines et dérivés Caroténoides
* A (Rétinol) L « B-carotene * Lycopé
p cafa ene ycopgne Azotes pon
* C (Acide ascorbique) +Lutéine * Zéaxanthine protéiques
* Acide urique
Acides phénoliques Flavonoides
e * Acide férulique L

* Quercétine

* Acide gallique + Kaempférol

Figure 8 : Classification des antioxydants naturels. Adaptée de (Carocho & Ferreira,

2013).
2.5.1.3. Composés phénoliques comme antioxydants

La littérature a mis en évidence le potentiel antioxydant des acides phénoliques, qui se
caractérisent par la présence d'un anneau benzénique, d'un groupe carboxylique et d'un ou
plusieurs groupes hydroxyle et/ou méthoxyle, agissant comme des piégeurs de radicaux et
parfois comme des chélateurs de métaux, intervenant a la fois lors de l'initiation et de la

propagation du processus oxydatif (Fernandez-Panchon et al., 2008).

L'activité antioxydante des flavonoides peut varier considérablement entre les membres
de cette famille. Elle dépend de leur structure et peut étre déterminée par cinq facteurs : la
réactivité en tant qu'agent donneur d’hydrogene et d'électrons, la stabilité¢ du radical flavanoyl

formé, la réactivité vis-a-vis d'autres antioxydants, la capacité de chélater les métaux de
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transition, la solubilité et l'interaction avec les membranes. Elle inclut la capture des radicaux

peroxyle, hydroxyle et superoxyde ainsi que du peroxyde d'hydrogéne (Cao ef al., 1997).

Les catéchines sont des flavonoides amphipathiques, exercant ainsi leur activité
antioxydante dans les environnements lipidique et aqueux. Les catéchines se sont révélées
efficaces pour capter les radicaux superoxyde, les radicaux hydroxyles et les radicaux peroxyles

(Powers et al., 2004).

Les anthocyanines sont des flavonoides connues pour étre de puissants antioxydants qui
aident a protéger les plantes contre les dommages causés par les UV (Steyn ef al., 2002). Les
proanthocyanidines sont des antioxydants naturels largement disponibles dans les fruits,
légumes, noix, graines, fleurs et écorces. Il a été rapporté qu'elles possédaient un large éventail
de propriétés biologiques, pharmacologiques et thérapeutiques, ainsi que des activités contre

les radicaux libres et le stress oxydatif (Bagchi ef al., 2000).
2.5.2. Activité anti-enzymatique

2.5.2.1. Acétylcholinestérase (AChE) et butyrylcholinestérase (BChE)

Caractérisée comme une maladie neurodégénérative grave, chronique et progressive, la
maladie d'Alzheimer est associée a une altération de la mémoire et de la cognition, pouvant
conduire a la mort de I’individu, étant la cause la plus fréquente de démence chez les
populations dgées, principalement les personnes de plus de 65 ans (Dey et al., 2017). La
pathogénicité de la maladie d'Alzheimer n’a pas encore été complétement élucidée, cependant,
I’hypothese cholinergique est la théorie la plus ancienne et la plus acceptée par les chercheurs.
Cette hypothése repose sur le déficit du neurotransmetteur appelé acétylcholine, qui constitue
le substrat de ’enzyme AChE (Craig ef al., 2011). Cette enzyme se trouve dans les zones
synaptiques du systéme nerveux central et périphérique ainsi que dans les membranes des
globules rouges, et catalyse I’hydrolyse de 1’acétylcholine en acétate et en choline (Tougu,
2001). L approche thérapeutique visant a interrompre 1’hydrolyse de I’acétylcholine par les
enzymes AChE et BChE, consiste a empécher la liaison du substrat (acétylcholine) avec ces
enzymes. L’enzyme AChE, localisée principalement au niveau des plaques neuromusculaires
et des synapses cholinergiques du cerveau (Quinn, 1987), est responsable de 80 % de
I’hydrolyse de ’acétylcholine en quelques secondes ou millisecondes aprés sa libération par un
neurone cholinergique présynaptique, tandis que 1’enzyme BChE, principalement localisée

dans le foie, est responsable de 20 %, jouant généralement un role de co-régulation de
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I’hydrolyse de I’acétylcholine (Jing et al., 2019; Khan er al., 2018). Contrairement a I’AChE,
la BChE hydrolyse le butyrylcholine plus rapidement que [’acétylcholine. Selon Belyaev ef al.
(2010), le manque d’acétylcholine dans le cerveau provoque une accumulation de plaques
amyloides, entrainant une perte des fonctions intellectuelles, comme des troubles de la
communication et une désorientation spatio-temporelle, caractéristiques de la démence

(généralement chez les personnes agées).

Actuellement, l'utilisation de médicaments tels que la physostigmine, la tacrine, le
donépézil et la galantamine (inhibiteurs synthétiques) est largement répandue pour inhiber les
enzymes acétylcholinestérase et butyrylcholinestérase. Toutefois, la prise de ces médicaments
est directement associée a divers effets indésirables, tels que la toxicité hépatique et des
complications gastro-intestinales (Khan et al., 2018). Dans le but d’éliminer les effets
secondaires causés par les inhibiteurs synthétiques, plusieurs extraits issus de sources naturelles
sont actuellement testés afin d’évaluer leur potentiel d’inhibition des enzymes AChE et BChE
(Neagu ef al., 2015; Moyo et al., 2010; Nile et al., 2018).

2.5.2.2. a-amylase

Le diabéte est I'une des maladies chroniques les plus courantes qui affectent la population
mondiale, touchant environ un demi-milliard de personnes (463 millions) dans le monde en
2019 (Saeedi et al., 2019). Cette maladie métabolique chronique est causée par des
modifications ou des carences dans la production d'insuline et est définie comme un syndrome
hétérogene, car elle peut se présenter sous diverses formes cliniques, dont les plus importantes
sont le type 1, également connu sous le nom de diabéte insulinodépendant, causé par la
destruction des cellules B du pancréas productrice de l'insuline, et le type 2, ou diabéte non
msulinodépendant, ou le pancréas produit de I'insuline, mais les cellules du corps deviennent
résistantes a cette insuline. Au fil du temps, la production d'insuline peut aussi diminuer

(Carrizzo et al., 2018).

Selon Dai et al. (2018), le contréle des niveaux de glucose reste le principal mécanisme
dans le traitement des patients diagnostiqués avec le diabéte de type 2, ce qui peut étre atteint
par l'inhibition des enzymes hydrolysantes (entre autres, 'a-amylase). L’a-amylase, présente
dans la salive et le suc pancréatique, est responsable de ['hydrolyse des liaisons 1,6 et 1,4-a-
glucosidiques des polysaccharides (l'amidon étant la source de glucides la plus consommée

dans l'alimentation humaine), produisant des disaccharides o-anomériques (maltose) qui
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favorisent l'augmentation de la glycémie postprandiale. Une des stratégies pour atteindre des
niveaux normaux de glucose sanguin est la suppression de la transformation des glucides
alimentaires en glucose ou le ralentissement de I'absorption du glucose dans l'intestin, ce qui
peut étre réalisé par l'inhibition de l'activité de cette enzyme (Kim et al., 2014). Certains
médicaments synthétiques, tels que l'acarbose, sont largement utilisés pour inhiber cette
enzyme, cependant, la prise de ces composés peut entrainer divers effets secondaires, tels que
des troubles hépatiques, des flatulences et des coliques abdominales (Figueiredo-Gonzélez et

al., 2016; Da Silva et al., 2014).

Aujourd’hui, il est d'une importance capitale d'explorer des composés naturels tels que
les composés phénoliques et les flavonoides, en vue de remplacer les médicaments synthétiques
existants. Une grande partie de I’attention est portée sur I’étude des plantes médicinales
traditionnellement utilisées dans les médecines populaires pour le traitement du diabéte. Etant
donné que le lien entre le stress oxydatif et le développement des complications du diabéte a
été confirmé, de nombreuses expériences se concentrent sur la recherche d’une activité
hypoglycémiante ainsi qu’antioxydante des plantes étudiées. Basés sur la médecine
traditionnelle, ou plus de 400 espéces de plantes sont connues pour leurs activités
hypoglycémiques (Bailey & Day, 1989), de nombreux chercheurs se sont engagés dans la
découverte d'inhibiteurs d'enzymes digestives d'origine végétale (Ali er al., 2006; Mai &
Chuyen, 2007; Shobana et al., 2009).

2.5.2.3. Uréase

L'uréase est une métalloenzyme, qui agit dans ['hydrolyse de l'urée, formant de
I'ammoniac et du dioxyde de carbone, et est produite par les plantes, les champignons et les
bactéries (Khan et al., 2010). L'hydrolyse de l'urée joue un role important dans le cycle de
l'azote, car elle fournit cet élément pour la croissance des micro-organismes et des plantes (Ali
et al., 2021). Cependant, une action excessive de l'uréase conduit a divers problémes chez les
organismes vivants et peut également causer des dommages environnementaux et économiques
(Arshad ef al., 2017). Chez les humains et d'autres animaux, 1'hyperactivité de l'uréase entraine
divers problémes pathologiques, tels que les calculs rénaux, les ulcéres gastroduodénaux,
l'arthrite, entre autres (Elbastawesy ef al., 2019). L'enzyme uréase est utilisée par le pathogéne
gastrique Helicobacter pylori, une bactérie a Gram négatif, que se trouve dans l'estomac des
humains (Porras et al., 2013). Sa capacité a se développer dans le milieu acide de l'estomac

dépend de la production de grandes quantités de l'enzyme uréase, qui neutralise l'acidité
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gastrique en produisant de I'ammoniac issu de l'hydrolyse de 1'urée. Celui-ci agit comme
récepteur des protons libérés par les cellules pariétales présentes dans les glandes gastriques.
Ainsi, H. pylori est capable de coloniser la muqueuse gastrique, provoquant des infections
associées a des inflammations gastroduodénales, et augmentant les risques de néoplasie
gastrique (Fahey et al., 2013). En conséquence, les inhibiteurs de l'uréase peuvent constituer
une bonne alternative pour le traitement des maladies causées par des micro-organismes

pathogénes dépendants de I'enzyme uréase (Mamidala ef al., 2021).

Cependant, les inhibiteurs de l'uréase disponibles commercialement, tels que les
phosphorodiamidates, les dérivés de l'acide hydroxamique et les imidazoles, sont toxiques et
peu stables, deux caractéristiques qui empéchent leur utilisation clinique (Modolo et al., 2015).
De nombreuses recherches ont été menées au cours des derniéres années dans le but de réguler
l'activité de l'enzyme uréase, tant dans le domaine thérapeutique qu'agronomique (Berlicki ef
al., 2012). Les substances naturelles ayant montré des effets inhibiteurs sur ['uréase incluent des
alcaloides, des composés phénoliques, des dérivés de I'acide cinnamique, des terpénes et des

composés soufrés (Modolo ef al., 2015).
2.5.3. Activité antimicrobienne

Les micro-organismes font partie intégrante de la nature et de la vie humaine. On peut
dire qu'ils sont essentiels a la préservation de l'environnement, contribuant de maniére
significative, par exemple, aux processus de dégradation dans le sol ou a l'auto-nettoyage des
ressources en eau. Cependant, en plus des micro-organismes bénéfiques, il existe également
une large gamme de pathogénes qui peuvent affecter négativement la santé des humains, des
animaux et des plantes (Muhammad & Jega, 2024). Malgré leur taille modeste, ces micro-
organismes peuvent provoquer des maladies dévastatrices et résister aux traitements médicaux

classiques (Witkowska-Banaszczak & Diugaszewska, 2017).

La résistance antimicrobienne (naturelle ou acquise), est un état ou un micro-organisme
devient résistant a l'effet d'une substance antimicrobienne. Ce phénoméne est ['un des facteurs
les plus préoccupants liés a la santé mondiale, car il s'aggrave trés rapidement par rapport aux
décennies précédentes (Abushaheen et al., 2020).

L'émergence de la resistance antimicrobienne, en particulier la multirésistance, est un

grave probléme de santé publique, combinant 'augmentation de sa fréquence et de sa gravité
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ainsi que la diminution du développement de nouveaux agents anti-infectieux par les entreprises

pharmaceutiques, devenant ainsi un défi pour la science (Cohen, 2000).

Les principales causes de l'apparition des résistances aux agents antimicrobiens sont
actuellement multiples. Il a été prouvé qu'il existe un lien entre le taux d'utilisation d'un agent
donné et la vitesse d'apparition de la résistance a cet agent (Goossens, 2009). De plus, il a été
démontré que la prescription incorrecte et excessive de médicaments antimicrobiens par les
médecins contribue également au développement de la résistance (Andreatos et al., 2018).
L'utilisation intensive des agents antimicrobiens dans l'agriculture pour la prévention et le
traitement contribue également a la propagation progressive des souches résistantes (Economou

& Gousia, 2015).

Les conséquences de I'augmentation de la résistance représentent un danger sanitaire en
raison de l'inefficacité des traitements antimicrobiens pour les patients. Le probléme de la
résistance aux antibiotiques nécessite un nouvel effort pour examiner diverses plantes
médicinales pour leurs propriétés antimicrobiennes potentielles. Les maladies infectieuses
causées par des micro-organismes résistants sont associées a des hospitalisations prolongées,
une augmentation des couts et un risque accru de morbidité et de mortalité. Pour cette raison, il
y a un besoin croissant de remplacer les médicaments standard par de nouvelles substances
ayant des effets antimicrobiens. Les plantes et les substances qu'elles contiennent, qui sont
souvent issues du métabolisme secondaire peuvent constituer une alternative (Alonso et al.,
2022). A titre d'exemple, on peut citer certains représentants des composés phénoliques (acides
phénoliques, flavonoides, tanins, coumarines), des terpénes ou des alcaloides (Silva &

Fernandes Junior, 2010).
2.5.3.1. Mécanismes de résistance bactérienne

Les bactéries, lorsqu'elles sont exposées aux antibiotiques, tentent naturellement de se
défendre et utilisent différents mécanismes a cet effet (Figure 9). Parmi les plus importants, on
trouve: l'efflux accru, I'influx réduit, la modification du site cible, I'inactivation de l'antibiotique
et I'empéchement de l'activation de l'antibiotique (Bello & Dingle, 2018; Khameneh er al.,
2016). Les différentes bactéries peuvent également utiliser plusieurs de ces mécanismes de
résistance simultanément. Lorsqu'une bactérie développe une résistance a au moins trois
antibiotiques issus de groups différents, on parle de bactérie multirésistante (Abushaheen et al.,

2020).
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Figure 9 : Mécanismes de résistances bactériennes (Bouyahya et al., 2017).
a) Eflux accru

Les pompes d'efflux sont des structures composées de protéines situées dans la membrane
cellulaire, qui permettent aux cellules d'éliminer activement les substances toxiques, y compris
les antibiotiques, de leur intérieur. Lorsqu'elles sont exposées a un antibiotique, les bactéries
activent leurs systémes d'éflux et transportent l'antibiotique a l'extérieur de la cellule
(Abushaheen ef al., 2020). Ce processus est énergétiquement couteux pour la cellule, car a
chaque activation de la pompe d'efflux, la cellule doit fournir une certaine quantité d'énergie,
souvent sous forme d'ATP (Cattoir, 2004). Les bactéries tentent d'augmenter I'éflux de maniére
a ce qu'il dépasse l'influx, ce qui permet de transporter immédiatement I'antibiotique hors de la

cellule (Reygaert, 2018).
b) Influx réduit

Les antibiotiques et autres substances, y compris les nutriments, pénétrent dans les
cellules des bactéries Gram-négatives via des protéines de leur membrane externe appelées
porines (Pagés, 2017). Lorsqu'une cellule bactérienne est exposée a un antibiotique, elle peut
se défendre en réduisant le nombre de porines, en modifiant leur structure ou en les éliminant.
Ainsi, la cellule bactérienne réduit la perméabilité de sa membrane et empéche l'entrée de

I'antibiotique dans la cellule (Pages et al., 2008).
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¢) Modification du site cible

Ce mécanisme dépend du mode d'action spécifique de chaque groupe d'antibiotiques. La
cellule bactérienne peut modifier diverses structures avec lesquelles l'antibiotique interagit,
telles que les ribosomes, les enzymes ou la membrane cellulaire. La modification du site cible
peut résulter d'une mutation spontanée, d'une réaction chimique ou d'un ajustement de la voie
métabolique bloquée. Par ces modifications, I'antibiotique perd son efficacité, car il ne peut plus

se lier a la structure cible sur laquelle il agit (Esterly ef al., 2011).
d) Inactivation de l'antibiotique

Dans ce type de mécanisme de résistance, la bactérie utilise ses enzymes pour soit
modifier (modification) soit cliver (dégradation) la molécule d'antibiotique a laquelle elle est
exposée (Decré, 2012). Lors de la réaction de modification, I'enzyme se fixe a un site spécifique
de la molécule d'antibiotique, ce qui entraine une modification de sa structure. Cette altération
empéche l'antibiotique de se lier a sa cible, le rendant ainsi inactif. La dégradation se produit
lorsque les enzymes bactériennes se lient directement a la molécule de I'antibiotique, ce qui
entraine sa scission (généralement hydrolytique). L'antibiotique est ainsi inactivé par cette
dégradation, ce qui I'empéche de se lier a la structure cible et rend la bactérie résistante (Ramirez

& Tolmasky, 2010).
¢) Empéchement de I'activation de I'antibiotique

Ce mécanisme de résistance s'applique uniquement aux antibiotiques sous forme de pro-
médicaments (par exemple, le métronidazole). Ce sont des médicaments qui sont administrés
sous forme inactive et qui ne deviennent actifs qu'aprés avoir été transformés par les enzymes
specifiques produites par la bactérie concernée. La bactérie se défend contre I'antibiotique soit
en réduisant la production de cet enzyme, soit en générant une mutation spontanée qui produit
un enzyme modifié, rendant ainsi 'activation de l'antibiotique inefficace. L'antibiotique reste
alors sous forme de pro-médicament inactif et devient inoffensif pour la bactérie (Wilson,

2011).
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2.5.3.2. Mécanismes de résistance fongique

Certains champignons, responsables des dommages et de la détérioration des produits
agricoles, sont a l'origine de pertes considérables pour les cultures d'importance économique.
Certains sont capables de produire des substances toxiques appelées mycotoxines, qui sont
hautement nocives pour la santé humaine (Edah er al., 2021). Le principal groupe de
champignons, connu pour sa capacité a produire des mycotoxines, comprend des espéces
d’Aspergillus, Penicillium, Alternaria et Fusarium (Greco et al., 2014). L'utilisation de
fongicides synthétiques est I'un des principaux moyens de contréle des maladies des plantes,
mais leur utilisation continue peut favoriser la sélection de champignons phytopathogénes
résistants, non contrdlés par les fongicides qui étaient efficaces auparavant (Hu & Chen, 2021).
Selon Garnaud & Cornet (2020), les mécanismes de résistance les plus utilisés par les
fongicides sont:

e Le changement du site cible de l'action.

e La production accrue de la protéine cible.

o Ladégradation métabolique du fongicide ou I'élimination du fongicide par les protéines
de transport.

En raison de la pression croissante des organisations non gouvernementales écologiques
et de certaines institutions gouvernementales, en particulier dans les pays développés, pour
éviter l'utilisation de fongicides synthétiques, de l'augmentation des espéces de pathogenes
résistants et de l'effet cancérigéne potentiel de certains de ces produits (Wilson & Wisniewski,
1992; Zaki et al., 1998), Un intérét croissant pour les composés antimicrobiens d'origine
naturelle, notamment ceux extraits des plantes médicinales, s'est développé récemment (Guynot
etal., 2003). La littérature a enregistré l'efficacité des extraits issus d'une large gamme d'espéces
végétales pour inhiber le développement de divers phytopathogénes fongiques (Duarte ef al.,
2005; Montes-Belmont & Carvajal, 1998; Ouoba et al., 2018).

2.5.4. Activité cytotoxique

La toxicité est 'effet néfaste, voire 1étal, des substances sur les organismes vivants. Dans
sa forme modérée, elle se manifeste par des troubles de certaines fonctions physiologiques. Les
formes graves de toxicité sont accompagnées de la mortalité des organismes (Pope ef al., 2020).
Les tests de toxicité sont généralement divisés en tests aigus, chroniques et subchroniques
(Lheureux, ef al., 1996). Les tests de toxicité aigué sont des tests a court terme, d'une durée de

quelques heures a quelques jours, mais qui ne dépassent généralement pas une semaine. Pendant
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ces tests, des doses relativement élevées de substances toxiques sont administrées aux
organismes de test pendant une période courte (Bruce, 1985). Les tests de toxicité chronique
sont de longue durée, allant de quelques mois a plusieurs années. Pendant ces tests, des doses
relativement faibles de substances toxiques sont administrées aux organismes pendant une
période prolongée (Arome & Chinedu, 2013). Les tests de toxicité subchronique durent
généralement plusieurs semaines, mais ne dépassent pas 10 % de la durée de vie normale des
organismes de test. Il est important de noter que la durée de la toxicité subchronique peut varier
en fonction des espéces utilisées dans les tests. Par exemple, pour des souris, cela pourrait étre
de 2 a 3 mois, tandis que pour des organismes ayant une durée de vie plus courte, cela pourrait
étre plus court. Pendant ces tests, des doses modérées de substances toxiques sont administrées

aux organismes (Zarn ef al., 2010).

De nos jours, une grande partie des informations relatives aux plantes médicinales est
souvent diffusée sans fondement scientifique, en ce qui concerne leur efficacité, leur toxicité et
leurs effets secondaires. Dans ce contexte, I'Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS)
préconise une validation scientifique des usages des plantes médicinales afin de minimiser les

risques d'effets secondaires et de toxicité (Ohikhena ef al., 2016).
2.5.4.1.Test de toxiciteé sur les larves d’Artemia salina

D'un point de vue méthodologique, les tests biologiques standards présentent certains
inconvénients. Ils sont trés exigeants en termes de temps et de qualification du personnel. Cela
rend ces expérimentations trop colteuses. Ce probléme est résolu par les tests de deuxiéme
génération. Ce sont des tests microbiologiques alternatifs qui utilisent des micro-organismes
tels que des bactéries, des champignons, des algues, des protozoaires et des invertébrés (Silva
& Silva, 2023). L'un des invertébrés couramment utilisés dans divers tests biologiques depuis
longtemps est le genre Artemia. Leurs larves, appelées « crevettes de saumure », sont idéales
pour surveiller la toxicité, car elles sont trés sensibles a une large gamme de substances
chimiques (Dvotédk et al., 2009). Le test sur Artemia salina détermine la concentration de
composés actifs et d'extraits capables de provoquer la mortalité de 50 % (CLso) de ces
microcrustacés, dans un milieu salin. Cet essai est simple, rapide et peu coliteux, ce qui permet
de tester un grand nombre d'échantillons et de les traiter de maniére adéquate. Il est largement
utilisé dans la recherche de composés bioactifs dans les extraits de plantes médicinales, ainsi
que pour évaluer la toxicité (Parra et al., 2001). Le rapport entre le nombre de larves mortes et

le nombre de larves vivantes, par rapport a un contrdle négatif, est utilisé pour estimer la toxicité
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des solutions testées (Pelka ef al., 2000). Ce test est corrélé a l'activité cytotoxique des composés
anticancéreux, c'est pourquoi il est fréquemment utilisé pour le criblage initial a la recherche de
composés anticancéreux (Meyer ef al., 1982). Il est important de souligner qu'en ce qui
concerne la reproductibilité, des parameétres tels que la temperature (de 20 a 30 °C), la
stimulation lumineuse qui influence considérablement 1'éclosion des cysts, la composition et la

salinité du milieu et 1'age des larves doivent étre pris en compte (Hartl & Humpf, 2000).
2.5.4.2. Crevette de saumure (Artemia salina)

Les crevettes de saumure, sont des crustacé de la classe des phyllopodes (Anteunis ef al.,
1966). Elles ont un corps allongé constitué de la téte, du thorax avec onze segments et d'un
abdomen de neuf segments avec une fourche. Elles ne possédent pas de carapace. Leurs yeux
composés sont situés sur des pédoncules. Les segments thoraciques portent une paire de pattes
feuillues, chacune avec une seule articulation. Ces pattes thoraciques servent a la fois pour la
locomotion, la prise de nourriture, la respiration et ont aussi une fonction sensorielle. Elles se
nourrissent de débris organiques et de petits organismes qu'elles filtrent de 1'eau. La crevette de
saumure mesure entre 8 et 10 mm de long (Criel & Macrae, 2002). Elle se trouve dans les eaux
salées continentales et supporte des concentrations élevées de sel et de température. Elle est trés
résistante aux conditions environnementales défavorables. Dans certaines régions, ses ceufs
s'accumulent en couches épaisses sur les rives. Ils sont récoltés et les larves éclosées sont

utilisées comme nourriture pour les alevins de poissons (Nunes ef al., 2006).

Figure 10 : Morphologie des larves d’ Artemia salina (Zubairi et al., 2016).
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2.6. Enquétes ethnobotaniques des plantes médicinales

Le terme « ethnobotanique » a été créé en 1896 par le botaniste taxonomiste John.
Harshberger, de I’Université de Pennsylvanie (Albuquerque et al., 2017). Cette discipline inclut
I'étude de la relation mutuelle entre les populations traditionnelles et les plantes. Il a désigné
ainsi un domaine qui s'occupait de la description des groupes de personnes qui collectaient des

plantes utiles et de la maniére dont elles étaient utilisées (Harshberger, 1896).

La tendance actuelle de la recherche ethnobotanique implique ['utilisation d'indices
quantitatifs et de l'ethnobotanique appliquée a la conservation de la biodiversité et des
connaissances traditionnelles (Albuquerque et al., 2006). Les techniques quantitatives sont
utilisées pour comparer les usages et 'importance culturelle de différents taxons de plantes. Ces
analyses sont dun grand intérét scientifique, car elles reflétent les systémes de valeurs
culturelles, et elles peuvent également aider a la conservation de la biodiversité (Byg & Balslev,
2001). Parmi ces analyses, le calcul de la valeur d'usage (VUs), basé sur le nombre d'usages et
le nombre de personnes enquétées, constitue un outil essentiel. Cette méthode a été largement
utilisée dans les études ethnobotaniques pour indiquer les espéces considérées comme les plus
importantes pour une population donnée (La Torre-Cuadros & Islebe, 2003). En complément
des analyses de la valeur d'usage des espéces et des familles, il y a le calcul du facteur de
consensus des informateurs (FCI), qui cherche a identifier les systémes corporels ou catégories
de maladies ayant la plus grande importance relative pour la population locale (Uddin &
Hassan, 2014). Ainsi, les espéces de valeur médicinale sont enregistrées pour le traitement de
divers systémes corporels (systéme respiratoire, systéme digestif, systéme circulatoire,

maladies infectieuses, etc.).

L'ethnobotanique est désormais un outil précieux pour le développement des soins de
santé et la protection de I'environnement, applicable dans divers domaines de la société. Elle a
pour objectif, entre autres, d'aider a découvrir et a protéger les savoirs de nos ancétres, qui
doivent étre préservés avant qu'ils ne disparaissent complétement (Choudhary et al., 2008). La
préservation de ces savoirs est liée a leur inventaire. Les différentes découvertes peuvent ensuite
servir de base pour des études phytochimiques cherchant de nouveaux médicaments a base de

plantes médicinales.
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2.7. Apercu sur les espéces sélectionnées

2.7.1. Achillea ligustica
2.7.1.1. Description botanique

Le nom du genre Achillea provient probablement d'Achille, le héros de la mythologie
grecque, ou d'Achillo, un médecin qui utilisa des parties de la plante pour traiter un soldat blessé
(Mitich, 1990). Ce genre comprend entre 110 et 140 espéces et fait partie de la famille des
Asteraceae (Compositae), la plus grande famille des plantes vasculaires. Les plantes de cette
famille ont une large distribution géographique et sont particuliérement répandues dans les
zones subtropicales séches et semi-arides (Applequist & Moerman, 2011). L’achillée de ligurie
(A. ligustica), est une plante a fleurs herbacée vivace, rizomateuse, érigée, aromatique, avec des
tiges droites atteignant de 6 a 80 cm de hauteur. Elle est ramifiée dans la partie supérieure et
ses feuilles sont alternées, composées, finement pennées, de couleur vert grisitre foncé. Les
fleurs sont petites, réunies en inflorescences appelées capitules, regroupées dans une panicule
terminale, et présentent une couleur blanche (Conforti et al., 2005). Cette espéce est
couramment trouvée en Europe, dans les régions tempérées de 1'Asie, en Amérique du Nord et
en Afrique du Nord. En Algérie, cette espéce est connue sous le nom de Belkissoum (Quezel
& Santa, 1964). Elle fleurit généralement en Mai et Juin. En raison du charme de ses fleurs,
cette espéce est une plante de jardin populaire (Azizi et al., 2010; Bremer ef al., 1992). Sa

classification taxonomique est représentée dans le tableau suivant :

Tableau 1 : Classification taxonomique de I’espéce A. ligustica.

Régne Plantae

Classe Magnoliopsida
Ordre Asterales

Famille Asteraceae

Genre Achillea

Espeéce Achillea ligustica.
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2.7.1.2. Composition phytochimique

A. ligustica est une espéce représentative de la richesse du métabolisme secondaire des
espéces appartenant a la famille des Asteraceae. Ses principaux constituants comprennent les
acides phénoliques, les flavonoides ainsi que les huiles essentielles. Les extraits de cette plante
contiennent notamment des acides phénoliques, avec ’acide caféique et I’acide chlorogénique
comme principaux représentants. Les flavonoides trouvés dans A. ligustica étaient les flavones,
flavonols et flavonoides glycosides. Des composés tels que la lutéoline (Venditti ef al., 2015),
I'apigénine et la quercétine ont été identifiés (Tuberoso et al., 2009; Tzakou et al., 1995). En
outre, des dérivés glycosides de flavones et de flavonols, notamment I’apigénine 7-O-glucoside,
la lutéoline 7-O-glucoside et la rutine (Tuberoso et al., 2009), ont été isolés. Dans sa
composition chimique, la littérature décrit aussi la présence d’huile essentielle (principalement
le linalol (Giamperi et al., 2018), le B-pinéne (Benelli ef al., 2018), le 1,8-cinéole, le 4-terpinéol
(Cecchini ef al., 2012), le carvone (Bader et al., 2007) et le camphre (Muselli et al., 2009)).
Ainsi, 4. ligustica se distingue par la richesse et la diversité de ses composés bioactifs, ce qui
en fait une plante d'intérét majeur pour des applications thérapeutiques et pharmaceutiques

potentielles.
2.7.1.3. Propriétés pharmacologiques

En médecine traditionnelle, 4. ligustica est recommandé contre la fiévre, le rhume,
I'asthme, les troubles digestifs (Bader ef al., 2007), rhumatismales (Bruni ef al., 1997) et en
application topique, pour les inflammations cutanées ou les plaies mal cicatrisées (Muselli ef
al., 2009). Les substances présentes dans les extraits et les huiles essentielles sont responsables
de divers effets thérapeutiques, tels que des propriétés antimicrobiennes, antioxydantes, anti-

inflammatoires, antidiabétiques, antiproliférative, antibactériennes et antifongiques.

L'activité antioxydante des extraits a été étudiée par plusieurs chercheurs utilisant
différentes méthodes, telles que DPPH (Tuberoso et al., 2005), ABTS (Jemia et al., 2013), -
caroténe (Maggi et al., 2009) et la peroxydation lipidique des liposomes (Conforti ef al., 2005).
Ces méthodes ont confirmeé que I'activité antioxydante des composés était corrélée a la présence
de composés phénoliques et de flavonoids. Ces résultats mettent en évidence l'efficacité des
extraits a neutraliser les radicaux libres et a inhiber la peroxydation des lipides, suggérant un
potentiel antioxydant important pour ces composés. 4. ligustica a démontré des activités anti-

inflammatoires significatives. Elle peut moduler les niveaux de médiateurs inflammatoires dans
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le corps, en inhibant complétement la biosynthése de LTB4, un médiateur de l'inflammation
aigué. Cela en fait un candidat prometteur pour le développement de nouvelles substances anti-

inflammatoires (Bader et al., 2015, Si et al., 2006, Tuberoso et al., 2009).

L'activité inhibitrice de 1'a-amylase de la plante suggére également son potentiel dans la
gestion du diabéte, en ralentissant l'absorption du glucose et, par conséquent, en atténuant
I'¢lévation postprandiale du glucose plasmatique (Conforti ef al., 2005). L'activité
antiproliférative des huiles essentielles a été confirmée par le test MTT, et les résultats révélent
des effets significatifs sur la réduction de la viabilité cellulaire, indiquant un potentiel marqué
pour inhiber la prolifération des cellules cibles. Ces données suggérent que les huiles
essentielles étudiées possédent des propriétés antitumorales notables, qui pourraient étre

exploitées dans des applications thérapeutiques (Maggi et al., 2009).

L'évaluation de divers extraits obtenus a partir d’ 4. ligustica. vis-a-vis d'un large éventail
de Dbactéries et de champignons a montré que ces extraits présentent des propriétés
antimicrobiennes significatives ce qui en fait une plante prometteuse pour le développement de

traitements antimicrobiens naturels (Freires ef al., 2015).
2.7.2. Borago officinalis
2.7.2.1. Description botanique

Borago officinalis de la tamille des Boraginacées est connu sous les noms de bourrache.
En Algérie, cette plante est connue sous le nom de "Lessane el thawr" ou "Bouchenaf” (Asadi-
Samani ef al., 2014). C’est une plante herbacée annuelle, densément couverte de trichomes
rugueux, atteignant une hauteur de 40 a 70 cm. L'ensemble de la plante est ancré dans le sol par
un systéme racinaire composé d'une racine principale longue et épaisse, complétée par des
racines latérales plus petites. La tige est dressée, creuse et ramifiée dans sa partie supérieure.
La plante forme d'abord une rosette basale de feuilles, puis, lors du passage a la phase
générative, des feuilles apparaissent également sur la tige de maniére alternée (Asadi-Samani
et al., 2014; Pieszak et al., 2012). La bourache produit des feuilles simples, de forme obovoide
ou ovée, avec un bord dentelé et une nervation bien marquée. Elles sont bifaciales, la face
supérieure étant d'un vert foncé. Tandis que la face inférieure est plutot de couleur vert grisatre,
en raison de la couverture dense de trichomes. La rosette basale forme des feuilles pétiolées
avec une base en forme de coin, tandis que les feuilles de la tige sont plutét sessiles ou

légérement pétiolées. A la surface des feuilles, on trouve de nombreux stomates. Les feuilles
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sont amphistomatiques, ce qui signifie que les stomates peuvent étre observés des deux cotés
de la feuille. Les stomates sur le c6té adaxial de la feuille sont généralement plus grands et
moins nombreux, tandis que sur le coté abaxial, c'est I'inverse. L'ensemble du corps de la plante
est densément couvert de trichomes, qui ont principalement une fonction protectrice. La
bourrache fleurit de Juin jusqu'a la mi-aout, généralement avec des fleurs bleues et plus
rarement roses ou blanches (Gupta & Singh, 2010). Cette éspéce est originaire de I'Orient et du
bassin méditerranéen Nord-Africain, actuellement cultivée en Europe, en Amérique du Nord,
en Inde, en Chine et en Nouvelle-Zélande (Colombo et al., 2010; Rio-Celestino et al., 2008).

La classification taxonomique de cette espéce est présentée dans le tableau suivant :

Tableau 2 : Classification taxonomique de ’espéce B. officinalis.

Régne Plantae

Classe Magnoliopsida
Ordre Boraginales
Famille Boraginaceae
Genre Borago

Espéce Borago officinalis.

2.7.2.2. Composition phytochimique

La composition chimique des différentes parties de la plante B. officinalis a attiré
l'attention des scientifiques du monde. Ils ont découvert des composés polyphénoliques et des
acides phénoliques (acide vanillique, gentisique, caféique, p-cumarique, p-hydroxybenzoique,
romarinique et chlorogénique) (Fernandes et al., 2019; Meletis & Wagner, 2002), Les
flavonoides les plus caractéristiques de la bourrache sont principalement le kaempférol, le
quercétol, astragaline, vitexine, rutoside (Michalak er al., 2023). D’autre molecules ont été
détectées dans 1'huile essentielle de bourrache. Parmi ces molécules, on retrouve le spathulénol,
qui est le principal composant, ainsi que le trifluorométhyl, le thymol, le verrucarol, le globulol

et le guaiol (Ibrahim & Alshammaa, 2023).

Elles présentent également de petites quantités d'alcaloides pyrrolizidiniques
(sénécionine, lycopsamine, 7-acétyl-lycopsamine, amabiline, supinidine, supinine, des traces
d'intermédine et de dérivés 7-acétylés, et d'autres). L'alcaloide principal présent dans les graines

de cette plante est la tesinine. Les feuilles de cette espéce contiennent aussi des saponines et
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des tanins (Mohajer et al., 2016). Cette diversité de composition chimique met en évidence le
potentiel de B. officinalis en tant que source de produits naturels, avec des applications
prometteuses dans divers domaines, notamment en phytothérapie et en recherche

pharmaceutique.
2.7.2.3. Propriétés pharmacologiques

La plante B. officinalis a été largement utilisée depuis longtemps dans la médecine
traditionnelle de divers pays d'Asie, d'Amérique et d'Afrique, sous forme de décoctions et
d'infusions (Ibrahim & Alshammaa, 2023). FElle est reconnue pour ses propriétés
tranquillisantes et est couramment utilisée pour traiter les troubles digestifs, respiratoires et
cardiovasculaires, ainsi que pour soulager les menstruations difficiles, symptomes de la
ménopause (Gilani ef al., 2007), la peau enflammée ou hypersensible etles blessures (Farahpour
& Mavaddati, 2012). Leur efficacité a également été décrite pour le traitement des maux de
gorge, des rhumes, des toux persistantes et des maladies de la peau (furoncles, eczémas et
éruptions cutanées). Les fleurs de bourrache sont utilisées comme diurétique et expectorant
(Ibrahim & Alshammaa, 2023). Elle est également couramment utilisée pour traiter les
problémes rénaux, la dépression et pour la faiblesse nerveuse et cardiaque (Kh & Siddiqui,
2024).

L'utilisation traditionnelle étendue de B. officinalis incite les chercheurs a réaliser des
études sur ses propriétés pharmacologiques. L'activité antimicrobienne a été bien documentée,
montrant des effets antibactériens contre les bactéries a Gram positif et a Gram négatit (Mujahid
et al., 2017), ainsi que des propriétés antifongiques (Eidi ef al., 2014). Les polyphénols de
bourrache agissent également comme d'excellents antioxydants (Manthena ef al., 2022). Ils
réduisent le risque de cancer, de maladies cardiovasculaires, et de la maladie d'Alzheimer
(Ramandi et al., 2017). De plus, cette plante a montré des effets antidiabétiques dans diverses
études, soulignant son potentiel comme traitement complémentaire dans la gestion du diabéte
(Rodriguez-Magaiia et al., 2019). L'huile extraite des graines mires favorise la production de

substances anti-inflammatoires et antispasmodiques dans le corps (Armal-Schnebelen, 2006).
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3. MATERIELS ET METHODES

3.1. Enquéte Ethnobotanique

L'enquéte a été réalisée sur sept subdivisions administratives de la wilaya de Mila,
comprenant Ain Mellouk, Terrai Bainnane, Chelghoum laid, Mila, Amirat Arres, Ahmed Rachedi,
et Ferdjioua. De plus, elle a également couvert sept subdivisions administratives de la wilaya de
Skikda, a savoir Beni Oualbane, Oum Toub, Ain Charchar, Ain Kechra, Tamalous, Sidi

Mezghiche, et Collo. Les subdivisions étudiées sont présentées dans la Figure 10.

E Ain Mellouk - Termrai Bainnane E Ain Kechra D Tamalous
cnelghoum taic [ Mia [ sidi mezaniche [ Collo Ii:lai::l(‘.-';ri;e :
[ Amiratares [__] Anmed Rachedi [ Ain Charchar Générée avec ArcMap 10.8.

[ Ferdiioua [ oum Toub [ Beni ouaibane

Figure 11 : Représentation géographique des sites d'enquéte.
3.1.1. Présentation et description des zones d’étude

3.1.1.1. Région de Mila

La région de Mila est située dans le Nord-Est de I'Algérie, avec des coordonnées entre 36°30
N de latitude et 6°24'E de longitude, a une altitude de 315 metres au-dessus du niveau de la mer.
Sur le plan administratif, La région de Mila est limitrophe de la wilaya de Jijel, au Nord, de la
wilaya de Skikda, au Nord-Est, de la wilaya de Constantine, a I'Est, de la wilaya de Batna au Sud

et de la wilaya de Sétif au Sud-Ouest. La région connait un climat semi-aride, marqué par des
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périodes de sécheresse qui peuvent varier en durée. Son paysage est dominé par de vastes chaines

de montagnes, un terrain a fortes pentes et un relief complexe.

3.1.1.2. Région de Skikda

La région de Skikda (36°53°N de latitude, 06°56’E de longitude et & 1,30 métres d'altitude),
est située dans Nord-Est de 1'Algérie. Avec une superficie de 4137,68 Km?, principalement
montagneuse (41% de la surface totale). Au Nord, elle est délimitée par la mer méditerranéenne,
au Sud par la wilaya de Mila, Constantine et Guelma, a I’Est par la wilaya d’Annaba et a ’Ouest

par la wilaya de Jijel. La région posséde un climat de type méditerranéen.
3.1.2. Etude ethnobotanique

La collecte des données ethnobotaniques pour la progression de cette recherche a été réalisée
par le biais de questionnaires (Annexe 3) d’entretiens afin de recueillir le maximum d'informations
sur les espéces de plantes médicinales utilisées. Le choix approprié des interviewés est une étape
trés importante dans une recherche ethnobotanique afin d'obtenir de bons résultats. Les personnes
ont été selectionnées en fonction de leur connaissance et de leur utilisation des plantes médicinales
(Albuquerque et al., 2014). Les questionnaires ont été distribués a des personnes (N=89) de
différentes subdivisions administatives de la wilaya de Mila et Skikda. Les informateurs ont
répondu a des questions concernant les données socio-¢conomiques (Nom de I’informateur, année
de naissance, sexe, occupation actuelle, niveau d'éducation, etc), et les données ethnobotaniques
(Noms des espéces de plantes médicinales, les indications thérapeutiques, les méthodes de
préparation, etc.). La distribution des questionnaires a été réalisée en deux phases : la premiére a
été distribuée aux informateurs lors de leur rencontre, sans préavis, en évitant de la part du
chercheur tout commentaire susceptible d'influencer les réponses des interviewés, afin de garantir
que l'information obtenue était uniquement celle qu'ils connaissaient. La seconde partie a été
donnée aux informateurs pour qu'ils la remplissent a leur domicile, avec l'aide de leurs familles et

des personnes qui les connaissent.

La collecte des données a eu lieu durant la période (2019-2020) et I'enquéte a permis de
collecter un total de 347 fiches d'enquéte complétées, dans lesquelles 88 espéces ont été
mentionnées. Les données obtenues ont été tabulées, analysées et, afin de faciliter leur
visualisation, converties en valeurs en pourcentages et fréquences et présentées sous forme de
tableaux et de graphiques. Les indices ethnobotaniques ont été calculés a l'aide du logiciel IBM

SPSS Statistics version 25. Les noms populaires des espéces tloristiques natives et exotiques ont
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été enregistrés conformément aux citations des informateurs. Les noms scientifiques ont été

validés par consultation du livre Encyclopédie des plantes médicinales (Chevallier, 2001).
3.1.3. Analyse des données ethnobotaniques

Dans le modéle ethnobotanique quantitatif, les indices ethnobotaniques se distinguent, car
ils servent a calculer dans quelle mesure les informateurs font usage des plantes qui les entourent
et a évaluer 'importance culturelle relative des plantes pour les différents usages (par exemple,
I'importance des plantes médicinales). La quantification est importante et aide dans le processus
de démonstration, a la généralisation des résultats, et permet aussi de mesurer sa validité et sa
fiabilité. Ainsi, nous avons calculé divers indices et comptages ethnobotaniques classiques, tels
que la valeur d'usage des espéces (VUs), le degré de fidélité (DF) et le facteur de consensus des
informateurs (FCI). Nous traitons tous ces indices séparément et avec plus de profondeur dans la

section de discussion.
a) Valeur d'Usage

La valeur d'usage des espéces (VUs) est un des outils pour valider l'importance des plantes,
car les plantes ayant une valeur d'usage élevée reflétent un usage important dans la zone d'étude et
une action thérapeutique maximale contre les problémes de santé (Silva & Albuquerque, 2005).

Pour savoir quelle espéce subit la plus grande pression d'utilisation, la Valeur d'Usage (VUs)
a été calculée, selon Phillips & Gentry, (1993) et Phillips ef al. (1994), modifiée par Rossato ef al.
(1999).

XUs

VUs = —
N
O
e VUs = Valeur d'usage pour une espéce s
e XUs=Nombre d'usages mentionnés de 1’espece s

e N = Nombre total d’informateurs

35



MATERIELS ET METHODES

b) Degréde fidélité (DF)

Pour déterminer la concordance entre les réponses des informateurs concernant 1'utilisation
des plantes médicinales pour les animaux, le consensus des informateurs a été calculé a l'aide du
degré de fidélité adapté de la proposition de Friedman et al. (1986), selon la formule suivante:

Np

DF =—X 100
N

Ou:
e DF = Degré de fidélité
e Np = Nombre d'informateurs ayant cité 1'usage principal pour une espéce donnée

e N = Total des informateurs ayant cité I'espéce pour toute finalité

¢) Facteur de consensus des informateurs (FCI)

Pour analyser les systémes corporels (catégories de maladies ou de symptomes) ayant la plus
grande importance relative au sein de la communauté, le Facteur de Consensus des Informateurs
(FCI) proposé par Trotter & Logan, (2019) a été calculé. Une valeur faible (proche de 0) indique
un désaccord parmi les informateurs concernant les plantes utilisées pour traiter les atfections
d'une catégorie spécifique. La valeur maximale que le FCI peut atteindre pour une catégorie est 1,
qui indique un consensus total entre les informateurs sur les plantes utilisées pour cette catégorie.

Le FCI a été obtenu a partir de la formule suivante :

_ (Nur — Np)

FCl = ———
(Nur — 1)

Ou:
o FCI = Facteur de consensus des informateurs
« Nur =Nombre de citations d'utilisation dans chaque catégorie de maladie

« Nt =Nombre d'espéces utilisées dans cette catégorie

3.2. Matériel vegétal

Dans cette étude, le choix des espéces végétales a été¢ guidé par les résultats de ’enquéte
ethnobotanique réalisée au début de la thése. Deux plantes, 4. ligustica (Asteraceae) et B.
officinalis (Boraginaceae), ont été sélectionnées. Le choix de ces espéces a été motivé par leur

utilisation traditionnelle en médecine populaire, soulignant leur potentiel pour explorer des
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propriétés biologiques et thérapeutiques encore peu étudiées. De plus, leur faible représentation
dans la littérature scientifique, en particulier celle d’Achillea ligustica, qui suscite un intérét en
raison de I’absence d’études approfondies dans les domaines botanique et phytochimique, ainsi
que leur disponibilité locale dans ces régions, facilitant leur collecte et leur étude, ont renforcé leur
sélection.

Les deux plantes ont été collectées dans la région de Mila, au Nord-Est de I'Algérie (36°30'N,
6°24'E, a une altitude de 315 m), respectivement dans les communes d'Amirat Arres et d'Ain

Mellouk (Figure 12), dans le mois d'avril 2021.
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Figure 12 : Localisation géographique des sites de récolte des deux espéces (4. ligustica)

et (B. officinalis).

37



MATERIELS ET METHODES

L'identification des deux espéces (Figure 13) a été effectuée par Dr. Sakhraoui Nora,

spécialiste en taxonomie végétale, Université du 20 Aohit 1955 — Skikda.

Figure 13 : Illustration photographique des espéces étudiées ; A. ligustica (a) et B.

officinalis (b).

3.3. Etude Phytochimique

3.3.1. Préparation des extraits par macération et fractionnement

L’extraction a été effectuée au niveau du laboratoire de biochimie de I’Université 20 Aot
1955, Skikda. 100 g du matériel végétal provenant des feuilles séches broyées des deux plantes a
été placé dans des récipients et macéré séparément dans IL d’une solution hydroalcoolique
(méthanol a 70% ; MeOH/H:20 : 70/30, v/v) pendant 24 heures, sous agitation, a température
ambiante et avec un renouvellement du solvant chaque 24 heures, avec en moyenne 3 changements
de solvant. La filtration a été effectuée a travers du papier filtre, avec des collectes périodiques des
filtrats. Les filtrats ont été concentrés a |'évaporateur sous vide, ce qui a permis d'obtenir |’extrait
brut. L'extrait brut a d'abord été dissous dans 200 ml de I'eau distillée bouillante. Aprés une nuit
de repos, la fraction aqueuse résultante a été filtrée et soumise a une extraction liquide-liquide avec
des solvants dans un ordre croissant de polarité (n-hexane, chloroforme, acétate d'éthyle et n-

butanol). Chaque solvant étant utilisé trois fois afin d'assurer une extraction optimale.

Les fractions suivantes ont ainsi été obtenues : hexanique (n-hex), chloroformique (CHCy),
acétate d'éthyle (AcOEt), et n-butanolique (n-BuOH). Les fractions ont été concentrées dans un
évaporateur rotatif a pression réduite et a une température de 40 °C, puis pesées pour déterminer
le rendement en masse. Ensuite, ils ont été stockés a température de 4°C jusqu'a l'analyse. Le

diagramme représentant le processus d'obtention des fractions est présenté dans la Figure 14.
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Extrait brut

H,O bouillante

Fraction aqueuse

Extraction par du n-hexane ) )
Décantation Filtration Aprés une nuit de repos

Fraction n-hexane

Reésidu de la 1ére extraction

Extraction par du Chloroforme CHCls
Décantation

Fraction (CHCl,)

Résidu de la 2éme extraction

Extraction par du AcOEt

Dé tati
Fraction E————
AcOEt
Résidu de la 3éme extraction
Fraction Extraction par du n-BuOH
n-BuOH Deécantation

Résidu de la 4éme extraction

Figure 14: Schéma des étapes d'extraction liquide-liquide (Cetkovié ef al., 2007).

Pour évaluer l'efficacité de la technique d'extraction, les rendements extractifs ont été

calculés et exprimés en pourcentage selon la formule suivante a été utilisée :
Rend t % il 100
endement % = ——X
MO
Ou:

e M1 : La masse (en grammes) de l'extrait sec obtenu lors du processus d'extraction

e MO0 : La masse (en grammes) de la matiére végétale séche utilisée pour 'extraction
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3.3.2. Détermination de la teneur totale en composés phénoliques

Pour déterminer la teneur totale en composés phénoliques (TCP) des extraits (AcOEt et n-
BuOH) des deux plantes, on a utilisé la méthode de Folin-Ciocalteu selon Singleton & Rossi,
(1965), une méthode colorimétrique basée sur une réaction d’oxydoréduction entre le réactif de
Folin-Ciocalteu (FC) et les composés phénoliques. L'agent F-C est généralement composé de
tungstate de sodium (Na;WO4-2H20), de molybdate de sodium (Na:MoOj4:2H>0), de HCI
concentré, d'acide phosphorique a 85 % (H3POy), de sulfate de lithium (Li2SO4-4H>0) et d'eau. Ce
mélange donne a l'agent une couleur jaune intense, qui se transforme en bleu en présence de
contaminants réducteurs (Folin & Ciocalteu, 1927). Le changement de couleur du mélange
réactionnel est provoqué par un transfert d’¢lectrons, au cours duquel le réactif FC (agent oxydant)
est réduit, tandis que les composés phénoliques (agents réducteurs) sont oxydés. Les composeés
phénoliques agissent ainsi comme donneurs d’électrons. La réduction du molybdéne (contenu dans
le composé Na:MoQ: du réactif FC) entraine la formation de complexes bleus, qui sont détectés

par spectrophotométrie a une longueur d’onde autour de 765 nm (Giilgin, 2012).

Dans une plaque a 96 puits, le mélange suivant a été préparé : 20 pL d’extrait (dilué a 1
mg/mL dans du méthanol), 75 uL d’une solution de carbonate de sodium (Na:COs) a 7,5 % (p/v)
et 100 pL de réactif FC a 10 % (v/v). Le méthanol a été utilisé comme blanc a la place de ’extrait.
Le mélange réactionnel a été incubé pendant 2 heures a I’obscuritéet a température ambiante.
L’absorbance des échantillons a été mesurée a 765 nm a 1’aide d’un lecteur de microplaques de 96
puits (Perkin Elmer, Enspire). La TCP des extraits a été calculée sur la base d’une courbe
d’¢talonnage établie avec I’acide gallique (Annexe 2). Les résultats ont été exprimés en

microgrammes d’équivalents d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg Extrait).
3.3.3. Détermination de la teneur totale en flavonoides

La teneur totale en flavonoides (TF) a été déterminée selon le protocole développé par Topgu
et al. (2007), et adapté a une analyse en microplaque. Grace a leur forte teneur en groupes oxo et
hydroxyles, les flavonoides présentent une grande affinité pour les ions métalliques tels que I’ AI**.
Cette méthode repose sur la réaction des flavonoides avec les ions aluminium en milieu alcalin.
Pour cela, 50 pL de I’extrait (AcOEt et n-BuOH), 130 pL de méthanol, 10 pL d’acétate de
potassium et 10 pL de nitrate d’aluminium (10 %) ont été mélangés dans une plaque a 96 puits.
Pour le blanc, 150 pL. de méthanol ont été ajoutés a la place de I’extrait. Les lectures d’absorbance

ont été prises a 415 nm a ’aide d’un lecteur de microplaque (Perkin Elmer, Enspire). La TF a été
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calculée et exprimée en microgrammes d’équivalents de la quercétine par milligramme d’extrait

(ng EQ/mg Extrait), sur la base d’une courbe d’étalonnage réalis¢e avec la quercétine (Annexe 1).

3.3.4. Analyse des composés phénoliques par chromatographie liquide couplé a la

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

L'identification des composés chimiques présents dans les extraits (AcOEt et n-BuOH) des
plantes Achillea ligustica et Borago officinalis a été réalisée a l'aide d'un systéme UPLC-ESI-
MS/MS Shimadzu 8040, intégrant la technologie UFMS et équipé d'une pompe binaire Nexera
XR LC-20AD. La séparation chromatographique a été effectuée avec une colonne Ultra-force C18
(I, D, 150 mm x 4,6 mm, 3 pm de taille de particules ; Restek). Dans le cadre de I'optimisation des
standards des composés chimiques, une injection directe sans colonne a été réalisée. Les conditions
d'ionisation par ESI étaient les suivantes : gaz CID a 230 KPa, dynode de conversion a —6,00 kV,
température de l'interface a 350 °C, température du DL a 250 °C, débit du gaz de nébulisation a
3,00 L/min, température du bloc de chauffe a 400 °C, et débit du gaz de séchage a 15,00 L/min.
Les standards ont été préparés a une concentration de 500 pg/L. en méthanol. La détection a été
réalisée a l'aide d'un spectrométre de masse a piége ionique a été utilisé en mode MRM (Multiple
Reaction Monitoring), en ions positifs et négatifs. Le systéme de phases mobiles était composé de
de la phase A, qui était de 1'eau avec l'ajout de 0,1 % d'acide formique, et de la phase B, qui était
du méthanol. Le débit de la phase mobile a été réglé sur 0,3 mL/min. Le volume d'injection de
I'échantillon était de 5 pL, et le gradient de la phase mobile était le suivant : de 0 a 1 min, A a 80
% ;de1a30min, Aa20% ;de30a40min, Aa0% ;de40a45 min, Aa0 % ;etde45a60
min, A a 80 %.

3.4. Activités Biologiques
3.4.1. Activité antioxydante
3.4.1.1. Détermination de I'activité antioxydante par la méthode du DPPH

La méthode originale de DPPHe, du terme anglais 1,1-DiPhenyl-2-PicrylHydrazyl, a été
décrite par Blois, (1958) et, par la suite, modifiée par Brand-Williams ef al. (1995). Le processus
se déroule par des réactions impliquant le transfert d'atome d'hydrogéne et d'électrons de

l'antioxydant vers le radical DPPH- (Figure 15).

Le DPPH, sous forme de radical, présente une coloration violette intense avec une

absorbance maximale entre 515 et 528 nm (Huang et al., 2005). L'espéce chimique formée aprés
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réaction avec la substance antioxydante présente une coloration jaune et, par conséquent, il y a une

réduction de la bande d'absorption observée précédemment a 517 nm (Shahidi & Zhong, 2015).

Le potentiel de l'activité antioxydante de 1'échantillon est proportionnel au changement de
couleur de la solution contenant le radical DPPHe. Pour I’analyse, une solution méthanolique de
DPPH (0,15 mM) a été préparée. Pour chaque test, 40 pL des extraits (AcOEt ou n-BuOH) a
différentes concentrations (0,0078-0,5 mg/mL) ont été mélangés avec 160 pL de la solution de
DPPH. En paralléle, le controle négatif a été préparé en remplacant 1'échantillon par du méthanol.
Les plaques ont été incubées pendant 30 minutes a température ambiante a l'abri de la lumiére pour
déterminer l'activité antioxydante (% d’inhibition), en utilisant I'équation suivante :

. (A1— A2)
% d' inhibition = —aq x 100

Ou

e Al : I'absorbance du contrdle négatif

e A2 :l'absorbance de I'échantillon testé

Les valeurs ICso, indiquant la concentration nécessaire pour inhiber 50% des radicaux DPPH,
ont été déterminées a partir de la régression linéaire du pourcentage d'inhibition du DPPH en
fonction de la concentration de 'échantillon. De plus, pour évaluer l'efficacité antioxydante, les
valeurs ICso des extraits de plantes ont ét¢ comparées a celles du standard synthétique

butylhydroxyanisole (BHA).

g-&@mﬂ*%: H — g:%{j}—w + (R

Radical DPPH DPPHH stabilisé
(violet) (jaune)

B . H Antioxydant réducteur

Figure 15 : Mécanisme de réduction du radical DPPH par un antioxydant (Liang & Kitts,
2014).
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3.4.1.2. Détermination de I'activité antioxydante par la méthode ABTS

Le méthode ABTS, de l'abréviation anglaise 2,2'-AzinoBis-3-ethylbenzoThiazoline-6-
Sulfonic acid, a été investiguée selon le protocole décrit par Re ef al. (1999). La formation du
cation-radical ABTS-" se produit & partir du mélange d'une solution contenant le réactif ABTS (7
mM) avec une solution de persulfate de potassium (2,45 mM) dans de I'eau. Ce mélange est laissé
au repos pendant 16 heures, dans l'obscurité. A la fin de ce temps, une solution contenant le cation-

radical ABTS™ de couleur vert-bleu intense est obtenue.

Avant la réaction, il est nécessaire de réaliser des dilutions de la solution concentrée
contenant le cation-radical ABTS, en utilisant du méthanol, jusqu'a obtenir une solution diluée
avec une absorbance de 0,7 a 734 nm. Le cation-radical ABTS™ présent dans la solution peut étre
stabilisé aprés réaction avec des substances ayant des activités antioxydantes. Le processus se
déroule par des réactions impliquant le transfert d'un atome d'hydrogéne et des électrons de
l'antioxydant vers le cation-radical ABTS" (Figure 16) (Prior et al., 2005). Pour l'expérience, 40
pL de Iextrait (AcOEt et n-BuOH) préparé a différentes concentrations (0,0078-0,5 mg/mL) ont
été ajoutés a 160 pL de la solution radicale ABTS™. Un contrdle négatif a été préparé en utilisant
la méme procédure, remplacant les échantillons par du méthanol. Apres incubation a température
ambiante pendant 10 minutes, l'absorbance a été déterminée autour de 734 nm. Le pourcentage

d'inhibition du radical ABTS™" a été déterminé comme suit :
; (A1 — A2)
%% d'inhibition = T X 100

Ou:

e Al : I'absorbance du controle négatif

e A2 :l'absorbance de I'échantillon testé

Des standards synthétiques, tels que le BHA (butylhydroxyanisole) et le BHT
(butylhydroxytoluéne), ont été utilisés pour comparer les pourcentages d'inhibition et les valeurs
d’ICso (concentration nécessaire pour inhiber 50% du radical ABTS"" ont été mesurées a partir du

graphique de l'inhibition d’ABTS"" en fonction de la concentration de I'échantillon.
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Figure 16 : Equation chimique de la réaction entre le cation-radical ABTS" et

I'antioxydant (AOH) (Kumar ef al., 2019).

3.4.1.3. Détermination de I'activité antioxydante par la méthode FRAP

La méthode FRAP de l'abréviation en anglais (ferric reducing antioxidant potential), a été
adaptée de la méthode décrite par Oyaizu (1986). C’est une méthode rapide, simple et rentable, et
ne nécessite aucun équipement spécial. Elle est également caractérisée par sa haute précision et sa
sensibilité (Munteanu & Apetrei, 2021). Cette méthode repose sur le principe d'une réaction redox
(Figure 17), c'est-a-dire la réduction du complexe d'ions ferreux Fe** en complexe ferreux Fe?*

(coloration bleue intense) sous l'action des antioxydants (Shahidi & Zhong, 2015).

Pour ’analyse, un aliquote de 10 puL des extraits (AcOEt et n-BuOH) ou de chacun des
standards a plusieurs concentrations (0,0625—4mg/mL) a été ajouté a 40 uL. de tampon phosphate
(pH 6,6) et 50 uL de ferricyanure de potassium (1%). Apreés incubation pendant 20 minutes a 50°C,
40 pL d'eau distillée et 10 pL de chlorure ferrique FeCls (0,1%) ont été ajoutés dans les puits de
la microplaque. La mesure de l'absorbance a été effectuée autour de 700 nm et les données ont été
exprimées en Ao.s pg/mL et comparées aux standards antioxydants o-tocophérol et acide

ascorbique.
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Figure 17 : Réaction de réduction du complexe Fe* en Fe’" dans le test FRAP

phénanthroline FeCls (Lewoyehu & Amare, 2019).
3.4.1.4. Détermination de I'activité antioxydante par la méthode phénanthroline

Ce test repose sur la réduction de I'ion ferrique (Fe®") en ion ferreux (Fe?") par un antioxidant.
La réaction entre les ions ferreux (Fe**) et la 1,10-phénanthroline, conduit a la formation d'un
complexe rouge-orange (Figure 18), dont l'absorbance maximale se situe entre 508 et 510 nm
(Kolthoff ef al., 1950). Par conséquent, la création du complexe ferreux-triphenanthroline dépend

directement de l'efficacité et de la concentration de l'antioxydant (Mukhopadhyay et al., 2016).

L’activité antioxydante par la méthode phénanthroline a été mesurée dans la présente étude
en utilisant la méthodologie de Szydlowskac-zemiak ef al. (2008). Dans une microplaque a 96
puits, 10 pL del'extrait (AcOEt et n-BuOH) a différentes concentrations (0,0625-4mg/mL) a été
mélangé avecdu FeCls (50 pL, 0,2%), de la phénanthroline (30 pL, 0,5%) et 110 pL de méthanol.
L'absorbance a été mesurée autour de 510 nm aprés conservation de la plaque dans l'obscurité
pendant 20 minutes a 30°C pour permettre a la réaction de se terminer. Les données ont été
exprimées en Ao.s pg/mL. Le BHA (butylhydroxyanisole) et le BHT (butylhydroxytoluéne), ont

été utilisés comme standards.
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1,10-phénanthroline
Complexe ferreux-triphenanthroline

rouge-orange
Figure 18: Formation du complexe orange-rouge entre la 1,10-phénanthroline et le Fe?

(Koronkiewicz, 2021).
3.4.2. Evaluation de Pactivité anti-enzymatique
3.4.2.1. Activité inhibitrice de la cholinesterase

L'activité inhibitrice contre 1’acétylcholinestérase (AChE) et la butyrylcholinestérase
(BChE) a été déterminée a l'aide de la méthode modifiée d' Ellman et al. (1961). Le principe de la
méthode consiste & mesurer la quantité de thiocholine produite par l'estérase, qui résulte de la
conversion de substrats (L'acétylthiocholine ou la butyrylthiocholine). Le thiocholine réagit
ensuite avec le dithio-bis-(2-nitrobenzoate) (DTNB), produisant un anion jaune, le 5-thio-2-
nitrobenzoate. La production de l'anion est évaluée par spectrophotométrie, en mesurant

I'absorbance autour de la longueur d'onde de 412 nm.

Le systéme de réaction était composé de 150 pLL de tampon phosphate de sodium 100 mM
(pH 8.0), 10 puL de solution d'extrait (AcOEt et n-BuOH) dissous dans du méthanol a différentes
concentrations, 20 pL de solution d'AChE (5,32 % 107 U) ou de solution de BChE (6,85 x 107
U). Le mélange a été incubé a 25°C pendant 15 minutes, puis 10 pL de réactif 5,5'-dithio-bis-2-
nitrobenzoique (0,5 mM) et 10 pL d'acétylthiocholine iodure (0,71 mM) ou 10 pL de
butyrylthiocholine chlorure (0,2 mM) ont été ajoutés. La solution de méthanol a servi de contréle
négatif. Les mesures ont été réalisées a I'aide d'un lecteur de microplaque a 96 puits (Perkin Elmer,
Enspire) a 412 nm, a différents intervalles de temps : 0 minute, 5 minutes, 10 minutes et 15
minutes. L'analyse a été réalisée en triplicat (n = 3). Le pourcentage d'inhibition a été calculé en

utilisant la formule suivante :
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Ay = A
% inhibition =¥x 100
10

e A1 Absorbance du contréle négatif

e Az Absorbance de l'échantillon

Les résultats ont été exprimés en valeurs ICso, qui ont été calculées comme la concentration
des extraits entrainant une inhibition de 50% de 'activité de I' AChE et de la BChE. La galantamine

a été utilisée comme contréle positif.
3.4.2.2. Activité inhibitrice de I'a-amylase

Pour I’évaluation de I’activité antidiabétique des extraits (AcOEt et n-BuOH) de plantes
¢tudiés, l'essai d'inhibition de I'o-amylase a été utilisé. Ce dernier a été adapté de la méthode décrite
par Zengin ef al. (2015), basée sur le test d'amidon-iode, avec quelques modifications. Lors de
I'inhibition de l'a-amylase par les extraits de plantes, 1'hydrolyse du substrat (amidon) est
empéchée, entrainant ainsi son accumulation. Cette accumulation réagit avec l'iode pour former
un complexe bleu-noir, provoquant un changement de I'absorbance. La couleur bleu foncé indique
la présence d'amidon ; la couleur jaune indique l'absence d'amidon, tandis qu'une couleur brunatre

indique un amidon partiellement dégradé dans le mélange de la réaction.

L'essai a commencé par le mélange de 25 pl. d'extrait végétal (AcOEt et n-BuOH)
(préalablement préparé a des concentrations de 0,0625-4 mg/mL), du 50 pl. de solution
enzymatique (a-amylase,1U) préparée dans de tampon phosphate de sodium a pH 6,9. Le
mélangea été pré-incubé pendant 10 minutes a a 37°C. Aprés cette incubation, S0pL de la solution
aqueuse d'amidon a 0,1% ont été ajoutés. Apres 10 minutes supplémentaires d’incubation, 25pL
de la solution d’HCI (1M) et 100 pL de la solution aqueuse d'iode-potassium (IKI) ont été ajoutes
(Figure 19). La lecture a ensuite été réalisée a 630 nm, a I’aide d’un lecteur de microplaques a 96
puits (Perkin Elmer, EnSpire). Le pourcentage d'inhibition de I'a- amylase a été calculé a l'aide de

la formule suivante :
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((Ac — Ae) — (As — Ab)
(Ac — Ae)

% d’Inhibition de l'a — amylase =1 —

Ou:

e Ac: Absorbance [amidon+ IKI+ HCI+ volume de solvant de I’extrait+ tompon phosphate
de I’enzyme].

e Ae: Absorbance [Enzyme+ amidon+ IKI+ HCL+ volume de se solvant de I’extrait]

e As: Absorbance [Enzyme + Extrait+ amidon+ IKI+ HCI]

e Ab: Absorbance [Extrait+ IKI+ tompon phosphate de sodium].

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Ast | Asi | As1 | Abr | As2 | Asz | As2 | Ab2 | As As As Ab
As1 | Asi | As1 | Ab1 | As2 | As2 | Asz | Ab2 | As As As Ab
As1 | Asi | As1 | Ab1 | As2 | As2 | As2 | Ab2 | As As As Ab
Ast | Asi | As1 | Abr | As2 | Asz | As2 | Ab2 | As As As Ab
As1 | Asi | As1 | Ab1 | As2 | As2 | As2 | Ab2 | As As As Ab
As1 | Asi | As1 | Ab1 | As2 | As2 | As2 | Ab2 | As As As Ab
Asi | Asi | As1 | Abr | As2 | As2 | As2 | Ab2 | As As As Ab

Ae | Ae | Ac | Ac | Ae | Ac | Ac | Ac | Ac | Ac | Ac | Ac

o Q = = 8 O = e

Figure 19 : Distribution des absorbances correspondantes a chaque puits dans la

microplaque pendant I’analyse de I’activité inhibitrice de l'a-amylase.

Les résultats sont également exprimés en ICso (ng/mL), qui désigne la concentration
inhibitrice a 50 % de la quantité d'enzyme. Le médicament anti-hyperglycémiant acarbose est
approuvé pour la prévention et le traitement du diabéte de type 2 grace a son administration
quotidienne. Il agit par inhibition compétitive de l'a-amylase (en mimant leur substrat), régulant
ainsi 'absorption du glucose au niveau de l'intestin (Yoon & Robyt, 2003). Il est donc utilisé

comme controle positif dans cette étude.
3.4.2.3. Activité inhibitrice de 'uréase

L'uréase est une enzyme qui catalyse la conversion de l'urée en ammoniac (NHs) et en
dioxyde de carbone (CO2) (Upadhyay, 2012). La détection colorimétrique de I'ammoniac produit

lors de I'hydrolyse de I'urée permet d'évaluer 'activité inhibitrice de I'enzyme. La diminution de la
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quantité d'ammoniac dans le milieu réactionnel est proportionnelle a l'efficacité de l'inhibiteur

(Deng ef al., 2016).

La détermination de l'activité inhibitrice de l'uréase a suivi la procédure proposée par Taha
et al. (2018). Le réactif A a été préparé en dissolvant du phénol (8 % p/v) et du nitroprussiate de
sodium (0,1 % p/v). Le réactif B a été préparé en dissolvant de 'hydroxyde de sodium (NaOH)
(2,85 %) et de I'hypochlorite de sodium (NaOCl) (4,7 %). Une microplaque a 96 puits, un mélange
réactionnel contenant 25 pL de solution d'enzyme uréase, 50 pL de la solution d'urée (17 mM) et
10 pL pl de solution d'inhibiteur (extraits de plantes (AcOEt et n-BuOH) de a des concentrations
allant de 0,0625 a 4 mg/mL). Ces solutions ont été incubées pendant 15 minutes a 30°C. Ensuite,
45 pL du réactif A et 70 pL du réactif B ont été ajoutés au mélange, qui a été incubé pendant 50
minutes a 30°C. Apres cette période, les échantillons ont été soumis a une analyse par
spectrophotométrie et la lecture de I'absorbance a été effectuée a 630 nm a l'aide d'un lecteur de
microplaques a 96 puits (PerkinElmer, EnSpire). Toutes les réactions ont été effectuées en
triplicate. En plus de l'échantillon, il était nécessaire de mesurer I'absorbance de I'échantillon blanc.
Celui-ci différe de I'échantillon en ce que I’extrait est remplacée par de méthanol dans la réaction.
Le blanc est mesuré en raison de l'interaction entre les composants du meélange réactionnel, la
coloration générée influengant les valeurs d'absorbance de 1'échantillon mesuré. La valeur réelle
de l'absorbance est obtenue par la différence entre I'absorbance mesurée de 'échantillon et celle
du blanc. Le standard d'inhibition utilisé était la thiourée. A la fin des procédures, les valeurs
d'absorption ont été converties en pourcentage d'inhibition puis en 1'ICsp en utilisant 1'équation
suivante :

(4, — 4)

% inhibition = — x 100

e Ap: Absorbance du contréle négatif

e Az Absorbance de I'échantillon
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3.4.3. Evaluation de I’activité antimicrobienne

Dans le cadre de I’évaluation des propriétés antimicrobiennes des extraits AcOEt et n-BuOH
des deux plantes étudiées, I’activité antibactérienne et antifongique a été évaluée par les méthodes

suivantes :

3.4.3.1. Activité antibactérienne par la méthode de diffusion de disques

Le test de diffusion sur disque de Kirby-Bauer décrit par (Meral & Karabay, 2002), a été

utilisé pour évaluer 'activité antibactérienne des extraits (AcOEt et n-BuOH) de plantes testées.

Ce test repose sur I’interaction entre un disque de papier (diamétre d’environ 6 mm)
imprégné d’extraits et la surface ensemencée du milieu de culture. Les molécules actives présentes
dans ces extraits diffusent alors dans le milieu, provoquant la formation de zones d’inhibition de
tailles variables autour des disques. Les bords de la zone d’inhibition apparaissent lorsque la
concentration de la substance est encore suffisante pour inhiber la croissance des micro-
organismes. Cette technique a été utilisée de maniére préliminaire pour évaluer si les extraits de
plantes médicinales étudiés possédaient une activité antibactériénne et pour sélectionner les

bactéries qui seraient testées pour la détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI).

Les souches bactériénnes utilisées dans les essais provenaient de I'ATCC (American Type
Culture Collection) : pour les bactéries Gram-positives, Staphylococcus aureus ATCC 25923 et
Bacillus subtilis ATCC 6633 ; et pour les bactéries Gram-négatives, Klebsiella pneumoniae ATCC
700603 et Escherichia coli ATCC 25922. En plus des souches de référence ATCC, deux souches
cliniques (Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae), provenant de divers sites de prélévement
tels que l'urine et les prélévements vaginaux, ont également été utilisées. Ces souches ont été
collectées a |'Etablissement Public Hospitalier (EPH) Abdderrazak Bouhara a Skikda.
L’enssemble de souches a été cultivé a partir de cultures de réserve sur de la gélose inclinée puis

conserveé a 4°C jusqu’a ’analyse.

A partir de cultures puresincubées pendant 18 heures sur la gélose nutritive, une suspension
d'une densité de 0,5 McFarland a été préparée dans 5 mL de solution physiologique de NaCl
(0,9%). Sur des boites de petri contenant de la gélose Muller-Hinton, la suspension bactériénne a
été étalée uniformément sur toute la surface de l'agar a 'aide d'écouvillons stériles. Des disques de
papier stériles de 6 mm de diamétre, ont été placés sur le milieu ensemencé et imbibés

successivement de 20 pL des extraits (AcOEt et n-BuOH) préparés a une concentration de
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Img/mL. L'expérience a été réalisée en trois répétitions et un contréle de I'effet du solvant (boite
avec inoculum et disques imbibés de DMSO), a été preparé. Apres 24 heures d’incubation a une
température de 37°C, la valeur moyenne de la zone d'inhibition ainsi que I'écart-type ont été
déterminés. Les bactéries sont considérées comme sensibles aux extraits lorsque la zone
d'inhibition est comprise entre 9 et 14 mm, trés sensibles pour des zones de 15 4 19 mm, et
extrémement sensibles lorsque le diamétre de la zone d'inhibition dépasse 20 mm (Ponce ef al.,

2003).
3.4.3.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La concentration minimale inhibitrice (CMI) a été déterminée par la méthode de
microdilution en bouillon Mueller-Hinton, suivant les recommandations établies par le Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2006) comme détaillé par Rota et al. (2004), avec quelques
modifications. Les essais ont été réalisés dans des plaques stériles a 96 puits. Avant de commencer
les tests, le couvercle de la plaque a été marqué avec un marqueur selon le schéma du test prévu

(Figure 20).

Dans chaque puits de la plaque, 170 pL. de milieu nutritif liquide (Mueller-Hinton), 10 pL
de la suspension bactérienne (préparée selon la méthode décrite au point 4.3.1.1) et 20 pL des
extraits (AcOEt et n-BuOH), préparés a cinq concentrations dans le DMSO (0,0625-1 mg/mL),
ont été ajoutés. La sixiéme colonne de la plaque (MI), contenant uniquement le milieu inoculé, a
servi de contréle positif de la croissance, tandis que la septiéme colonne (M), contenant le milieu
non moculé, a servi de controle de stérilité du bouillon utilisé. Les plaques ont ensuite été incubées
a 37 °C pendant 24 heures. Ce test a été réalisé en double répétition. Apres 24 heures d’incubation,
10 pL d’une solution de chlorure de 2,3,5-triphényltétrazolium (TTC) ont été ajoutés a chaque
puit. Aprés 1 heure d’incubation a 37 °C, la croissance bactérienne est indiquée par l'apparition
d'une coloration rose. La CMI a été déterminée comme étant la concentration la plus faible qui

inhibe la croissance visible des micro-organismes.
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Figure 20 : Distribution des solutions correspondantes a chaque puits dans la microplaque

pendant la détermination de la CMI par microdilution.

(A1-AS5 jusqu'a H1-H5) — dilutions des extraits testés
(A6-H6) — MI (milieu +inoculum)
(A7-H7) — M — (mileu))

3.4.3.3. Activité antifongique

Le potentiel antifongique des extraits (AcOEt et n-BuOH) des deux plantes étudiées, a été
évalué contre les champignons phytopathogénes : Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici ATCC
4287 et Alternaria sp, fournis par le Centre de Recherche en Biotechnologie (CRBT), Constantine.

La méthode utilisée était basée sur la technique décrite par Vinale et al. (2006).

Le milieu de culture PDA a été préparé en faisant bouillir 200 g de pomme de terre dans 1 L
d'eau distillé, filtré et récupéré, auquel ont été ajoutés 20 g de dextrose et 15 g d'agar. Le milieu
obtenu a été transféré dans des flacons en verre, puis autoclavé a 120 °C pendant 20 minutes. Aprés
cela, il a été coulé dans des boites de Petri. Une fois le milieu solidifié, a I'aide d'un emporte-piéce
stérile, des disques de 5 mm de diamétre ont été prélevés a partir des éxtrémités de croissance des
colonies (afin d'obtenir des colonies plus jeunes), puis ajoutées au centre de chaque boite. Ces
disques ont ensuite été imbibés de 10 pl de différents extraits dissous dans du DMSO, avec une

concentration de 30 %.

Trois boites témoins négatif ont été préparées avec le milieu de culture et les spores du
champignon, pour observer le développement dans des conditions normales, tandis que trois boites
témoins positif ont été préparées avec le milieu de culture, les spores du champignon et 10pl de
DMSO afin de confirmer que ce dernier n’a aucune influence sur la croissance fongique. Le testa

été réalisé en trois répétitions pour chaque extrait et champignon, et les boites ont ensuiteété
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incubées a une température de 25 °C. La croissance mycélienne des champignons a été mesurée
par le diamétre de la colonie aprés 48h et 6 jours. L'activité antifongique a été exprimée en

pourcentage d'inhibition de la croissance mycélienne et calculée selon la formule suivante :

2o 12 e . (dc — dt)
% d'inhibition de la croissance = —— x 100

e dc : mesure du diamétre de la colonie du champignon témoin

e dt: mesure du diamétre de la colonie du champignon traité
3.4.4. Evaluation de 'activité cytotoxique sur les larves d'Artemia salina

Les essais de toxicité des extraits (AcOEt et n-BuOH) des deux plantes étudiés ont été
réalisés selon la méthode décrite par Meyer ef al. (1982) sur des plaques de 96 puits. Dans un
premier temps, 1’éclosion des kystes d'4. salina a été réalisée en incubant environ 10 mg g de
kystes dans 200 mL d'eau de mer artificielle (solution saline (3,8 %)) a 25-28°C sous éclairage
fluorescent pendant 48 heures. Aprés 1'éclosion, 100 pL. d'une solution contenant 10 larves d'4.
salina, 80 pL d'eau de mer et 20 pL de chaque extrait (préparés a partir d'une solution mére de 4
mg/mL) ou contrdle positif (dichromate de potassium, 0,1 %) ont été ajoutés en triplicat aux puits
de la plaque. Les plaques ont ensuite été incubées pendant 24 heures. Aprés incubation, le
pourcentage de mortalité a chaque concentration a été calculé aprés comptage du nombre de larves
survivantes, et la mortalité a été exprimée en concentration létale (CLs0) (Concentration nécessaire
pour tuer 50 % des larves) en utilisant 'analyse Probit dans IBM SPSS Statistics version 25. Les
substances ayant des valeurs de CLso inférieures a 1000 pg/mL ont été considérées comme

toxiques.

3.5. Analyse Statistique

Tous les résultats sont exprimés sous forme de moyenne + écart-type, et proviennent de
I'analyse de 3 répliques des échantillons (n = 3) sauf pour la détermination de la CMI
(Concentration Minimale Inhibitrice) qui a été effectuée avec seulement 2 répétitions. Le
programme IBM SPSS Statistics version 25 a été utilisé pour l'analyse statistique des résultats
obtenus sur les différents extraits étudiés selon les différentes méthodes analytiques. Les données
ont été analysées a l'aide du test ANOVA a un facteur, suivie d'un test post-hoc de comparaison

multiple selon la méthode de Tukey, qui compare les résultats de I'analyse a ceux du contréle. La
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valeur de p détermine le niveau de signification pour rejeter I'hypothése. Les différences mesurées

sont considérées comme statistiquement significatives lorsque les valeurs de p sont < 0,05.
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4. RESULTATS ET DISCUSSION

4.1. Enquéte Ethnobotanique

Les résultats de notre étude ethnobotanique reposent sur les informations obtenues a partir

de 347 questionnaires, au cours desquels nous avons parlé avec 89 personnes.

4.1.1. Analyse des caractéristiques de la population étudiée

L'analyse des profils des informateurs révéle que, parmi le nombre total de répondants,
83,15 % étaient des femmes et 16,85% des hommes (Figure 21, a). La tranche d'age la plus
représentée est celle des 20 a 30 ans, avec 52,81 % de 'échantillon, suivie par les groupes d'age
de 30 a 40 ans (20,22%) et de 40 a 50 ans (12,36 %). Les personnes dgées de 50 ans et plus
représentent 11,24 % des répondants, tandis que les 18 a 20 ans ne constituent que 3,37 % de
I'échantillon (Figure 21, b). Concemant la situation familiale, 62,92% des répondants sont
célibataires, tandis que 37,08 % sont mariés (Figure 21, ¢). En ce qui concerne le lieu de
résidence, la majorité des informateurs (50,56%) vivent en milieu rural (Figure 21, d). Pour ce
qui est du niveau d'éducation, une grande majorité des informateurs (84,27%) ont un niveau
d'éducation universitaire, suivi de 10,11 % ayant un niveau secondaire, et seulement 1,12 %
sont néants (Figure 21, e). Quant a la profession, la majorité des informateurs (78,65%) sont

sans emploi, tandis que 21,35% ont un emploi (Figure 21, 1).

La comparaison de nos résultats avec ceux de Bendif er al. (2020), ou I'utilisation des
plantes médicinales par les jeunes a été trés évidente dans la communauté étudiée, on constate
qu’il existe une transmission des connaissances traditionnelles des plus agés vers les personnes
jeunes. Il est également observé que dans d’autres études (Chohra & Ferchichi, 2019; Meddour
et al.,2020), les informants de sexe féminin prédominent clairement. Ces auteurs justifient cette
prédominance des femmes par le fait que, tout au long de |’histoire, la responsabilité des taches
domestiques et des soins des enfants leur étaient attribués, et elles se chargeaient également du

traitement des maladies simples a ’aide de plantes.
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Figure 21 : Profils des informateurs enquétés selon le sexe (a), la catégorie d'age (b), la

situation familiale (c), le lieu de résidence (d), le niveau d'éducation (e) et la profession (f).

Concernant le niveau d'éducation des personnes interrogées, un résultat similaire a été
observé dans le travail de Taibi et al. (2020), qui ont indiqué que la plupart des répondants ont

déclaré avoir un niveau universitaire, suivis de ceux ayant un niveau secondaire. pour les
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résultats de la situation familiale, celles des études de Salhi ef al. (2010) et Baziz et al. (2020),
les résultats s’inversent, ou le plus grand nombre de réponses aux questionnaires provient des

personnes mariées.

Les résultats concernant la profession sont conformes a ceux d'autres études
ethnobotaniques (Bendif ef al., 2021; Meddour et al., 2020), qui ont rapporté une situation
professionnelle marquée par un taux élevé de chomage, ce qui pourrait influencer les
perceptions et pratiques de la population concernant l'utilisation des plantes médicinales. Bien
que ces justifications soient prises en compte, il ne peut en aucun cas étre affirmé que ces
résultats montrent qui posséde un plus grand savoir sur les plantes, car il existe des variables,
telles que la stratégie d'échantillonnage ou simplement le hasard, qui peuvent influencer de

maniére décisive ces résultats.
4.1.2. Analyse pharmacologique et ethnofloristique
4.1.2.1. Selon les familles botaniques

Les 89 informateurs ont cité 88 espéces de plantes médicinales, réparties sur 42 familles
botaniques. Les familles les plus représentatives étaient Lamiaceae (33,72% avec 14 espéces),
Asteraceae (11,24% avec 8 espéces), Apiaceae (10,09% avec 10 espéces), Zingiberaceae
(5,76% avec 3 espéces), Fabaceae (4,90% avec 4 espéces), Verbenaceae (4,03% avec 1 espéce)
et Myrtaceae (4,32% avec 4 espéces) (Figure 22). Les autres familles rapportées avaient sept

citations ou moins.

57



RESULTATS ET DISCUSSION

40
35 33,72%

30
25
20

11,24%
15

10,09%

Pourcentage de citations %

10
4,90%

-

Gentianaceae Ji
Hypericaceae

Poaceae

Oleaceae
Pinaceae
Polygonaceae
Renonculaceae
Rutaceae
Thymelacaceae

Linaceae
Papaveraceae

Araceae
Asteraceae
Fabaceae
Fagaceae
Iridaceae
Juncaceae
Lamiaceae
Lauraceae
Lythraceae

Boragenaceae
Cactaceae Ji

Rosaceae
Amaranthaceae
Amaryllidaceae

Anacardiaceae
Apiaceae
Brassicaceae
Burseraceae
Capparaceae
Cistaceae
Colchicaceae
Cucurbitaceae
Cupressaceae
Equisetaceae
Malvaceae
Myrtaceae
Nitrariaceae
Rhamnaceae
Urticaccae
Verbenaceae
Zingiberaceae

Figure 22 : Fréquence d'utilisation des principales familles botaniques par la population

étudiée.

D'autres études ethnobotaniques sur les plantes médicinales réalisées dans plusieurs
régions de l'aire méditerranéenne, signalent également Asteraceae et Lamiaceae parmi les
familles les plus representatives (Bouayyadi ef al., 2015; Ouelbani ef al., 2016; Redouan et al.,
2020). La majorité des plantes médicinales appurtenant aces familles possédent un grand
nombre d'espéces riches en principes actifs et sont responsables de diverses activités

biologiques, justifiant ainsi cette prédominance.
4.1.2.2. Selon la partie utilisée

Il a été constaté que les parties de plantes les plus utilisées (Figure 23), étaient les feuilles
(55,62%), suivies des grains (14,12%), des fleurs (9,80%), des racines (8,36%), des parties
aériénnes (4,03%) et de 'écorce et des tiges (2,31 % chacune), La prédominance de l'utilisation
des feuilles est conforme a d'autres études ethnobotaniques (Bendif et al., 2020; Mechaala et
al.,2021; Miara et al., 2018, 2019). La prétérence pour les feuilles par rapport aux autres parties
de la plante est due au fait que les feuilles sont des organes photosynthétiques qui contiennent
des photosynthétats responsables de leurs propriétés médicinales. La popularité des feuilles par

rapport aux autres organes est également attribuée au fait que la collecte des feuilles et leur
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traitement sont plus faciles que la collecte des racines ou de la plante entiére, et qu'en méme

temps, cela ne cause pas de dommages significatifs a la plante.

0,58% Partie utilisée
231% 1,73%
| ’ 2 0,
0,86% _ 8,36% 2.31%
4.,03% ‘ 3 ’ ‘ = Bouton floral
’ : = Bulbe
= Ecorce
| Feuilles
14,12% ' = Fleur
, i = Fruit
: 55.,62% Graine

= Parties aériennes

= Plante entiére

0,29%

= Racine

= Tige

Figure 23 : Fréquence d'utilisation des différentes parties des plantes médicinales.
4.1.2.3. Selon le mode de préparation

Concernant les formes de préparation, les décoctions (75,71%), ont obtenu le plus
d'attention, étant préparées avec des parties de la plante immergées dans de l'eau et soumises a
une ébullition pendant un temps trés court, suivies de l'utilisation sous forme d'infusions
(10,86%), ou les parties de la plante sont recouvertes d'eau bouillante et infusées pendant
quelques minutes, et de la consomation a 1’état cru (8%). D'autres méthodes incluent la
préparation par maceration et sous forme de cataplasme (Figure 24). Les décoctions et les
infusions sont considérées comme les méthodes les plus courantes pour la préparation de
remédes a base de plantes. Elles sont considérées comme efficaces car l'une des raisons pour
lesquelles les plantes médicinales sont soumises a ’action de 1’eau chaude est de permettre aux
principes actifs de se dissoudre rapidement dans l'eau. Ces derniers ont été les méthode de

preparation les plus citées dans les travaux de Ouelbani ef al. (2016) et Mechaala et al. (2021).
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Figure 24 : Fréquence des différents modes de préparation des plantes médicinales.
4.1.2.4. Selon le mode d’administration et d'emploi

En ce qui concerne les formes et d'administration des plantes médicinales, les formes les
plus courantes sont : les formes d'administration orale, représentant 85,91% du total, suivies
des des formes d'application topiques (6,35%) et des préparations sous forme de gouttes nasales
(5,52%). Le mode d’emploi comme tisanes, par exemple en tant que formes d’administration
orale, est le mode le plus couramment utilisé pour les remédes de la tradition de la population
étudiée (79,50%). Dans la figure 25, apparaissent les graphiques de la répartition numérique

des formes les plus citées.
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Figure 25 : Fréquence des différents modes d’administration et d’emploi des plantes

médicinales.

Ces résultats ressemble beaucoup a celle d'études précédentes dans d'autres regions
(Benarba et al., 2015; Ould El Hadj ef al., 2003; Sarri et al., 2015), dans lesquelles les tisanes
sont également les plus citées, probablement en raison de leur facilité de préparation et

d'administration.
4.1.2.5. Selon les affections traitées

Dans la population étudiée, les plantes médicinales font partie de la routine dans le
traitement de diverses affections, principalement les affections digestives (27,95%) suivies par
les affections neurologiques (16,14%), respiratoires (12,50%), métaboliques (8,64%) et
dermatologiques (7,73%) (Figure 26).
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Figure 26 : Répartition des affections traitées par les plantes médicinales de la

population étudiée.

Des études réalisées sur d’autre populations ont également constaté que le plus grand
nombre d'espéces médicinales était indiqué pour les maladies associées au systéme digestif et
a l'appareil respiratoire (Baziz et al., 2020; Benderradji ef al., 2021; Chohra & Ferchichi, 2019;
Senouci ef al., 2019).

4.1.2.6. Selon la valeur d'usage des espéces (VUs)

Les espeéces citées dans les deux communautés présentent une valeur d’utilisation (VU)
variant de 0,01 a 0,49 (Tableau 3). Une grande partie des espéces a présenté une valeur basse

pour cet indice, seules cinq espéces ayant obtenu des valeurs élevées : Thymus vulgaris (0,49),
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Mentha piperita (0,48), Matricaria chamomilla (0,35), Rosmarinus officinalis (0,30), et

Trigonella foenum-graecum (0,24), et qu’elles avaient la plus grande importance.

En ce qui concerne le nombre de citations, les plus citées ont été Mentha piperita (33
citations), Thymus vulgaris (31 citations), Rosmarinus officinalis (24 citations), Matricaria
chamomilla (21 citations), Zingiber officinale (14 citations). Ces espéces présentent, selon les
informateurs, des propriétés médicinales trés caractéristiques. La faible valeur d'usage de
Zingiber officinale (0,06) pourrait étre attribuée a une connaissance restreinte de ses
applications thérapeutiques parmi les informateurs, ou au fait qu'ils ne mentionnent que les

usages qu'ils considérent comme importants.

Tableau 3 : Liste des plantes médicinales citées par les personnes enquétées (N = 89) et

calcul de I’indice de valeur d’usage (VUs).

Nom scientifique XUs | VUs | Nom scientifique XUs | VUs
Achillea ligustica 1 0,06 | Lepidium sativum 2 0,02
Ajuga iva 1 0,01 Linum usitatissimum 4 0,04
Alchemilla vulgaris 2 0,02 | Lupinus albus 2 0,02
Allium cepa 2 0,02 | Malva sylvestris 1 0,01
Aloysia citrodora 17 0,19 | Marrubium vulgare 1 0,01
Alpinia galanga | 0,01 Matricaria chamomilla 31 0,35
Ammoides pusilla 1 0,01 Melissa officinalis 1 0,01
Anacyclus clavatus 6 0,07 | Mentha piperita 43 (048
Anastatica hierochuntica 1 0,01 | Mentha pulegium 3 0,03
Anethum graveolens l 0,01 Myrtus communis 10 (0,11
Apium graveolens | 0,01 Nigella sativa 5 0,06
Agquilaria malaccensis 2 0,02 Olea europaea 8 0,09
Artemisia herba-alba 7 0,08 Onopordum macracanthum | 1 0,01
Arum italicum | 0,01 Opuntia ficus-indica 2 0,02
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Atriplex halimus 6 0,07 Origanum majorana 4 0,04
Borago officinalis 1 0,03 Parietaria officinalis 3 0,03
Bunium bulbocastanum 4 0,04 Peganum harmala 1 0,01
Capparis spinosa 1 0,01 Petroselinum crispum 6 0,07
Carthamus caeruleus 2 0,02 Pimpinella anisum 6 0,07
Chelidonium majus 1 0,01 Pinus halepensis 1 0,01
Cinnamomum camphora 2 0,02 Pistacia atlantica 1 0,01
Cistus salviifolius 2 0,02 Prunus cerasus 1 0,01
Colchicum automnale 2 0,02 | Psidium guajava 1 0,01
Commiphora myrrha l 0,01 Punica granatum 8 0,09
Coriandrum sativum 1 0,01 Quercus ilex 1 0,01
Crocus sativis 5 0,06 Rhamnus alaternus 2 0,02
Cuminum cyminum 4 0,04 Rheum rhabarbarum 2 0,02
Curcuma longa 5 0,06 | Rosmarinus officinalis 27 1030
Cytisus villosus 2 0,02 Ruta graveolens 4 0,04
Daphne gnidium 3 0,03 Salvia officinalis 8 0,09
Ecballium elaterium 1 0,01 Salvia Hispanica 2 0,02
Equisetum arvense 1 0,01 Saussurea costus 1 0,01
Eruca sativa 1 0,01 Senna alexandrina 1 0,01
Erythraea centaurium 4 0,04 Syzygium aromaticum 2 0,02
Eucalyptus camaldulensis | 3 0,03 Teucrium polium - 0,04
Foeniculum vulgare 13 [0.15 Thapsia garganica 3 0,03
Hibiscus sabdariffa 4 0,04 Thuja occidentalis 1 0,01
Hordeum vulgare 1 0,01 Thymus munbyanus 3 0,03

3
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Hypericum perforatum 1 0,01 Thymus vulgaris 44 1049
Inula viscosa 6 0,07 Trigonella foenum-graecum |21 | 0,24
Juncus acutus 1 0,01 Urtica dioica 5 0,06
Juniperus phoenicea 2 0,02 | Zingiber officinale 19 (0,21
Laurus nobilis 5 0,06 | Zizyphus lotus 5 0,06
Lavandula stoechas 2 0,02 / / /

Dans ce travail, peu d'espéces ont présenté des valeurs d'utilisation élevées, un faible
nombre de plantes avec une valeur d’utilisation élevée ayant également été observé dans les
travaux de Bouafia ef al. (2021) et Miara et al. (2018), ou peu d’especes ont enregistré des
valeurs supérieures a 1,0 pour cet indice. Cela renforce I'idée que chaque informateur posséde

ses connaissances et expériences sur les plantes utilisées a des fins médicinales.
4.1.2.7. Selon le degré de fidélité (DF %)

Les résultats concernant le degré de fidélité (DF%) (Tableau 4) des espéces les plus citées
(N superieur a 10) ont montré que Foeniculum vulgarea obtenu la valeur la plus élevée (90,91
%) pour le traitement des troubles digestifs. Elle est suivie par Matricaria chamomilla, utilisée
pour traiter les maladies neurologiques avec une valeur de DF% de 80,95 %. Aloysia citrodora
a été employée pour les problémes respiratoires avec une valeur DF% de 71,43 %. En ce qui
concerne les maladies métaboliques Trigonella foenum-graecuma présenté une valeur DF% de

62,29 %.

Des résultats similaires ont également été observés par Abdelouahab ef al. (2021), qui ont
mis en évidence l'importance de ces espéces dans le traitement des affections digestives,
respiratoires et neurologiques. Leur étude a montré que ces plantes médicinales sont largement
utilisées par les communautés locales, Foeniculum vulgare et Matricaria chamomilla ont été

identifiées comme des remeédes de premiére ligne pour les troubles digestifs et neurologiques.
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Tableau 4: Distribution des catégories pathologiques selon les espéces végétales.

Catégorie de Maladies Espece Np N DF %
Aloysia citrodora 4 14 28,57
Foeniculum vulgare 10 11 90,91
Matricaria chamomilla 8 21 38,10
Affections digestives Mentha piperita 18 33 54,55
Rosmarinus officinalis 8 24 33,33
Thymus vulgaris 17 31 54,84
Trigonella foenum-graecum 3 14 21,43
Zingiber officinale 5 14 35.71
Aloysia citrodora 10 14 71,43
Affections respiratoires Mentha piperita 3 33 9,09
Thymus vulgaris 14 31 45,16
Zingiber officinale 5 14 35,71
Affections rhumatologiques Matricaria chamomilla 1 21 4,76
Affections rénales Mentha piperita 1 33 3,03
Trigonella foenum-graecum 1 14 7,14
Matricaria chamomilla 1 21 4,76
Affections ORL (Oreilles,
Nez. Gorge) Thymus vulgaris 1 31 3,23
Zingiber officinale 1 14 7,14
Aloysia citrodora 1 14 7,14
Affections obstétriques et Foeniculumvilgare ) 11 18.18
gynécologiques
Matricaria chamomilla 1 21 476
Mentha piperita 1 33 3,03
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Thymus vulgaris 2 31 6,45

Trigonella foenum-graecum 2 14 14,29

Aloysia citrodora 1 14 7,14

Foeniculum vulgare 1 11 9,09

Matricaria chamomilla 17 21 80,95

Affections neurologiques Mentha piperita 14 33 42,42
Rosmarinus officinalis 4 24 16,67

Thymus vulgaris 3 31 9,68

Trigonella foenum-graecum 6 14 42,86

Zingiber officinale 1 14 7,14

Rosmarinus officinalis 1 24 4,17

Affections musculaires

Thymus vulgaris 2 31 6,45

Zingiber officinale 1 14 7,14
Matricaria chamomilla 3 21 14,29

Affections métaboliques

Mentha piperita 1 33 3,03
Trigonella foenum-graecum 9 14 64,29

Affections infectieuses Thymus vulgaris 1 3l 323
Aloysia citrodora 1 14 7,14

Mentha piperita 1 33 3,03

Affections immunologiques

Rosmarinus officinalis 2 24 8,33

Thymus vulgaris 2 31 6,45

Zingiber officinale 3 14 21,43
Affections dermatologiques Rosmarinus officinalis 10 24 41,67
Affections circulatoires Rosmarinus officinalis 2 24 8,33
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Thymus vulgaris 2 31 6,45
Zingiber officinale 2 14 14,29

Affections cardiovasculaires Mentha piperita 3 33 9,09
Zingiber officinale 1 14 7,14

Affections bucco-dentaires Mentha piperita 1 33 3,03

4.1.2.8. Selon le facteur de consensusdes informateurs (FCI)

Dans la présente étude, 19 catégories de maladies ont été enregistrées. Parmi celles-ci,
quatre ont atteint des valeurs de FCI égales ou supérieures a 0,5 bien que ces valeurs n'atteignent

pas le maximum de 1.

Selon les résultats obtenus (Tableau 5), l'utilisation des plantes médicinales par la
population étudiée est principalement liée aux maladies du systéme digestif, avec le plus grand
FCI(0,71). La prédominance de cette catégorie est conforme a d'autres études ethnobotaniques
(Adli et al., 2021; Benarba et al., 2015; Eddouks et al., 2016; Miara et al., 2019). Dans la
présente étude, la deuxiéme catégorie avec le plus grand FCI (0,68) était les maladies du
systéme nerveux, suivie des affections respiratoires, avec un FCI de 0,63. En quatriéme place,

on trouve les affections endocriniennes, avec un FCI de 0,5.

Les plantes utilisées pour traiter une catégorie donnée de maladies avec un plus grand
consensus parmi les informateurs, sont culturellement importantes pour la communauté locale,
ou l'échange et l'interaction des connaissances sur l'utilisation de ces espéces sont intenses. De
plus, les valeurs élevées du FCI montrent quelles espéces méritent des études plus approfondies

sur leurs activités pharmacologiques (Canales ef al., 2005).

68




RESULTATS ET DISCUSSION

Tableau 5 : Valeurs du FCI calculées pour les maladies prises en charge par la

population locale dans les zones d'étude.

Catégonie Nur | Nt |FCI Cab e Nur | Nt | FCI
de maladies de maladies
Affections Affections
) ] 10 6 0,44 _ 39 23 0,42
immunologiques métaboliques
Affections Affections
. s s 21 0,63 . . 16 11 0,33
respiratoires cardiovasculaires
Affections .
) Affections bucco-
obstétriques et 26 18 0,32 . 5 5 0,00
. dentaires
gynécologiques
Affections Affections
] 8 6 0,29 _ 5 4 0,25
rhumatologiques musculaires
. Affections
Affections rénales 12 8 0,36 . 2 2 0,00
oncologiques
Affections Affections
. ] 4 4 0,00 ) 9 8 0,13
infectieuses hépatiques
Affections Affections
o 125 37 0,71 ) . 11 7 0,40
digestives circulatoires
Affections Affections
o 5 3 0,50 ] 4 - 0,00
endocriniennes proctologiques
Affections ORL
Affections _
) 70 23 0,68 (Oreilles, Nez, 5 5 0,00
neurologiques
Gorge)
Affections
. 34 20 | 042 / $ / /
dermatologiques

En se basant sur les résultats de 1'enquéte ethnobotanique, les deux plantes choisies pour
cette étude n'ont été mentionnées qu'une seule fois (1 citation) au cours du questionnaire, ce qui
indique qu'elles sont rarement utilisées par la population étudiée. En effet, ces plantes présentent

des valeurs d’usage de 0,06 pour A. ligustica et 0,03 pour B. officinalis, bien qu'elles soient
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associées a une diversité d'usages. Cependant, ces deux plantes affichent des valeurs de degré
de fidéhité (DF%) de 100% dans le traitement de diverses affections: dermatologiques,
digestives, métaboliques, circulatoires et infectieuses pour A. ligustica, et digestives,
cardiovasculaires et bucodentaires pour B. officinalis. Ces résultats renforcent la pertinence de
I’étude scientifique de ces deux espéces afin de confirmer la validité des théories traditionnelles
concernant leur utilisation, aussi pour la découverte de nouvelles sources thérapeutiques 4 base

de plantes moins étudiées et mal connues.
4.2. Etude Phytochimique
4.2.1. Rendement de I’extraction

Les rendements d'extraction des deux espéces A. ligustica et B. officinalis, ont été calculés
a partir de quatre fractions obtenues en utilisant différents solvants : n-hexane, chloroforme,
acétate d'éthyle et n-butanol. Les résultats de calcule du rendement d’extraction de I’espece 4.
ligustica (Figure 27), montrent que l'extrait de n-butanol a montré le rendement le plus éleveé,
atteignant 6,4 %. Ce résultat est conforme aux attentes, car le n-butanol est un solvant polaire
capable d'extraire efficacement des composés polaires tels que les tlavonoides, les acides
phénoliques et les tanins, qui sont des composants majeurs dans cette plante (Kaczorova et al.,
2021). Le n-butanol est particuliérement efficace pour I'extraction des composés bioactifs a
polarité intermédiaire en raison de sa capacité a solubiliser une large gamme de composés
bioactifs tout en restant relativement peu toxique (Reetz & Konig, 2021). En comparaison,
I'extrait de n-hexane a donné un rendement de 4 %, ce qui est également significatif, mais plus
faible.Les rendements plus faibles observés avec le n-hexane pour 4. ligustica peuvent étre
attribués a la moindre quantité de composés lipophiles présents dans cette plante par rapport
aux composés polaires, qui sont mieux extraits par le n-butanol (Nakamura ef al., 2017). Les
extraits de chloroforme et d'acétate d'éthyle ont montré des rendements respectifs de 2,6 % et
0,6 %. Bien que ces solvants soient également polaires, ils ne sont pas aussi efficaces que le n-
butanol pour 'extraction de flavonoides spécifiques. En effet, l'acétate d'éthyle, par exemple,
est un solvant qui présente une polarité intermédiaire, ce qui le rend moins performant pour
I'extraction de certains composés bioactifs comparé a des solvants plus polaires comme le n-
butanol. De plus, l'extraction des composés végétaux dépend de plusieurs parameétres,
notamment la température, le temps d'extraction, la taille des particules de la plante et la

concentration du solvant. Si I'une de ces conditions n'est pas optimale, cela peut entrainer un
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rendement d'extraction plus faible, méme si le solvant utilisé est théoriquement efficace

(Bourgou et al., 2016).

Pour B. officinalis, les rendements étaient globalement plus faibles (Figure 28), l'extrait
de l’acétate d'éthyle et n-butanol ayant des rendements de seulement 0,5 % et 1,6 %
respectivement. Ce faible rendement suggére que cette plante libére moins de composés actifs
lorsque traitée avec des solvants polaires. Ce phénomeéne pourrait étre expliqué par une
concentration plus faible de flavonoides et d'autres composés polaires dans B. officinalis par
rapport a A. ligustica. De plus, des recherches sur B. officinalis ont révélé que cette plante
contient principalement des composés lipophiles comme les acides gras et les phytostérols, qui
sont mieux extraits par des solvants non polaires (Rio-Celestino et al., 2008). Les solvants
polaires comme le n-butanol se révélent étre plus efficaces pour extraire des flavonoides et
d'autres composés polaires, tandis que les solvants non polaires comme le n-hexane et le
chloroforme sont mieux adaptés pour l'extraction des composés lipophiles. Cela est di a la
capacité des solvants polaires a solubiliser les composés chargés ou polaires, tandis que les
solvants non polaires extraient davantage les composés apolaires, ce qui explique les
différences de rendement observées entre les différentes espéces et solvants utilisés dans cette

étude (Nawaz et al., 2020).

A. ligustica
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Figure 27 : Rendements des fractions de I’espece A. ligustica.
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B. officinalis
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Figure 28 : Rendements des fractions I’espéce B. officinalis.
4.2.2. Quantification des polyphénols et flavonoides

Les résultats de dosages des polyphénols et flavonoides des deux espéces étudiées sont
representés dans le tableau 6. Pour ’espece 4. ligustica, il a été observé que I'extrait de n-
butanol (151,25 + 2,39ug EAG/mg d’extrait) présente une concentration en cOmposés
phénoliques légeérement plus élevée que I'extrait d'acétate d'éthyle (127,03 + 2,71 ng EAG/mg
d’extrait). En ce qui concerne les flavonoides, l'extrait d'acétate d'é¢thyle a montré une
concentration bien plus élevée (54,38 + 0,29 ug EQ/mg d’extrait) par rapport a l'extrait de n-
butanol (27,85 + 0,29 ng EQ/mg d’extrait). Cette différence de concentration pourrait étre lice
aux propriétés solubilisantes des solvants, ou le n-butanol semble favoriser I'extraction des

composés phénoliques, tandis que l'acétate d'éthyle serait plus efficace pour les flavonoides.
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Tableau 6 : Taux de polyphénols et flavonoides des deux espéces étudiées (4. ligustica)

et (B. officinalis).

Extrait Composés phénoliques Flavonoides (ug EQ/mg)
(ng EAG/mg)
A. ligustica AcOFt 127,03 +2,712 54,38 +0,29°
n-BuOH 151,25 +2,39° 27,85 +0,29°
B. officinalis AcOEt 93,41 +2,22° 24,72 +2,36°
n-BuOH 60,37 + 2,89° 3521 +221°

Les valeurs suivies de lettres indices différentes dans la méme colonne pour chaque plante séparément

indiquent une différence significative (test de Tukey, p < 0,05)

Cependant, dans I'étude de Bouteche et al. (2024), qui porte également sur l'espéce A.
ligustica, 'extrait d'acétate d'éthyle (AcOEt) a montré des niveaux beaucoup plus élevés de
composés phénoliques (465,47 + 1,02 ng EAG /mg) et de flavonoides (225,63 + 0,59 pg
EQ/mg), surpassant ainsi les extraits de n-butanol et de méthanol. En outre, dans I'é¢tude de Bakr
et al. (2014) sur A. fragrantissima en Egypte, 'extrait d'acétate d’éthyle a également montré un
contenu phénolique élevé (34,52 + 0,63 mg/g EAG) par rapport a I'extrait de n-butanol (19,948
+ 0,54 mg/g EAQ), ainsi qu'une plus grande concentration en flavonoides (23 + 0,2 mg/g QE
pour l'extrait d'acétate d'éthyle contre 20 = 0,18 mg/g EQ pour I’extrait du n-butanol. De plus,
dans ['étude de Sabanoglu ef al. (2019), portant sur trois espéces d'Achillea, les concentrations
en composés phénoliques ont été rapportées comme suit : 1784 £ 9,5 mg/g pour 4.
biebersteinii, 167.9 + 3,5 mg/g pour A. setacea, et 155,5 = 8,7 mg/g pour A. wilhelmsii.
L'ensemble de ces études souligne I'importance du choix du solvant dans l'extraction des
composés bioactifs, car chaque solvant représente des capacités différentes d'extraction en

fonction de la polarité et des propriétés chimiques des composés visés.

Pour I’espéce B. officinalis, L'extrait d'acétate d'éthyle dépasse significativement l'extrait
de n-butanol en termes de teneur totale en phénols, avec des valeurs de (93,41 + 2,22 ng EAG

/mg d’extrait) et (60,37 + 2,89 ng EAG /mg d’extrait), respectivement. En revanche, la plus
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grande quantité de flavonoides a été trouvée dans l'extrait de n-butanol (35,21 2,21 pg EQ/mg
d’extrait), suivi de l'extrait d'acétate d'éthyle (24,72 = 2,36 pg EQ/mg d’extrait). Ces différences
étaient statistiquement significatives (test de Tukey, p < 0,05), ce qui indique la capacité

variable des solvants a extraire des types spécifiques de composés.

De nombreuses études sur B. officinalis mettent en évidence sa richesse en phénols totaux
et en flavonoides, des composés cruciaux pour son activité biologique. Zemmouri et al. (2019)
ont rapporté des teneurs plus élevées en polyphénols (94,09 mg EAG /g d'extrait) et en
flavonoides (37,65 mg EQ/g d'extrait) dans les extraits d'éthanol par rapport aux extraits
aqueux. Mohajer et al. (2016) ont trouvé des teneurs en acide phénolique et en flavonoides de
13,14 mg d'équivalents d'acide gallique par gramme de poids sec (EAG/g d’extrait) et 9,75 mg
d'équivalents de catéchine par gramme de poids sec (EC/g d’extrait), respectivement, dans la
fraction d'acétate d'éthyle. Ces résultats soulignent également I'importance du choix du solvant

pour améliorer |'extraction des composés bioactifs.
4.2.3. Analyse par LC-ESI-MS/MS
4.2.3.1. Fractions de ’espéce A. ligustica

L'analyse phytochimique qualitative de I’espéce A. ligustica réalisée par LC-ESI-MS/MS
a confirmé la présence de 14 composés bioactifs dans les différents extraits (acétate d'éthyle et
n-butanol). Les composés résultants appartiennent principalement a deux groupes : les acides

phénoliques et les flavonoides. Le tableau 7 fournit une liste détaillée des composés identifiés.
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Les effets pharmacologiques des acides phénoliques, notamment leurs propriétés
antioxydantes, antimicrobiennes et anti-inflammatoires, sont bien documentés (Khatri et al.,
2019), ce qui fait des plantes une ressource précieuse pour des applications médicinales. Dans
la présente étude, cinq (5) acides phénoliques ont été détectés dans nos extraits : [’acide

coumarique, benzoique, chlorogénique, caféique et [’acide gallique.

Ces composés renforcent la capacité antioxydante de la plante, ce qui pourrait aider a
protéger I’organisme contre le stress oxydatif et les maladies chroniques. Parmi eux, 1’acide
chlorogénique et I’acide caféique sont particuliérement connus pour leurs propriétés
antimicrobiennes (Espindola et al., 2019), antioxydantes et anti-inflammatoires (Shin et al.,
2017). En effet, ’acide gallique et l’acide coumarique, présentent des caractéristiques
antibactériennes et antioxydantes (Tyagi et al., 2015), et contribuent a la prévention des
maladies oncologiques (Ruwizhi & Aderibigbe, 2020). Par ailleurs, I’acide benzoique, présent
dans les deux extraits (acétate d’éthyle et n-butanol), est reconnu pour leur activités

antioxydantes (Makori ef al., 2021) et antifongiques (Berne et al., 2015).

Les flavonoides et leurs glycosides sont couramment associés aux effets antioxydants,
antidiabétiques, anticancéreux et anti-inflammatoires des plantes médicinales (Panche et al.,
2016) . A.ligustica présente une diversité significative de flavonoides, avec huit (8) composés
identifiés, incluant des dérivés de flavonols tels que la quercétine, myricétine et le kaempférol
sont des flavonoides reconnus pour leurs propriétés anti-inflammatoires et antimicrobiennes
(Wang et al., 2010). Ces composés sont également connus pour leurs implications majeures
dans la lutte contre l'inflammation, les maladies cardiovasculaires et certains cancers
(Middleton ef al., 2000). La rutine, identifiée dans les deux extraits, est parmis les composés
contribuant au potentiel antidiabétique, anti-Alzheimer et antimicrobien de la plante

(Ganeshpurkar & Saluja, 2017).

L’acide ascorbique, ¢galement observé dans les deux extraits, contribue également de
maniére significative au potentiel antioxydant élevé de la plante. En réduisant I'inflammation
et les dommages oxydatifs, la phloridzine joue un role crucial dans le traitement de nombreuses

maladies, y compris les maladies cardiovasculaires et les cancers (Asplund, 2002).
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Les résultats obtenus sont en accord avec ceux de la littérature, ou plusieurs études
utilisant des techniques chromatographiques et spectroscopiques modernes ont permis
l'identification de composés phénoliques dans différents extraits d'espéces d'Achillea. Agar et
al. (2015) ont mis en évidence la richesse en composés phénoliques des extraits méthanoliques
d'Achillea coarctata, Achillea kotschyi et Achillea lycaonica, en identifiant des composés tels
que l'acide quinique, l'acide chlorogénique, l'acide rosmarinique, la rutine, la quercétine, la

lutéoline et I'apigénine.

Par ailleurs, Dias et al. (2013) ont étudié l'extrait méthanolique d'Achillea millefolium et
ont identifié des composés appartenant a deux grandes classes : les acides phénoliques (dont
des dérivés de l'acide caféoylquinique et de l'acide dicaffeoylquinique) et les flavonoides
(dérivés de l'apigénine, la quercétine, la lutéoline et le kaempférol). Concernant les travaux
antérieurs sur Achillea ligustica, Boubertakh ef al. (2024) ont identifié plusieurs substances
telles que l'acide chlorogénique, la lutéoline, la quercétine, I'apigénine et l'acide rosmarinique
dans un extrait hydroéthanolique. De plus, Tzakou et al. (1995) ont identifié ['apigénine, la
lutéoline et la santine dans des extraits méthanoliques et aqueux. Ces résultats sont cohérents
avec ceux de Tuberoso et al. (2009), qui ont découvert plusieurs flavonoides, notamment la
quercétine, la lutéoline et le 6-hydroxykaempférol, dans des extraits éthanoliques. Enfin, les
recherches de Venditti ef al.(2015) sur des extraits méthanoliques ont confirmé la présence de
composés variés, incluant la lutéoline, la 7-O-méthyl-apigénine, l'acide caféique, l'acide
chlorogénique, l'apigénine-7-O-glucuronide et la quercétine-3-O-glucuronide. Ces résultats
soulignent ainsi le potentiel des espéces appartenant au genre d'Achillea, notamment Achillea

ligustica, comme source de composés bioactifs aux propriétés thérapeutiques importantes.
4.2.3.2. Fractions de I’espéce B. officinalis

L'espéce B. officinalis contient tous les polyphénols identifiés dans A. ligustica, a
I'exception de la rutine, qui est absente dans I'extrait d'acétate d'éthyle. On observe également
la présence de l'acide chlorogénique dans 'extrait de n-butanol (Tableau 8). L'acide cinnamique
détecté exclusivement dans les deux extraits de B. officinalis, est un polyphénol aux propriétés
antioxydantes et anti-inflammatoires notables, reconnu pour son réle dans la réduction du stress

oxydatif et la prévention des maladies chroniques (Ruwizhi & Aderibigbe, 2020). Les
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propriétés pharmacologiques des autres constituants de B. officinalis, qui présentent des

similitudes avec celles d’A4. ligustica, sont détaillées dans la section 4.2.3.1.
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RESULTATS ET DISCUSSION

Les travaux antérieurs sur B. officinalis ont révélé une richesse en composés
polyphénoliques et flavonoides, confirmant le potentiel thérapeutique de cette plante.
Zemmouri ef al. (2019) ont étudié la composition chimique et ['activité antioxydante de l'extrait
de feuille de B. officinalis cultivé en Algérie. Cette étude a identifié plusieurs composés
bioactifs, dont [’acide m-geranyl-p-hydroxybenzoique, I’acide caféoyl shikimique, la
syringaldéhyde, ’acide sinapique hexoside, le quercétine-3-O-glucoside (Isoquercétine), et la
lutéoline-7-O-glucoside. Ces composés possédent des propriétés antioxydantes et anti-
inflammatoires, contribuant a 1’efficacité thérapeutique de la plante. Dans une autre étude,
Fernandes et al. (2019)ont réalisé une caractérisation phytochimique de B. officinalis,
identifiant une gamme de composés phénoliques, dont I’acide hydroxycinnamique, un
antioxydant puissant. De plus, Borowy & Kaplan, (2020) ont confirmé la présence de
flavonoides et d’acides phénoliques dans les extraits de B. officinalis, en mettant l'accent sur
leurs propriétés anti-inflammatoires et anticancéreuses. Ces études soulignent toutes
I'importance du choix du solvant pour extraire efficacement ces composés bioactifs et
renforcent I’idée que B. officinalis et A. ligustica partagent des caractéristiques chimiques et

pharmacologiques significatives.
4.3. Activités biologiques
4.3.1. Activité antioxydante

Les deux plantes étudiées ont montré une activité antioxydante significative dans divers

tests réalisés, démontrant leur potentiel a neutraliser les radicaux libres.

4.3.1.1. Activité antioxydante de I’espéce A. ligustica

L'ensemble des résultats de I'activité antioxydante des extraits de l'espéce A. ligustica

obtenus a partir des différents tests in-vitro est présenté dans le tableau 9.

a) Test DPPH

D’aprés les données rapportées dans cette étude, une activité antioxydante accrue est
indiquée par une valeur ICso plus faible. En conséquence, le potentiel antioxydant de I'extrait
d'acétate d'éthyle (ICso = 4,18 + 0,06 pg/mL), obtenu par la méthode du radical DPPH, est plus
élevé que celui de l'extrait de n-butanol (ICso = 9,14 + 0,11 pg/mL) et de I'antioxydant
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commercial BHA (ICso= 5,73 + 0,41 pg/mL). Ces résultats attendus peuvent étre expliqués par
la teneur plus élevée en flavonoides dans 'extrait d'acétate d'éthyle (54,38 = 0,29 pg QE/mg
Ext), qui est significativement plus faible dans I'extrait de n-butanol (27,85 + 0,29 pg QE/mg
Ext).

b) Test ABTS

En ce qui concerne le radical ABTS, les deux extraits, acétate d'éthyle et n-butanol, ont
démontré la plus grande activité antioxydante (ICso = 4,06 + 0,04 pg/mL et ICso = 6,96 + 0,28
pg/mL, respectivement), ce qui est proche de l'activité antioxydante des standards BHA (ICso =
1,03 + 0,00 pg/mL) et BHT (ICso = 1,59 £ 0,03 pg/mL). Cela est probablement dii a la capacité

de ces extraits 4 se stabiliser en donnant des électrons ou de 'hydrogéne au radical ABTS.
c) Test de Phénanthroline

Les résultats ont montré une activité antioxydante significative de l'extrait d'acétate
d'éthyle avec Ao.s = 3,93 + 0,78 pug/mL, proche de 'activité antioxydante du BHT (Ao.s = 2,24
+ 0,17 pg/mL) et du BHA (Ao.s = 0,93 £+ 0,07 pg/mL). En revanche, l'extrait de n-butanol a
montré une activité antioxydante plus faible (Ao.s = 11,04 £ 0,20 pg/mL).

d) Test de Pouvoir Réducteur

En utilisant la méthode du test de pouvoir réducteur, la capacité antioxydante des extraits
a éteé statistiquement comparable a celle de I'a-tocophérol et de I'acide ascorbique. Cependant,
la capacité réductrice de tous les extraits a montré des différences significatives. Dans le test
FRAP, l'extrait d'acétate d'éthyle a donné les meilleures valeurs. Les données ont indiqué que
le potentiel antioxydant de tous les extraits était significativement plus élevé que celui du a-
tocophérol de référence (Ao.s=34,93 = 2,38 pg/mL), avec les valeurs suivantes : acétate d'éthyle
(Ao.s = 7,96 £ 0,92 pg/mL), et n-butanol (Ao.s = 10,20 = 0,43 pg/mL). De plus, l'activité
antioxydante (Ao.s = 7,96 £ 0,92 pg/mL) de l'extrait d'acétate d'éthyle était proche de la capacite
d'inhibition de l'acide ascorbique standard (Ao.s = 6,77 = 1,15 pg/mL).
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Tableau 9 : Activité antioxydante des différents extraits de I’espéce 4. ligustica (m +

ecart-type ; n = 3).

Pouvoir
Extraits et DPPH ABTS Phénanthroline
réducteur
standards ICso (ng/mL) ICso (ng/mL) Aos(pg/mL)
Aos(pg/mL)
AcOEt 4,18 + 0,06 4,06 = 0,04%° 3,93 £ 0,78 7,96 + 0,927
n-BuOH 9,14+0,11° 6,96 + 0,28° 11,04 + 0,20¢ 10,20 + 0,43°
BHA 5,73 +0,41° 1,03 +0,00? 0,93 + 0,07 NT
BHT NT 1,59 + 0,03? 2,24 +0,17° NT
a-Tocophérol NT NT NT 34,93 + 2,38¢
Acide ascorbique NT NT NT 6,77+ 1,15

Les moyennes suivies de la méme lettre dans la méme colonne ne différent pas statistiquement selon le
test de Tukey. NT : non testé ; BHA : Butylhydroxyanisole ; BHT : Butylhydroxytoluéne

La grande variété d’acides phénoliques (tels que I’acide caféique et 1’acide
chlorogénique) et de flavonoides (y compris la quercétine et la rutine) identifiés dans les extraits
de I’espece A. ligustica, confirme son potentiel en tant qu'agent thérapeutique et une source
prometteuse d'antioxydants. En effet, les mémes composés phénoliques peuvent exhiber
différents effets antioxydants en fonction de leur concentration dans les extraits étudiés (Shi et
al., 2022), ce qui peut expliquer les différences d'activité antioxydante observées dans les
différents tests et extraits. De plus, les composés phénoliques présentent des degrés variables
de l'activité antioxydante des composés phénoliques varie en fonction du test utilisé (par

exemple, DPPH, ABTS, FRAP, phénanthroline, et autres) (Tabart ef al., 2009).

De nombreuses études in vitro démontrent que les composés phénoliques extraits des
espéces Achillea agissent comme des antioxydants non-enzymatiques, servant de puissants
piégeurs de radicaux libres. Conforti et al. (2005) ont observé que les extraits méthanoliques
obtenus d’A. ligustica via le test DPPH avaient une forte activité antioxydante (ICso de 50
png/mL), mettant en évidence les propriétés antioxydantes significatives de la plante. De méme,
plusieurs études ont utilisé le test de réduction DPPH pour étudier l'activité antioxydante
d'autres espéces d'Achillea. Par exemple, Varasteh-kojourian et al. (2017)ont trouvé que A.

biebersteinii présentait une activité antioxydante plus forte (ICso = 0,276 + 0,003 mg/mL)
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comparée a A. eriophora (ICse = 0,703 + 0,023 mg/mL), bien que les deux soient moins
efficaces que l'acide ascorbique.Pour évaluer la capacité des espéces d'Achillea a piéger les
radicaux ABTS, Gevrenova ef al. (2021) ont étudié A. aleppica et A. santolinoides et ont trouveé
que les extraits méthanoliques présentaient une activité antioxydante de piégeage des radicaux
ABTS significativement plus forte que les extraits d'acétate d'éthyle. Plus précisément, les
extraits méthanoliques d’A. aleppica et A. santolinoides ont montré des valeurs respectives de
88,93 + 0,79 mg TE/g et 42,06 + 0,40 mg TE/g, démontrant ainsi la capacité supérieure du
méthanol a extraire les composés antioxydants. En revanche, Ertas ef al. (2014)ont rapporté
que, comparé a l'a-tocophérol, l'antioxydant standard qui a montré presque 90 % d'inhibition,
I'extrait méthanolique de Achillea cappadocica présentait une activité modérée de piégeage des

radicaux ABTS, atteignant 70 % d'mhibition a 100 pg/mL.

Plusieurs études ont évalué le pouvoir réducteur des espéces d'Achillea en utilisant le test
FRAP. Ozgen et al. (2004) ont constaté que I'extrait méthanolique d’4. wilhelmsii montrait une
augmentation dépendante de la concentration du pouvoir réducteur, avec des valeurs allant de
2,1+£0,3 pg/mL a 50 pg/mL a 13,1 + 1,2 pg/mL a 500 pg/mL. Cependant, le pouvoir réducteur
était relativement modéré comparé aux antioxydants standards puissants. Georgieva ef al.
(2015) ont étudié ’espece A. millefolium et ont trouvé que la méthode de décoction fournissait
la valeur FRAP la plus élevée (132,71 £ 1,29 uM ET/g de poids sec), excédant 'extraction
assistée par micro-ondes (76,41 + 0,53 uM ET/g de poids sec), mettant en évidence 1'influence

des méthodes d'extraction sur la capacité antioxydante de la plante.

Dans une autre étude utilisant le test de phénanthroline, Boubertakh ez al. (2024) examiné
I'extrait hydro-éthanolique de feuille de 1’espéce A. ligustica, qui a montré une activité
antioxydante modérée (Ao.s = 5,25 £ 0,65 pg/mL). Cependant, cedernierétait moins efficace
comparé a l'antioxydant standard BHT. De plus, Amira et al. (2023) ont étudié le potentiel
antioxydant de I'extrait hydro-méthanolique de I’espéce A. odorata et ont trouvé qu'il présentait
de fortes propriétés antioxydantes, avec une valeur Ao.s de phénanthroline de 6,22 + 0,04
pg/mL, comparable a la valeur de BHA. Ces études confirment que les espéces Achillea, en
particulier A. ligustica, sont des sources prometteuses d'antioxydants naturels avec des

applications thérapeutiques potentielles pour lutter contre le stress oxydatif.
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4.3.1.2. Activité antioxydante de ’espéce B. officinalis

L'ensemble des résultats de I'activité antioxydante des extraits de l'espéce B. officinalis

obtenus a partir des différents tests in-vitro est présenté dans le tableau 10.

a) Test DPPH

En termes de résultats exprimés sous forme de valeurs ICso, I'extrait de n-BuOH a montré
une activité de piégeage des radicaux DPPH significativement plus élevée (9,63 + 0,08 ng/mL)
que l'extrait d'AcOEt (19,83 £ 0,66 pg/mL), par rapport a l'antioxydant standard BHA (5,73 +
0,41 pg/mL).

b) Test ABTS

Dans le test ABTS, l'extrait de n-BuOH a présenté une forte activité antioxydante, avec
un [Cso=12,33 £ 0,13 pg/mL, suivi de l'extrait d'AcOEt (21,77 + 0,58 pg/mL), en comparaison
avec les antioxydants de référence BHT (1,59 + 0,03 pg/mL) et BHA (1,03 + 0,00 pg/mL).

c) Test de phénanthroline

Dans le test de phénanthroline, I'extrait de n-BuOH a montré une capacité de réduction
plus forte (Ao.s = 8,33 + 0,22 pug/mL) que l'extrait d'AcOEt (Ao.s = 11,96 & 0,53 pg/mL), bien
que les deux aient présenté une puissance significativement plus faible par rapport au BHA

(Ao.s=0,93 0,07 pg/mL) et au BHT (Ao.s = 2,24 £ 0,17 pg/mL).
d) Test de pouvoir réducteur

Dans le test du pouvoir réducteur, l'extrait de n-BuOH a montré une activité
significativement plus élevée (Ao.s =43,10 + 0,28 pg/mL) que l'extrait d'AcOEt (Ao.s = 184,82
+ 0,80 ng/mL), par rapport a I'acide ascorbique (Ao.s = 6,77 + 1,15 pg/mL) et a 'a-tocophérol
(Ao.s = 34,93 + 2,38 pg/mL).
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Tableau 10 : Activité antioxydante des différents extraits de 1’espéce B. officinalis (m +

ecart-type ; n = 3).

Extraits et DPPH ABTS Phénanthroline | Pouvoir réducteur
standards ICso (pg/mL) | ICso(pg/mL) Aos(pg/mL) Aos(pg/mL)
AcOEt 19,83 +0,66° | 21,77 +0,58°¢ 11,96 + 0,534 184,82 + 0,80¢
n-BuOH 9,63 +0,08° | 12,33+0,13° 8,33+£022° 43,10 + 0,28°
BHA 573+041°% 1,03 +0,00°2 0,93 £0,072 NT
BHT NT 1,59 +0,03° 2,24+0,17° NT
a-Tocophérol NT NT NT 34,93 +2,38°
Acide ascorbique NT NT NT 6,77 £1,15°

Les moyennes suivies de la méme lettre dans la méme colonne ne différent pas statistiquement selon le

test de Tukey. NT : non testé ; BHA : Butylhydroxyanisole ; BHT : Butylhydroxytoluéne

L’efficacité de I'extrait de n-BuOH par rapport a l'extrait d'AcOEt est probablement due
a sa teneur plus élevée en flavonoides (a titre d’exemple la quercétine et la rutine), reconnus
pour leurs fortes propriétés antioxydantes (Chu ef al., 2000). Les études précédentes confirment
la forte activité antioxydante de B. officinalis, comme le montre sa capacité significative de
piégeage des radicaux a travers divers tests. Abu-Qaoud et al. (2018) rapporté une activité
exceptionnelle (ICso = 6,3 pg/mL) pour les extraits méthanoliques de feuilles sauvages,
attribuée a une teneur élevée en composeés phénoliques et flavonoides, tandis que Bandonien &
Murkovic, (2002) ont montré une inhibition des radicaux DPPH de 89 % avec des extraits bruts.
Zemmouri et al. (2019) ont mis en évidence l'efficacité supérieure des extraits d'éthanol (ICso
= 92,85 + 3,07 pg/mL) par rapport aux extraits aqueux. Bien que Rodriguez-Magaia et al.
(2019) aient évalué l'activité de piégeage des radicaux DPPH et que les résultats aient montré
une faible activité antioxydante de I'extrait méthanolique, avec une valeur ICso de 255,74 = 5,24
mg/mL, toutes ces études soulignent collectivement le fort potentiel antioxydant de B.

officinalis, en faisant une source naturelle prometteuse d'antioxydants.
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4.3.2. Activité anti-enzymatique
4.3.2.1. Activité inhibitrice de ’AChE et la BChE

Lors de I'analyse des résultats de I'activité inhibitrice de 'AChE et de la BChE pour les
fractions des deux especes, les résultats montrent que I’espéce A. ligustica n'exerce aucune
activité inhibitrice sur les deux enzymes a la concentration mére de 200 pg/mL, et présente
une valeur d’ICso supérieure a 200 pg/mL pour les deux fractions (AcOET et n-BuOH). A
l'inverse, B. officinalis a montré des résultats intéressants et une activité inhibitrice importante

vis-a-vis des deux enzymes (tableau 11).
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La plus forte activité inhibitrice a été enregistrée pour la BChE, oul'extrait d'AcOEt a
montré une meilleure activité inhibitrice (ICso = 53,54 + 3,06 pg/mL), avec une inhibition allant
de 26,54 % a 71,09 %, comparé a 'extrait de n-BuOH, qui a montré une inhibition de 7,21 % a
74,87 % avec une valeur de ICso de 80,85 = 4,71 pg/mL, indiquant une activité plus faible. Pour
I'AChE, l'extrait d'EtOAc a encore montré la capacité inhibitrice la plus forte (ICso = 57,98 +
0,78 pg/mL), avec une inhibition allant de 17,86 % a 85,67 %, tandis que l'extrait de n-BuOH
a montré une inhibition légérement plus faible allant de 19,45 % a 74,95 %, avec une ICso de
74,57 + 3,62 pg/mL. Comparé au contrdle positif, la galantamine a montré une inhibition allant
de 3,26 % a 78,95 % pour la BChE (ICso = 34,75 + 1,99 pg/mL) et de 35,93 % a 94,77 % pour
I'AChE (ICso = 6,27 + 1,15 ng/mL). Ces résultats suggérent que les extraits de B. officinalis
pourraient représenter un nouvel outil pharmacologique intéressant pour atténuer la progression

de la maladie d'Alzheimer.

Une analyse des données littéraires montre que les recherches sur les activités inhibitrices
de la BChE et de I'AChE de I’espece B. officinalis sont limitées. Cependant, les études
disponibles valident son potentiel inhibiteur significatif. Hussien, (2018) a démontré que
'extrait alcoolique de B. officinalis inhibe l'activité de I'AChE, I'inhibition augmentant de 15,2
% 40,001 mg/mL a 84,18 % a 0,1 mg/mL. Plusieurs études soulignent la forte teneur en acides
phénoliques et flavonoides de cette espéce, tels que l'acide gallique, la catéchine, l'acide
chlorogénique, l'acide caféique, l'acide férulique, l'acide rosmarinique, l'apigénine et le
kaempférol (Ibrahim ef al., 2024). Ces composés étant connus pour leurs effets inhibiteurs sur

l'acétylcholinestérase (AChE) et la butyrylcholinestérase (BChE) (Szwajgier, 2015).

Les propriétés inhibitrices de l'acétylcholinestérase et de la butyrylcholinestérase des
espéces de la famille des Boraginaceae ont fait l'objet de nombreuses études. Eruygur et al.
(2018)ont constaté que 1'extrait méthanolique d'Anchusa undulata inhibait I'AChE de 80 % et
la BChE de 70 % a une concentration de 250 pg/mL. Cependant, Imran et al. (2017) ont
rapporté que la fraction d'acétate d'éthyle de Nomea micrantha a montré une inhibition
considérable de ' AChE (68,54 %) et de la BChE (54,71 %) lors d'expériences in vitro, montrant
une activité potentielle avec des valeurs d’ICso de 100 pg/mL et 720 ng/mL, respectivement.
Plus récemment, un autre groupe de chercheurs a étudié les propriétés inhibitrices des extraits
méthanoliques d'espéces de cette famille contre I'AChE et la BChE. Panou et al. (2024) et

Ganos et al. (2024) ont rapporté que les flavonoides et les lignanes présents dans Onosma
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graeca possédaient la plus grande inhibition de [I'anticholinestérase et de la
butyrylcholinestérase, avec des valeurs de (2,35 £ 0,11 mg EGALA/g) et (1,24 + 0,07 mg
EGALA/g), respectivement. D'autre part, l'extrait méthanolique de I’espéce Alkanna
kotschyana possede une inhibition prononcée de 'AChE (1,67 = 0,06 mg EGALA/g), tandis
que l'espéce Alkanna tinctoria a montré une capacité potentielle a inhiber la
butyrylcholinestérase (1,29 = 0,08 mg EGALA/g). Les résultats de ces études confirment
fortement nos résultats, démontrant l'activité inhibitrice significative des extraits testés contre
I'AChE et la BChE, qui sont des cibles clés dans la prévention et le traitement de la maladie

d'Alzheimer.
4.3.2.2. Activité inhibitrice de I'c-amylase

Les résultats de 1’activité inhibitrice de 'a-amylase des fractions des espéces A. ligustica
et B. officinalis par rapport a I’inhibiteur synthétique, I’acarbose, sont montrés dans le tableau
12. Pour I’éspece A. ligustica, les résultats ont révélé une efficacité marquée. L'extrait d'acétate
d'éthyle (AcOEt) a montré la plus forte activité inhibitrice, atteignant 59,85 + 0,28 % a 400
pg/mL, avec une valeur ICso de 297,33 + 3,78 pg/mL. L'extrait de n-butanol (n-BuOH) a
également montré une inhibition dose-dépendante atteignant 56,67 = 0,28 % a 400 pg/mL, avec
une ICso de 334,32 + 1,87 pg/mL. Ces fractions sont plus actives que l'acarbose, utilis¢ comme

référence synthétique, qui a présenté une ICso de 365,09 + 2,07 pg/mL.

Ces observations sont cohérentes avec les travaux de Conforti ef al. (2005) qui ont montré
que I’extrait de n-hexane des parties aériennes d’A4. ligustica présentait une activité inhibitrice
de I’a-amylase atteignant 89,30 % a 1 mg/mL, tandis que I’extrait méthanolique était inactif a
cette méme concentration. En complément, I’étude de Asghari et al. (2020) sur A. filipendulina
amontré que les extraits éthanoliques des fleurs présentaient une forte capacité inhibitrice (1,91
+ 0,05 mmol EAC/g), confirmant le potentiel antidiabétique des espéces du genre Achillea. Plus
récemment, Risti¢ ef al. (2023) ont comparé les activités inhibitrices de plusieurs espéces
d’Achillea sur I’a-amylase. Les extraits d’acétate d’éthyle d’4. millefolium, A. chrysocoma, et
A. abrotanoides ont respectivement présenté des ICso de 189,62 = 0,05 pg/mL, 212,35 £ 0,32
pg/mL, et 128,97 £ 0,26 pg/mL. Ces valeurs, bien que inférieures & celle d’4. ligustica,

confirment la richesse de ce genre en composés bioactifs a potentiel inhibiteur de I’a-amylase.

89



d ‘KoynJ, op 1597) 2A1BOYIUTIS 20UIPYIIP sun Juanbipur juswiedds Mueld anbeyds Iod JUUO[0D WYL B SUBP SOIUIJJJIP SIOIPUT SAIYIA[ OP SIIAINS SINJ[BA SO

06

(so'0>

oLO'T F 60°S9E | 65T FS0ES | #SEFITLE | 68°TFISIE | 96°0F0L01 | TT°0F 96 | 0£0F80® | LIOFILL 350qIedY
00p< TLTFEOLT | TOTFOL6L | 98°0F8LTI | S6'TF6L0T | LSOFHSO | 6F 1F06'F | vITFH8'E HOng-u
W08°€ FTO661 | TETFVLSL | LLOFBO0S | EF'TFTSSE | €V 1 F19°9T | 09°0 F11°0T | O1°0 FLIEl | ST FEOTI 10V
(syputoyffo g) uoniquyui.p o, paEpuE)s JasyeXy
oLO'T F 60°S9E | 65 TFSOES | #SEFITLE | 68°TFISIE | 96°0F0L01 | TT°0F 96 | 0E0F80® | LIOFILL 350qIedY
oL8'T FTEYEE | 8T'OF LIS | 8TOF6LSE | 9SOFTITE | ILTFOKLT | SLOFIFIL | 8TOFT96 | EI'TF66L HONg-U
W8L'E F EE'L6T | 8T0FS8'6S | 90 FTERE | BTOFSS'SE | SOFHH'ST | €I'T FHETT | ¥TTF 00T | 69°1FTI'LI HOYY
(Tuu/3r) 051 81 ooy 31 00t 3 001 31 og 3 ¢z gni g7l 31 ¢z'9 PAEpUE)S 19 SHBX

(voysnSiy *y) uoniqIyuLp %,

‘(c=u ‘S F w) syypurdLffo "g 19 POYSHSY *F P SUONORIY SAP aSR[AWE-0,| 3P ILNIQIYUI DIANDY : 7] ned|qe],

NOISSNIOSIA L3 SLVLINSHA




RESULTATS ET DISCUSSION

L'ensemble des travaux antérieurs souligne I’intérét pharmacologique des espéces du
genre Achillea, et justifie des recherches approfondies sur leurs composés actifs et mécanismes

d’action, en vue de leur valorisation dans la prévention ou la gestion du diabéte de type 2.

Les résultats obtenus pour les extraits de B. officinalis révelent un potentiel inhibiteur
significatif vis-a-vis de ’enzyme a-amylase, en particulier pour I’extrait d’acétate d’éthyle
(AcOEt), qui a démontré une inhibition croissante en fonction de la concentration. A 400
pg/mL, I'inhibition maximale atteint 78,78 & 1,32 %, avec une valeur ICso de 199,92 + 3,80
pg/mL, inférieure a celle de I’inhibiteur de référence, 1’acarbose (ICso = 365,09 + 2,07 pg/mL).

Cette performance souligne la richesse de cette fraction en composés bioactifs capables
d’interférer efficacement avec I’activité enzymatique digestive. En comparaison, |’extrait de n-
butanol (n-BuOH) s’est révélé beaucoup moins actif, avec une inhibition maximale de
seulement 27,03 + 2,72 % et une valeur ICso > 400 pg/mL, mettant en évidence l'impact critique

du solvant d'extraction sur l'efficacité biologique des fractions.

Ces résultats sont en accord avec les études disponibles sur l'activité inhibitrice de I'a-
amylase de B. officinalis. Notamment, Marrelli ef al. (2013) ont montré que I’extrait hydro-
alcoolique de cette plante présente une inhibition remarquable avec une ICso de 31,61 + 1,2
pg/mL, excédant méme ’acarbose (ICso = 50,0 + 0,9 pg/mL) dans leur protocole expérimental.
Bien que les méthodes d’extraction et les tests utilisés différent légeérement, cette convergence
souligne clairement le potentiel de B. officinalis comme source naturelle d’inhibiteurs
enzymatiques prometteurs de l’c-amylase, une enzyme impliquée dans divers troubles

métaboliques tels que le diabéte de type 2.
4.3.2.3. Activité inhibitrice de I'uréase

L'analyse de l'activité inhibitrice de l'uréase des extraits d'4. ligustica (AcOEt et n-
BuOH), présentée dans le tableau 14, réveéle des résultats significatifs en termes d'inhibition de
I'enzyme. Les extraits d'4. ligustica ont montré une inhibition croissante de 1'uréase avec des
valeurs d'ICso respectivement de 97,66 + 0,92 pg/mL pour l'extrait AcOEt et 73,03 + 2,40
pg/mlL pour l'extrait n-BuOH. Ces résultats indiquent une activité inhibitrice notable,
comparable au standard utilisé (le thiourea), qui a démontré une inhibition de l'uréase de 98,90

+ 0,05%, avec une valeur d'ICso de 11,57 + 0,68 pg/mL.
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RESULTATS ET DISCUSSION

Concernant les travaux antérieurs, une étude menée par Ghous ef al. (2010) a évalué les
extraits d'4. millefolium (éthanol/méthanol) pour leur activité inhibitrice de ['uréase, rapportant
un ICso de 94.243 pg/5ml, ce qui correspond a une inhibition significative de I'enzyme. Ce
résultat est en accord avec les observations de 1'étude actuelle, soulignant 'efficacité des extraits

d'Achillea dans 'inhibition de ['uréase.

Une autre étude réalisée par Taskin ef al. (2018) sur 4. nobilis a mis en évidence l'activité
inhibitrice de l'extrait d'acétate d'éthyle, dont l'inhibition de l'uréase était de 6.32 + 0.34%
(extraction par macération). Le thiourea, dans cette méme étude, a montré une inhibition de

97.04 + 0.14%, ce qui en fait un standard de comparaison pour les extraits végétaux étudiés.

Enfin, une étude plus récente menée par Azhikhanova ef al. (2024) sur A. setacea a évalué
l'extrait méthanolique, rapportant une inhibition de l'uréase de 73.45+0.55%, avec un ICso de
76.05 £ 0.86 pg/mL. Ces résultats viennent compléter les données existantes et confirment
l'efficacité des extraits d'Achillea en tant qu'inhibiteurs potentiels de l'uréase, avec des niveaux

d'inhibition comparables a ceux des standards chimiques utilisés.

L'analyse des résultats obtenus pour les extraits de B. officinalis (AcOEt et n-BuOH) et
l'inhibiteur standard, la thiourea, met en évidence des différences notables en termes d'efficacité
inhibitrice de l'uréase. Les extraits d'AcOEt montrent une inhibition croissante allant de 12,38
+ 0,73 % a 74,46 + 3,53 %, avec une ICso de 39,52 + 0,48 pg/mL, tandis que les extraits de n-
BuOH présentent des inhibitions variant de 24,51 + 2,25 % a 75,98 + 3,40 %, avec une 1Cso de
39,77 £ 0,45 pg/mL. En revanche, la thiourea, utilisée comme inhibiteur standard, affiche une
inhibition bien plus marquée, avec des résultats variant de 94,17 & 0,15 % a 98,90 + 0,05 %, et
une ICso trés faible de 11,57 + 0,68 ng/mL. Ces données montrent que bien que les extraits de
B. officinalis présentent une inhibition de |'uréase significative, ['efficacité de ces extraits reste
inférieure a celle de la thiourea, qui demeure l'inhibiteur le plus puissant dans ces conditions
expérimentales. Néanmoins, les extraits de B. officinalis offrent un potentiel intéressant,
notamment en raison de leur activité modérée et de la possibilité d'améliorer leur efficacité par

des méthodes d'extraction ou de formulation adaptées.

A notre connaissance, peu d'études se sont concentrées sur l'activité inhibitrice de l'uréase
des extraits de B. officinalis, ce qui souligne I'importance de nos résultats pour cette plante.
Contrairement a d'autres espéces de la famille des Boraginaceae, telles que Heliotropium

ophioglossum, également un membre de cette famille, les travaux de Firdous et al. (2012) sur
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'extrait méthanolique de Heliotropium ophioglossum ont montré une inhibition significative de
l'uréase, avec une valeur d'ICso de 23,1 uM. Cela suggere que les Boraginaceae possédent un
potentiel considérable dans la lutte contre des maladies liées a cette enzyme, telles que l'ulcére

gastrique ou les troubles rénaux.
4.3.3. Activité antimicrobienne

Une activité antimicrobienne intéressante a été observée pour les deux espéces étudiées,
tant vis-a-vis des bactéries que des champignons. Cette activité peut étre attribuée a la présence
de polyphénols et de flavonoides dans les extraits, composés reconnus pour leurs propriétés

antimicrobiennes (Xie et al., 2017).
4.3.3.1. Activité antimicrobienne de I’espéce A. ligustica

Les résultats de l'activité antimicrobienne des extraits d’4. ligustica (AcOEt et n-BuOH)
contre diverses souches bactériennes, incluant des souches de référence (ATCC) et des souches
cliniques, ainsi que contre des champignons phytopathogénes, sont présentés dans le tableau
14. Les résultats de l'activité antibactérienne des extraits de I’espéce A. ligustica (AcOEt et n-
BuOH), montrent qu'aucune inhibition significative n'a été observée contre les bactéries Gram-
positives, telles que les souches de référence S. aureus ATCC 25923 et B. subtilis ATCC 6633.
En revanche, des résultats plus prometteurs ont été observés contre certaines souches cliniques
de bactéries Gram-négatives, notamment K. pneumoniae et E. coli. Les zones d'inhibition pour
ces souches ont varié entre 11,33 = 0,58 mm et 14 = 1,73 mm, avec des valeurs de CMI
relativement faibles, indiquant une activité antibactérienne modérée a forte des extraits. En
particulier, I'extrait n-BuOH a montré une plus grande efficacité avec des CMI de 0,125 + 0,00
mg/mL pour E. coli et K. pneumoniae. Le potentiel antibactérien de l'espéce A. ligustica est
confirmé par plusieurs travaux, qui rapportent des résultats significatifs concernant son activité
antimicrobienne contre diverses souches bactériennes. Ces études se concentrent
principalement sur les huiles essentielles de 4. ligustica, I’étude réalisée par Tuberoso et al.
(2005), a montré une activité antimicrobienne contre E. coli et S. aureus avec deszones
d'inhibition de 12 mm et 10 mm respectivement. Par ailleurs, selon Filippi et al. (2006), I'huile
essentielle de 4. ligustica a montré des zones d'inhibition significatives contre S. albus (20 mm
a 100% de concentration). En ce qui concerne ['activité antibactérienne des extraits phénoliques,
elle a également été répertoriée dans la littérature pour d'autres espéces du genre Achillea, telles

que celles réalisées par les auteurs Stojanovi¢ ef al. (2005), qui ont rapporté des zones

94



RESULTATS ET DISCUSSION

d'inhibition pour 4. clavennae (26 mm contre E. coli et 22 mm contre P. aeruginosa), A.

lingulata (22 mm contre E. coli et 20 mm contre P. aeruginosa), et A. millefolium (15 mm

contre S. enteritidis).

Tableau 14 : Activité antimicrobienne de 1’espéce A. ligustica (m + S, n= 3).

Zone d’inhibition (mm) CMI (mg/mL)
Souches bactériennes
AcOEt n-BuOH AcOEt n-BuOH
Gram S. aureus ATCC 25923 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 - -
Positif "3 sybrilis ATCC 6633 0,00+ 0,00 | 0,00+ 0,00 - -
K. pneumoniae 14 + 1,00 14+ 1,73 0,25 +0,00 0,125 + 0,00
K. pneumoniae ATCC £ 5 30 050 560
> + ] > + > - s
Gram | 700603
Negatlt' " om 11,33+0,58 | 13,00+0,00 | 025+000 | 0,125+ 0,00
E. coli ATCC 25922 0,00 + 0,00 0,00+ 0,00 - -
; Diamétrede la colonie (cm) Taux d' inhibition en (%)
Souches fongiques
AcOEt n-BuOH AcOEt n-BuOH
FOL ATCC 4287 0,00 = 0,00 1,63 £ 0,06 100 0,00 |17,10£0,00
Apres
(48h)
Alternaria sp 0,00 £ 0,00 1,30+ 0,10 100 £ 0,00 39,24 +2 84
Aprés FOL ATCC 4287 3,13+0,35 5,00+ 0,26 50,56 +1,92 | 13,89 +0,96
(6 jours) ]
Alternaria sp 1,77+0,59 4.97+0.47 65,15+1,95 21,30 £1.95

Les résultats de I'activité antifongique des extraits de ’espéce A. ligustica contre des

souches fongiques phytopathogénes, notamment Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL

ATCC 4287) et Alternaria sp, montrent que I'extrait AcOEt présente une inhibition significative

de la croissance fongique. Aprés 48 heures, l'extrait AcOEt a complétement inhibé la croissance

des deux champignons, avec un taux d'inhibition de 100%. En revanche, l'extrait n-BuOH a

montré une inhibition plus modeste, avec un taux d'inhibition de 17,10% contre FOL ATCC

4287, et de 39,24% contre Alternaria sp. Aprés 6 jours, l'extrait AcOEt reste plus efficace,
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inhibant la croissance de FOL ATCC 4287 a 50,56% et celle d’ Alternaria sp a 65,15%, tandis
que l'extrait n-BuOH montre une inhibition réduite a 13,89% contre FOL ATCC 4287 et
21,30% contre Alternaria sp. La diminution de l'activité antifongique observée aprés 6 jours
(Figure 29) pourrait étre attribuée a plusieurs facteurs. Tout d'abord, les champignons peuvent
développer des mécanismes de résistance, De plus, les composés antifongiques présents dans
les extraits de plantes peuvent se dégrader sous l'effet de facteurs environnementaux (Balkis et
al., 2002). Les résultats obtenus démontrent le potentiel de ’espéce A. ligustica en tant que
source de molécules bioactives présentant des propriétés antimicrobiennes notables, ce qui
ouvre de nouvelles perspectives pour l'utilisation de cette plante dans le développement de

traitements naturels contre les infections bactériennes et fongiques.

120
100 ® acétate d’éthyle
;—\c\ = n-butanol
= 80
=
= 60
.5
=)
< 40
i
20
0
( 48h 6Jours ; |_48h 6 Jours
FOL. ATCC 4287 Alternaria sp

Figure 29 : Inhibition de la croissance mycélienne des souches fongiques étudiées par

les extraits d'A. ligustica.
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4.3.3.2. Activité antimicrobienne de ’espéce B. officinalis

Les résultats de I'activité antibactérienne des extraits de B. officinalis (AcOEt et n-BuOH),

testés contre différentes souches bactériennes, incluant des souches de référence (ATCC) et des

souches cliniques, ainsi que contre des champignons phytopathogénes, sont présentés dans le

tableau 15.

Tableau 15 : Activité antimicrobienne de I’espéce B. officinalis (m + S, n=3).

Zone d’inhibition (mm) CMI (mg/mL)
Souches bactériennes
AcOEt n-BuOH AcOEt n-BuOH
Gram | S. aureus ATCC 25923 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 - -
Positif [ B subrilis ATCC 6633 0,00+0,00 | 0,00 0,00 - -
K. pneumoniae 10,67 £ 0,58 11,33 £0,58 0,125 + 0,00 0,125+ 0,00
K. pneumoniae ATCC
0,00 + 0,00 0,00+ 0,00 - -
700603
Giarn E. coli 10,33 + 0,58 9,67 + 0,58 0,25 +£0,00 0,125 40,00
Négatif | E. coli ATCC 25922 0,00 £ 0,00 0,00+ 0,00 - -
Diameétrede la colonie
Souches fongiques Taux d' inhibition en (%)
(cm)
AcOEt n-BuOH AcOEt n-BuOH
FOL ATCC 4287 1,3+0.06 1,2 + 0,06 30,92 +£2.99 36,10 2,99
Apres
(48h) Alternaria sp 1,1 £0,06 1+0,00 44,17 +£ 2,84 50,74 + 0,00
deprsa FOL ATCC 4287 4,3 +0,06 42+0,10 28,89+ 0,96 30,00 + 1,67
j Alternaria s 0] A4 £0, L0£1, 24 £ 0,
(6jours) I ) 5,1+0,10 4,4+ 0,06 14,00 = 1,69 25,24 +0,97

Les extraits de B. officinalis (AcOEt et n-BuOH) ont été évalués contre une gamme de

souches bactériennes, comprenant des souches Gram-positives et Gram-négatives, y compris

des souches cliniques telles que K. pneumoniae et E. coli. Les résultats montrent que les deux

extraits possédent une activité antibactérienne notable contre les souches cliniques, en

particulier contre K. pneumoniae. L'extrait AcOEt a montré une zone d'inhibition de 10,67 +

97




RESULTATS ET DISCUSSION

0,58 mm, tandis que l'extrait n-BuOH a présenté une activité légérement plus élevée avec une
zone d'inhibition de 11,33 £ 0,58 mm et une concentration minimale inhibitrice (CMI) de 0,125
+ 0,00 mg/mL pour les deux extraits. En ce qui concerne E. coli, les deux extraits ont également
montré une activité antibactérienne, bien que l'inhibition soit moins marquée que pour K.
pneumoniae, avec des zones d'inhibition respectives de 10,33 + 0,58 mm pour I’extrait de
I’AcOEt et 9,67 = 0,58 mm pour | ‘extrait de n-BuOH, avec une CMI de 0,25 + 0,00 mg/mL
pour I’extrait de I’ AcOEt et 0,125 + 0,00 mg/mL pour I’extrait de n-BuOH.

Ces résultas suggerent que ’espece B. officinalis exerce une activité antibactérienne plus
marquée contre les souches Gram-négatives telles que K. pneumoniae, mais que son efficacité
est réduite contre les souches Gram-positives. Aucune inhibition significative n'a été observée

contre S. aureus ATCC 25923 et B. subtilis ATCC 6633.

Aliakbarlu & Tajik, (2011),ont trouvé des zones d'inhibition de 10,32 + 0,4 mm contre L.
monocytogenes avec un extrait de méthanol, et 7,1 = 0,2 mm contre B. subtilis. De plus, Karimi
et al. (2017) ont rapporté des zones d'inhibition contre S. aureus de 1,29 cm pour les extraits de
B. officinalis. Bien que les résultats soient similaires pour certaines souches, l'inhibition
observée dans cette étude contre E. coli et K. pneumoniae suggére un effet antibactérien
spécifique, particuliérement marqué contre les souches Gram-négatives. Ces études renforcent
I'efficacité antibactérienne observée dans I'étude actuelle, soulignant le potentiel de I’espéce B.
officinalis en tant que source d'extraits antimicrobiens, en particulier contre les souches Gram-

négatives.

Les résultats de 'activité antifongique des extraits de ’espeéce B. officinalis montrent une
activité significative contre les souches fongiques FOL ATCC 4287 et Alternaria sp, a des
intervalles de 48 heures et 6 jours. Aprés 48 heures, I'extrait del’AcOEt a montré un taux
d'inhibition de 30,92 + 2,99 % contre FOL ATCC 4287 et 44,17 + 2,84 % contre Alternaria sp,
tandis que l'extrait de n-BuOH a présenté des taux d'inhibition respectifs de 36,10 + 2,99 % et
50,74 £ 0,00%. Apres 6 jours, l'efficacité des deux extraits a diminué, avec des taux d'inhibition
de 28,89 £ 0,96 % et 14,00 £ 1,69 % pour I’extrait de AcOEt, et 30,00 + 1,67 % et 25,24 £ 0,97
% pour ’extrait de n-BuOH. La diminution de l'activité antifongique observée aprés 6 jours
d’incubation (Figure 30) peut étre attribuée au développement de mécanismes d’adaptation ou
de résistance des champignons face aux composés antifongiques présents dans les extraits de

I’espece B. officinalis.
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Il n'y avait pas d'études dans la littérature sur l'effet antifongique des extraits de B.
officinalis contre des souches telles que Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) et
Alternaria sp. Cependant, une étude menée par Eidi et al. (2014) a rapporté des zones
d'inhibition faibles pour les extraits de B. officinalis contre des souches d'Aspergillus et
Candida, avec des zones d'inhibition variant de 1 mm a 6 mm. Ces résultats soulignent la
variabilité de l'activité antifongique de B. officinalis en fonction des différentes souches

fongiques, avec des effets plus marqués contre certaines souches et moins efficaces contre

d'autres.
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Figure 30 : Inhibition de la croissance mycélienne des souches fongiques étudiées par

les extraits de B. officinalis
4.3.4. Activité cytotoxique sur les larves d’Artemia salina

Les résultats de ’activité cytotoxique des extraits (AcOET et n-BuOH) des deux espéces
A. ligustica, B. officinalis et du contréle positif, bichromate de potassium (K:Cr207), sont

représentés dans le tableau 16.

99



RESULTATS ET DISCUSSION

Tableau 16 : Activité cytotoxique des extraits d’4./igustica et B. officinalis sur les

larves d'Artémia salina (m = S, n= 3).

i Concentration (ng /mL)
et 12,5 25 50 100 200 400 CLso pg/mL
standard Mortalité (%) sous I’effet de I’espéce A. ligustica
AcOEt |[10+£0,00| 150,71 | 200,00 30+0,00 | 35+0,71 | 45+0,71 | 582,78 +£0,67°
n-BuOH | 5+0,71 5+0,71 10+£0,00 | 25+0,71 | 30+0,00 | 35+0,71 | 664,25 +3,54
Extrait Mortalité (%) sous P’effet de ’espéce B. officinalis CLso pg/mL
AcOEt 15+0,71 |20+0,00 | 30=£0,00 35+0,71 [ 40+0,00 | 50+ 0,00 | 403,66+ 5,07°
n-BuOH | 10+0,00 | 150,71 | 25+0,71 30+ 0,00 |35+0,71 | 50+0,00 | 373,104+1,07°
Concentration (ng /mL)
K2Cr07
10 20 40 80 CLso pg/mL
Mortalité
%) 0,00 = 0,00 50+ 10,00 | 800,00 100 = 0,00 26,490 +1,34°
(1]

Les lettres en exposant (a—c) indiquent des différences statistiquement significatives (P<0,05),

avec le KoCr207 désigné comme controle positif

Cette étude marque la premieére fois que les extraits d’A4. ligustica ont été soumis a un test
de toxicité aigué utilisant les larves d’A4. salina, tout en déterminant la CLso (concentration
nécessaire pour tuer 50% des larves testées) de chacun. A une concentration de 400 pg/mlL,
l'extrait de I’acétate d'éthyle (AcOET) a montré un taux de mortalit¢ de 45%. Cependant,
I'extrait de n-butanol (n-BuOH), a présenté un pourcentage de mortalité plus bas, enregistré a
35% a la méme concentration. Dans ce test, le nombre de larves mortes était proportionnel a
l'augmentation de la concentration. Selon les critéres de classification de Clarkson et al. (2004)
et Meyer et al. (1982), et en comparant les résultats avec le contrdle positif hautement
cytotoxique, le bichromate de potassium (CLso = 26,49 + 1,34 pg/mL), ’extrait de I’acétate
d'éthyle (CLso = 582,78 + 0,67 pg/mL) et du n-butanol (CLso = 664,25 £+ 3,54 pg/mL), ont
montré une faible toxicité (1000 pg/mL > CL50 = 500 pg/mL). Dans ce contexte, les composés

des espéces Achillea, y compris A. ligustica, responsables de la toxicité sont probablement des
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alcaloides (Raeisi et al., 2024) et des saponines (Barda et al., 2021). Ces composés sont bien
connus pour leurs effets toxiques (Masi et al., 2022; Zong et al., 2015). Des études
supplémentaires sur cette espéce sont nécessaires pour identifier les composés responsables de

sa toxicité potentielle et valider son utilisation traditionnelle, afin d'assurer la sécurité publique.

Les résultats du test de cytotoxicité des extraits de la plante B. officinalis montrent que
les taux de mortalité pour I'extrait de I’AcOEt variaient de 15 % a 50 %, avec une valeur de
CLso de 403,66 + 5,07 ug/mL. Pour I'extrait de n-BuOH, les taux de mortalité variaient de 10
% a 50 %, avec une valeur de CLso de 373,10 + 1,07 pg/mL. Selon la classification de Clarkson
et al. (2004) (Les valeurs de CLso se situent dans la plage de 250 a 500 pg/mL), et par
comparaison avec le controle positif, le bichromate de potassium, qui a montré une toxicité
extréme avec un CLso de 26,49 + 1,34 pg/mL), les deux extraits ont été classés comme
modérément toxiques. La toxicité de cette espéce est liée a la présence de métabolites
secondaires tels que les alcaloides pyrrolizidiniques, les glycosides et les saponines. Ces
composés, bien qu'ayant des effets thérapeutiques a des doses appropriées, peuvent provoquer
des effets toxiques indésirables lorsqu'ils sont consommés en excés ou mal préparés

(Chrzanowska et al., 2024) .

Meyer et al. (1982) ont établi une relation entre la toxicité et la concentration létale
moyenne (CLso) des extraits de plantes sur les larves d’A4. salina. Les valeurs supérieures a 1000

pg/mL sont considérées comme non toxiques.

La littérature existante fournit des informations sur le profil de toxicité de 1’espéce B.
officinalis, mettant en évidence une variabilité en fonction des méthodes d'extraction et des
conditions expérimentales. Rodriguez-Magafia et al. (2019) ont évalué la toxicité de B.
officinalis en utilisant des larves d’A4. salina et ont conclu qu'il est non toxique, avec une valeur
de CLso supérieure a 1000 pg/mL. De méme, Leos-Rivas et al. (2011) ont observé une faible
toxicité dans un extrait méthanolique, rapportant une valeur de CLso supérieure a 1000 pg/mL,
confirmant ainsi la sécurité de cette plante pour un usage thérapeutique. De maniére similaire a
notre étude, Mirzaei & Mirzaei, (2013) ont rapporté une toxicité modérée pour l'extrait d'acétate
d'éthyle (CLso = 545,6 ng/mL), en comparaison avec l'extrait méthanolique, qui a montré une
toxicité significativement plus faible (CLso = 1144,6 pg/mL). Ces résultats confirment que la
nature du solvant utilisé dans le processus d'extraction a une influence directe sur le niveau de

toxicité des extraits. Collectivement, ces travaux soutiennent la sécurité générale de B.
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officinalis, tout en soulignant la nécessité d'une attention particuliére aux méthodes d'extraction

dans les évaluations de toxicité.

Bien que la toxicité des plantes demeure une préoccupation en matiére de sécurité, des
études récentes, telles que celle de Thiago et al. (2015), ont mis en évidence le potentiel
antitumoral des plantes cytotoxiques. Il convient également de noter que de nombreuses études
ont montré que les extraits ayant des effets cytotoxiques présentent diverses activités
biologiques, notamment antifongiques (Nifio ef al., 2006), antibactériennes (Brasileiro ef al.,

2006) anticancéreuses et pesticides (Meyer et al., 1982) .
4.4. Comparaison des activités biologiques des deux éspeéces A. ligustica et B. officinalis

Cette section compare les activités biologiques des deux plantes médicinales étudiées, en
évaluant leurs effets sur diverses cibles biologiques (tableau 17). L'objectif est d'analyser les

propriétés thérapeutiques potentielles de chaque plante.

Concernant I’activité antioxydante, 'extrait d'acétate d'éthyle d’A. ligustica a montré les
meilleures activités dans tous les tests réalisés, avec une ICso de 4,18 = 0,06 pg/mL dans le test
DPPH, une ICso de 4,06 £ 0,04 pg/mL dans le test ABTS, une Ao.s de 3,93 + 0,78 pg/mL dans
le test de phénanthroline et une Ao.s de 7,96 = 0,92 pg/mL dans le test FRAP, indiquant une
activité antioxydante remarquable. En comparaison, l'extrait de n-butanol de B. officinalis a
montré une activité antioxydante significativement plus élevée par rapport a 'extrait d'acétate
d'éthyle de A. ligustica, avec une 1Cso de 9,63 + 0,08 pg/mL dans le test DPPH, une ICso de
12,33 £ 0,13 pg/mL dans le test ABTS, une Ao.s de 8,33 £ 0,22 pg/mL dans le test de
phénanthroline et une Ao.s de 43,10 £ 0,28 pg/mL dans le test FRAP.

Les deux plantes étudices, A. ligustica et B. officinalis, ont montré des résultats variés
concernant leur activit¢ anti-enzymatique, en particulier pour I'inhibition de
l'acétylcholinestérase (AChE) et de la butyrylcholinestérase (BChE). A. ligustica, dans ses deux
fractions (AcOEt et n-BuOH), n’a montré aucune activité inhibitrice significative a la
concentration de 200 pg/mL, avec des valeurs d'ICse supérieures a 200 pg/mL pour les deux
enzymes. En revanche, B. officinalis a montré des résultats plus intéressants et une activité
inhibitrice significative vis-a-vis des deux enzymes. Pour la BChE, l'extrait d'AcOEt a révélé
une forte activité inhibitrice avec une ICso de 53,54 + 3,06 pg/mL, tandis que l'extrait de n-
BuOH a montré une inhibition plus faible avec une valeur d'ICso de 80,85 = 4,71 pg/mL.

Concernant ' AChE, l'extrait d'AcOEt a également montré la capacité inhibitrice la plus élevée
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(ICso = 57,98 + 0,78 pg/mL), tandis que l'extrait de n-BuOH a montré une inhibition plus
modérée, avec une ICso de 74,57 + 3,62 pg/mL. Ces résultats indiquent que B. officinalis
présente une activité inhibitrice plus marquée sur les deux enzymes comparativement a A.
ligustica, suggérant une meilleure efficacité dans ce domaine.

En ce qui concerne ’activité inhibitrice de l'a-amylase, 4. ligustica a montré une
efficacité marquée, avec l'extrait d'acétate d'é¢thyle (AcOEt) présentant la plus forte activité
inhibitrice, avec une ICso de 297,33 + 3,78 pg/mL. L'extrait de n-butanol (n-BuOH) a également
montré une inhibition dose-dépendante, avec une ICso de 334,32 + 1,87 pg/mL. En revanche,
B. officinalis a montré un potentiel inhibiteur plus fort, avec son extrait d'acétate d'éthyle ayant
une [Cso de 199,92 + 3,80 pug/mL. Ces résultats montrent que B. officinalis, en particulier son
extrait d'acétate d'éthyle, posséde une activité inhibitrice plus forte que A. ligustica.

Les deux plantes étudiées, A. ligustica et B. officinalis, ont montré des activités
inhibitrices de l'uréase significatives, bien que leurs efficacités varient. Pour 4. ligustica,
I'extrait de n-butanol a présenté une inhibition plus forte, avec une 1Cso de 73,03 + 2,40 ug/mL,
comparé a l'extrait d'acétate d'éthyle (ICso de 97,66 = 0,92 pg/mL). En revanche, pour B.
officinalis, les extraits d'AcOEt et de n-BuOH ont montré des valeurs d'ICso respectivement de
39,52 £ 0,48 pg/mL pour AcOEt et 39,77 & 0,45 pg/mL pour n-BuOH. Ces résultats suggérent
que B. officinalis posséde une activité inhibitrice de I'uréase plus forte que A4. ligustica, bien
que les deux plantes montrent un potentiel significatif pour inhiber I'uréase.

En termes d'activité antibactérienne, B. officinalis a montré une activité marquée contre
les souches Gram-négatives, notamment K. pneumoniae, avec des zones d'inhibition allant
jusqu'a 11,33 + 0,58 mm pour l'extrait de n-butanol et des CMI de 0,125 = 0,00 mg/mL pour
les deux extraits (AcOEt et n-BuOH). Comparativement, 4. ligustica a montré des zones
d'inhibition allant de 11,33 + 0,58 mm a 14 + 1,73 mm contre K. pneumoniae et E. coli, avec
des CMI relativement faibles. Toutefois, I'extrait de n-butanol de A. ligustica a montré la plus
grande efficacité, avec une CMI de 0,125 £ 0,00 mg/mL. En revanche, A. ligustica et B.
officinalis n'ont présenté d'activité antibactérienne contre les souches Gram-positives (S. aureus
ATCC 25923 et B. subtilis ATCC 6633). Ainsi, A. ligustica présente des activités
antibactériennes globalement plus fortes, particuliérement contre les souches Gram-négatives,
avec une efficacité notable pour l'extrait de n-butanol.

Les deux plantes étudiées, 4. ligustica et B. officinalis, ont montré des résultats
intéressants en termes d'activité antifongique contre des souches fongiques phytopathogénes,
notamment Fusarium oxysporum f. sp. lvcopersici (FOL ATCC 4287) et Alternaria sp. Pour A.

ligustica, I'extrait d'acétate d'éthyle (AcOEt) a montré une inhibition significative, avec un taux
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d'inhibition de 100% contre les deux champignons aprés 48 heures. Concernant B. officinalis,
l'extrait de n-butanol (n-BuOH) a montré la plus forte activité antifongique, avec un taux
d'inhibition de 36,10 = 2,99% contre FOL ATCC 4287 et de 50,74 + 0,00% contre Alternaria
sp. Ces résultats montrent que A4. ligustica, en particulier son extrait AcOEt, présente une
activité antifongique plus forte et plus durable (Aprés 6 jours, l'extrait AcOEt restait plus
efficace, avec une inhibition de 50,56% contre FOL ATCC 4287 et de 65,15% contre Alternaria
sp) que B. officinalis. Toutefois, l'extrait de n-butanol de B. officinalis a montré des résultats
prometteurs, en particulier contre Alternaria sp., bien que son efficacité globale reste inférieure
a celle de 4. ligustica.

Selon les critéres de Clarkson et al. (2004) et Meyer et al. (1982), A. ligustica a montré
une faible toxicité, avec un extrait d'acétate d'éthyle (AcOEt) présentant une CLso de 582,78 +
0,67 pg/mL et un extrait de n-butanol (n-BuOH) affichant une CLso de 664,25 + 3,54 ng/mL.
Pour B. officinalis, les extraits ont montré une toxicité modérée. L'extrait d'AcOEt a présenté
une CLso de 403,66 & 5,07 ng/mL, tandis que l'extrait de n-BuOH a montré une CLso de 373,10
+ 1,07 pg/mL, indiquant une toxicité modérée. Ces résultats indiquent que A. ligustica possede
une faible toxicité, tandis que B. officinalis, bien que modérément toxique, présente une activité

cytotoxique plus marquée, particulierement pour I'extrait de n-butanol.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

La recherche de nouveaux agents bioactifs demeure une voie majeure pour la découverte
de substances thérapeutiques a la fois plus efficaces et moins toxiques. Dans ce cadre, cette
¢tude s’est attachée a valoriser les savoirs traditionnels d’une population spécifique, en
identifiant les plantes médicinales utilisées et les méthodes traditionnelles associées au
traitement des pathologies courantes. L’objectif principal était d’évaluer la présence de
composes phénoliques totaux et de flavonoides dans les extraits d’acétate d’éthyle et de n-
butanol des feuilles de deux espéces médicinales, A. ligustica et B. officinalis, ainsi que
d’évaluer leurs activités biologiques (antioxydantes, anti-enzymatiques, antimicrobiennes et

cytotoxiques).

L’enquéte ethnobotanique a révélé une utilisation significative des espéces de la famille
des Lamiaceae (33,72%), principalement dans le traitement des troubles digestifs (27,95%).
Les femmes ont représenté plus de 80 % des informateurs, avec une prédominance des jeunes
adultes de 20 a 30 ans, majoritairement détenteurs d’un niveau universitaire. Une part
importante des répondants vivant en milieu rural souligne I’importance des plantes médicinales

dans les pratiques de santé locale.

Les analyses phytochimiques ont montré que 4. ligustica présentait les rendements
d’extraction les plus élevés, notamment pour la fraction n-butanol (6,4 %) et n-hexane (4 %),
tandis que B. officinalis a montré un rendement maximal dans la fraction n-butanol (1,6 %).
L’espece A. ligustica a également affiché des teneurs particulierement élevées en composés
phénoliques totaux (151,25 + 2,39 ng EAG/mg dans I’extrait n-butanol) et en flavonoides
(54,38 = 0,29 pg EQ/mg dans I’extrait d’acétate d’éthyle). Pour B. officinalis, la teneur totale
en composés phénoliques dans I’extrait d’acétate d’éthyle était supérieure a celle de I’extrait n-

butanol (93,41 = 2,22 pg EAG/mg).

La caractérisation qualitative par LC-ESI-MS/MS a mis en lumiére plusieurs composés
phénoliques majeurs, dont 1’acide chlorogénique, caféique, coumarique et gallique, communs
aux deux espéces, tandis que I’acide cinnamique était spécifique a B. officinalis. Parmi les
flavonoides, on a identifié la naringénine, le kaempférol, la myricétine, la quercétine, le chrysin,

la rutine, I’hespérétine et I’hespéridine.
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Les extraits des deux espéces ont démontré un fort potentiel antioxydant confirmé par
différents tests (DPPH, ABTS, phénanthroline et FRAP), avec une activité particuliérement
prononcée pour l’extrait d’acétate d’éthyle de A. ligustica. Concernant I’activité anti-
enzymatique, B. officinalis a révélé une inhibition notable des cholinestérases, enzymes
impliquées dans les maladies neurodégeénératives, tandis que 4. /igustica n’a montré aucune
activité significative a cet égard. Les deux espéces ont également inhibé 1’a-amylase, enzyme

liée au diabete, et I'uréase, avec une activité modérée.

Une activité antimicrobienne prometteuse a été observée pour les deux espéces contre des
bactéries Gram-négatives et Gram-positives ainsi que contre des champignons

phytopathogénes, avec une meilleure efficacité des extraits de A. ligustica.

Enfin, les tests de cytotoxicité sur Artemia salina ont indiqué une faible toxicité pour A4.
ligustica, tandis que B. officinalis présentait une toxicité modérée, suggérant la nécessité

d’études complémentaires de sécurité.

En résumeé, ces résultats mettent en évidence le potentiel pharmacologique prometteur des
deux espéces étudiées, soutenant ainsi leur usage traditionnel en phytothérapie. Ces données
ouvrent la voie a des études complémentaires, afin d’optimiser leur utilisation future comme
sources naturelles de composés thérapeutiques. Parmi les perspectives scientifiques

envisageables, il serait pertinent de:

« Réaliser des études in vivo afin de confirmer les effets pharmacologiques observés in
vitro.

o -+ Isoler et caractériser les composés bioactifs responsables des activités
thérapeutiques, notamment par isolement a 1’aide d’une HPLC préparative.

« Etudier plus en détail les mécanismes d’action au niveau moléculaire.

» Développer des formulations pharmaceutiques adaptées pour améliorer 1’efficacité.

e Optimiser les méthodes d’extraction pour maximiser le rendement et la stabilité¢ des
composés actifs.

« Evaluer I’efficacité des extraits sur d’autres pathologies d’intérét thérapeutique.

La poursuite de ces investigations permettra de consolider les bases scientifiques
nécessaires a une exploitation sécurisée et optimale de ces plantes médicinales comme sources

naturelles de composés thérapeutiques.
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Annexe 1. Courbe d’étalonnage de la quercétine.
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Annexe 2. Courbes d’étalonnage de 1’acide gallique.
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Annexe 4: Profil structural des composés phytochemiques identifiés
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method. Moreover, the antioxidant activity was
investigated by four methods (DPPH, ABTS, FRAP, and
Phenanthroline method), while the cytotoxic effect was
evaluated on the phenolic compounds extracted from

Graphical abstract

' i F Achillea ligustica using the brine shrimp lethality test. The
mm.,...“.‘ obtained data showed that both the highest phenolic
Liapind lipaad extracioon (33429 £ 106 pug GAE/mg extract) and the highest
. flavonoid (92.85  0.15 pug QF/mg extract) contents were
e identified in the methanolic extract. Also, large spectrum
| of phenolic acids, flavonoids, and anthocyanins was
[T ——— T e detected. Besides, in all realized tests highest antioxidant
Specirmaetey (HRAS) | qu—| 0B} extract activity was detected in the ethyl acetate extract, while
l l the lowest toxicological potential (LCse = 502.73 pg/mL)
E w et —— | e was demonstrated in the n-butanol extract. Finally, the
comten methanolic extract induced the highest mortality rate in
Artemia salina larvae, reaching 65% at 400pug/mL. The
findings of our research revealed that the leaves of
TM . ' :‘::::‘\:““‘““'““"“"“‘““““‘ Achillea ligustica represent a noteworthy medicinal plant
R ——— i i e e e species that merits additional investigation.
' ';':;M' e e - Keywords: Achillea ligustica, antioxidant activity, LC-
HRMS analyses, brine shrimp, phenolic compounds
Abstract 1. Introduction

The therapeutic properties of botanical species have been
recognized by humans since ancient times. These
traditional knowledges were gradually abandoned due to
the emergence of modern medicine and the perceptions
of inefficacy. However, numerous studies demonstrating
the efficacy and reliability of plant-based preparations
have reversed this trend. Phenolic compounds, a large
and diverse class of natural substances with over 50,000
identified representatives (Tacias-Pascacio et al. 2022),
are particularly noteworthy. They are associated with
preventing, treating, or alleviating the symptoms of

This research aims to enhance the composition of
phenolic compounds, the antioxidant and cytotoxic
activities of the methanol, ethyl acetate, and n-butanol
extracts produced from the leaves of Achillea ligustica,
collected in the northeast of Algeria. The measure of
extracts' total phenolic and flavonoid contents was
performed by the aluminum nitrate and Folin-Ciocalteu
colorimetric techniques, respectively. The chemical
composition was detected using the Liquid
Chromatography—High Resolution Mass Spectrometry

Horia Menasri, Nedjoua Zaidi, Lucia Bartella, Fabio Mazzotti, Yahia Khelef, Chawki Bensouici and Imen Laib (2025), Phytochemical
characterization of natural leaf extracts from Achillea ligustica: HRMS analysis, antioxidant activity, and brine shrimp lethality testing,
Global NEST Journal, 27(5), 07182.



2

diseases, offering a more accessible and cost-effective
alternative to chemically synthesized products, which are
often more expensive due to technological patents
(Kumar and Goel. 2019). The toxicological and
pharmacological properties of medicinal plants have
garnered the attention of scientists seeking to verify their
therapeutic potential, isolate activeconstituents, and
investigate possible toxicities (Naeeri and Shirzad. 2013).

The Achillea genus consists of more than 150 species that
are distributed throughout North Africa, Europe, Asia and
North America (Orhan. 2019). In traditional medicine,
many ailments, including as gastrointestinal disorders,
stomach and duodenal ulcers, anemia, sensitive skin, and
as an anthelmintia, have been treated using Achillea
species (Cecchini et al. 2012; Conforti et al. 2005; Muselli
et al. 2009). Moreover, several recent studies indicate
that the Achillea genus has a great number of beneficial
characteristics, such as hemostatic, hypoglycemic, wound-
healing, anti-inflammatory, antioxidant, antispasmeodic,
anti-allergic, and bactericidal activities. These therapeutic
applications are attributed to biologically active
compounds isolated and identified by various researchers
(Tuberoso et al. 2009; Saeidnia et al. 2011; Barda et al.
2021).

The current research aimed to investigated the chemical
composition of polyphenols of the extracts of the Algerian
medicinal plant Achillea ligustica (Asteraceae),
traditionally known for its therapeutic properties using LC-
HRMS analyses. Moreover, the proprieties of these
extracts such as the antioxidant activity using DPPH, ABTS,
phenanthroline, and FRAP (Ferric reducing antioxidant
power) assays and the cytotoxic activity, using the brine
shrimp lethality bioassay, were performed.

2. Materials and methods

2.1. Plant material

Achillea ligustica (Asteraceae) were sampled from the
Mila region, located in the northeast of Algeria
(36°30'14.51" N, 6°24'45.41" E, at an altitude of 315 m). A
representative plant sample was identified by Prof.
Sakhraoui Nora (University of 20 August 1955-Skikda). The
leaves of Achillea ligustica were air-dried at room
temperature for one month under natural ventilation and
then ground with an electric mill (Sayona SZJ-R14 (350W,
50g).

2.2. Preparation of extracts of different polarities

After drying and grinding the plant material, 100 g of the
powder was subjected to exhaustive maceration with 1L
of 70% methanol (MeOH/H20: 70/30) at room
temperature (25°C) under magnetic agitation for 24
hours, repeated for three consecutive days with daily
solvent replacement. To remove the methanol, the
extract was subjected to a filtration and concentration
under reduced pressure at 40°C, then to a liquid-liquid
extraction with a series of solvents of progressively
increasing polarity. Finally, in order to remove the solvent,
each fraction obtained was concentrated at 40°C and then
conserved at 4 °C.

MENASRI et al.

2.3. Total phenolic (TPC) and total flavonoid (TFC) content

The TPC was realized using the protocol of Singleton et al.
1999 as Miiller et al. (2010) describe. In a 96-well plate,
the following mixture was prepared: 20 ul of extract
(diluted to 1 mg/mL in methanol), 75 uL of 7.5% (w/v)
Na,CO; solution and 100 pL of 10% (v/v) Folin-Ciocalteu
reagent. Methanol was utilized as the blank instead of the
extract. After adding all reagents, an incubation of the
plate was released for 2 hours in the dark. Total Phenolic
Content was calculated and expressed as ug GAE/mg after
measurement of absorbance using a 96-well microplate
reader at 765 nm.

The determination of TFC was realized following the
protocol developed by Topgu et al. (2007) and adapted for
microplate analysis. For this 50 uL of sample, 130 uL of
methanol, 10 puL of potassium acetate and 10 ulL of
aluminum nitrate (10%) were mixed in a 96-well ELISA
plate. For the blank, methanol (150 pL) was added to
replace the extract. A calibration curve was created using
different concentrations of quercetin (from 25 to
200ug/ml). Absorbance readings were taken at 415 nm in
microplate reader (Perkin Elmer, Enspire) and TFC was
calculated and expressed as ug QE/mg.

2.4, Phytochemicalidentification by HRMS analysis

Before the analysis, all extracts were subjected to
filtration by using a 0.45 um filter. An Exploris 120 mass
spectrometer (Thermo Fisher Scientific, San José, CA, USA)
with an electrospray source and an Orbitrap analyzer was
used for molecular identification. A reversed-phase C18
column with a flow rate of 1 mL/min and a runtime of 28
minutes was used for chromatographic separation. The
mobile phase consisted of 0.1% formic acid in water
(solvent A) and methanol (solvent B).

The mass spectrometer was coupled with a Vanquish
HPLC system and autosampler (Thermo Fisher Scientific,
San José, CA, USA). The MS analyses were performed both
in negative and positive ionization mode (3500 V and -
4000) V. The working condition were the following: spray
voltage 3500 V (positive polarity) and 4000 V (negative
polarity), sheath gas 20 a. u,, aux gas 8 a. u., sweep gas 1
a. u., ion transfer tube temperature 300°C, and vaporizer
temperature 290°C.Full scan data were acquired in the
mass range 100 - 1000 m/z, the RF lens was set to 70% of
the maximum value and the orbitrap resolution was set at
60000. The MS/MS experiments were carried out in
untargeted mode, subjected to MS fragmentation the ions
with an intensity threshold of 2.1e5.

2.5. In vitro antioxidant assays

Four methods (DPPH, ABTS, phenanthroline, and ferric ion
reducing power (FRAP) assays) were employed to offer a
comprehensive evaluation of the extracts’ antioxidant
activity.

2.5.1. DPPH Radical scavenging test

The free radical scavenging activity was determined
according to Blois (1958). The reaction involves the
reduction of the DPPH radical (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) by antioxidants through proton donation,
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leading to a decrease in absorbance at 517 nm due to the
decolorization and disappearance of the violet color
(Conforti et al. 2005). The methanolic solution of DPPH
(0.15 mM) was prepared. For each test, 40 uL of the
extracts (MeOH, EtDAcor n-BuOH) at different
concentrations (0,0078-0,5 mg/mL) was mixed with 160
pL of the DPPH solution. In parallel, the negative control
was prepared by replacing the sample with methanol. The
plates were incubated for 30 min at room temperature in
the dark to determine the antioxidant activity (AA3%),
using the following equation:

AA (%) = [(A-control — A-sample) / A-control] x 100
Where
A-control: the absorbance of negative control.

A-sample: the absorbance of tested sample.

The 1Csp values, indicating the concentration needed to
inhibit 50% of DPPH radicals, were determined from the
linear regression of the DPPH inhibition percentage versus
sample concentration. Moreover, to evaluate antioxidant
effectiveness, the ICsp values of the plant extracts were
compared with those of the synthetic standard butylated
hydroxyanisole (BHA).

2.5.2. Antioxidant activity against the ABTS radical

The antioxidant potential against the ABTS radical was
investigated following the protocol described by Re et al.
(1999). The ABTS™ solution was prepared by mixing 7 mM
ABTS and 245 mM potassium persulfate in water,
followed by a reaction in the dark for 12 to 16 hours. The
solution was then diluted with ethanol (EtOH) to achieve
an absorbance of 0.700 at 734 nm. For the experiment,40

uLof sample prepared atdifferentconcentrations (0,0078-
0,5 mg/mL) was added to 160 uL of the ABTS‘*radical
solution. A negative control was prepared using the same
procedure, replacing the samples with methanol. After
incubation at room temperature for 10 minutes, the
absorbance was determined at 734 nm. The percentage of
ABTSradical inhibition was determined as follow:

%Radical scavenging effect = [(A-control — A-sample) / A-
control] x 100

Where:

A-control: the absorbance of negative control.

A-sample: the absorbance of tested sample

Synthetic standards, such as BHA (butylated
hydroxyanisole) and BHT (butylated hydroxytoluene),
were used to compare the inhibitory percentages and the
concentration required to inhibit 50% of the ABTS* radical
(ICso values) was measured from the graph of ABTS
inhibition versus sample concentration.

2.5.3. Phenanthroline activity

The phenanthroline activity was measured in the present
study using the Szydlowska-Czerniak et al. (2008)
methodology. In a 96-well microplate, the extract (10 uL)
at different concentrations (0.0625-4mg/mL) was blended
with FeCl; (50 pL, 0.2%), phenanthroline (30 puL, 0.5%) and
MeOH (110 uL). The absorbance was taken at 510 nm
after conservation of plate in the dark for 20 minutes at
30°C to enable the reaction to finish. The data were
expressed asAg.s pg/mL.

Table 1. Total phenolic and flavonoid contents in different extracts of Achillea ligustica (m = SD; n=3). Values followed by different
superscripts in the same column show a significant difference (Tukey's test, p < 0.05)

Extract Total phenolic compounds content (ug GAE/mgExt) Flavonoids content (ug QE/mg Ext)
MeOH extract 334.29 + 1.06° 92.85+0.15°
EtOAC extract 127.03+2.712 54.38+0.29°
n-BuOH extract 151.25+2 390 27.85+0.29°

2.5.4. Ferric reducing antioxidant power (FRAP)

The FRAP test, realized to evaluate the extracts' reducing
power’, was adapted from the protocol of Oyaizu. (1986).
A mixture of 10 pL aliquot of standard or each sample at
different concentrations, 50 ulL of potassium ferricyanide
(1%) and 40 pL of phosphate buffer (pH 6.6) was stored at
50°C for 20 minutes. Following the incubation, 10 pL of
ferric chloride (0.1%) and 40 uL of distilled water were
blended to the wells. The measurement of absorbance
was taken at 700 nm and the data were expressed as Ag.s
pg/mL and compared to the antioxidant standards a-
tocopherol and ascorbic acid.

2.6. Brine shrimp lethality test

The lethality test using brine shrimp was realized
following the methodology of Meyer et al. (1982). Artemia
salina cysts (10 mg) were hatched in saline solution (3.8%)
at 25-28°C under fluorescent lighting for 48 hours. After
hatching, 100 uL of a solution containing 10 A. salina

larvae, 80 uL of seawater, and 20 uL of each extract or
positive control (potassium dichromate, 0.1%) were added
in triplicate to the wells of a 96-well plate. Extracts were
tested at various concentrations prepared from a stock
solution (4 mg/mL). Plates were incubated for 24 hours
under fluorescent lighting. After incubation, the
percentage mortality at each dose was calculated after
counting the number of surviving larvae and the mortality
was expressed as lethal concentration (LCso)
(Concentration required to kill 50% of larvae) using Probit
analysis in IBM SPSS Statistics version 25. Substances with
LCso values below 1000 pg/mL were considered toxic.

2.7. Statistical analysis

Results of this research were treated using the version 25
of IBM SPSS Statistics. All results were shown as the mean
+ SD and at p < 0.05 the differences were considered
statistically significant Many tests were used such as the
Kolmogorov-Smirnov test to check the normality of data
and Levene's to analyze the homogeneity of variances.
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Also, the ANOVA and Tukey’s test were used to compare
the experimental groups, and the Probit analysis to
calculate the lethal concentrations.

3. Results and discussion

3.1. Total phenolic and flavonoid content

Based on the absorbance results (Table 1) obtained using
the Folin-Ciocalteu reagent, the phenoclic content of
methanolic extract exhibited a higher concentration
(334.29 + 1.06 ug GAE/mg Ext) compared to the ethyl

MENASRI et al.

acetate (127.03 £ 2.71 pg GAE/mg Ext) and n-butanol
(151.25 * 2.39 yg GAE/mg Ext) extracts. Similarly, the
flavonoid concentrations in the crude extracts were also
determined, as shown in Table 1, indicating highest
flavonoid content (92.85 * 0.15 pug QE/mg Ext) in
methanolic extract, followed by the ethyl acetate (54.38 +
0.29 pg QE/mg Ext) and the n-butanol extracts (27.85 *
0.29 ug QE/mg Ext).

Table 2. Polyphenols detected and identified in different extracts of Achillea ligustica

Compounds Molecular Formula Mass [M- H Mode of lonization MeOH EtOAc n-BuOH
extract extrac extract
1/ Phenolic acids
Chlorogenic acid Cis HisO's 353.0878 [M-H) d d d
Benzoic acid C; Hs O5° 137.0244 [M-H] d d d
Caffeic acid Cs H; O 179.0346 IM-HT d d d
Cinnamic acid Co H: Oy 1470451 [M-HJ d nd nd
P coumaric acid CsH; 05 163.0404 [M-HI d d d
Ferulic acid Cio Hs Os” 193.0508 [M-H] d d d
Rosmarinic acid C 12H 1505 359.0772 [M-H] d nd nd
5-p- coumaroyl-hexoside C 1aH1s Of 325.0924 [M-H] d d d
3-caffeoloquinic acid Css His Os 353.0846 [M-H} nd d d
5-p-coumaroylquinic acid Cig Hiz O5 337.0942 [M-HT d d d
2/ Anthocyanins
Cyanidin-3-0-galactoside Cas Hzs Oy 483 8268 [M-HI d d nd
3/ Aavonoids
Flavonols
Quercetin 3-O-pentosyl Cas Haz Oss” 595.1308 [M-HF d d d
hexoside
Quercetin 3-0-(6"-Malonyi- Cis Hp Oy 5490884 [M-HJ d nd nd
hexoside
Isorhamnetin-3-O glucoside Caz Ha2 Osr 477.1047 [M-H] d d d
Flavan3-ols
Catechin 3-O-hexoside Cas Hzs Ous” 451.1256 [M-H] d d nd
Catechin Cas His O 289.0702 IM-HF d d d
Flavonoids aglycone
Quercetin aglycone CisHs Oy 301.0356 [M-H] d d nd
Luteolin aglycone CisHs Og 285.2289 [M-H] d nd nd
Apigenin CisHs O5 269.2295 [M-H] d d d
kaempferol CisHs Os 285.0405 [M-HI d nd d
Flavonoids glycone
Isoquercetine glucose Cas Hys Oy 463.0882 [M-H) nd d d
Rutine glucoside Ca7 Has Oss” 609.1461 [M-H]- d d d
Rutindiglucose Ca7 Hzs Oss” 609.1461 [M-H] d d d
Apigetrin Cas His Oy’ 4310984 [M-H] d d d
Puerarin Cas His Os° 415.1035 [M-HJ- d nd nd
Apigenin 6,8 diglucoside Cz7 Hze Osy 593.1512 [M-HJ d nd nd
Kaempferol 3,7,4 triglucoside Ca3 Has Ozv 7711978 [M-H} d nd nd
Luteolin-7-0 glucoside Ca1 His Oy 4470933 [M-H] d nd d
Luteolin-7- Rutinoside Cz7 Hzs Oy 593.1501 [M-HT d d d
Apigenin -7-Oglucoside Cox bl O 4310984 [M-HT d d d
Phloridzin Cas Has O 4351297 [M-HI nd nd d

d= detected, nd= not detected
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3.2. Phytochemical Identification

The qualitative phytochemical analysis of Achillea
ligustica using High-Resolution Mass Spectrometry
(HRMS) confirmed the existence of several bioactive
compounds, confirmed by their characteristic masses and
ionization patterns. Thirty-one (31) polyphenolic
compounds were found in the different extracts
(methanol, ethyl acetate, and n-butancl). The resulting
compounds owned to three groups: phenolic acids,
flavonoids, and anthocyanins. Table 2 provides a
detailed list of the identified compounds.

3.2.1. Phenolic acids

The pharmacological effects of phenolics acids including
antioxidant, antimicrobial and anti-inflammatory
properties are well documented (Khatri et al. 2019),
making plants a valuable resource for medicinal
applications. In current study, ten (10) phenolic acids;
Chlorogenic acid, p-coumaric acid, caffeic acid, 5-p-
coumaroyl hexoside, ferulic acid and 5-p-coumaroylquinic
acid were detected in our extracts. These compounds
enhance the plant's antioxidant capacity, which could help
protect the body from oxidative stress and chronic
diseases. Among them, chlorogenic acid and caffeic acid
are particularly well-known for their antimicrobial
(Espindola et al. 2019), antioxidant and anti-inflammatory
properties (Gu et al. 2023). Indeed, Rosmarinic acid and
cinnamic acid, identified in the methanolic extract, exhibit
antibacterial and antioxidant characteristics (Kernou et al.
2023) and contribute to the prevention of oncological
diseases (Ruwizhi and Aderibigbe. 2020). Besides, 3-
caffeoylquinic acid, present in both extracts (ethyl acetate
and n-butanol extracts) and benzoic acid, found in the
methanolic and ethyl acetate extracts are recognized for
their antioxidant (Makori et al. 2021) and antifungal
activities (Berne et al. 2015).

3.2.2. Flavonoids

Flavonoids and their glycosides are commonly associated
with the antioxidant, antidiabetic, anticancer, and anti-
inflammatory effects of medicinal plants (Panche et al.
2016). The studied medicinal plant exhibits a significant
diversity of flavonoids, with twenty (20) compounds
identified, including derivatives of flavonols such as
isorhamnetin-3-O-glucoside, widely distributed in all
extracts, which serves as an anti-inflammatory and
antimicrobial agent (Gong et al. 2020). Quercetin-3-0-(6"-
malonyl-hexoside) and quercetin-3-O-pentosyl hexoside,
highly biologically active compounds (BAC), are identified
in the methanolic extract and knowing for their essential
roles in antioxidant and anti-inflammatory activities
(Lesjak et al. 2018). Additionally, catechin and catechin-3-
O-hexoside, belonging to flavan-3-ol derivatives, possess
significant antioxidant activity, which can be useful in
protecting the body against oxidative stress and chronic
diseases (Cosarca et al. 2019).

In terms of composition, methanol and ethyl acetate
extracts from Achillea ligustica contain flavonoid
aglycones such as quercetin, luteolin, apigenin, and
kaempferol, which are also detected in the n-butanol

extract, along with their glycosides. These compounds are
known for their significant implications in inflammation,
heart disease, and cancer (Middleton et al. 2000). This
group includes notable glycosides such as rutin derivatives
(rutin glucoside and rutin diglucose), identified in all
extracts and isoquercetin glucose, a strong antioxidant
detected in ethyl acetate and n-butanol extracts. The cited
compounds contribute to the plant’s antidiabetic, anti-
Alzheimer, and antimicrobial potential (Ganeshpurkar and
Saluja. 2017).

The Apigenin derivatives (apigetrin, apigenin-7-O-
glucoside, found in all extracts, and apigenin-6,8-
diglucoside, identified in the methanol extract) are
biologically active substances that showed antioxidant,
anti-tumor, anti-inflammatory, cardioprotective,
neuroprotective properties (Li et al. 2023).Kaempferol
derivatives (kaempferol 3,7 4-triglucoside, found in the
methanol extract) have gained recognition for their
properties as an antioxidant, anti-inflammatory,
bacteriostatic and neuroprotective (Parveen et al. 2023).
Additionally, luteolin derivatives (luteolin-7-O-glucoside,
detected in methanol and n-butanol extracts, and
luteolin-7-rutinoside, found in all extracts) display
numerous pharmacological properties, including
antioxidant and antimicrobial activities (Lopez-Lazaro.
2009). Puerarin, detected in the methanol extract, is a
powerful antioxidant capable of effectively removing
toxins from the body, with notable antimicrobial and
neuroprotective properties (Liu et al. 2023). Phloridzin,
observed in the n-butanol extract, contributes significantly
to the plant's high antioxidant potential. By reducing
inflammation and oxidative damage, phloridzin plays a
crucial role in the therapy of many illnesses, including
cardiovascular and cancer disease (Khanam et al. 2022).
only one anthocyanin derivative (cyanidin-3-O-
galactoside) was identified, exclusively in methanol and
ethyl acetate extracts. This critical bioactive component is
well-recognized for its antioxidant, cardioprotective (Kong
et al. 2003), anti-inflammatory (Cui et al. 2021) and anti-
thrombotic properties (Rechner and Kroner. 2005).

This study confirms that the bioactive compounds
composition is induced by the extraction solvents.
Methanol appears to be the most effective solvent,
detecting 28 out of 31 compounds, suggesting its higher
extraction potential. However, ethyl acetate and n-
butanol extracts, both detecting 11 compounds, exhibit
lower extraction efficiency, likely caused by variations in
solvent polarity and the solubility of specific polyphenols
in each solvent.

The obtained results are consistent with the literature,
where several studies have employed modern
chromatographic and spectroscopic techniques, to
identify phenolic compounds in different Achillea species
extracts. Agar et al. (2015) discovered many phenolic
components in the methanol extracts of Achillea
coarctata, Achillea kotschyi, and Achillea Iycaonica,
highlighting the phenolic richness of Achillea spinulifolia
and Achillea goniocephala and identifying compounds
including quinic acid, chlorogenic acid, rosmarinic acid,
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rutin, quercetin, luteolin, and apigenin. On the other
hand, Dias et al. (2013) studied the methanolic extract of
Achillea millefolium and found components belonging to
two classes of natural compounds: phencolic acids
(including derivatives of caffeoylquinic acid and
dicaffeoylquinic acid) and flavonoids (including derivatives
of apigenin, quercetin, luteolin, kaempferol, and
isorhamnetin). Regarding previous studies on Achillea
ligustica, Boubertakh et al. (2024) identified many
substances including chlorogenic acid, luteolin, quercetin,
apigenin, and rosmarinic acid in the hydroethanol extract.
Additionally, Tzakou et al. (1995) identified apigenin,
luteolin, and santin in methanolic and agueous extracts.
These outcomes are consistent with those of Tuberoso et
al. (2009), who discovered many flavonoids, including
quercetin, luteolin, and 6-hydroxykaempferol, in ethanolic
extracts. These findings were further supported by the
research of Venditti et al. (2015) on methanolic extracts,
identifying various compounds, including luteolin, 7-O-
methyl apigenin, caffeic acid, chlorogenic acid, apigenin-7-
O-glucuronide, and quercetin-3-O-glucuronide. These
results highlight the potential of Achillea species, including
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Achillea ligustica, as a source of various bioactive
substances with significant therapeutic characteristics.

3.3. Antioxidant activity

Table 3 illustrates the findings of antioxidant activity of
the three extracts of Achillea ligustica compared to the
standards.

3.3.1. DPPH assay

From the data reported in this work, increased antioxidant
activity is indicated by a lower ICso. Consequently, the
ethyl acetate extract’s antioxidant potential (ICso = 4.18 %
0.06 pg/mL), obtained by the DPPH radical method, is
higher than that of the n-butanol extract (ICso = 9.14 +
0.11 pg/mL) and the commercial antioxidant BHA (ICsp =
5.73 £ 0.41 pg/mL). These expected data can be explained
by the higher content of flavonoids in the ethyl acetate
extract (54.38 £ 0.29 ug QE/mg Ext), which is significantly
lower in the n-butanol extract (27.85 # 0.29 pug QE/mg
Ext). The methanolic extract showed lower antioxidant
activity (ICsp = 21.14 + 0.93 pg/mL) while presenting good
flavonoid content (92.85 + 0.15 ug QE/mg Ext).

Table 3. Antioxidant activity of various extracts of Achillea ligustica (m % SD; n = 3). Means followed by the same letter in the same

column do not differ statistically by Tukey's test

Phenanthroline Ags Reducing power Ags
Extracts and standards DPPH ICso (ug/mL) ABTS ICso (ug/mL) (ng/mb) (ug/mi)
MeOH extract 21.14+093¢ 30.21+2.70¢ 460+053 2953+0.13¢
EtOAc extract 418 + 0.06 4.06 £ 0.0422 393+0.78 7.96+092
n-BuOH extract 914+0.11 6.96+0.28> 11.04 +0.20° 1020+ 043"
BHA 5.73 +0.41° 1.03 £0.00° 093+0,07* NT
BHT NT 159+0.03° 224+017° NT
a-Tocopherol NT NT 3493 +2 38
Ascorbic acid NT NT 6.77+115

NT: not tested, BHA: Butylatedhydroxyanisole, BHT: Butylatedhydroxyltoluene

3.3.2. ABTS assay

In relation to the ABTS radical, the both extracts ethyl
acetate and n-butanol demonstrated the highest
antioxidant activity (ICso = 4.06 + 0.04 pg/mL and 1Csp =
6.96 + 0.28 pg/mlL, respectively), which is close to the
antioxidant activity of the standards BHA (ICsp = 1.03 £
0.00 pg/mL) and BHT (ICsp = 1.59 + 0.03 pg/mL). This is
possibly due to the capacity of these extracts to stabilize
themselves by donating electrons or hydrogen to the
ABTS radical. The methanolic extract showed lower
antioxidant activity (ICso = 30.21 £ 2.70 pg/mL).

3.3.3. Phenanthroline assay

The results indicated significant antioxidant activity of
ethyl acetate extract and the methanolic extract with Ag.s
= 393 + 0.78 pg/mL and Aps = 4.60 + 053 pg/mlL,
respectively, close to the antioxidant activity of BHT (Ag.s
=2.24 + 0.17 pg/mL) and BHA (Ag.s = 0.93 + 0.07 pg/mL).
While, the n-butanol extract showed lower antioxidant
activity (Ao.s = 11.04 +0.20 pg/mL).

3.3.4. Reducing power assay

Using the reducing power assay method, the extracts'
antioxidant capacity was statistically comparable to that

of a-tocopherol and ascorbic acid. However, the reducing
capacity of all extracts was significantly different. In the
FRAP assay, the ethyl acetate extract yielded the best
values. The data indicated that the antioxidant potential
of all extracts was found to be significantly higher than
that of the reference a-tocopherol (Ass = 34.93 + 2.38
ug/mL), with the values; methanol (As.s = 29.53+0.13
ug/mL), ethyl acetate (Ag.s = 7.96 £ 0.92 pg/mL), and n-
butanol (Aqs = 10.20 * 0.43 pg/mL). Moreover, the
antioxidant activity (Ag.s = 7.96 £ 0.92 pg/mL) of the ethyl
acetate extract being close to the inhibition capacity of
the standard ascorbic acid (Ag.s = 6.77 + 1.15 pg/mL).

The wide variety of phenolic acids (such as caffeic acid,
ferulic acid and chlorogenic acid) and flavonoids (including
quercetin derivatives and rutin glycosides) identified in
Achillea ligustica confirms it's potential as a therapeutic
agents and a promising source of antioxidants. Indeed, the
same phenolic compounds can exhibit different
antioxidant effects depending on their concentration in
the extracts studied (Shi ef al. 2022), this can explain the
differences in antioxidant activity in the different assays
and extracts. Additionally, phenolic compounds display
varying degrees of antioxidant activity depending on the
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assay used (e.g., DPPH, ABTS, FRAP, phenanthroline, and
others) (Tabart et al. 2009). Numerous in vitro studies
demonstrate that phenoclic compounds obtained from
Achillea species act as non-enzymatic antioxidants, serving
as excellent free radical scavengers. Conforti et al. (2005)
observed that methanolic extracts obtained from Achillea
ligustica using the DPPH assay had strong antioxidant
activity (ICsp of 50 pg/mL), highlighting the plant's
significant antioxidant properties. Similarly, several
studies have used the DPPH reducing assay to investigate
the antioxidant activity of other Achillea species. For
instance, Varasteh-Kojourian et al. (2017) found that
Achillea biebersteinii exhibited stronger antioxidant
activity (ICso = 0.276 £ 0.003 mg/mL) compared to Achillea
eriophora (1Csg = 0.703 £ 0.023 mg/mL), though both were
less effective than ascorbic acid.

To evaluate the capacity of Achillea species to scavenge
ABTS radicals, Gevrenova et al. (2021) studied Achillea
aleppica and Achillea santolinoides and found that
methanolic extracts exhibited significantly stronger ABTS
radical scavenging activity compared to ethyl acetate
extracts. Specifically, the methanol extracts of A. aleppica
and A. santolinoides showed values of 88.93 £ 0.79 mg
TE/g and 4206 + 040 mg TE/g respectively,
demonstrating methanol’s superior ability to extract
antioxidant compounds. In contrast, Ertas et al. (2014)
reported that compared to a-tocopherol, the standard
antioxidant, which showed almost 90% inhibition, the
moderate ABTS radical scavenging activity of Achillea
cappadocica metanolic extract reaching 70% inhibition at
100 pg/mL.

Table 4. Effect of methanol, ethyl acetate and n-butanol extracts of Achillea ligusticaand the positive control potassium bichromate

(K2Cr20;) on Brine shrimp
Concentration (pg /mL)
Extract 125 25 50 100 200 400 LCso pg/mL
% Mortality
MeOH extract 15+0.71 30141 40+0.00 50+0.00 55+0.71 75071 105.03 £ 3.30°
EtOAc extract 10+0.00 15+0.71 20+0.00 30+0.00 35+0.71 45+071 582.78 £ 0.67¢
n-BuOH extract 5071 52071 10+0.00 25+0.71 30+0.00 35+0.71 664.25 + 3.54¢
KzCr207 Concentration (ug /mL)
10 20 40 80 LCso pg/mL
% Mortality 0.00+0.00 50 +10.00 80+0.00 100 £0.00 26490 =1.34a

Several studies have assessed the reducing power of
Achillea species using the FRAP assay. Ozgen et al. (2004)
found that Achillea wilhelmsii's methanolic extract
showed a concentration-dependent increase in reducing
power, with values ranging from 2.1 + 0.3ug/mL at 50
pg/mL to 13.1 + 1.2 pg/mL at 500 pug/mL. However, the
reducing power was relatively moderate compared to
strong standard antioxidants. Georgieva et al. (2015)
investigated Achillea millefolium and found that the
decoction method provided the highest FRAP value
(132.71 + 1.29 uM TE/g dw), outperforming microwave-
assisted extraction (7641 % 053 uM TE/g dw),
highlighting the influence of extraction methods on the
plant's antioxidant capacity.

In another study using the phenanthroline assay,
Boubertakh et al. (2024) examined the hydro-ethanolic
leaf extract (HEAL) of Achillea ligustica, which
demonstrated moderate antioxidant activity (Ap.s =5.25 %
0.65 pg/mL). However, HEAL was less effective compared
to the standard antioxidant BHT. Furthermore, Amira et
al. (2023) studied the antioxidant potential of the hydro-
methanolic extract of Achillea odorate and found it
exhibited strong antioxidant properties, with a
phenanthroline Aps wvalue of 622 * 0.04pg/mL
comparable to BHA value. These studies confirm that
Achillea species, particularly Achillea ligustica, are
promising sources of natural antioxidants with potential
medicinal applications for combating oxidative stress.

3.4. Brine shrimp lethality test

Due to its ease of application, affordability, and reliability,
the brine shrimp Artemia salina is widely used as test
organisms in short-term toxicity investigations. This test
provides preliminary information about the biological
activities (cytotoxic, antitumor, and pesticidal properties)
of natural products, guiding researchers toward more in-
depth studies (Sleet and Brendel. 1983). The use of
microplate technology allows for efficient testing of
multiple samples and their respective dilutions (Solis et al.
1992). Meyer et al. (1982) established a relationship
between toxicity and the average lethal dose (LCso) of
plant extracts on A. salina larvae. Values above 1000
ug/mL are considered non-toxic. This study marks the first
time extracts from Achillea ligustica were subjected to
acute toxicity testing using A. salina larvae, along with
determining the LCscof each. At 400 pug/mL, the methanol
extract demonstrated the highest larval mortality in A
salina, reaching 75%, while the ethyl acetate extract
resulted in a 45% mortality rate. However, the n-butanol
extract exhibited the lowest percentage of mortality,
recorded at 35% at the same concentration (Figure 1). In
the lethal concentration bioassay, the number of dead
larvae was proportional to the increase in concentration.
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Figure 1. Percentage of mortality at different concentrations of
the crude extracts of Achillea ligustica in Brine shrimp lethality
assay
The results of the crude extract and commercial cytotoxic
drug potassium dichromate (K;Cr;0;) toxicity test for
brine shrimp are shown in Table 4. As signaled by Clarkson
et al. (2004) and Meyer et al. (1982), and by comparing
the results with the highly cytotoxic positive control
potassium dichromate (LCso= 26.49 % 1.34 pg/mL), the
methanolic extract showed high toxicity against A. salina
with a value of LCso = 105.03 + 3.30 pg/mL. However, the
LCso values of both extracts ethyl acetate (582.78 + 0.67
ng/mL) and the n-butanol (664.25 + 3.54 ug/mL) showed
low toxicity (1000 pg/mL >LCsc 2 500 pg/mlL). In this
context, compounds in Achillea species, including A.
ligustica, responsible for toxicity are possibly alkaloids
(Raeisi et al. 2024) and saponins (Barda et al. 2021). These
compounds are well-known for their toxic effects (Masi et
al. 2022; Zong et al. 2015). Further studies on this species
are needed to identify the compounds responsible for its
potential toxicity and to validate its traditional use,
ensuring public safety. It is also worth noting that many
studies have shown extracts with cytotoxic effects to
exhibit diverse biological activities, including antifungal
(Nifio et al. 2006), antibacterial (Brasileiro et al. 2006) and

anti-cancer characteristics (Meyer et al. 1982).

4. Conclusion

The current research examined the chemical composition,
the antioxidant and cytotoxic activities of Achillea ligustica
sampled from Mila region (Algeria). The HRMS analysis
revealed the richness of this plant on bioactive
substances, including phenclic acids, flavonoids, and
anthocyanins. Depending on the extraction solvent, the
extracts' levels of antioxidant activity varied, in certain
assays, such as the reducing power assay, the highest
antioxidant activity was demonstrated in ethyl acetate
extract and often it outperforming commercial
antioxidants. This demonstrates A. ligustica's potential as
a beneficial natural antioxidant source with potential uses
in both industry and health. In terms of cytotoxicity, the
brine shrimp lethality tests revealed that the n-butanol
extract exhibited the lowest toxicological potential,
followed by the ethyl acetate extract with moderate
toxicity, and the methanolic extract, which showed the
highest toxicity. The cytotoxic activity observed can be
attributable to specific bioactive substances such as
alkaloids and saponins, which warrant further
investigation. These findings suggest that Achillea ligustico
has a great potential as a source of bioactive compounds
with potential medical applications. However, to gain
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more knowledge of the mechanisms of action, safety, and
possible applications of specific compounds, future
research should concentrate on their isolation and
structural clarification. For this herb to be used safely in
both traditional and modern medicine, more toxicological
analyses are also necessary.
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