At il sl il ) s
REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
ealad) Gad) g Alad) anlail) 3 ) 3 g

MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE
SCIENTIFIQUE

3AS — 1955 i) 20 Anala

UNIVERSITE 20 AOUT 1955 — SKIKDA

Faculté des Sciences
Département des Sciences de la Nature et de la Vie

Mémoire Présenté en Vue de I’Obtention du Diplome de Master

Filiere : Science biologique
Spécialité : Biochimie Appliquée
Intitulé :

Evaluation du potentiel antioxydant et
I’activité anti-inflammatoire in vitro de I’huile
essentielle de Pulicaria odora

Présenté Par : Kharef Nour El Houda
Kharef Warda
Kehoul Amani
Khelassi Sarra

Membre de Jury :
M’. Basli Abdelkader Promoteur

M™¢ Boulechfar Safa Examinateur

M™ Mellahi Lamia Président

Univ. Du 20 Aott 1955 — Skikda
Univ. Du 20 Aot 1955 — Skikda
Univ. Du 20 Aot 1955 — Skikda

Année universitaire : 2023/2024




Remerciement

Avant tout, Nous remercions notre Dieu le tout puissant, créateur Allah, Grand et
Miséricordieux, de nous avoir donné le courage, la force, la santé et la persistance et
de nous avoir permis de finaliser se travail dans de meilleures conditions.

Le travail présenté dans ce mémoire a été réalisé au laboratoire de Biochimie de
[’Université 20 Aout 1955 Skikda, on remercie vivement les ingénieurs des laboratoires

de département SNV.

On exprime d’abord nos profonds remerciements et nos vives reconnaissances d
Monsieur Basli Abdelkader, pour avoir encadré, guidé avec patience, d’écoute de la
confiance et d’avoir consacré a la bonne réalisation de ce mémoire.

Nous remercions également les membres du jury Madame Mellahi Lamia et
Madame Boulechfar Safa de nous avoir fait honneur de jury la soutenance, consacré

leur temps a la lecture de ce manuscrit et d’accepter de juger et d’évaluer ce travail.

Nous remercions les personnes et beaucoup plus Monsieur Aouzal Badis pour
d’avoir consacré autant d’heures pour dont la collaboration pour réalisation de

certaines étapes de ce travail, sa patience et sa gentillesse.

Nous remercions nos parents, nos amies et nos cousines avec leur soutien moral

et nous ont aidés de pres ou de loin.



956

Deédicace
)

Priere et bénédiction d’Allah sur le prophete Mohamed paix et salut sur lui le sceau
des prophetes ainsi que ses compagnons pour nous avoir apporté une religion comme
[’Islam

Je dédie ce modeste travail
A la source de mes efforts, la Flamme de mon coeur, ma vie et mon bonheur : ma
mere que j 'aime.
A I’homme de ma vie, mon exemple éternel, mon soutien Moral et source de joie et de
bonheur, celui qui s’est toujours Sacrifié pour me voir réussir, a toi mon pére
A ma chere sceur : Nesrine pour son aide, encouragement permanent et son soutien
moral.
A mon marie Zinou pour avoir eu le courage, sa patience et sa gentillesse

A moi-méme pour ce succes

A mon amie plus fidele, mon cceeur, ma vie et mon soutien moral : IThsen que j ’aime

beaucoup plus.
A ma cousine Ryma
A mes oncles et mes tantes

A mon amie plus fidele : Malek Rima Maroua Chaima Oumaima Djihene
A ceux que j ‘ai eu la chance de connaitre, dans les meilleurs et pires moments de ma

vie.

Nour El Houda




Dedicace

JE DEDIE CE MODESTE TRAVAIL :

A mes parents, qui m'ont toujours soutenu et encouragée dans mes études, et qui
m'ont inculqué le goiit du travail et de la persévérance. Je vous suis reconnaissant

pour tout ce que vous avez fait pour moi.

A ma chére sceur : NANA Pour son aide, encouragement permanent et Son soutien

moral.
A mes chers fréres : WALID, KARIM, ZINOU et ADEL

Nos liens fraternels sont uniques et précieux. Je suis fier d'avoir grandi a vos cotés et

d'avoir pu partager tant de moments extraordinaires avec vous.

A moi-méme, pour avoir eu le courage de me lancer dans ce projet et de le mener a

bien. Je suis fier de ce que j'ai accompli.

A tous ceux qui poursuivent leurs réves, avec détermination et passion. Que ce
mémoire vous serve d'inspiration et vous encourage a ne jamais renoncer d vos

ambitions.

Ce mémoire est le fruit d'un travail acharné et de nombreuses remises en question. Je

suis heureuse de pouvoir enfin le partager avec vous.

A l'avenir, plein de promesses et d'opportunités. Que ce mémoire soit une

contribution modeste a la construction d'un monde meilleur.

WARDA




Q/G Dédicace ‘E\C)

En premier lieu je remercie Allah le tout puissant de m’avoir donné la volonté, la

Santé et le courage pour réaliser ce travail.

Je dédie ce mémoire a la source de tendresse, de patience et de générosite, ma mere
« Hanane ». Qui a ceuvré pour ma réussite par son amour, son soutien, tous les
sacrifices consentis et ses précieux conseils, pour toute son assistance et sa présence

dans

Ma vie, regois a travers ce travail aussi modeste soit-il, [’expression de mes
sentiments et de mon éternelle gratitude. Puisse dieu, le tout puissant, te préserver et

t’accorder santé, longue vie et bonheur.

A mon pere « Sofian », qui peut étre fier et trouver ici le résultat de longues années

de sacrifices et de privations pour m’aider a avancer dans la vie.

A Mes grands-meres et grand-pere, je leur adresse mes remerciements particuliers et

que Dieu leur accorde bonne santé et bien-étre.
Ma chere sceur : Ritadj pour votre encouragement permanent et votre soutien moral.
Mes freres : sohaibe, Ahmed, yazen pour votre appui et encouragement
A mes amis qui m'ont permis d'oublier les moments de stress et de découragement.

A tous mes miens

Amani




A0l a3y GaB Bl o Bl 2 A Jo sl o) Bl s (b s i
ol s A o) ol ) g 2 Yy 08 £ Lo sl

C\&{L},\S\ o Solo (o A el MW Glast 5 3500 N S Y ety S oo S sdlly 4}
() el 5 g2 Wl am 533 5 35 5 s 5 Gpes 3 I Bl 5 WIS

A e sl Colan o Cdisy sas K3 ginly i) Ak e ) ) A W )
Gl guzd o

()
Ko & a3y dordly 7ol S 8L 3 gy 58 351 )
(g ol Jl 2y 225 L)

S g & o oi3s Sl Jo e ooty 5y rocks KT UL G )

(g5 Jie)
Glass , Llat bl Gl pecdl Ns 156750 5, 5,030 5 Ao 55kl 56y A1

(4315 &y 256

5yl




Résumé

Pulicaria odora est une la plante médicinale largement répandue dans la région de Skikda. Elle est
utilisée en phytothérapie pour leur activit¢ antioxydant et anti-inflammatoire, car elle est riche en
huiles essentielles, ce qui justifie leurs choix dans cette étude. L activité antioxydant des différentes
concentrations d’HE extraite par hydrodistillation a ét¢ mesurée par le radical DPPH et
blanchissement de B-caroténe. L’effet de ce dernier a montré que cette activité est moins et plus
importante respectivement par rapport a 1’acide ascorbique utilisé. Pour I’activité anti-inflammatoire :
inhibition de la dénaturation d’albumine humaine et I'hémolyse de globule rouge, I’'HE de Pulicaia
odora possede le plus grand effet que le Diclofénac. Ce qui justifie son usage dans le traitement des
inflammations et comme nouvelle molécule anti-inflammatoire.

Mots clés : Pulicaria odora, huile essentielle, antioxydant, anti-inflammatoire.

Abstract

Pulicaria odora is a medicinal plant widely distributed in the Skikda region. It is used in herbal
therapy for its antioxidant and anti-inflammatory activity, as it is rich in essential oils, which
justifies their choices in this study. The antioxidant activity of the different concentrations of HE
extracted by hydrodistillation was measured by DPPH radical and beta-carotene whitening. The
effect of the latter showed that this activity is less and greater respectively compared to the ascorbic
acid used. For anti-inflammatory activity: inhibition of human albumin denaturation and red blood
cell hemolysis, Pulicaia odora HE has the greatest effect than Diclofenac. This justifies its use in the
treatment of inflammation and as a new anti-inflammatory molecule.

Key words: Pulicaria odora, essential oil, antioxidant, anti-inflammatory.
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Introduction

L’homme s’intéresse aux plantes depuis toujours pour but de résoudre leurs problémes de santé.
Elles forment la base de la médecine traditionnelle grace a leur richesse en métabolites secondaires
utilisées comme composés actifs. Selon 1’organisation mondiale de la santé, pres de 80% des
populations dépendent de la médecine traditionnelle pour des soins de santé primaire (Ventrella et

Marinho., 2008 ; Ladoh et al, 2014).

L’Algérie possede une richesse non négligeable en plantes aromatiques et médicinales qui
susceptible d’étre utilisées dans différents domaines tels qu’en pharmacie, parfumerie, cosmétique et
en agroalimentaire pour leurs propriétés thérapeutiques, organoleptiques et odorantes. Ces plantes
aromatiques sont a 1’origine des produits a forte valeur ajoutée (huiles essentielles, extraits...) qui se

présentent trés souvent comme des mélanges complexes (Kechar et al., 2016).

La famille des Astéracées, est I’une des familles les plus importantes dans la flore algérienne et la
plus utilisée par les thérapeutes traditionnels. Les especes de cette famille sont réputées actives grace

aux composés bioactifs qu’elles referment (Kechar et al., 2016).

A cet effet, nous nous sommes intéressés a 1’'une des especes de la famille des Astéracées appelées

Pulicaria odora, qui pousse dans la région Hai EL Doumrana Bni Bchir de wilaya de SKIKDA.

L’objectif de cette étude est d’évaluer la capacité in-vitro antioxydant et anti-inflammatoire de
I’huile essentielle de la plante. Ce choix s’est basé sur la disponibilité et la facilit¢ d’obtention du
Pulicaria odora en Algérie et sur le fait que relativement peu de travaux ont €té faits dans ce sens sur

son huile essentielle.
Ce travail est subdivisé en 5 chapitres :

Nous essayerons dans un premier temps de donner une synthése bibliographique contenant trois

chapitres :

Le premier chapitre présente une généralité sur le matériel végétal étudié a savoir Pulicaria odora,

son utilisation et sa composition.

Le deuxiéme chapitre comprend une explication des huiles essentielle en général et de 1’huile de
P.odora en particulier, les propriétés des huiles essentielle et leurs compositions ainsi que ses usages

dans des divers domaines et la méthode pour I’extraire.

Le troisieme chapitre porte sur les différents anti-inflammatoires et antioxydante leurs

classifications et mode d’action.
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La seconde partie du travail est réservée a I’étude expérimentale, divisée en deux chapitres, dans

laquelle nous allons effectuer :

Un quatriéme chapitre est consacré a la présentation des méthodes d’extraction de la partie racinaire
de cette plante et a I’évaluation des activités, antioxydante test (DPPH, B-Caroténe), et anti-

inflammatoire test (Albumine, hémolyse des GR).

Un cinquiéme chapitre qui présente les résultats obtenus, leurs discussions et leurs comparaisons

avec des études antérieurs réalisée sur des plantes du méme Genre.

Enfin, une conclusion générale résumant 1’ensemble des résultats obtenus et dégageant les

principales perspectives.
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I-1 La famille des Astéracées

Le mot Aster est un terme grec qui signifie étoile et qui désigne la forme d'une fleur. Le terme
Asteraceae (anciennement appelé Composée) est la famille la plus importante de plantes a fleurs,
avec plus de 1500 genres et plus de 25000 especes décrites, dont 750 especes endémiques. (Abdel-
Lateff et al., 2002).

Selon (Abdel-Lateff et al., 2002), cette famille comprend environ 109 genres et plus de 408 especes
en Algérie. Il s'agit d'une des familles d'angiospermes les plus importantes (Magalhaes et al., 2006)
et produit des plantes alimentaires telles que les laitues (Lactuca), les artichauts (Cynara) et le

tournesol (Heliantus annuus).

Cela comprend des arbustes herbacés, parfois des arbres ou plantes grimpantes et quelque fois,
plante charnues (Walters et al, 2002). Certaines especes sont utilisées dans les pharmacies

(Guignard., 1994).

La famille composée présente une abondance de substances naturelles (Harborne et Swain., 1969),
et ses feuilles sont alternes, opposées ou simplement verticillées, parfois lobées ou découpées. Parfois
stériles, actiniques ou zygotes, les fleurs hermaphrodites ou unisexuées sont présentes (Walters et

al., 2002).
I-2 Description botanique

Les herbes vivaces et non vivaces se trouvent principalement dans les régions tempérées et froides
du monde. Comprend également les arbustes et sous-arbrisseaux. Il comprend parfois des herbes,
rarement des plantes aquatiques et du lierre, et méme des épiphytes. Les feuilles sont généralement

alternes, mais peuvent étre simples opposées ou radiales (Ziane et al., 2023).
I-3 Le genre Pulicaria.

Le genre Pulicaria est le troisiéme plus grand genre de la famille des Astéracées. Il contient 85
espéces, principalement des herbes (Touati et al, 2014), originaires de Méditerranée, d'Europe
(Espagne, France, etc.), d'Asie (Chine, Turquie, Japon, Corée, etc.) et d'Afrique (Egypte, Alggérie,
Maroc. . .) (Quezel et Santa., 1963), En Algérie, le genre Pulicaria est représenté par 16 espéces

dont 4 sont originaires du Sahara (Boumaraf et al., 2016).
I-3-1 Usages traditionnels

Pulicaria odora est une plante médicinale couramment utilisée en médecine traditionnelle dans le
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nord-africain pour traiter les douleurs de dos, les troubles intestinaux et les crampes menstruelles.

Elle est également utilisée pour soigner les blessures et surtout pour guérir 1’ulcére gastrique.

(Ezoubeiri et al., 2005).

Elle est aussi utilisée en Maroc comme remede traditionnelle appelé "Mssakhen", donné aux
femmes aprés I’accouchement. Elle est considérée comme épice appréciée pour sa saveur pour
parfumer le pain et la viande (Ezoubeiri et al., 2005). Selon (Bellekhdar., 1977), traditionnellement,
les racines de cette plante sont utilisées pour leurs propriétés anti-inflammatoires

(Hanbali et al., 2005).
I-4 L’espece Pulicaria odora ;
I-4-1 Description botanique

Pulicaria odora L. son nom commun : la pulicaire odorante (anonyme., 2011), I'espéce Pulicaria
odora L. connue en arabe sous le nom " Ouden El hallof "ou encore "' Amzough guilef " en berbere
(Emberger et Chadefaud., 1960).

Plante vivace de 3-6 dm dressé, simple ou rameuse au sommet, La tige souterraine renflée en
tubercules est couverte de feuilles écailleuses, les radicales grandes, les caulinaires embarrassantes,
dépourvues d'oreilles saillantes (Rameau et al., 2008 ; Roubaudi., 2011).

Grands capitules (15-25mm) longuement pédonculés, solitaires au sommet de la tige et des
rameaux, toutes les fleurs jaunes celles en languette étalées, akénes blanchatres aigrette rousse dotée

d'une couronne dentée de 10 a 12 poils 3 fois plus longs que 1’akéne. La floraison de la plante a lieu

au mois de juin a ao(t ; polonisée par les insectes (ou autogame) ; dispersée par le vent (Rameau et

al., 2008 ; Roubaudi., 2011).

a) Feuilles b) Fleurs
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Figure 01 : la plante Pulicaria odora (photo originale)

I-4-1-1 Taxonomie

Selon (Lavagne., 2006) et (Cronquist., 1988), la classification de cette plante est donnée dans le

tableau suivant :

Tableau 01 : Taxonomie de Pulicaria odora

Sous-régne Tracheobionta
Division Spermatophyta
Sous-division Angiospermes
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae
Ordre Asterales
Famille Asteraceae
Genre Pulicaria
Espéce Pulicaria odora

I-4-1-2 Répartition géographique

Selon (Bayer et al., 1990), Pulicaria odora est une plante qui colonise les maquis, clairiéres et

les essarts.

On la rencontre dans les régions fraiches de la région méditerranéenne, Alpes-Maritimes, Var,
Bouches-du-Rhone, pyrénées-Orientales et la Corse, ainsi qu'en Espagne, Portugal, Italie et Nord de
I'Afrique. C'est une plante qui supporte certaines fluctuations climatiques telles que 1'ensoleillement.
Elle supporte également les changements de texture du sol et les fluctuations du PH (Bayer et al,

1990).
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En Algérie, elle se rencontre principalement dans les régions fraiches, notamment dans la grande

et petite Kabylie (Bayer et al., 1990).
I-4-1-3 Utilisations et propriétés thérapeutique

Pulicaria odora est une plante médicinale utilisée en médecine traditionnelle pour ses propriétés

antipyrétiques, anti-inflammatoires et hépato-protectrices (Gonzalez-Romero et al., 2001).

Les espéces de Pulicaria odora ont des propriétés médicinales contre l'otite moyenne, la
dermatite, la pharyngite I, 'ostéosclérose, la salmonellose et la rougeole. 1l traite également les maux

de dos, les troubles intestinaux et les crampes menstruelles (Ezoubeiri et al., 2005).

Les composés terpéniques, comme toutes les especes de la famille des Astéracées, possédent
diverses propriétés biologiques et pharmacologiques, telles que leur activité cytotoxique,
antitumorale, antibactérienne et phytotoxique, ainsi que leur efficacité huileuse par rapport aux

antibiotiques standard (Rodriguez et al., 1976),
I-4-1-4 Utilisations culinaires

Pulicaria odora a une forte saveur de menthe et est souvent utilisée comme agent aromatisant
dans les aliments et les boissons. Il est couramment utilis¢ dans les thés, les soupes et les ragofits.

En plus de ses utilisations culinaires, la Pulicaria est également utilisée dans les parfums et les
savons pour son parfum agréable (Minkue., 2000).

Les organismes sont exploités a I'échelle industrielle et I'industrie alimentaire, comme les aromes

et les colorants alimentaires (Minkue., 2000).
I-4-1-5 Toxicité

Bien que Pulicaria odora possede de nombreuses propriétés bénéfiques, il est important de noter
que la plante peut étre toxique si elle est ingérée en grande quantité. Son huile essentielle contient un
composé appelé pulégone, qui peut causer des dommages au foie et aux reins. (Laura Oberhaus et
al., 2007).

L'ingestion de Pulicaria peut également provoquer des nausées, des vomissements et des
convulsions. Les femmes enceintes doivent éviter d'utiliser Pulicaria, car cela peut provoquer une
fausse couche ou nuire au feetus. Un potentiel de transfert de toxines dans la chaine alimentaire par

Pulicaria D (Laura Oberhaus et al., 2007).

1-4-1-6 Quelques caractéres de la plante
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caractéristiques du sol

acide basique
(" Réaction (pH) ) +—t——t——t——f—i— ) —t——
sec humide
(O Himiae ) ——+— @ —+——+——+—
argile rochers
( Texture 1 S s o s e
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(Matiére Organique ) T e (s F s E S

@ valence optimale du taxon

s 20ne optimale du taxon calculée a partir des optimums pour les taxons inférieurs

Pulicaria odora pousse dans les climats chauds proches de la mer, dans des sols plus ou moins
secs a texture argileuse, nécessitant de la lumiére, moyennement riches en nutriments, pauvres en

matiere organique et intolérance a la salinité avec PH proche de la basicité (Lavagne, 2006).

caractéristiques climatiques

ombre lumiére
( Lumigre ) e g ()
sec humide
(Humidité Atmosphériqug . . } e Rt S
froid chaud
( Temperature ) e e ] A
marin continental
( Continentalité ) b

Figure 02 : caractéristique du climat et du sol de Pulicaria odora (Lavagne, 2006)
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II-1 Définitions

Les huiles essentielles sont des substances huileuses, volatiles, d’odeur et de saveur généralement
fortes, extraites a partir des différentes parties de certaines plantes aromatiques, par les méthodes de
distillation, enfleurage, expression, solvant ou par d’autres méthodes (Belaiche., 1979 ; Valnet., 1984
; Wichtel et Anthon., 1999). La norme francaise AFNOR NF T75-006 définit I’huile essentielle
comme : « un produit obtenu a partir d’'une matiére premicre végétale, soit par entrainement a la
vapeur, soit par des procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe des Citrus, et qui sont séparés de la

phase aqueuse par procédés physiques » (Garnero., 1996).
I1-2 Répartition et localisation

Selon (Khia et al.,, 2014), les huiles essentielles sont presque exclusivement présentes chez les
végétaux supérieurs. Leur structure chimique est extrémement complexe, ce qui les rend particuliéres,
car chaque huile essentielle regroupe en réalité plusieurs composés aromatiques trés complexes et

trés variés.

Selon (Aboughe Angone et al., 2015), les huiles essentielles peuvent étre conservées dans toutes
les parties de la plante (fleurs, feuilles, fruits, graines, écorces, tiges, ...), avec une quantité plus ¢levée

dans les parties supérieures (fleurs et feuilles).

Selon (Teucher et al., 2003), les huiles essentielles sont synthétisées dans le cytoplasme des
cellules sécrétrices et se regroupent généralement dans des cellules glandulaires spécialisées, qui se

trouvent en surface de la cellule et sont recouverts d'une cuticule.

Les métabolites secondaires se rassemblent habituellement dans des structures histologiques
spécialisées, souvent situées sur la surface de la plante, comme les poils sécréteurs, les poches

sécrétrices et les canaux sécréteurs pour les Astéracées (Teucher et al., 2003).
I1-3 Composition chimique et biosynthése des huiles essentielles

L'é¢tude de la composition chimique des huiles essentielles révele qu'il s'agit de mélanges
complexes et éminemment variables de constituants appartenant exclusivement a deux groupes
caractérisés par des origines biogénétiques distinctes : les composés terpéniques tels que les
monoterpenes et terpenes sesquiterpéniques, et les composés aromatiques dérivés du phénylpropane,
beaucoup moins fréquents comme 1’alcool cinnamique. Elles peuvent également renfermer divers
produits issus de processus dégradatifs mettant en jeu des constituants non volatils comme les acides,
alcools, aldéhydes, esters... (Bakkali et al., 2008 ; Couic-Marinier et al., 2013).
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La biosynthése des constituants de ces huiles essentielles emprunte deux voies utilisant comme
intermédiaires soit I’acide mévalonique, soit 1’acide shikimique respectivement pour les terpenoides

et les phénylpropanoides (Singh et al., 1990).
II-3-1 Huiles essentielles de Pulicaria odora

Une ¢étude réalisée par (Hanbali et al, 2005), a montré que la distillation a la vapeur des
racines de Pulicaria odora produit de I’huile jaune. L’analyse par chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS) de cette huile essentielle a indiqué
quelle se compose d’un mélange de plus de 70 composés, donc cinq non identifiés.

Cette ¢étude a montré que I'huile de P.odora est riche en composés oxygénés, qui
représentent 93,77% de I’huile. Le thymol (47,83%) et 1’isobutyrate thymol (30,05%) ont été
les principaux constituants. La teneur élevée en composés oxygénés peut expliquer I’odeur

caractéristique et parfumée de 1’huile essentielle de P.odora (Hanbali et al., 2005).

la teneur en composés phénoliques des huiles essentielles est directement liée a leurs activités anti-
inflammatoires et antioxydantes, en raison des propriétés intrinséques de ces molécules. Cela ouvre
des perspectives d'utilisation de ces huiles dans les domaines agroalimentaire, cosmétique et

pharmaceutique en remplacement des composés de syntheése (Bakkali et al., 2008).

La composition de I’huile essentielle de P.odora est résumée dans le tableau 02.



Partie bibliographique Chapitre 11 : Les huiles essentielles généralités

Tableau 02 : Composition de I’huile essentielle de Pulicaria odora

Composé Indice de retention Pourcentage
Methylpropanoic acid 648 4.46
Methylbutanoic acid 730 0.712
a-Pinene 939 0.02
Camphene 954 Tr
Benzaldehyde 960 Tr
5-Methyl furfural 964 Tr
6-Methy-5-hepten-2-one 986 Tr
B-Myrcene 992 Tr
a-Phellandrene 1006 Tr
a-Terpinene 1017 Tr
p-Cymene 1026 Tr
B-Phellandrene 1030 0.01
1,8-Cineole 1031 0.01
Benzylalcohol 1032 Tr
Artemesia ketone 1062 0.02
Cresol 1076 0.02
Linalool 1100 0.01
Camphor 1149 0.03
p-Cymene-8-ol 1189 0.03
a-Terpineol 1192 0.02
Thymol 1293 47.83
Carvacrol 1302 2.78
Modhephene 1384 0.05
Epi- -santalene 1447 0.11
[-santalene 1460 0.02
Thymol isobutyrate 1513 30.05
Caryophyllene oxide 1583 0.24

I1-4 Propriétés physico-chimiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont constituées de molécules aromatiques de tres faible masse moléculaire
(Degryse et al., 2008). Elles sont liquides a température ambiante mais aussi volatiles, ce qui les
différencie des huiles dites fixes. Elles sont liposolubles et solubles dans les solvants organiques
usuels ainsi que dans I’alcool, entrainables a la vapeur d’eau mais tres peu solubles dans 1’eau (Couic-

Marinier et al., 2013).
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Elles présentent une densité en général inférieure a celle de I’eau et un indice de réfraction élevé
(Desmares et al., 2008). Elles sont pour la plupart colorées : ex : rougeatre pour les huiles de cannelle
et une variété de thym, jaune pale pour les huiles de sauge sclarée et de romarin. Elles sont altérables
et sensibles a I’oxydation ; Par conséquent, leur conservation nécessite de 1’obscurité et de ’humidité

(Couic-Marinier et al., 2013).
I1-5 Utilisation des huiles essentielles

II-5-1 En pharmacie

Les plantes aromatiques sont d'une grande importance en raison de leur nature essentielle et de
leur composition chimique, ce qui fournit des applications importantes dans les domaines médical et

pharmaceutique. (Bekhechi et Abdelomahid., 2010).
Les substances actives des plantes médicinales sont divisées en deux types :

e Les produits métaboliques primaires (principalement les saccharides), essentiels a la vie
végétale, qui se trouvent dans tous les vertébrés par photosynthése.
e Les produits métaboliques secondaires, principalement dérivés de 1'azote, qui sont essentiels

pour la vie des plantes (Bekhechi et Abdelomahid., 2010).
I1-5-2 En cosmétologie et parfumerie

L’utilisation des HEs dans les crémes et les gels permet de préserver ces cosmétiques grace a leur

activité antiseptique et antioxydante, tout en leur assurant leur odeur agréable (Rhayour., 2002).
I1-5-3 Dans l'industrie alimentaire

L'industrie alimentaire vise des produits durables et sains, ainsi qu'une meilleure qualité
organoleptique. Une nouvelle technique de réduction de la prolifération des micro-organismes est
l'utilisation de I'hexane. Les plantes aromatiques et leurs HEs sont utilisés dans la conservation des
aliments. Carvacrol, un groupe diversifi¢ des HEs, est ajouté a divers produits alimentaires de
lI'industrie agroalimentaire pour augmenter le golt et prévenir le développement de contaminants
alimentaires. Des études ont montré que 1'HE du thym, de 1'origan, de la cannelle et d'autres plantes
aromatiques ont un effet inhibiteur sur la croissance et la toxogenéese de plusieurs bactéries et levures

responsables des intoxications alimentaires (Rhayour., 2002).
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Les huiles essentielles sont largement utilisées dans les ardmes alimentaires, en particulier dans les
saveurs salées, ou les huiles essence d'épices et d'aromes sont préférées (Fernandez et Chemat.,

2012).
I1-6 Mode d’extraction des huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles des matie¢res végétales peut étre réalisées aux moyens de
nombreux et divers procédés, basés sur des diverses techniques anciennes : Distillation, expression,
enfleurage, ou incision ou plus récentes : extraction par microonde ou ultrason (Castro et al., 1999).
La distillation reste la méthode la plus prisée du fait qu’elle est facile a mettre en ceuvre. La figure 03

regroupe les différentes voix d’extraction des huiles essentielles.

Solvants Entrainements
organiques a la vapeur
Pressage Hydrodistillatio
Huiles
ntiell ..
Ultra-sons essentielles Incision
Micro-ondes Expression
Enfleurage

Figure 03 : Mode d’extraction des huiles essentielles (Castro et al., 1999)
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ITI-1 Stress oxydatif et antioxydant

ITI-1-1 Stress oxydatif

Le stress oxydatif est défini comme un déséquilibre entre la production des radicaux libres et des
¢léments oxydants et la capacité de leur élimination par les antioxydants d’un organisme, d’une

cellule ou d’un compartiment cellulaire (Barouki., 2006 ; Reuter et al, 2010).

Le stress oxydatif peut résulter d'une exposition accrue aux oxydants ou d'une protection réduite

contre les oxydants (Davies., 2000).

Dans les conditions normales, la balance oxydative définit donc 1’équilibre entre les especes
réactives de l'oxygene et les especes antioxydantes. Mais en conditions d'oxydation, les prooxydants
emportent sur les antioxydants, qui peuvent conduire a2 de nombreuses maladies inflammatoires

(Bayala., 2014).
III-1-2 Les radicaux libres

Par définition, un radical libre est défini comme toute molécule ou atome possédant un ou
plusieurs ¢électrons non appariés, capables d'exister sous forme indépendante, contenant au moins
un ¢lectron libre sur sa couche exteme (ou contenant deux électrons de méme spin dans une case
quantique). Cela qui augmente considérablement sa réactivité par nécessité de se combiner avec
un autre ¢lectron pour atteindre la stabilité selon un phénomeéne d'oxydation (Finaud et al, 2006
; Mac Laren., 2007). Sa durée de vie est trés courte (quelques millisecondes voire quelques
nanosecondes) et il est symbolisé par un point qui indique ou I'électron libre se situe (exemple :

'OH) (Mac Laren., 2007 ; Sayre et al., 2008 ; Goto et al., 2008).
I11-1-3 Les maladies liées au stress oxydant

La majorité des affections causées par le stress oxydant se manifestent avec I'avancée en age,
car le vieillissement réduit les défenses antioxydantes et accroit la production de radicaux
mitochondriaux. Le stress oxydant entrainera l'apparition de molécules biologiques anormales et
une surexpression de certains genes, ce qui entrainera la naissance de nombreuses maladies telles
que le cancer, la cataracte, la sclérose latérale amyotrophique, le syndrome de détresse respiratoire

aigu, le caedéme pulmonaire et le vieillissement induit (Favier., 2003).

Les maladies plurifactorielles telles que le diabéte, la maladie d'Alzheimer, les rhumatismes et
les maladies cardiovasculaires peuvent également €tre causées par le stress oxydant (Favier.,

2003).
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I11-2 Antioxydant
I11-2-1 Définitions

Un antioxydant est une substance qui a faible concentration, prévient ou retarde
significativement I'oxydation d'un substrat (Halliwell., 1990). Un nouveau concept beaucoup plus
général a défini un antioxydant comme "une substance qui retarde, empéche ou élimine les
dommages oxydatifs a une molécule cible" (Gutteridge et Mitchell., 1999 ; Medina- Navarro

et al., 2010).

Un antioxydant idéal devrait étre aisément absorb¢, susceptible, d'éliminer les radicaux libres et

chélater les métaux redox a des niveaux physiologiquement appropries (Rahman., 2007).

Afin de maintenir I'noméostasie redox de la cellule, il existe de nombreux systémes de défense

antioxydante endogenes ou exogenes, enzymatiques ou non( Rezaie et al., 2007).

Les antioxydants les plus connus sont le B-caroténe (provitamine A), 1'acide ascorbique et le

tocophérol (vitamine E) (Favier., 2006).
I1I-2-2 Les différents types et sources d'antioxydants

Les tissus végétaux contiennent un réseau de composés qui contrdlent le niveau d'especes
réactives d'oxygene (Moreno et al., 2006). L’ effet oxydatif de ces derniéres peut étre minimisé par

l'utilisation d’antioxydants. Il existe deux sources d'antioxydants :

1) Sources synthétiques : Ils constituent une source importante d’antioxydants comme

I'hydroxytoluéne butylé (BHT) et I'hydroxyanisole butylé (BHA) (Mechergui et al., 2010).

2) Sources enzymatiques : Les antioxydants d’origine alimentaire sont nombreux, certains sont
liposolubles comme le tocophérol, B caroténe, lycopene, d’autres sont hydrosolubles comme 1’acide
ascorbique, et d’autre sont plus hydrosolubles que liposolubles comme les polyphénols (Moreno et

al., 2006).

Les antioxydants synthétiques sont nocifs et cancérogénes, pour cette raison, l'application
d'extraits de plantes naturelles comme antioxydants enzymatiques dans l'industrie alimentaire devient

de plus en plus importante (Wollinger et al., 2016).

En outre, il a été rapporté que 1'utilisation d'antioxydants naturels peut protéger les effets nocifs
des radicaux libres induits chez le corps humain (Niki., 2012). Dans ce contexte, les huiles essentielles

et leurs composants ont été intensément criblés pour leurs activités antioxydantes dans les industries
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alimentaires, en raison de leur état de sécurité relative et de leur large acceptation par les

consommateurs (Mothana et al., 2012).
II1-2-3 Mode d'action d’un antioxydant

Le processus d’oxydation est de type radicalaire : les antioxydants vont intervenir comme «
capteurs » de radicaux libres. Les antioxydants de type phénolique réagissent selon un mécanisme
proposé dés 1976 par Sherwin : I’antioxydant céde formellement un radical hydrogéne, qui peut étre
un transfert d’électrons suivi, plus au moins rapidement, par un transfert de proton, pour donner un
radical intermédiaire stabilis¢ de ses structures mésomeres conjuguées (figure 04) (Berset et

Cervelier., 1996)

OH | o O O '
) - o~ . \
R 3 —_—— RH + | ‘ - - - e | | |
= P

Réduction d’un radical réactif Stabilisation par conjugaison

Figure 04 : Mécanisme d'action des antioxydants phénoliques (Berset et Cervelier., 1996)

I11-3 Inflammation et activité anti-inflammatoire
I11-3-1 Définitions

L'inflammation est une réaction de défense naturelle déclenchée lorsque le corps est menacé par
des agents pathogenes, des cellules endommagées ou des irritants. Cette réponse est essentielle
pour I'é¢tre humain afin de combattre les différentes infections, pour favoriser la cicatrisation et le
rétablissement de la fonction normale du tissu endommagg. Elle est caractérisée par 4 signes une

rougeur, un gonflement avec chaleur et douleur (Russo-Marie et al., 1998).

Quel que soit le facteur inducteur, la réponse inflammatoire sera la méme mais avec des
intensités et des durées variables. La réponse inflammatoire peut étre éphémere, se manifeste

immédiatement apres l'invasion de 1'agent pathogene et dure jusqu'a 48 h environ. Dans ce cas elle

15



Partie bibliographique Chapitre 111 : Activités pharmacologiques des huiles essentielles

est appelée inflammation aigué. Toutefois, elle peut persister des années d'ou on I'appelle

l'inflammation chronique. (Russo-Marie et al., 1998).
III-3-2 Les types des anti- inflammatoires
Les anti-inflammatoires sont répartis en deux grands groupes :
I11-3-2-1 Anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Ils forment un groupe hétérogéne de substances qui agissent sur les produits de la réaction
inflammatoire quelle que soit son origine. Ce sont des médicaments a propriétés anti-inflammatoires,

antipyrétiques et analgésiques (Nevers., 2017).

Leur efficacité est 1i¢ a leur mécanisme d’action principale qui est ’inhibition compétitive
réversible ou non des cyclo-oxygénases (COX1 / COX2), enzymes biofonctionnelle qui permet la
biosynthése des prostaglandines et du thromboxane a partir de 1’acide arachidonique, cette
caractéristique des AINS conduit a une diminution de la production des prostaglandines importants
médiateurs de I’inflammation (PGE2 et PGI2) (Bidaut-Russell et Gabriel., 2001 ; Nicolas et al,
2001 ; Orliaguet et al., 2013).

IT1-3-2-2 Anti-inflammatoires stéroidiens (AIS)

Les anti-inflammatoires stéroidiens ou les glucocorticoides constituent une vaste famille de
médicaments dérivés du cortisol principal glucocorticoide surrénalien. Ils représentent le traitement

le plus efficace utilisé pour les maladies inflammatoires chroniques (Payne et Adcock., 2001).

Leur mécanisme d’action est le méme que celui des glucocorticoides endogenes. Les corticoides
agissent sur de nombreux métabolismes et fonctions de 1’organisme. Ils augmentent la production de
la lipocortine (protéine anti-inflammatoire) inhibant ainsi la phospholipase A2 donc la libération de

I’acide arachidonique. (Barnes, 1998).

Par contre ils diminuent fortement la migration des polynucléaires, monocytes- macrophages
vers le site de I’inflammation et la production d’autres médiateurs comme 1’histamine, la sérotonine,
la bradykinine, les cytokines, les ions superoxydes (Barnes, 1998).

II1-3-3 Anti-inflammatoires naturels

Des études menées in vitro et in vivo ont démontré I'effet anti-inflammatoire et antioxydant d'un
grand nombre de plantes utilisées en médecine traditionnelle ainsi que le mécanisme d'action de

plusieurs substances naturelles extraites de ces plantes. Ces substances actives peuvent agir a
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plusieurs niveaux de la réaction inflammatoire en inhibant par exemple l'activation des cellules

inflammatoires, la synthése des cytokines pro-inflammatoires (Duwiejua et Zeitlin., 1993).

Les plantes médicinales utilisées dans la médecine traditionnelle pour traiter les cas
d'inflammations semblent étre une alternative fiable et logique a la recherche d'agents anti-
inflammatoires sir et efficace. Il est bien connu que la dénaturation des protéines tissulaires conduit
a des maladies inflammatoires et des arthrites. Les produits naturels qui peuvent empécher la
dénaturation des protéines seront donc utiles pour le développement de la thérapie anti-inflammatoire

(Alhakmani et al., 2013).
I11-3-4 Mode d'action d'anti-inflammatoire

Les lipoxygénases et les cycloxygénases (COX 1 et COX 2) jouent un rdle essentiel dans la
réponse inflammatoire, en produisant des médiateurs pro-inflammatoires tels que les leucotriénes et

les prostaglandines a partir de 1'acide arachidonique (Yougbaré-Ziébrou et al., 2016).

En outre, une production excessive de médiateurs inflammatoires tels que les interleukines (IL-
1B, IL-6, IL-8), le facteur de nécrose tumorale (TNF-a), le facteur nucléaire-xB (NF-k B), la molécule

d'adhésion (ICAM-1) peut entrainer des maladies inflammatoires et le cancer (Taofiq et al., 2016).

I1 est possible de guérir spontanément les inflammations aigués ou de les traiter avec des anti-
inflammatoires stéroidiens (glucocorticoides) et non stéroidiens. Les effets iatrogénes de ces
molécules, bien qu'elles soient efficaces, incluent des dommages digestifs et des toxicités rénales
(insuffisance rénale aigué). La recherche de nouveaux agents thérapeutiques anti-inflammatoires doit
étre orientée vers les plantes médicinales, qui sont une source potentielle de molécules naturelles anti-

inflammatoires en raison de ces problémes iatrogénes (Yougbaré-Ziébrou et al., 2016).
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IV-1- Matériel végétal
IV-1-1- Récolte des plantes

Les échantillons constitués de feuilles et de quelques racines de Pulicaria odora sont récoltés

durant les mois de mars et avril, 2024, a partir des régions de Hai EL Doumrana Beni Bechir de la

wilaya de SKIKDA et sont acheminés frais au niveau du laboratoire de biologie de I’université de 20

Aout 1955 SKIKDA.

Figure 05 : Photos de Pulicaria odora et son site d'échantillonnage (photo originale)

IV-1-2- Préparation de I’échantillon

Les racines de Pulicaria odora sont soumises a un triage (pour éliminer les racines endommaggées
ou attaquées par des microorganismes), et un lavage a 1I’eau de robinet (4 a 5 fois), les racines sont
ensuite séchées a 1’air libre et a 1’abri du soleil pendant 4 heures. Elles sont par la suite coupées a

I’aide d’un ciseau. Les racines sont conservées dans des bocaux a 1’abri de la lumiére et de ’humidité.
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Figure 06 : les racines de Pulicaria odora (Photo originale)

IV-2- Extraction d’huile essentielle

e Hydrodistillation

L’extraction d’huile essentielle a été effectuée par d’hydrodistillation (figure 07).

Le principe de cette technique se base sur le pouvoir de la vapeur d’eau a transporter les huiles
essentielles. Elle consiste a introduire une masse de 100 g des racines du Pulicaria odora, coupées
précédemment, dans un ballon en verre contenant une quantité de 300 ml d'eau distillée. Le mélange
a ¢té chauffé jusqu'a ébullition a I'aide d’une chauffe ballon. Les vapeurs chargées des HEs sont
acheminées a travers un tube vertical puis dans le condensateur, les gouttelettes ainsi formées sont
captées dans le tube préalablement rempli d'eau distillée, en raison de leur différence de densité, les
huiles essentielles remontent a la surface de 1'eau. Ce processus s'étend sur une période de 3 heures a
une température de 100°C. Cette technique est répétée 3 fois pour obtenir la quantité suffisante

d'huile.
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e ]

Figure 07 : Le dispositif de I’hydrodistillation (photo originale)
IV-3- Calcul du rendement
e Rendement de I’huile essentielle
Selon (Ndoye et al., 2016), le rendement en huile essentielle est défini comme étant le rapport

entre 1’huile essentielle obtenue apres extraction et la masse de la maticre végétale utilisée, Il est

exprimé en pourcentage et calculé par la formule suivante :

R (%) = (M / M0) * 100

R : Le rendement en huile essentielle.
M : La masse de I’huile essentielle en gramme.

MO : La masse de la matiere végétale utilisée en gramme.
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IV-4- Evaluation in-vitro de I’activité antioxydante
IV-4-1- Effet scavenger du radical DPPH

e Principe

En présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH (2,2- diphényl-1-picrylhydrazyl) de couleur
violette se réduit en 2,2-diphényl-1-picryl-hydrazine de couleur jaune (Figure 08), dont I’intensité de
la couleur est inversement proportionnelle a la capacité réductrice des antioxydants présents dans le
milieu (Wollinger et al., 2016). Autrement dit, il a une forte absorption a une longueur d'onde
d'environ 517 nm en raison de la présence d'un électron non apparié, au fur et a mesure que cet

¢lectron devient apparié en présence d'un antioxydant.
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Figure 08 : Réaction entre le radical DPPH (violet) et un antioxydant donnant la molécule de
DPPH neutralisée (jaune). Les spectres UV/VIS correspondants sont également affichés (Wollinger
etal, 2016)

e Mode opératoire
La mesure de 1’activité anti radicalaire des huiles essentielles de la plante a été effectuée par le
test du DPPH (1,1 Diphényl-2- picrylhydrazyle). Selon la méthode de (Burits et Bucar, 2000), avec

une légere modification.
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A partir d’une solution mére, on prépare une série de dilutions avec différentes concentrations.
Dans un tube a hémolyse 500 pl de chaque concentration de I’HE est ajouté a volume de 1 ml de
solution éthanolique de DPPH. Les mélanges ont été incubés pendant 30 min a une température
ambiante. Les absorbances sont mesurées a 517 nm (Figure 09).

L’acide ascorbique a été utilisé comme controle positif, par contre le controle négatif contient

I'éthanol a la place d’HE et le standard :

1 ml DPPH 500 pl d’HE ou du
standard

Incubation 30 min a
température
ambiante

Lecture d’absorbance a
517nm

Figure 09 : Protocole de réduction de radical DPPH (Burits et Bucar., 2000)

e Expression des résultats

Le pourcentage d’inhibition du radical DPPH est calculé comme suit :

Pourcentage d’'inhibition % = (Abs C- Abs T / Abs C) * 100

Abs T : absorbance de test.

Abs C : absorbance de controle.
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IV-4-2- Test de blanchissement du f-caroténe

e Principe

Cette technique spéctrophotométrique consiste a mesurer la décoloration du B-caroténe
résultant de son oxydation par les produits de décomposition de 1’acide linoléique. L’oxydation
de ce dernier génere des radicaux peroxydes, ces radicaux libres vont par la suite oxyder le -
caroténe entrainant ainsi la disparition de sa couleur orange, qui est suivie par spectrométrie a 470
nm. Cependant la présence d’un antioxydant pourrait neutraliser les radicaux libres dérivés de I’acide

linoléique et donc prévenir I’oxydation et le blanchissement du B-carotene (Tepe et al., 2006).

e Mode opératoire

Le test de blanchiment du B caroténe a été évalué selon la méthode de (Sun et Ho., 2005).
Le mélange réactionnel de ce protocole est le suivant : 2mg du § caroténe ont été dissous dans 10ml
de chloroforme. 1ml de cette solution est prélevé dans une fiole contenante 200mg de Tween 20 et
20ul d’acide linoléique. La solution est évaporée sous le rota vapeur jusqu’a la disparition du
chloroforme, puis un volume de 100 ml de I’eau oxygénée diluée est ajouté dans la fiole et le mélange
résultant est agité vigoureusement. Dans les tubes a essai 4ml de I’émulsion  caroténe est additionnée
a 200 pl de I’HE a différentes concentrations, l'acide ascorbique a été utilis¢é comme un standard.
Apres une agitation douce, I’absorbance a ét¢ mesurée immédiatement a 470 nm ce qui correspond a
t=0 min contre le blanc contenant I’émulsion sans  caroténe et le controle négatif constitué¢ 200ul de
I'éthanol au lieu de HE ou standard. Les tubes ont été ensuite bien fermés et placés dans 1’étuve a
50°C pendant 120 minutes (figure 10) :
e Expression des resultants

Le pourcentage d’inhibition de blanchissement de -caroténe est calculé comme suit :

Pourcentage d’inhibition % = 1- (Abs TtO - Abs Tt120 / Abs Ct0 - Abs Ct120) * 100

Abs Ty : absorbance de I’HE a 0 min
Abs Tii20: absorbance du ’HE a 120 min
Abs Cy : absorbance du contrdle a 0 min

Abs Cii20 : absorbance du controle a 120 min
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4ml de I’émulsion 200 ul d’HE ou du
B-carotene standard

Lecture d’absorbance a
470 nm (=0 min)

Incubation a 50 °C pendant 120 min

Lecture d’absorbance a
470 nm (t=120 min)

Figure 10 : Protocole de blanchissement de -caroténe (Sun et Ho., 2005)

IV-5- Evaluation in-vitro de P’activité anti-inflammatoire
IV-5-1- Inhibition de la dénaturation protéique (Albumine Humaine)

e Principe
La dénaturation affecte presque toutes les propriétés physico-chimiques des molécules ; elle
varie considérablement avec les divers agents physiques et chimiques qui 'entraine et aussi selon
le caractére et la concentration des solutions protéiniques (Mizushima et Kobayashi., 1968).
Cette dénaturation est souvent associée a une inflammation, par conséquent, l'inhibition de la
dénaturation des protéines a ¢été largement utilisée comme modele de dépistage in- vitro pour

I’évaluation de l'activité anti-inflammatoire (Chaiyana et al., 2016).

e Mode opératoire
L’effet inhibiteur in-vitro d'HE a été déterminée en utilisant la méthode décrite par (Habibur

et al.,, 2012) avec certaines modifications.
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450 ul Albumine 50 ul d’HE ou du
humaine standard

Incubation a 37 °C pendant 20 min

Incubation a 57 °C pendant 30 min

2,5 ml tampon phosphate (pH= 6,3)

Lecture d’absorbance a 660 nm

Figure 11 : Protocole d’inhibition de la dénaturation de 1’albumine (Habibur ez al., 2012)

e Réalisation du test

On prépare des solutions de 0.5 ml qui consistent en 0.45 ml de solution d’albumine humaine a
2% et 0.05 ml des différentes concentrations croissantes des huiles essentielles et de standard : le
diclofénac, qu’est un médicament anti-inflammatoire. Les échantillons ont été incubés a 37C° dans
le bain marie pendant 20 min, puis a 57 C° pendant 30 min. Apres refroidissement des échantillons ;
2.5 ml du tampon phosphate (pH =6.3) a été ajouté a chaque tube. Pour le contrdle, on utilise 0.05 ml
de I’éthanol a la place de I’'HE et de standard (Figure 11).

La turbidité de la solution d’albumine est suivie par la lecture de 1’absorbance a 660 nm.

e Expression des résultats

Le pourcentage d’inhibition est calculé par la formule suivante :

Pourcentage d’inhibition % = (Abs C- Abs T/Abs C) * 100
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Abs C : Absorbance de contrdle.
Abs T : Absorbance de test.

IV-5-2- Evaluation de la protection contre I’hémolyse
e Principe

Si les globules rouges (GR) sont exposés a des substances nuisibles telles que le milieu
hypotonique, la rupture de leurs membranes se produira, provoquant ainsi la libération de
I'hémoglobine et d'autres composants internes dans le fluide environnant.

L’effet hémolytique de la suspension hypotonique est li¢ a I’accumulation excessive du liquide
dans la cellule (Habibur et al., 2015 ; Labu et al., 2015).

L'hémolyse est détectée visuellement en montrant une teinte rose a rouge dans le sérum ou le
plasma. Dans cette étude, la stabilisation de la membrane des globules rouges est effectuée par
I’inhibition de I’hypotonicité¢ (Habibur et al., 2015 ; Shobana et Vidhya., 2016). La lecture de la

densité optique des surnageants récupérés est réalisée par un spectrophotometre visible.

e Mode opératoire
La méthode suivie pour I’étude de 'activité protectrice de HE sur la membrane des

érythrocytes est celle de (Labu et al., 2015).
e Préparation de la suspension érythrocytaire

Le sang a ét¢ préleveé d’un volontaire sain qui n’a pas pris d’anti-inflammatoires pendant 15 jours
avant le prélévement. L’obtention des globules rouges du sang total a été effectuée comme suit :
v" Centrifugation de sang pendant 10 min a 3000 rpm.
v' Lavage des érythrocytes trois fois avec une solution iso-saline préparée dans du tampon
phosphate.
v Reconstitution des globules rouges sous forme d’une suspension a 10% toujours dans la
solution iso-saline.

¢ Réalisation du test

L'échantillon d'essai contient 0,5 ml de la suspension d'érythrocytes avec 5 ml de la solution
hypotonique et 0,5 ml des différentes concentrations d’HE. Les mélanges ont été centrifugés pendant

10 min a 3000 rpm, puis incubés pendant 10 min a 37°C. L’absorbance de I’hémoglobine
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500 pl de globules 5 ml de solution 500 pl d’HE ou du
rouges hypotonique standard

Centrifugation a 3000 rpm pendant 10 min

Incubation a 37 °C pendant 10 min

Lecture d’absorbance a 540 nm

Figure 12 : Protocole de stabilisation membranaire (Labu et al., 2015).

e Expression des résultats

Le
Pourcentage d’'inhibition % = (Abs C - AbsT/Abs C) *+ 100

pourcentage d’inhibition de I’hémolyse est calculé par la formule suivante :

Abs C : Absorbance de controdle.
Abs T : Absorbance de test.

IV-6- Etude statistique

Toutes les données ont été analysées en triple et les résultats sont exprimés en moyenne + écart

type (SD).

L’IC50 a été déterminée a 1’aide d’une analyse de régression linéaire.
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V-1- Rendement de ’huile essentielle

L’extraction par hydrodistillation des racines de plante étudiée a fourni d'huile essentielle a une

couleur jaune claire pour Pulicaria odora (figurel3), avec de fortes et persistantes odeurs.

Figure 13 : Photo de I'HE de Pulicaria odora (photo originale)

Tableau 03 : Le rendement d’huile essentielle

Le poids . .
Origine

du Partie | Rendement | Densité

matériel Espéce dela Couleur
végétal utilisée % g/ml
plante
en (g)
Pulicaria _ )
100 Algérie Jaune Racines 1,5 0,9
odora

Le rendement d’hydrodistillation d’huile essentielle de Pulicaria odora est 1,5%, Ce résultat est
comparable a d’autres études (Djermane et al, 2016 ; Hanbali et al, 2005) qui ont trouvé des
proportions variables aux environ de 0,69 a 0,80% respectivement.

Cette différence de rendement est peut-étre due a un ensemble de paramétres comme
l'origine géographique, la méthode d'extraction, la période d’extraction, la maturité de plante

mais également aux conditions d’expérimentation (Bouhali., 2015).
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V-2- Evaluation de P’activité antioxydante

Nous rappelons que 1’activité antioxydante de I’huile essentielle a été évaluée par la mesure du

pouvoir de radical libre DPPH et blanchissement de -caroténe.
V-2-1- Effet scavenger du radical DPPH

La mesure de I’absorbance a été effectuée par spectrophotomeétre a 517 nm et a partir des résultats
obtenus et présents dans la figure 14. Les pourcentages d’inhibition ont été calculés, les valeurs
obtenues ont permis de tracer le graphe représentant la variation du pourcentage d’inhibition en
fonction des concentrations de 1’huile de Pulicaria odora et celle de I’acide ascorbique (Figure 15)

et (tableau 04).
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Figure 14 : Résultats du test DPPH pour I'HE et I’acide ascorbique analysés
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Figure 15 : Pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction des concentrations de I’HE et I’acide
ascorbique

Tableau 04 : Evaluation du test DPPH d'HE de P.odora

Concentration

0/ A%t bihses
ug/ml % d’inhibition IC50 pg/ml
12,5 45
25 49
. . "
Huile essentielle 50 66 35,08 +£ 0,004
100 73
12,5 53
25 60
. . "
Acide ascorbique 50 76 15,70 +£ 0,002
100 85

L’¢évaluation de I’activité antioxydante d’huile essentielle de Pulicaria odora a montré que celle-
ci est moins importante avec une valeur d’IC50 = 35, 08 + 0,004 pg/ml par rapport au standard

utilisé qui donne une valeur d’IC50 de 15,70 + 0,002 pg/ml.

Selon des études antérieures, il a été montré que le pouvoir anti radicalaire (DPPH) de 1’huile
essentielle de P.odora est plus important, comparé a d'autres especes du méme genre (Pulicaria)
auxquels, les valeurs IC50 pour ces especes (Pulicaria undulata, Pulicaria ganaphalodes) IC50 =

422.5 ng/ml, IC50 = 147 pg/ml respectivement (Mustafa et al., 2018 ; Shariatifar et al., 2014).
30



Partie expérimental Chapitre V : Résultats et discussion

V-2-1- Effet de blanchissement de f-caroténe

Dans le test de blanchissement de B-caroténe, on utilise de 1’acide linoléique, un acide gras
polyinsaturé. On introduit du peroxyde d’hydrogéne dans le milieu. L’oxydation de 1’acide linol¢ique
génére des radicaux peroxydes. Ces radicaux libres vont par la suite oxyder le f-caroténe hautement
insaturé entrainant ainsi la disparition de sa couleur orange est suivie spectrométriquement a 470 nm.
Le caractere antioxydant de ’huile testé engendre une neutralisation des radicaux libres dérivés de
I’acide linoléique, prévenant ainsi l’oxydation et donc le blanchissement du [-caroténe.

Ainsi, la capacité antioxydante de I’huile essentielle est déterminée en mesurant 1’inhibition de la

dégradation oxydative du B-caroténe (décoloration) par les produits d’oxydation de I’acide linoléique.

Des résultats obtenus et présentés en terme de pourcentage d’inhibition ont été calculés, et les
valeurs obtenues ont permis de tracer le graphe représentant la variation du pourcentage d’inhibition
en fonction des concentrations de I’huile de Pulicaria odora et celle de 1’acide ascorbique (Figure

16) et (tableau 05).
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Figure 16 : Pourcentage d’inhibition de blanchissement du B-caroténe en fonction des
concentrations de ’HE et I’acide ascorbique
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Tableau 05 : Evaluation du test B-caroténe d'HE de P.odora

Concentration % d'inhibition 1C50 pg/ml
pg/ml
12,5 63
25 68
. . .

Huile essentielle 50 22 5,84 £ 0,004
100 97
12,5 60

. ) 25 62 16,63 + 0,005
Acide ascorbique 50 69
100 85

Les résultats de DI’activit¢ du blanchissement de B-caroténe montrent que I’HE des racines de
Pulicaria odora posséde une activité antioxydante avec une valeur IC50 de 5,84 + 0,004 pg/ml est
plus importante par rapport a I’acide ascorbique qui possede une valeur de IC50 = 16,63 =+

0,005pg/ml.

Selon les résultats antérieurs il a été noté que certains auteurs ont montré que le potentiel antioxydant
par blanchissement de B-caroténe rencontrés chez certaines espéces d'Astéracées comme 1'Artemisia
compestris, Centaurea acaulis L est plus ou moins forts avec des valeurs IC50 (1,74 pg/ml et 73,76
ng/ml) respectivement comparés a Pulicaria odora 1C50 = 5,84 + 0,004 (Chekhoum et al., 2019 ;
Bensouna., 2014).

V-3- Evaluation in-vitro de ’activité anti-inflammatoire

V-3-1- Evaluation de ’activité protectrice contre la dénaturation d’albumine

La méthode d’anti-dénaturation de 1I’albumine humaine a été utilisée pour évaluer les propriétés
anti-inflammatoires d’huile essentielle de Pulicaria odora. Le processus d’agrégation de I’albumine
dépend de nombreux facteurs, tels que la température, le PH et la Concentration (Aymard et al.,
1996).

Dans cette étude nous nous sommes intéressés a la capacité de 1’huile essentielle a protéger
I’albumine humaine contre la dénaturation suite a 1’augmentation de la température. Les résultats
obtenus sont présentés dans la figure 17, les pourcentages d’inhibition ont été calculés, et les valeurs
obtenues ont permis de tracer le graphe représentant la variation du pourcentage d’inhibition en
fonction des concentrations de 1’huile de Pulicaria odora et celle de le Diclofénac (Figure 18) et

(tableau 06).
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Figure 17 : Résultats du test dénaturation d'albumine humaine pour I'HE et diclofénac analysés
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Figure 18 : Pourcentage d’inhibition de la dénaturation d'albumine humaine en fonction des
concentrations de I’HE et diclofénac
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Tableau 06 : Evaluation du test dénaturation d'albumine humaine d'HE de P odora

Concentration % d'inhibition IC50 pg/ml
pg/ml

12,5 39
25 39

Huile essentielle 50 41.5 110,13 + 0,003
100 43
200 65
12,5 37
25 37

Diclofénac 50 38 131,30 £ 0,001
100 42
200 61

L’huile essentielle de Pulicaria odora a protégé I’albumine contre la dénaturation par la chaleur
avec un pourcentage maximum de 65% a une concentration de 200 pg/ml. L’effet de Diclofénac de
sodium contre la dénaturation est moins important avec un pourcentage de 61% a une concentration
de 200 pg/ml. L’IC50 d’huile essentielle de P.odora est 110,13 = 0,003 pg/ml. Cette valeur d’IC50

est pratiquement plus élevée comparée avec le diclofénac qui a une valeur d’IC50 = 131,30 + 0,001.

Il est a signaler qu’aucun travail portant sur ce test ou a été ne fait ni chez le genre Pulicaria ni non

plus chez la famille d'Astéracées jusqu'a ce jour.
V-3-2- Evaluation de la protection contre I’hémolyse

L’activité¢ anti-hémolytique d’huile essentielle de Pulicaria odora est évaluée en provoquant
I’hémolyse par une solution hypotonique qui induit la désorganisation de la membrane et la libération
de I’hémoglobine donnant au surnageant une légére coloration rouge en fonction de la proportion
d’hémolyse La mesure de 1’absorbance a été effectuée par spectrophotometre a 540 nm et a partir
des résultats obtenus (figure 19), les pourcentages d’inhibition ont été calculés, les valeurs obtenues
ont permis de tracer le graphe représentant la variation du pourcentage d’inhibition en fonction des

concentrations de 1’huile de Pulicaria odora et celle du diclofénac (Figure 20) et (tableau 07).
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Figure 19 : Résultats du test de I’hémolyse hypotonique pour I'HE et diclofénac analysés

90
80
70
60

50

Pourcentage d'ihibition %

40

30

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100105
Concentration en pg/ml

—— % d'HE = % de diclofenac

Figure 20 : Pourcentage de l'activité anti hémolytique en fonction des concentrations de I’HE et
diclofénac
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Tableau 07 : Evaluation du test de ’hémolyse hypotonique d'HE de P odora

Concentration % d'inhibition 1C50 pg/ml
pg/ml
12,5 57
25 60
. . .
Huile essentielle 50 64 3,64 + 0,003
100 82
12,5 58
25 59
1 er .
Diclofénac 50 62 7,21 £ 0,004
100 76

L’huile essentielle de Pulicaria odora a protégé les globules rouges contre I’hémolyse avec un
pourcentage maximum de 82% a une concentration de 50 pg/ml, ainsi que le diclofénac avec un

pourcentage de 76% a une concentration de 100 pg/ml.

L'effet anti-hémolytique est d'autant plus supérieurs chez l'huile essentielle de P.odora avec IC50
= 3,64 + 0,003, comparée au standard auquel son IC50 équivalent a IC50 = 7,21 + 0,004. Selon ce

résultat, il a été justifi¢ que I’HE de P.odora possede une activité anti-hémolytique.

Il est a signaler qu’aucun travail portant sur ce test ou a été ne fait ni chez le genre Pulicaria ni non

plus chez la famille d'Astéracées jusqu'a ce jour.
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Conclusion

Dans la présente étude, I’objectif principal était d’évaluer in-vitro 1’activité antioxydante et anti-
inflammatoire d’huile essentielle de plante connue dans la médecine traditionnelle a savoir Pulicaria
odora. Cette espece a était explorée davantage, soit en terme de productivité en HE, soit en terme

d’étude de leur activités biologiques.

L’extraction par hydrodistillation d’HE a partir des racines de Pulicaria odora, a fourni un bon

rendement avec de pourcentage équivalent a 1,5 %.

La comparaison des résultats des IC50 obtenus avec ceux de 1’acide ascorbique, nous a permis de
déduire que I’activité antioxydante de Pulicaria odora a testé est quasiment identique par rapport a
celle de 1’Acide ascorbique. Ces résultats ont été¢ confirmés par deux méthodes, DPPH et le test de

blanchissement du B—caroténe.

Dans les perspectives souhaitées, il serait nécessaire de signaler que Pulicaria odora comme étant
une bonne source d’huile essentielle et serait alors prometteur en utilisant d’autres techniques
d’extraction affinée, d’améliorer et d’optimiser le rendement ainsi que la qualité d’huile essentielle.
Pour ’activité anti-inflammatoire étudiée par le test d’hémolyse ou stabilit¢ membranaire et le test
de dénaturation protéique, I’HE de Pulicaria odora a montré un effet anti-inflammatoire plus fort que
le diclofénac. Toutefois, d’autres études (in-vivo) sur cette activité anti-inflammatoire seraient

souhaitables pour évaluer le potentiel antioxydant et anti-inflammatoire de cette plante.

Etant donné la complexité de composition chimique d’huile essentielle, il serait intéressant de les
caractériser par GC-MS ou d’autres techniques et identifier les composés responsables des différentes

activités et tester les huiles majoritaires séparément.
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