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Abstract

This study examines the influence of solvent polarity on the quality of extracts obtained
from two endemic plants of eastern Algeria (Brassica insularis Moris and Brassica fruticulosa
subsp. Numidica), through the analysis of their phytochemical profile and biological properties.
Three extraction techniques were applied (maceration, ultrasound, and Soxhlet) using solvents
with varying polarities. The results indicate that the polarity of the solvent is an essential factor
influencing both the composition of the extracts and their biological properties. Certain
combinations of methods/solvents stood out due to a higher concentration of phenolic
compounds and increased effectiveness in activities (anti-diabetic, anti-Alzheimer, anti-
inflammatory, and anti-microbial activity). Moreover, antioxidant tests (DPPH, ABTS)
confirmed the significant impact of solvent choice on the antioxidant potential of the extracts.
Moreover, LC-MS analysis provided an in-depth overview of the phytochemical composition
of the extracts, allowing for the identification and characterization of various secondary
metabolites, particularly phenolic compounds. It also revealed significant variations, both
qualitative and quantitative, related to the polarity of the solvents used and the extraction

techniques applied.

Keywords : Brassica insularis Moris; Brassica fruticulosa subsp. Numidica, maceration;

ultrasound; Soxhlet; biological activities; LC-MS.
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Résumé

Cette étude examine I’influence de la polarité du solvant sur la qualité des extraits obtenus
a partir de deux plantes endémiques de 1’est algérien (Brassica insularis Moris et Brassica
fruticulosa subsp. Numidica), a travers ’analyse de leur profil phytochimique et de leurs
propriétés biologiques. Trois techniques d’extraction ont été appliqués (macération, ultrasons
et Soxhlet) a I’aide de solvants présentant des polarités variables. Les résultats indiquent que la
polarité du solvant constitue un facteur essentiel influencant a la fois la composition des extraits
et leurs propriétés biologiques. Certaine association méthodes/solvants se sont distinguées par
une meilleure concentration en composés phénoliques et par une efficacité accrue dans les
activités (activité anti-diabétique, anti- alzhiemer, anti-inflammatoire et anti-microbienne). De
plus, les tests antixydants (DPPH, ABTS) ont confirmé I’impact significatif du choix du solvant
sur le potentiel antioxydant des extraits. Par ailleurs, 1’analyse LC-MS a fourni un apergu
approfondi de la composition phytochimiques des extraits, permettant d’identifier et de
caractériser divers métabolites secondaires, en particulier les composés phénoliques Elle a
également révélé des variations significatives, tant qualitatives que quantitatives, liées a la

polarité des solvants utilisés et aux techniques d’extraction appliquées.

Mots clés : Brassica insularis Moris ; Brassica fruticulosa subsp. Numidica : macération ;

ultrasons ; Soxhlet ; activités biologiques ; LC-MS.
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Introduction

Introduction

Au cours des derni€res décennies ’humanité est confrontée a une recrudescence de
maladie chronique et dégénérative, telles que le diabéte, la maladie d’Alzheimer, ainsi que

diverse affections inflammatoires et infecticuses.

Le diabete de type 2 qualifié de maladie de siecle, touche aujourd’hui plus de 400 millions
de personnes dans le monde, et ce chiffre pourrait atteindre 700 millions d’ici 2045 selon la
Fédération Internationale du Diabéte [1]. De méme, la maladie d’Alzheimer, principale forme
de démences neurodégénératives, engendre une charge sociale et économique croissante [2].
Les maladies inflammatoires regroupent, quant a elle, un large éventail de pathologies
chroniques ou aigués, telles que les arthrites, les maladies auto-immunes, les troubles
respiratoires ou encore certaines affections cardiovasculaires [3]. Par ailleurs, 1’émergence de
résistances microbiennes aux antibiotiques classiques constitue aujourd’hui un probléme

majeur de santé publique, reconnu par I’Organisation Mondiale de la Santé [4].

Ces pathologies représentent un véritable défi en raison de la complexité de leur prise en
charge et du colit élevé des traitements existants. Dans ce contexte, 1’exploitation de nouvelles
sources naturelles de biomolécules actives apparait comme une voie prometteuse pour le

développement d’approches thérapeutiques alternatives.

La recherche de nouvelles solutions thérapeutiques est devenue une priorité. En effet, si
les traitements conventionnels offrent des résultats notables, ils présentent souvent des limites :
colts ¢élevés, effets secondaires, efficacité parfois partielle, et surtout, apparition de résistances.
C’est pourquoi la recherche pharmaceutique moderne s’intéresse de plus en plus aux
métabolites secondaires d’origine végétale, qui constituent une source inépuisable de

biomolécules [5].

Les plante, grace a la diversité et la spécificité¢ de leurs métabolites secondaires, ont
toujours représenté une ressource privilégiée pour la médecine traditionnelle et moderne [6].
Ainsi, I’é¢tude phytochimique et biologique des especes végétales constitue un axe de recherche
stratégique, susceptible de déboucher sur la découverte de nouvelles molécules thérapeutiques,

voire de futurs médicaments.
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L’ Algérie, grace a larichesse floristique et a la diversité de ses écosystémes méditerranées,
constitue un réservoir exceptionnel de plantes endémiques a fort potentiel médicinal [7]. Le
nord-est algérien abrite en particulier plusieurs espeéces de Brassicaceae qui, bien qui sont
utilisées localement dans la médecine traditionnelle, n’ont pas encore fait 1I’objet d’investigation
scientifique approfondies. Leur valorisation représente donc non seulement une nécessite
académique, mais aussi une opportunité de préserver et d’exploiter durablement le patrimoine

végétal national.

Notre travail s’inscrit dans cette dynamique, en s’intéressant a 1’é¢tude phytochimique de
deux especes endémiques de la famille des Brassicaceae (Brassica insularis Moris et Brassica
fruticulosa subsp. Numidica), avec pour objectif d’identifier leurs profils chimiques et

d’explorer certaines de leurs propriétés pharmacologiques potentielles.

Le manuscrit est structuré en deux grandes parties :

¢ La premiére partie est consacrée a une étude bibliographique relative aux especes
végétales choisies, aux métabolites secondaires d’intérét, ainsi qu’aux différentes
méthodes d’extraction et techniques d’analyse utilisées.

¢ La seconde partie est dédiée a I’étude expérimentale. Elle décrit le matériel et les
méthodes employées pour 1’analyse phytochimique et biologique des deux plantes.
Elle expose les résultats obtenus, les interprete, et s’achéve par une conclusion et

perspectives.
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Chapitre I : Généralité sur les especes étudiées

|. 1. Introduction :

La famille des Brassicaceae, connue sous le nom de Cruciféres, représente l'un des
groupes de plantes a fleurs les plus variés a l'échelle mondiale, comptant environ de 3700
especes réparties dans environ 370 genres [1,2]. Ces végétaux sont largement répandus dans
les zones tempérées [3], et jouent un réle significatif a la fois dans la flore naturelle et dans le
secteur agricole [4]. En réalité, cette famille comprend diverses especes qui sont cultivées pour
l'alimentation humaine et animale, la production d'huile, ainsi que pour des applications

médicinales [5].

Le genre Brassica occupe une place prépondérante au sein de cette famille, tant d'un point
de vue économique que scientifique [6]. Il englobe des especes largement cultivées telles que
le chou (B. oleracea), le navet (B. rapa) et le colza (B. napus), dont les utilisations sont diverses
et bien documentées [7]. En plus des variétés agricoles, le genre inclut des taxons sauvages et
spécifiques a certaines régions méditerranéennes, qui sont souvent endémiques et suscitent un
intérét écologique croissant en raison de leur adaptation aux conditions environnementales

extrémes [8].

Dans ce contexte, deux taxons spécifiques méritent d'étre soulignés : Brassica fruticulosa
subsp. Numidica, qui se développe de fagon limitée sur les falaises calcaires du Cap de Garde
a Annaba (Algérie) [9], et Brassica insularis Moris, une espece relictuelle et endémique de
certaines régions coticres et insulaires de la Méditerranée occidentale, notamment en Sardaigne
et en Corse [10]. Ces deux especes végétales, bien que de genre similaire, se différencient par
leur rareté, leur distribution géographique limitée et leur capacité a s'adapter a des conditions
écologiques spécifiques telles que la sécheresse, les sols calcaires appauvris, les vents marins

et une exposition intense au soleil.

l. 2. Présentation botanique de la famille des Brassicaceae :

I. 2.1. Classification botanique :

La famille des Brassicaceae, communément appelée Cruciferae, est classée dans l'ordre
des Brassicales comme il montre (Tableau L. 1). Elle est classée dans la classification botanique

de la maniére suivante [11]:
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Tableau I. 1. Classification de la famille des Brassicaceae

Clade Angiospermes (Toutes les plantes a fleurs descendent d’un ancétre commun).

Clade Eudicots (Parmi les Angiospermes, certaines plantes possédent deux
cotylédons et une structure particuliére des grains de pollen).

Ordre Brassicales

Famille | Brassicaceae

Genre Brassica L

NB:

v Angiospermes (Toutes les plantes a fleurs descendent d’un ancétre commun).

v" Eudicots (Parmi les Angiospermes, certaines plantes possédent deux cotylédons et une
structure particuliere des grains de pollen).

v Brassicales (C’est un ordre qui inclut les familles comme les Brassicaceae, mais aussi les
Capparaceae, Cleomaceae, etc).

v

Brassicaceae Burnett (syn / synonyme Cruciferae) Le nom Brassicaceae a été formellement

proposé par le botaniste Gilbert Thomas Burnett en 1835.

I. 2.2. Caractéristiques morphologiques générales :

La plupart des Brassicaceae sont des plantes herbacées, pouvant étre annuelles,

bisannuelles ou vivaces, et exceptionnellement ligneuses. Ces plantes présentent des propriétés

botaniques bien définies [12] :

v

Feuilles : habituellement disposées de manicre alternée, elles peuvent €tre simples ou
lobées, et sont dépourvues de stipules [13].

Fleurs : disposées de maniére réguliere en grappes, avec un arrangement distinctif de
pétales en forme cruciforme [13].

Fruits : Généralement, il s'agit d'une silique (fruit sec allongé) ou d'une silicule (silique
courte) [13].

Graines : dépourvues d'endosperme et renferment un embryon riche en huile [13].
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I. 2. 3. Répartition géographique et diversité :

La famille des Brassicaceae est largement répandue a I'échelle mondiale, se trouvant sur
tous les continents, particuliérement concentrée dans les régions méditerranéennes, tempérées
et arides. D'aprées les estimations les plus récentes, les especes de cette famille sont nombreuses,
parmi lesquelles on trouve celles qui sont endémiques a des régions spécifiques [14,15].

Parmi les genres les plus connus, on retrouve :

Brassica (chou, colza, navet).
Arabidopsis (mod¢le en génétique végétale).
Raphanus (radis).

Sinapis (moutarde blanche).

AN N NN

Alyssum, Erysimum, et bien d’autres.

l. 2. 4. Intérét économique, écologique et scientifique :

La famille des Brassicaceae présente un intérét remarquable a plusieurs niveaux.
Notamment sur le plan économique, écologique, médicale et scientifiquement. Cette
polyvalence s’explique par la richesse morphologique, physiologique et biochimique des

especes qui la composent.

I. 2. 4. 1. Intérét économique et agronomique :

La famille des Brassicaceae englobe diverses especes de plantes cultivées d'importance
majeure a 1'échelle mondiale. Parmi les especes les plus célébres, on peut citer le chou (B.
oleracea), le navet et le chou chinois (B. rapa), le colza (B. napus), la moutarde (Sinapis alba,
B. juncea) et le radis (Raphanus sativus). Ces especes sont élevées en raison de leur haute valeur
nutritionnelle, comprenant une richesse en fibres, minéraux, vitamines C et vitamine K, ainsi
que pour leur utilisation dans l'industrie (comme I'huile de colza et les biocarburants), et leur

role significatif dans la cuisine traditionnelle de diverses régions du globe [16].

Par ailleurs, des especes hybrides sont spécifiquement sélectionnées en vue d'accroitre la

résistance aux maladies, la tolérance au froid et le rendement agricole.
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l. 2. 4. 2. Intérét écologique :

Plusieurs espéces appartenant a la famille des Brassicaceae présentent des propriétés
physiologiques remarquables, notamment leur aptitude a résister aux stress d’origine biotique
(attaques de pathogenes, insectes) et abiotique (sécheresse, salinité, pollution), renforcant ainsi

leur capacité d’adaptation a des milieux environnementaux variés [17].

Parmi ces especes de Brassicaceae, dont B. juncea et B. napus, sont largement étudiées
pour leur capacité a accumuler des métaux lourds tels que le cadmium, le plomb et le zinc dans

leurs tissus, sans présenter de symptomes apparents de phytotoxicité [18,19].

Cette caractéristique les classe parmi les plantes dites hyperaccumulatrices. Les
mécanismes mis en jeu dans 1’absorption et la tolérance aux métaux lourds incluent 1’utilisation
de transporteurs membranaires spécifiques, le stockage des éléments toxiques au sein de
vacuoles foliaires, ainsi que [D’intervention de chélateurs tels que I’EDTA (acide
¢thyléenediaminetétraacétique), qui facilitent la complexation et le transport des métaux au sein

de la plante [18, 20].

l. 2. 4. 3. Intérét en santé humaine :

Les Brassicaceae constituent une source significative de glucosinolates, qui sont des
composés soufrés dotés de propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et anticarcinogénes.
Lorsqu'ils subissent une hydrolyse (par mastication ou cuisson), ces composeés liberent des
isothiocyanates, lesquels ont démontré un effet protecteur contre certains types de cancers, en

particulier ceux du c6lon, du poumon et de 1'estomac [5].

Les études en nutrition préventive accordent une attention croissante aux cruciferes en tant

qu'aliments fonctionnels, situés a l'interface entre I'alimentation et la médecine.

l. 2. 4. 4. Intérét scientifique et génétique :

Scientifiquement, il est reconnu que le matériel génétique naturel des Brassicacées joue un
role crucial dans l'induction de la stérilit¢é male cytoplasmique afin de produire des graines
hybrides, tout en servant de base pour les études en biologie moderne, notamment en génétique

7
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et en résistance aux maladies [16].

De nombreuses especes de Brassicaceae sont également utilisées pour étudier :

v L’adaptation au stress hydrique.
v La résistance aux pathogénes.

v’ La biosynthése des métabolites secondaires.

|. 3. Le genre Brassica :

I. 3. 1. Classification botanique :

Le genre Brassica fait partie de la famille des Brassicaceae (Tableau I. 2.), au sein de
I’ordre des Brassicales. Il comprend approximativement 37 espéces officiellement identifiées,
y compris des variétés sauvages et cultivées largement examinées pour leur pertinence en

termes d'agriculture, d'alimentation et de diversité génétique [3].

Classification botanique selon APG IV (Angiosperm Phylogeny Group IV) : C’est la
quatriéme version d’un systéme de classification botanique moderne basé sur la phylogénie

moléculaire des plantes a fleurs (angiospermes) :

Tableau I. 2. Classification de genre des Brassica.

Division = Magnoliophyta

Classe | Magnoliopsida

Ordre Brassicales

Famille | Brassicaceae Burnett [10]

Genre Brassica L

I. 3. 2. Origine et répartition :

Les especes appartenant au genre Brassica proviennent principalement de la région
méditerranéenne, du Proche-Orient et de 1'Europe de 1’Ouest [22]. Cependant, en raison de leur
valeur agricole, de nombreuses espéces ont été introduites et naturalisées a I'échelle mondiale,

notamment en Asie, en Amérique et en Afrique du Nord.
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Certaines espéces présentent une endémicité stricte, étant limitées a des
¢cosystemes spécifiques, ce qui les rend particulieérement précieuses en termes de biodiversité

et de préservation génétique [23].

I. 3. 3. Caractéristiques morphologiques générales :

Les especes appartenant au genre Brassica se distinguent par une diversité morphologique
importante, bien qu'elles partagent des caractéristiques communes telles que des tiges
généralement dressées, des feuilles alternes aux formes variées (lobées, dentées, parfois
pubescentes) et des fleurs tétrameres jaunes ou blanches, typiques des Brassicaceae. Les fruits
sont des capsules renfermant plusieurs graines riches en huile. Selon I'espéce et les conditions
climatiques, le cycle de vie des plantes peut étre annuel, bisannuel ou vivace. Ces attributs
conférent au genre une grande capacité d'adaptation, en particulier dans les environnements

tempérés et semi-arides [14].
l. 3. 4. Intérét agronomique et économique :

Le genre Brassica constitue une ressource majeure dans I’agriculture mondiale en raison

de la diversité et de I’importance économique de ses especes cultivées.

Parmi celles-ci, Brassica oleracea regroupe des légumes consommés pour leurs feuilles et
inflorescences, tels que le chou, le brocoli, le chou-fleur et le chou de Bruxelles, tandis que
Brassica napus est principalement cultivé pour ses graines oléagineuses, fournissant une huile
alimentaire et industrielle essentielle. Brassica rapa inclut des légumes racines et feuilles
comme le navet et le chou chinois, et les especes B. juncea et B. nigra sont exploitées pour leurs

graines utilisées comme épices et sources d’huile [24, 25].

Ces différentes especes sont valorisées pour diverses parties de la plante (feuilles,
inflorescences, racines ou graines) répondant a des usages alimentaires, fourragers et industriels.
Par ailleurs, les especes sauvages du genre Brassica suscitent un intérét croissant en recherche
agronomique, notamment pour 1’identification de caractéres naturels de résistance aux stress
abiotiques (sécheresse, froid) et biotiques (ravageurs, pathogenes), offrant un potentiel
important pour I’amélioration génétique des cultures [26, 27]. Ainsi, Brassica représente un

levier essentiel pour le développement durable de 1’agriculture, par la diversification des
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productions et I’intégration de ressources génétiques résistantes.

l. 3. 5. Enjeux écologiques et de conservation :

Le genre Brassica regroupe diverses espeéces sauvages, souvent localisées ou endémiques,
qui revétent une importance environnementale et génétique significative. Ces especes sont
fréquemment limitées a des milieux naturels spécifiques, en particulier dans les régions

méditerranéennes, et font actuellement face a des défis écologiques diverses [28].

Parmi celles-ci, on distingue :

& Brassica fruticulosa subsp. Numidica, endémique du Nord-Est algérien, observée
notamment au Cap de Garde a Annaba, sur des substrats rocheux littoraux [23].

& Brassica insularis Moris, espéce rare et vulnérable, présente dans les files
méditerranéennes (Sardaigne, Corse) ainsi que sur des falaises cotieres d’Algérie,

comme celles de la Voile Noire a Annaba [29].

Ces especes sont soumises a plusieurs menaces écologiques :

v La destruction de leurs habitats (urbanisation, érosion, aménagement cotier) [28].
v La pollution des sols et de I’air [23].

v La compétition avec des espéces exotiques introduites [29].

Leur conservation est une priorit¢ dans une optique de préservation de la biodiversité

méditerranéenne [23, 28]. Elles constituent un réservoir de génes utile pour :

v" Améliorer la résistance des cultures aux stress biotiques et abiotiques.

v’ Assurer une diversité génétique durable.

v Anticiper les impacts du changement climatique.

10
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|. 4. Présentation de Curciferae Brassica fruticulosa Cirillo subsp. Numidica :

I. 4. 1. Classification botanique :

Tableau 1. 3. Classification botanique de Brassica fruticulosa Cirillo subsp. Numidica [30].

Division Angiospermes (Magnoliophyta)
Classe Magnoliopsida (Dicotylédones)
Ordre Brassicales

Famille Brassicaceae

Genre Brassica

Espece Brassica fruticulosa Cirillo

Sous-espece | Brassica fruticulosa subsp. Numidica.

l. 4. 2. Généralités et intérét o

Brassica fruticulosa subsp. Numidica est une sous-espece endémique du nord-est de
I’ Algérie, principalement localisée sur des substrats rocheux littoraux, notamment au niveau du
Cap de Garde a Annaba [30]. Cette plante sauvage appartient au genre Brassica, reconnu pour

sa richesse génétique et son importance agronomique a 1’échelle mondiale [24].

Cette sous-espece se distingue par son adaptation aux conditions environnementales
méditerranéennes, caractérisées par une forte variabilité climatique, une salinité élevée et une
exposition aux vents marins [31]. Ces adaptations lui conférent un intérét particulier en tant que
source potentielle de genes de résistance aux stress abiotiques, notamment la sécheresse et la

salinité, ainsi qu’aux stress biotiques (pathogenes et ravageurs).

L’intérét agronomique de B. fruticulosa subsp. Numidica réside dans le fait qu’elle
constitue un réservoir génétique précieux pour les programmes d’amélioration des espéces
cultivées du genre Brassica [26]. La diversité génétique présente dans cette sous-espece peut
étre exploitée pour développer des variétés plus résistantes aux conditions environnementales
défavorables, contribuant ainsi a la durabilité et a la résilience des systémes agricoles face aux

changements climatiques [27].

11
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Par ailleurs, cette sous-espéce est soumise a des menaces écologiques importantes, telles

que la destruction de son habitat naturel liée a 1’urbanisation, 1’érosion cotiere et la pollution

[32]. En conséquence, la conservation de B. fruticulosa subsp. Numidica est considérée comme

une priorité pour préserver la biodiversité méditerranéenne et maintenir le potentiel génétique

qu’elle représente [33].

I. 4. 3. Description morphologique :

La sous-espece Brassica fruticulosa subsp. Numidica se distingue par [30] :

v

Tige : dressée, ramifi¢e, généralement pubescente ou légerement poilue, pouvant
atteindre environ 30 a 70 cm de hauteur.

Feuilles : alternes, profondément découpées, avec des lobes étroits et allongés. Les
feuilles basales forment une rosette tandis que les feuilles caulinaires deviennent
progressivement plus petites et moins découpées vers le sommet. La face inférieure
des feuilles est souvent pubescente.

Fleurs : typiques de la famille des Brassicaceae, avec quatre pétales jaunes disposés
en croix (fleur cruciforme), d’environ 1 a 1,5 cm de diametre. Les fleurs sont
regroupées en grappes terminales.

Fruits : siliques allongées, étroites, dressées, contenant plusieurs graines disposées en
rangée. Les siliques peuvent mesurer entre 3 et 6 cm de longueur.

Racines : pivotantes, bien ancrées dans les substrats rocheux, ce qui favorise son

adaptation aux sols pauvres et a la sécheresse.

12
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Figure L. 1. Brassica fruticulosa subsp. Numidica

|. 5. Présentation de Brassica insularis Moris :

l. 5. 1. Classification botanique :

Tableau 1. 4. Classification botanique de Brassica insularis Moris [30]

Division Angiospermes (Magnoliophyta)
Classe Magnoliopsida (Dicotylédones)
Ordre Brassicales

Famille Brassicaceae

Genre Brassica

Espéce Brassica insularis Moris

l. 5. 2. Présentation générale :

Brassica insularis Moris est une espece rare et endémique du genre Brassica, appartenant
a la famille des Brassicaceae. Elle est particuliérement localisée dans les zones cotiéres
rocheuses du bassin méditerranéen occidental, notamment en Sardaigne, en Corse, ainsi que sur
les falaises maritimes d’ Annaba (Algérie), telles que celles du site naturel de 1a Voile Noire [30].

Elle a été initialement décrite par le botaniste Giuseppe Giacinto Moris en 1827, a partir de

13
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spécimens sardes.

Figure 1. 2. Brassica insularis Moris

I .5. 3. Caractéristiques morphologiques :

Brassica insularis se caractérise par un port généralement compact a étalé, adapté aux

environnements ventés et exposés. Elle présente :

Des feuilles basales densément regroupées, épaisses, parfois pubescentes.

Des tiges floriferes courtes, ascendantes et souvent ramifiées.

Des fleurs jaunes a quatre pétales, caractéristiques des Brassicaceae.

D N N NN

Des fruits en silique contenant des graines riches en composés soufrés.

Ces traits morphologiques traduisent une adaptation a des conditions de sécheresse, de

vent marin, et a des sols pauvres [23].

I .5. 4. Répartition et habitat :

L'espéce est localisée dans des habitats fragmentés et restreints, notamment sur des falaises
et ilots cotiers. En Algérie, elle est observée sur les falaises de la Voile Noire a Annaba. Elle
pousse sur des substrats rocheux exposés au vent, souvent en conditions xériques, avec une

végétation typiquement haloxérophile et méditerranéenne
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Chapitre Il : Méthodes d’extraction et techniques d’analyse

II. 1. Introduction :

Les méthodes d'extraction et les techniques d'analyse des produits naturels sont des étapes
essentielles lors de 1'obtention des composés bioactifs utilisable dans les domaines scientifiques
et industriels, en particulier dans les secteurs de la pharmacie, de l'agroalimentaire, du

cosmétique et de la nutrition [1].

Les méthodes d’extraction se distinguent par une variété considérable, en fonction de la
complexité¢ des matrices végétales et des objectifs de recherche, allant des techniques
traditionnelles aux technologies innovante [2]. Ainsi que, une bonne connaissance des
techniques d’extractions et d’analyses permet d’optimiser la quantité et la qualité des composés

extraits tout en assurant des analyses fiables et reproductibles [3].

1. 2. Méthodes d'extraction conventionnelles :
II. 2. 1. Extraction par solvant :

II. 2. 1. 1. Macération :

La macération est une méthode d'extraction solide-liquide simple qui consiste a introduire
les matrices végétales dans un solvant afin d'extraire des composés bioactifs. Pailleteur,
I’efficacité de cette méthode repose sur la solubilité des composés et leur diffusion dans le

solvant. [4]

II. 2. 1. 2. Infusion :

L'infusion est une méthode d'extraction des principes actifs ou des aromes d’une matiére
végétale [5], qui consiste a verser de l'eau chaude sur la matiere végétale, puis a les laissée
infuser de 10 a 15 min [6]. Ainsi que, elle permet d'extraire efficacement les composés
hydrosolubles, tels que les polyphénols, les flavonoides et certaines huiles essentielles. Elle est
couramment employée pour la préparation de tisanes, de décoctions et d'extraits liquides

concentreés.
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II. 2. 1. 3. Décoction :

La décoction est une méthode d'extraction adaptée aux maticres végétales résistantes telles
que les racines, les écorces et les graines [7,8], insi qu’aux plantes renfermant des constituants

peu solubles dont les principes actifs sont difficilement libérés lors d’une simple infusion [9].

Leur principe repose sur ébullition de la plante, quel que sois séche ou fraiche, dans de
I’eau pendant une durée allant de 10 a 30 minutes, pour briser les parois cellulaires et libérer

des principes actifs, qui sont ensuite concentrés dans l'extrait liquide [10].

Cette méthode est largement utilisée dans la médecine traditionnelle [8], en industrie
alimentaire pour extraire les aromes et les composés bioactifs des matieres végétales,
contribuant ainsi a la production d'aliments fonctionnels et de nutraceutiques [11], ainsi qu’elle
est utilisée pour la production de colorants naturels, tels que l'indigo, ou elle offre une

alternative plus rapide aux méthodes traditionnelles de macération-fermentation [10].

II. 2. 2. Extraction par Soxhlet :

L'extraction par Soxhlet, une technique en continu. Le solvant chauffé s'évapore, se
condense et traverse 1'échantillon de facon répétée. Ce cycle permet d'extraire efficacement les

composés bioactifs jusqu'a épuisement de la plante [12].
II. 2. 3. Distillation :

L'extraction par distillation est utilisée principalement pour extraire les précieuses huiles
essentielles a partir de diverses plantes. Cette méthode consiste a faire passer de la vapeur a
travers la matiere végétale pour vaporiser les composés volatils [13,14].

La distillation peut étre effectuée de plusieurs manieres, notamment la distillation simple
[15], la distillation extractive est particuliérement utile pour séparer les mélanges azéotropiques

[16] et la distillation sous vide qui est utilisée pour produire des huiles essentielles de haute

pureté [17], chacune ayant ses applications et ses avantages uniques.
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II. 2. 4. Extraction liquide-liquide :

L’extraction liquide-liquide (LLE), aussi appelée extraction par solvant, est une technique
qui repose sur la séparation sélective d’un composé entre deux phases liquides non miscibles :
une phase aqueuse et une phase organique. Ce procédé¢ est couramment utilisé pour isoler des
substances solubles dans la phase organique en agitant les deux liquides avec le matériau

végétal dans une ampoule a décanter jusqu’a la formation de deux couches distinctes [18].

L'efficacité de cette méthode dépend de plusieurs facteurs clés, notamment la miscibilité,

la densité et la solubilité des solvants employés [19].

La LLE est particuliérement adaptée a 1’extraction de mélanges azéotropiques et de
composés thermosensibles, puisqu’elle ne nécessite pas de distillation. Cependant, elle présente
certaines limitations, telles que la formation d’émulsions, la consommation importante de

solvants organiques et des difficultés d’automatisation [20].

I1. 3. Techniques d'extraction avancées :

II. 3. 1. Extraction assistée par ultrasons :

L’extraction assistée par ultrasons (EAU) est une technique qui utilise les ultrasons qui
sont des oscillations mécaniques a haute fréquence situées entre 20 et 100 kHz, sont utilisés
pour I'extraction des composés bioactifs [21], en impliquant le traitement d un solide, en contact
avec un solvant sous I’influence des ultrasons. Il s’appuie sur le phénomene de cavitation
acoustique, ou la création, I’expansion et I’implosion de bulles dans le solvant, contribuent la
déstabilisation de la paroi cellulaire des végétaux, ce qui facilite I’épuisement des cellules et
améliore la pénétration des composés bioactifs a travers les membranes cellulaires, ce qui
permet a optimiser leur extraction [4]. Au niveau de laboratoire, deux types d’équipements a

ultrasons sont couramment utilisés, le bain a ultrasons et la sonde ultrasonique [22].

L’optimisation des parametres d’extraction est cruciale pour améliorer le rendement
d’extraction des composés bioactifs [23]. Outre son efficacité d’extraction, ’'UAE peut servir a
la purification des principes actifs végétaux. Cette technique a une capacité a réduire le temps,

la consommation d’énergie et de solvants, ce qui la rend extrémement attrayante pour des
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domaines tels que I’industrie agroalimentaire, pharmaceutique et cosmétique [24].
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Figure II 1. Principe de I’extraction assistée par ultrasons (UAE)

II. 3. 2. Extraction par micro-onde :

Les micro-ondes constituent une bande d’ondes ¢lectromagnétiques situent entre les
infrarouges et les rayons X [25], avec une fréquence variant entre 300 MHz et 300 GHz [19].
Le four a micro-ondes est équipé d’un magnétotron, d’un guide d’ondes et d’une cavité¢ dans
laquelle 1’échantillon est placé [26,27]. L’énergie des micro-ondes interagit avec les molécules

polaires, provoquant leur rotation et engendrant ainsi la chaleur [28,29].

Cette caractéristique est utilisée dans I’extraction assistée par micro-ondes (EAM), une
technique novatrice favorisant la libération des composés chimiques des matrices végétales.
Cela est rendu possible par un réchauffement rapide et uniforme du solvant et de 1’échantillon,

a la fois de maniérer interne et externe sans gradient thermique [19].

Cette technique est plus rapide et plus économe en énergie que les méthodes
conventionnelles. Il existe plusieurs variantes de ’EAM, notamment 1’extraction par solvant
assistée par micro-ondes (ESAM), la distillation assistée par micro-ondes (DAM) et I’extraction
combinant hydro-diffusion et gravit¢ (HGM) [30]. L’efficacité de I’extraction est influencée
par plusieurs paramétres dont la nature du solvant, le temps et la température d’extraction,

I’intensité et ’irradiation également la composition de la matrice [26,31].
L’EAM offre plusieurs avantages, y compris une efficacité supérieure, une durée

21



Chapitre Il : Méthodes d’extraction et techniques d’analyse

d’extraction raccourcie et une utilisation réduite de solvants, tout en conservant les substances
bioactives. Néanmoins, certaines contraintes demeurent, comme la complexité d'extraction des
substances apolaires et les possibles altérations des structures des molécules ciblées [23].
Malgré ces défis, ’EAM s'impose comme une technique d'extraction avancée, de plus en plus

adoptée en remplacement des méthodes classiques dans les laboratoires et I'industrie.
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Figure I1.2. Représentation de I’extraction assistée par micro-ondes (EAM)

II. 3. 3. Extraction par fluides supercritiques :

L'extraction par fluides supercritiques (SFE) est une méthode de séparation qui repose sur
I’utilisation des fluides supercritiques, comme le dioxyde de carbone supercritique (SC-CO2)
présentant des propriétés de solvatation uniques au-dessus d'une température et d'une pression
critique, afin d’extraire les huiles essentielles ainsi que d’autres substances chimiques naturelles
[32]. Cette technique permet une extraction efficace et sélective des composants souhaités, en

améliorant la valeur des extraits tout en préservant l'intégrité environnementale.

Présentant ainsi des avantages tels qu'une consommation d'énergie réduite, une production
minimale de déchets et une possibilité de produire des coproduits. Le SFE est considéré comme
une alternative durable aux techniques traditionnelles d'extraction par solvant, améliorant la
valeur des extraits tout en préservant l'intégrité environnementale [33], ce qui le rend utile dans

les industries alimentaire, cosmétique et pharmaceutique [32].
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Figure II. 3. Schéma d'un extracteur a fluide supercritique (SFE).

II. 4. Comparaison des différentes techniques d'extraction :

La comparaison entre les méthodes d'extraction classiques et modernes met en lumiére des
différences significatives en termes de rendement, d’efficacité, d’impact environnemental et de
qualité des composés extraits. En général les méthodes modernes offrent des rendements plus
¢levés et une meilleure efficacité d'extraction [34]. Elles sont généralement plus respectueuses
de P’environnement, utilisent moins de solvants et d’énergie [35]. De plus, la qualité des
composés extraits, en termes de composition chimique et d'activité biologique est souvent

supérieure avec les méthodes modernes [36].

L’analyse de ces criteres, permet une meilleure compréhension des avantages et des
inconvénients de chaque technique, facilitant ainsi le choix de la méthode la plus adaptée a
I’extraction de composés naturels spécifiques. Cette évaluation est essentielle pour optimiser

les résultats en fonction des objectifs de recherche ou de production.

I1. 5. Analyse des produits extraits :

L'analyse des produits naturels fait appel a diverses techniques pour séparer, identifier et
déterminer les composants des extraits. Ces techniques sont essentielles pour comprendre la
composition chimique et les applications potentielles des produits naturels dans des domaines

tels que la médecine, 1'agriculture et 'alimentation.
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IL. 5. 1. Techniques spectrométrique :

Les techniques spectrométriques notamment la spectrométrie de masse (MS), la résonance
magnétique nucléaire (RMN), la spectroscopie infrarouge (IR) et la spectroscopie ultraviolette

(UV) sont essentiel pour 1'identification des composants des extraits naturels.

La spectrométrie de masse présente un outil puissant pour déterminer la masse moléculaire,
la formule et les modeles de fragmentation des composés. Il peut étre couplé a la
chromatographie liquide (LC-MS) pour I'analyse de mélanges complexes tels que des extraits

naturels [37,38].

La spectroscopie RMN est couramment employée pour la caractérisation structurale de
substances naturelles, permettant d’obtenir des données précises concernant la structure et la
dynamique moléculaires [37,39]. Les techniques RMN 1D et 2D, telles que la spectroscopie
ordonnée de diffusion (DOSY), offrent I’analyse directe de mélanges complexes sans

séparation préalable [40,41].

La spectroscopie infrarouge (IR) est principalement utilisée pour identification les groupes
fonctionnels présents dans les molécules, apportant ainsi des informations précieuses sur la

structure chimique des produits naturels [37].

Enfin, la spectroscopie UV, souvent associée a d'autres techniques telles que la LC/UV/MS,
est utilisée pour la caractérisation de classes spécifiques de composés, tels que les polyphénols,

en analysant leurs spectres d’absorption [40,41].
Ces techniques spectrométriques permettent un criblage préliminaire efficace des extraits

de produits naturels, facilitant ainsi une identification rapide des composés déja connus [42].

II. 5. 2. Techniques chromatographique :

Les méthodes chromatographiques des extraits naturels sont utilisées pour identifier et
valoriser des composés bioactifs issus des ressources naturelles, le choix de la méthode dépend
de plusieurs criteres tels que la nature des composés, la complexité de la matrice, ainsi que les

exigences en maticre de résolution et de sensibilité.
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La chromatographie liquide a haute performance (HPLC) est largement utilisée dans
I’analyse de produits naturels grace a sa polyvalence, permettant des analyses qualitatives et
quantitatives sans préparation complexe des échantillons [43,44]. Elle peut étre couplée a divers
détecteurs (UV, DAD, MS, RMN) pour renforcer la détection et fournir des données structurales

précises [43,45].

L’UHPLC, en recourant des fines particules qui utilise des particules encore plus fines
sous haute pressions, permettant ainsi une separation efficace ainsi qu’une bonne resolution en
courte durée par rapport a ’HPLC classique [44,46], cela rend cette technique plus respectueuse
de I'environnement, en limitant l'utilisation de solvants organiques, et peut étre associée a la

spectrométrie de masse (UHPLC-MS) afin d'améliorer la détection et la quantification [46].

La LC-RMN, combinant la chromatographie liquide a la résonance magnétique nucléaire,

permettant a I’identification facile des nouveaux composés bioactifs [45,47].

Enfin, la chromatographie en phase gazeuse (GC), notamment a haute température et haute
résolution (HT-HRGC), est une technique permettant a 1’analyse de composés volatils comme

les alcaloides, les terpénes et les flavonoides [48].
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Chapitre III : Métabolites secondaire

I1I. 1. Introduction :

Depuis des millénaires, les plantes et les autres ressources naturelles ont été utilisé par
I'homme, en raison de leurs propriétés médicinales, pour traiter diverses affections [1,2]. Les
végétaux se distinguent par leur aptitude a synthétiser des substances phytochimiques

indispensables a leur survie et a leur bon fonctionnement.

Ces composés sont essentiels pour la croissance de la plante ainsi que pour leur protection
contre les agents pathogeénes les agressions environnementales. Ils se répartissent en deux
grandes catégories : les métabolites primaires et secondaires [3]. Les métabolites primaires, tels
que les acides aminés et les sucres, sont nécessaire pour les processus métaboliques

fondamentaux des organismes [4].

En revanche, les métabolites secondaires, comme les flavonoides et les alcaloides,
contribuent a la défense de la plante et a son adaptation a I’environnement [5]. Comprendre la
nature, les fonctions et les mécanismes de biosynthése de ces composés est crucial afin de

pouvoir exploiter pleinement leurs applications dans divers domaines.

II1. 2. Métabolites primaires :

Les métabolites primaires offre un apercu du métabolisme de base des organismes vivants,
mettant I'accent sur les composés essentiels a leur survie. Cela inclut les glucides, les protéines

et les lipides [6].

Les glucides fournissent de I'énergie [7,8], les protéines participent a la structure cellulaire
et a la fonction enzymatique [9], tandis que les lipides sont essentiels au stockage de I'énergie,
fournissant plus de deux fois plus d'énergie par gramme que les glucides et les protéines, ce
sont également des composants structuraux clés des membranes cellulaires, influengant la

fluidité et la perméabilité [10].
Ils ont également fait partie a des réactions biochimiques cellulaires, assurant ainsi
I'équilibre interne et le fonctionnement physiologique optimal.

La régulation de ces voies est un processus complexe qui met en jeu divers mécanismes

ermettant de garantir I'équilibre et de faire face aux variations de I'environnement [11].
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111. 3. Métabolites secondaires :

I1I 3. 1. Definition :

Les métabolites secondaires sont des composés organiques synthétisés par les organismes
vivants, y compris les plantes, les animaux et les micro-organismes [12]. Ainsi que, la
production de ces molécules est fréquemment favorisée par divers facteurs environnementaux,
notamment des situations de stress, qui peuvent favoriser leur production dans le cadre de la

réponse adaptative de l'organisme [13].

I1I. 3. 2. Classification des métabolites secondaires :

La classification des métabolites secondaires selon leur squelette de base repose sur leur
structure chimique fondamentale [14]. Ces composés, issus du métabolisme secondaire des
plantes, sont organisés en trois grandes catégories principales : les composés phénoliques, les

composés terpéniques et les composés azotés [15].

I1I. 3. 3. Composés phénolique :
I1I. 3. 3. 1. Definition :

Les composés phénoliques couvrent une gamme diversifiée de substances naturelles [16].

Ils se caractérisent principalement par la présence de groupe phénol dans leur structure [17,18].

La présence des polyphénols dans la plante joue un role crucial dans la protection contre
les agressions extérieures telles que les attaques de prédateurs ou les rayonnements UV [19],
de plus leur structure chimique leur confere des propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires
et antimicrobiennes, suscitant ainsi un intérét important dans le domaine de la santé et de

l'industrie alimentaire [20].

Leur classification effectuée en fonction de leur structure chimique [21], du nombre de
noyaux phénoliques et de la nature des substituants présents sur ces noyaux [19].

Ainsi, ils ont distingué ainsi les phénols simples, les flavonoides, les acides phénoliques,
les lignanes, les coumarines, et les tanins, entre autres [22]. Chaque classe de composés

phénoliques présente des caractéristiques structurales uniques ainsi que des activités

biologiques spécifiques, et chaque sous-classe présente des caractéristiques structurales
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spécifiques qui influent sur leurs propriétés physico-chimiques et biologiques [23].

I1I. 3. 3. 2. Classification :
I1I1. 3. 3. 2. 1. Flavonoides :

® Deéfinition :

Les flavonoides constituent une famille fascinante et variée de composés polyphénoliques,
que 1'on trouve dans une large gamme d'aliments variés, et des plantes médicinales qui sont
renommeés pour leurs nombreuses propriétés bénéfiques et précieuses sur la santé¢ humaine et le

bien-étre général [24].

Les flavonoides constituent une classe particulierement importante de composés bioactifs,

qui se distinguent par une structure de base de flavane [25].

Cette structure est constituée de trois cycles aromatiques, désignés par les lettres A, B et
C. Chaque sous-groupe distinct de flavonoides présente des variations notables et spécifiques

dans cette squelette de base fondamentale [21].

Figure I11.1. Noyau flavane
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® C(lassification :

Tableau III.1. Classification structurale et chimique des flavonoides

Flavone

AN NN

Chrysine OH (5, 7)
Apigénine OH (5, 7, 4°)
Lutéline OH (5,7, 37, 4°)
Baicaléine OH (5, 6, 7)
Diosmine OH (5, 37)
OGlu-Rha (7)
O-CH3 (4°)

Flavonol

D N N NI N

Kaempférol OH (5, 7, 4°)
Quercétine OH (5,7, 3", 4°)
Myrcétine OH ( 5,7,3°,4°, 5)
Rutine OH (5,7, 3°,4°,5”)
O-Glu-Rha (3)

Flavanol

v

Epicatechine 2R,3R(+) et
2S,3S(-)

OH (5,7, 3’4

Catéchine 2S,3R(-) et
2R,3S(+)

OH (5,7,3°,4)

Anthocyanidine

v
v
v

Cyanidine OH (3”)

Malvidine O-CH3 (37, 5°)

Pétunidine O-CH3 (3”)
OH (5°)
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v Diadzéine OH (7,4°)
v Génistéine OH (5,7,4")
Isoflavone
v Naringénine OH (7,4’)
v Narigine OH (4°)
O-Glu-Rha (7)
v" Hespérétine OH (7, 3°)
Flavonone O-CHs (#)
v" Hesperidine OH (3”)
O-CHs (4°)
O-Glu-Rha (7)
v’ Taxifoline OH (3,7,3,4°)
v" Isoliquiritigénine OH (4, 4°, 6)
v" Butéine OH (3, 4,6, 4°)
Chalcone
v" Hispidol OH (6, 4°)
v Aureusidine OH (4, 6, 3°, 4%)
Aurone v Maritimetin OH (6, 7, 3°, 4”)

® Applications des flavonoides en médecine et en industrie :

Les flavonoides ont trouvé de nombreuses applications aussi bien en médecine que dans
l'industrie. Dans le domaine médical, ils sont reconnus pour leur role protecteur sur les maladies
cardiovasculaires [26]. Ils présentent également des propriétés anticancéreuses et antivirales
importantes, capables d’inhiber la croissance des tumeurs et de moduler des fonctions
cellulaires clés, ce qui ouvre de nouvelles pistes pour le traitement de diverses maladies [27,28].

En outre, certains flavonoides montrent des effets neuroprotecteurs qui pourraient prévenir des
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maladies comme Alzheimer, grace a leurs actions antioxydantes et leur capacité a influencer
certaines enzymes [27,29]. Ils ont des propriétés antimicrobiennes précieuses surtout pour les

bactéries résistantes aux antibiotiques [30].

En industrie, les flavonoides sont de plus en plus utilisés pour développer des produits
pharmaceutiques [31,32]. Ainsi que, grace a leurs effets antioxydants et anti-inflammatoires
pour protéger la peau, ils sont largement utilisés pour la fabrication des produits cosmétiques
[26,33]. De plus, ils ont contribué dans la fabrication des produits alimentaires en tant que

conservateurs naturels [28,33].

II1. 3. 3. 2. 2. Acides phénoliques :
® Définition :

Les acides phénoliques constituent une classe répandue de composés bioactifs d'origine
végétale caractérisés par leur goit et leur odeur spécifiques [34]. Ils sont caractérisés par une
structure phénolique, qui comprend un groupe hydroxyle (-OH) attach¢ a un cycle
hydrocarboné aromatique [35]. Ils comprennent les dérivés de I'acide hydroxybenzoique, ainsi

que les dérivés de 'acide hydroxycinnamique [36].

® (lassification :

v' Dérivés d’acides benzoiques :
CO,H

R4

Figure II1.2. Structure d’acides benzoiques avec substituants.
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Tableau 111.2. Dérivés d’acide benzoique

Acide p-hydroxybenzoique H H OH H
Acide protocatéchique H OH OH H
Acide vanillique H OCHs  OH H
Acide gallique H OH OH OH
Acide salicylique OH H H H
v Dérivés d’acides cinnamique :
CO,H
P
R4
R;

Figure I11.3. Structure d’acide cinnamique avec substituants

Tableau II1.3. Dérivés d’acides cinnamique

Acide cinnamique H H

Acide p-coumarique H OH
Acide caféique OH OH
Acide férulique OCH; @ OH

® Application des acides phénoliques en médecine et en industrie :

Les acides phénoliques suscitent un intérét croissant en médecine et dans divers secteurs
industriels en raison de leurs propriétés biologiques exceptionnelles [37]. En médecine, ces
composés se distinguent par leur activité antioxydante élevée, qui joue un role crucial dans la
réduction du stress oxydatif [38], ainsi que par leurs effets anti-inflammatoires, qui sont

notamment liés a réguler les voies de signalisation cellulaire NF-xB et MAPK.
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IIs ont également démontré un potentiel anticancéreux notable, en favorisant 1’apoptose,
en inhibant la prolifération cellulaire, et en entravant la croissance ainsi que les métastases
tumorales. De plus, leur capacité a agir comme régulateurs épigénétiques contribue a renforcer
’efficacité des thérapies anticancéreuses conventionnelles [40]. Par ailleurs, ils présentent des
propriétés antimicrobiennes et antivirales, incluant une activité inhibitrice contre le SARS-
CoV-2, ce qui suggere leur utilité dans le développement de stratégies thérapeutiques antivirales
[41]. IIs exercent en outre des effets cardioprotecteurs, notamment en améliorant la santé
vasculaire et en réduisant 1’hypertension, tout en participant au renforcement des défenses

immunitaires de 1’organisme [42, 43].

Sur le plan industriel, les acides phénoliques sont intégrés dans I’industrie agroalimentaire
en tant que conservateurs naturels, en raison de leur capacité a inhiber 1’oxydation des produits
alimentaires et a prolonger leur durée de conservation [38]. Dans le domaine cosmétique, ils
sont appréciés pour leurs effets protecteurs contre les rayonnements ultraviolets et leurs
bienfaits sur la santé cutanée [44]. En outre, la production de ces composé€s peut étre assurée
par des procédés biotechnologiques durables, impliquant I’utilisation de cellules microbiennes
comme usines de biosynthese [45]. Enfin, en industrie pharmaceutique, les acides phénoliques
sont intégrés dans la formulation de produits thérapeutiques en tant qu’agents bioactifs ciblant

diverses pathologies [43].

III. 3. 3. 2. 3. Lignanes :
® Definition :

Les lignanes sont des composés chimiques issus de 1’union de deux unités de
phénylpropane, largement présents dans le régne végétal. On les retrouve dans divers aliments
tels que les graines de lin, le sésame, les céréales complétes, ainsi que certains fruits et légumes

[46].

Parmi les lignanes connue on note : le sésaminol, le pinoresinol et le matairesinol.
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H,CcO

HO

OCH;

OH

Figure II1.4. Structure de Figure IIL.5. Structure de Figure I1L.6. Structure de

Sésaminol Pinoresinol Matairesinol

® Application des lignanes en médecine et en industrie :

Les lignanes ont suscité une grande attention en raison de leurs diverses applications en
médecine et dans I'industrie. Ces composés sont connus pour leurs propriétés bénéfiques pour
la santé, notamment leurs effets antioxydants, anti-inflammatoires [47] et phytoestrogéniques
[48], ce qui les rend précieux dans les industries pharmaceutiques. De plus, les lignanes sont
utilisées dans les cosmétiques et les aliments fonctionnels [49], ce qui souligne leur polyvalence

et leur potentiel d'application a grande échelle.

I1I. 3. 3. 2. 4. Coumarines :
® Definition :

Les coumarines sont des composés organiques aromatiques, qui ont une structure chimique
caractéristique, composé d'un cycle benzénique et un noyau lactone [50]. Ces composés sont
en effet présentés dans diverses espéces végétales, particulierement dans les agrumes, le trefle,

le fenugrec et la cannelle [51]

® (lassification :

Les coumarines possedent plusieurs fonction phénolique etherifiers ou non, et se
caractérisent par la présence d’'un noyau de benzopyrane, résultant de la fusion d'un noyau
benzénique avec un cycle a-pyrone [52]. Ainsi que, on peut les classer en deux catégories : les

coumarines simples et les coumarines complexe.
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» Coumarines simples :

Les coumarines simples présentent les composés non substitué, caractérisée par un

noyau de benzopyrane.

Tableau II1.4. Substituants et dérivés glycosylés des coumarines (1-Benzopyrane-2-one)

Les génines Les hétérosides
Ombilliférone OH(2) v" Esculoside OH(2)
Esculétol OH(1,2) O-Glu (1)
Scopolétol OH (2) v’ Cichorioside OH(1)
OCH; (1) O-Glu (2)
Herniarine OCHj (2) v" Scopoloside OCH3 (1)
1-Benzopyrane-2-one Fraxétol OH (2,3) 0-Glu (2)
OCH; (1) v’ Fraxoside OH (3)
OCH; (1)
O-Glu (2)

» Coumarines complexe :

Tableau IIL.5. Classification structurale des Coumarines complexe

v' Psoraléne H (5,8)
v Bergapténe OCH3 (5)

5 4 v" Xanthotoxine OCH;3
Les furanocoumarines (8)
linéaire Impératorine

A ®)

6,7 furocoumarines
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v' Angélicine H (5, 6)
v Pimpinelline OCH3
Les furocoumarines (5.,6)

angulaire

v' Séseline

Les pyrannocoumarines

Pyrannocoumarines m
(o] () o

® Application potentiels des coumarines :

Les coumarines se sont des composés bioactifs connu par leur polyvalence dans diverse
domaines, tel qu’a leurs propriétés biologiques, ainsi que leurs applications industrielles et

scientifiques [53].

Sur le plan pharmacologique et médical, elles possedent des effets anticoagulants, anti-
inflammatoires, antibactériens et antifongiques. Ainsi que leur contribution dans le
développement de traitements potentiels contre les maladies cardiovasculaires, les infections et

les affections inflammatoires [54].

En paralléle, ils sont utilisés comme additifs dans les cosmétiques et les parfums en raison
de leurs propriétés aromatiques. Ils sont également utilisés comme colorants fluorescents et

comme sondes dans la recherche biomédicale [55,56].

Dans le domaine agricole, les coumarines jouent un role important comme agents
pesticides et insecticides naturels, offrant une alternative respectueuse de 1’environnement aux

produits chimiques conventionnels [57].

40



Chapitre III : Métabolites secondaire

I1I. 3. 3. 2. 5. Tanins :

® Definition :

Les tanins sont des substances phénoliques hydrosolubles complexes de masse
moléculaire comprise entre 500 et 3000, largement présentes dans le régne végétal. Grace a

leurs structures ils se caractérisent par la capacité se lient aux protéines [58].

® (lassification :

On distingue deux classes différentes de tanins par leur structure et également par leur

origine biogénétique : Les tanins hydrolysables et les tanins condensés [59].

» Tanin hydrolysable :

Les tanins hydrolysables sont des composés phénoliques complexes, caractérisés
par la présence d'esters d'acides galliques ou ellagiques liés a un noyau d'hydrates de
carbone, souvent du glucose [60]. Ils peuvent étre divisés en gallotanins et ellagitanins,
tel que les gallotanins sont formés par 1'estérification de groupes hydroxyles du D-
glucose avec de l'acide gallique, tandis que les ellagitanins sont constitués d'un noyau

de glucose entouré¢ d'acides gallique et d'acides ellagiques [61,62].

> Tanin condensés :

Les tanins condensés (CT) sont des composés polyphénoliques constitués de sous-
unités de flavan-3-ol qui forment des oligomeres et des polymeres. Ils se lient aux
protéines [60]. Ils sont issus de la voie des flavonoides, une branche de la voie des

phénylpropanoides, distincte de la synthese des tanins hydrolysables [63].
® Application :

Les tanins, composés polyphénoliques naturels, présentent un large éventail d’applications
tant en médecine que dans diverses industries. Sur le plan médical, leurs puissantes propriétés
antioxydantes permettent de neutraliser les radicaux libres et de réduire le stress oxydatif,
contribuant ainsi a la prévention et la prise en charge de maladies chroniques telles que le cancer

et les affections cardiovasculaires [64,65]. Leur activité antimicrobienne confére aux tanins une
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efficacité notable contre divers agents pathogénes, ouvrant la voie au développement de
nouveaux agents antimicrobiens [65]. De plus, ils montrent un potentiel prometteur dans la
gestion du diabéte de type 2, en favorisant 1’absorption du glucose et en inhibant I’adipogenése

[66].

D’un point de vue industriel, les tanins jouent un réle essentiel dans I’industrie du cuir, ou
ils sont utilisés pour le tannage des peaux grace a leur capacité a réagir avec le collageéne,
conférant au cuir une meilleure stabilité et durabilité [67,68]. Leur aptitude a former des liaisons
solides avec divers matériaux en fait également des composants clés dans la fabrication
d’adhésifs et de revétements, notamment dans les secteurs du bois et de la construction [69].
Dans I’industrie alimentaire, les tanins interviennent comme agents clarifiants dans les boissons
fermentées telles que le vin et la biere, tout en jouant un role dans le profil sensoriel de certains
aliments. Enfin, leurs propriétés de liaison avec les métaux lourds leur conferent des
applications précieuses dans le traitement des eaux usées, facilitant 1’¢limination des polluants

et contribuant a la protection de I’environnement [70].

II1. 3. 3. 3. Biosynthése des composés phénoliques :

La biosynthese des polyphénols est un processus complexe impliquant de multiples voies
et mécanismes de régulation. Ils sont synthétisés principalement par les voies du shikimate et

des phénylpropanoides.
III. 3. 3. 3. 1. Voie du shikimate :

Cette voie est cruciale pour la synthése des acides aminés aromatiques, précurseurs de
nombreux polyphénols. Elle implique une série de réactions enzymatiques qui transforment les

glucides simples en composés aromatiques [71,72].
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Figure II1.7. Biosynthése des composés phénoliques par voie shikimate
I1I. 3. 3. 3. 2. Voie des phénylpropanoides :
Cette voie est responsable de la production d'une grande variété de polyphénols,

notamment des flavonoides, des stilbénoides et des hydroxycinnamates. Des enzymes clés telles

que la phénylalanine ammoniac-lyase (PAL) et la chalcone synthase (CHS) jouent un rdle

central dans cette voie [73,72].
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Figure I11.8. Biosynthése des composés phénoliques par voie phénylpropanoides.

I1I. 3. 4. Composés azotés :
I1I. 3. 4. 1. Definition :

Les composés azotés des métabolites secondaires désignent un ensemble de molécules
organiques biosynthétisées par les plantes a partir d'acides aminés, et caractérisées par la
présence d'au moins un atome d’azote dans leur structure chimique [74]. Ils incluent

principalement les alcaloides, les glucosinolates et d’autres composés.

I1I. 3. 4. 2. Classification :
I1I. 3. 4. 2. 1. Alcaloides :
® Definition :

Les alcaloides sont des composés naturels caractérisés par la présence d'au moins un atome

d'azote dans leur cycle hétérocyclique [75], comprenant plus de 6 000 composés.
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® (lassification :

Les alcaloides peuvent étre classés en différentes classes en fonction de leur structure
chimique, de leur activité biologique et de leurs voies de biosynthése [75]. On trouve

principalement : les alcaloides vrais, les pseudo-alcaloides et les proto-alcaloides.

» Alcaloides vrais :

Les alcaloides vrais sont des dérivés des acides aminés, de stucture hétérocyclique
qui contiennent généralement un atome d’azote, a titre d’exemple on trouve : la nicotine,

la morphine, la cocaine et la quinidine [76].

\ . \\\\\\\\

/
N

Figure II1.9. Structure de nicotine

> Pseudo- alcaloides :

Les pseudo-alcaloides ne sont pas des dérivés des acides aminés mais ils présentent
le plus souvent toutes les caractéristiques des alcaloides vrais, parmi ces composés on

trouve la caféine, la solanine, 1’aconitine et la pilocarpine [77,78].
o
\N)t/
)
A A

Figure I11.10. Structure de caféine
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> Proto- alcaloides :

Les proto-alcaloides sont des derivés des acides aminés dont 1'atome d'azote n'est
pas inclus dans un systéme hétérocyclique mais forme plutot des groupements aminés
latéraux, parmi ces composés on trouve 1’éphédrine, mescaline, 1’adrénaline,

I’hordenine et la tyramine [79].

OH

ZT

HO

HO

Figure I11.11. Structure de I’andrénaline

I1I. 3. 4. 3. Propriétés thérapeutique :

Les alcaloides, extraits de plantes, d'organismes marins ou d'invertébrés, présentent un
large éventail d’activités pharmacologiques. Parmi celles-ci, leurs effets anti-inflammatoires
sont particulierement notables, notamment par I’inhibition des voies du facteur nucléaire kappa
B (NF-«B) et de la cyclooxygénase-2 (COX-2). Ces mécanismes sont essentiels dans la prise
en charge de I’inflammation chronique et des maladies neurodégénératives (MND) telles que
la maladie d’Alzheimer, en interagissant notamment avec ’acétylcholinestérase (AChE) et

d'autres voies neuroprotectrices [80,81].

Par ailleurs, les alcaloides stéroidiens se sont révélés étre des agents anticancéreux
prometteurs, grace a leur capacité a moduler des voies moléculaires impliquées dans la
prolifération, la différenciation et I’apoptose cellulaires. Leur efficacité a ét¢ démontrée dans
plusieurs études in vitro et in vivo, suggérant leur potentiel en tant que agents anticancéreux
sélectifs [82,83]. Certains alcaloides ont montré une efficacité particuliére contre le cancer
colorectal, en induisant 1’arrét du cycle cellulaire et en inhibant la prolifération des cellules

cancéreuses, soulignant leur potentiel en tant qu'agents chimiothérapeutiques [84].

Leur activité antivirale a également ét¢ explorée, notamment dans le contexte de la

COVID-19, ou des composés tels que la berbérine et la quinine ont démontré leur capacité a
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inhiber des cibles protéiques virales et a réduire les marqueurs inflammatoires, en faisant des

candidats prometteurs pour le développement de nouveaux traitements antiviraux [85].

Ainsi, la valeur thérapeutique des alcaloides est de plus en plus reconnue, et les recherches
actuelles continuent d’explorer leur potentiel dans le traitement de maladies complexes telles

que le cancer, les maladies neurodégénératives et les infections virales.

III. 3. 5. Composés terpéniques :

I1I. 3. 5. 1. Définition :

Les terpénoides sont un groupe d'hydrocarbures produits en grande quantité par les plantes,
principalement présents dans la séve et les vacuoles cellulaires [86], et ils sont dérivés de

l'isopréne [87].

Z

Figure II1.12. Structure de I’1sopréne
III. 3. 5. 2. Classification :

Les terpénes sont classés en quatre classes en fonction du nombre d'unités d'isopreéne qu'ils
contiennent, notamment les monoterpenes (C10), les sesquiterpenes (C15), les diterpenes (C20)

et les triterpenes (C30).
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Tableau II1.6. Classification des Composés terpéniques.

Les monoterpenes Ces composés sont constitués de deux
unités isopréne, parmi ces composes

on trouve le menthol et 1’eugénol.
OH

Structure de menthol.

_° A

HO
Structure d’eugénol.

IIs sont constitués de trois unités

Les sesquiterpénes
isopréne. Dans cette classe on peut
cité le cadinene et le caryophyllene.

Structure de cadinene.

&

Structure de caryophylléne.

Les Diterpenes Ce sont composés de quatre unités
d'isoprene.
Les Triterpénes C’est a cette famille qu’appartiennent

les stéroides
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III. 3. 5. 3. Application dans diverse domaine :

Les terpénes présentent un large éventail d'activités biologiques, notamment des propriétés
antibactériennes, antivirales, antioxydantes et anticancéreuses. Ils sont utilisés dans le
traitement de maladies telles que le cancer, le diabéte et les troubles neurodégénératifs [87].

Par ailleurs, Les terpeénes sont des composants clés des huiles essentielles et contribuent a

leur utilisation dans les parfums, les produits de soin de la peau et autres articles de soins

personnels [88].

D’autre part, Industrie alimentaire : Les terpénes sont utilisés dans ’industrie alimentaire

pour en améliorant les saveurs et les ardmes, comme I'aréme fruité du baijiu chinois [87].
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IV .1. Introduction :

Afin d’effectuer cette étude, un protocole expérimentale précis a été ¢laboré dans le but
d’évaluer a la fois les propriétés phytochimiques ainsi que les activités biologiques de deux
plantes endémiques de 1’Est algérien a savoir : Brassica fruticulosa subsp. Numidica et Brassica
insularis Moris, especes appartenant a la famille des Brassicacées, reconnue pour la richesse de

ses métabolites et son potentiel bioactif.

Cette section expose de manicre précise I’ensemble des étapes expérimentales suivies,
depuis la collecte des especes étudiées jusqu’a 1’application des différentes techniques de
phytochimie (extraction, analyse quantitative et qualitative des extraits) ainsi que les méthodes

utilisés pour 1’évaluation des propriétés biologiques.

Le but est de garantir la robustesse et la fiabilit¢ des résultats, tout en soulignant la
pertinence méthodologique des approches sélectionnées pour la comparaison des deux especes

végétales.

IV. 2. Matériel végétal :

IV. 2. 1. Présentation des espéces étudiées :

Pour ce travail, deux especes endémiques de la famille des Brassicaceae ont été choisies :
Brassica fruticulosa subsp. Numidica (Coss) et Brassica insularis Moris.

Brassica fruticulosa subsp. Numidica (Coss) représente une sous-espece exclusivement
endémique de la région nord-est de 1'Algérie, principalement présente dans les régions cotieres
et sublittorales de Kabylie et de 1'Est algérien [1,2]. Malgré son affiliation au genre Brassica,

qui est connu pour la diversité de ses métabolites secondaires, cette plante est rarement

examinée.

Brassica insularis Moris est une espece méditerranéenne peu commune, observée en
Algérie dans quelques localités de I'Est, généralement en symbiose avec des environnements
rocheux et littoraux. En raison de son statut endémique régional et de sa faible population [1],
cette espece suscite un intérét particulier pour des études approfondies, a la fois en termes de

biodiversité et de valorisation chimique et pharmacologique.
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Ces deux especes constituent un précieux patrimoine naturel qui n'a pas encore été
pleinement exploré, ce qui justifie la nécessit¢ d'approfondir leur étude sur le plan

phytochimique et biologique.
IV. 2. 2. Présentation de la région d’étude :

La wilaya d'Annaba, localisée dans le nord-est de 1'Algérie, s'étend sur une superficie
d'environ 1439 km? et est distante d'environ 600 km d'Alger. La région est délimitée au nord
par la mer Méditerranée, a I’est par la wilaya d’El Tarf, a ’ouest par Skikda et au sud par
Guelma. Le paysage est diversifié, incluant une cote étendue avec des plages et des
promontoires rocheux, des plaines fertiles telles que celle de la Seybouse, ainsi que la chaine

forestiére de I’Edough qui s'éléve a plus de 1000 metres d'altitude.

D'un point de vue floristique, on observe a Annaba une végétation méditerranéenne
caractérisée par la présence de foréts de chéne-liege (Quercus suber), de pin d'Alep (Pinus
halepensis) et de chéne zéen (Quercus canariensis). Cette région constitue €également un
important réservoir de biodiversité, hébergeant diverses especes endémiques et médicinales,
notamment celles appartenant a la famille des Brassicaceae, telles que Brassica fruticulosa

subsp. Numidica et Brassica insularis, qui sont l'objet de la présente étude [1].

Les deux sites d’étude situés dans la wilaya d’Annaba au nord-est de I’ Algérie, la Voile
Noire et le Cap de Garde constituent deux sites littoraux d’intérét écologique majeur.

L'lle rocheuse conique de La Voile Noire s'éléve a 143 meétres au-dessus du niveau de la
mer, se situant a l'extrémité d'une pointe avancée s'é¢tendant sur environ 800 metres en mer,

rappelant la forme d'un navire a voile. Elle est une composante essentielle du site littoral de

Seraidi, localisé a l'est d'Annaba (Figure IV.1).

Le Cap de Garde, connu également sous le nom de Ras el-Hamra, délimite la baie
d'Annaba et couvre une superficie d'environ 30 hectares, située a seulement 8 km du centre-
ville et a 5 km de la zone urbaine. Il s'avance vers 1'océan en s'étendant sur trois cotés (nord, est,
sud), comportant un phare historique construit en 1862 qui s'éleve a environ 17,5 métres au-
dessus du niveau de la mer. Idéalement situé¢ au pied du massif de I’Edough, un massif

montagneux couvert de foréts méditerranéennes dominé par les chénes licges, les bruyeres et
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I’arbousier, et désigné parc national en 2018, le Cap de Garde profite d’un climat méditerranéen

humide avec des brumes estivales qui favorisent une biodiversité abondante (Figure IV.1.).
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Figure IV.1. Situation géographique de la région d’étude.

Ces deux lieux sont des écosystemes cotiers rocheux singuliers, définis par leurs
microclimats, orientations et types de végétation propres. Ces zones ont été sélectionnées
comme sites d'étude en raison de la présence d'especes endémiques a haute valeur
phytochimique telles que Brassica insularis Moris (Voile Noire) et Brassica fruticulosa subsp.

Numidica (falaises calcaires du Cap de Garde).

IV. 2. 3. Collecte et identification botanique :

La collecte de Brassica insularis Moris a été réalisée en mars 2022, tandis que celle de
Brassica fruticulosa subsp. Numidica a eu lieu en décembre 2023.

Les plantes ont été collectées de maniere manuelle, puis déposés dans des sacs en papier

kraft avant d'étre transportés au laboratoire en vue de leur traitement.

L’identification botanique a ét¢ effectuée a I’aide de la flore de référence « Nouvelle flore
de I’Algérie et des régions désertiques méridionales » [1], et confirmée par le professeur Hamel

Tarek, botaniste du département de biologie de, Universit¢ BADJI Mokhtar -Annaba.

IV. 2. 4. Préparation des échantillons :
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Les plantes collectées ont été méticuleusement nettoyées, puis séchées a température
ambiante (25-30 °C), a I'abri de la lumiére et dans un environnement bien ventil¢, dans le but
de conserver les composés sensibles a la chaleur et a la lumiére [3]. Une fois les plantes
complétement séches, les échantillons ont été réduits en poudre a I'aide d'un broyeur électrique,
puis tamisés. Ils ont ensuite été stockés dans des flacons en verre hermétiques, protégés de la

lumiére et de I'numidité, en attendant leur utilisation.

1V. 3. Méthodes d’extraction :

L'extraction des métabolites secondaires a été réalisée a partir de la poudre séche issue des
parties aériennes de Brassica fruticulosa subsp. Numidica et de Brassica insularis Moris,

utilisée comme maticre premiere.

IV. 3. 1. Extraction par macération :

La poudre végétale séchée a été soumise a une extraction par macération. Une masse de
10 g de poudre a été ajoutée a un erlenmeyer renfermant 100 mL d’un solvant adéquat tel que
I’éthanol, ’acétate d’éthyle ou le dichlorométhane. Le mélange a été agité de maniere

intermittente et maintenu a température ambiante pendant 24 heures.

A Dissue de cette période de contact, le macérat est filtré a 1’aide d’un papier filtre
Whatman n°4. Les résidus solides sont ensuite remacérés dans une nouvelle quantité de solvant,
selon le méme protocole expérimental. Cette opération a été effectuée trois fois successivement

afin d’assurer une extraction maximale des constituants.

Les filtrats issus des trois macérations ont été regroupés, puis concentrés a 1’aide d’un
évaporateur rotatif a une température contrélée, comprise entre 35 et 40 °C, jusqu’a obtention
d’un extrait brut [4]. Le poids de ’extrait sec obtenu est mesur¢, puis ’échantillon a été conservé
dans un flacon hermétique, a I’abri de la lumicre et maintenu a basse température (4 °C), en vue

des analyses ultérieures.

IV. 3. 2. Extraction par ultrasons :
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L’extraction par ultrasons a ét¢ effectuée dans un bain a ultrasons (fréquence : 40 kHz ;
puissance : 200 W), a température ambiante (30-35 °C). La poudre végétale (10 g) a été mise
en suspension dans 100 ml de solvant (méthanol, éthanol), et soumise a une sonication de 30
minutes, afin de faciliter la libération des composés phytochimiques en perturbant les parois
cellulaires [5]. Apres filtration, I’extrait a été concentré au rotavapor, puis séché a 1’étuve a

40 °C [4].
IV. 3. 3. Extraction par par Soxhlet :

La méthode de Soxhlet a ét¢ mise en ceuvre en prenant 25 g de poudre végétale, introduit
dans une cartouche en cellulose, puis soumis a une extraction séquentielle avec des solvants de
polarité croissante : hexane, chloroforme, acétate d’éthyle, éthanol. Chaque extraction a duré
environ 2 a 3 heures, avec un volume de 250 ml de solvant. Les extraits ont ensuite été
concentrés par évaporation rotative, puis conservé a une température de 4°C dans des flacons

en verre ambré.

Tableau IV.1. Protocole d’extraction par par Soxhlet de Brassica fruticulosa subsp.

Numidica.
Nombre de cycles | 6 7 5 7
Durée de cycle 40 -35min | 25- 18 min 20 - 15min 30 - 25 min

Tableau IV.2. Protocole d’extraction par par Soxhlet de Brassica insularis Moris.

Nombre de cycles 8 9 5 10
Durée de cycle 20-15min | 25 -20 min 20 - 15 min 30 - 20 min
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IV. 3. 4. Rendement d’extraction :

Le rendement d’extraction a été déterminé en utilisant selon I’équation :

My
R(%) = Mf
Mp

* 100

Mk : masse de I’extrait sec obtenu (g),

Mp : masse initiale de la poudre végétale utilisée (g).

IV. 3. 5. Préparation des échantillons pour les analyses :

Apres ’obtention des extraits bruts par différentes techniques d’extraction (macération,
ultrasons et Soxhlet), des préparations spécifiques ont été effectuées en vue des analyses

phytochimiques qualitatives et quantitatives.
» Séchage et conservation des extraits

Les extraits concentrés ont été séchés dans une étuve a 40 °C afin d’éliminer les

traces résiduelles de solvant.

Les poudres séches obtenues ont été conservées dans des flacons en verre ambré,

hermétiquement fermés, et stockées a 4 °C jusqu’a leur utilisation.
> Préparation des solutions meéres

Pour chaque analyse, une solution mére de concentration 5 mg/ml a été préparée
en dissolvant une quantité appropriée de 1’extrait sec dans le solvant adéquat le méthanol,

ou le DMSO selon le test.

IV. 4. Analyse phytochimique :
IV. 4. 1. Criblage phytochimique :

Une analyse qualitative de criblage phytochimique a été effectuée en suivant la technique
de Harborne [3], afin de révéler la présence des grands groupes chimiques tels que les
flavonoides, les tanins, les saponines, les coumarines, les alcaloides, les cardénolides, les stérols,

les terpenes et les lipides.
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IV. 4. 1. 1. Test des flavonoides :

Macérer 2g de poudre végétale pulvérisée dans 40ml de HCI dilué a 1% pendant 24h.
Apres filtration, prendre 2 ml du filtrat et ajouter de NH4OH pour le rendre basique. La présence
des flavonoides est indiquée par I’apparition d’une couleur jaune claire dans la partie supérieure

de tube.

IV. 4. 1. 2. Test des tanins :

Faire macérer 2g de poudre végétal dans 1’éthanol a 1% pendant 2 heures. Apres filtration,
ajouter au filtrat quelques gouttes d'une solution de FeClsz a 2% (2g FeClz dans 100ml de
C>HsOH). La présence des tanins s’indique par 1’apparition soit d’une couleur verte (tanins

cathéchiques) ou bleu-noir (tanins galliques).

IV. 4. 1. 3. Test des saponines :

Faire chauffer un mélange de 2g de matériel végétal dans 50ml de H>O jusqu'a ébullition,
apres filtration laisser le mélange refroidir. Puis mettre quelques millilitres du filtrat dans un
tube a essais et 1’agite fortement. L’apparition d’une partie mousseuse indique la présence des

saponines.

IV. 4. 1. 4. Test des coumarines :

La solution a examiner a été obtenue par macération de 0,5 g du lyophilisat préalablement
préparé dans 10 ml d'éther éthylique pendant 24 heures. Par la suite, le mélange est filtré et le
volume est ajusté a 10 ml. Un volume de 1 ml est prélevé, suivi de 1'évaporation du solvant et
de l'addition de 400 pl d'eau chaude au résidu. Par la suite, le mélange obtenu est réparti dans
deux tubes a essai. Nous avons incorporé 100 pul de NH4OH (25 %) a l'un des contenus. Nous
avons soigneusement agité le mélange et procédé a I'observation de la fluorescence sous une

lumiére ultraviolette a une longueur d'onde de 366 nm.

La détection des coumarines se manifeste par 1'émission de fluorescence observée dans le

tube.
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IV. 4. 1. 5. Test des cardénolides :

Effectuer une macération de 2g de maticre végétale dans 40 millilitres d'eau distillée
pendant 2 heures. Apres filtration, prélever Sml du filtrat, puis 1'extraire avec un mélange de
5ml de chloroforme et d’éthanol. Eliminer la phase organique par évaporation et solubiliser le
précipité dans 1,5 ml d'acide acétique. Incorporer quelques gouttes de FeCl3 suivies de 0,5 ml

de H>SO4 concentré.

L’observation de 1'émergence d'une couleur vert-bleuté dans la phase acide, cela signale la

présence de cardénolides.

IV. 4. 1. 6. Test des alcaloides :

Consiste a faire une macération de 1g de poudre végétale dans 10 ml de HCI a 1% sous
agitation, pendant 2h. Apres filtration, on ajoute quelques gouttes de réactif de Mayer au filtrat.

L’apparition d’un précipité blanc indique la présence des alcaloides.

IV. 4. 1. 7. Test des stérols et terpénes :

Macération de 2g de drogue végétal dans 30ml d'éther de pétrole, pendant 24 heures. Apres
filtration et évaporation, faire dissoudre le résidu obtenu dans 0,5ml d’anhydre acétique et 0,5ml
de CHCls. L’ajout d’environ 1ml d’acide sulfurique concentré provoque 1’apparition d’un
cercle violet ou marron, qui vire progressivement au gris, cela indique la présence des stéroles

et de terpenes.

IV. 4. 1. 8. Test des lipides :

Macérer 3g de matiere végétal dans 50 ml d’hexane pendant 24h. L’obtention d’un extrait
brute de texture huileuse apres filtration et évaporation de mélange indique la présence des

lipides.
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IV. 4. 2. Dosage quantitatif :
IV. 4. 2. 1. Dosage des polyphénols totaux :

® Principe :

Le réactif de Folin—Ciocalteu subit une réduction par les composés phénoliques en milieu

alcalin, ce qui conduit a la formation d’un complexe bleu qui est mesuré a 765 nm.

Les résultats sont exprimés en [Lg équivalents d’acide gallique par mg d’extrait sec [6,7].

® Protocole :

L’évaluation des taux des polyphénols totaux de l'extrait brut est réalisée en utilisant la

méthode de Folin-Ciocalteu.

Dans une fiole jaugée de 25 ml contenant initialement 9 ml d’eau distillée, on introduit
Iml d’extrait de plante ou de la solution de I’acide gallique a des concentrations (20, 40, 60, 80,
100 mg/1). Suite a I’ajout de 1,0 ml de réactif de Folin—Ciocalteu et son agitation, la solution a
¢été laissée en réaction pendant 5 min. Ensuite, 10,0 ml de NaxCOs3 (7 % m/v) ont été introduite,
puis le volume a été ajusté jusqu’au trait de jauge avec de ’eau distillée. Apres incubation de
90 min a température ambiante a I’obscurité, I’absorbance a été mesurée a 750 nm a 1’aide d’un

spectrophotometre contre un blanc (une solution de méthanol [8].

La teneur en polyphénols des échantillons analysés sont déterminées par la relation

suivante :

Teneur totale en polyphénols (ug EAG / mg ES) = (C x V) / mgs
C = concentration équivalente en acide gallique (pg/ml),
V = volume total de I’extrait (ml),

mgs = masse d’extrait sec (mg,dextrait sec).

IV. 4. 2. 2. Dosage des flavonoides totaux :

® Principe :

La teneur en flavonoides totaux a ét¢ déterminée par la méthode colorimétrique dérivé des

protocoles classiques avec quelques ajustements. Le principe de cette méthode repose sur la
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réaction de formation d’un complexe entre les flavonoides et AICIl;, ce qui entraine une
coloration rose dont I’intensité varie en fonction de la concentration en flavonoides. La couleur
est quantifiée par spectrophotomeétre et ensuite confrontée a une courbe d’étalonnage établie en

utilisant la catéchine comme standard [9].

® Protocole :

Dans des fioles jaugées de 10 ml contenant 4 ml d’eau distillée, 1 ml d’extrait ou de
solution étalon de catéchine (20, 40, 60, 80 et 100 mg/I) a été ajouté. A Pinstant t = 0, 0,3 ml
de NaNO: a 5 % (p/v) ont été introduits ; aprés 5 minutes, 0,3 ml de AICI3 a 10 % (p/v) ont été
incorporés, suivis, 5 minutes plus tard, de 1’addition de 2 ml de NaOH IM. Immédiatement
apres, 2,4 ml d’eau distillée ont été ajoutés au mélange réactionnel, puis celui-ci a été agité
vigoureusement. L.’absorbance de la solution rose obtenue a été effectuée a une longueur d’onde
de 510 nm en comparaison avec un blanc (méthanol) a I’aide d’un spectrophotomeétre. Le teneur
des flavonoides totaux a été¢ déterminée a partir de la courbe d’étalonnage établie avec la
catéchine comme standard. Les résultats ont été rapportés en microgrammes équivalents
catéchine par milligramme d’extrait sec (ug EC/mg ES). Les analyses ont été effectuées en trois

répétitions afin de garantir la fiabilité des résultats obtenus.

IV. 4. 3. Caractérisation des métabolites par LC-MS/MS :
IV. 4. 3. 1. Principe de I’analyse LC-MS/MS :

L’analyse par chromatographie liquide a ultra-haute performance couplée a la
spectrométrie de masse en tandem (UPLC-ESI-MS/MS) repose sur deux étapes

complémentaires.

Séparation chromatographique (UPLC) : les composés phénoliques et flavonoidiques
présents dans les extraits sont séparés sur une colonne C18 en fonction de leurs affinités
différentielles avec la phase stationnaire et la phase mobile (mélange eau/acide formique et
méthanol). L utilisation d’un gradient d’¢lution permet de séparer efficacement les molécules,

méme lorsqu’elles sont de structures proches.

Détection et identification (MS/MS) : a la sortie de la colonne, les molécules sont

ionisées par électrospray (ESI) et introduites dans 1’analyseur de masse. En mode MRM
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(Multiple Reaction Monitoring), un ion précurseur caractéristique de chaque composé est
sélectionné, fragmenté, puis un ou plusieurs ions produits spécifiques sont détectés. Cette
approche assure une grande sensibilit¢ et une sélectivité élevée, permettant a la fois

I’identification et la quantification précise des analytes par rapport a des standards.

IV. 4. 3. 2. Protocole expérimental (UPLC-ESI-MS/MS) :

L’analyse a été réalisée a 1’aide d’un systéme Shimadzu UPLC-ESI-MS/MS 8040 équipé
de la technologie UFMS. La séparation chromatographique a été effectuée sur une colonne
Restek Ultra C18 (3 um, 150 x 4,6 mm) maintenue a 30 °C. La phase mobile était constituée
de solvant A (eau + 0,1 % d’acide formique) et de solvant B (méthanol), selon un gradient

spécifique (tableau

Tableau IV.3. Conditions du gradient d’élution

Extrait acétate d’éthyle de Brassica | 0 minto 0.2min A 98 %
insularis ~ Moris (extraction  par | 0.2 minto 7.5min A 25%
maceération) 7.5minto 12.5min A 0%
12.5minto 17min A 0%
17 min to 18min A 98%
18 minto 2Imin A 98%

Extrait éthanolique de Brassica insularis | 0 minto 0.2min A 98 %
Moris (extraction par macération); 0.2min to 7.5min A 25%
7.5minto 12.5min A 0%
12.5minto 17min A 0%
17 minto 18min A 98%
18 minto 21min A 98%

Extrait  éthanolique = de  Brassica | 0.lminto2min A 95%
fruticulosa subsp. Numidica (extraction | 2 minto I5min A 95%
par macération). 15 minto 18min A 5%
18 min to 20min A 5%
20minto 30 min A 95%

Extrait  acétate  d’¢thyle  Brassica | 0.Iminto 2 min A 95%
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fruticulosa (extraction par macération). 2minto I5min A 95%
15 minto 18min A 5%
18 min to 20min A 5%
20minto 30 min A 95%

Extrait  éthanolique  de  Brassica | 0.Iminto 2 min A 95%
fruticulosa subsp. Numidica (extraction | 2 minto I5min A 95%
par ultrasons). 15 minto 18min A 5%
18 minto 20min A 5%
20minto 30 min A 95%

Extrait méthanolique de Brassica | Ominto 0.2min A 98 %
fruticulosa subsp. Numidica (extraction | 0.2 minto 7.5min A 25%
par ultrasons). 7.5 minto 12.5min A 0%
12.5minto 17min A 0%
17 min to 18min A 98%
18 minto 21min A 98%

Le débit était de 0,20 mL/min, le volume d’injection de 5 pL, pour une durée totale

d’analyse de 21 min.

Les conditions de la source ESI ont été fixées comme suit : gaz CID 230 kPa, tension de
dynode de conversion —6,0 kV, température DL 250 °C, température du bloc chauffant 400 °C,

deébit de gaz de nébulisation 3,0 L/min, et débit de gaz de séchage 10,0 L/min.

Les données ont été acquises en mode MRM (Multiple Reaction Monitoring), permettant
de sélectionner pour chaque analyte un ion précurseur et un ou plusieurs ions produits
caractéristiques. La quantification a ét¢ réalisée par interpolation sur une courbe d’étalonnage
établie a partir de standards préparés dans les mémes conditions que les échantillons. Les

résultats sont exprimés en pug de composé par g de matiere séche (ug/g MS) [10, 11].
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IV. 5. Activités biologiques :

IV. 5. 1. Evaluation de I’activité antioxydante :
IV. 5. 1. 1. Piégeage du radical DPPH :
IV.5.1. 1. 1. Principe :

Le principe du test utilisant le DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) repose sur la
capacité des molécules antioxydantes a neutraliser ce radical libre stable, caractérisé¢ par sa
couleur violette intense. La réduction du DPPH par un antioxydant se manifeste par une
diminution de I’intensité de couleur mesurable par spectrophotometre, en corrélation avec la

capacité de piégeage des radicaux libres des extraits [12].

IV. 5. 1. 1. 2 Protocole :

Une solution méthanolique de DPPH a 0,004% (P/V) (100 uM) a été préparée fraichement.
0,1 ml d’extraits ou de solution d’étalonnage de vitamine C a différente concentration ont été
introduite dans 2,9ml de DPPH. Ensuite, le mélange a été incubé a 1’obscurité, a température

ambiante, pendant 30 minutes.

La mesure d’absorbance a ¢été effectué¢e a une longueur d’onde de 517 nm a I’aide d’un
spectrophotometre, en utilisant le méthanol comme blanc. L’activité antioxydante a été

quantifiée en valeur ICso (concentration inhibant 50 % du radical).

IV. 5. 1. 2. Piégeage du radical ABTS :
IV.5. 1. 2. 1. Principe :

Le protocole du test utilisant I’ABTS (2,2'-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonate))
repose sur la formation du radical cation ABTS"e, qui présente une couleur bleue verte. Les
antioxydants contenus dans les extraits réduisent ce radical, ce qui se traduit par une diminution

de I’absorbance mesurable, proportionnelle a leur capacité de piégeage [13].
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IV.5. 1. 2. 2. Protocole :

Le radical ABTS** a été formé par la réaction entre une solution d’ABTS (7 mM) et de
persulfate de potassium (2,45 mM), suivie d’une incubation a I’abri de la lumiére pendant 12 a
16 heures. Avant utilisation, la solution a été diluée avec du méthanol afin d’obtenir une
absorbance de 0,70 = 0,02 a une longueur d’onde de 734 nm. Apres avoir mélangé 0,1 ml
d’extraits ou de solution d’étalonnage de vitamine C avec 4,9 ml de solution ABTS,
I’absorbance a été mesurée suite a une incubation de 10 minutes. L’activité antioxydante a été

exprimée en ICso.

IV. 5. 2. Evaluation de Dactivité antidiabétique in-vitro
IV. 5. 2. 1. Inhibition de I’a-amylase :
IV.S. 2. 1. 1. Principe :

L’enzyme a-amylase catalyse la dégradation de I’amidon en sucres réducteurs. Le DNSA
(acide 3,5-dinitrosalicylique) réagit avec ces sucres en présence de chaleur, ce qui conduit a la
formation d’un complexe orangé dont 1’absorbance est mesurée a 540 nm. La réduction de

I’absorbance en présence d’un extrait indique une inhibition enzymatique [14].
IV.S.2.1. 2. Protocole :

25 pl d'extrait ont été mélangé avec 50 pul d'une solution d'alpha-amylase, puis incubé
pendant 10 minutes a 37°C. Par la suite, il convient d’ajouter un volume de 50 pl d'amidon.
Une deuxieme période d’incubation de 10 minutes a une température de 37°C a été effectuce.
Suite a l'incubation, on a ajouté 25 ul d'acide hypochloreux (1M) et 100 ul d'iodure de
potassium i0dé ont été introduits. L'absorbance a été mesurée a 630 nm. En utilisant I'acarbose

comme substance de référence.
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IV. 5. 2. 2. Inhibition de I’a-glucosidase :

IV. 5. 2. 2. 1. Principe :

L’enzyme a-glucosidase provenant de la levure catalyse la réaction d’hydrolyse du p-
nitrophényl-a-D-glucopyranoside (pNPG) pour former du p-nitrophénol jaune, dont
I’absorbance est mesurée a 405 nm. La diminution de ’absorbance en présence d’un extrait est

indicative de I’inhibition [14].

IV. 5. 2. 2. 2. Protocole :

50 pl d'extrait ont été mélangé avec 100 pl de solution d'enzyme, avant d’incorporer

50 pl d’une solution de substrat (p-nitrophenyl-a-D-glucopyranoside).

Par la suite, il convient d’utiliser un spectrophotométre pour quantifier I'absorbance a une
longueur d’onde 405 nm, a une température de 37 °C. La premiere absorbance est effectuée 10
minutes apres 1’addition du substrat, suivie d’'une deuxiéme mesure est apres 30 minutes

d'incubation.

IV. 5. 3. Activité anti-Alzheimer — Inhibition de ’AChE et de 1a BChE :

IV. 5. 3. 1. Principe :

L’enzyme AChE (ou BChE) catalyse la réaction d’hydrolyse de 1’acétylthiocholine (ou
butyrythiocholine) pour former de la thiocholine. La réaction de la thiocholine avec le réactif
DTNB (5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoate), ¢galement connu sous le nom de réactif d’Ellman
conduit a la formation d’un ion jaune 5-thio-2-nitrobenzoate qui peut étre mesuré par
spectrophotomeétre a une longueur d’onde de 412 nm. La réduction de 1’absorbance en présence

d’un extrait indique I’inhibition de I’enzyme [15].
IV. 5. 3. 2. Protocole :

Le protocole consiste a incuber 20 pL d'une solution d’AChE ou BChE dans un tampon
de phosphate de sodium a 100 mM (pH 8,0) a 25°C pendant 15 minutes, en présence de 10 pL
de DTNB (0,5 mM) et 10 pL d'acétylthiocholineiodure ou de S-butyrylthiocholineiodure. Les
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mesures sont ensuite prises a une longueur d’onde de 412 nm moment distincts : 0 minute pour
la premiére mesure, 5 minutes pour la deuxieéme mesure, 10 minutes pour la troisiéme et 15

minutes pour la quatriéme mesure.

Pour évaluer le pourcentage d'inhibition des enzymes AChE ou BChE par rapport au blanc

(éthanol avec un tampon phosphate pH 8), on utilise la formule (E - S) /E *100.

IV. 5. 4. Evaluation de I’activité antimicrobienne :

IV. 5. 4. 1. Principe :

L’activité antimicrobienn a été évaluée contre plusieurs micro-organismes pathogénes
d’importance clinique, en utilisant la méthode de micro dilution en milieu liquide. Cette
technique est recommandée pour la détermination de la concentration minimale inhibitrice
(CMI), définie comme la plus faible concentration d’extrait capable d’inhiber totalement la

croissance visible du micro-organisme testé [16].

IV. 5. 4. 2. Micro-organisme testés :

¢ Bactéries a Gram négatif : Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae,

Pseudomonas aeruginosa.
¢ Bactéries a Gram positif : Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus.

¢ Levures pathogénes (Candida spp.) : Candida albicans, Candida kefyr, Candida

krusei, Candida lusitaniae et Candida tropicalis.

IV. 5. 4. 3. Protocole :

Les extraits ont été solubilisés dans du DMSO et dilués en série dans des microplaques
stériles de 96 puits (3,0-0,18 mg/ml), en maintenant une concentration finale de DMSO < 1 %.
Les inocula microbiens, préparés a partir de cultures fraiches (18-24 h) et ajustés a 4,6 x 107
UFC/ml, ont été ajoutés aux puits (100 pl), portant le volume final & 200 pl. Les contrdles
incluaient : amikacine (AK10) et amoxicilline-acide clavulanique (AMC30) pour les bactéries,

amphotéricine B (AM-B) pour les levures (controles positifs), DMSO < 1 % (contrdle négatif)
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et milieu seul (contrdle stérile). Les plaques ont été incubées a 37 °C pendant 24 h, puis la
croissance microbienne a été¢ évaluée par lecture de 1’absorbance a 620 nm. La CMI a été
déterminée comme la plus faible concentration d’extrait inhibant totalement la croissance

microbienne [17].

IV. 5. 5. Evaluation du potentiel inhibiteur de la formation de biofilm :

IV. 5. 5. 1. Principe :

Les biofilms bactériens constituent un mode de croissance communautaire associé a une
forte tolérance aux antibiotiques et a des infections chroniques récurrentes. L’évaluation du
potentiel inhibiteur des extraits sur la formation de biofilm a été réalisée a I’aide de la méthode
de coloration au cristal violet en microplaque. Cette méthode permet de quantifier la biomasse

totale du biofilm formé en présence ou en absence d’extraits végétaux [18, 19].

IV. 5. 5. 2. Micro-organismes testés :

Quatre souches cliniquement pertinentes ont été sélectionnées pour leur capacité a
produire des biofilms et leur implication dans les infections nosocomiales :
v’ Acinetobacter baumannii
v’ Klebsiella pneumoniae
v’ Pseudomonas aeruginosa
v

Enterococcus faecium

Ces especes sont fortement associées a la résistance antimicrobienne et aux infections

persistantes liées aux biofilms [18, 19].

IV. 5. 5. 3. Protocole :

Les bactéries ont été cultivées pendant une nuit dans un bouillon BHI supplémenté en 1 %
de glucose, puis diluées a 5 x 10° UFC/mL. Dans des microplaques stériles en PVC a 96 puits,
100 pL de suspension bactérienne et 100 uL d’extrait (méthanolique ou éthanolique) a
concentration sub-inhibitrice (Sub-MIC) ont été ajoutés. Les controles comprenaient : milieu
seul (contrdle négatif), inoculum sans extrait (contrdle de croissance) et ciprofloxacine a faible

73



Chapitre IV : Matériels et méthodes

concentration (controle positif). Apres incubation a 37 °C pendant 24 h, les puits ont été lavés
trois fois avec du PBS stérile (pH 7,2), puis les biofilms colorés avec du cristal violet a 0,1 %
pendant 15 min. Aprés ringage et séchage, le colorant fixé a été solubilisé avec de 1’éthanol 95 %

(ou acide acétique 33 %) et I’absorbance mesurée a 570 nm [20].

Le pourcentage d’inhibition a été calculé selon la formule suivante :

%E- Inhibition — ()Dtrontr;;eb_ ()Dét!h:iﬂtillﬂﬂ % 100
controle

OD contrsle : absorbance du biofilm formé sans extrait (contrdle de croissance).

OD ¢&chantilion : absorbance du biofilm formé en présence d’extrait.

IV. 5. 6. Evaluation de I’activité anti-inflammatoire in-vitro :

L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire in-vitro des extraits a été réalisée a travers le
test d’inhibition de la dénaturation des protéines, méthode largement utilisée comme modele
simple et fiable pour la mise en évidence des propriétés anti-inflammatoires des composés

naturels et de synthese.

IV. 5. 6. 1. Principe :

La dénaturation des protéines est un processus qui peut étre induit par la chaleur ou par
divers agents dénaturants. Elle se traduit par une perte de la structure tridimensionnelle native
de la protéine, entrainant une altération de sa fonction biologique. Ce phénomene est impliqué

dans plusieurs processus inflammatoires.

La capacité d’un composé a inhiber la dénaturation protéique est donc considérée comme
un indicateur de son potentiel anti-inflammatoire.
Dans ce travail, 1’albumine sérique bovine (BSA) a été utilisée comme protéine modele. Les
extraits a tester ont été comparés a un controle positif, le Diclofénac sodique (75 mg/3 ml), et a

un contrdle négatif (BSA seul) [21, 22].

IV. 5. 6. 2. Réactifs utilisés :

-Albumine sérique bovine (BSA) : Protéine modele utilisée pour évaluer la dénaturation.
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Sert de substrat sensible aux conditions de dénaturation.

-Tampon (souvent : phosphate salin PBS ou Tris-HCI, pH 6,4 — 7,4) : Maintient un
environnement stable pour la protéine.

-Contrdle positif : Diclofénac sodique (75 mg/3 ml injectable) : Anti-inflammatoire de
référence, utilisé pour comparaison.

-Eau distillée (ou ultra pure) : Pour la préparation des solutions et dilutions.

-Solution de NaOH (1N ou 0, 1N, selon méthode) : Parfois utilisée pour ajuster le pH apres

chauffage et stabiliser la lecture optique.

IV. 5. 6. 3. Protocole :

L’activité anti-inflammatoire in-vitro a été évaluée par le test d’inhibition de la
dénaturation des protéines, en utilisant 1’albumine sérique bovine (BSA) comme protéine
modele. Dans ce cadre, la BSA a ét¢ incubée en présence des échantillons a tester et comparée
a deux témoins : un témoin négatif constitué de la protéine seule et un témoin positif représenté
par le diclofénac sodique. Les mélanges obtenus ont été soumis a des conditions dénaturantes

contrdlées, provoquant une altération de la conformation native de la protéine.

Aprés refroidissement, 1’ampleur de la dénaturation a été évaluée par mesure
spectrophotométrique de 1’absorbance, puis les résultats ont été exprimés en pourcentage

d’inhibition selon la formule suivante :

% inhibition = 100 — {[(Extract Abs - Control Abs) / Extract Abs] x 100}

Ou Abs Exirait correspond a I’absorbance du mélange contenant la BSA et 1’échantillon étudié,

tandis que Abs contrsle désigne 1’absorbance du témoin négatif.

Les essais ont été réalisés en réplicas afin d’assurer la fiabilité des données, et les résultats
ont ét€ soumis a une analyse statistique appropriée afin d’évaluer la signification des différences

observées entre les échantillons et les témoins.
IV. 5. 7. Analyse statistique :

Toutes les données expérimentales ont été présentées comme la moyenne + écart-type (SD)
sur la base de trois expériences indépendantes réalisées en triplicata. Les comparaisons

statistiques ont été effectuées en utilisant une analyse de variance a un facteur (ANOVA), suivie
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du test post hoc de Tukey pour déterminer les différences significatives, avec un seuil de p <
0,05 considéré comme statistiquement significatif. Les valeurs d'ICso et les concentrations
efficaces ont été déterminées par analyse de régression non linéaire. L'analyse des données et
la génération de graphiques ont été réalisées a l'aide du logiciel GraphPad Prism (Version 9.0,

GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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Chapitre V : Résultats et discussion

V. 1. Criblage phytochimique :

Dans notre travail, les essais phytochimiques ont été réalisés selon les techniques

Classiques décrites par Harborne [1].

L’analyse phytochimique des extraits de Brassica insularis Moris et Brassica fruticulosa
subsp. Numidica a révélé la présence de diverses classes marquantes de métabolites secondaires,
avec différences significatives en termes d’intensité selon 1’espéce dans le (Tableau V.1.). Ce
genre de dépistage représente une étape cruciale dans la détermination la valorisation

biologique et pharmacologique des especes végétales [2].

Les résultats sont classés selon :

* test tres positif : (++ +).
* test positif : (+ +).
* test faiblement positif : (+).

* test négatif : (—)

Tableau V.1. Screening phytochimique des deux plantes étudiées

Métabolites Brassica insularis Brassica
secondaires Moris fruticulosa subsp.
Numidica
Alcaloides - -
Flavonoides +++ +++
Saponines ++ +++
Tanins +++ 4
Cardénolides ++ -
Stérols et terpénes +++ ++
Lipides ++ +
Coumarines + +

L’absence des alcaloides chez les deux especes est en accord avec les observations
généralement constatées pour la majorité des especes du genre Brassica, qui ont tendance a étre

pauvres en alcaloides ou a ne pas en accumuler de manicre notable [3].

Cependant, elles posseédent toutes les deux une concentration élevée en flavonoides et

tanins (+++), des éléments couramment répandus dans les Brassicaceae [4, 5], reconnus pour
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leurs fortes capacités antioxydantes, anti-inflammatoires et leurs rdles protecteurs contre le

stress oxydatif [4, 6].

Les saponines sont présentes de maniere modérée dans B. insularis (++) mais fortement
exprimées dans B. fruticulosa (+++), ces composés amphiphiles laissan entrevoir un potentiel

immunomodulateur et antimicrobien plus prononcé chez cette derniére [7].

Les cardénolides qui sont absents chez B. fruticulosa, ont été identifiés en quantité
modérée (++) chez B. insularis, ce qui représente une découverte significative etant donné que
ces composés posseédent une activité cardiotonique et sont rarement signalés chez les

Brassicaceae [8].

En ce qui concerne les stérols et terpenes, on observe une significative (+++) par rapport

a B. insularis.

Les deux especes renferment les lipides, avec une concentration abondance 1égerement
supérieure chez B. insularis [9]. Leur présence dans les extraits végétatifs pourrait indiquer un

potentiel pour des usages cosmétiques ou dermatologiques.

Enfin, les deux espéces contiennent une quantité modeste (+) de coumarines en faible
quantité (+), des composés aromatiques dotés de propriété effets antioxydants et antimicrobiens

bien établies [10].

Dans I’ensemble, malgré des profils phytochimiques similaires, B. insularis se caractérise
par la présence exclusive de cardénolides ainsi qu’une concentration plus élevé en stérols et
lipides, tandis que B. fruticulosa se distingue par sa teneur élevée en saponines, suggérant des

applications thérapeutiques distinctes.
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V. 2. Etude phytochimique et biologique des extraits de B. insularis Moris :
V. 2. 1. Extraction par macération :

V. 2. 1. 1. Dosage des polyphénols totaux, des flavonoides :

Tableau V.2. Rendement et taux des polyphénols et des flavonoides des extraits obtenus par

maceération de la partie aérienne de Brassica insularis Moris.

Dichlorométhane | 0,39% 118,18 +0,88 | 101,69 +1,53
Acétate d’éthyle 4,30% 163,74 +£0,58 | 75,15 £0,13
Ethanolique 12,60% 254,49 0,35 | 34,54 +0,38
15,00%
10,00%
5,00%
0,00% —

Dichlorométhane Acétate d’¢thyle  Ethanolique

@ Rendement d'extraction

Figure V.1. Rendement d’extraction des extraits obtenus par macération de la partie aérienne

de Brassica insularis Moris.
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Figure V.2. Taux des polyphénols et des flavonoides des extraits obtenus par macération de la

partie aérienne de Brassica insularis Moris.
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L’analyse des résultats présente dans le (Tableau V.2). Des extraits de Brassica insularis
Moris obtenus a I’aide de solvants de polarité croissante (dichlorométhane, acétate d’éthyle et
¢thanol) a révélé des variations significatives en ce qui concerne le rendement d’extraction,
ainsi que le taux en polyphénols et en flavonoides.

Les résultats obtenus mettent en évidence 1’impact significatif du solvant sur le rendement
d’extraction et également sur la composition chimique des substances extraites comme il
montre la (Figure V.1). L’éthanol solvant polaire donne un rendement d’extraction élevé avec
un pourcentage de 12,60%, expliquant par la capacité des solvants polaire comme 1’éthanol a
extraire les métabolites secondaires hydrosoluble [11]. A I’inverse, le dichlorométhane, solvant
apolaire donne le pourcentage de rendement le plus faible avec une valeur de 0,39 %, cela
indique que la Brassica insularis Moris contient peu de composés lipophiles extraites dans ces
conditions, et que leurs solubilités restent limitées dans les solvants apolaires [12]. D autre part,
I’acetate d’éthyle moyennement polaire présente un pourcentage de rendement moyen avec une

valeur de 4,30%.

Concernant la teneur en polyphénols totaux, exprimée en ug équivalents d’acide gallique
par mg d’extrait (ug EAG/mg) (Figure V.2), ’extrait éthanolique présente le taux le plus éleve
(254,49 + 0,35 ng EAG/mg), suivi par 1’acétate d’éthyle (163,74 + 0,58 pg EAG/mg) et le
dichlorométhane (118,18 + 0,88 ung EAG/mg).

Les résultats obtenus sont cohérents avec plusieurs travaux antérieurs sur le genre Brassica,
notamment B. oleracea et B. rapa, qui montrent également une extraction optimale des
polyphénols avec des solvants polaires comme I’éthanol ou le méthanol confirment I’efficacité

de I’¢thanol pour I’extraction de composés phénoliques [13].

En revanche, on observe une évolution inverse en ce qui concerne la quantité totale de
flavonoides, exprimée en ug équivalents de catéchine par mg d'extrait (ug EC/mg) Figure B.
Le taux le plus élevé est déterminé avec l'extrait de dichlorométhane (101,69 £+ 1,53 pg EC/mg),
suivi par l'acétate d'éthyle (75,15 £ 0,13 ug EC/mg), alors que 1'éthanol démontre la valeur la
plus basse (34,54 + 0,38 pg EC/mg). Cette répartition pourrait étre attribuée a la composition
chimique des flavonoides contenus dans 1'échantillon, certains étant potentiellement plus

hydrophobes, en particulier ceux comportant des groupes méthoxylés ou acétylés.
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V. 2. 1. 2. Analyse chromatographique par LC-MS-MS :

L'analyse effectuée par chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse -LC-

MS-MS (voir annexe 1) a permis d'identifier qualitativement les composés chimiques présents

dans les extraits éthanolique et acétate d'éthyle de Brassica insularis Moris, comme le montre

(Tableau V.3.).

Tableau V.3. Composition chimique des extraits éthanoliques et acétate d’éthyle de Brassica

insularis Moris déterminée par LC-MS-MS

Composés Tr % Relative Composés Tr % Relative
Acide syringique 4,853 0,06% Acide férulique 6,645 | 0,04%
Acide p-coumarique | 8,588 0,24% Acide syringique 7,606 | 0,03%
Resvératrol 9,863 0,34% Acide p- coumarique 8,545 |0,11%
Naringénine 10,812 | 0,08% Lutéoline 8,584 | 0,03%
Thymol 11,736 | 0,05% Resvératrol 9,865 | 0,16%
Acide folique 12,567 | 0,01% Curcumine 10,490 | 0,004%
Riboflavine 14,740 | 98,62% Naringénine 10,814 | 0,09%
Epicatéchine 14,763 | 0,01% Thymol 11,577 | 0,04%
Béta-Caroténe 15,540 | 0,58% Acide cinnamique 12,214 | 0,11%
Acide oléanolique 16,572 | 0,008% Acide folique 12,438 | 0,02%
Acide picrique 19,122 | 0,002% Acide oléanolique 14,601 | 0,006%

Riboflavine 14,741 | 99,23%
Béta-Caroténe 15,538 | 0,10%
Acide caféique 20,202 | 0,03%

Les résultats révelent des différences significatives dans la qualité et la distribution relative

des substances bioactives entre les deux extraits. Ces variations, particulierement marquées

pour les composés phénoliques, les flavonoides, les caroténoides, les vitamines et les triterpénes,

illustrent I’influence majeure du solvant utilisé lors du processus d’extraction.
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L'extrait éthanolique se distingue par une concentration particulicrement élevée en
riboflavine (98,62 %), cela représente une caractéristique exceptionnelle en comparaison des
profils phytochimiques généralement observés dans les especes du genre Brassica [14]. La
riboflavine, également connue sous le nom de vitamine B2, est essentielle pour les réactions
d'oxydo-réduction en raison de ses formes Coenzymatiques (FMN et FAD) [15] ; Egalement,
une concentration €levée de cette vitamine suggere un potentiel nutritif significatif pour cette
espece endémique. Des recherches indiquent que la riboflavine pourrait avoir un effet
neuroprotecteur en améliorant le métabolisme énergétique des neurones et en réduisant le stress

oxydatif, deux ¢léments essentiels dans le développement de la maladie d'Alzheimer [16].

En plus de la riboflavine, plusieurs autres composés antioxydants ont été identifiés, tels
que le béta-carotene (0,58 %), le resvératrol (0,34 %), 1'acide p-coumarique (0,24 %), ainsi que
des quantités plus faibles de naringénine, thymol, acide folique, acide syringique et acide
oléanolique (Tableau V.3.). Ces composés métaboliques dérivés sont largement reconnus pour
leurs diverses propriétés biologiques, y compris des effets antioxydants, anti-inflammatoires,

antidiabétiques et neuroprotecteurs [17].

Ce profil indique que I'éthanol, en tant que solvant polaire, facilite I'extraction de composés
hydrosolubles ainsi que de certains composés lipophiles légerement polaires tels que les

polyphénols.

Le profil de l'extrait a 1'acétate d'éthyle est également semblable, avec une prédominance
marquée de riboflavine (99,23 %). Cependant, on remarque des différences notables. Par
exemple, on note une extraction supérieure de certains composés phénoliques comme l'acide
férulique (0,04 %), I'acide cinnamique (0,11 %) et I'acide p-coumarique (0,11 %), ce qui indique

une préférence accrue de ce solvant pour les composés 1égerement moins polaires [18].

L'acide férulique, en particulier, est attribué d'une activité antidiabétique et
neuroprotectrice, grace a ses propriétés antioxydantes, sa faculté a diminuer I’inflammation

neurologique et prévenir les troubles cognitifs [19].

L'existence de la lutéoline (0,03%) et de la curcumine (0,004%), méme en petites quantités,
démontre ¢également une extraction réussie de flavonoides possédant des capacités
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antioxydantes, antidiabétiques [20 21], et neuroprotectrices puissantes [22, 23].

Les analyses LC-MS-MS menées révelent une composition chimique variée et riche dans
les extraits analysés, avec des différences marquées selon le solvant utilisé. L'extraction a
1'éthanol a une portée plus large, englobant des composés aussi bien polaires que non polaires,
tandis que l'acétate d'éthyle privilégie une extraction plus ciblée de certains acides phénoliques

et flavonoides.

V. 2. 1. 3. Activités antioxydante :

L’activité antioxydante des extraits de Brassica insularis Moris représentée dans le
Tableau V.4. A été évaluée via les méthodes DPPH et ABTS, montrant ainsi une capacité

antioxydante remarquable, qui varie selon le solvant utilisé pour 1’extraction.

Tableau V.4. Activité antioxydante des extraits obtenus par macération de Brassica insularis

Moris évaluée par les tests DPPH et ABTS.

Dichlorométhane 12,98 +0,04 71,84 +£1,59

Acétate d’éthyle 8,3340,12 | 59,88 + 1,50
Ethanolique 5,31 +0,02 58,53 +3,81
Acide 7,96 +0,01 58,3+7,4

ascorbique*

Le test DPPH a démontré une activité antioxydante puissante avec une valeur d’IC50 de
5,31 pg/ml surpassant méme 1’acide ascorbique (7,96 pg/ml) qui est utilisé comme antioxydant
de référence. L’extrait a I’acétate d’éthyle exhibe une activité antioxydante notable (IC50 =8,33

pg/ml), tandis que I’extrait au dichlorométhane s’est avéré le moins actif (IC50 = 12,98 pg/ml).

Cette efficacité est en accord avec la polarité des solvants utilisés, indiquant que la majorité
des composés métabolique responsable de 1’activité antioxydante sont principalement polaire
ou semi-polaire, comme le démontre les résultats de 1’analyse chromatographique. De plus,
I’efficacité réduite de 1’extrait dichlorométhane pourrait étre due a sa capacité limite a extraire

les composés hydrosolubles.
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Les résultats du test ABTS subir une tendance similaire, méme si les valeurs d’ICso soient
globalement plus élevées pour tous des extraits. L extrait éthanolique se distingue comme étant
le plus actif (ICso = 58,53 ng/mL), démontrant une efficacité¢ similaire a celle de ’acide
ascorbique (58,3 ng/mL), suivi de pres par I’extrait d’acétate d’éthyle (59,88 pg/mL). L’activité
de I’extrait dichlorométhane est plus modérée, s'élevant a (71,84 pg/mL). Il est & souligner que
le radical ABTS présente une sensibilité a une variété plus étendue de composés antioxydants,
qu’ils soient hydrophiles ou lipophiles, ce qui pourrait expliquer les divergences constatées par

rapport au test DPPH [24]

V. 2. 1. 4. Activité inhibition d’enzyme :

Les extraits de Brassica insularis Moris ont été analysés pour leurs potentiels inhibiteurs
sur quatre enzymes clés : ’acétylcholinestérase (AChE), la butyrylcholinestérase (BChE), I’a-

amylase et I’a-glucosidase. Les résultats sont regroupés dans le tableau suivant :

Tableau V.5. Evaluation in vitro de I’activité anti-cholinestérase et anti-diabétique des extraits

par macération de Brassica insularis Moris

Dichlorométhane | 10,19 12,48 5079,20 £1,47 | 175,96 +1,24
10,19 +0,10
Acétate d’éthyle | 14,84 21,29 3404,39 +0,93 | 149,59 +0,01
10,67 +0,40
Ethanolique 19,97 44,58 4264,12 £0,12 | 122,46 £0,45
13,60 +0,39
Galantamine* 6,27 +1,15 | 34,75 - -
+1,99
Acarbose* - - 3650,9 £10,7 | 275,43 +1,59

Les résultats soulignent le potentiel prometteur de ces extraits, notamment ceux issus de
l'acétate d'éthyle et de I'éthanol, dans la régulation enzymatique associée aux troubles

neurodégénératifs et au diabete de type 2.
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L'acétylcholinestérase et la butyrylcholinestérase sont deux types d'enzymes
cholinestérases qui jouent un role crucial dans la décomposition des esters de choline par
hydrolyse [25]. Il est important de souligner que 1'acétylcholinestérase se caractérise par sa
capacité a dégrader I'acétylcholine (ACh) de manicre plus rapide que d'autres esters de choline,
tandis qu'elle montre une activité réduite envers la butyrylcholine (BuCh) [26]. En contrepartie,
la butyrylcholinestérase métabolise le BuCh et la propionylcholine plus efficacement que I’ACh
[27].

Il est intéressant de mentionner aussi que le blocage de I'activité cholinestérasique peut
favoriser la restauration de 1'équilibre cholinergique, cette approche est fréquemment utilisée

pour soulager les symptomes de la maladie d'Alzheimer [28].

Selon nos résultats, 1’extrait de dichlorométhane révélé une une forte capacité inhibitrice
sur les enzymes cholinestérase AChE et BChE, avec des valeurs d’IC50 de 10,19 et 12,48 ng/ml
respectivement, valeurs qui se rapproche a celles de la Galantamine, un inhibiteur de référence
utilisé dans le traitement de la maladie d’Alzheimer [29]. Ces résultats suggerent que les
composés lipophiles extraits par le dichlorométhane interagissent de maniere efficace avec les

sites hydrophobes des enzymes cholinestérases.

En outre, I’extrait acétate d’éthyle a présenté une activité modérée avec des valeurs d'ICso
de 14, pg/ml pour I'AChE et de 21,29 pg/ml pour la BChE, tandis que 1'extrait éthanolique a
montré une activité plus faible, avec des valeurs d'ICso de 19,97 ng/ml pour I'AChE et de 44,58

pg/ml pour la BChE, soulignant ainsi une plus grande sélectivité envers I'AChE.

Cela pourrait étre expliqué par la faible quantit¢ d’acide oléanolique dans 1’extrait
¢thanolique (Tableau V.3.), reconnu pour son activité neuroprotectrice [30]. Ainsi que, la faible
concentration de curcumine dans ’extrait d’acétate d’éthyle (Tableau V.3.), qui est bien
documentée pour ses effets antioxydants, anti-inflammatoires, et pour son activité inhibitrice
des cholinestérases. En particulier, la curcumine est bien documentée pour ses effets
antioxydants, anti-inflammatoires, ainsi que pour son activité inhibitrice des enzymes

cholinestérases [31].

Cependant, la quantité limitée de ces composés pourrait justifier l'activité relativement
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faible par rapport a l'extrait de dichlorométhane, dont le profil LC-MS n'a pas été établi dans
cette étude, mais qui pourrait renfermer des composés hydrophobes actifs a des concentrations

plus élevées.

D’autre part, les enzymes o-amylase et a-glucosidase sont des glucosides hydrolases
agissant de maniere exogene, ¢également connues sous le nom glucosidases, ils sont

indispensables pour I’hydrolyse des glucides au niveau de tractus intestinal [32].

L'a-amylase hydrolyse spécifiquement les liaisons o-D-(1,4) -glucane dans l'amidon,
tandis que l'a-glucosidase hydrolyse les résidus terminaux non réducteurs de divers substrats
glucidiques, entrainant la libération de 1’a-glucosidase [33]. Les inhibiteurs de ces enzymes
peuvent ralentir ce processus, ce qui les rend importants dans la prise en charge des troubles

liés a l'absorption des glucides, tels que le diabéte de type 2 et 1'obésité [34].

En termes d’activité anti-enzymatique (a-amylase et a-glucosidase), tous les extraits de
Brassica insularis Moris ont démontré une meilleure capacité inhibitrice contre les deux
enzymes, surpassant I’acarbose (inhibiteur standard), en termes d’inhibition de I'a-glucosidase.
L’extrait éthanolique s'est révélé étre le plus actif avec une valeur de ICso = 122,46 ng/ml, suivi
de I'extrait d'acétate d'éthyle (ICso = 149,59 ng/ml) et I’extrait au dichlorométhane qui a la plus
grande valeur (ICso = 175,96 pg/ml), tandis que l'acarbose a montré une valeur plus élevée (ICso
= 275,43 pg/ml). Ces résultats valident l'efficacité antidiabétique de la plante étudiée,
vraisemblablement due a la présence de resvératrol, dont les effets hypoglycémiants ont été

largement étudiés [35].

En ce qui concerne l'inhibition de 'a-amylase, elle s'est révélée étre plus modeste pour
tous les extraits, présentant une efficacité similaire a celle de l'acarbose uniquement pour
l'extrait d'acétate d'éthyle (ICso = 3404,39 pug/ml) contre une valeur de 3650,9 pg/ml pour

['acarbose.

Cette préférence marquée pour l'inhibition de 1'a-glucosidase par rapport a 1'a-amylase est
bénéfique car elle contribue a réduire les effets indésirables gastro-intestinaux liés a une
inhibition excessive de I’a-amylase [36].

V. 2. 2. Extraction par ultrasons :
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Cette méthode a pour objectif principal de diminuer le temps d'extraction tout en

améliorant le rendement.
V. 2. 2. 1. Dosages des polyphénols et des flavonoides :

Nous avons regroupé dans le tableau suivant les valeurs des rendements d’extraction ainsi
que les teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides totaux de la partie aérienne de Brassica

insularis Moris.

Tableau V.6. Rendement et de la teneur en composés phénoliques et flavonoides de Brassica

insularis Moris obtenus par extraction ultrasonique

Ethanolique 11,13 310,56 +0,44 | 28,69 +0,13
Méthanolique 14,5 355,61 £5,55 | 26,56 +0,09
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Figure V.3. Taux des polyphénols et flavonoides des extraits méthanolique et éthanolique

obtenus par extraction ultrasonique de Brassica insularis Moris.
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Comme on peut le voir, les rendements varient en fonction du solvant employé. L’extrait
méthanolique a présenté la valeur la plus ¢élevée (14,5 %), tandis que l'extrait éthanolique a
présenté une valeur de 11,13 %. Cette disparité peut s'expliquer par la polarité accrue du
méthanol, qui facilite la dissolution d'une variété de composés polaires, tels que les polyphénols

et certains flavonoides hydrosolubles [37].

Concernant le taux des composés polyphénoliques (Figure V.3.), I’extrait méthanolique a
¢galement révélé une valeur plus élevée (355,61 pg EAG/mg) comparativement a 1’extrait
éthanolique (310,56 ng EAG/mg). Plusieurs études précédentes ont démontré que le méthanol
est généralement plus performant pour 1'extraction des polyphénols des especes appartenant au

genre Brassica [38, 39], ce qui confirme notre résultat.

En outre, les résultats démontrent que 1’extrait éthanolique est plus riche en flavonoides
totaux avec une concentration de 28,69 ng EC/mg par rapport a l'extrait méthanolique (26,56

png EC/mg).

La différence des profils d'extraction observée entre les deux solvants souligne la nécessité

de sélectionner soigneusement le solvant pour optimiser la valorisation des compos¢€s bioactifs.

Ainsi que, La combinaison de l'extraction assistée par ultrasons avec l'utilisation de
solvants polaires a conduit a l'obtention d'extraits contenant une concentration élevée de
polyphénols et de flavonoides. Le méthanol s'est avéré étre plus efficace dans I'extraction des
polyphénols totaux, alors que 1'éthanol a Iégerement amélioré l'extraction des flavonoides. Ces
résultats sont en accord avec les informations disponibles dans la littérature concernant
l'interaction synergique entre la polarité du solvant et l'ultrasonication pour améliorer l'efficacité

de I'extraction des composés phénoliques.
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V. 2. 2. 2. Activité antioxydante :

L’évaluation de I’activité antioxydante des extraits éthanolique et méthanolique obtenus

par extraction ultrasonique a été effectu¢ en utilisant les tests DPPH et ABTS (Tableau V.7).

Tableau V.7. Activité antioxydante (DPPH et ABTS) des extraits de Brassica insularis Moris

obtenus par extraction ultrasonique

Ethanolique 7,25 +0,03 58,07 £8.45
Méthanolique 7,01 £0,06 50,48 £3,42
Acide 7,96 £0,01 58,3 +7.4

ascorbique*

Les deux extraits ont démontré une activité antioxydante significative, caractérisée par des
valeurs d'ICso tres faibles lors du test DPPH (environ 7 pg/mL). Ces valeurs sont similaires,
voire légerement supérieures, a celles de 1'acide ascorbique (7,96 pg/mL), ce qui confirme le
fort potentiel antioxydant de cette espece. L'extrait méthanolique (7,01 pg/mL) présente une
activité légerement supérieure a celle de 1'extrait éthanolique, ce qui suggere une plus grande

efficacité du méthanol dans l'extraction des composés responsables de cette activité.

Lors du test ABTS, les deux extraits se distinguent de maniere similaire, cependant I'extrait
méthanolique (50,48 pg/mL) montre une activité plus prononcée que l'extrait éthanolique
(58,07 pg/mL) ainsi que l'acide ascorbique (58,3 pg/mL). Cette disparité refléte une capacité
accrue de capture des radicaux libres par I'extrait méthanolique, vraisemblablement due a sa

haute teneur en composés phénoliques hydrosolubles.

Ces résultats refletent avec diverses €tudes portant sur le genre Brassica, qui mettent en
¢vidence une activité antioxydante significative due a la présence de polyphénols, de

flavonoides et de glucosinolates [40, 41].

De plus, l'utilisation de I'extraction assistée par ultrasons est un parametre indispensable
car elle permet de rompre les parois cellulaires et d'améliorer la libération des métabolites
bioactifs, comme le montrent diverses études menées sur des plantes riches en antioxydants

[42].
V. 2. 3. Extraction pas sohxlet :
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V. 1. 3. 1. Dosage des polyphénols et des flavonoides :

Les résultats de 1'étude phytochimique des phases d'extraction par Soxhlet sont présentés

dans le (Tableau V.8.) et illustrés par les Figure V.4. et Figure V.5. :

Tableau V.8. Rendement et de la teneur en composés phénoliques et flavonoides de Brassica

insularis Moris obtenus par extraction Soxhlet.

DU Rendement Polyphénols Flavonoide
% Mg EAG/mg s
Mg EC/mg
Phase héxane 6,2 131,95 +£0,60 69,26 £0,09
Phase chloroforme | 0,91 188,75 +0,85 70,72 £0,04
Phase acétate | 8,67 255,77 £0,79 104,13 +£0,18
d’éthyle
Phase éthanol 37,16 357,94 +0,89 29,18 £0,04
40,00%
35,00%
30,00%
25,00%
20,00%
15,00%
10,00%
5,00% E
cows —
Phase héxane Phase chloroforme Phase acétate d’éthyle  Phase éthanol
@ Rendement

Figure V.4. Taux de rendement des extraits obtenus par extraction Soxhlet de Brassica

insularis Moris.
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Figure V.5. Taux des polyphénols et des flavonoides des extraits obtenus par extraction

Soxhlet de Brassica insularis Moris.

L’analyse de ces résultats a montré ’effet de la méthode d’extraction et la durée de chaque
fraction sur la qualit¢é d’extrait. Les rendements d'extraction présentent une variation
significative en fonction de la polarité du solvant. L'éthanol a démontré le rendement le plus
¢éleve, atteignant 37,16 %, ce qui confirme son efficacité pour 1'extraction d'un large éventail de
composés polaires. Le taux de rendement obtenu avec l'acétate d'éthyle s'est situ¢ a un niveau
intermédiaire de 8,67 %, alors que les rendements des phases hexane (6,2 %) et chloroforme

(0,91 %) étaient nettement inférieurs.

L'analyse quantitative de phases obtenues via sohxlet a mis en évidence des variations
significatives en fonction du solvant d'extraction (Figure V.5), la composition en polyphénols
et en flavonoides varie de fagon significative. La phase éthanol présente une richesse
particuliere en composés phénoliques avec une valeur de 357,94 pg EAG/mg, suivie par la
phase acétate d’éthyle avec une teneur de 255,77 ug EAG/mg, de plus les phases apolaires se
distinguent par des teneuses plus faibles que les phases polaires et moyennement polaires. En
revanche, la phase acétate d’éthyle se distingue par une richesse maximale en flavonoides avec
une valeur de 104,13 pg EC/mg, suivie par les phases apolaires notamment la phase
chloroforme avec une valeur de 70,72 pg EC/mg, et la phase hexane avec une teneur de 69,26
ng EC/mg, d’autre part pour la phase éthanol, malgré sa richesse en polyphénol elle présente

une faible concentration en flavonoides.

Cette distribution variée refléte la sélectivité des solvants : 1'éthanol, en raison de sa
polarité ¢élevée, favorise l'extraction de polyphénols hydrosolubles tels que les acides
phénoliques et les tanins condensés, tandis que l'acétate d'éthyle favorise l'extraction des
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flavonoides, qui sont principalement semi-polaires. En outre, les extraits d'hexane et de
chloroforme montrent des concentrations moyennes de polyphénols et de flavonoides, ce qui

confirme leur capacité limitée a dissoudre ces composés bioactifs.
V. 2. 3. 2. Activités antioxydante :

L'efficacité antioxydante des extraits de Brassica insularis Moris a été examinée a l'aide

des tests DPPH et ABTS, et les données obtenues sont consignés dans le Tableau V.9.

Tableau V.9. Activité antioxydante (DPPH et ABTS) des extraits de Brassica insularis Moris

obtenus par extraction Soxhlet

Phase héxane 7,52 +0,11 65,68 +£1,66
Phase chloroforme 7,43 £0,11 68,95 +4,84
Phase acétate | 6,06 £0,12 45,72 £2,58
d’éthyle

Phase éthanol 7,25 £0,12 50,78 +£3,13

Acide ascorbique* 7,96 £0,01 58,3 +7.4

L'examen comparatif révele que toutes les fractions démontrent une capacité significative
a piéger les radicaux libres, méme si l'efficacité varie en fonction du solvant d'extraction

employé.

Pour le test DPPH, les valeurs de I'ICso allant de 6,06 a 7,52 pg/ml. La phase acétate
d'éthyle a démontré la plus grande activité avec une valeur d'ICso de 6,06 pg/ml, suivi par la
phase chloroforme (7,43 pg/ml), la phase éthanol (7,25 pg/ml) ainsi que la phase hexane (7,52
pg/ml). I convient de souligner que toutes ces fractions montrent une activité similaire, voire

supérieure a celle de I'acide ascorbique utilis¢ comme référence (ICso = 7,96 pg/ml).

En revanche, les résultats issus du test ABTS confirment la prééminence de la phase
acétate d'éthyle (ICso = 45,72 ng/mL), suivi par la phase éthanol (50,78 pg/ml). Les phases
hexane et chloroforme présentent une activit¢ moindre (ICso = 65,68 et 68,95 pg/ml
respectivement). Uniquement la phase acétate d'éthyle a montré une activité plus élevée que
l'acide ascorbique (ICso = 58,3 pg/ml), ce qui confirme son importance dans l'activité

antioxydante globale.

95



Chapitre V : Résultats et discussion

Ces résultats suggerent que les métabolites secondaires extraits a 1'aide de solvants semi-
polaires tels que I'acétate d'éthyle jouent un réle prépondérant dans l'activité antioxydante de B.

insularis.

V. 3. Etude phytochimique et biologique des extraits de Brassica fruticulosa
subsp. Numidica :
V. 3. 1. Extraction par macération :
V. 3. 1. 1. Dosage des polyphénols et des flavonoides :
Le tableau ci-dessous (Tableau V.10.) regroupe les données relatives aux rendements

d’extraction, ainsi qu’aux teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides totaux, obtenus par

macération de Brassica fruticulosa subsp. Numidica.

Tableau V.10. Rendement et de la teneur en composés phénoliques et flavonoides de Brassica

fruticulosa subsp. Numidica obtenus par macération.

Dichlorométhane | 0,12 87,55 +0,28 15,05 +0,04
Acétate d’éthyle 1,11 160,93 +4,74 | 82,46 +£0,20
Ethanolique 10,83 218,86 +0,51 | 32,31 +0,28
12,00%
10,00%
8,00%
6,00%
4,00%
2,00%
0,00% ! !
Dichlorométhane Acétate d’éthyle Ethanolique
@ Rendement

Figure V.6. Taux de rendement des extraits obtenus par extraction macération de Brassica

fruticulosa subsp. Numidica
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Figure V.7. Taux des polyphénols et des flavonoides des extraits obtenus par extraction

macération de Brassica fruticulosa subsp. Numidica

Les résultats démontré 1’impact significatif de la polarité de solvant sur le rendement

d’extraction ainsi que sur la teneur en composé phénolique et en flavonoides totaux.

L’extrait a 1’éthanol se caractérise par un rendement d’extraction optimal, atteignant
10,83 %, ainsi que par la teneur la plus ¢levée en polyphénols totaux (218,86 ug EAG/mg). En
revanche, sa concentration en flavonoides reste modérée, avec une valeur de 32,31 pg EC/mg.
Ces résultats soulignent 1’efficacité des solvants polaires, tels que I’éthanol, dans Ia
solubilisation des composés phénoliques, et confirment les observations rapportées dans les

¢tudes antérieures portant sur les extraits alcooliques des especes du genre Brassica [13].

Par ailleurs, I'extrait d'acétate d'éthyle se distingue par un rendement relativement faible
(1,11 %). 1l a montré une concentration en polyphénols de 160,93 pg EAG/mg et se distingue
également par sa richesse en flavonoides, atteignant 82,46 ug EC/mg. Cette confirmé par

I’affinité des flavonoides pour les solvants de polarité moyenne [51].

En revanche, I’extrait au dichlorométhane a démontré une efficacité trés restreinte avec un
rendement de 0,12 %, Il affiche aussi des teneurs faibles en polyphénols (87,55 pg EAG/mg)
et en flavonoides (15,05 pg EC/mg).

Ces résultats mettent en évidence l'insolubilité des métabolites principaux de cette plante

dans des solvants faiblement polaires.

Par conséquent, ces résultats indiquent que 1’éthanol est le solvant préféré pour extraire les
polyphénols, tandis que 1’acétate d’éthyle est plus approprié pour extraire sélectivement les

flavonoides. Pour cela il est crucial de choisir le solvant d’extraction non seulement pour
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optimiser le rendement, mais aussi de cibler les familles de métabolites d’intérét dans le cadre

de la valorisation nutraceutique et pharmaceutique de Brassica fruticulosa subsp. Numidica.
V. 3. 1. 2. Analyse chromatographique par LC-MS-MS :

L'étude réalisée par chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse -LC-
MS-MS (présentée en annexe 2) a permis d'identifier de maniére qualitative les substances
chimiques présentes dans les extraits éthanolique et acétate d'éthyle de Brassica insularis Moris,

comme l'indique le Tableau V.11. :

Tableau V.11. Composition chimique des extraits éthanoliques et acétate d’éthyle de Brassica

fruticulosa subsp. Numidica déterminée par LC-MS-MS

Composés Tr (min) | % Relative Composes Tr (min) | % Relative
Caféine 9,595 2,65 Acide acide 4- | 1,065 0,58
méthoxybenzoique
Curcumine 9,774 0,16 Acide acide 3,5- | 4,954 0,04
dihydroxybenzoiqu
e
Acide férulique 13,012 1,36 Acide férulique 5,954 2,05
Acide kojique 13,649 0,36 Acide 8,423 0,72
chlorogénique
Béta-Carotene 15,795 11,54 8-hydroxyquinoline | 8,449 0,07
Quercitrine 17,171 0,73 Vanilline 8,775 0,16
Merycetine 17,372 0,73 Curcumine 9,604 1,59
Esculine hydrate 17,637 3,79 Thymol 9,671 0,11
Hespérétine 17,686 2,27 Caféine 9,860 1,61
Rutine 17,876 0,01 Acide salicylique 9,990 0,24
Acide folique 17,995 2,06 Vitexine 10,669 0,50
Catéchine 18,543 0,32 Acide kojique 10,986 0,17
Acide oléanolique | 19,873 2,72 Naringénine 11,086 0,12
Naringénine 20,010 0,28 Acide gallique 11,998 0,01
Acide coumarique | 20,136 5,78 Béta-Caroténe 15,759 0,14
Acide cinnamique | 20,291 65,04 Quercitrine 17,105 0,58
Thymol 20,330 0,03 Merycetine 17,301 0,40
Acide 4- 20,760 0,09 Acide oléanolique | 17,370 0,10
méthoxybenzoiqu
e
Chrysine 21,304 0,06 Esculine hydrate 17,515 1,87
Hespérétine 17,634 0,43
Acide folique 17,830 2,94
Catéchine 18,378 0,12
Rutine 19,363 9,36
Acide coumarique | 19,628 1,05
Acide cinnamique | 20,274 75,05
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Comme on peut l'observer, les résultats ont mis en évidence deux profils chimiques
différents en fonction du solvant d'extraction. On remarque une prépondérance significative de
l'acide cinnamique, atteignant 65,04 % dans I'extrait a 1'acétate d'éthyle et 75,05 % dans l'extrait
¢thanolique, ce qui confirme le role crucial des phénylpropanoides dans le métabolisme
secondaire de cette plante. Cependant, la nature des composés chimiques extraits est fortement

influencée par le solvant employé.

L’extrait éthanolique se caractérise par une trés grande variété de composes polaires. La
rutine, un glycoside flavonoide hydrosoluble, avec un taux de 9,36 %, constituant le deuxiéme
composé le plus abondant apres l'acide cinnamique. Ainsi que, La dominance des acides
phénoliques et des flavonoides est en accord avec les recherches antérieures sur B. fruticulosa
subsp. Numidica, lesquelles ont révélé des niveaux ¢élevés d’acide cinnamique et coumarique

dans les extraits éthanoliques [43].

De plus, on observe la présence des autres flavonoides comme la vitexine (0,50 %),
I’hespérétine (0,43 %) et la quercitrine (0,58 %), dont ces composés sont bien connus pour leurs
propriétés antioxydantes et anti-inflammatoire. On trouve également la présence des acides
phénoliques hydrophiles tels que I'acide gallique, I'acide chlorogénique et l'acide salicylique en
faibles proportions (< 1 %), ils peuvent contribuer de maniére synergique a l'activité
antioxydante et présentent des effets antimicrobiens et la prévention des maladies cardiaques
[44]. L’extrait éthanolique renferme également 1’acide folique a une proportion de (2,94 %),
qui est une vitamine indispensable pour le métabolisme cellulaire et la prévention de certaines
pathologies associées au stress oxydatif et a la carence nutritionnelle [45]. Enfin, la présence
d'alcaloides tels que la caféine (1,61 %) et de composés aromatiques comme la vanilline laisse

entrevoir un large spectre d'activités biologiques.

En revanche, l'extrait acétate d'éthyle se distingue par la présence de composés lipophiles
tels que le B-carotene (11,54 %) et I'acide oléanolique (2,72 %), qui font partie des familles des
caroténoides et des triterpénes, et sont connus pour leurs effets protecteurs contre le stress
oxydatif lipidique, leurs propriétés anti-inflammatoires, ainsi que leur role potentiel dans la
prévention de certaines maladies dégénératives [46,47]. On trouve ¢également divers
flavonoides aglycones tels que I'hespérétine, la myricétine et la quercitrine, qui, bien que
présents en quantités plus faibles (< 3 %), jouent un role significatif dans l'activité antioxydante
et la régulation des enzymes impliquées dans les processus inflammatoires [48]. La
concentration en esculine (3,79 %), un composé de la famille des coumarines, renforce l'intérét

pharmacologique de cet extrait, notamment en ce qui concerne ses propriétés vasoprotectrices
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et anti-inflammatoires [50]. De maniere générale, I'analyse chimique de cet échantillon met en
¢vidence une affinité du solvant acétate d'éthyle envers les métabolites secondaires peu polaires,

tels que les pigments liposolubles, les triterpenes et les flavonoides non glycosylés.

Ces résultats confirment les études antérieures qui indiquent que les Brassicaceae stockent
des quantités significatives d'acides phénoliques et de flavonoides, des composés majeurs

impliqués dans la réponse aux stress abiotiques et biotiques [49].
V. 3. 1. 3. Activités anti-oxydante :

Les résultats d’activité antioxydante des extraits obtenus par macération de Brassica

fruticulosa subsp. Numidica sont présentes dans le Tableau V.12. :

Tableau V.12. Activité antioxydante (DPPH et ABTS) des extraits de Brassica fruticulosa

subsp. Numidica obtenus par macération.

Dichlorométhane 17,77 £0,08 59,11 +£2,37
Acétate d’éthyle 12,30 £0,15 62,30 £ 1,52
Ethanolique 15,63 +0,05 | 47,30 +2,61
Acide 7,96 +0,01 58,3+7.,4

ascorbique*

Les résultats montrent des différences notables selon le solvant d'extraction employé et la

méthode d'évaluation antioxydante appliquée (DPPH ou ABTS).

Ces résultats mettent en évidence que l'extrait d'acétate d'éthyle démontre la plus grande
efficacité contre le radical DPPH (IC50 = 12,30 pg/ml), ce qui pourrait étre dii a sa
concentration élevée en flavonoides (82,46 ug EC/mg) (voir Tableau V.12.). Cette efficacité
est en accord avec les données de la littérature, qui soulignent la capacité des flavonoides a
céder des atomes d’hydrogene et a stabiliser les radicaux libres, contribuant ainsi a leur pouvoir

antioxydant [52].

En revanche, pour le test ABTS, les extraits ont montré des niveaux d’efficacité distincts,
dont I’extrait éthanolique a démontré une activit¢ modérée (ICso = 47,30 pg/ml), suivie par
I’extrait dichlorométhane (ICso = 59,11 pg/ml), tandis que I'extrait d'acétate d'éthyle a présenté

une valeur plus élevée (ICso = 62,30 pg/ml), indiquant une activité plus faible.
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Ces résultats indiquent que l'efficacité des extraits est influencée par la nature des
antioxydants qu'ils contiennent, en fonction du radical testé. En effet, les polyphénols
hydrophiles, prédominants dans I'extrait éthanolique et la forte concentration en polyphénols,
semblent jouer un role prépondérant dans la capture des cations ABTS*, alors que les
flavonoides plus lipophiles extraits a l'acétate d'éthyle présentent une activité plus marquée

envers le radical DPPH.

La comparaison avec l'acide ascorbique standard réveéle que, malgré une moindre
puissance, les extraits présentent une activité antioxydante significative et potentiellement

synergique en raison de la variété des métabolites secondaires qu'ils contiennent.

V. 3. 2. Extraction par ultrasons :

V. 3. 2. 1. Dosages des polyphénols et des flavonoides :

Le Tableau V.13. Et Figure V.8. Illustrent les informations concernant les rendements
d'extraction, ainsi que les teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides totaux, obtenues par
extraction assistée par ultrasons a partir de la partie aérienne de Brassica fruticulosa subsp.
Numidica.

Tableau V.13. Evaluation du rendement et de la teneur en composés phénoliques et

flavonoides de Brassica fruticulosa subsp. Numidica obtenus par extraction ultrasonique.

Ethanolique 8,06 208,55 0,11 114,56 +16,77
Méthanolique 6,38 295,79 0,62 41,44 +0,12
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Figure V.8. Taux des polyphénols et des flavonoides des extraits de Brassica fruticulosa

subsp. Numidica par extraction ultrasonique

L’analyse quantitative de ces deux extraits, soulignent 1'influence significative du choix
du solvant et la méthode d’extraction sur le taux de récupération et la composition des
métabolites secondaires. En termes de rendement, 1’extrait éthanolique présente le rendement

le plus ¢élevé (8,06 %) par rapport de 1’extrait méthanolique (6,38 %).

En revanche, I’extrait éthanolique s’est révélé le plus riche en polyphénol par rapport a
I’extrait éthanolique. Cette disparité s’explique par la capacité du méthanol avec sa forte
polarité a extraire de manicre efficace les polyphénols, comme cela a été rapporté dans d’autre

¢tude portant sur les Brassicaceae [38, 39].

En ce qui concerne les flavonoides, on observe une tendance inverse, dont 1’extrait
¢thanolique a montré une concentration tres €levé (114,56 ug EC/mg) par rapport a l'extrait
méthanolique (41,44 pg EC/mg). Cela signifie que certains flavonoides particuliers de B.
fruticulosa subsp. Numidica, probablement sous forme d’aglycone ou faiblement glycosylée,
présentent une meilleure solubilité dans 1’éthanol que dans le méthanol. Des études antérieures
menées sur quelque plante de genre Brassica ont montré que ’utilisation de 1’éthanol a favorisé
une extraction plus efficiente de certains flavonols et anthocyanes, bien que la teneur en

composés phénoliques soit inférieure a celle obtenue avec le méthanol [53].
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V. 3. 2. 2. Analyse chromatographique par LC-MS-MS :

L’analyse par chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse (annexe 3), a
permis D’identification qualitative des substances chimiques contenues dans les extraits
¢thanolique et méthanolique de Brassica fruticulosa subsp. Numidica, comme illustré dans le

Tableau V.14.

Tableau V.14. Composition chimique des extraits éthanoliques et méthanolique de Brassica

fruticulosa subsp. Numidica déterminée par LC-MS-MS.

Composés Tr % Relative Composés Tr % Relative
Thymol 9,561 0,16% Acide cinnamique 2,993 | 0,10%
Curcumine 9,641 0,11% Acide férulique 3,025 | 0,08%
Caféine 9,899 2,41% Acide gallique 3,473 | 0,01%
Acide férulique 10,102 | 1,53% Acide vanillique 7,177 | 0,03%
Béta-Carotene 15,752 | 0,07% Acide syringique 7,607 | 0,08%
Quercitrine 17,224 | 0,55% Curcumine 7,723 1 0,01%
Merycetine 17,286 | 0,42% Acide kojique 8,036 | 0,03%
8-hydroxy coumarine | 17,416 | 0,01% Resvératrol 9,873 | 0,16%
Esculine hydrate 17,516 | 2,50% Naringénine 10,813 | 0,09%
Acide folique 17,966 | 1,65% Acide folique 12,464 | 0,03%
Catéchine 18,379 | 0,07% Riboflavine 14,737 | 99,25%
Rutine 19,397 | 6,63% Béta-Caroténe 15,532 | 0,12%
Acide p- coumarique | 19,646 | 24,39% Acide picrique 18,542 | 0,01%
Naringénine 19,904 | 0,10%

Acide cinnamique 20,227 | 59,33%
Acide 4- 20,312 | 0,07%
méthoxybenzoique

Les résultats ont révélé des profils chimiques distincts, démontrant de maniere évidente
I'impact de la polarité du solvant sur l'efficacité de l'extraction des composés bioactifs. Cette
analyse met en évidence les capacités complémentaires de 1'éthanol et du méthanol, montrant
leurs applications potentielles dans les industries pharmaceutiques, nutraceutiques et

cosmétiques [54, 55].
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L'extrait éthanolique a démontré une concentration plus élevée d'acides phénoliques et de
flavonoides, avec l'acide cinnamique (59,33%) et l'acide coumarique (24,39%) comme
composés dominants. Ces composés bioactifs sont bien établis pour leurs puissantes propriétés
antioxydantes et antimicrobiennes, ce qui suggere que l'extrait éthanolique est particulierement

adapté aux applications ciblant le stress oxydatif et les infections microbiennes [56,57].

De plus, la présence de la rutine (6,63%), flavonoide connu pour ses bienfaits anti-
inflammatoires et cardiovasculaires, renforce le potentiel thérapeutique de I'extrait éthanolique
[58]. Cette diversité positionne 1’extrait éthanolique comme un candidat pour les aliments

fonctionnels et la formulation pharmaceutique.

L'extrait au méthanol, en revanche, se caractérisait par une prédominance écrasante de
riboflavine (99,25%). Cette vitamine hydrosoluble est essentielle pour la réparation cellulaire

et le métabolisme [59,60].

D'autres composés, tels que le resvératrol (0,16%), le béta-carotene (0,12%) et la
naringénine (0,09%), étaient présents en plus petites quantités mais contribuent aux propriétés
antioxydantes et anti-inflammatoires de I’extrait méthanolique [61]. La polarit¢ du méthanol a
permis l'extraction efficace de ces métabolites polaires et hydrosolubles, faisant de 1’extrait
méthanolique un extrait approprié pour les nutraceutiques ciblant les carences en vitamines et
la santé métabolique, ainsi que pour les formulations cosmétiques, en particulier les produits

anti-age et éclaircissants pour la peau [62, 63].

Une observation significative a été la grande différence de teneur en acide cinnamique
entre l'extrait éthanolique (59,33%) et I’extrait méthanolique (0,10%), malgré le fait que les
deux solvants soient a base d'alcool. Cette disparité peut Etre attribuée a la solubilité
différentielle de 1'acide cinnamique et aux dynamiques d'extraction compétitives influencées
par la polarité du solvant. L'éthanol, avec sa polarité intermédiaire, a efficacement solubilisé les
acides phénoliques tels que les acides cinnamique et p-coumarique, tandis que le méthanol,
étant plus polaire, a favorisé 1'extraction de composés hydrophiles tels que la riboflavine. La
forte affinité du méthanol pour les composés hydrosolubles a probablement réduit 1'efficacité
relative d'extraction des acides phénoliques moins polaires, entrainant un rendement
significativement plus faible dans I’extrait méthanolique. Ces résultats sont cohérents avec des
études antérieures démontrant que le choix du solvant influence profondément a la fois la
composition chimique et l'activité biologique des extraits de plantes [64, 65]. Les résultats

démontrent les forces distinctes de 1'éthanol et du méthanol dans la récupération de composés
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bioactifs en fonction de leur polarité.

Les profils chimiques distincts de I'extrait éthanolique et du I’extrait méthanolique
suggerent leur adéquation a différentes applications. L'extrait éthanolique riche en composés
phénoliques et en flavonoides a un potentiel pour des utilisations antioxydantes et
antimicrobiennes, en particulier dans les compléments alimentaires et les produits

pharmaceutiques ciblant le stress oxydatif et I'inflammation [65].

La teneur ¢élevée en riboflavine de 'extrait méthanolique et ses métabolites polaires le
positionnent comme un candidat pour les nutraceutiques visant a combler les carences en
vitamines et a promouvoir la sant¢ métabolique [66]. L'inclusion de resvératrol et d'acide
kojique dans I’extrait méthanolique élargit encore son utilité pour les cosmétiques, en

particulier dans les applications anti-age et de santé de la peau [67].
L'éthanol et le méthanol présentent des capacités d'extraction complémentaires :

L'éthanol est idéal pour isoler les phénoliques et les flavonoides modérément polaires,
tandis que le méthanol excelle dans I'extraction des vitamines et des polyphénols hautement
polaires [68]. Une approche d'extraction combinée ou séquentielle pourrait maximiser la
récupération des composés bioactifs, résultant en un profil phytochimique plus complet avec
des applications plus larges. Cette stratégie pourrait améliorer le potentiel fonctionnel et

thérapeutique des extraits [69].
V. 3. 2. 3. Activités antioxydante :

Nous présentons dans le tableau ci-dessous Tableau V.15., les valeurs de 1’activité
antioxydante des extraits obtenus par extraction ultrasonique de Brassica fruticulosa subsp.

Numidica.
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Tableau V.15. Activité antioxydante (DPPH et ABTS) des extraits obtenue par extraction

ultrasonique de Brassica fruticulosa subsp. Numidica.

Ethanolique 69,93 £0,36 72,08 £3,37
Méthanolique 67,46 £0,03 60,53 £1,96
Acide 7,96 £0,01 58,3+7,4

ascorbique*

Nous constatons que les deux extraits présentent une capacité significative a piéger les
radicaux libres, ce qui est cohérent avec le potentiel de piégeage des radicaux des acides
phénoliques et des flavonoides [70]. L’extrait méthanolique a montré une valeur d’IC50
légérement meilleure (67,46 pg/ml) que celle de 1’extrait éthanolique (69,93 pg/ml). Les
valeurs d’IC50 plus basses de I'acide ascorbique reflétent sa capacité supérieure de donation
d'¢lectrons pour une neutralisation rapide des radicaux. En revanche, l'activité antioxydante de
l'extrait éthanolique et du I’extrait méthanolique provient probablement d'un mécanisme
multifacette impliquant la capture des radicaux, la chélation des ions métalliques et la
modulation des enzymes oxydatives plutot que la réduction directe [71]. Bien que moins
puissants que les antioxydants synthétiques, leur composition phénolique complexe peut offrir

une protection soutenue contre le stress oxydatif.

En effet, les résultats des tests ABTS montrent que 1'extrait méthanolique possede une
activité antioxydante plus élevée (ICso = 60,53 ng/ml) que I'extrait éthanolique (72,08 pg/ml).
Toutefois, ces deux extraits demeurent moins efficaces que 1’acide ascorbique, utilis¢é comme
référence (ICso = 58,3 ng/ml). Cette variation peut étre en corrélation avec et le contenu total
en polyphénols de l'extrait méthanolique, qui est largement reconnu pour son efficacité a

capturer des radicaux hydrophiles comme I’ABTS* [72].
V. 3. 2. 4. Activité anti-microbienne :

L'activit¢ antimicrobienne des extraits éthanolique et méthanolique a été évaluée
initialement en mesurant la zone d'inhibition de croissance (IZD) sur des milieux gélosés
Mueller Hinton (MH) pour les bactéries et sur des milieux gélosés Sabouraud pour les

champignons. Les résultats de cette évaluation sont synthétisés dans le Tableau V.16.

Les extraits ont révélé des propriétés antimicrobiennes variables, notamment a I'encontre
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des bactéries Gram-négatives. Les tests de CMI et de CMB ont révélé des profils d'inhibition
distincts vis-a-vis d'Acinetobacter baumannii, mettant en évidence une sensibilité accrue a

I'extrait d'éthanol.

Au sein de Klebsiella pneumoniae, les extraits EE et EM ont présenté¢ des diameétres
d'inhibition ainsi que des valeurs de Concentration Inhibitrice Minimale (CIM) distincts,

mettant en évidence 1'efficacité de 1'extrait éthanolique.

En ce qui concerne Pseudomonas aeruginosa, l'extrait éthanolique a induit une zone
d'inhibition plus étendue que la chlorhexidine (CM), et les valeurs de Concentration Inhibitrice

Minimale (CIM) ont renforcé l'efficacité supérieure de l'extrait éthanolique.

Tableau V.16. Activité antimicrobienne de 1'extrait méthalonique et éthalonique de Brassica

fruticulosa subsp. Numidica en comparant avec les traitements.

Souche Diametres des Concentrations
Zones Minimales
d'Inhibition (DZI) Inhibitrices (CMI)
en mm en pg/ml

Acinetobacter baumannii | EE 13,5 7,81

EM 19 500

AK10 R R

AMC30 R R
Klebsiella pneumoniae EE 15 7.81

EM 13,5 62.5

AK10 R R

AMC30 R R
Pseudomonas EE 17,5 62.5
aeruginosa EM 13.5 500

AK10 19 125

AMC30 R R
Enterococcus faecium EE 12,5 31.25

EM 13 31.25

AK10 20 250

AMC30 R R
Staphylococcus aureus | EE R R

EM R R

AK10 R R

AMC30 R R
Candida albicans EE R R

EM R R

AM-B R R
Candida kefyr EE R R

EM R R

AM-B R R
Candida krusei EE R R

EM R R
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AM-B 30 31.25
Candida lusitaniae EE R R
EM R R
AM-B 22 125
Candida tropicalis EE R R
EM R R
AM-B R R
EE: Extrait éthanolique, EM: Extrait méthanolique, AK10: Amikacine, AMCS30:
Amoxicilline + Acide clavulanique, AM-B: Amphotéricine B, R : Résistante.

Concernant Enterococcus faecium, elle a démontré une inhibition équivalente des deux

extraits, ce qui suggere une sensibilité similaire.

En effe, aucune zone d'effet inhibiteur n'a été observée pour Staphylococcus aureus, ce
résultat est en accord avec les recherches antérieures sur la résistance de cette bactérie aux

extraits de Brassica.
Par ailleurs, aucune activité antifongique significative n’a été observé.

V. 3. 2. 5. Inhibition de la formation de biofilm :

Les extraits de B. numidica ont été évalués pour leur capacité a inhiber la formation de

biofilm dans des souches bactériennes sélectionnées, révélant une efficacité significative mais

variable Figure V.9.
100 - =
o 2 = =
s g g8 2
S 8- = £ = 3 i
= 5 A = £ e
2 2 2 = £
< : 3
= 607 7 z =
o <
<
() -
gy 40
«
8
5
o 20+
[
e 2 2
< (=)

CE CM AK10

CE CM AK10 CE CM AK10 CE CM AK10

W Acinetobacter baumannii B Klebsiella pneumoniae

B [nterococcus faecium B Pseudomonas aeruginosa

Figure V.9. Inhibition de la formation de biofilm

Pour Acinetobacter baumannii, l'inhibition de la formation de biofilm était de 68 % pour
CE et de 45 % pour CM. Dans Klebsiella pneumoniae, l'inhibition a atteint 72 % pour CE et

60 % pour CM, indiquant un potentiel antibiofilm élevé, en particulier pour CE. Pseudomonas
108



Chapitre V : Résultats et discussion

aeruginosa a démontré une inhibition du biofilm de 55 % pour CE et de 48 % pour CM. Pour
Acinetobacter baumannii, l'inhibition de la formation de biofilm était de 68 % pour CE et de
45 % pour CM. Dans Klebsiella pneumoniae, I'inhibition a atteint 72 % pour CE et 60 % pour
CM, indiquant un potentiel antibiofilm élevé, en particulier pour CE. Pseudomonas aeruginosa
a démontré une inhibition du biofilm de 55 % pour CE et de 48 % pour CM. Dans Enterococcus
faecium, CE et CM ont inhibé la formation de biofilm de 64 % et 51 %, respectivement. Les
composés phénoliques ont été¢ rapportés comme prévenant l'adhésion microbienne et la

maturation du biofilm, soutenant les résultats de cette étude [73, 74].

Une étude récente de Bouamama et al. (2022) a corroboré les activités antimicrobiennes
et antibiofilm significatives des extraits de Brassica, en particulier contre les bactéries Gram-

négatives résistantes.
V. 3. 2. 6. Activité anti-inflammatoire :

Le diclofénac sodique, utilis¢é comme contréle positif dans cette étude (Tableau V.17),
présente un taux d'inhibition maximal de 96,42 % a une concentration de 2500 pg//mL,
réaffirmant ainsi son efficacité anti-inflammatoire établie. En revanche, les extraits éthanolique
et méthanolique dérivés de B. numidica montrent des taux d'inhibition de 73,92 % et 78,10 %,

respectivement.

Tableau V.17. Pourcentage d'inhibition de la dénaturation de I'albumine sérique bovine (BSA)

par la molécule et le diclofénac sodique standard (acide 2-éthanoique).

Diclofenac Extrait éthanolique | Extrait méthanolique
2500 96,42 £ 1,52 73,92 +£1,98 78,10 £ 1,22
2000 91,84 £291 56,26 + 1,83 60,58 £ 0.84
1500 76,39 £ 1,72 47,15+ 0,47 55,30+ 1,30
1000 54,22 £ 0,65 40,84 1,70 46,90 = 1,80
500 31,31 £ 1,15 33,04 £ 1,65 38,95+1,36
250 28,70 £ 0,24 26,64 £ 1,16 31,34 £0,51
125 16,67 £ 1,88 24,14 £ 1,34 26,01 £1,97

A des concentrations faibles de 500 pg/mL, on observe une inhibition de la dénaturation

de 33,04 % pour l'extrait éthanolique et de 38,95 % pour 1'extrait méthanolique. Néanmoins, on

constate une activité significative des extraits a des concentrations de plus en plus élevées. Ces
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résultats indiquent que les extraits de B. numidica présentent des propriétés anti-inflammatoires

dont l'efficacité varie en fonction de la dose administrée.

V. 3. 3. Extraction par sohxlet :
V. 3. 3. 1. Dosage des polyphenols et des flavonoides :

L'extraction de Brassica fruticulosa subsp. Numidica par Soxhlet en utilisant des solvants
de polarité croissante a mis en évidence des variations significatives en ce qui concerne le
rendement et la concentration en composés phénoliques et en flavonoides (Tableau V.18 et

figure V.10.) :

Tableau V.18. Rendement d’extraction et teneur en composés phénoliques et flavonoides

des extraits Soxhlet de Brassica fruticulosa subsp. Numidica.

Phase héxane 3,68 157,87 £0,61 42,64 +0,04
Phase chloroforme | 0,93 167,62 £0,47 | 43,79 £1,35
Phase acétate | 0,11 232,06 £0,39 | 52,90 £0,25
d’éthyle
Phase éthanol 22,07 282,14 +£0,58 | 21,28 £0,73
300
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Figure V.10. Contenu en polyphénols et flavonoides des fractions extraites de Brassica

fruticulosa subsp. Numidica

Le taux de rendement le plus élevé soit 22,07 %, a été observé avec la phase éthanolique,
alors que la phase acétate d'éthyle a présenté le taux de rendement le plus bas, a savoir 0,11 %.

Les rendements des phases hexane et chloroforme sont modérés, s'élevant a 3,68 % et 0,93 %
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respectivement. Ces variations peuvent étre dues a la polarité des solvants.

En ce qui concerne la concentration de polyphénols totaux, les résultats révelent un
classement par ordre décroissant : L'éthanol présente le taux le plus éléve avec une valeur de
282,14 ng EAG/mg, suivie par l'acétate d'éthyle avec 232,06 ug EAG/mg, le chloroforme avec
167,62 ng EAG/mg, et enfin I'hexane avec 157,87 ng EAG/mg. Ces données confirment
I'aspect généralement polaire des polyphénols, les rendant plus solubles dans les solvants
polaires et semi-polaires. Ainsi, il a été observé que I'extrait éthanolique contient la plus grande
quantit¢ de composés phénoliques, comme le montrent les recherches précédentes, qui
indiquent que les fractions éthanoliques des Brassicaceae sont généralement riches en
polyphénols [75]. Etant étroitement liées aux propriétés antioxydantes et protectrices des
Brassicaceae, ces molécules pourraient conférer a l'extrait éthanolique un intérét biologique

significatif.

En revanche, la répartition des flavonoides est différente, la phase acétate d'éthyle présente
la valeur la plus élevée (52,90 pg EC/mg), suivi par les phases chloroforme (43,79 ng EC/mg)
et hexane (42,64 ng EC/mg), alors que la phase éthanolique affiche la teneur la plus basse
(21,28 pg EC/mg). Cette distribution peut étre justifiée par la variété structurale des flavonoides,
qui se présentent soit sous forme d'aglycones, moins polaires et ainsi plus facilement extraites
par des solvants faiblement polaires, soit sous forme glycosylée, plus polaires et solubles dans
I'éthanol, donc il est constaté que les phase moins polaire et apolaire sont riche par les

flavonoides aglycones.

Ces résultats soulignent la complémentarité entre les phases obtenues. La phase éthanol
apparait comme le plus prometteur pour les applications exigeant une activité antioxydante et
protectrice ¢€levée, en raison de son rendement élevé et de sa concentration élevée en
polyphénols. La phase acétate d'éthyle, bien que son rendement soit faible, présente un intérét
particulier pour l'isolement des flavonoides, des composé€s reconnus pour leurs propriétés
antioxydantes, anti-inflammatoires et antimicrobiennes. En conclusion, les phases apolaires,
bien qu'ils aient une teneur plus faible en polyphénols, peuvent renfermer d'autres molécules

lipophiles bioactives qui sont d'un intérét pharmacologique.

Globalement, ces résultats attestent que la polarité du solvant a un impact majeur sur la
composition chimique des extraits de Brassica fruticulosa subsp. Numidica. 1ls proposent
¢galement que 1'utilisation d'une approche séquentielle ou combinée des solvants serait la plus

appropriée pour optimiser l'extraction des divers métabolites secondaires et ainsi exploiter
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pleinement le potentiel bioactif de cette espece endémique.
V. 3. 3. 2. Activités antioxydante :

L’¢évaluation de I'activité antioxydante des extraits de Brassica fruticulosa subsp. Numidica a

l'aide des tests DPPH et ABTS sont regroupés dans Tableau V.19.

Tableau V.19. Activité antioxydante des extraits Soxhlet de Brassica fruticulosa subsp.

Numidica évaluée par les tests DPPH et ABTS.

Phase héxane 115,23 £4,64 | 94,45 +1,58
Phase chloroforme 15,88 0,01 50,77 +1,89
Phase acétate | 12,45 +0,27 42,88 +1,37
d’éthyle

Phase éthanol 17,31 +0,02 59,45 +2,41
Acide ascorbique* 7,96 £0,01 58,3 +£7,4

On observe des différences significatives selon le solvant employé pour I’extraction. Les
valeurs d'ICso indiquent que la phase acétate d'éthyle présente une activité antioxydante plus
¢levée, avec un ICso de 12,45 pg/ml pour le DPPH et de 42,88 pg/ml pour 'ABTS. Cette fraction
présente une efficacité similaire a celle de 1'acide ascorbique utilis¢é comme témoin positif, ce

qui confirme sa teneur élevée en composés bioactifs ayant un fort potentiel réducteur.

La chloroforme se démarque aussi par son pouvoir antioxydant remarquable (avec un ICso
de 15,88 pg/ml pour le DPPH et de 50,77 pg/ml pour 'ABTS), laquelle demeure légerement
inférieure a celle de la phase acétate d'éthyle mais surpassant les phases €thanol et hexane. De
plus, la phase éthanol bien que riche en polyphénols totaux, présente une activit¢ modérée avec
des valeurs d'ICso de 17,31 pg/ml pour le DPPH et de 59,45 ug/ml pour I'ABTS. Cela peut étre

expliqué par la nature qualitative des polyphénols présents.

En revanche, la phase hexane montre une activité antioxydante plus modeste (avec une
ICso de 115,23 pg/ml pour le DPPH et de 94,45 pg/ml pour 'ABTS). C'était prévisible, car ce
liquide non polaire extrait essentiellement des composés lipophiles qui, bien qu'ayant des
propriétés biologiques, jouent un rdle moindre dans l'activité antioxydante mesurée par ces tests

radicaux.
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Il est curieux de constater que les résultats des deux tests montrent des tendances
généralement paralleles, malgré quelques différences. L'analyse par le test DPPH révéle une

activité plus prononcée des phases acétate d'éthyle et chloroforme.

Contrairement au test DPPH, le test ABTS, plus sensible aux composés hydrophiles,
montre des valeurs 1égérement plus uniformes entre les différentes fractions, tout en confirmant

la supériorité de 1'acétate d'éthyle.

Ces observations sont en accord avec les études précédentes menées sur les Brassicaceae,
qui ont montré que les extraits semi-polaires sont particulierement efficaces dans le piégeage

des radicaux libres.
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Conclusion et perspectives

Conclusion

La présente étude s’est inscrite dans une dynamique de valorisation de la biodiversité
végétale algérienne, et plus particulierement de deux espéces endémique de 1’est Algérien :
Brassica insularis Moris et Brassica fruticulosa subsp. Numidica. Ce travail visait a explorer
leur potentiel phytochimique et biologique, en recourant a des méthodes modernes d’extraction
et d’analyse, ainsi qu’a une large gamme tests biologiques ciblant des problématiques de santé

publiques majeures.

Les résultats obtenus ont montré que les trois techniques d’extraction utilisées (macération,
extraction assistée par ultrasons et Soxhlet) influencent significativement le rendement et la
richesse chimique des extraits, confirmant 1’importance du choix méthodologique dans la
valorisation des métabolites secondaires. L’analyse phytochimique a révélé la présence de
diverses familles de composés bioactifs, en particulier les polyphénols, flavonoides, dont les

teneurs varient en fonction d’especes et du procédé d’extraction.

Sur le plan biologique, les extraits testés ont manifesté des activités antioxydantes
notables, refletent leur richesse en composés phénoliques. Par ailleurs, plusieurs extraits ont
montré un effet antidiabétique, se traduisant par 1’inhibition des enzymes a-amylase et o-
glucosidase, ainsi qu’un potentiel anti-Alzheimer a travers I’inhibition de 'acétylcholinestérase
et la butyrylcholinestérase. De plus, certains extraits obtenus par extraction ultrasonique ont
présenté une activité antimicrobiénne interessante, en particulier contre certaines souche
pathogenes, et une action anti-inflammatoire significative, confirmant ainsi les usages

emperiques rapportés dans la medecine traditionnelle.

Ces résultats mettent en ¢évidence I’importance des deux espéces étudiées en tant que
sources potentielles de molecules bioactives, et justifient pleinement leurs exploitations dans le
cadre de recherchee appliquées. lls soulignent également le role stratégique des espéces
endemique dans la mise en place de programme de valorisation durable des ressources

naturelles algériennes.

Cependant, ce travail n’est qu'une premiere étape des investigations complémentaires
s’averent nécessaires afin d’isoler et de caracteriser les molecules responsables des effets
observés, d’évaluer leurs mécanisme d’action, et de valider leur effficacité a travers des
modéles in vivo et in silico. De telles perspectives permettront d’abboutir a une meilleure

intégration de ces sources dans les domaines pharmaceutique, nutraceutique et cosmétique.
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En somme, cette thése contribue a enricchir les connaissances sur les Brassicaceae
endemiques de 1’est algerien, tout en ouvrant la voie a des nouvelle appliations scientifiques et
industrielles. Elle s’inscrit ainsi dans une démarche de valorisation des potentialités a la fois au
développement de la recherche académique et a la promotion d’une utilisation raisonnée et

innovante de la biodiversité vegétale.
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Annexe

Annexe 1 : Chromatogrammes LC-MS-MS (extraction par macération de Brassica

insularis Moris
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Figure A : Chromatogramme LC-MS-MS d’extrait éthanolique de Brassica insularis Moris.
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Figure B : Chromatogramme LC-MS-MS d’extrait acétate d’éthyle de Brassica insularis
Moris.
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Annexe 2 : Chromatogrammes LC-MS-MS (extraction par macération de Brassica

fruticulosa subsp. Numidica.
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Figure C: Chromatogramme LC-MS-MS d’extrait acétate d’ethyle Brassica fruticulosa
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Figure D : Chromatogramme LC-MS-MS d’extrait éthanolique de Brassica fruticulosa

subsp. Numidica.
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Annexe 3 : Chromatogrammes LC-MS (extraction ultrasonique de Brassica fruticulosa

subsp. Numidica.
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Figure E: Chromatogramme LC-MS d’extrait éthanolique par extraction ultrasonique de

Brassica fruticulosa subsp. numidica.
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Figure F : Chromatogramme LC-MS d’extrait méthanolique par extraction ultrasonique de

Brassica fruticulosa subsp. Numidica.
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